
博士（理学）堀  浩一郎

学 位 論 文 題 名

アクチンフィラメントにおけるアクチン間接触部位の研究

学位論文内容の要旨

ア ク チ ン は ，   1942年 、 Straubに よ り う さ ぎ 骨 格 筋 よ り 発 見 さ れ 、   そ の 後 の 研究 で

真 枝 細 胞 に 広 く 存 在 す る こ と が 駟 ら か に さ れ た タ ン バ ゥ 貫 で ある 。   うさ ぎ 骨 格 筋 の ア

ク チ ン は 375個 の ア ミ 丿 酸 残 基 か ら な る 一 本 の ボ リ ペ プ チ ド 鑞 で 分 子 量 は 約 42， 000

で あ る 。   ア ク チ ン 一 分 子 に 一 分 子 以 上 の 2価 カ チ オ ン と 一 分 子 の ATPま た は AOPを

結 台 し てる 。   ま た、   ア ク チン は そ の 一 次構 造 が 様 々 な生 物 種 で 高 度 に保存 され ており 、

非 常 に 保守 的 な タ ン バ クで あ る 。

ア ク チ ン は 低 イ オ ン 強 度 下 で は 単 量 体 （ G－ ア ク チ ン ） と し て 存 在 す る が 、   高 イ オ

ン 強 度 下 ま た は M52゛ 存 在 下 で は 重 台 し 二 重 ら せ ん 様 フ ィ ラ メ ン ト 構 造 を と る 多 量 体

（ F― ア ク チ ン ） に な る こ と が 広 く 知 ら れ て い る 。   ア ゥ チ ン は 筋 細 胞中 で は 常 に フ イ

ラ メ ン 卜 を 形 成 し て い る が 、   非 筋 細 胞 中 で 誼 そ の 多 く が G－ ア ゥ チ ン と し て 存 在 し て

お り 、   ア ク チ ン の 重 合 、 脱 童 台 が 細 胞 の 運 動 ま た は そ の 形 態 の 維 持 に重 要 な 働 き をし

ている。  また、  筋細胞のもうーつの重要なタンパク買であるミオシンのサブフラグメ

ン ト を G― ア ク チ ン に 加 え る と ア ク チ ン は 重 台 し て F－ ア ク チ ン に な る こ と か ら 、   ア

ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト に お ぃ て ア ク チ ン 分 子 上 の ア ク チ ン ー ア ク チ ン 接 触 部 位 と ミ オ シ

ン 結 合 部 位 は 密 接な 関 係 に あ ると 考 え ら れ る。

本 研 究 で は ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン 卜 に お け る ア ク チ ン 間 接 触 部 位 に 注 目 し そ の 結 合 部

位の同定をアクチンのペブチドを用いて行った。  その結果、  アクチンフィラメントに

お け る モ 丿 マ ― 間 の 結 台 は そ の 右 巻 き 二 重 ら せ ん へ り ッ ク ス よ り 左 巻 き ジ ェ ネ テ ィ ツ

ク ヘ リ ッ ク ス 方 向 の 結 合 の 方 が 強 い こ と が 示 さ れ た 。   ア タチ ン の 重 台 を 阻害 す る ア ク
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チ ン 自 身 の ペ プ チ ド を 見 い だ し た の は 本 研 究 が 初 め て で あ る 。

  まず、  アクチンのペプチドの調整法について検討を行った。  F―アクチンを6H尿

素存在下で1/10重量比のキモトリブシンで処理したところ、  主に分子量11k、7k

からなる低分子量ペプチドの生成が確認された。  これらのペプチドを逆相HPLCカラ

ム及びSephadexG―50によるゲル瀉過で精製・したのち、  アミノ酸組成分析及びN末端

配列分析によりペプチドの同定を行った。  モの結果、  アクチンのN末端からTyr2↑9

の間を構成していた9種の低分子量ベプチドが得られた。特にその内の2種のペプ

チド、Arぢ‾77-Tyr19。（2.6－kDaペプチド）とSer199－Tyr27’はこれまで得られてい

ないアクチンのサブドメイン4中のペプチドで、  両者でこのサブドメインを完全に包

括していた。

  次にこれらのペプチドのアクチン童台に対する効果を校討した結果、2．6-kDaペプ

チドでのみアクチンの童台阻害がみられた。添加する2．6－kDaペプチド渥度の増加に

ともないアクチンの重合は遅くなり定常状態・の童台度も滅少した。  この結果から2.6

－kDaペプチドはアクチンに結台することによりその重台を阻害していると考えられた。

この阻害効果はFlg2゙ 存在下でのアクチン重台に対しても見られたことから、  2．6-k

Daペプチドはアクチン分子の「反矢じり端J側に結合していることが示唆された。

次 に こ の 2． 6― kDaペ プ チ ド に よ る ア ク チ ン の 重 台 阻 害 を コ ン ピ ュ ー タ ー シ ュ ミ レ ー

シ ョ ン を 用 い て 解 析 し た 。   そ の 結 果 、 2.6－ kDaペ ブ チ ド が ア ク チ ン モ ノ マ ー と フ ィ ラ

メ ン ト の 端 の 両 方 に 結 合 す る と 仮 定 し た と き 瀾 定 値 に も っ と も 良 く 台 う シ ュ ミ レ ー シ

ヨ ン カ ー ブ が 得 ら れ 、   ま た 2． 6－ kDaペ ブ チ ド は ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト の 伸 長の ステ ッ

プ は そ の 濃 度 に 依 存 し て 阻 害 す る が 枝 形 成 の 段 階 は む し ろ 活 性 化 す る 傾 向 を 示 し た 。

実 際 、   G－ ア ク チ ン に 対 し て 2.6－ kDaペ プ チ ド を 加 え た と こ ろ 、   2.6― kDaペ プチ ド

に よ る ア ク チ ン の 重 台 誘 起 効 果 が 観 察 さ れ た 。   2． 6－ kOaペ プ チ ド が ア ク チ ン モ ノ マー

に 結 合 し そ の 構 造 を F－ ア ク チ ン 様 に 変 え て い る た め 、   モ の 重 台 が 瞬 起 さ れ た も の と

思 わ れ る 。   ま た 2.6― kOaペ プ チ ド を F－ ア ク チ ン に 加 え 電 子 顕 徽 鏡 で 観 察 し た と こ ろ 、

ペ プ チ ド に よ る ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト の 切 断 が 観 察 さ れ た 。   こ の 結 果 は 2．  6-kDaペ プ

チ ド は ア ク チ ン モ ノ マ ー や フ ィ ラ メ ン 卜 の 端 の み な ら ず フ ィ ラ メ ン ト 中 の モ ノ マ ー に

も 結 合 し そ の フ ィ ラ メ ン ト を 切 断 し た た め で あ る と 考 え ら れ る 。

2.6-kDaペ プ チ ド が ア ク チ ン に 結 合 し そ の 重 台 に 影 響 を 与 え る と い う こ れ ま で の 結
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果は、  2.6－kOaペブチドを含むアクチン分子上のセグメントがアクチンフィラメント

に お け る ア ク チ ン 間 接 触 部 位 を 構 成 す る こ と を 示 し て い る も の と思 わ れ る ．

次 に 2.6-kDaペ プ チ ド 上 の ア ク チ ン 結 合 部 位 を さ ら に 限 定 す る た め 2． 6一 kDaペ プ

チ ド の 1H－ NMRス ペ ク ト ル に 及 ば す ア ク チ ン の影 響 を 観 察 した 。   モ の結 果 、   同定 さ れ

た シ グ ナ ル の う ち ア ク チ ン 添 加 に よ り 影 響 が あ っ た 残 基 は ペ プ チ ド の C末 端 側 に 位 置

す る Ile192と Tyr19eで Alaiaエ ， Tyr188， Het190は ほ と ん ど 影 響 を 受 け な か っ た 。

よ っ て 2.6－ kOaペ プ チ ド の ア ク チ ン 結 台 に は モ の C末 端 側 の Ile192― Tyr19。 付 近 が

重 要 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。   し か し 2． 6-kDaペ プ チ ド の 中 心 部 に 位 置 す る Leule5

－ Leule9に あ る Lー T-D-Y－ Lと い う ア ミ ノ 酸 配 ラ Ijが様 々 な ア ク チン 結 合 タ ン バ ゥに も 存

在 す る こ と が わ か っ た 。 従 っ て 2． 6― kDaペ プ チ ド に お い て そ の C末 端 部 に 加 え 中 心 部

の L― T－ D－ Y―L部 分 も ア クチ ン 結 合 に 何ら か の 寄 与 をし て い る と 思 われ る 。

次 に 2． 6-kDaペ プ チ ド が 結 台 す る 相 手 方 の ア ク チ ン 上 の 部 位 を 検 討 し た 。 2.6－ kDa

ペ プ チ ド を I12‘ で 放 射 性 ラ ベ ル し た 後 、   ペ プ チ ド と ア ク チ ン を ア ミ ノ 基 と カ ル ボ キ

シ ル 基 間 の 架橋 試 薬 で あ るl-ethyl-3 (3-dim ethylaiinopropyl) carbodiiriide  (EDC）

で 処 理 し た 。   モ の 架 橋 部 位を 求 め る た め、   得 ら れた 架 橋 ア ク チン を さ ま ざ まな ブ ロ テ

ア ― ゼ で 切 断 し 、放 射 活 性 を 持っ 架 橋 ペ プ チド を 分 析 し た 。  そ の 結果 、   2．6-kDaペ プ

チ ド は ア ク チ ン 分 子 の 反 や じ り 端 側 に 位 置 す る Ala144_Glu167の 24残 基 内 と 架 橋 し

て い る こ と が 示 さ れ た 。 近 年 提 出 さ れ た ア ク チ ン の 立 体 構 造 及 び 、 EDCの 反 応 特 異 性 を

検 討 す る と そ の 架 橋 位 置 は Glu16’ で あ る と 思 わ れ る 。

本 研 究 で 得 ら れ た 他 の ペ プ チ ド に つ い て も ア ク チ ン 重 台 に 対 す る 効 果 を 検 討 し た と

こ ろ 、   2． 6－kDaペ プ チド ほ ど の 阻 害効 果 を 示 す ペプ チ ド は 他 に存 在 し な かっ た。   よっ

て ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト に お け る ア ク チ ン 間 の 主要 な 接 触 部 位は 2． 6－ kDaペ プ チ ド． を

合む セ グ メ ン ト、   Ar筈 ‾ ‖ ― Tyrユ ¨ と そ の相 手 方 の 部位 である Alaユ ‥ーGlU167、特に

Gluユ 6’ 付 近 と で 構 成 さ れ て い る と 考 え ら れ る 。   こ の 両 者 の 結 台を Holmesら が 報 告し

て い る ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト の 立 体 構 造 の モ デ ル に 当 て は め た 結 果、   こ れ らの 部 位 は

アクチンフィラメントの「左巻きジェネティ丶yクヘリックス」方向の結合に寄与して

いることが示唆された。  よってアクチンフィラメントはその左巻きジェネティックヘ

リックス方向の結合で維持され、  右巻き二重らせんへりックス方向の結台は二次的な

役 割 で フ ィ ラ メ ン ト 形 成 に 寄 与 し て い る の で は ない か と 思 わ れる 。
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アクチンフイラメントにおけるアクチン間接触部位の研究

  アクチンモ丿マー（Gアクチン）Iよ丶分子量42，000のほぽ球状の蛋白で、条件に

よっては多数のモ丿マーが二重らせん状に重合して細長いフイラメント（Fアクチン）

を形成する。筋細胞においてはFアクチンは細いフイラメントと呼ばれ  ミオシン分

子から成る太いフイラメントと相互作用して筋収縮を起こす働きをする。また、アク

チンは非筋細胞にも含量が多く、いわゆる細胞骨格の一員として細胞の形態変化や細

胞が起こす様々なタイプの運動と深く係わっている。細胞内での運動は、Gアクチン

からFアクチンヘの変換や、またFアクチン内でのアクチンモノマ一間の相互作用の

変化が重要な要因となっている。しかし、アクチン間の相互作用部位やその相互作用

カの性質などについてはまだ余り研究されていない。

  従来アクチン分子はコンパクトな構造をとるため、適当な大きさの断片に分解する

事が困難であったが、申請者はFアクチンを6M尿素存在下でキモトリプシン消化す

ることにより、  2．6－kDaから9－kDaにわたる質量を持つ9種のぺプチド断片に切断

する事に成功した。次いでそれらの中で最も小さな2．6－kDaペプチドがアクチンの重

合を阻害すること見出した。このぺプチドはArg 177からTyr 198を構成していた

22残基より 成り全ア クチン375残基の1 /17に相当する。塩によるGアクチン

の重合を粘度上昇或は、アクチンに共有結合させたパイレンの螢光強度上昇で追跡で
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きるがこのぺプチドは濃度に依存して粘度や螢光強度の上昇を阻害した。また電子顕

微鏡によりこのぺプチドはFアクチンを切断する能カを有する事も観察した。これら

の結果からアクチンのArg 177からTyr 198残基間に、隣接するアクチンモ丿マー

と接触する部位の存在することが示唆された。次にこのぺプチドのプロトンNMRス

ペクトルのアクチン添加による変化を測定し、このぺプチドのIle 192からTyr

198に相当するC末端部位がアクチンと相互作用する事が示された。また、Leu 185

から始まるLeu―Thr―Asp－Tyr一Leuの配列が様々なアクチン結合蛋白の持つアクチン結

合部位の配列と高い相同性を持つ事を見出した。従って、Leu 185からぺプチドC末

端 Tyr 198の 間 が ア ク チ ン 間 接 触 部 位 を 構 成 し て い ると 考 え られ る 。

  そこでこの部位と結合するアクチンの相補的な結合部位を明らかにする目的で、こ

のぺプチドのTyr残基を1251でラベルし、カルボジイミド誘導体を用いてアクチ

ン分子に化学架橋反応で共有結合させた。架橋アクチンを様々なプロテアーゼで限定

分解し、放射活性の導入部位をしらぺt-oまた、別に架橋アクチンを6M尿素存在下

でキモトリプシン分解し、放射活性を持つぺプチド断片を精製した後、架橋部位を同

定しt-oこれらの実験結果に基き相補的なアクチン結合部位はAla 144からGln

167内に存在することをづきとめた。近年発表された結晶解析結果を参照すると、

2.6 kDaペプチド内に含まれるLeu 185一Tyr 198の部位と、相補的なAla 144ー

Gln 167の部位は空間的には互いにアクチンモ丿マー分子のサプードメイン4とサプド

メイン3に位置することになる。  このニつの部位はダプルヘリックス状のアクチンフ

イラメントにおぃて同一ストランド上の上下のモ丿マ一間で結合する位置にはなく異

なるストランド上に存在するモ丿マー間で互いに結合できる位置に存在した。単離し

た他のぺプチド断片には重合阻害効果が観測されなかった事から本研究において同定

したニつの相補的な部位がアクチンフイラメントにおける最も主要な接触部位と考え

られた。以上の事よルアクチンフイラメントにおいてIま丶同一ストランド上のモ丿マ

ー間 の 結 合よ り も 、二 本 のス ト ランド間 の結合の 方が強いと 結論した 。

  この論文はアクチン分子自身のぺプチド断片を用いてアクチン間接部位を研究する

とぃう誠にユニークな方法で開始し、最終的に相補的な結合部位の決定までに至った

優れた内容を持っている。よって審査員一同は申請者が博士（理学）の学位を受ける

に充分な資格を有するものと判断した。．
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