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要旨

　ミオシンは種々の生物の細胞に広く存在するモータータンパクの一種である。脊椎動物

では筋肉組織に多量に存在し，個体の維持，運動を担っている。ミオシンはATPase活性を

持っており，ATPを加水分解するときに生じる化学エネルギーを力学エネルギーに変換し

てアクチン繊維を動かし，その結果，運動が起こる。このATPase活性の調節機構はミオシ

ンの存在する組織によって異なっている。横紋筋では，アクチンとトロポニン複合体からな

る細い繊維にCa2＋が結合するとミオシンATPaseが活性化し（アクチン活性化ATPase

活性＝アクトミオシンATPase活性），細い繊維からCa2＋が解離するとATPase活性は

抑制される。一方，平滑筋や非筋細胞では，ミオシンのサブユニットであるLC20のリン酸

化，脱リン酸化によってミオシンATPaseが調節される。　LC20がリン酸化されるとアクト

ミオシンATPaseが活性化され，　LC20が脱リン酸化されるとアクトミオシンATPase活

性が抑制される。本研究は，豚大動脈平滑筋ミオシンを用いて，LC20リン酸化によるミオ

シンATPase活性の調節機構を調べることを目的としておこなった。

　第1章では，LC20のアミノ酸配列を決定し，リン酸化部位を決定した。豚大動脈平滑筋

ミオシンLC20は，　N末端がアセチル基で修飾された171残基からなり，これより算出され

た分子量は19，738であった。この一次構造を，既知のLC20の配列と比較したところ，少

なくとも90％のアミノ酸残基が同一であり，鶏砂嚢筋ミオシンLC20とは，　99・4％同一で

あった。また，既知のLC20で調べられたリン酸化部位（Ser19）とその周辺の配列では置換

が見られないことから，豚大動脈平滑筋ミオシンLC20のミオシン軽鎖キナーゼによるリン

酸化部位もSer19であると判断した。このようにアミノ酸配列が高度に保存されているこ

とから，豚大動脈LC20の役割は，運動のon／offと関連したミオシンATPase活性調節で
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あると考えられた。

　第2章では，電子顕微鏡法を用いて，ミオシン分子上のリン酸化部位の位置を明らかにし

た。まず，LC2Qのリン酸化部位を含む11残基を認識する抗リン酸化ミオシン抗体（APMAb）

を調製した。リン酸化ミオシンとAPMAbとを混合し，形成されたリン酸化ミオシンー

APMAb複合体について電子顕微鏡像観察をおこない，ミオシン頭部先端から抗体の結

合位置までの距離とミオシン頭部の長さとを測定して比較した。その結果，抗体は頭部一尾

部連結部から頭部先端側におよそ3．4㎜の位置に結合していることがわかった。Rayment

らの結果（Science　261，5（レ58，1993）を参考にすると，ミオシン頭部のATPase活性部位と

LC20のリン酸化部位とは4．6～5．6㎜離れていることが明らかになった。この結果から，

LC20のリン酸化部位がミオシンATPase活性部位と直接相互作用することはできないこ

とが示された。リン酸化によるLC20の高次構造変化が必須下弓あるいはミオシン重鎖の

高次構造変化を誘起し，最終的にATPase活性部位が活性化された構造に変わると考えら

れる。

　また，APMAb存在下でアクトミオシンATPase活性を測定したところ，　APMAbの濃

度の増加とともに活性は高くなり，モル比で5倍量のAPMAb存在下では約1．3倍に増加

することがわかった。この結果から，ATPaseの活性化に必要な：LC20のリン酸基を含む領

域の高次構造はゆらいでおり，APMAbが結合すると，このATPase活性化に必要な高次構

造が安定化することが示唆された。

　第3章では，ミオシンに結合しているLC20のリン酸化による構造変化と溶媒への露出

度の変化について調べた。まず，LC20の構造変化についての知見を得るため，アルギニル

エンドペプチダーゼを用いてミオシンを限定消化し，リン酸化の影響を調べた。その結果，

アクチンが存在するとリン酸化ミオシンのLC20は2倍以上消化されやすいことがわかっ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　iv
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た。この結果は，アクチンが結合すると，リン酸化ミオシンのLC20が，溶媒に露出するこ

とを示唆している。同様の実験から，脱リン酸化ミオシンではアクチンが存在してもしC20

の溶媒への露出度は変わらないことが示された。

　次に，同様の目的で，水溶性カルボジイミド（EDC）を用いた化学架橋実験をおこ塗った。

32Pで標識したリン酸化ミオシンの架橋産物をSDS－PAGEで解析した結果，　LC20の2量：

体に相当する約40kDaのバンドが観察された。同様のバンドはアクチン存在下のリン酸

化ミオシンでも観察された。脱リン酸化ミオシンの架橋産物でもLC20の2量体のバンド

は観察されたが，アクチンを加えるとこのバンドの形成速度は大きく減少した。この結果

から，アクチンが存在すると脱リン酸化ミオシンの：LC20は架橋されにくくなること，リン

酸化によりこの効果は消失することがわかった。

　これら2つの結果から，アクチンはミオシンに結合すると，2つのLC20の間の距離を大

きくする，すなわち，ミオシンの2つの頭部を引き離すことが示唆される。一方，アクチン

が結合したリン酸化ミオシンのLC20は溶媒に露出し，互いに架橋される距離にある。こ

の高次構造は，APMAbにより特異的に認識される，アクトミオシンATPase活性化に必要

な高次構造に相当すると考えられる。LC20のリン酸化による高次構造変化は，アクチンが

結合したときにしC20を溶媒に露出させ，ミオシンの2つの頭部を近い距離に保ちつづけ

るものと考えられる。

　以上の結果から，LC20のリン酸化によるミオシンATPaseの活性化は，2つのリン酸化

LC20が互いに近接できるようなしC20分子内の高次構造変化により引き起こされ，この高

次構造変化が重鎖の高次構造変化を誘起してATPase活性部位に伝わることによって起こ

ると結論した。
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序論

　ミオシンはほとんどすべての生物の細胞に広くみられる，モータータンパク質である。

モータータンパクは，細胞の運動や，細胞内のオルガネラ輸送に関与し，生体内の化学エネ

ルギーを機械エネルギーに変換する役割をもつ。ミオシンには様々な種類が存在し，分子

進化学的に，ミオシンスーパ・・一…一ファミリーと呼ばれるタンパク群を形成していることが近

年明らかにされた【1－7］。そのうち，2個の頭部と長い1本の尾部をもつミオシンはミオシ

ンーIIと呼ばれている。ミオシンーII（以後，簡単にミオシンと呼ぶ）は尾部で分子同士が互

いに会合し，フィラメントを形成することができる。細胞内では，このようなミオシンフィ

ラメントの形で働くと考えられている。

　筋肉組織は，ミオシンーアクチン系のモータータンパクの濃度が極端に高く，個体の維持，

運動に関与している。脊椎動物では，筋肉組織は大きく2種類に分類される。一方は骨格

筋や心筋のように，ミオシンフィラメントとアクチンフィラメントとが規則正しく配列さ

れ，位相差顕微鏡で縞模様が観察される横紋筋，他方は心臓を除く内蔵組織に見られ，縞模

様が観察されない平滑筋である。両者で異なるのは，縞模様の様な外観だけでなく，その収

縮の仕方である。横紋筋では多量のATPを使い短時間に高い張力を発生する。これに対

し，平滑筋では，骨格筋に比べてATPの消費量は小さく，低い張力を長時間持続させる。こ

のように組織としての違いは，その収縮の特性として反映されている。

　こうした筋肉組織による収縮活性の違いは，組織の構造によるだけでなく，収縮の根本と

なるモータータンパク，ミオシンそのものの違いによるところが大きいと考えられている。

ミオシン分子は一般に，回転楕円形の頭部と細長い尾部からなる重鎖と2種類の軽鎖の，3

種類のサブユニットが2個ずつ組合わさった6量体である。ミオシン重鎖サブユニット
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は分子量約200kDaで，頭部にATPase活性部位を持っている。細長い尾部はそのほとん

どがα一ヘリックス構造をしており，2個の重鎖は尾部で互いに巻き付きあってcoiled－coil

構造を形成している。ミオシンの頭部と尾部との境界付近を頭部一尾部連結部（head－rod

junction）と呼び，これよりN末端側　（頭部側）に，重鎖1個に2種類の軽鎖が2個ず

つ結合している。2種類の軽鎖は互いに隣接して重鎖上に結合しており，ミオシン頭部側

に結合している方は必須軽鎖，必須融解に対してC末端側（head－rod　junction側）に隣接

して重鎖上に結合している方は制御封鎖と呼ばれている。これらの蝦鎖はカルモジュリンー

スーパーファミリに属するタンパクで，カルモジュリンが，生物の進化の過程で変化したも

のと考えられており，骨格筋，心筋，及び平滑筋でそれぞれ特徴をもったアイソフォームが

存在する［8］。各筋組織から得られるミオシンを電子顕微鏡で観察すると互いによく似た形

態をしているが，それぞれのサブユニットごとにアミノ酸配列は少しずつ異なっており，そ

れぞれの筋組織に固有のミオシンアイソフォームとして区別される。

　本研究で用いた平滑筋ミオシンは，2個ずつの約200kDa重鎖，20　kDa制御軽鎖（LC20），

17kDa必須軽鎖（LC17）からなる6量体のタンパク質である。平滑筋ミオシンはカル

シウムーカルモジュリン（CaM）依存性ミオシン軽鎖キナーゼ（MLCK）によるLC20の

リン酸化により，ATPase活性が制御されている［9，10】。様々な平滑筋組織や非筋細胞のミ

オシンについてLC20の一次構造が決定され，アイソフォームが存在する例も報告されてい

る［8，11，　12】。平滑筋の中でも，特に鶏や七面鳥の砂嚢筋を使った研究が進んでおり，：LC20

やLC17のアミノ酸配列も早い時期に決定されている［8，13－16】。

　平滑筋ミオシンATPase活性の制御がLC20のリン酸化，脱リン酸化によって行われて

いることを述べたが，そのリン酸化はどのような機構でATPase活性を変えるのだろうか。

Raymentらが報告した鶏骨格筋ミオシンサブフラグメントー1のX線結晶回折解1析による

2
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立体構造モデル【17】によれば，LC20に相当する（骨格筋では18　kDa）制御軽鎖はそのN

末端がミオシンのN末端とは逆向きになるように（いわゆるアンチパラレルに）head－rod

junction付近に結合している。骨格筋と平滑筋との違いはあるが，サブユニットの構成な

ど基本構造はほぼ同じで，電子顕微鏡でのミオシン分子の全体像はほとんど見分けがっか

ないことを考えると，平滑筋ミオシン頭部もよく似た立体構造をとると思われる。LC20の

N末端が骨格筋のそれと同じようにミオシン頭部先端からは離れたところにあるとすると，

LC20のリン酸化部位が頭部に局在するATPase活性部位に対して直接作用することは考

えられない。LC20リン酸化の効果が間接的にミオシンATPase活性部位に伝わるならば，

その経路を調べることでミオシンATPase活性の制御機構を解明できるに違いない。

　本研究では，豚犬動脈平滑筋ミオシンを用いて，LC20リン酸化によるATPase活性の制御

機構についての知見を得ることを目的とした。まず，LC20のアミノ酸配列を決定し，　LC20

の一次構造上のリン酸化部位を明らかにした。次に，：LC20リン酸化部位を特異的に認識

し，リン酸化ミオシン（P一ミオシン）と脱リン酸化ミオシン（DP一ミオシン）とを判別するこ

とができる抗体を作製し，これを用いて電子顕微鏡像観察をおこない，ミオシン分子内での

リン酸化部位のマッピングをおこなった。さらに，P一ミオシンとDP一ミオシンとについて

LC20の消化酵素耐性や化学架橋反応を調べることにより，両LC20の立体構造の違いを明

らかにし，LC20リン酸化によるミオシンATPase活性制御機構について議論した。
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実験方法

　タンパクの調製においては，断らない限り，温度条件は4。Cを，水は蒸留脱イオン水を使

用した。

1　豚大動脈平滑筋ミオシン，リン酸化ミオシンの調製

　ミオシンはHasegawaらの方法向を改変した方法で調製した。

豚大動脈洗浄筋の調製　豚大動脈は屠殺場から氷冷して持ち帰った新鮮なものを使用した。

大動脈の外膜をはぎ取った後切り開き，内膜を実験：室用ティッシュペーパーでふき取って除

去し，筋肉組織である中膜を得た。中膜は細切りにして水洗した後，ミンチにして重量を測

定した。これ以降の操作はすべて4。Cでおこなった。筋肉組織のミンチ3759あたり4．8

eの緩衝液A（20mM　MgC12，2mM　EGTA，0．1％2－ME，0．1　mM　PMSF，10mMイミダゾー

ルーHCI，　pH7．0）を加えて，ミキサーで15秒ずつ，3回ホモジェナイズした。この筋肉組織の

ホモジェネートを遠心分離（4，5009×20分）した。大動脈洗浄筋の調製での遠心分離はす

べてこの条件でおこなった。得られた沈殿に緩衝液Aを加えて懸濁し，ポリトロン（Type

PT10／35，　Kinematica）の最高出力で15秒ずつ，3回ホモジェナイズし，筋肉組織を破砕，

洗浄した。破砕した筋肉組織の懸濁液について遠心分離し，沈殿を得た。ポリトロンを用い

た操作と遠心分離とを更に2回繰り返し，得られた沈殿に，中膜1009あたり400meの緩

衝液Aを加えてマグネティックスターラで1．5時間撹搾した。撹搾後，懸濁液を遠心分離

して沈殿した洗浄筋を得た。洗浄筋を緩衝液Aに懸濁し，これに等容の冷グリセリンを加

えて50％グリセリン溶液とした。このとき，洗浄筋の最終濃度は，　300　9／eになるように

調整し，ミオシンの調製に使用するまで一20。Cで保存した。
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豚大動脈平滑筋ミオシンの調製　洗浄筋のグリセリン溶液1eに対して2eの緩衝液A

を加え，ポリトロンを用いてホモジェナイズした後，遠心分離（4，5009×20分）した。得

られた沈殿に2eの緩衝液Aを加えて同様にホモジェナイズした後，遠心分離して沈殿を

とった。このようにしてグリセリンを除いた洗浄筋に14の緩衝液B（40mM　NaC1，10mM

EDTA，2mM　EGTA，5mM　ATP，2mM　2－ME，0．1mM　PMSF，25mMイミダゾールーHCI，

pH7．0）を加えて懸濁し，マグネティックス演目ラを用いて約1．5時間撹絆してミオシンを

抽出した。懸濁液を遠心分離（4，5009×30分）して上清をとり，抽出液とした。抽出液に

2MCaC12溶液を最終濃度30mMになるように加えてミオシンを沈殿させた、このとき，

抽出液のpHをモニターし，必要ならば6M　NaOH溶液を滴下してpH7．0を保った。この

溶液を約20分放置した後，遠心分離（4，5009×15分）し，得られた沈殿を粗ミオシンとし

た。粗ミオシンに緩衝液C（O．2M　MgC12，1mM　EGTA，1mM　DTT，0・1mM　PMSF，20mM

NaPi，　pH7．4）を加えてホモジェナイズし，ミオシンを溶かした後，同緩衝液を加えて260me

にメスアップした。このホモジェネートに0．2MATPを加えて5mM　ATPとし，20分

後に超遠心分離（110，000　9x1．5時間）をおこなった。ミオシンを含む上清を2枚重ねの

ガーゼを通して回収した。この上清に溶液D（1mM　NaHCO3，0．1mM　EGTA，1mM　DTT，

0．1mM　PMSF）を加え，10倍に希釈してミオシンを沈殿させた後，遠心分離（4，5009×10

分）してミオシンの沈殿を集めた。ミオシンの沈殿に少量の溶液Dを加えて懸濁し，IS　me

の3M　KCI溶液を加えてミオシンを溶かした。これに溶液Dを加えて90　meにメスアッ

プし0．5MKCI溶液とした後，20分間撹拝した。ついで，溶液Dを135　me加えて計225

meにし，0．2　M　KCI溶液とした。このミオシン溶液を遠心分離（22，0009×10分）し，ミ

オシンを含む上清を得た。これに溶液Dを加えて4倍に希釈した後，2MMgC12溶液を加

えて20mM　MgC12溶液とした。2時間，または一晩放置してミオシンを沈殿させた後，上
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清の一部をデカンテーションで除き，残った液について遠心分離（10，0009×10分）して

沈殿を集めた。沈殿に少量の水を加えて懸濁した後，3MKC1溶液を加えてミオシンを溶

かし，水を加えて0．5MKC1溶液とした。この溶液を遠心分離（20，0009×10分）して変

性ミオシンを除き，精製ミオシン（上清）を得た。このようにして得られた精製ミオシン溶

液の濃度を測定した後，等容の冷グリセリンを加えて0．25MKC1，50％グリセリン溶液と

し，一20。Cで保存した。3009の大動脈中膜から，約200mgのミオシンが得られた。

リン酸化ミオシンの調製　ミオシン溶液（5～10mg／meミオシン，0．3～0．5M　KC1，5mM

MgC12，0．1～0．5mM　CaC12，1mM　DTT，20mMイミダゾールーHC1，　pH7．0）にカルモジュ

リン（CaM），ミオシン軽鎖キナーゼ（MLCK），　ATPを加えて20μg／me　CaM，20μg／m4

MLCK，5mM　ATPとし，25。C，20分反応させてミオシンLC20をリン酸化した。反応

は氷冷して停止した。LC20のリン酸化の程度は，リン酸化後の反応混液の一部について

urea－PAGEをおこない，非リン酸化LC20とリン酸化LC20とのバンド強度比をデンシト

メトリで求めて算出した。続いて，リン酸化後の反応混戦を0．4M　KC1，2mM　2－ME，20mM

イミダゾールーHCI，　pH7．0で平衡化したSepharose　CL－6ケ日PhaJrmacia）カラムに添加し

てゲルろ過をおこなった。溶出液のA2SOを測定し，ミオシンのピークの前半部分を集め

た。ミオシン画分に10mMイミダゾールーHCI，　pH7．O，　2mM　DTTを加えて10倍に希釈し

た後，最終濃度が20mMになるように2M　MgC12溶液を加えてリン酸化ミオシン（P一ミ

オシン）を沈殿させた。P一ミオシンの沈殿は，ミオシンの調製で述べたのと同様にして回

収し，濃度を測定後保存した。P一ミオシンの精製には必要に応じてヒドロキシアパタイト

（生化学工業）カラムも用いた【18】。リン酸化反応後の反応混液を，0・4M　KCl，1mM　DTT，

0．IM　KPi，　pH7．0で平衡化したヒドロキシアパタイトカラムに添加した。同緩衝液をカラ
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ム容積の8～10倍流してカラムを洗った後，緩衝液を0．4M　KCI，1mM　DTT，0．3M　KPi，

pH7・0に変えてP一／9オシンを溶出した。溶出したP一ミオシン画道を30～40mM　KCI，1mM

DTT，10mMイミダゾールーHC1，　pH7．0に透析してPiを除去した。このP一ミオシン溶液

に，20mM　MgC12となるように2M　MgC12溶液を加えてP一ミオシンを沈殿させ，上記と同

様にして保存した。

2　アクチンの調製

アセトン処理筋の調製　アクチンはウサギ骨格筋より抽出し，精製したものを用いた。ま

ず，ウサギの骨格筋組織よりStraubの方法【19，201にしたがってアセトン処理筋を調製し

た。ウサギを断頭後，放淫して解体し，筋肉組織を得た。筋肉をミンチにして重量を測り，

筋肉19あたり3meのStraub溶液（0．3M　KC1，0．1M　KH2PO4，0．05M　K2HPO4，　pH6．5

（4。C））を加えてミンチを懸濁し，手で揉みほぐした。14．5分後に遠心分離（4，6009×20

分）して沈殿した肉を回収した。これに，10倍容の冷水を加えて懸濁し，ナイロン製ガー

ゼの袋にいれて絞り，二三をとった。アセトン処理筋の調製では，溶媒を除く操作はすべて

この方法でおこなった。次に，残査に5回忌の0．4％NaHCO3溶液を加え，メカニカルス

ターラを使って室温で15分撹搾し，残査を洗浄した。この懸濁液を袋に入れて絞り，回収

した残査について再度洗浄した。続いて，洗浄した残査に，筋肉1009あたり14の冷水を

加えて，30分間強く撹搾した。懸濁液を袋に入れ，ろ液の色が透明から白色になり，粘性が

高くなるまで絞った。最後に，アセトンを用いて鑑査の水分を除いた。謡曲に筋肉1009あ

たり300meの冷アセトンを一気に加えて撹翻し，すぐに絞った。2回目からは，筋肉1009

あたり100～200meの冷アセトンを加え，　30分間撹搾した後絞った。全部で4回操作した。

アセトンで洗浄した残査を室温で揉みほぐし，2枚重ねのろ紙で挟んでドラフト中で乾燥し
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た。このアセトン処理筋は，アクチンを抽出するまでデシケータ中，4。Cで保存した。

アクチンの抽出，精製　アクチンの抽出，および精製はSpudich＆Watt【21］，および，　Pardee

＆Spudich［22／の方法を改変しておこなった。アセトン処理筋109に対し，300　meのG

緩衝液（0．2mM　ATP，0．2mM　CaC12，0．005％NaN3，0．5mM　DTT，2mM　Tris－HC1，　pH7．5）

を用意した。200meのG緩衝液をアセトン処理筋に加え，氷冷しながら30分撹搾してア

クチンを抽出した後，遠心分離（22，0009×15分）した。アクチンを含む上清を4枚重ねの

ガーゼを通して回収した。沈殿にはIOOmeのG緩衝液を加えて再抽出した。これを1回

目と同様に遠心分離して上清を回収し，1回目の上清と合わせて抽出液とした。抽出液を超

遠心分離（168，0009×30分）し，4枚重ねのガーゼを通して上清を回収した。この上清に

0．2M　ATP，3M　KC1，2M　MgC12の各溶液を加えて，最終濃度が1mM　ATP，0．1M　KC1，2mM

MgC12となるように調整し，終夜放置してアクチンを重合させた。次いで，3M　KC1溶液を

加えて0．8MKC1溶液とし，30分置憎した後，超遠心分離（100，0009×3時間）して重合し

たアクチン（F一アクチン）の沈殿を得た。この沈殿に30　m4のG緩衝液を加えてホモジェ

ナイズした。ホモジェネートを2eのG緩衝液に対して3回透析し，　F一アクチンを脱重合

させた。透析後，超遠心分離（100，0009×3時間）をおこない，脱重合したアクチン（G一ア

クチン）を含む上清を得た。得られた上清をG緩衝液で平衡化したSephacryl　S－300　HR

（Pharmacia）カラム（2．6cm×120cm）に添加してゲルろ過をおこなった。溶出液のA2so

を測定し，G一アクチンのピーク引分を集め，精製アクチン溶液とした。精製アクチン溶液の

濃度をビウレット法で測定した後，スクロースを加えて0．1Mスクロース溶液としてから，

凍結乾燥してスクロースパウダとした。回収したスクロースパウダは，重量を測定してア

クチンの含有率（w／w）を求めた後，デシケータ中，一20。Cで保存した。
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F一アクチン溶液の調製　スクロースパウダを秤量して必要量をとり，アクチン濃度が約

5mg／meとなるようにG緩衝液を加えて溶かした。この溶液を30～50倍容のG緩衝液

に透析した後，超遠心分離（500，0009×20分）した。G一アクチンを含む上清に3MKC1，

2M　MgC12，1M　DT’r，1MイミダゾールーHCI（pH　7．0）の各溶液を加えて，0．1M　KC1，2mM

MgC12，2mM　DTT，10mMイミダゾールーHC1，　pH7．0になるように調整し，その後，2時間

以上放置してアクチンを重合させた。このF一アクチン溶液を超遠心分離（500，0009×20

分）してF一アクチンの沈殿を得た。F一アクチンの沈殿を，実験で使用する緩衝液を用いてホ

モジェナイズした後，同緩衝液に透析してF一アクチン溶液とした。F一アクチン溶液は，使用

直前まで氷冷して保存した。

3　大動脈平滑筋ミオシン：LC20，およびリン酸化：LC20の調製

：LC20の調製　豚大動脈平滑筋ミオシンLC20は，ミオシンの調製過程で得られるCaC12

による粗ミオシンの沈殿から，Perrie＆Peny［23】及びHasegawaら【9］の方法にしたがって

精製した。粗ミオシンに湿重量の3倍容の5M　Gu－HC1，0．1％2－ME，0．1M　Tris－Gly，　pH8．9

を加えて一晩撹亡し，ミオシンを変性させた。次いで等容の冷水を加えて2倍に希釈した

後，さらに義気のEtOHを加えて50％EtOHとしてミオシン重鎖を沈澱させた。この溶

液を遠心分離（22，000gx10分）し，ミオシン軽鎖混合物を含む上清を得た。ミオシン軽

鎖混合物中のEtOHを，ロータリーーエバボレ一元を用いて30。Cで減圧蒸留して除去する

と同時に軽鎖混合物を濃縮した。濃縮した試料溶液を，50倍容の50mM　’1｝risrGly，　pH8．9，

0．1％2－MEに対して2時間以上3回透析してGu－HCIを除いた後，50倍容の6M尿素，

0・1％2－ME，　20mM　KPi，　pH6．0に対して透析した。その後，室温で8M尿素，0．1％2－ME，

20mM　KPi，　pH6．0（イオン交換クロマトグラフィ開始緩衝液）に対して透析した。透析し
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た試料を開始緩衝液で平衡化したDEAE－TOYOPEARL　650Sカラム（2．2cm×16cm）に

添加し，室温で陰イオン交換クロマトグラフィをおこなった。カラムを開始緩衝液で洗った

後，8M尿素，0．1％2－ME存在下で：KPi，　pH6．0の直線濃度勾配（20～100mM）によって展

開し，軽鎖成分を分離，溶出した。溶出液は6meずつ分画し，各分画のA2soを測定して主

計成分の溶出を追跡した。リン酸濃度は各分画の電気伝導度を測定して求めた。LC20の

溶出位置をurea－PAGEで確認し，このピーク成分を集めて精製LC20とした。精製LC20

は，50mM　NH4HCO3に透析して尿素を除いた後凍結乾燥し，デシケー寒中，一20。Cで保

存した。5009の大動脈中膜から約15mgのしC20が得られた。

　別法として，EtOH分画の方法［24，25】も一部改変して用いた。この方法では，ミオシン

の調製過程で，超遠心分離の上清を10倍希釈して得られる沈殿（粗ミオシン）を出発物質

とした。

　粗ミオシン沈殿に，湿重量の5倍容の7M尿素，10mM　EDTA，0．1％2－ME，0．2mM　PMSF

溶液を室温で加えて沈殿を溶かし，ミオシンを変性させた。次いで，粗ミオシン溶液を氷温

にし，6M　NaOH溶液を加えてpH11に調整した後30分撹慨した。続いて50mMになる

ようにTrisを加えた後6M　HCI溶液を加えてpH8．6に調整した。その後，最終容積が，粗

ミオシン沈殿の湿重量の6倍容になるように水を加えて希釈した。この溶液を20。Cで1

時間撹搾した後，厳容の冷EtOHを加えて50％EtOHとし，ミオシン重鎖を沈殿させた。

以後，冷EtOHを用いる操作は20。Cでおこなった。　EtOHを加えてから約15分後に遠

心分離（4，500gx15分）し，軽鎖混合物を含む上清を得た。上清に終濃度75％となるよ

うに冷EtOHを加えてLC20を沈殿させ，30分後に遠心分離（4，500g　x　10分）してしC20

の沈殿を集めた。得られたLC20の沈澱を陰イオン交換クロマトグラフィ開始緩衝液（8M

尿素，50mM　KPi，　pH6．0，0．1％2－ME）に溶かして同緩衝液に透析した後，先に示したのと

10
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同様の方法でDE32（WZhatmann）陰イオン交換クロマトグラフィをおこない，：LC20を単

離した。ただし，開始リン酸濃度は50mMを，リン酸の直線濃度勾配は50～120mMを用

いた。

リン酸化：LC20の調製　LC20溶液（2～2．5mg／me　LC20，30mM　KCI，5mM　MgC12，0・5mM

CaC12，0．1％2－ME，20mM　Tris－HC1，　pH7．5）にCaM，　MLCK，　ATPを加えて8．4μ9／me　CaM，

10μ9／me　MLCK，1mM　ATP溶液とし，25。C，20分，リン酸化反応をおこなった。反応混液

を氷冷して反応を停止させ，一部を取り出してurea一　PAGEによりリン酸化の程度を確認し

た。上記の条件でほぼ100％のリン酸化が確認された。リン酸化の反応直直に，50％TCA

溶液を加えて5％TCAとし，約30分撹搾して反応混液中のタンパクを沈殿させた。この

沈殿を遠心分離（10，0009×15分）によって集め，LC20の調製と同様に陰イオン交換クロ

マトグラフィによりリン酸化LC20（P－LC20）を精製した。

4　M：LCKとCaM

　MLCKは鶏砂嚢平滑筋より抽出し，　Ybshidaらの方法［26】に従って部分精製した。　CaM

は，鶏砂嚢平滑筋より抽出，精製したものを本研究室の福井康浩博士（現在，三井製薬）より

頂いた。

5　LC20のアミノ酸配列分析

還元ピリジルエチル化　LC20に含まれるシステイン残基を還元ピリジルエチル化した【27，

281。1mgのし。20につき，脱気した7M　Gu－Hcl，10mM　EDTA，　o．5M　Tris－Hc1，　pH8・5の

溶液O．3meを加えてLC20を溶かした。1mgの：LC20につき1mgのDTTを加えて溶か

した後，容器内の気相をN2に置換して密封し，室温で2時間撹搾して還元した。還元後，
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1mgのしC20につき2μの4一ビニルピリジンを加えた。再度，容器内の気相をN2に置換

して密封した後，遮光して，室温で4時間撹搾してピリジルエチル化した。その後，反応混

液を10mM　AcOHに透析して過剰な試薬を除き，凍結乾燥した。

：LC20のCNBr分解　10mgのピリジルエチル化しC20に4meの70％HCOOHを加え

てLC20を溶かした後，47mgのCNBrを加えた【29】。容器を密封および遮光し，撹搾し

ながら40。Cで24時間反応させ，：LC20を分解した。反応後，反応混液を水で10倍に希

釈して反応を停止した。得られたLC20のCNBr分解物溶液を凍結乾燥し，デシケータ中，

一一
Q0。Cで保存した。

リシルエンドペプチダーゼ消化　P－LC20溶液（2．5mg／m4　P－LC20，50mM　Tris－HCI，　pH7・5）

に，重量比で1／100のリシルエンドペプチダーゼ（Wako）（KEP）を加え，30。Cで6時間消

化した【30，31】。反応は氷冷して停止した。

　また，LC20のCNBr断片の一部門KEPを用いて消化した［30，31】。この消化は，ペプ

チド断片の溶液（2．5mg／meペプチド断片，50mM　Tris－HC1，　pH7・5）にモル比で1／600の

KEPを加え，30◎Cで30分おこなった。

アルギニルエンドペプチダーゼ消化　LC20のCNBr断片の一部門アルギニルエンドペプ

チダーゼ（Takara）（REP）を用いて消化した。消化は，ペプチド断片の溶液（2・5mg／meペ

プチド断片，50mM　Tris－HC1，　pH8．0）にモル比で1／300のREPを加え，37。Cで30分野こ

なった。反応は10mM　PMSFを加えて停止した【321。

ペプチドの分離　CNBr断片についてはまず，ゲルろ過をおこなった。　CNBr断片の凍結乾

燥物を0．1M　NH4HCO3，1mM　2－ME，に溶かし，同緩衝液で平衡化されたSephadex　G。50
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（Pharmacia）カラム（14㎜×105cm）に添加した。同緩鰍で酬し，2m8ずつ分画を集

めた。各分画をTlis－Tricine緩衝系SDS－PAGEで分析した後，逆相HPLCによりペプチ

ドを分離した。KEPまたはREPによる消化物は，直接HPLCによって分離した。

　HPLCカラムはTSK－gel　ODS　120T（4．6mM×250mM，　Tosoh）またはCosmosi15C18－AR

（4．6mM　x　150mM，　Nacalai跳que）を用いた。ペプチドは0・1％TFA存在下でCH3CNの

濃度勾配を用いて溶出した。

質量分析　LC20の断片の一部については，　Biolon　20システム（ApPlied　Biosystems）を用

いて質量分析をおこなった。

アミノ酸配列分析　アミノ酸配列分析は，北海道大学機器分析センターに依頼し，477Aプ

ロテインシークェンサおよび120A　PTHアナライザ（Applied　Biosystems）により決定し

た。KEPペプチドの一部はMilliGen／Biosearchに依頼し，　Prosequencer　MAXIMA　820

（Ma）dma／Millipore）により決定した。

アミノ酸組成分析　アミノ酸組成は，減圧乾固したペプチドを6MHC1に溶かして減圧封

管し，110。Cで24時間加水分解した後，　Amino　Acid　Anaユysis　System　OPA（Jasco）により

決定した。

また，気相高速加水分解法を用いた分析試料の調製も試みた。試料をダーラム管（6㎜

×40mm）に入れて減圧乾固し，これを10mm　x　100㎜の試麗の中に入れて減圧媚

用に整形した。ダーラム管と外側の試験管との間に200μの酸混合液（HC1：TFA：H20

＝6：3：1，0．1％フェノール）を加えて減圧封旨した。160。Cで30分加水分解した後，上

記の方法と同様にして分析をおこなった。
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6抗リン酸化ミオシン抗体（APMAb）の調製

合成ペプチドのリン酸化，分離　LC20のリン酸化部位（Ser　19）を含む11残基の配列（S

がSer　19に相当）

　　　　　　　　　　　　　　　　KRPQRATSNVF

を選び，これと同じ配列を持つ合成ペプチドを固相法により合成した（サイエンスタナカ

（株）に依頼）。合成ペプチド溶液（1mM合成ペプチド，0・35M　KCI，5mM　MgC12，5mM

CaC12，40mM　T！ris－HCI，　pH7．5）にCaM，　MLCK，　ATPを加えて，125μ9／m乏CaM，125μ9／me

MLCK，　10mM　ATP溶液とし，30。C，16～24時間反応させてリン酸化した［33－35］・反応混

液を逆相HPLC（Cosmosi15C18AR（10㎜×250㎜），　Nacalai　Tesque）に添加し，ペプチ

ド成分を分取して減圧乾固した。その後，5mM　NH4HCO3（開始緩衝液）に溶かし，同緩衝

液で平衡化したDE32陰イオン交換カラム（1．2cm×19cm）に添加し，開始緩衝液で溶出

されるペプチド成分を分取した。これらのペプチドは，減圧乾固した後，冷凍保存した。

ホスフォアミノ酸分析　P一ペプチドは部分加水分解の後，薄層電気泳動［361をおこなって

ボスフォアミノ酸を分析，同定した。減圧乾固したP一ペプチド30　nmo1を200μの6M

HC1に溶かし，減圧封管下，110。Cで3時間加水分解した。反応後，　P一ペプチドの加水分解

物を凍結乾燥し，HCIを除いた。非リン酸化ペプチドについても同様の操作をおこなった。

　P。ペプチドおよび非リン酸化ペプチドの加水分解物を，それぞれ51Leの試料緩衝液（15．6

％AcOH，5％HCOOH）に溶かしてセルロース板（12cm　x　20cm）の原点に添加した。標

準試料としてP－Ser，　P－Thrの混合溶液を調製し，それぞれ20　nmolずつを添加した。セ

ルロース板の全面に泳動緩衝液（7．8％AcOH，2．5％HCOOH，　pH2）を噴霧して湿らせた

後，試料側を負極とし，定電圧（1000V）で105分，電気泳動した。泳動終了後，セルロース

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　14
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板を風乾し，カドミウムーニンヒドリン溶液を用いてホスフオアミノ酸のスポットを検出し

た［37】。

抗原の調製，抗血清の調製　抗原に1’ll，P一ペプチドをスカシガイヘモシアニン（KLH）と化

学結合（カップリング）させたもの（コンジュゲート）を用いた。まず，5mgのKLHを1me

の50mMホウ酸ナトリウム，　pH10に溶かし，これに，5mgのP一ペプチドを加えて混合し

た。P一ペプチドを溶かした後，0．3％グルタルアルデヒド溶液5001Leを加え，室温で2時間

放置してカップリングさせた。その後，1Mグリシン溶液125LLeを加えて混合し，室温で30

分放置して反応を停止した。このようにして得られたコンジュゲー・一・トは，leのPBSに対し

て4。Cで2回透析して過剰な試薬を除いた後，凍結保存した。

　抗体の作製にはウサギを用いた。初期免疫にはコンジュゲートとFCAを，追加免疫には

コンジュゲートとFIAをそれぞれ用いた。免疫に用いるエマルジョンは，コンジュゲート

アジュバント＝4：6（v／v）の割合で混合して調製した。まず，2羽のウサギを初期免疫

し，2週間後に追加免疫した。更に2週間後に少量の血液（0．5～1me）を採取した。採取

した血液を，室温で2時間以上放置した後，遠心分離（5，0009×20分）して，上清の抗血清

を得た。得られた抗血清について，LC20，　P－LC20，ミオシン，およびP一ミオシンに対する

抗体価をELISA法を用いて測定した。：LC20またはP一：LC20に対する抗体価が1，000よ

り高いことを確認した後，ウサギ1羽あたり20～40me採血した。採取した血液を室温で

2～4時間放置し，さらに4。Cで一晩放置して血餅を沈殿させた。これを4。Cで遠心分離

（2，0009×40分または，3，0009×20分）して上清の抗血清を得た。抗体の精製をすぐにお

こなわないときは，0．1％NaN3を加えて一20。Cで凍結保存した。
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抗リン酸化ミオシン抗体の調製　抗リン酸化ミオシン抗体（APMAb）は，抗血清をIgG画

分とした後，P一：LC20または，　LC20をカップリングしたSepha：rose　4Bゲル（Pharmacia）カ

ラム（P－LC20カラム，　LC20カラム）を用いたアフィニティクロマトグラフィにより分離

した。

　まず，IgGを精製した。抗血清に等容のTBSを加えて2倍に希釈した後，得られた溶液

に軍容（抗血清の2倍容）の飽和硫酸アンモニウム（硫安）溶液を加えて50％飽和硫安溶

液とした。この溶液を1時間撹画した後，遠心分離（10，0009×30分）して，IgGを含む沈

殿を得た。沈殿にTBSを加えて溶かし，もとの抗血清の容積にした後，飽和硫安溶液を加

えて40％飽和硫安溶液とした。上記と同様に撹搾，遠心分離して得られた沈殿にTBSを

加えて溶かし，再び抗血清の容積とした。先と同様に飽和硫安溶液を加えて35％飽和硫安

溶液とし，沈殿する分画を得た。35％飽和硫安溶液による分画をもう1度繰返して得られ

た沈殿を粗lgG溜分とした。粗IgGに少量のDE32陰イオン交換クロマトグラフィ開始

緩衝液（50mM　NaC1，30mM　Tris－HCI，　pH8．3）を加えて溶かし，約50倍の同緩衝液に対し

て2回透析した後，遠心分離（17，0009×20分）して上清を得た。この試料を開始緩衝液で

平衡化したDE32陰イオン交換カラム（2．2cm×18．5cm）に添加した。この条件では，　IgG

はカラムに吸着せず素通りするので，開始緩衝液で溶出される成分を分画した。集めた素通

り画革に固型硫安を加えて40％飽和硫安溶液とし，2時間撹際した後，遠心分離（1S，OOOg

x15分）して沈殿を得た。沈殿に0．05％Tween　20，0．02％NaN3を含むTBS（TBS／Tw，

NaN3）を加えて溶かした後，同緩衝液に対して透析した。透析後，遠心分離（17，000g　x　15

分）して上清をとり，精製IgGとした。

　次に，精製IgGについて，　LC20カラム，及び，　P－LC20カラムを用いたアフィニティク

ロマトグラフィをおこなってAPMAbを精製した。　IgG溶液を，　TBS／Tw，　NaN3で平衡

16



化したP－LC20カラム（2．2cm×6cm）に添加した後，溶出口を閉じて30～60分放置した。

TBS／Tw，　NaN3でカラムを洗い，素通り二分の・A2soが0・01より低くなった後，溶出液を

0．1M　Gly－HC1，　pH2．5に変えてカラムに吸着した成分を溶出し，これを分画した。溶出三分

には2M　Tris溶液または，2M　Tris－HC1，　pH8．5を適宜加えてpHを中性付近に戻した。溶

出画分を回収した後，素通り画分についてリクロマトグラフィをおこなった。素通り画分に

固型硫安を加えて40％飽和硫安溶液とし，IgGを沈殿させた。遠心分離によって得られた

沈殿にTBS，　NaN3を加えて溶かし，同緩衝液に対して透析した。透析後，1回目の試料と

同様に操作してリクロマトグラフィをおこない，P－LC20カラムの吸着成分を得た。

P－LC20カラムから得られた瀦画分は限外ろ過法（lmmersible　CXIO，　Millipore）をも

ちいて濃縮した。濃縮液をTBS／Tw，　NaN3に対して透析し，　LC20カラム（6　me）に添加

し，P－LC20カラムと同様に操作して素通り画引と溶出画分を得た。素通り画分と溶出画分

とをそれぞれ限外ろ過法で濃縮し，TBS，　NaN3に透析して精製抗体溶液とした。これらを

ELISA法で分析した結果，溶出画餅がAPMAbであることがわかった。

酵素免疫測定　酵素免疫測定（ELISA）は96ウェルのマイクロタイタープレートを使用し

ておこなった【38］。抗原溶液として2μg／me　LC20，またはP－LC20のPBS，0．02％NaN3

溶液，および，24μ9／m4ミオシン，またはP一ミオシンのHSTBS（0・5M　NaC1，50mM

Tris－HCI，　pH7．6）溶液をもちいた。ブランクとしてPBS，またはTBSをもちいた。

　各抗原溶液50μずつをウェルに添加し，室温で数時間，または，4。Cで一晩放置してタ

ンパクを吸着させた。ウェル中の試料溶液を廃液した後ウェルあたり200μのTBS／Tw

を加えて廃液する洗浄操作を3回おこなって未吸着のタンパクを除いた。次に，各ウェル

に200μの0．1％BSA，　TBS／Twを加えて室温で数時間，または，4。Cで一晩放置した

17



、醒羅。講　　灘懇懇灘羅鷲羅1　離離鐸

（ブロッキング）。洗浄操作を3回おこなった後，ブロッキングされたプレートのウェルに，

一次抗体溶液を100μずつ加えて，室温で2～4時間，または37。Cで1時間インキュベー

ションした。一次抗体に血清をもちいるときは10倍から1，000，000倍まで10倍ずつの希

釈系列，精製抗体をもちいるときは25～0．008μ9／meの希釈系列の溶液をそれぞれTBSま

たはTBS／Twを用いて調製した。その後，プレートを4回洗浄した。次いで，二次抗体溶

液100iteを各ウェルに加え，一次抗体と同様にインキュベーションした。二次抗体には西

洋ワサビペルオキシダーゼをカップリングしたヤギの抗ウサギIgG抗体溶液を使用した。

プレートを5回洗浄した後，発色液（0．04％oフェニレンジアミン，0．006％H202，0・1Mク

エン酸，0．2Mリン酸ナトリウム，　pH5．0）を2001Leずつ各ウェルに加えた。適当な時間イン

キュベーションして発色させた後，2M硫酸を501Leずつ加えて発色を停止した。抗原抗体

反応は各ウェルの発色の強さ（A492）をマイクロプレートリーダを用いて測定し，定量した。

7　電子顕微鏡観察

電子顕微鏡観察試料の調製　ミオシンー抗体複合体の電子顕微鏡像観察試料は低角度ロー

タリーシャドー法［39－41］を用いて作製した。APMAb溶液（TBS，0．02％NaN3）とP一

ミオシン溶液（0．5M　KC1，1mM　DTT，0．02％NaN3，50mM　Tris－HC1，　pH7・5）とをモル比

で1：1または2：1になるように混合し，氷温で30分から60分放置した。このP一ミオシ

ン／APMAb混合液10μを0．6M酢酸アンモニウム，50％グリセリン溶液500／Leに混合

した後，25μをとり，雲母片の新しくはがした面に45cmの距離から噴霧した。噴霧には，

エア缶（Piece　Com　Air　Young　model　No25（》S，01ympos）を取りつけて加圧した絵画用エ

アブラシ（Richpen　Apollo　112－A，　Bonny．）を用いた。白金線（直径0・1㎜×2・5cm）を巻

き付けたタングステン線（直径O．8mm）と炭素棒とを蒸着用チャンバの電極部に，試料溶液
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を噴霧した雲母片を回転台にそれぞれ設置した。チャンバ内を約2×10－6Torrまで減圧し

た後，回転台を回転させ，電極に45Aの電流を60秒間流し，白金を6。の角度で雲母片に

蒸着した。次いで，．回転台を止め，30～40Aの電流を20秒間流して，炭素を90。の角度で

雲母片に蒸着した。蒸着後，雲母片を脱イオン水につけ，雲母片から剥がれて水面に浮かぶ

白金製のレプリカを銅製のグリッド（400メッシュ）ですくった。これをデシケータ中で乾

燥し，電子顕微鏡観察の試料とした。

電子顕微鏡像観察　試料の電子顕微鏡（H800，　Hitachi）像は，電子線の加速電圧を75kV，拡

大率を40，000倍に設定して観察し，写真撮影した。撮影して得られたネガフィルムの像は

イメージスキャナで計算機に取り込んだ後，画像解析ソフトウェアImagePC　release　beta

la（NIH　imageのWindows移植版，　Scion）を用いて，ミオシンの頭部の長さと，頭部先端

から抗体の結合位置までの距離とを測定した。

8　アクトミオシンATPase活性測定

アクトミオシンATPase活性測定　アクトミオシンATPase活性は，0．025　mg／meミオシ

ン，またはP一ミオシン，0．5mg／m4　F一アクチン，0～0．04　mg／m2　APMAb，0・1　mg／me　BSA，

50　mM　KCI，　5　mM　MgC12，　O．1　mM　EGTA，　1　mM　ATP，　1　mM　DT’］？，　20　mM　’1｝ris－HCI，

pH7．5，25。Cの条件で測定した。　APMAbの対照として，正常血清から得たIgGを用いた。

反応は，ATP以外のすべての成分を含む反応混液を25。C，3分間プレインキュベーション

した後，ATPを加えて開始した。反応混液1meから，一定量（175iLe）を3分毎に15分ま

でとりだして，24％SDS溶液251Leと混合して反応を停止した。反応速度（リン酸の放出

速度）は，各反応時間における遊離リン酸を定量し，ミオシン1モル当たり1秒間で遊離し

たリン酸のモル数を算出して求め，これをATPase活性とした（単位はsec一1）。
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羅

綾
、　鱈



勿 衛，響　羅　聯鍵th　　縫轟m

遊離リン酸の定量　ATPase反応で遊離した無機リン酸はChiMetら［42】，および，　Gonzales－

Romoら［43］の方法で定量した。ミオシンATPase反応混液175μを24％SDS溶液

25iLeに混合して反応を止め，混合試薬（14．4％アスコルビン酸溶液，6M　HC1，4％モリブデ

ン酸アンモニウムー2M　HCIを体積比5：1：3で混合したもの）751Leを加えて撹搾した。7

分後に，4％クエン酸ナトリウム，4％m一亜ヒ酸ナトリウム，4％AcOH溶液75tLeを加えて

撹搾し，30分以上放置した後，・Asseを測定した。検量線は，0～100μMのKH2PO4標準溶

液を用いて作製した。

アクトミオシンとAPMAbとの共沈実験　アクトミオシンATPase活性測定と同様の

条件で，APMAb濃度を40μ9／meとして成分を混合した後，反応混液を遠心分離（10，0009

×20分）してアクトP一ミオシン顎体複合体を沈殿させた。沈殿に10mM　DTTを含む

SDS－PAGE試料緩衝液（2×）を加えて沈殿を溶かした後，試料緩衝液と等容の水を加えて

2分間煮沸し，SDS－PAGE試料とした。一方，上清は更に超遠心分離（80，000g×20分）し

て遊離F一アクチンを沈殿させた。沈殿について上記と同様に操作してSDS－PAGE試料と

した。それぞれの沈殿に含まれる成分をSDS－PAGEで解析した。

9　：LC20の酵素消化耐性と水溶性カルボジイミドによる化学架橋

ミオシンの酵素消化　1mg／meミオシンまたはP一ミオシン溶液（50mM　KCl，5mM　MgC12，

1mM　EGTA，5mM　ATP，2mM　DTT，20mMイミダゾールーHCI，　pH7．0）に氷温でATPを

加えた後，25。Cで1分間プレインキュベーションし，アルギニルエンドペプチダ・一一一ゼ（REP）

を加えた。REPとミオシンとの重量比は，1／25，1／50，1／100，および1／500を用いた。ア

クチン存在下の実験ではそれぞれ最終濃度1mg／meのF一アクチンを加えた。消化反応混

液から経時的に一定量：をとり，10mM　PMSFまたはDFPを含む等容のSDS－PAGE試料

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　20
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緩衝液（2×）に加えて反応を停止した。反応時間0分の試料は消化酵素を加える前の反応

混液を用いた。各時間の試料についてSDS－PAGEを行い，　CBB染色したゲルのLC20の

バンド強度をデンシトメトリにより定量した。LC20の酵素消化速度は，各時間でのしC20

のバンド強度を，時間0のLC20のバンド強度を1とした相対値に換算して，減少速度か

ら求めた。

水溶性カルボジイミドによる化学架橋　1～2．5mg／meミオシン，またはP一ミオシン溶液

（50mM　KCI，5mM　MgC12，5mM　ATP，20mMイミダゾールーHC1，　pH7．0）に0～10mMに

なるように1。Ethyl－3一（3－dimethylaminopropyl）carbodiimide（EDC）溶液を加え，25。Cで2

時間反応させた［44］。EDC溶液（0．25～1M　EDC，15～20mM　imidazol－HCI，　pH7．0）は使用

直前に調製した。OmM　EDCの実験では，20　mMイミダゾール。HC1，　pH7．0のみを加え

た。EDC溶液を加えて反応を開始し，経時的に一定量ずつ取り出し，終濃度が0．4％になる

ように2－MEを加えて架橋反応を停止した。反応停止後，得られた架橋生成物混合液に全

容の，0。1％2－MEを含むSDS－PAGE試料緩衝液（2×）を加えて3分間煮沸し，　SDS－PAGE

試料とした。架橋反応の経時変化はSDS－PAGEのバンドのパターンによって観察した。ア

クチン存在下で化学架橋をおこなうときは，終濃度1～1．5mg／meのF一アクチンを加えた。

アクチンとATPが存在する条件下では，アクトミオシンが超沈殿を形成し，一定量の反応

混液を取り出すことが困難なので，EDC以外のすべての成分を混合した反応溶液をあらか

じめ分注しておき，それぞれについて異なる時間，架橋反応をおこなった。

架橋産物とLC20との関係を調べるため，32P一ミオシンを調製し，架橋反応後，　SDS－PAGE

をおこなった。CBB染色をおこなった後，ゲルに含まれる放射活性のあるバンドをイメー

ジングプレート（BAS2000，　Fujix）をもちいて検出した。
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　32P一ミオシンは［7－32P］　ATPを用いてミオシンをリン酸化して調製した。ミオシン溶液

（5－10mg／m侭オシン，0・25M　KCI，　O・1mM　CaC12，5mM　MgCl・，0・5mM　DIVI’，0・1mM

PMSF，20mMイミダゾールーHCI，　pH7．0）にCaM，　MLCK，およびATPを加えて，5μ9／me

CaM，10μ9／me　M：LCK，および，1mM［7－32P】ATP（100cpm／pmo1）とし，25。Cで20分反

応させてリン酸化した。反応は0．5mM　EGTAを加えて停止した。　LC20のリン酸化の程

度は，リン酸化反応の前後で少量を採取し，urea－PAGEゲルのデンシトメトリ，および放射

活性の測定により求めた。

　32P一ミオシンに含まれる放射活性はCorbin＆Reimannの方法［45］を用いて測定した。

2cm×1cmのろ紙片にリン酸化反応の前後で採取した試料をそれぞれ一定：量ずつスポット

した。放射活性のバックグラウンドとして何もスポットしないろ紙も用意した。これらのろ

紙をIOOmeの冷10％TCA，2％NaPPi溶液に浸し，5～10分撹搾した・次いで，5％TCA，

2％NaPPi溶液中で5～10分撹搾する操作を3回おこなって，遊離の放射活性を除いた。

ろ紙を200meの95％エタノール溶液中で洗った後，風乾して，アセトンを含むバイアル

に移した。ろ紙に含まれる放射活性は液体シンチレーションカウンタを用いて測定した。

10　ポリアクリルアミドゲル電気泳動（PAGE），その他

SDS－PAGE　SDS．PAGEはPorzio＆Pearson（46］の方法に従っておこなった。アクリ

ルアミドの濃度は10％，N，　Ntメチレンビスアクリルアミドとアクリルアミドとの重量比

（ビス比）は1／100，および0．8／30を用いた。泳動試料は，試料溶液に，10mM　DTTを含む2

倍濃度の試料緩衝液（SDS－PAGE試料緩衝液（2×），2％SDS，20％グリセリン，　O・1％BPB，

0．25M　Tris－HC1，　pH6．8）を試料溶液と内容加え，水浴で2～3分煮沸して調製した。
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Tris－Tricine緩衝系SDS－PAGE　分離ゲル，濃縮ゲルのビス比をそれぞれ1／19に，分

離ゲルの濃度を15％にした以外はSchagger＆Von　Jagowの方法［47】に従っておこなっ

た。試料の調製はSDS－PAGEと同様におこなった。

Urea－PAGE　8M尿素存在下のPAGEは，　PerrieとPerryの方法【9，23】に従っておこ

なった。泳動試料は，試料溶液に，0．4％2－MEを含む試料緩衝液（20％グリセリン，0．1％

BPB，0．25M　Tris－HC1，　pH6．8）を試料溶液と等容加え，この混合溶液10pSeあたり10mgの

尿素を加えて調製した。

CBB染色　PAGE後のゲルはCBB染色液（0．5％CBB，9％AcOH，45％EtOH）で染色し

た後，脱染色液（7．5％AcOH，5％EtOH）中で振とうして脱染色し，タンパクのバンドを検

出した。

濃度，分子量　ミオシン，アクチン，LC20，及びIgGの分子量はそれぞれ，500，000，　42，000，

20，000，及び160，000を用いた。また，ミオシン，アクチン及び抗体の濃度は，A19，9／nt＝

0．48，1．1及び1．43をそれぞれ用いて決定した。LC20の濃度は，卵白アルブミンで検量線を

作製したBradfordの方法［48，49］を用いて測定し，決定した。ペプチドの濃度はBradford

の方法による測定，またはアミノ酸組成分析値より算出して決定した。
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第1章豚大動脈平滑筋ミオシン制御軽鎖のアミノ酸配列の

決定

1．1　序

　平滑筋の収縮および非筋細胞の運動は，ミオシン制御軽鎖（LC20）のSer19のリン酸化，

脱リン酸化によって制御されることが，鶏砂嚢筋や繊維i芽細胞の研究から示唆されている。

豚大動脈平滑筋でも，ミオシンATPase活性はMLCKによるLC20のリン酸化反応の後活

性化される。LC20のリン酸化部位の構造を明らかにすることが血管平滑筋収縮調節の分子

機構を解明するための第一歩と考えられる。本実験は豚大動脈平滑筋ミオシンLC20のア

ミノ酸配列を決定して，リン酸化部位の構造を明らかにすることを目的としておこなった。

　試料のLC20は豚大動脈平滑筋より単離した。　LC20についてCNBr分解とKEP消化

をおこない，ほぼ全配列についてオーバーラップペプチドを得ることができた。N末端はブ

ロックされていると思われたため別途解析をおこなった。N末端を含むと思われるCNBr

分解のペプチドを調製し，さらにKEP，REPで消化し，逆相HPLCで消化して得たペプ

チド断片についてアミノ酸組成分析，アミノ酸配列分析，および質量分析をおこなった。そ

の結果，N末端はアセチル基でブロックされていることがわかった。全配列は171残基か

らなり，他のLC20の配列と比べると，異なる動物種間でも非常によく保存されていた。リ

ン酸化部位については他のLC20と同じ，　Ser19であるという結論に達した［50］。

1．2　結果

LC20の調製　図1にDE32を用いた陰イオン交換カラムクロマトグラムを示した。　Sat－

terwhiteらの方法［51】の変法によって得られた粗しC20画分を添加した後，8M尿素存在

下のKPiの直線濃度勾配で溶出すること｝こより，LC20はLC17㎜，　LC17gi［16，52】から
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図1：DE32によるLC20の調製。8M尿素存在下，50mM　KPi，　pH6．0で開始し，　KPiの直
線濃度勾配により溶出した。LC17nm，　LC20，およびLC17giはそれぞれ65　mM，78　mM，

90mM　KPiで溶出された。図中の写真はクロマトグラム中のLC20とLC17との分離の
様子を調べたurea－PAGEの結果。写真下の番号は分画番号を表す。　S，カラムに添加した
試料；PM，　P一ミオシン。
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分離された。また，図には示していないが，P－LC20はLC17giと同様のKPi濃度で溶出さ

れた。これより，P－LC20を調製するときは単離したLC20をリン酸化した後，　DE32によ

る陰イオン交換クロマトグラフィをおこない，リン酸化されなかったLC20から分離し精

製した。また反応に用いたM：LCK，CaMもこれにより同様に除くことができた。

LC20のアミノ酸配列分析　P－LC20は実験方法で述べた方法でKEPにより消化した。生

成したペプチド断片はHPLCにより精製した。　HP：LCで分離されたピーク成分（図2）に

ついてアミノ酸組成分析をおこなった結果（表1），ペプチド断片L1，　L2，　L3，　L4，　L5，及び

L6が得られたことがわかった。これらについてアミノ酸配列分析をおこなった結果を（表

2）に示した。L5の第16サイクルとL3の第1サイクルは検出されなかった。

　LC20は，還元ピリジルエチル化処理をした後CNBrにより化学切断した。　CNBr分解物

についてSephadex　G－50ゲルろ過をおこなうと，図3にみられるように3つの大きなピー

クが現れた。このうち分画70辺りで現れた3つめのピークの溶出位置は，カラム容量より

やや少ないくらいであり，試料に含まれていた塩であることが予想された。そこで，先に溶

出した2つのピークを含む分画範囲についてTris－Tricine緩衝系SDS－PAGEをおこない，

そのバンドのパターンに基づいて4つのグループに分けた（図3）。各グループについての

HPLCの結果を図4に示した。　KEP消化物と同様にアミノ酸組成分析をおこなった結果

（表3），ペプチド断片CN1，　CN2，　CN3，　CN4，　CN5，　CN6，及びCN7を得たことがわかった。

CN1を除くこれらの断片についてアミノ酸配列分析をおこなった結果を表4，5に示し

た。これらの結果からCN7はCN6の一部であることがわかった。また，　CN5の第20サ

イクルはピリジルエチルシステインとして検出された。他の断片ではピリジルエチルシス

テインは検出されなかった（表5）。

26

漁

展



，．，．．．一一一

KEP　digests

o
器
く

α32
D

L2 L3
go

L6
L5 u

80

Ll
70

覧

o

60

1
　1I
50

！
！

0．16 　！P
！

！
1

！
　！P ⑳

　！I
！

／
！1

　ノm
　〆I

30

！
！

1
！
1

　！I
！

　！I 20
　！P
！1

ノ
！
！
！
〆

　！m
10

1
1

　ノm
！
7aon 0
30 如 50 60 70 80　　　　go 100

【
O
エ
ω
O
Z
］
　
（
浜
）

50

@
　
　
⑳

保持時間（分）

図2：P．LC20のKEP消化断片のHPLCによる分離、
どリクロマトグラフィの必要はなかった。

これらの断片は一部を除きほとん
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A．A． L1 L2 L3 L4 L5 L6
Asx 2．57（3） 6．82（5） L78（2） 3．40（3） 10．4（10） 3．00（2）

Thr 1．19（1） 0．40（0） 0．52（0） 3．11（3） 4。06（4） 1．22（1）

Ser 2．05（2） 1．12（0） 2．02（2） 1．06（1） 5．23（2） 2．14（0）

Gbく 5．81（6） 3．16（2） 1．83（0） 4．32（3） 10。0（9） 1．98（1）

Pro 一（1） 一（0） 一（0） 3．06（3） 一（2） 一（0）

Gly 0．60（0） 2．08（1） 2．16（1） 4．06（3） 5．37（3） 3．39（1）

I
I

Ala 2．24（3） 1．32（1） 1．33（1） 0．25（1） 3．51（4） 0．14（0）

卜

v国 1．07（1） 0．33（0） 0．43（0） 0．07（0） 1．54（2） 0．31（0）

Cys 一（0） 一　（0） 一（0） 一（0） 一（0） 一（0）

Met 0．85（1） 0．74（1） 0．46（1） 426（4） 0．28（2） 0．01（0）

11e 1．11（1） 1．54（2） 0．25（0） 1．08（1） 1．67（3） 1．71（2）

Leu 0．00（0） 0．43（0） 1．46（3） 2．18（2） 3．55（4） 1．22（1）

蹄
0．00（0） 0．20（0） 0．27（0） 1．04（1） 1．40（1） 0．90（1）

Phe 3．01（4） 1．59（2） 027（0） 3．15（3） 1．91（4） 1．79（2）

1

His 0．00（0） 0．62（0） 1．44（1） 0．17（1） 1．88（2） 0．89（0）

1

Lys 2．00（2） 1．08（1） 0．84（1） LOO（0） 1．18（0） 1．10（1）

1 Arg 2．20（2） 0．92（1） 0．25（0） 0。09（0） 2．70（4） 1．02（1）

I
l
I

totaI 24．7（27） 22．4（16） 15．3（12） 32．3（29） 54．7（56） 20．8（13）

ヒi
　
表
1 1：LC20の KEP断片のアぐ、 ノ酸組成分析結果。
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表2：LC20のKEP消化断片のアミノ酸配列分析結果。各サイクル（Cycle）で検出され
たPTH一アミノ酸（A．A．）と回収量（pmol）とを表した。　L5は56サイクルまで検出さ

れた長い断片であったので2列に分けて表した。サイクルのO内の数字はL5の2列目
のサイクル（右側）を表す。一は検出，あるいは定量されなかったことを表す。
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奄
P
1
；
　
　
　
　
『
1

1

A．A．　　　　CN　1。 CN　2 CN　3　　　　　　CN　4 CN　5 CN　6 CN　7

｛　　舶．　　1．23（1） 2．04（2） 5．82（6）　　　　　　　2．14（2） 6．00（6） 9．00（8） 6．∞（6）

l　　　　　Thr　　　　3α3（3）

戟@　S・・　3・13（3）

0．08（0）

P．03（1）

0．35（1）　　　　　　　039（1）

P．00（0＞　　0・95（1）

3．01（2）

P．14（1）

2．07（2）

O幽（0）

0．93（1）0．12（0）

l　　　　　Glx　　　　2．17（1） 5．79（5） 3．31　（2）　　　　　　　2．58（1） 7．66（6） 6．57（5） 2．01（2）

I　　　　　Pro　　　　　　一　（1）L　　　G1y　　　　O．40（0） 一（0）

O．43（0）

一（0）　　0．96（1）3．09（1）　　　　　　　2．98（1） 一（1）

R．21（3）

一（1）3．73（3） 0．87（1）2．00（2）

Ala　　　　　　4．10（4） 0．98（1） 一（o）　　　一（1） 3．07（3） 2．06（2） 1．88（2）

V凶　　1．01（1） 0．07（0） 0．29（0）　　　　　　　　　一　　（0） 0．35（1） 1．99（2） 0．83（1）

Cys　　　一（0） 一（0） 一（o）　　　一（o） 一（1） 一（0） 一（0）

Met　　　O．03（1） 一　（0） 一（o）　　　一（o） 0．05（0） 0．21（1） 一　（0）

11e　　　O．06（0） 1．06（1） 2．06（2）　　　　　　　0．20（0） 0．78（2） 2．05（2） 1．69（2）

Leu　　O．09（0） 0．05（0） 1．37（1）　　　　　　　2激3（3） 4．09（4） 1．28（1） 0．89（1）

Tyτ　　　　　　0．05（0） 0．10（0） 一（o）　　　一（1） 0．04（0） 1．82（2） 1．69（2）

Phe　　　　　O．96（1） 2．77（3） 1．11　（1）　　　　　　　0．04（0） 3．83（4） 2．94（3） 1．79（2）

H㎏　　　　　0．46（0） 0。35（0） 1銘（1）　　0・64（0） 1。86（2） 1．76（1） 0．98（1）

Lys　　　　　　5．00（5） 1．14（1） 1茄（1）　　1・00（1） 0．89（1） 4．78（5） 3．80（5）

Arg　　　　　　3．14（3） 0．12（0） 1．27（1）　　004（0） 1．91（2） 3．05（3） 1．86（2）

tota！　　　　　24．9（24） 16．0（14） 22．4（17）　　　　　　　15．4（13） 37．9（39） 43．8（41） 27．3（30）

表3：LC20のCNBr断片のアミ
ｾられた値を表す。＊，CN1の（

ノ酸組成分析結果。（）内の数字はアミノ酸配列分析から

j内の数字は，CK，とCR2のアミノ酸配列分析の結果と

CR1の質量分析の結果とから得られた数字である。
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表5：LC20のCNBr断片のアミノ酸配列分析の結果（CN5，　CN6，　CN7）。各サイクルで
検出されたPTH一アミノ酸（A．A．）と回収量（pmo1）を表した。　CN5及びCN6は30サ
イクルを越える長い断片であったので，結果を2列に分けて表した。サイクル（Cycle）の

O内の数字はCN5，　CN6の2列目（それぞれ右側）のサイクルを表す。　CN5の第20サ
イクルのCysはPE－Cysとして検出されたが，定量されなかった。
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盗、纂熱麗麗盗　“ 灘

　豚大動脈平滑筋：LC20のアミノ酸組成分析の結果（表1，3）を他の平滑筋ミオシンLC20

のアミノ酸組成と比較したところ，これらは相同性が高かったこと，また，CN1のアミノ酸

組成はこれらしC20のN末端ペプチドと良く似た結果を示したことから，　CN1はしC20

のN末端由来のペプチドであると予想された。そこで，CN1をKEP及びREPで消化し，

それぞれについてHPLCをおこなった。その結果，　KEP消化によりペプチド断片CKが，

REP消化によりペプチド断片CR1とCR2が得られた（図5）。これら3つの断片のアミ

ノ酸組成分析結果を表6に示した。CKとCR2についてのアミノ酸配列分析結果を表7

に示した。CKの第3サイクルは検出されなかったが，　CKのアミノ酸組成分析の結果より

このアミノ酸残基は：Lysであることがわかった（表6）。CK，　CR2，　L1をオーバーラップ

させて一連の配列を組み立てると（図6），：L1はMetを含んでおり，それに続く配列はCN2

とオーバーラップするので，このMetよりN末端側の配列がCN1の配列であると考えら

れた。CK，　CR2，およびL1から成る配列の中に，　CR1のアミノ酸組成分析値（表6）を満

たす配列は含まれていなかった。したがって，CR1はCN1のN末端由来であることが推

定された。

　質量分析の結果，CR1の分子量は519．4であったのでCR1のアミノ酸組成分析値（表6）

とからCR1は2残基のSerと1残基ずつのLysおよびArgを含む4残基（分子量の計

算値476．57）のペプチド断片であることが判明した。CR1の質量の計算値と実測値との差

42．83は4残基以外にアセチル基（43．06）の存在を示唆している。

　CKがCR2のN末端とオーバーラップすること，及び，　CR2のN末端側に隣接する残

基はArgのはずであることを考慮すると，CR1のC末端はArgであると予想された。こ

のArgはCKのN末端であるので，そのN末端側に隣接する残基は，消化酵素の特異性か

らLysしかありえない。したがって，　CR1は，　N末端がアセチル基（Ac）によってプロッ
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図5：N末端ペプチド断片のHPLCによる分離。　CN1をKEPまたはREPによって消化
した断片をHPLCによって分離した。（A），　REP断片のHPLCによる分離の様子。これよ

りCR1とCR2とが得られた。（B），　KEP断片のHPLCによる分離の様子。これよりCK
が得られた。
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A．A． CK CRI cm
触
翫
距
徽
㎞
鋳
曲
堀
廓
噸
恥
㎞
距
臨
跳
恥
㎏

O．17　（O）

O．11　（O）

O．25　（O）

O．27　（O）

O．24　（O）

O．24　（O）

1．94　（2）

O．06　（O）

一　（o）

一一
@（o）

O．05　（O）

O．09　（O）

一　（o）

O．03　（O）

2．58　（O）

1．88　（2）

1．05　（1）

o．02　O

O．02　0

2．00　（2）

一　（）

一一@（）

O．03　O

O．05　O

一　（）

一〇
一　（）

o．oo　O

O．Ol　O

一　（）

一　（）

O．15　0

1．19　（1）

1．15　（1）

O．04　（O）

2．08　（2）

一一
@（o）

1．07　（1）

1．00　（1）

O．11　（O）

1．73　（2）

一　（o）

一一
@（o）

一　（o）

O．Ol　（O）

O．02　（O）

O．09　（O）

一一
@（o）

O．51　（O）

3．81　（4）

2．00　（2）

total　8．95　（5）　4．62　（4）　12．5（10）

表6：LC20のN末端ペプチドのアミノ酸分析結果。　CN1のKEP，またはREPによる消
化断片をHPLCによって単離し，分析した。分析値の単位は㎜01で表した。（）内の数
字：はプロテインシークェンサによって決定された配列から得られた組成比を表す。ただし，

CR1については質量分析とアミノ酸組成分析とから決定した。
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CK CR2
Cycle A．A．　pmo1 A．A．　pmo1
1 R　　　　27．0 A　　　2542。9

2 A　　　334．1 K　　　1900．6

3 一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　『 A　　　2802．6

4 A　　　296．7 K　　　2436．3

5 K　　　　145．1 T　　　1724．9

6 T　　　1376．6

7 K　　　1580．3

8 K　　　1406．8

9 R　　　1075．4

10 P　　　1421．3

11 Q　　goo．4
12 R　　　511．2

表7：CN1の消化断片のアミノ酸配列分析の結果。回収されたPTH一アミノ酸と回収量（
pmo1）を表した。一はシークェンサでは回収されず決定しなかったことを表す。この残基
はアミノ酸組成分析及び，他の断片とのオーバーラップによってLysと決定した（CK第
3サイクル）。
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クされたアミノ酸配列，

Ac－Ser－Ser－Lys－Arg

をもつことがわかった。

　以上のような配列分析の結果を図6にまとめた。ペプチドの配列から，豚大動脈ミオシン

LC20の全一次構造は，　N末端がアセチル基で修飾された171残基からなり，これより算出

された分子量は19，738であった。

1．3　考察

　豚大動脈平滑筋ミオシン制御二二，LC20のアミノ酸配列を決定した。この結果を鶏砂

嚢平滑筋：LC20【13，15】と比較したところ，171残基中1残基のみが異なっていた。鶏砂嚢

LC20のMet　60は，豚大動脈LC20ではLeuに置換されており，99．4％が同一であった

（図7）。鶏砂嚢LC20のリン酸化部位であるSer　19とその周辺の配列は，豚大動脈LC20

においても完全に保存されていた。この結果から，豚大動脈LC20でもSer　19がMLCK

によってリン酸化され，ATPase活性と収縮の制御に関連することが示唆された。鶏の胚の

砂嚢LC20では鶏砂嚢LC20と比較して，10個のアミノ酸置換があり［53】，60番目のアミ

ノ酸は豚大動脈と同じしeuである。　Metと：LeuとはDNA塩基配列上，1塩基の置換で変

わりうるのでこの置換は非常に起こりやすいものと考えられる。また，ヒトの騎動脈ミオ

シンのLC20〔12】と比較すると2残基の置換が見られた。謄動脈LC20のTyr　80とSer

113は豚大動脈LC20ではそれぞれIleとAlaに置換していた。豚LC20の配列が，哺乳類

のヒトよりも，鶏と似ているという結果は興味深い。ラットの大動脈ミオシンLC20のア

ミノ酸配列が大動脈培養i細胞のcDNA塩基配列より推定されているが【54］，豚大動脈
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Ac－SSKRAKAKTTKKRPQRATSNVFAMFDQSQ　l　QEFKEAFNM　l　DQNRDGF　l　DKEDLHD

ぐ一CR1一レ←CR2　　一一一一レ

　　　　＜CK・レ　　　＜一一一一・・一L1・一一…　　一1レ　　　　ぐ一・一・・一L2　一・一一一レ　＜一一一

一CNI　N　〈t一一一一一一一一一・　CN2e　一CN3一

MLASLGKNPTDEYLEGMMSEAPGP　i　NFTMFLTMFGEKLNGTDPEDV　l　RNAFACFDEEA

L3　一・。・レ＜・・一・・。・・・…　　一一一・L4

一　CN4　一

一・一一一・・一・一・ 戟@＜・一一一一一・一一一一一一・一＿．．一．＿

＜トー一一一一一一一一一一一一一・一CN5一

SGF　l　HEDHLRELLTTMGDRFTDEEVDEMYREAP　l　DKKGNFNYVEFTR　l　LKHGAKDKDD

・一一一一一一一@L5

一一一一一一一一一一一一

一一一一一一一一一e一一一一一一一一一一一一一一e一一一一一一 r

〈tt一一一一一一一　CN7　N

図6：LC20断片のオーバ・・一・…ラップと全一次構造。

CR1，　CR2のオーバーラップを表した。

CNBr断片，　KEP断片，およびCK，
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図7：LC20の全一次構造の比較。豚大動脈，ヒト動脈［12］，鶏砂嚢【13，15】，鶏胚砂嚢【53］，

ラット大動脈【54］の各アミノ酸配列をEF一ハンド構造［55】に最も良くあうようにならべ
た【8】。一は欠損を表す。　↓で示されたSerがリン酸化部位。
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LC20と比べると10残基もの違いがみられる。　Kumarら［12］によると培養細胞は脱分化

して，ミオシンは非筋細胞型アイソフォームへ変わってしまう可能性が強いとのことであ

る。実際に，非筋細胞型LC20は未分化の筋組織細胞に存在する。確かに，鶏の胚の砂嚢

LC20のアミノ酸配列はラット大動脈培養細胞のLC20のものと非常に良く似ている（図

7）。したがって，培養細胞からmRNAを単離して得たcDNAの塩基配列に由来するアミ

ノ酸配列は，実際の分化した平滑筋のLC20の配列とは異なっている可能性が高い。

MougiosとB6r6nyは，等電点電気泳動（IEF）とSDS－PAGEの二次元電気泳動を用い

て，豚大動脈ミオシンには，LC20のアイソフオーム（LCa，　LCb）が85：15の割合で存在し

ており，それぞれ異なる等電点（それぞれ，5．06および4．73）をもっと報告している【11】。

また，これらのLCが単リン酸化，および2重りン酸化されたミオシンについて二次元電気

泳動をおこない，2重りン酸化されたLCaとリン酸化されていないLCbとがほとんど同

じ等電点を持っていると報告している。本実験においては，LC20の精製中にアイソフォー

ムを確認することはできなかった。MougiosとB6r6nyの報告が正しいとすれば，多量に

得ることができた本実験のLC20は85の割合で存在するLCaの方であると思われる。15

の割合で存在するLCbが検出される機会があるとすればイオン交換クロマトグラフィの段

階（図1）であったと思われる。この条件では，P－LC20がLC17giと同様のリン酸濃度（80

～90mM）で溶出されたことから，LC20（LCa）が2重りン酸化されていれば，リン酸濃度

約100mMで溶出されると考えられ，　LCbもこの位置に溶出すると考えられる。図1では

確かに予想される位置に小さなピークがあらわれているが，このピ”・・一…ク成分を他のピーク

と同様にurea．PAGEで調べると，複数のバンドが検出され，個々のバンドを同定すること

は困難であった。また，図1で用いている条件では，ここにみられる4つのピーク以外に

ピークはあらわれず，：LCbが分離された様子はなかった。もしかしたら，urea－PAGEで複
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数のバンドがみられた小さなピークにLCbがふくまれているのかもしれない。

　大動脈平滑筋ミオシンのアクトミオシンATPase活性は，鶏砂嚢平滑筋ミオシンのアク

トミオシンATPase活性に比べ1／2～1／3程度であることが知られている。これは臓器の

果たす役割の差異によると考えられるが，その機能の違いには豚大動脈LC17の2つのア

イソフオーム【16】が関与している。これらのアイソフォームは，C末端9残基以内の5残

基だけが互いに異なっており，この違いにより，一方は鶏砂嚢ミオシンLC17に，他方は非

筋細胞ミオシンLC17にそれぞれよく似ている【161。　Hasegawaらは，豚大動脈平滑筋ミ

オシンには，砂嚢一型と非筋型のLC17が6：4の割合で含まれていることを示した。ま

た，ミオシンへのしC17の交換導入の実験によってLC17アイソフォームの比率を変える

と，アクトミオシンATPase活性が変わることを報告した【52］。砂嚢型のLC17が多いと

き，ミオシンATPase活性は高くなりアクチンとの親和性は低くなるが，逆に，非筋細胞型

のLC17が多くなるとミオシンATPase活性が低くなり，アクチンとの親和性が高くなる

と報告している。したがって，LC20はこのようなATPase活性の大きさの変動には関与し

ていないと考えられる。

　図7に示したように，平滑筋ミオシン由来のLC20のアミノ酸配列は，リン酸化部位と

その周辺の配列が高度に保存されており，それ以外の違いについても171残基中，10残基

前後である。これらのことから，LC20の役割について，筋収縮のon／offと関連したミオ

シンATPase活性の制御を中心に考察をすすめた。
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第2章抗リン酸化ミオシン抗体によるミオシンリン酸化部位

のマッピング

2．1　序

前章で示した様に，平滑筋ミオシンLC20のリン酸化部位はSer19であり，Ser19がリン

酸化されるとアクトミオシンATPase活性が著しく増加する。すなわち，筋収縮のon／off

はミオシンLC20のリン酸化／脱リン酸化に関連している。このため，ミオシン分子内の

LC20のリン酸化部位とATPase活性部位との間の立体構造上の距離を知ることは，　LC20

リン酸化によるミオシンATPase活性化の機構を解明するための重要な出発点となると考

えられる。

本研究では，LC20のリン酸化部位を特異的に認識する抗体を調製し，これを用いて大動

脈平滑筋ミオシン分子内における：LC20リン酸化部位の位置を同定した。まず，第1章で

決定したアミノ酸配列に基づいて，LC20のリン酸化部位とその周辺の配列をもつペプチド

を合成し，これを用いてウサギを免疫して，リン酸化ミオシンを特異的に認識する抗体を得

た。この抗体を用いて，ミオシンー抗体複合体の電子顕微鏡像観察をおこない，抗体の結合

位置の測定結果からリン酸化部位の位置を同定した。その結果，リン酸化部位の位置は，ミ

オシンの頭部と尾部との境界である頭部一尾部連結部（head－rod　junction）よりも3．4・nm頭

部側にあることが明らかになった。このことよりATPase活性ドメインとLC20リン酸化

部位とは少なくとも4．6～5．6㎜離れていると推定され，LC20のリン酸化部1立がATPase

活性ドメインと直接相互作用することはあり得ないことがわかった。

　次に，リン酸化ミオシンのアクチン活性化ATPase活性を抗体存在下で測定した結果，

ATPase活性は抗体濃度に依存して1．3倍まで上昇することがわかった。これらの結果か

ら，LC20がリン酸化されるとしC20のN末端の高次構造が変わってATPaseが活性化さ
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れること，そして，抗体がリン酸化部位に結合すると，ATPaseの活性化に必要な高次構造

が安定化することが示唆された。

2．2　結果

合成ペプチドのリン酸化　P一ミオシンに特異的な抗体を作製するために，LC20のリン酸化

部位に当たるSer19を含む11残基からなるペプチドを合成した。合成したペプチドの配

列は以下の通りである。

KRPQRATSigNVF

ペプチドを精製後，’ lLCKを用いてSer19をリン酸化した。このペプチドはMLCKの基質

としては短いため，M：LCKとの親和性が低く【33－35】，そのため高濃度のMLCKを用いた

条件（1mM合成ペプチド，125μg／me　MLCK，125μg／me　CaM，0．35M　KC1，5mM　MgC12，

5mM　CaC12，10mM　ATP，40mM　Tris。HCI，　pH　7．5，30。C，16～24時間）でリン酸化をおこ

なった。リン酸化反応の反応混液を逆相HPLCにより分析したところ，合成ペプチドの

ピークの溶出時間よりも早い時間に，隣接して新しいピークが現れた（データは示していな

い）。リン酸化反応の進行とともにこのピークが大きくなることから，これがリン酸化され

たペプチドであると推定された。逆相HPLCでリン酸化ペプチドを大量に精製すること

は困難であったので，逆相HPLCはリン酸化反応後の反応混液の脱塩のために用いた。脱

塩したリン酸化，および非リン酸化ペプチドの混合物を遠心減圧濃縮した後，DE32陰イオ

ン交換クロマトグラフィによりリン酸化ペプチドを分離精製した。結果を図8に示した。

初；期条件（5mM　NH4HCO3）で，2つのピークが検出された。その後0・1M　NH4HCO3まで

NH4HCO3の直線濃度勾配による溶出をおこなったが，新たなピークは検出されなかった。

初期条件で溶出された2っのピーク画分についてアミノ酸組成分析と薄層電気泳動をおこ
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図8：DE32によるP．ペプチドの分離初期条件5mM　NH4HCO3でカラムを平衡化後，試
料を添加した。初期条件の緩衝液でカラムを洗浄するとピーク1が，続いてピーク2が検
出された。破線に示すようにNH4HCO3の直線濃度勾配溶出を試みたが特に目立ったピー
クは現れなかった。

47

　懸ass，一三　　蠣灘騰　　　，
禦’

　『羅　　　．，a，，．．　　　　　　　　　　　　．乳頭翻、、，．縄　獺、
礁　・



響響響響響翻騨騨醐騨懇願顧騨m’’’’””M”””　｝甲一マ

A．A． 合成ペプチド ピv・一一ク1 ピーク2

触
恥
距
㎝
㎞
鋳
舳
乱
坐
嵐
恥
㎞
面
詰
二
面
㎏

1．00

0．92

0．85

1．00

1．03

1．00

0．88

0．Ol

O．91

0．02

0．94

1．93

1．03

0．88

0．62

0．99

1．06

1．00

0．89

0．03

O．92

0．02

0．92

1．97

計 11 10．49 10．33

表8：DE32カラムから得られた二分のアミノ酸組成分析の結果。合成ペプチドはその配列
から得られた組成を示した。ピーク1，ピーク2についてはAlaを1として組成比を算出
した。
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図9：ホスボアミノ酸分析の結果。DE32カラムクロマトグラフィによって得られたピーク

1とピーク2とを部分加水分解した後，これらについて薄層電気泳動をおこなった。P－AA
はP－SerとP－Thrとの混合物，　Originは泳動開始位置。ピーク1からは何も検出されず，

ピーク2から2つのスポットが検出された。上のスポットはP－Serであるが，下の歪んだ
形のスポットは，P－Thrより移動度が大きく，部分分解物と判断した。

49

罵匿

塞　’



なった結果をそれぞれ表8と図9に示した。

　表8に示したのは，図8の各ピーク成分について酸気相中で30分加水分解した後のア

ミノ酸組成分析の結果である。ピーク1の成分は合成ペプチドから計算される組成比にほ

ぼ等しかった。ピーク2の成分の組成比でもほぼこれと同様であったが，ピーク2の成分

がピーク1の成分よりも負電荷が多いこと（図8）を考慮すると，この成分がリン酸化ペプ

チドである可能性が高かった。図9はピーク1，ピーク2の成分を6M　HCI中で3時間，部

分加水分解した試料についての薄層電気泳動の結果である。部分加水分解によって生じた

ボスホセリンのスポットをニンヒドリンで検出した。その結果，ピーク1の成分からはス

ポットはなにも検出されなかった。一方，ピーク2では，ホスホセリンと等しい移動度の

スポットが検出され，ピーク2成分がリン酸化ペプチドであることが示された。ピーク2

成分には，この他に，移動度がホスホスレオニンよりやや大きい，部分分解物に相当するス

ポットも検出された。このようにして得られたピーク2成分をリン酸化ペプチドとして以

後の実験に用いた。

抗P一ミオシン抗体（APMAb）の調製　精製したリン酸化ペプチドをKLHにカップリン

グした後，これを抗原として，2羽のウサギを免疫した。ウサギより得られた抗血清について

硫安分画とDE32陰イオン交換クロマトグラフィをおこない，　IgGを精製した（図10（A））。

精製IgGについてP－LC20－Sepharose　4B及びLC20－Sepharose　4Bカラムを用いてリン酸

化部位を特異的に認識する抗体を精製した（図10（B）（C））。P－LC20－Sepharose　4Bカラム

に吸着し，Gly－HC1で溶出した画分（図10（B））をLC20－Sepharose　4Bカラムに添加して，

素通り画分と吸着画分とを集めた（図10（C））。LC2（｝一Sepharose　4Bカラムの素通り成分と

吸着成分それぞれについて，リン酸化部位に対する特異性をELISA法を用いて分析した
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図10：カラムクロマトグラフィによるAPMAbの精製。（A），　DE32によるIgG画分の
調製。血清から調製した粗IgG画分を開始緩衝液（50mM　NaCl，30mM　Tris－HC1，　pH　8・3）

で平衡化したDE32カラムに添加した。開始緩衝液でカラムを洗い，カラムの素通り画
分として得られるIgG画工（分画2～48）を集めた。（B），（A）より得られたIgG画分を
P－LC20－Sepharose　4Bカラムに添加した。カラムをTBS／Twで十分に洗った後，矢印に示
す位置で溶出液を0．1M　GIy－HC1，　pH　2．5に変えて吸着成分を溶出し，図中の横棒で示した

画分を集めた。（C），（B）から得られた試料をLC20－Sepha　rose　4Bカラムに添加した。（B）

と同様にカラムを洗った後，矢印に示した位置で溶出を開始した。図中の横棒で示した素

通り画分と吸着画分とを集めた。集めた画分をそれぞれELISA法で分析した（図11）。
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図11：LC20－Sepharose　4Bカラム（図10）の素通り画分（A）と吸着画分（B）の特異性。

それぞれの抗体画分についてELISA法で分析した。吸着画分はP。ミオシンに対する特異
性が高く，これをAPMAbとして用いた。一方，素通り画分はP－LC20に特異的な抗体で

あった。

52

辱，



（図11）。LC20，　P－LC20，ミオシン，およびP一ミオシンを抗原としてELISAをおこなった

結果，LC20－Sepharose　4Bカラムの素通り成分は，予想通り，P－LC20にのみ結合する抗体

であった（図1・T（A））・LC2・一SephaJr・se　4Bカラムの吸着成分も，予想通りにP－LC20と強

く結合したが，LC20とも結合し，リン酸化部位を認識する特異性は低かった（図11（B））・

しかし，この成分はP一ミオシンを特異的に認識することがわかった（図11（B））。図11（B）

に示した通り，P一ミオシンに対する反応性は，　P－LC20の場合と同様に抗体濃度約5μ9／me

で飽和したが，ミオシンに対しては，25μg／meでも20％であり，この抗体はP一ミオシン

に対してユ00倍以上高い親和性をもつ。

　このように，LC20－SephaJrose　4Bカラムの吸着成分はP一ミオシンを特異的に認識するこ

とがわかったので，これを濃縮した後，APMAbとして以下の実験に用いた。

電子顕微鏡像観察　ミオシンーAPMAb複合体のレプリカをロータリーシャド・・一一・一法によって

作製した。これを電子顕微鏡で観察し（図12），40，000倍の拡大率で写真撮：影を行った（図

13）。得られたネガフィルムの像を画像解析ソフトウェア上で計1，440，000倍に拡大した後，

ミオシンーAPMAb複合体の像の分子形態を詳細に解析した。まず，ミオシン分子の頭部先

端から頭部尾部連結部までの長さを測定し，頭部の長さを求めた。次いで，頭部先端から抗

体結合位置までの長さを測定した。測定結果を図14にまとめた。白金一タングステンを用

いたロータリーシャドー・・一・法で作製したレプリカの電子顕微鏡観察の解像度は約2㎜であ

るので測定結果はミオシン頭部先端力・ら2㎜ずつに区切って示した。図14のヒストグ

ラムの横軸はこのようにして測定された距離を表し，縦軸は観察されたミオシン頭部の個数

を表した。測定の結果から導かれたミオシン頭部の平均の長さは19・5士2・6㎜（n＝187）

で，これまで報告されている値，約20nm［56】とほぼ等しかった（図14（B））。
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一方，頭部先端から抗体の結合位置までの平均の距離は16．1±2．8nm（n・＝55），ヒスト

グラムのピークは，15～17㎜であった（図14（A））。以上の結果から，抗体はミオシン分

子の頭部尾部連結部から頭部先端側に平均3．4㎜の位置に結合していることカミわかった。

これより，LC20リン酸化部位は頭部尾部連結部からおよそ3．4㎜の位置にあることが示

された。

ミオシンATPase活性に対するAPMAbの影響P一ミオシンに結合したLC20のリン

酸化部位は頭部尾部連結部から3．4㎜の位置にあることが明らかになった。P一ミオシン

のリン酸化部位がATPase活性におよぼす機能を明らかにするために，　APMAbが結合し

たときのアクトミオシンATPase活性の変化を調べた。反応系にAPMAbを加えてアク

トミオシンATPase活性を測定した結果，加えたAPMAbの濃度に依存してATPase活性

は増大し，40μg／me　APMAb（ミオシンに対して約5倍モル）で1．3倍になった（図15）。一

方，正常血清由来のIgGを加えた系では，　ATPase活性に変化は見られなかった。

APMAb添加により観測されたミオシンATPase活性の増加が，　APMAbのP一ミオシン

に対する結合に基づくものかどうかを確かめるため，P一ミオシンとAPMAbとの共沈実験

をおこない，SDS－PAGEを用いて分析した（図16）。その結果，ミオシンフィラメントの沈

殿からは，IgGに由来する2種のバンド（7－HC，・y－LC）が見られた（図16）。一方，対照と

して正常血清由来のIgGを用いた試料ではこのバンドは検出されなかった。これによって

APMAbが結合するとアクチン活性化ATPase活性は増加することが確認された。
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図16：抗体とアクト＿P一ミオシンとの共沈。図15のATPase活性測定の条件下で，　APMAb
がアクトミオシンに結合しているかどうかを調べた。レーン1，ミオシン。レーン2，　9，分

子量マーカー。レーン3，4，40μ9／meのAPMAb（レーン3）または正常IgG（レーン4）
存在下のATPase反応混液を10，0009，20分，遠心分離した沈殿。レーン5，6，それぞれ

ン重鎖（200kDa）；”）’一HC，　IgG重鎖（55　kDa）；’γ一LC，　IgG軽鎖（25　kDa）。
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2．3　考察

　リン酸化ミオシンのリン酸化部位に特異的な抗体を作成するために，：LC20のSer19を

含む11残基の配列に相当するペプチドを合成した。このペプチドにMLCKを加えてリン

酸化した。調製したリン酸化ペプチドの部分加水分解物について薄層電気泳動をおこない，

Ser19のリン酸化を示すボスホセリンのスポットを確認した。それに加えて，ホスホスレオ

ニンより移動度がやや大きいスポットも検出された（図9）。M：LCK濃度が高いとSer19と

そのN末端側に隣接するThr18とが同時にリン酸化される二重リン酸化が起こる可能性

も考えられるが，今回用いたペプチドはMLCKとの親和性が低いので［33－35】，二重リン酸

化が起るとは考え難い。ボスホアミノ酸分析で見られたホスホスレオニンに似たスポット

はボスホセリンを含む部分分解物と思われる。

　リン酸化ミオシンを特異的に認識する抗体，APMAbは2種のアフィニティカラムを用

いることで得られた（図10）。しかし，その結果は予想に反していた。実験前には，APMAb

はP－LC20－Sepharose　4Bカラムに吸着し，　LC20－Sepharose　4Bカラムは素通りすると予想

していた。実際には，この様にして得られた抗体はP－LC20に特異的な抗体であった（図

11）。この抗体がP一ミオシンを認識できなかったのは，ミオシンに結合したP－LC20のリ

ン酸基は，遊離のP－LC20のリン酸基と異なる機能型の立体構造をもつためと考えられる。

APMAbはP．LC20，および：LC20－Sepharose　4Bカラムに吸着した（図10，11）cこのこと

は，抗原に用いたP一ペプチドとカラムに固定化されたLC20またはP。LC20との立体構造

が異なっていることを示唆している。また，APMAbはP－LC20にもしC20にも結合でき

るにもかかわらず，ミオシンよりもP一ミオシンを強く認識する（図11）・これは，APMAb

がリシ酸化部位そのものの立体構造に加えて，リン酸化部位を含む周辺の立体構造を認識

していることを示唆しており，この立体構造の違いが，P。ミオシンの機能に本質的なものだ
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と考えられる。APMAbは，ミオシンと結合した：LC20のリン酸基がとりうる機能型の立

体構造を認識していると考えられる。

　ミオシン分子上のリン酸化部位の位置を調べるため，　P。ミオシンにAPMAbを結合させ，

電子顕微鏡を用いて抗体の結合位置を測定した。その結果，LC20のリン酸化部位は頭部尾

部連結部からおよそ3．4㎜の距離に｛一二していることがわかった（図14）・その結果，リン

酸化部位は，ATPase活性ドメインカ・ら4．6～5．6㎜離れていることが示された［17］。こ

れにより，LC20のリン酸化が直接ATPase活性ドメインへ影響をおよぼすことはありえな

いことが明らかになった。これまで，LC20のリン酸化部位の位置は決定されていなかった

ので，LC20リン酸化によるATPase活性調節機構を調べる上で，これは重要な情報である

と思われる。骨格筋ミオシン【17】や，ホタテミオシン［571では，制御軽鎖のN末端側ドメ

インは頭部尾部連結部に，C末端側ドメインは頭部先端方向に向いて結合している。平滑

筋ミオシンでも同様の配置だとすると3．4　nm　｝ま，　LC20の長軸方向の長さ（約5nm）の半

分よりも長く，LC20の長さより短いという結果になる・これは，　LC20のリン酸化部位が，

LC20のCドメインに作用することができる位置にあることを示す。

　JancsoとSzent．Gy6rgyiはホタテミオシン制御軽鎖の変異体を用いた実験をおこなった

結果，制擁鎖の第3ドメインと第4ドメインとのつなぎ目にあるGly117（平滑筋ミオシ

ンLC2。ではGly130に相当する）力泌須軽鎖に接していて，ホタテミオシンATPase活性

化に必要なCa2＋の必須軽鎖への結合を安定化していると報告した［58】。このGlyは平滑

筋ミオシン，非筋細胞ミオシンLC20で保存されてレ・るが横紋筋ミオシンではCysに置

換されている。今回の電子顕微鏡による観察結果は，平滑筋ミオシンLC20のリン酸基が

LC20のC一ドメインに作用しうる位置にあることを示しているので，リン酸化の効果は，

この保存されたGlyを通して発揮されているのかもしれない・lkebeとM・ritaは，　N末
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端領域を限定消化したLC20を平滑筋ヘビーメロミオシンに交換導入した実験をおこない，

LC20のSer19リン酸化に依存したアクトミオシンATPase活性調節にはLC20のArg13

品目Arg16の部分が必須であり，この部分が，：LC20の末端領域の位置を決定すると報告し

た【59】。YangとSweeneyは，平滑筋ミオシン：LC20のC一ドメインのE，　F，　G，およびH

一ヘリックスに含まれるArgのうち，骨格筋ミオシン制御軽鎖では失われているものに注目

した。これらのArgを導入した骨格筋ミオシン制御軽鎖の変異体を鶏砂嚢平滑筋ミオシン

に交換導入すると，リン酸化に依存したミオシンATPase活性調節が回復することを見いだ

した。そして，立体構造上の配置から，平滑筋ミオシンLC20のArg103，　Arg123，　Arg143，

およびArg160のうち，　Arg103（E一ヘリックス）か，またはArg160（H一ヘリックス）がリ

ン酸基の位置を決定するのではないかと報告した［60］。D（ebeとMorita，およびYangと

Sweeneyが提唱したモデルはいずれもしC20のN末端領域がLC20のC一ドメインと接触

し，N末端領域が局在化するというものである。今回の観察結果でも，　C一ドメインへの作

用が示唆される点で，2っの結果と一致する。

APMAbはリン酸化によって活性化されたアクトミオシンATPase活性をさらに増加し

た（図15）。アクトミオシンATPase活性は，アクチン濃度に依存してミカエリス隔心ンテン

型に増加し，最大活性に到達する。本実験では，本実験条件下で最大活性を得るのに十分な

アクチン濃度を使用した。従って，APMAbによってみられたATPase活性の増加（1・3倍）

は，LC20のリン酸化で起きる活性化に必要なアクチンとミオシンとの相互作用を増強する

かたちであらわれていると考えられる。アクチンとLC20とが直接相互作用するという報

告はないので，APMAbが結合した効果は，　LC20のN末端領域を介して，結果的にアクチ

ン．P．ミオシン複合体の活性化相互作用を増強したと考えられる。上述のように，　P－LC20の

N末端領域が局在化してリン酸化の効果があらわれるのだとすると，APMAbがもたらし
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た効果はLC20のN末端領域が局在化することと何か関係があるのかもしれない。骨格筋

S－1のX線結晶解析［17】で制御軽鎖のN末端領域が決定されなかったことから，この領域

の自由度は非常に高いと考えられるので，P－LC20のN末端領域は完全に局在化している

のではなく，局在化した状態と自由な状態との間で平衡になっているのかもしれない。も

しそうなら，APMAbは，この平衡をN末端領域が局在化する方へ傾けたのではないかと

と考えられる。しかし，P－LC20のN末端領域の構造にAPMAbが結合したとき，P－LC20

のN末端領域は，P－LC20のC一ドメインと結合できなくなるはずである。このことから，

P－LC20のN末端領域が，　P一：LC20のC一ドメインに接することができるような構造，言い

換えれば，APMAbの精製の結果から考察された機能型の立体構造をとって局在化すれば，

リン酸化の効果があらわれると考えられる。APMAbは，リン酸化されて機能型の構造を

とったN末端領域のゆらぎを抑止することで，リン酸化の効果を増強したのかもしれない。

　次に，このようなゆらぎを伴うLC20のN末端領域のリン酸化の効果が，ミオシン分子

内にある1対のLC20分子間の相互作用を通して働くのか，それともLC20分子内の相互

作用を通して働くのかについて検討した。
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第3章リン酸化による：LC20の構造変化

3．1　序

　抗体（APMAも）を用いた実験の結果，　P一ミオシンに結合したLC20のN末端領域はhead－

rod　junctionよりも頭部先端側にあることがわかった。また，　LC20　N末端領域の高次構造

のゆらぎがアクチン活性化ミオシンATPase活性制御に関与していることが示唆された。

本実験では，LC20のN末端領域のリン酸化にともなって起こるLC20の構造変化のゆ

らぎの詳細を調べるため，P一ミオシンとDP一ミオシンに対して消化酵素を作用させ，　LC20

の消化に対する耐性を調べた。その結果，アルギニルエンドペプチダーゼ（REP）を用いた

とき，リン酸化及び脱リン酸化に依存したアクトミオシンの消化速度の違いが検出され，リ

ン酸化によりミオシンのLC20の切断速度は大きくなった。　N末端領域のリン酸化により，

LC20は消化酵素へ接近しやすくなった，言い換えれば，溶媒への露出の程度が増したと考

えられる。また，P一ミオシンまたはDP一ミオシンに対して，水溶性カルボジイミドによる化

学架橋実験をおこなった。化学架橋の経時変化をSDS－PAGEによって調べたところ，アク

チン非存在下ではP一ミオシン，DP一ミオシンともに約40　kDaのバンドが一過的に生成する

様子が観察された。しかしF一アクチンを加えると，P一ミオシンについてのみ40　kDaのバ

ンドの生成が観察された。32PでラベルしたP一ミオシンを用いて同様の実験をおこなった

結果，40kDaのバンドは，2分子のLC20の分子間架橋産物であることが判明した。さらに，

これ以外でもLC20のバンドとLC17のバンドとの間の移動度をもつバンドにも放射活性

が検出された。このバンドはLC20の分子内架橋産物であると考えられた。この様に化学

架橋は：LC20の同一分子内，および2分子間の両方で進行しており，リン酸化に依存した

LC20の溶媒への露出度の増加と立体構造変化が架橋速度を大きくしていると考えられた。
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3．2　結果

LC20の消化耐性　P－LC20とLC20のミオシン分子内での立体構造の違いについて知見

を得るため，ミオシンまたはアクトミオシンATPase活性が観察される実験系に，タンパク

加水分解酵素であるアルギニルエンドペプチダーゼ（REP）を加えてLC20の消失の速度を

比較した。REP消化の様子をSDS。PAGEで分析し，　LC20のバンド強度から求めたLC20

消化の経時変化を図17に示した。ミオシンに対するREPの重量比を1／500，1／100，1／50

と増加すると，それにともなって，アクチン存在下でのP一ミオシンのP－LC20の消失速度が

大きくなることがわかった。アクチン非存在下，80分消化後ではDP一ミオシン，　P一ミオシ

ンともに80％程度のLC20が消化を受けずに残存していた。これに対し，アクチン存在下

では1／50量のREPを加えたとき，DP一ミオシンのLC20はアクチン非存在下と変わらず

80％程度が残存していたが，P一ミオシンの：LC20は40％程度にまで減少した。　REPの濃

度を更に上げ，ミオシンに対して1／25の重量：を用いて消化したところ，P一ミオシンLC20

の残存量はREP　1／50のときとほとんど変わらず約40％であったが，　DP一ミオシンLC20

の残存量は約60％に低下し，P一ミオシンLC20の残存量に近づいた（図17）。アクチン非

存在下でもLC20の残存量が同様に減少する傾向が見られた。　REPによるLC20消化の

初速度の相対値を図17のグラフより求め，表9にまとめた。また，表9に示したP－LC20

消化の初速度の変化の様子を図18に表した。これより，アクトーP一ミオシンのP－LC20の

消化速度は，他の条件のときにくらべて常に2倍以上大きいことがわかった。
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ミオシンに対して重量比で1／500（REP　1／500），1／100（REP　1／100），1／50（REP　1／50），

最小二乗法で線を引いた結果。アクトーP一ミオシンの：LC20はREPによって消化を受けや

すいことがわかる。
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REP／ミオシン（w／w）

1／500　1／100　1／50　1／25

アクトーP一ミオシン　　　0．682　3．06　3．05　3．85

アクトーP。ミオシン以外　0．452　1．52　0．638　1．80

表9：REPによるミオシンの限定分解の初速度。図17に示したREPの各条件での初速
度（％／分）を図17の実線（アクトーP一ミオシン）と破線（アクト・・P一ミオシン以外）について

求めた。初速度は，図17の縦軸に示した相対値より求めた（％／分）。
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LC20の化学架橋　消化耐性とは異なる視点から：LC20の高次構造変化についての知見

を得るため，アクトミオシンに，0，5および10mMの水溶性カルボジイミド（EDC）を加え

て化学架橋を試みた。架橋反応の進行をSDS－PAGEで観察したところ，40　kDa付近に新

しいバンドが生成するのが観察された（図19，X：L）。このバンドはP一ミオシンで顕著に見

られ，5mM　EDCでは30～60分，10　mM　EDCでは30分でもはっきり現れている。ま

た，このバンドは単一ではなく，2，3本のバンドが重なって形成されている様であった。こ

れに対し，DP一ミオシンではこのバンドの生成は遅く，5mM　EDCでは120分でもバンド

がはっきりみとめられなかった。

　同様の化学架橋実験をアクチン非存在下でおこなった。EDCの濃度を0，5，10mMと変

えて反応し，反応時間0分から120分まで20分毎に試料を採取してSDS－PAGEで分析し

た（図20）。その結果，アクチン存在下のときとは異なり，P。ミオシン，およびDP一ミオシ

ンの間で40kDaのバンドの生成速度には違いはみられなかった。さらに，アクチン存在化

の脱リン酸化ミオシンにくらべ，40kDaのバンドが多量に生成しているのが観察された。

　この化学架橋が同一ミオシン分子内で起こっているかどうかを，高塩濃度（0・5MKC1）

の条件下で図20と同様に化学架橋実験をおこなつで調べた（図21）・この塩濃度では，ミ

オシンは単量体として存在しており，その分子形態は6Sと呼ばれる尾部が伸びた形をとっ

ている。その結果，高塩濃度でも低塩濃度条件下（図20）と同様に，DP一ミオシン，　P一ミオ

シンの両方で，同じような速度で40kDa付近のバンドの生成が観察された。ミオシンが単

量体として存在する条件で同様の結果が得られたことから，約40kDaのバンド成分が・ミ

オシン分子内での架橋産物であることがわかった。40kDaの架橋産物は，見かけの分子量

からLC20の2量体であることが推定された。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　糖
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図19：アクトミオシンを化学架橋したときのSDS－PAGE。　DP一ミオシン（上），およびP一

HC　XLはそれぞれミオシン重鎖，架橋産物を表す。時間とともに40　kDa付近に新しいバ
鎌（XL）が生成した．この変化はP一ミオシンの方で顕著に見られた・
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図20：ミオシンを化学架橋したときのSDS－PAGE。　DP一ミオシン（左半分），およびP一ミ
オシン（右半分）について，EDCの濃度，　O　mM（上），5mM（中），10　mM（下）で架橋反

応をおこなった。反応開始後，0分から120分まで20分毎に試料を採取してSDS－PAGE
をおこなった後，CBB染色により検出した。レーン”M”は分子量マーカ’一’）図の左右の数

字，略号については図19と同様である。P一ミオシン，　DP一ミオシンともに架橋反応の進行

に伴い，約40kDaのバンドが同様の速度で出現した。尚，この実験で用いたP一ミオシンは

32P一ミオシンである（図22）。
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図21：ミオシンを高塩濃度条件で化学架橋したときのSDS－PAGE。　DP一ミオシン（上），お

よびP．ミオシン（下）に0，5，および10mMのEDCを加えて化学架橋した。図の左右
の数字，略号については図19，および20と同様である・図19，20で見られた40kDa付近
のバンド生成はDP一ミオシン，　P一ミオシン両者で同様の速度で観察された。
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40kDa架橋産物がLC20に由来するかどうかを確かめるため，［7－32p】ATPを用いて調製

したP一ミオシンをもちいた。図20に示した結果は，この32P一ミオシンを用いたものであ

る。図20の32P一ミオシンについての結果をイメージングプレートを用いて放射性バンド

を検出した（図22）。予想通り，40kDaのバンドから32Pの放射活性が検出され，更にその

すぐ下にも放射性のバンドが検出された。したがって，40kDaのバンドはP－LC20の2量

体であり，図19に見られた40kDa付近の複数のバンドはいずれもP－LC20を含む架橋産

物であることが判明した。また，CBB染色では検出されなかった新たなバンドがP－LC20

由来の放射活性をもつことがわかった（図22，LC20XL）。このバンドは：LC20のバンドと

LC17のバンドとの中間の移動度をもっていた。イメージングアナライザによる定量的な

解析から，このバンドは40kDaのバンドと同時期に現れ，同時期に消失していくことがわ

かった（図23）。

3．3　考察

　リン酸化に伴うLC20の立体構造変化について調べるため，　REPを用いてミオシンの限

定消化をおこなったところ，アクトーP。ミオシンの消化速度が大きいことがわかった。これ

は，アクトーP一ミオシンのP・・LC20が他の条件に比べ・溶媒に露出されている程度が高いこ

とを示している。

　骨格筋ミオシンS－1のX線結晶回折解析の結果から，LC20のN末端領域は自由度が

高いことが予想されている【17，611。また，ミオシンの尾部を限定分解によって除去したヘ

ビ＿メロミオシンやS－1を調製すると，LC20のN末端が切断されることが報告されてい

る〔59，62】．これらのことを穂すると，本実験でのしC2・の切断はN末端領域力“ら始ま

り，次いで：LC20全体の消化が起こったと考えられる。
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　本実験では，アクトーP一ミオシンのときREPによる消化の初期速度が増加した（図17，18，

表9）。このことより，アクチンはミオシンに結合することにより，P－LC20をより露出させ

たと考えられる。いいかえれば，P－LC20はより露出した構造をとっており，アクチンによっ

て露出の効果を強められたと考えられる。リン酸化に伴うこのようなLC20の露出の程度

の変化が，アクトーP。ミオシンATPase活性化に必要であると考えられる。

　LC20の立体構造変化についての知見を別の視点から得るため，ゼロ距離化学架橋剤であ

るEDCをもちいて化学架橋反応をおこなった。　SDS－PAGEによって解析を試みたとこ

ろ，約40kDaのバンドが架橋産物として検出された。このバンドは2つの：LC20の分子

間架橋産物であり，図19，20，および22の結果から，F一アクチン存在下でLC20がリン酸

化されているとき，より早く，より多量に生成することが判明した。これは，P一ミオシンが

F一アクチンと結合すると，P一：LC20の露出の程度が増すか，または，　P一：LC20が互いに接す

ることを示している。また，アクチン存在化の非リン酸化ミオシンの化学架橋（図19）に

くらべて，アクチン非存在下の化学架橋（図20）ではリン酸化，脱リン酸化に関わらず，40

kDaのバンドが多量に生成することが判明した。これは，アクチンがミオシンに結合する

と，LC20の架橋が妨げられることを示している。限定消化の実験の結果から，：LC20の露

出の程度は，アクトーP一ミオシン以外は同様に低い。それにもかかわらず，アクチン存在化

の非リン酸化ミオシンは架橋されにくいのは，アクチンによってLC20とLC20とが離さ

れたためと考えられる。

　図22の結果，40kDaのバンドの他に，　LC20（20　kDa）としC17（17　kDa）との間の移動

度を示し，　P．LC20由来の放射活性をもつバンドが検出された。図23に示すように，このバ

ンドは40kDaのバンドと同時期にあらわれ，同時期に消失することがわかった。このバン

ドのSDS。PAGEで示される分子量がLC20より小さいことから，はじめは，　P－LC20が・爽
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零するタンパク加水分解酵素によって部分的に消化されたと考えられた。しかし，図22に

示したOmMEDCの結果ではこのバンドは検出されなかったので，このバンドは，　P－LC20

が同一分子内架橋して，見かけの分子量が小さくなったものであると考えられた。以上の

ことから，EDCによる化学架橋反応は，　L，C20分子間，および：LC20の同一分子内の両方で

進行しており，図19でみられた40kDa付近の複数のバンドは，　LC20の分子内架橋産物

がLC20分子間架橋産物の成分になったためと考えられる。図19－21ではしC20の分子

内架橋のバンドは検出されず，また図22に示すように40kDaのバンドに比べてより少な

いので，分子間架橋の方がより起こりやすいと考えられる。

　図21では，分子間架橋しているLC20について，2つのLC20が同一のミオシン分子に

由来するものかどうかを調べた。図21でもちいた高塩濃度の条件では，ミオシンは，尾部

が伸びた6S単量体として存在している。この条件でLC20の架橋産物（40K）が検出され

たことは，LC20の2分子間架橋産物が同一ミオシン分子内のLC20に由来していること

を示唆している。一方，他の実験で用いている低塩濃度の条件では，ミオシンは6Sコンボ

メーションをとっているが，単量体ではなく，フィラメントを形成している。そのため，隣

接するミオシン分子の頭部間で相互作用する可能性があり，LC20の分子間架橋産物が同一

のミオシン分子に由来するかどうかは不明である。しかし，ミオシンが単量体となる高塩濃

度の条件（図21）でもLC20の分子間架橋産物が観察されたことから，同一のミオシン分子

内でLC20の分子間架橋が起こりやすいと考えられる。低塩濃度の条件でも，すべてでは

ないにしろ，同一ミオシン分子内でのしC20の分子間架橋産物が多いと予想される。　Offer

とKnightはコンピュータを用いてホタテ貝ミオシンのhead－r・d　juncti・nのモデリングを

おこない，同一のミオシン分子内でLC20算当分子内，および・分子間で相互作用する可能性

を推測した〔63］。本実験の結果は彼らの推測を支持するものである。
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響鰯翻騨醐鰯隅懇願騨鳳顧騨■’騨騨’一一一…

　LC20リン酸化によるミオシンATPase活性化は，ミオシン頭部の2種類の軽鎖を結合し

た領域のC末端部分を含む長いα一ヘリックス構造部分，または，head－rod　junctionの構造

変化と関係があ．6と考えられており［56，64，651，これはしC20のリン酸化により起きると考

えられる。KatohとMoritaは平滑筋ミオシンの1対のLC17を同一ミオシン分子内で架

橋することでミオシン頭部を互いに近接した状態に固定することに成功した【181。その結

果，アクチン活性化ATPase活性はLC20の脱リン酸化状態でも大きく増加した。これは，

ミオシンの軽鎖結合領域の構造がATPase活性の活性化と深く関わっていることを示唆し

たものである。本実験においても，EDCによるアクトーP一ミオシンの化学架橋が起こりやす

く，KatohとMoritaの結果を支持するものと思われる。

　以上のことから，アクトミオシンATPase活性制御は，ミオシン分子内の1対のLC20の

相互作用が変わることに起因していると考えられる。これはミオシン重鎖に結合したLC20

が脱リン酸化状態でミオシンATPaseを阻害すること，また，　LC20リン酸化によるミオシ

ンATPase調節には，2つのミオシン頭部が必要であること［66－68］と関係があるにちがい

ない。本研究で見いだされた構造変化は，ミオシンATPase活性を増大させる第1段階で

あると思われる。
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総括

　今回の研究から，血管平滑筋のミオシンATPase活性のLC20リン酸化による調節は，以

下のような機構で起きると考えられる。

　1．ミオシンLC20がリン酸化されていないときにはLC20は溶媒から遮蔽されており，

　　この高次構造がATPase活性部位を不活性な構造に保つ。アクチンが結合すると2

　　つのしC20は互いに離れる。

　2．ミオシンLC20がリン酸化されるとリン酸化部位の高次構造が変化する。　LC20の高

　　次構造変化は，アクチンがミオシンに結合したとき，LC20を溶媒に露出させると同時

　　に2つのLC20の問を近い距離に保つ。その結果，　ATPase活性部位の高次構造は活

　　性化構造に変わる。

　3．その結果，アクトミオシンATPase活性が増加する。

このように，ATPase活性の調節にはLC20の高次構造変化が重要な役割をもつことがわ

かった。今回，抗体を使った電子顕微鏡像の解析から，：LC20のリン酸化部位はATPase活

性部位からおよそ4．6～5．6　nmの1立置にあることがわかった。今後，リン酸化による高次

構造変化の詳細を明らかにすることでATPase活性化の分子機構の詳細を明らかにできる

だろう。
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