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  筋肉は、ミオシンとアクチンの二種類の蛋白質が相互作用することによって収縮する。

その相互作用は、筋肉の種類や生物種により、異なる反応機構によって制御されている。

軟体動物の平滑筋や、脊椎動物の血管に存在する平滑筋の収縮、弛緩の制御には、ミオシ

ンの制御軽頒のりん酸化、脱りん酸化が関与していると、考えられている。平滑筋が、収

縮、弛緩を髞り返すためには、りん酸化した制御軽鑞が、適当な時期に脱りん酸化を行な

い、次のりん酸化の機会に備えることが必要であると恩われる。それにもかかわらず、ミ

オシンを脱りん酸化する酵素（フォスファタ―ゼ）に関する報告は、ミオシンをりん酸化す

る酵素（キナーゼ）に比ぺて非常に少ない。

  本研究では、軟体動物の一種であるホタテ貝の平滑筋と、ブタの大動脈平滑筋から、生

体内で、ミオシンの制御軽鑛を脱りん酸化していると考えられるフオスファタ―ゼを精製

し、その性質を明らかにすることを、目的とした。

  ホタテ貝柱平滑筋ミオシンフォスファターゼ

  ホタテ貝柱平滑筋では、生筋や、スキンドフんイパ―を用いた実験と、in vitroでの実

験結果から、細胞内のカルシウム濃度が増加した時に、制御軽鎖が脱りん酸化されること

が、期待される。本研究の第一部においては、ホタテ貝柱平滑筋から、Caz゙ 濃度に依存し

て活性を調節するミオシンフオスファタ―ゼの精製法、およびその性質にっいて述ぺた。

精製は硫安分面、DEAE－Toyopearl 650Sによるイオン交換クロマトグラフイ―、Sephacryl

S－300によるゲルろ遇を組み合わせて行なった。精製した酵素のSDS－PAGEパターンは、主

として、60kDaと19kDaの位置に、二本のバンドを示した。

  精製した酵素活性のpH依存性や、二価カチオン濃度依存性を調べたところ、その性質

は、ウシの脳から精襲されたCaz＋－C all依存性フォスフんターゼ（カルシニュ―ルン）に非常

に類似していた。

ブタ大動脈平滑筋ミオシンフォスファターゼ

  今までに、様々な脊椎動物平滑筋から精製されたミオシンフォスファタ―ゼは、その性

質も様々である。ミオシンフォスファタ―．ゼ活性に及ぽす二価カチオンの影一だけを挙げ

てみても、Patoらが、七面烏砂嚢やウサギ子宮から精製したフォスファタ―ゼ活性は、二

価カチオンによって阻害されるのに対して、Werthらがウシ大動脈から精製したフォスフ
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アタ―ゼや、Yoshlda＆Yaglがニワトル砂嚢から精製したフォスファタ―ゼの活性は、二

価カチオンによって活性化される。

  また、今までに精製されたミオシンフエスファ夕一ゼは、そのほとんどが、低イオン強

度の溶液によって抽出されているのに対して、最近、Chlsholm＆Cohenは、高イオン強度

の溶液で抽出を行なうことにより、骨格筋や心筋から、ミオシンと強く結合し、ミオシン

に対して高い活性をもったフオスファターゼが抽出されることを報告した。そこで、第二

部においては、ブタ大動脈平滑筋から、低イオン強度溶液と、高イオン強度溶液によって

抽出されるフオスファタ―ゼを精製し、生体内でミオシンを脱りん酸化するフォスファタ

―ゼが、どのような性質であるのかを調ぺようと考えた。精製された酵素にっいては、特

に、二価カチオンが活性に与える影一にっいて詳しく調ぺた。

  低イオン強度抽出液から、、硫安分画、DEAEーToyopearl 650Sによるイオン交換クロマト

グラフイ―と、チオルん酸化LC2。Sepharose 4Bによるアフイニティ―クロマトグラフイ

ーを組み合わせて精製されたフォスファターゼのSDS－PAGEパタ―ンは、69kDaと38kDaの位

置に、強い二本のバンドを示した。一方、高イオン強度抽出液から、硫安分画、DEAE

-Toyopearl 650Sによるイオン交換クロマトグラフィ－、Red Agaroseによるクロマトグラ

フィ―、llonoQ陰イオン交換クロマトグラフィーを組み合わせることによって精製された

フオ スフ ァタ ーゼ のSDSーPAGEパ タ― ンは 、主 として＆5kDaのバンドを示した。

  更に、これらの精製した酵素の活性測定中に、基質として用いたプタ大動脈LCzoりん酸

化ミオシンにも、内在性のフォスファタ―ゼ活性が含まれていることが判明した。

  これらの精製フオスファターゼと、ミオシン結合フォスファターゼの活性は、いずれも

llg2十、Mn2゙ によって阻害された。最大活性の半分を与えるMg゚ ゛及びln2゙ 濃度は、いずれも

区別なく、2．6から5． 5mllの範囲にあった。また、高イオン強度抽出液から精製されたフオ

スファタ―ゼと、ミオシン結合フォスファタ―ゼの活性の、Ca2゙ 濃度依存性や、一般的な

フエスファ夕―ゼの阻害剤であるATPやオカダ酸による阻害も類似した結果を示した。最

大活性の半分を与えるオカダ酸濃度は450～700nVであった。このような酵素の性質は、

Patoらが、七面烏砂嚢や、ウサギ子宮から精製したミオシンフオスファ夕亠ゼに、よく似

ていた。また、オカダ酸による阻害の結果から、これらのフエスファタ―ゼは、タイプI

フォスファタ―ゼに分類されると考えられる。このように、異なる抽出液から精襲された

フォスファタ―ゼと、ミオシンに結合したフオスファタ―ゼの活性の性質がいずれも類似

していたことから、これらのフエスファターゼは、全て同じ種類のフオスフんターゼであ

り、それらが存在している場所の違いから、異なる抽出液によって抽出されたり、ミオシ

ンに結合したりしているのではないかと考えている。これらのフオスファ夕―ゼの抽出、

精製中には、Hg2+、Mn‖、Caユ゛などの二価カチオンによって活性化されるような性質のフ

オスファタ―ゼは、認識されなかった。従って、プタ大動脈中では、IrVer thらや、Yoshlda

＆Yagiが示したような、二価カチオンで活性化されるミオシンフォスファタ―ゼではなく

今回、精製、認識したニ価カチオンによって活性が阻害されるフエスファタ―ゼが、ミオ

シンを脱りん酸化していると思われる。
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学位論文審査の要旨

学   位   論   文   題   名

平 滑 筋 ミ オ シ ン フ オ ス フ ァ タ ー ゼ の 研 究

細 胞 運 動 に おい て 、   エネ ル ギ ー 変 換を 行 い 、   モ ー タ ー の 働き を す る 分 子は 、   蛋 白貿

ミ オ シ ン で あ る 。 運 動 開 始 の 情 報 を 受 容 す る と ミ オ シ ン 分 子 が 活 性 化 さ れ 運 動 が 始 ま

る 。   ま た 不 活 性 化 の 信 号 に よ り 運 動 が 停 止 す る 。   活 性 化 や 不 活 性 化 の 情 報 伝 達 の 最

終 段 階 と し て 、   ミ オ シ ン 分 子 を 構 成 す る サ ブ ュ ニ ッ ト の 一 種 で あ る 分 子 量 20， 000程

度 の 制 御 軽 鎖 の り ん 酸 化 が 挙 げ ら れ る 。   り ん 酸 化 が 情 報 伝 達 の 手 段 と な り う る 条 件

と し て こ れ を も と の 状 態 へ も ど す 脱 り ん 酸 化 過 程 が 共 役 す る 必 要 が あ る 。   申 請 者 は 、

り ん 酸 化 ミ オ シ ン 制 御 軽 鎖 を 加 水 分 解 し て 脱 り ん 酸 化 す る 反 応 を 触 媒 す る 酵 素 、   ミ オ

シ ン 制 御 軽 鎖 ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ ML CP） を 精 襲 し そ の 性 質 を 明 ら か に し た 。   論 文 は 二

部より成る。

  第ー部ではりん酸化がミオシンを不活性化する軟体動物平滑筋のMLCPについて述

ぺ ら れ て い る 。   軟 体 動 物 平 滑 筋 で は 輔 激 に よ り 細 胞 内 Ca2十 涜 度 が 増 大 す る と 、

C82゙ が直接ミオシン制御軽鎖に結合して、活性化状態に入る。  その後Ca2゙ 涜度が

低下しても筋張カを持続させるキャッチ状態に入り、  キャッチ状態はcAMP演度の増

加 に よ り 弛 緩 す る 。 軟 体 動 物 の 一 種 ホ タ テ 貝 柱 平 滑 筋 に 憾 cAMPに 依 存 し て ミ オ シ ン

制御軽鎖をりん酸化する内在性のキナーゼが存在する。  申請者はこのキナーゼによ

ってりん酸化したホタテ貝平滑筋ミオシン制御軽鎖をCa2゙ に依存して脱りん酸化す

る 内 在 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ が 存 在 す る こ と を 見 出 し た。   そ こ で抽 出 液 の 硫 安分 画 、   カラ
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ム ク ロ マ ト グ ラ フ イ ー 、   ゲ ル 涜 過 等 の 手 段 を 組 み 合 わ せ て精 製 を 行 っ た。   そ の 結果 、

こ の 酵 素 の サ ブ ュ ニ ッ ト は 、   分 子 160， 000と 19， 000の 二 種 か ら 成 り 、 脳 で 見 い だ

さ れ た ホ ス フ ァ タ ー ゼ で あ る カ ル シ ニ ュ リ ン 或 い は ホ ス フ ァ タ ー ゼ 2Bと 類 似 し て い

る 事 が 示 さ れ た 。 Ca2゙ ー カ ル モ デ ュ リ ン に よ る 活 性 化 に お い て 最 大 活 性 の 1/2を

与 え る Ca2^ 濃 度 は luMで あ っ た 。   こ れ ら の 結 果 は 、   ホ タ テ 貝 柱 平 滑 筋 に お い て

は 、 cAMPの 増 加 に 伴 い ミ オ シ ン 制 御 軽 鎖 の り ん 酸 化 が 起 り 、   キ ャ ッ チ 状 態 の 弧 緩 を 起

こすが、  再びCa2．涜度が増加すると、  このCa2゙ 依存性ホスファターゼが活性化さ

れ て 、 制 御 軽 鎖 は 脱 り ん 酸 化 さ れ る と い う 機 構 を 支 持 し て い る 。

第 二 部 に お い て は ブ タ 大 動 脈 平 滑 筋 内 の MLCPに つ い て 述 ぺ ら れ て い る 。 哺 乳 類 平

滑 筋 に お い て は ミ オ シ ン 制 御 軽 鎖 の り ん 酸 化 が ミ オ シ ン 分 子 を 活 性 化 し て 、 運 動 が 開

始する。  りん酸化制御軽鎖を脱りん酸化するホスファターゼ活性をりん酸化大動脈

平滑筋ミオシンを基買にして追跡した。  硫安分画、  種々のケロマトグラフイーなど

を組み合わせて精製を行った。  その結果、．このホスファターゼは分子量67，000お

よぴ38，000の二穫のサブュニッ卜を持ち、  その活性はMgい、Mn2゙ などの二価金属

イオンにより阻害される事が見出された。  又、  プロテインホスファターゼの特異的

な阻害剤であるオカダ酸によって阻害され、1/2に阻害されるオカダ酸涜度は450

nllであった。  この事から、  申請者はこの酵素はタイプ1ホスファターゼに分類され

る と 推 定 し て い る 。   ホ タ テ 貝 平 滑 筋 で 見 出 さ れ た MLCPは 生 理 的 な Ca2゙ イ オ ン に よ

り 制 御 さ れ る タ イ ブ で あ っ た の に 反 し 、 大 動 脈 の MLCPで は 制 御 因 子 は 見 出 さ れ な か

っ た 。   活 性 化 の シ グ ナ ル を 解 除 す る た め の ホ ス フ ァ タ ー ゼ に は 制 御 因 子 が 存 在 し な

い の か 、   或 い は 存 在 す る と す れ ぱ Ca2゙ で 阻 害 さ れ る タ イ プ で あ ろ う と期 待 さ れ る が、

こ れ ら の 問 題 を 解 明 す る こ と が 今 後 の 課 題 と 思 わ れ る 。

二 種 の 平 滑 筋 細 胞 か ら 異 る タ イ プ の ミ オ シ ン 軽 鎖 ホ ス ， フ ァ ター ゼ を 精 製 し、   そ の 性

貫 を 明 か に し た 事 は 、 細 胞 運 動 に 係 る 一 連 の 分 子 綴 槙 の 解 明 に 大 き な ． 寄 与 を な す も の

と評価される。審査員一同は申請者が博士（理学）の学位を受けるに充分な資格があ

るものと認めた。

30ー


