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学位論文内容の要旨

    ミオシンは筋肉を構成する筋原線維タンパク質の約半分を占め

る主要なタンパク質であり、分子量48万の巨大分子である。ミ

オシンは＠ATP分解能、＠アクチン結合能、◎生理的な塩濃度下

でのフイラメン卜形成能という3種の生理機能を有し、このうち

＠及ぴ◎はミオシン分子の頭部（S－1）部分が、また◎は長い棒

状の尾部（rod）が担っている。生体内では、  ミオシンのフイラ

メン卜（機冑巻◎）がATPのエネルギ―を利用して細いフイラメ

ント（主にアクチンからなる）と相互作用する（機能◎、◎）こ

とによって筋収縮が起こるので、筋収縮の分子メカニズムをさら

に解明するには、ミオシンの各種生理機能を詳細に理解する事が

必須である。

    また、筋肉を食品として捉えると、その主要夕ンバク質もまた

ミオシンである。したがって、魚類ミオシンの構造安定性や変性

機構を知る事は、魚肉の保蔵、加工処理中の製品の品質制御にお

いて不可欠なことである。これまでの魚類ミオシンの研究におけ

るサブフラグメントの研究はほとんどが．S－1部分に関するもの

で、rodに関する分子レベルの研究はほとんど行われていない。
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本 論 文 で は 魚 類 ミ オ シ ン rodに 注 目 し て 、 そ の 内 部 構 造 と 機

能の関係、さらには構造安定性を知る事を目標とした。まず、第

1章ではrodの分子内構造について検討し、第2章では生化学

的見地から、フイラメント形成におけるrod分子内の各部分の

役割について、更に第3章では食品生化学的見地から、ミオシンの

加熱時に起こるrod部分の構造変化について、それぞれ分子内

構造と関連づけて検討した。

【 第1章   コ イ ・ミ オ シン 分 子、 特 に尾 部の 分 子内 構 造の 解 析】

魚 類 ミ オ シ ン rodの 調 製 は 哺 乳 動 物 （ ウ サ ギ ） の 方 法 が 適 用

し 難 い た め 、 ま ず そ の 調 製 法 を 開 発 し た 。 次 に 単 離 し たコ イ rod

の 分 子 内構 造を キ モ卜 リ ブシ ン 消化 法 によ って 検 討し た とこ ろ 、

ウ サ ギ rodで 知 ら れ て い る 切 断 部 位 の 他 に 、 新 た な 切 断 部 位 が

存在する事を発見し、95kS―2/40k LMM junctionと命名した。

ここでの切断により得られる40k LMMは、  フイラメントを形成

するものとしてはこれまでに報告された断片のうちで最も短いも

のである。

  この切断部位は魚類ミオシンに普遍的に存在する事を確認し

た。また、ウサギ・ミオシンめこの部位は通常は切断されない

が、加熱や尿素処理することにより切断を受ける様になった。そ

のため、動物種によらずrodのこの部位の構造は脆弱であり、

魚類ミオシンの場合には、未変性状態でも既にこの構造はほぐれ

て いて キ モ トリ プ シン 消 化 を受 け ると 結 諭 した 。，
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【第2章  ミオシン尾部のフイラメント形成に関わる分子内構造

の研究】

第 1章 で 単 離 し た 40k LMMの フ イ ラ ヌ ン ト 形 成 能 に っ い て 、

rodや 通 常 の 70 kDaの ラ イ 卜 メ ロ ミ オ シ ン （ LMM） と 比 較 し た 。

そ の結 果 、40kLMMは side－by― sideに 集 合し 易 く、   幅 広い パ ラ

ク リ ス タ ルを 形 成す る 特徴 を 持っ 事を 見 いだ し た。 ま た、 もう ひ

と っ の 特 徴 は Mg 2+非 存 在 下 で も よ く 自 己 集 合 し て 、 LMMや rod

の 様 に Mg2+要 求 性 を 示 さ な い 事 で あ っ た 。 そ の た め 、 Mg2+作

部 位 は 40k LMM部 分 で は な く 、 LMMの N末 端 に 存 在 す る 事 を 推

定 し た 。 こ れ ら の 結 果 を 基 に 、 rodを そ の 機 能 か ら 3っ の ド メ イ

ン に 分 け る 事 が で き た 。 す な わ ち 、 rodの C末 端 か ら 順 に 、   ＠

フ イ ラ メ ン ト 形 成 ド メ イ ン （ 40k LMM）、   ◎ Mg2+によ る フイ ラ

メ ン ト 調 節 部 分 （ 20kDa） 、 ◎ 分 子 の side－by－sideの 集合 を 物

理的 に 防ぎ 、フイラメ ン卜の形を整 えるS一2部、分（ 65 kDa）  か

ら 橡 ると 結 諭し た 。こ れら の ドメ イ ン構 造 及び 、 その 機能 分 担は

魚類ミオシンのみならず、哺乳類ミオシンにおいても共通してい

た。

こ れ ら各 ド メイ ンの 機 能は そ の分 子 表面 の 電荷 と密 接 に関 係 し

ている事を明らかにした。4 0k  L'AI!：よその分子表面の総負電荷量

が 少 な い とい う特 徴 があ っ たが 、 それ がフ イ ラメ ン ト形 成 に適 し

た 構造 で ある ため に その 会 合能 カ は優 れ 、  またMg2゙ の影 響も受

け な い と 結 諭 し た 。 ま た 、 EDCを 用 い た 化 学 修 飾 法 に よ っ て rod

のカルポキシル基をブロックして負電荷量を減少させると、フイ

ラメント形成能が改善し、4 0k  LM.¥4とよく似た機能へと機能転換
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する事ができた。Mg-゙ の添加や、pHの低下はフイラメント形成

を促進するが、これらの作用機構はいずれもrodやLMMの負電

荷を打ち消して、フイラメント形成し易くなるように電荷のバラ

ンスを整える事であると考えた。

【第3章  ミオシンの加熱変性時に起きる構造変化】

  第1章で得た知見を基にして、ミオシンを加熱した時に起こる

rod部分の構造変化について検討した。その結果ミオシンは加熱

のかなり初期の段階で凝集し、オリゴマーを形成する事を発見し

た。この凝集オリゴマーはCa－ATPase活性を有していたので、

S－1部分の変性が起きていないミオシン分子も凝集している事が

示され、凝嚢反応は必ずしもCa―ATPaseの失活に続くよう顔遅

い変化ではない事が判った。しかも、このオリゴマーミオシンか

ら得られたrodがオリゴマーとなっていたので、rod間で凝集

反応が起きている事を示した。既に、  ミオシンの加熱初期にフイ

ラメント形成能が劣化し、Mg→AT Pase活性が急激に低下する現象

が報告されているが、これはミオシンがrod部分で凝集オリゴ

マーを形成するために正常なフイラメント形成能を失う事が原因

であると思われた。このように加熱初期にrod部分で起こる凝

集反応は、ウサギミオシンにおいても検出されたので、  ミオシン

の熱変性機構は基本的には魚類とウサギとで共通していると思わ

れた。

    凝集オリゴマーミオシンから得られたLMMは凝集していない

のに対して、HMMはATPase活性を有したまま凝集体を形成して
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い た の で 、 rod部分 の凝 集 には LMMより も Sー 2が関 与し て いる

と推測した。 ただし、この凝集fま単離したrodでは起こらず、

単離したHMMでも起こり難かった ので、  ミオシン分子の各ドメ

インが単独で存在する場合と、それらのドメインが互いに結合し

ている場合とでは、変性の起こり方は全く異なる事が示唆された。

言 い替えると、ミオシンの変性には各ドメイン間の相互作用がか

なり影響してしヽると推測できた。また、これらの結果は基本的に

は哺乳類ミオシンにおいても共通していた。

以上のように、本研究によって魚類ミオシン分子の内部構造と

機能の関係、更にその構造安定性に関して、総合的な理解が深め

ちれた。また、これらの結果沽ウサギ・ミオシンでも同様に見い

だされだため、本研究によって、骨格筋ミオシン分子の普遍的な

構造と機能の関係を明らかにできたといえる。
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    学位論文題名

魚類ミオシンの構造と機能

―ミオシンのフィラメン卜形成及び熱変性における

    口ッドのドメイン構造の役割一

  筋原繊維夕ンパク質の約半分を占めるミオシン分子は生化学的には筋肉

収縮を担う主要夕ンパク質として重要な役割を占めている。ミオシンは分

子 量48万の 巨大 分子で あり ，多機能夕ンパク質である。その機能は＠

双頭の分子頭部(S－1と称する）が担う筋肉収縮の際の工iルギー生産に

係わるATP加水分解能，◎もう一種の重要なタンパク質であるァヶチン

と結合，相互作用能，及び◎尾部（ロ’ドと称する）が担っている生理

的な塩濃度下で自己集合して7イラメントを形成する能カの3種である。ま

た，筋肉を食品科学的にとらえた場合にも，やはルミオシンは重要なタン

パク質であり，魚肉の利用加工はこのミオシンの変性を適切に制御するこ

とが必要である。これまで魚類ミオシンに関する研究の歴史において，ミオ

シン分子全体をとらえる手段としてミオシンを各種プロテァーゼで切断し，単純化

し た系 を用 いそ の内部 構造 と機能の関連を明らかにする方法が多用さ

れている。しかし，その研究のほとんどがミオシン頭部のS－1部分に関す

る もの であ り， 分子の 半分 以上を占める尾部の分子レベルでの研究は

ほとんど見当たらない。

  本論文では魚類ミオシン分子のうち特に尾部（ロ’ド）に注目し，第1章

ではコイ・ミオシンから未変性のままでロ7Fを調製する方法を開発し，その、

内部構造にっいて“―キモトリ7シン消化法により分子内構造を明らかにした。

さ らに ，内 部構 造の違 いを 各種 魚類 を用い て比 較検 討した 。第2章で

はロ7ドのキモトリプシン切断により生成した断片中に，新たなフィラメントを形成す

る断片を見いだし，尾部の機能である7イラメント形成における内部構造の

役 割 を 明 ら か に し た 。 さ ら に第 3章 で は 食 品 学 的 見 地 か ら，加 熱に



よって引き起こされるミオシン分子に起こる構造変化を頭部，尾部に分け，

さらに尾部にっいてはロ7ドの内部にっいてそれぞれ分けて検討し，ミオシ

ンと し て加 熱 したと きに起こる その分子に おこる内構 造変化を総 合的

に解析した。

  第1章では〕イ・ミオシンのキモトリプシン消化後，塩溶性成分の分離，DEAE－

Toyopearl0ロマトグラ7イーを用いる新調製法によってロ7ドを単離精製した。

その全体的 な構造はウ サギのそれと非常に類似していた。しかし内部構

造にっいて，さらにキモトリプシン消化により検討したところ，ウサギで知られ

ている通常の切断部位（IIlIX/LlIJI junction)の外に］イではLllll断片

内に新たなキモトリプシン切断部位（95k S2/40k LXll junction)が存在し，

かなり異なる構造を有していることを示した。この切断でロ7ドのカルボキシ

ル末端に位置する非常に短い塩溶性断片（40k Lllll)が生成されること，

を見いだした。この部位での切断は魚類ミオシンで広く起こるが，その切

断のされやすさは魚種によって異なっていた。これによって魚類ミオシン

分子の尾部のドメイン構造を普遍化することができた。

  第2章 では第1章で単離した40k LlllIの7イラメント形成能にっいて通

常のLllll， ロ7Fのそれら と比較検討 した。その 結果，40k LlIXは非常

に集合しやすく，幅広いパラタリスタルを形成し，llg2゙ 非存在下での自己集

合能に優れ，フィラメント形成にllg2゙ 要求性を示さない特徴があり，Llfll

やロ7ドのそれらとは異なっていた。それゆえ，200kDaのミオシン重鎖のう

ち7イラメント形成には分子のカルポキシル末端から1/5の40k Lllll部分が担って

いる こ とを 示 した。 またIg2゙ は40k LlllIでは なく通常の LXltの アミ

ノ末端部分約20kDa部分に作用することが知られたSロ7ドのカルボキシル基

を化学修飾し負の電荷を減少させるとフィラメント形成能は上昇し，しかも

Ig要 求 性 を 示 さな く なる こ とか ら ，40k LXllの 優 れた 集 合能 は 分子

表面 の 少な い 負電 荷 が原 因 で あり ， yg2゙ は 負 電荷を滅 少させる作 用

をもっと推定した。

  第 3章で は ミオ シ ンを 加 熱し た 場合 ， その 初 期に頭部 の機能であ る

ATPase活性を保持したままで会合し，オリゴマーを形成することを見いだ

した。このミオシンをキモトリプシン消化することによルミオシンのロ7ド部分で，凝集

反応が起こ っているこ とを明らかにした。S－1をもたない単離ロ’ドで

はそ の よう な 凝集 体 形成 が 認 めら れ ず， Lllllをもたない HlIIで はそ

の程度がかなり小さかったので，ミオシン分子の変性にはドメイン間の相互作

用が強く影響して，いることが明らかとなった。

  本研究の結果により，機能的な7イラメンI形成機構およびミオシン分子内の

構造 安 定性 に 関して 総合的な理 解が深めら れたものと 思われる。 これ

らの 点 を高 く 評価 し ，さ ら に 提出 さ れた 参 考論 文5編 と本論文の 公開

発表 に 関わ る 審査を 併せて，主 査，副査一 同は本論文 の提出者は 博士

（ 水 産 学 ） の 学 位を 授 与さ れ る充 分 の資 格 があ る もの と 判 断し た 。


