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本 論 文 は筋 肉 蛋 白質 ア クチ ンの構 造 につ い て種 々の 架 橋試 薬 を用い て研

究 し、 分 子 内 に架 橋 され た もの に つ い ての 詳 細 な解 析 か らア クチ ン分子 の

コ ンホ メ ー シ ヨ ンに つ い ての新 しい知 識 を得 た もの で あ る。

第1に 申請 者 は 分 子 内架 橋 が実 現 す る条 件 を検 討 す るた め種 々の鎖 長 を

もつ架 橋 剤 に よる 生成 物 を分 析 した が、 スベ リ ミデ イ トを用 い る と、 分 子

間架 橋 物 は僅 か で 大部 分 が 分 子 内 に1個 の 架橋 がか か った もの で あ る こ と

を見 出 した 、 ア クチ ン分子 が単 分 散 のG状 態 に あ る塩 の うす い環 境 で架橋

した もの は、 ア クチ ンの 重合 能 等 の性質 に 影響 を与 え ない の に対 して、生

理的 塩 環境 下 で分 子 が 重合 してい るF状 態 で ア クチ ン を架 橋 した ものは 分

子 内 架 橋 が1個 で あ るに もか か わ らず著 しい性 質 の 変 化 が認 め られ た 。す

なわ ち 通常 な らばG状 態 に 分 散す る無塩 の溶 液 中 で も脱 重合 せず に粘 度 の

高 い 重 合 状 態 を保 って い た 。



次 に 申請者 は この架橋 に よる性質 の 変化 と架 橋物 の構 造 との 関係 を生 化学

的 、物 理 化学 的 方 法 で し らべた 。 この 変 化が 単 に リジ ン残 基 の化学 修 飾 に よ

る もので ない こ とは単官 能 性 の イ ミ ドエ ステル を反 応 させ て も効 果 が な い こ

とか ら確 め られ、 また 無塩 状 態 で の架 橋 ア クチ ンが通 常 のFア クチ ンの もつ

結 合 ヌ クレチ ドで あ るADPを 結 合 して い る こ とは分 子 が繊 維状 に 重合 して

い る こ とを 示 唆 した 。実 際 電 子顕 微 鏡 に よ つて 無塩 環 境 、 生理 的塩 環 境 の分

子 を観 察 す る と、 重合 して繊 維状 と な った 分 子 が 見 え、 前 者 で は 曲が りやす

い 分子 と な ってい た 。そ して重合 状 態 か ら脱 重合 す る速 度 が 誇 そ い た め の過

渡 現 象 で もな い ことは低 塩 濃 度 下 の架 橋 ア クチ ンを超 音波 処理 す る実 験 で明

らか に した 。F一 ア クチ ンは超音 波 処理 に よ って 小 断片 と な る。架 橋 ア クチ

ン もこの 処理 に よ って一 たん 粘 度 が 小 さ くなる が、 減 少 した 粘 度 は再 び 上昇

し分 子が 重合 して ゆ くこ とか らそ の よ うに推論 され た 、 さ らに 円偏 光 二 色性

の測 定 に よれ ば、GとFの2状 態 で は280nm附 近 の スペ ク トル に大 きな差

が 認 め られ るが、 架 橋 ア クチ ンは 溶媒 環 境 に よらず常 にF状 態 の スペ ク トル

を 示 した 。す な わ ち以 上 の結 果 は ア クチ ン分 子 の コ ンポ メー シ ョンがF状 態

に 固定 され る よ う架 橋 が働 い てい る こと を示 して い る 。

な お架 橋 ア クチ ンは生 理 的 塩 環境 下 で通 常 のFア クチ ンと 区別 が つ かず 、

トロポ ミオ シ ン、Hメ ロ ミオ シ ンとの 結合 に も差 が 認 め られ なか った 。無 塩

状 態 で もF状 態 を保 つ た め、 低塩 濃 度 下 で の他 の 蛋白 質 との 結合 が調 べ る こ

とが 可能 で あ り、 トロ ポ ミオ シ ンとは結 合 せ ず 、Hメ ロ ミオ シ ンと結 合 す る

とい う結 果 を得 て い る 。さ らに ア クチ ン と結 合 して重 合 能 を失 わ せ る酵 素 蛋

白質DNaselと の反 応 もし らべ て い る 。 架橋 ア ク チ ンは長 時 間 齢 か ない限 り

DNaseIと 相 互作 用 せ ず 、超 音 波 処 理 に よ って よ うや く脱 重 合 す る こと が わ

か った 。架 橋 に よ って コ ンポ メ ー シ ヨ ンがF状 態 に な ってい るた めDNaseI

と相 互作 用 し うるG状 態 は繊 維 状 分 子 の端 で時 に 実現 す る にす ぎない と考 え

られ る 。

参考 論 文 は そ れ ぞれ トロポ ミオ シ ン、 トロポニ ンに対 す る架 橋 実 験 の 結 果

を述 べ た もの で あ る 。
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序 論

1.蛋 白 質研 究 の現状

「生命 現象 を理解 す る」 と言 った と き、その理解 とい う言葉 の意 味す ると ころ は

実 に多様 であ る 。そ して その 「理 解」 とい うのが ど の段 階 で達 成 された と考 え るか

♪に よ って、 おそ ら く生物 科 学 の分 野を分 類 す ることが で き るだろ う.例 えば 、筋 収

縮 におい て カル シウム イオ ンが収縮 ・弛 緩の調 節物 質 であ り、 トロポ ニ ン ・トロポ

ミオ シ ンと い う調節 蛋白 質が その 情報 の受容 蛋 白質 で あ るとい うことが判明 した時

点 で生 理学 的 な意味 で の骨 格筋 収縮 の 調節 機構 は 「理解 」さ れた ことに な るで あ ろ

うし、 一方蛋 白質 化学的 な意 味 では それは カル シウ ム受容蛋 白質 の機 能 の研 究 がや

っと司能 な段 階に達 した ことを示 し てい るにす ぎ ない。 その よ うな意味 で言 うな ら

は 、分子生 物 学 とい うのは生命 現象 を 分子 レベ ルで実 体 と してと ら えることを 最終

的 な 目標 と してい る科 学 であ ると言 え るか もしれ ない 。そ してその 実体 を基礎 と し

て生 命 現象 を 統一的 に記述 し、そ の中か らあ る生 命現 象 を 司能 に して い る分子 機械

が 、我 々が巨視 的 な意 味 で観察 す る非 生命 現象 の機構 と本質 的 にどの よ うな差 異 を

有 す るの かを明 らか に しよ うとす るので あ る 。最初 に書 いた ように 「生 命 を理 解 す

句と は言 わず に 「生命 現象 を理解 す る」 と述べ た うらには 、その生 命現象 に関 与 す'

る分子 機械 の存 在を まず想 定 し、 「生 命 」で は なくそ の分子機 械 と い う実体を 通 し

てそ の機能 が如何 にして実現 され てい るのかを現 在得 られて い る物 理学 的 な諸 原 理

か らなが めて みよ うとい う意 図が あ り、その よ うな方向 に認 識を お し進 め よ うとす

る こと こそが 「生 物物 理 」の物 理た る所以 の 一 つで あ ろ う。

蛋 白質 の研 究 は 、その意 味 では今 世紀半 ば をす ぎ てか らよ うや く実体 と して分 子

レベ ルで把 握 され るよ うにな った 。 それは蛋 白質 の ア ミノ酸 配 列が決定 司能 に な っ

た ことと 、X線 結 晶解 析 に よ りそ の立体構 造が 萌 らか に な った こと に負 うと ころが

大 き い。現在 の蛋白質研 究 に おい て 「蛋 白質機 能 の理解 」 とは ・蛋 白 質の有 す る多

様 な機能 を そ の一次構 造や も っと 高次 の構 造 との関連 の上 で把握 す る ことを意 味す

ると考 え られ るが、 その 「理解 」へ の到達 可能 性 は これ らの研 究 手段 の確 立に よ っ

ては じめ て保 証 され た。 それ故 、蛋 白質 の構 造を まず実 体 と して把握 す る ことは非

常 に重要 な ことであ り、それを抜 きに して は上述 した 「理 解 」に到 達 す ること は絶

望的 で す らあ る。 これ は現 在の 蛋 白質研 究 にお け る明 白 なパ ラダ イ ムであ り、蛋 白

質 の一次 構 造や 高次構 造 に依拠 しな い研 究 は この 「理解 」に はほ とん ど意 昧が な い。

このよ うに、蛋白質の構 造と機能の関連 牽理解 しようとす るならは・一次構造や高
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次 構 造 に我 々は 固執 す る必 要 が あ り 、その よ うな実体 を把 握 す るこ とな しに は蛋 白質 のも

つ多 様 な性 質を 統 一的 にあ る原 理 で記述 す る ことが で きる段 階に 至 るこ となど望 み得 な い

であ ろ う。

この よ うな意 味 で の蛋 白質研 究 に おけ るX線 結 晶解 析 の意義 は非 常 に大 き い。今 もな お、

蛋 白質 の 高次構 造を 素朴 な意 味 で実体 と して把握 す るた めに は 、そ れ以 上の方 法 はない で

あ ろう 。しか し、高分解 能 のX線 結 晶解析 が その蛋 白質 の高 次構 造を 明 らかに した後 で も 、

そ の蛋 白質 の研 究 が終 了す ると い うわ けで はな い 。そ れは 、蛋 白質 の もつ動的 な挙動 が深

く その機 能 と結 びつ いて い る場 合が多 いか らで あ る。X線 結 晶解析 の もた らす 静的 な蛋 白

質構 造の 与 え る知 見 は非常 に 重要で は あ るが 、実際 に得 たい情報 は蛋 自質 が溶 液 中で 、実

際 に機 能 してい る状 況 下で 、その構 造 が動的 な側 面を も含 め てどの よ うな挙動 を して いる

の か なので あ る 。また 、蛋 白 質 の高分解 能 のX線 解析 に用 い うる よ うな 結晶が どのよ うな

蛋 白質 に対 して も得 られ ると は限 ら ない し、 むし ろそれが 絶望 的 な蛋 白質 も少 な くな い。

こ れ らの現 実は 、X線 結 晶解析以 外 の溶 液 中の蛋 自質 の高次構 造を研 究す るための手 段 を

要 求 してい る。それ らの研 究手段 は 、X線 結 晶解析 の結果を 補 完し て 蛋 白質 の動的 な構

造 に関 す る情 報 を与 えるべき もの であ る 。

2.溶 液 中の蛋 白質の 立体 構 造 一架 橋反 応 によ る研 究

その よ うな蛋 白質 の高次構i造の研 究に は、 い くつか のアプ ローチ が 司能 であ ろ う。そ

こ で蛋 白質 の機 能 と構造 の関連を 分子 レベルで 理解 す るた め の一 つの試 みと して 、この

研 究 では化 学的 に蛋 白質 へ架 橋 を導入 す る とい う方法 を用 いてみた 。最 も 一般的 な こ の

方法 の利用 の され方 は 、化学架 橋 の生 成物 を変性 剤 の存在 下で ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル

電気 泳 動 など で分析 し、も し蛋 白質 問 また はサ ブユ ニ ッ ト問 に架 橋 が形成 されて いれば 、

その こ とか らそれ らの蛋 白質 サ ブ ユニ ッ ト問 の距 離が 用 いた二価 性 試薬 の反応基 間距

離 よ りも近 いこ とを結 論 す るわ けであ る。本質 的に は 全 く同 じ理 由で 、同 一鎖内 の残 基

間 距離 を 測定 す るこ ともで き るはずで はあ るが 、そ うした方 向の研 究は あ ま り多 くは な

され て いない 。そ の主 な理由 は 一次構 造 上 で架橋 形成 部位 を同 定す るのがや っか い なた

め であ ろ うが 、 しか しも し溶 液中 であ る残 基が ど の程 度 の距離 だ け離 れ てい るか とい う

情報 が 得 られ れ ば 、先に述 べ た 蛋白質 の高次構 造を 理解 す る上で 、決定 的 な ものでは な

い に し ろ 、重要 な知 見を 与 え るで あ ろ う。事実 、RNaseAで の この よう な実 験 は 、結晶

中 の蛋 白質 の三 次構 造 が溶液 中の もの と大 差 な いと い うこ とを示 し・X線 解 析 の結 果を

補 完す る役 割 を果 して いる(1)。 も う一つの 化学 架橋 の もつ潜在 的 な 司能 性 は ・架橋
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の 導入 に伴 な う蛋 白質の構 造 の 固定 化で あ る。一般 的 に言 って 、蛋 自質 は その まわ

りの環境 に依 存 し て その三次構 造 を変 化 させ 、それ に伴 な って機能 の発現 が調節 さ

れ る 。も しあ る条件 下で 導入 した架 橋 が 、外 部条件 の変 化 に誘導 され る蛋 自質 の構

造変 化(例 えば 、それ が架橋 され た残 基 間距離 の増加 を要求 した場 合 な ど)を 抑制

したと すれ ば 、分 子 内に架 橋を も った蛋 白質 は外部条 件 に依 存 しな い機能 発現 を す

るので は ないだ ろ一うか 。例 えば 、RNaseAに おい てS-S結 合 はその 三次構 造 の維持

の ため に必須 であ るが、 この事 実 は人為 的 な分 子 内架 橋 によ って も蛋 白質構 造 の 固

定 化 ・安 定化 と い う現象 が現 実 に起 こ り得 る司能 性を 示 唆す る例だ と も考 え られ る。

そ して 、必 ず しもすべ ての蛋 白 質に お いてS-S結 合 の 開裂 が変性 を促 さな い よう に、

分 子 内 に導入 された架 橋 が必 ず しも蛋 白質構 造 の固定 化 ・安定 化を ひき起 こす とは

考 え られ な い 。む しろその よ うな現象が 生 じるため には 、蛋 白質 中に特 別 な残 基 の

空 間的 配置 を 要求 す るか ら、 この ような化学架 橋 の応用 はあ くまで も潜 在的 な も の

であ る。 しか し、も し蛋 白質構 造 の固定 化が架 橋 の導 入 によ り生 じた とす れは 、先

に述 べた架 橋部位 の 決定 と い うのは単 に残 基間距 離 の測定 とい う意 味 に とどま らず 、

機 能 発現 に必須 な構 造変 化 の実体 に関 す る知 見を も与 え ること にな る。

3.筋 収縮 の分 子論 一収縮 蛋 白質 とし ての アクチ ン

本研 究 に先 き立 って 、 ウサギ 骨格筋 の細 いフィラ メン トの構 成成分 であ る トロポ

ニ ン、 トロポ ミオ シン 、アクチ ン、お よびそれ らの様 々 な複合体 に対 して架旛 反応

を 試 み 、い くつかの知 見 を得 て いた(273)。 それ らの結果 の中で 最 も興 味 深 い も

のが ア クチ ンに関 す るもの であ った とい うのが実 際の と こ ろで はあ るが ・反 応 を試

み た 一群 の蛋 自 質の 中に アクチ ンを 加 えて いたの は 、この 蛋 白質 が生体 運 動一般 に

重要 な役割 を 果 してい ることが知 られ てい るに も関 わ らず、 アクチ ンの機能 が分 子

レ ベルで 十分 には理解 され ないで残 され て いた ことが 大 きな原 因であ る。そ こで 、

ア クチ ン分 子 の構 造 と機 能 に関 する研 究の現 状を 簡単 に展 望 して 、どの よ うな問

題 が残 され てい るの かを まとめて お く。

本研 究 で用 いたの は 、ウ サギ骨格筋 ア クチ ン であ る。 この蛋 白質 は筋 肉中 の細 い

フ ィラ メン トの主 要構 成 蛋 白質で あ り、 この アクチ ンが 太い フィラ メン トの構 成成

分 であ る ミオ シンと 相互 作用 す ることが筋 収縮 の 素過程 で あ る。 この相互 作 用の 結

果 と して 、ATPを エ ネルギ ー源 として 両ブ イ ラメ ン トの すべ りが ひき起 こ され 、機

械 的 な仕 事を す る。 この よ うにア クチ ンは筋 収縮 に お け る最 も重要 な蛋 白質 の 一つ
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で あ った た め 、以 前 か ら様 々 な研 究が な され て きた 。更 に最近 に な って 、筋 肉以外 のほ

とん どすべ て の真核 細胞 中に も アクチ ンが多量 に(司 溶性 分 画 の蛋 白質 の/0%に も達

す るとい う)存 在 す る ことが確 認 され 、 この蛋 白質 の重要性 は ます ます深 く認識 され て

い る 。興 味深 いこと は 、現 在知 られ て い るμ、ろい うな細 胞か ら得 た ア クチ ンの 一次構 造

が か な りよ く保 存 され てい る ことであ る。図1に は 、ウサギ骨 格筋 ア クチ ンの全 一次構

造 と他 の細 胞 から得 た ア クチ ンの一次構 造 の比較 を示 して あ る。現在知 られ てい るア ク

チ ンの ア ミノ酸 配 列 に おいて は、最 もよ く置 換 が起 こ って いる場 合 で も20%を こえ る

も のは報 告 され てい ない(4)。 蛋 白質 の様 々 な個性 が すべ て一次構 造 の 中に内包 さ れ

て い るのだ とす れば 、筋 肉か ら得 た アクチ ンの諸性 質 とい うのは 、他 の細 胞か ら得 た ア

クチ ンに おい ても観 察 され ると期待 して もよ さそ うで あ る。

A.G-F変 換

ア クチ ンの有す る最 も特 徴 的 な性質 は 、そ の 司逆的 な重合能 であ る(5)。 ア クチ ン

は低 い塩濃 度 下で は分 散 した球状 の単 量体 の 蛋 白質(G一 ア クチ ン)と して存在 す るカ§・

この溶 液 に塩 を加 え ると(例 えば ・KCIな ら50～100mM・MgC12な ら1～2副)長 い二

重 らせ ん状 のフ ィラ メ ン ト(・ 一ア クチ ン)へ と会合 して い く・この ブイ ラ メン トは多 数

の ア クチ ン単量 体 か らな り、そ の長 さは数 μ・に も達 す る・この 重合 過程 はOosawaら

に よ って詳細 に研 究 され 、基 本 的に1ま核形成 とそれ に続 くフ ィラ メン トの 伸 長と いう二

つ の過 程 か らな る一種 の凝縮 過程 に他 な ら ないこ とがわ か った ・つ ま り・ アクチ ンの重

合過程 にお け る律 速鵬 は核 形成 であ り・核 が形 成 されれ ば それは速 やか1こ伸長過 程へ

と移行 す る.重 合 が始 まるため に は溶 媒 条件 のみな らず あ る量以 上 のア クチ 膿 度を 必

要 と し、 この 灘 を臨 界濃度 と呼 ぶ.こ の臨界濃 度に 相当 す るア クチ ンは ・重合 が 完結

した後 に も輯 体 と して存在 し ・一ア クチ ンと共存 す る・ これ らは ま った く・結 晶が析

出す る、また は気 体 が凝縮 す る際 の挙動 と類似 して いる ・この重 合過程 の 実体 に つい て

は 、核 が3～ 姻 の ア クチ ン 輯 体 か ら形 成 されて い ること や(6)・ フ ィラ メン トの

伸 長が_方 向 に起 こ ること(・,8)な どが知 られ てい る・最近 で は ・Wegne「 に よ って

ア クチ ン フ イ ラメ ン トの両 端が 異 な るよ うに囎 旨して い ると ・'う 「head-to一tail」

モ デ ルが提 案 され(・)、 その観点 か らア クチ ン ・ブ イラ メン トの願 を ながめ た研究

も 増 えて きてい る。この よ うに 、巨視的 臆 味で のア クチ ンの 重合 はか な り明 らかに な

って き てい るが 、この過程 を蛋 白化学 的 な測 面か らなが め ると 湖 らか に な ってレ'るこ

と は想 像 以上 に少 な い。

ア クチ ン樋 合 する 、つ ま りG-・ 変換 に際 して ・何 らか の 三鷹 造の 変化を 伴 な っ

4
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102030-4050● ● ● ● ●

DEDETTALVCDDGSGLVKAGFAGDDAPRAVFPS工VGRPRHΩGVMVGMGΩK50

DSYVGDEAQSKRG工LTLKYP工EHG工 工TNDWDMEK工WHHTFYNE五RVAPEE100

HPTLLTEAPLNPKANREK胚TQ工MFETFN▽PAMYVA工 ΩAV■SLYASGRTTG工50

工VLDSGDGVTHN▽P工YEGYA■PHA工MR工D1』AGRD■TDYLMK工LTERGYSF200

VTTAERE工VRD工KEK]」CY▽ALDFENEMATAASSSSLEKSYE■PDGΩV工 丁工250

GNERFRCPETLFΩPSF工GMESAG工HETTYNS工 皿KCD工D工RKD■YANNV飢S300

GGT「r皿YPGRADRMQKE工TALAPSTMK工K工 工APPERKYSVW工GGS工LASLS350

TFQQMW工TKQEYDEAGPS工VHRKCF375

B》

SoybeanpSAc3MADAED工GP工VCDNGTGMVK-

YeastMDSE▽AAbV工DNGSGMCK-

DictyosteliumXEGED▽ ΩAL▽ 工D四GSGMCK

百

Drosophila-DmA-lMCDDDAGALV工DNGSGMCK

Drosophila-D飴 一2MCDEEV袖 五WDNGSG麗CK

MuscleSpecificDEDESTALVCDNGSGLVK

TC

CytoplasmicDDD工AAL▽y=DNGSGMCK

EEE工

図1ア クチ ンの一次構 造

A)ウ サギ骨格 筋 ア クチ ン の一次構 造 ・ ア ミノ酸 は一 文字 コー ドで表 わし てあ る。

最 初 は374残 基 と報告 され たが(10)、 そ の後 一部 訂正 され た(Ser234Aが つ け加

え られ 、一部配 列 も訂正 され た)(1ち12)。

B)種 々の アクチ ンのNH2末 端付近 の一次構 造 の比較 ・ これ らは すべ て遺 伝子解

析 か ら得 られ たもの であ る(4)。
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て い る ことは 、い くつか の物 理 化学的 ・蛋 白化 学 的手 段で検 出され る。 その手段 を表1

に まとめ る。最 近 の研究 によれ は 、ア クチ ンは まず溶 媒条件 が重 合に 好都 合な もの に変

化 す ると会 合 に先 き立 って あ る種 の構 造変 化を す る(G-♂ 変 換)(13,・4).そ し

て 、♂ 一ア クチ ンが実際 に 飴 す るこ とで 、最 終 的な,_ア クチ ン中 の アクチ ン単量 体

の三次構 造 が 完成 され る。換 言 す るな ら1ま、G-♂ 変 撫 諮 媒条件 の 変化 に よ り誘導 され 、

G*-F変 換 は アク チ ンー アクチ ン間相 互作 用 で誘導 され る.つ ま り、二 段階 の過 程 か ら

G-F変 換 は構 成 され て い ると い え る。表1の 中には 、各測定 手段 がG-G悉(ILF変

換 の どち らを 検 出す るもの であ るか も 、わ か る もの に ついて はま とめ てあ る。 この よ う

に い くつか の異 な った側 面 か らの測定 がC-F変 換 にお ける アクチ ン分子 の構 造変化 を

検 出 し得 ると い うこ とは 、ア クチ ン分子 が その 三次構 造を か な り変 化 させ て いる ことを

示 唆す る。しか し 、遠紫 外領 域 の 円偏 光 二色性 スペ ク トル か らは二次構 造 の大 きな変 化

は検 出され ない ので'(15)、 その構 造 変化 はα 一らせ ん含量 等 が大 幅 に変化 す るとい

った類 の もの で はな い 。では 、その 三次構 造の変 化 と は 、実体 と してどの よ うなもの で

あ るのか 。 これ に関 して は、ほ とん ど知 られて い ない 。い くつか の残 基 に関 して は 、そ

れがG-F変 換 に際 して動 きが抑 えられ る とか、よ り疎 水 的な環境 に移 るとか の議論 は司

能 で あ るが 、ア クチ ン ーアクチ ン間 の接触 が単量 体 自身の構 造 変化 と共役 して起 こ るた

め に 、そ の意 味す る とこ ろはあ いま いであ る。

B.ア クチ ンに結 合 してい るヌ ク レオチ ドの役 割

ア クチ ゴには ・・1の モル 即 ヌ ク レオチ ド醗 合 して いる ・ この ヌ ク レオチ ドLま通
イ バ コ ロ 　 マ

常G一 ア クチン ではATPで あ り・ 重合 に際 して加水 分解 され てF一 ア クチ ンで はADP

と な って い る 。 こ のATPの 加 水 分 解 は 、詳 一 ・変 換 の 際 に 起 こ る(13).G一 ア クチ ン

に結 合 して い るヌ ク レオチ ドは速 やか に溶 媒中 のヌ ク レオチ ドと交換 するが ・F}ア ク

チ ンに結 合 して いる それ は 交換 速度が遅 い。 この ア クチ ンに結 合 して い るヌ クレオチ ド

の役 割 に つい ては 議論 が多 い 。 一つの明 らか な効果 は ・ヌ ク レオ チ ドを 結 合 して いな い

G_ア クチ ンが速 や かに変性 して し ま うことか ら ・ア クチ ン分 子が 重合能 を維 持 しつ づ

け るため の構 造 の安 定 化 であ る と考 え られて い る。 更に ・G一 アクチ ンに結 合 して い る

ヌ ク レオチ ドがATPで あ ると 重合が 速や か に起 こ る(5)。 この よ うな 重合 速度 と最

終 的 な 重合の程 度 を様 々なヌ ク レオチ ドを 用 いて調 べ た結果 が報 告 されて お り・それ に

よれ ば 重合 に はATPの 加水 分解 は必 須 で はな い とい う(16)・ た だ し・ATPの 加水分

解 と共役 しな い重合 の場 合 には 、その重合 速 度 は遅 くなる・ こ の結 果を その まま解 釈 す
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表1一 ア クチ ン のG-F変 換 の 検 出法 ・)

G--F

G一 ま(断F文 献

1.粘 度
一 十

2.流 動複 屈 折_+

3.光 散 乱 一+

4.電 子 顕 微 鏡 観 察 一+

5.紫 外 吸収 差 ス ペ ク トル++14,17

6・DNase活 性 の 阻 害 一 ナ18
ゴ 　

7一遠心操傾 による沈殿法 一+

8.蛍 光ズペク トルb)

蛍 光 団 蛋 白 質 側 鎖?19

1,トIAED細S・)+-20

PIAd)一+21

囎D_C1・)++22

9.CDス ペ ク ト ル ー+ .15

10・EPRス ペ ク トル?23二

11・ ヌ ク レ オ チ ド の 状 態(交 換 速 度 な ど)_+

12.化 学 修 飾

リ ジ ン 残 基?24

チ ロ シ ン 残 基?25

ヒ ス チ ジ ン 残 基?26

シ ス テ イ ン 残 基?27

13・ 酵 素 に よ る 消 化 速 度+_13

a)最 近 、CooperandPollardに よ っ て ア ク チ ン の 重 合 の 検 出 法 に 関 す る 総 説 が 書 か れ た

(28)。

b)蛍 光 団 と し て は 様 々 な も の が 知 ら れ て い る が 、 こ こ に は 代 表 的 な も の の み 示 す 。 蛍 光

団 の リ ス ト は 、TaitandFriedenの 論 文 中 に か な り ま と め て あ る(29)。

c)1,5-IAEDANS:N-(iodoacetylaminoethylう 一5-naphthylamine-1-sulfonicacid

d)PIA:N-(1-pyreny1)iodoacetalnide

e)NBD-Cl:7-chloro-4-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazole
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れば 、ATPの 加水 分解 は 重合 過程 に必 須 では ない けれ ど も、 その加 速効 果を 有す ると結

論 で きそ うであ るが 、同様 な実験 を行 ない異 な る結果 を報 告 して い る研 究者 もあ り(3◎ 、

このATPの 加 水分 解 の意味 も は っき りと は理解 されて いない 。Wegnerの 「head-to一

tai1」 モ デル は 、 このATPの 不 司逆 な加 水分 解(脱 重合 の際 には 、/mPがATPに リン

酸 化 され ることは 起 こらな い)を 方 向性 のあ る重合 のモ デル の中 にと りいれ てい る し(9)、

Hillも この アクチ ンのATP加 水 分解 に積 極的 な意 味を 見 出そ うと して い る(31)。 また 、

ヌ ク レオチ ドは 、重合 が平 衡 状 態 に達 した後 の重合体 一単量体 の交換速 度 に影響 を 与え る

こ とが報 告 されて い る(32)。ADPが 溶 媒 中に 存在 して い ると き の方 がATP存 在 下 で よ

りも 、重合 体 中のア クチ ン分 子 と単量体 の アクチ ン分 子 の交換 速度が遅 いと い う。これ ら

の ヌク レオチ ドのア クチ ンの 重合状態 に およぼ す効 果は 、まだ現象 論 的 に も調 べ つ くされ

て い るとは 言 いがた く、その効 果を 分子 レベルで議論 す る段 階に は至 って いな い。

C.ア クチ ンに 結合 して い る二 価 イオ ンの役 割

同様 なこ とは ア クチ ンに結 合 して い る二価 イ オ ンに も言 え る。 むし ろ、二価 イ オン の方

が 得 られ て い る知 見 は少 ない 。アクチ ン に結合 して い る二価 イオ ンは、普通 にはCaも し

くはM9イ オ ンで あ り、ヌ ク レオチ ドの場 合 と 同様 にG一 ア クチ ンで は溶 媒 中の二 価 イオ

ンと の交換 は速 く 、F一 アクチ ンで は遅 くな る。G一 ア クチ ンか ら適 当なキ レー ト剤 で二価

イオ ンを 除 くと 、G一 ア クチ ンは速 やか に変性 す る。こ の アクチ ンに結合 して い る二価 イオ

ンが どの よ うに作 用して いるか は不明 な部 分が多 いが 、最近 にな り興味あ る現 象 が報 告 さ

れ て い る(33)。G一 ア クチ ン溶 液へCaイ オンの キ レー ト剤 であ るEGTAを 加 え ると 、

低 塩濃 度 にも関 わ らず ア クチ ンは重合 す ると いう。 これは ア クチ ンの あ る部位 か らCa

イオ ンが はずれ ると低塩 濃度 下 で重合 を姶 め るこ とを意 味 してお り、そ の よ うなア クチ

ン分子 上で の微妙 な 変化 が 重合を 司能 にす ると い うのは興 味深 い事 実で あ る。

4.ア クチ ンの 存在 状態 の 調節

こ の ように 、 アクチ ンは その 重合能 の みを と り上げ て も様 々な問題 を残 して い る蛋 白

質 であ るが 、他 の蛋 白質 との相互 作 用 とい う面か らなが め ても非常 に興味 あ る挙 動を 示

す 。例 えば 、骨格 筋に お いても 、アクチ ンと相互 作 用 す る蛋 白質 は ミオ シン 、 トロポ ミ

オ シン など数種 類 あ る。更 に 一般 の細胞 中の もの まで含 め ると 、非常 に多 くの ア クチ ン

結 合蛋 白質 が知 られ てい る。特 に非筋 肉細胞 にお け るア クチ ン結合 蛋 白質は 、ア クチ ン

の 重合能 ・会 合状 態 に影響 を 与 え る因子 で あ る場 合 が多 く、近年 の アクチ ン結 合蛋 白質
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の 報告 があ ま りに多 いため に 、それ らを うま く分類 ・整 理 し よ うと い くつかの総 説が発

表 され てい る(34235,36)。 これ らの ア クチ ン結合 蛋 白質 には 、脱 重合 を促 すもの 、

重合を 促 す もの 、 アクチ ン ・ブイ ラ メン トを 断片化 す る もの 、アクチ ン ・ブイ ラ メン ト

の 束 を形成 す るもの な どが あ り、実 に多様 な機 能 を もつ 。これ らは 、ア クチ ンが細 胞 申 ψ

で どの よ うな状 態 で存在 して い るか が その機能 を も規定 して し まう ことを考 えると 、細

胞生 物 学 的 な意 味か らも重要 であ る。 と りわ け 、ア クチ ンが非 筋 肉細 胞 中で 、収縮 蛋 白

質 と してば か りで な く細 胞 内骨格 と して細 胞 の構 造 蛋 白質 として も機能 してい るこ とが

明 らか にな って い る現 在 、 アクチ ンの存在 状 態(単 量体 、 ブイ ラメ ン ト、 もし くはブイ

ラ メン ト束)の 調 節 が如何 に して なされ て い るか は重要 な問題 で あ る。 しか し、ア クチ

ンの重合 能 自体 が 巨視的 な現 象 論の域 か らあ ま り進 ん で いないた め に、これ ら 一群 の ア

クチ ン結合蛋 白質 が 如何 に してア クチ ンの存在 状態 の調節 因子 として機 能 してい るのか

の 分子 機構 は ほ とん どわ か ってい ない 。こ の意 味 でも 、ア クチ ンが重合 に際 して行 な う

構 造変 化 の実体 を分 子 レベ ルで把握 す ることは 、不司避 の 問題で あ る 。

5.本 研 究の 目的

以 上述 べ て きた よ うに 、ア クチ ンのG-F変 換 に伴 な う構 造 変 化を理解 する ことは 、蛋

白質化 学 的 な意味 のみ な らず細 胞生 物学 的 な意 味で も、重要 な問題 であ る。 このア クチ

ン分子 の 結 晶構 造解 析 は 、ア クチ ン ーDNaseI複 合体 の結 晶を 用 いて進め られ てい るが

(3ろ38)、 そ の結 晶か ら得 られ るア クチ ン分子 の 三次構 造はG一 ア クチ ンの それ に相

当 す ると考 え られ る 。F一 アクチ ンに対 しては 、その結 晶構 造解 析 とい うの は絶望 的 で

あ る。この よ うな現状 を鑑 み ると 、最初 に述べ た よ うなX線 結 晶解析 以外 の 、その 情

報 を補 完す るよ うな研 究 の重要性 は一層 増 して くる。本研 究 で は、 こ うした 蛋 白質 の構

造 に関 す る知見 を得 るため の手 段 と して架 橋反 応を 応 用 して ・1その有用 性を ア クチ ンの

場 合 につ い て明 らか に しよ うとした。
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実 験 方 法

1・ 蛋 白 質 の 謂 製 ア クチ ン は ウ サ ギ 骨 格 筋 の アセ トン処 理 物 よ り 、Spudichand

Wattの 方 法 に よ り謂 製 し た(39)。 ウ サギ 骨 格 筋 ミオ シ ン はPerryの 方 法 に よ り調

製 し ・heavy皿eromyosin(HMM)は ミオ シ ン を トリ プ シ ン処 理 し て 調 製 し た(40,41)。

ウ サ ギ 骨 格 筋 トロポ ミオ シ ン は 、Ebashieta1φ の 方 法 に よ り調 製 し(42)、 粗 トロポ

ミオ シ ン に 混 入 し て い る トロポ ニ ンは ハ イ ドロキ シ アパ タ イ ト ・カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ

イ ー に よ り除 い た 、(43)。 牛 す い 臓 のdeoxyribonucleaseI(DNaseI)は 、 市 販

の も の(Worthington,DP-grade)を ハイ ドロキ シ ア パ タ イ トを 用 い て精 製 し た後 使 用

し た(44)。

2.ア クチ ン の 架 橋 反 応

a)F}ア クチ ンの 架 橋 反 応G一 ア ク チ ン溶 液(0・1曲ATP・2mMNaHCO3・0・2mM

CaCl2・pH8・0・ 以 下G一 バ ッフ ア 『 と 呼 ぶ)へ ・KCIgMgC12を そ れ ぞ れ の 最 終 濃 度 が

50訓 、2mMと な る よ う に 加 え て 、F一 ア ク チ ン へ と 重 合 さ せ る。F一 ア クチ ン の 架 橋 反

応 は 、F一 ア クチ ン溶 液(F一 ア クチ ン1mg/ml,50血 ト リエ タ ノ ー ル ア ミン ー塩 酸

ト

バ ッフ ア ー,pH8.5,を 含 む)へ 、 イ ミ ドエ ス テ ル 溶 液(20皿g/mli
,mト リエ タ ノー

ル ア ミ ン ー 塩 酸 バ ッフ ア ー(pH8.5)に 溶…か し た も の)を 最 終 濃i度 が2皿g/皿llと な
!

るよ うに加 え ることで 開始 した 。室温 で ゆ っく りか くはんを 続 け なが ら、四時 間反応 を

行 な った 。そ の後 、高速 遠心(100,000Xg,90分 間)で 修飾F一 アクチ ンを 沈殿 さ

せ て 、反応 を とめ た 。回収 した修飾 ア クチ ンは 、G一 バ ッフアー に溶 か した後 に 、更 に

G一 バ ッフアー に対 して透析 した 。十分 に透 析 したサ ンプルを 十秒 間超 音波処 理 した後 、

た だ ちに ミ リポ ア ・ブ イル ター(0.45陣)で ロ過 した 。未 修飾 アクチ ンは以上 の操

作 で 完全 に脱 重合す る。修 飾 したア クチ ンは 、氷箱 中で保 存 し 、一週 間以 内 に使用 し

たQ

b)G一 ア クチ ン の架 橋 反 応G一 ア クチ ン溶 液(1m9/mli3一 バ ッフ ア ー)へ ・0・2

NNaOHで 中和 した イ ミ ドエ ス テ ル 塩 酸 塩 を 最 終 濃 度 が2皿9/皿1と な る よ う に 手 早 く加

え る こ と で 、反 応 を 開 始 し た 。反 応 は2～4%で 四 時 間 行 な い 、こ の 間 反 応 溶 液 のpH

が8.5～9.0の 間 で あ る よ う に0.2NNaOHで 調 節 し た 。 修 飾 し たG一 ア ク チ ン は 十 分

にG一 バ ッ フ ア ー に 対 し て 透 析 を し 、 そ の 後 ミ リポ ア ・ブ イ ル タ ー(0.45μ 皿)で ロ過

し た 。 こ れ らの 一 連 の操 作 中 に は 、G一 ア ク チ ン溶 液 の 粘 度 上 昇 は 見 られ なか った 。
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修 飾G一 ア ク チ ン も 氷 箱 中 で 保 存 し 、 調 製 後 一 週 間 の う ち に使 用 し た 。

・)蝦 とph・・y1・・ebi…1・i。id,(pBM)に よ る修 飾F一 ア ク チ ン は 二 価 性 イ ミ ド

エ ス テ ル の 他 に 、PBMで も架 橋 反 応 を 試 み ら れ た 。 架 橋 反 応 の 条 件 は 、KnigbtandOffer

に 従 っ た が(45)、 必 要 な 場 合 に は 架 橋 反 応 をpH7～8で 行 な っ た 。

3.修 飾 さ れ た リジ ン 残 基 数 の 決 定 こ れ は 、以 下 に 述 べ る三 通 りの方 法 を 用 い て

行 な った が 、 こ れ ら の 方 法 は 互 い に 矛 盾 し な い 結 果 を 与 え た.

a)修 飾 蛋 白 質 を 加 水 分 解 し た 後 、 ア ミ ノ酸 分 析 装 置 の 上 で 回 収 さ れ て く る リジ ン

の 量 を 測 定 し た 、 未 修 飾 ア ク チ ン の 加zk分 解 物 と の 比 較 か ら 、 減 少 した リ ジ ン の 数 が ア

ミジ ン 化 さ れ た リ ジ ン の 数 で あ る と す る 。

b)Trinitrobenzenesulfonicacid(TNBS)で ア ミ ノ基 の 数 を 滴 定 し(46)、

減 少 し た ア ミ ノ基 が ア ミジ ン化 され て い る と考 え る 。

c)ア ジ ピ ン酸 ジ イ ミ ドエ ス テ ル 、 ス ベ リン酸 ジ イ ミ ドエ ス テ ル の 場 合 に は 、 直 接 に

各 イ ミ ドエ ス テ ル と リジ ン残 基 の 反 応 生 成 物 を ア ミ ノ酸 分 析 装 置 上 で 、OharaandTakahashi

の 方 法 で 同 定 定 量 し た(4ろ48)。

4.ATPase活 性 の 測 定 ア ク チ ン ・田M溶 液(HMMO.2皿g/皿ll,ア ク チ ン0.1～

・.5・9/・ll,KC16・ 畑 ・MgC121・M・ ト リス ー 塩 酸 バ ッフ ア ー(pH乳 ・)2・ ・M)へ

APを 最 終 濃 度2mMと な る よ うに 加 え て 、反 応 を 開 姶 し た 。遊 離 した 無 機 リン酸(Pi)

の 量 は 、LeBeleta1.(49)ま た はLinandMorales(50)の 方 法 に 従 って 定 量 し た 。

5.DNase活 性 の測 定DNase活 性 は 、Lindbergの 方 法 に 従 って260n皿 に お け る

DNAの 断 片 化 に 伴 な う 吸 収 の 増 加 か ら 求 め た(51)。 基 質 と し て 用 い た 溶 液 はDNA(

4。紳1),4・MMgC12,1・8・MC・C12・0'1Mト リ ス}塩 酸 バ ツ フ ア ー(pH7・5)を

含 ん で い た 。

6.ア ク チ ン に 結 合 し た ヌ ク レ オ チ ドの 分 析 ま ず ア クチ ン溶 液 に含 まれ る遊 離 ヌ ク

レ オ チ ドを ア ニ オ ン交 換 樹 脂(DowexlX2,200-400メ ッ シ ュ)で と り除 い た ・ こ の

後 、ア ク チ ン を 過 塩 素 酸(最 終 濃 度,1%)で 沈 殿 させ ・遠 心 に よ り除 去 し た 。 こ の操 作

に よ り 、 ア ク チ ン に 結 合 し て い た ヌ ク レ オ チ ドは 遊 離 し 、 上清 に 存 在 す る 。 この 上 清 中 の

ヌ ク レオ チ ドの 分 析 は 、 単 に ヌ ク レ オ チ ドの 総量 の み を 問 題 と す ると きは 上 清 の 紫 外 吸収

を 測 定 し 、 そ の 他 の 場 合 は 高 速 液 体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー(HPLC)で 分 離 定 量 した 。

H色CはLi・h・ …rbNH2(5μ ・・Merck)を 詰 め た カ ラ ム(・ ・45Xl5・m)の 上 で ・
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JASCOTrirotarIII液 体 ク ロ マ トグ ラ フ イ ー シ ス テ ム を 用 い て 行 な った
。溶 出 は1mg通in

の 流 速 で ・0・5MKH2PO
4を 用 い て行 な い ・検 出 はSIC5000E型 積 分 計(System

InstrumentsInc,)を 接 続 し たJASCQUVIDECIII紫 外 吸収 モ ニ タ ー を 用 い て 、260n皿

の 吸 光 度 測 定 で 行 な った 。LichrosorbNH
2は 使 用 時 間 の 増 加 に 伴 な っ て各 ヌ ク レオ チ ド

の保 持 時 間 が 少 し ず つ減 少 し て く る の で ・溶 出 に 用 い るKH
2P・4の 濃 度 を適 当 轟こ調 節 し

て保 持 時 間 の 変 動 が な るべ く小 さ く な る よ う に した 。

7.修 飾 ア クチ ンと他セ)蛋白質 との 相互 作 用 田M、 トロポ ミオ シ ンの修 飾 アクチ ン

へ の 結 合 は 共 沈 実 験 に よ り確 め た 。修 飾 ア ク チ ン(0 .8mg通1)と トロポ ミオ シ ン(

0.2皿g海1)を0.1MKC1の 存 在 下 も し く は 不 在 下で 混 合 し 、高 速 遠 心(100,000Xg

90分 間)で ア クチ ン を 沈 殿 させ 、沈 殿 中 に トロポ ミオ シ ン が 存 在 す る か ど うか をSDS

存 在 下の ポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル電 気 泳 動(PAGE・)で 調 べ た 。H剛 の結 合 も ほ ぼ 同 様

に し て確 め た が 、 異 な る京 は 溶 液 中 にATPが 存在 す る と 田Mは 未 修 飾 ア ク チ ン に 対 し て

も 非 常 に 弱 くに しか 結 合 し な い の で 、遊 離ATPをDOwex1で 除 去 し た後 更 に遊 離ATP

が も し混 入 して い て も 加 氷 分 解 され て し ま う よ う に 、 ア ク チ ン ーHMM溶 液 を 遠 心 に 先 立1

っ て 一晩4%で 放 置 し て お いた こ と で あ る。

DNaseIはF一 ア ク チ ンの 脱 重 合 因子 と し て 知 られ て い る の で 、 そ の 性 質 を 利 用 し て

修 飾 ア クチ ン の 重 合 能 に 関係 し た性 質 を 調 べ た 。 そ の と き に は 、 上 述 した 共 沈 実 験 の 他

に 、変 性 剤 を 含 ま な いPAGEに よ って もDNaseIの 結 合 を 観 察 した 。

8.SH基 の 滴 定 ア ク チ ン 中 のSH基 は 、dithiobisnitrobenzoieacid(DTNB)

を 用 い て 滴 定 し た(52)。 変 性 剤 存在 下 の 滴 定 は 、滴 定 す る前 に ア クチ ンを 室 温 で15

分 間 処 理 し た 。

g.ポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動(PAGE)PAGEは 、 自 作 の 小 型 化 し た ス ラ

ブ型 泳 動装 置 を 用 い て 行 な った 。ゲ ル の 大 き さ は 、8.Ox4。5xO,1cmで あ った 。ゲ ル

の ふ る い の 程 度 は ア ク リル ア ミ ドの 濃 度(W/V1)で 表 現 し 、 ア ク リル ア ミ ドとN,N,一

皿e比ylenebisacry[amdeの 濃 度 比 は 常 に30/0.8で あ っ た 。SDS存 在 下 のPAGEは 、

Laemmhの 系(53)ま た はWeberandOsbornの 系(541を 用 い て 行 な った 、た だ し 、

WeberandOsbornの 系 の 場 合 に は 、 泳 動 に 用 い る緩 衝 液 は40mMト リス ー酢 酸(pH

7.4)へ と 変 更 し た 。Laem皿liの 系 の 時 に は 、 濃 縮 ゲ ル ・分 離 ゲ ル の 高 さ は 各 々L5c皿 、

3.Oc皿 で あ った 。SDS不 在 下 のPAGEはLae皿 皿liの 系 を 用 い て ・た だ し す べ て の緩 衝
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液 に はSDSを 加 え なか った 。

二 次元 のPAGEに お いて は 、まず 一次 元 目のPAGEを スラブゲ ル上 で行 な い、蛋 白質

の バ ン ドを 含 むゲ ルを泳 動 方 向に 沿 って短 冊状 に切 りと り、 この一次 元 目のゲ ルを別 に

用 意 し てお いた二次 元 目の ス ラ ブゲル の上 に水平 に のせ 、そ の後 二次 元 目の泳 動を行 な

った.こ の際 、一次元 目のゲ ルを 二次 元 目の泳 動条件 にあ わせ て平 衡化 す るとい うこと

は行 なわなか った 。二次 元 目にLaemmliの 系 でPAGEを 行 な う限 り 、この よ うな簡便

な方 法 で も実用的 には まった く問題 が なか った 。

ゲ ルの染 色 は ・α25%ク マージ ーブ リ リア ン トブルーR250(45%CH30H,10%

CH3COOH,45%H20)中 で30～60分 間行 な った 。脱 色 は ・ゲ ルを7%CH3COOH中 で

　

60Cに あ た た め 、 色 素 の 拡 散 に よ り行 な った 。 脱 色 後 の ゲ ル の デ ン シ トメ トリ ー は 、

Ge1皿anDCD-16型 デ ン シ トメー タ ーを 用 い て 行 な った 。

10.粘 度 測 定 粘 度 の測 定 は 、 オ ス トワ ル ド型 粘 度 計 を 用 い て 、25。Cに 温 度 制 御

された 水槽 中で行 な った・鍍 は ・比 粘度(処 ρ または翫 粘度(㌃,d・7red=

㌘/CC:蛋 白 濃 度(g/dl))で あ らわ した.
sp

l1.円 偏 光 二 色 性(CD)ス ペ ク トルCDス ペ ク トル はJASCOJ-20改 良型

円偏 光 二 色 計 で 測 定 した.遠 紫 外 領 域 のCDス ペ ク トル は 光 路 長0.2㎜ の セ ル で 、 近

紫 外 領 域 の ス ペ ク トル は10m皿 の セ ル を 用 い て 測 定 し た 。

12.ア ミ ノ酸 分 析 蛋 白 質 の 加 水 分 解 は 、定 沸 点 の 塩 酸 中(o.15%フ エ ノー ル

を 含 む)を 用 い て 、脱 気 した 封 管 中 で3・ ～36時 間11・ ㌔ で 行 な った.蛋 白 質 の 加 水

分 解 物 は 、JEOLJLC-3ク ロ マ トグ ラ フ イ ー シ ス テ ム とJEOLLCR-BC2検 出 計 を 用 い て

ア ミ ノ酸 分 析 し た 。通 常 の ア ミ ノ酸 は 、2一 カ ラ ム シ ス テ ム で 分 析 を 行 な い 、 架 橋 反 応 の

リ ジ ン誘 導 体 は 、特 に 短 い5c皿 の カラ ム(i.d.=0.3c皿)を 用 い て 分 析 した1(47,

48)。

13.そ の他 超 音 波 処 理 は 、5～10Wの 出 力(20kHz,)で 、 超 音 波 細 胞 破 砕 器

(大 岳 製 作 所,Type5201)を 用 い て行 な った 。蛋 白 質 の 濃 度 はLowry法 で 決 め る か 、

ま た は 次 の よ う な紫 外 吸 収 の 報 告 さ れ た 値 を も と に し て 蛋 白 質 溶 液 の 吸 光 度 か ら決 定 し

た ・(A1%
,29。、。-6・3・G一 ア クチ ン(55)・Al弩,277nm=2・5・ トロポ ミオ シ ン ・

Al%28。,。-6・5・ 田 ・(56)・A1%,28… 二12・3・DNas61(57))・
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14.試 薬Dithiobispropio・nitrilelは 、WangandRichardsの 方 法 に 従 っ て

調 製 し た(58)。 イ ミ ド エ ス テ ル 塩 酸 塩 は 、 対 応 す る ニ ト リ ル か らMcElvainand

S・h・ ・ed・rの 方 法 に 従 っ て 合 成 し た(59)5.1,」f-・th,n・ad,。 ・・i・・t・ipb・sph・t・

(ε 一ATP.)は 、Secristら の方 法 に よ り合 成 し た(60)。 尿 素 は 、 試 薬 特 級 の も の を

再 結 晶 し て か ら 用 い た 。 ハ イ ド ロキ シ ア パ タ イ トは 、Bernardiの 記 述 に 従 って 調 製 したi

(6・)・1そ の他 のすべ て の試 薬 は 供給元 の 言 うと ころの特 級 のものを 用 いた 。
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結 果

一1.ア クチ ンの架 橋 反 応

A.F一 ア クチ ンの架橋 反 応 まずF一 アクチ ン に対 して 、種 々の架 橋 試薬を 用い

た架 橋反応 を試 み 、その修飾 アクチ ンの粘 度 、分子 間架橋生 成 物の量 、 リジ ン残 基の 修

飾 の程 度を 調 べた 。そ の結 果を 表2に まとめ てあ る 。粘 度は 、特 に ことわ らない限 り、

未 修飾 ア クチ ンなら完全 に 脱重 合 して い るよ うな低塩 濃度 の溶 媒(G一 バ ッフ ア ー)中

で測 定 した もの で あ る。二価性 ジ イ ミドエ ス テル(コ ハク酸 イ ミ ドエ ステ ルを 除 く)の

修 飾 に よ り得 たア クチ ンは 、G一 バ ッフ アー中 で もG一 ア クチ ン よ りか な り高 い粘度を示

す ことが 見 られ た 。一価 性の イ ミ ドエ ステル であ る カプ ロン酸 イ ミ ドエ ステ ル(methyl

hexanoi皿idate)の 修飾 で は 、ア クチ ン中 の リジン残 基 の半分以 上 が修飾 されて いるに

もか かわ らず 、 この よ うな現象 は み られ ず 、G一 ア クチ ンと同 じ程度 まで修飾 ア クチ ンの

粘 度 も低 下 した 。この実験 に用い た二価性 ジイ ミドエ ステルの 中で 、dithiobispropion。

i皿idate(DTBP)は 、両端 の イ ミドエ ステ ル基の 間にS-S結 合 を含 み、dithiothreitol

や2一 皿ercaptoethanolな どの還元 試薬 で架橋 を切 断 す ることがで き る。 このDmPは 、

リ ジン残 基 の修飾 の程 度 、脱 重合 の抑制 、分子 間架 橋 物 の生 成 の どの 面 か ら見て も 、最 も

よ くF一 ア クチ ンと反 応 して い る試 薬であ った 。と ころが 、DmPで 処理 したア クチ ンを

ヤ 　

dithiothreito1}で 還 兀 して架橋 を切 断 してや ると 、分子 間架橋 物 の消失 とG一 バ ッフアー

中の粘 度 の減少 が平行 し て観 察 され た 。二価 性 ジイ ミ ドエ ステル よ りも効果 的 にF一 ア ク

チ ン 中の アクチ ン分子 間 に架 橋 を形成 させ るPBMを 用 いる と 、共 有 結合で 結 ばれた ア ク

チ ンの多 量体 が全体 の60%以 上も生 成 した.し か し、 この よ うに多量 に分 子間架 橋物を

含 ん だ修飾 ア クチ ンは脱 重合 条件 下 で、未 修飾 のG一 ア クチ ン よ りは い くらか 高 いが 、 し

か しほぼ脱 重合 したと 見 なせる程 度の 粘渡 を 示 したPす べ ての修飾 したア クチ ンは 、重 合

条 件 下 では通常 のF一 ア クチ ン とほほ 等 しい粘 度を 示 した 。

こ れ のの二価性 ジ イ ミドエス テルで処 理 したF一 アクチ ンの中 に 、分子間架 橋 だ けでな

く分 子内架 橋 も存在 して いるこ とは 、スベ リン酸 イ ミドエ ステ ルと アジ ピン酸 イ ミドエ ス

テ ル で修飾 した アクチ ンに つい ては確 認 され た 。つ ま り、分 子間架 橋物 を 除いた後 の サン

プル(8M尿 素 存在 下のゲ ル ロ過 で得 られ た)の 加 水分解 物 中で も、 ア クチ ン分子 当 り

ほ ぼ 一個 の架 橋 され た リ ジン誘導体 が倹 出 され た。

このF一 ア クチ ンの架 橋 反応 の結 果は 、 その反応 の際 に アクチ ン に結 合 して い る二 価
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表2.様 々の 試薬 で修飾 したア クチ ンの溶 液の 粘度 、分子 間架 橋の 程度 、

リジ ン残 基の 修飾 され た数 の比較.

試 薬 粘度a)耀 糎)b)リ 勢 趨 最

(り,ed・dl/9)(モ ル/ア ク チ ン)

F一 ア クチ ン の 修 飾

S犠cci轟i滋id蒸te◎.工 ◎4・6

Hexan。imidat。d)0.1011.0

想τ飛一P轍 穿h?捻yle脆e-0 .858…-
bエsπ1aleエmエde

e)

Adipi皿idat磁2・744・6

S犠beri撚idate3.9(9.of))155.7e)

Dith手 。b手 ・75
.2(1.6q))28(49)》IL5

prop■oぬ 工皿二Ldate

G一 ア ク チ ン の 修 飾

鋤eri籏idate◎ ユ(6.6f))・1・ ・3

未 処 理 ア ク チ ン

G_ア ク チ ン0ユ ー轍 一一囎一

F一 ア ク チ ン9。3-一 一一一一

、)G一 バ ツフ ア ー 中 で の 測 定(25%)。

b)SDS-PAGEの ゲ ル の デ ン シ トメ トリー よ り求 め た 。

c)τ 翻Sの 滴 定 よ り求 め た 。

d)hexa羅 ◇慰d絃te(4囎/懸1>で6時 間 処 理 し た 。

e)ア ミノ酸 分 析 の 結 果 よ り。

ま)5◎ 麟Xα 存 在 下 一

、)d、,h、 。,hre・t。1(・ ・ 。・1/・ ・1・ …t・ ・)で ・・%,・ 時 間 翫 した 後 ・

十 十

藷 紫、… 一階 嚇 二濫r
==6,Suberi皿idate

千 瓢 一(C琶2)rSS-(CH2)-Dithiobisp「opio面idate

CHぎ(C・、)ゴく 器 ・ 一 ・…d…

3

00

φ ・く}ぐ 〕 ・亜 ・鱒1・㏄・・酬 ・i雌
0μ 「O
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イ オンがCaイ オ ンであ るかM9イ オ ンであ るか によ って は 、ま った く影響を うけなか った 。

B.G一 ア クチ ンの架 橋反 応G一 アクチ ンの架 橋 反応 は4。Cで 行 な ったが 、これ は試

薬が塩 であ るた め、室 温 で反 応 さ せると反 応 中に アクチ ンが 重合 して し ま ったか らであ る 。

G一 ア クチ ンの架 橋 反応後 の性 質 は 、表2に まと めて あ る。 スベ リン酸 イ ミ ドエ ステル は

F一 アクチ ンの修飾 で はア クチ ンの性質 を大 きく変化 させ たが 、G一 ア クチ ンに対 しては、

リジ ン残 基 がF一 ア クチ ン の場 合 同様 も し くはそれ以 上 に修 飾 され てい るの にも関 わら

ず、 その 重合能 に は影 響 を与 えな か った 。塩 を加 えた後 の粘 度が通常 のF一 アクチ ンよ

り低 いの は 、修飾 反 応 中に変性 した蛋白 質が生 じたため だと思 われ る 。これ らの重合 し

な いア クチ ン(全 体 の20%弱)を 高速 遠心(100,000xg,90分 間)し た上清 と して

除 いた後 、沈殿 と して得 られた アクチ ン(全 体 の約80%)の 重合 条件 下で の粘度を もう

一度 測定 し てや ると 、それ は未修飾F一 アクチ ンの粘度 と同 じくらいに な った 。全体 の

20%弱 の非 重合性 の蛋 白質が 変性 した アクチ ンであ るこ とは 、近紫外 領域 のCDス ペ ク

トルが ア クチ ンの特 徴 的 なバ ン ドを示 さ ない こと か ら判 った、 変性 してい ない修 飾G一

アクチ ンで は、iG→F変 換 した後 に 、再 び低 塩濃度 下 に移 してや ると 、F→G変 換 を行 な

うこ とが粘 度 とCDス ペ ク トルの測定 か ら判明 した 。つ ま り、G一 ア クチ ンの架 橋反 応 で

得 られ る主 な生成物 は 、一部 の変性 アクチ ンを 除けば 、通常 の アクチ ンの司逆 的な重 合

能 を 完全 に保 持 していた 。 この修 飾 アクチ ンの加zk分 解物 を ア ミノ酸分析 して み ると、

架 橋 された リジン誘 導体 が 検 出 され(ア クチ ン分子 当 りほぽ 一個)、SDS-PAGEIで 分子≧

間 架橋物 が観 察 されなか った こと と考 えあわせ ると 、分 子 内架 橋が 導入 されて い るこ とが

判 った 。

この よ うに 、二価性 ジイ ミドエ ステル に よ るアクチ ンの架 橋反応 は、特 に重合 状態の

アクチ ンの 場合 に 、興味あ る挙 動を 示す架 橋反 応物 を与 える ことが判 ったので 、以 下 では

F一 アクチ ンの架橋 反応 で脱 重合 でき な くな った修飾 アクチ ン の典型的 な もの と して 、ス

ベ リン酸 イ ミ ドエ ステ ルで処理 したF一 ア クチ ン(SA)に 関 して詳細 な性 質 を調べ る。

2.SAの 諸 性質

A.SAの 不均 一性SAは 低塩 濃 度下で も高 い粘度を 有 す るので 、 この性 質を 利用

して未修飾 ア クチ ンと分 離 す るこ とが 司能 であ る。 な ぜな ら、SAの 低塩 濃 度下 の粘度 は

G一 ア クチ ンと の混 合比 に応 じて 減少 す ると い う結果 か ら、未修 飾 のG一 ア クチ ンとSA

は 低塩 濃度下 で独 立 に挙 動す ると思 われ るか らであ る。そ こで 、SAをG一 バ ッフ アー 中

で 高速遠 心(100,000xg,90分 間)し てや ること で 、非脱 重 合性の ア クチ ンの みを 回
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収 す るこ とを 試 みた 。 この操 作 に よ って、全体 の50～60%の 蛋 白質 が沈 殿と して回収 さ

れ たが ・ これは同 条件 下 のF一 アクチ ン の回収率(90%を こ える)と 比較 す ると、か な

り悪 い 回収 率で あ る。また 、 こ うして一度G一 バ ツプア ー中の遠 心操作 で 回収 したSA

を 、再 びG一 バ ッフ アーに 溶か して同 じ操作 を く り返 して も全部 が沈殿 す ること はな く 、

沈 殿物 の収 量 はやは り50～60%で あ った 。この よ うに遠心 分離 で 回収 したSAと 、この

操 作 を は ぶいて調 製 したSAの 間 に は 、本論 文で述 べ る結 果 に関 しては 、ほ とん ど差 が

な か った 。

SDS-PAGEでSAを 分析 してみる と 、未修飾 ア クチ ンと は区 別 され るい くつかのバ ン ド

が観 察 され た。 図2に 、SAを 二 次元SDS-PAGEし た結果 を 示す 。 この系 では 、一次 元

目はWeberandOsbornの 系で 、二次 元 目はLaem皿Iiの 系 でSDS-PAGEを 行 な った。

こ の図 か ら判 るよ うに 、SAの 単量体 に相 当す るバ ン ドもLae1皿liの 系 では二 本のバ ン ド

と して あ らわ れ るし、架 橋 され た二 量体 、 三量体(こ れらの分 子間架 橋物 は全体 の15%

弱 存在 す る)の バ ン ドもLae撮mliの 系 では分裂 した バ ン ドと して観 察 され た。 この よう

な架 僑反 応物 がSDS-PAGEで 分裂 したバ ン ドを与 え る現象 は、架橋 反応 一般 にお いて し

ば しば観 察 され ること であ るが(62,63,64)、 お そ ら く反 応生成 物 の不均 一性 を反 映

して い るの であ ろ う。先 に述 べた脱 重合条 件下 の遠心操 作 では 、上 清 沈殿 に含 まれ る

蛋 白質のSDS-PAGEの パ ター ンが ま った く同 じであ ったこ とから 、こ こで いう不 均 一性

を 減 らす こ とが で きな いこ とが判 った。

SAは 変性 させ る ことな しに は脱 重合 した状 態 とな らなか ったので 、ゲル ロ過 など の精

製 手段を 用 い る ことが で きな か った 。それ 故、 こ こでい う不 均 一性 がSAの サ ンプル 中

に あ るこ とを認め なが らも(分 子 間架橋 物 も少量 なが ら存在 している)、 その まま以 下

の 実験 に用 いた 。

B.SAの 会 合 状態SAの 低 塩 濃度 下での 粘度 は 、G一 バ ッフ アーに対 して透析 を 更

に続 けて も変 化 しな いこ とや 、超音 波処 理 して 一度 減少 した粘度が 時 聞 とと もに徐 々に

上 昇 し、最後 には超 音 波処 理 す る前の値 に まで 回復 す ることか ら考 えて て蛍 に脱 重合 が

非常 に遅 くに しか進 行 しないか らで はな く 、平 衡状態 と して高 い粘度 を示 す状 態にあ る

と考 え られ る。未 修 飾 ア クチ ンはATP葎 在下 で0.6MKIを 加 え ると速 やか に脱 重合 す

る ことが知 られて い るが(65)、SAは0.6MK正 中で もほ とん ど粘 度の 減少 を示 さ ず、

G一 アクチ ンのそ れよ りは ず っと高 い値 を 維持 し た 。
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図2二 次 元電 気 泳 動 で み たSAの 不 均 一 性.

一 次 元 目 は 晩berandOsbornの 系(5瑠 ゲ ル)でSDS-PAGEを 行 な い 、 二 次 元 目は

Laemmliの 系(13%ゲ ル)でSDS→PAGEを 行 な った 。 一 次 元 目で 一 つ の バ ン ドと し て

観 察 され た も の が 、 二 次 元 目で 複 数 の バ ン ドを 与 え る こ と が 判 る 。
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SAの 低塩 濃度 下の会 合状 態を 調べ るため に 、G一 バ ッフ アー中で のSAの 臨 界濃度

を測 定 した 。SAのG一 バ ッフ アー中での粘 度 ε濃度 との関係 か ら 、G一 バ ッフ アー中

で単量 体 と し て存在 して い るSA分 子 の濃度 は35揮/雛1と 求め られ た。こ の値 は ・

重 合条件 下(例 えは 、5◎～1◎◎麟KC茎 存在 下)の 拶一 アクチ ンの 臨界 濃度とほ ほ等 し

か った 。

電子 顕微 鏡観 察 によれ ば 、F一 ア クチ ンは ア クチ ン単量体 が二 重 らせん状 に会合 した

ブ イラ メン ト構 造 をも ち 、半 ピ ッチが36■mで13個 の単量体を 含 む(66)。 そ こで 、

塩 の存在下 ・不在 下で のSAフ ィ ラ メン トの構 造を電 子顕 微鏡観察 で 調べて みた 。図3

か ら判 るよ うに、低塩 濃度 下 と高塩濃 度下 では 、明 らかに ブイラ メン トの構 造 は異 な っ

た 。50認KC呈 存在 下 では 、SAは 通常 のF一 ア クチ ンと区別 のつか ない二重 らせん状 の

長 い ブイ ラ メン トとして観 察 され たが 、低塩 濃度 下で は 、F一 アクチ ンよ りゆるんだ よ

う なそ して ぐに ゃぐに ゃした印象 を うけるフィ ラ メン ト構i造を して いた 。ブ イラ メン ト

の 長 さ分布 につい ては 、電 子 顕微 鏡 像を統 計的 に調べ たわ けでは ないが 、低塩濃 度下 で

は ブイ ラ メン トが 短 くな って い るよ うに思 えた。SAが まわ りの イオ ン強度 に対応 して

そ の粘度 を 変化 させ ることは既 に述 べた が 、壌に よ る粘 度変化 は塩の添 加,除 去 に応 じ

て く り返 し司逆 前 に起 こす ことが で きた 。 その 際 に は ・電顕 像で観察 された ようなブ

イ ラメ ン トの構 造変化 が起 こ って いる。SAブ イラ メン トの構 造変 化は 、PBMを 用

い た架 橋反 応の 結果 か らも支持 され た。PBMはF一 アクチ ン中の ア クチ ン分子 に対す る

よ い分 畢 間架橋 試薬 であ るが 、こ の分子 聞架 橋 にはCys373と あ る リジ ン残 基の特 別

な空間 的 配置 が必須 であ る(45)。 それ 故 、もしSAブ イラ メン トが塩 濃 度に依 俘 して

構 造 変化 す るな らは 、そのP脳 の反 応に よ って生 じる分子 間架橋物 の量 も変化 す るだ ろ

う。SAの 塩 存在 下 ・不在 下の各 々の状 態(pH8。0)でP脳 を 反応 させた とこ15、 低

塩 濃度 下で は分子 聞架鷹 物が30%生 成 し 、壊 存在 下(50酬KC1存 在 下)で は それが

70%生 成 して い ることが 、SDS-PAGE後 の ゲ ルの デ ンシ トメ トリーに よ り判 った 。こ の

結 果 は 、上 述 した ブイ ラ メン トの構 造変 化で う ま く説 明で き るし、電 顕 像か ら予 想 され

るSAブ イ ラ メン トの性 質 と矛盾 しな い 。

C.結 合ヌ ク レオチ ドSAに 結 合 したヌ クレオチ ドを分 析 す ると 、低 塩濃 度 下で 、

ほぽ 化 学量 論的 な量の 憩P(SA分 子 当 り0.91個 〉 を結 合して お り、AτPはSA分 子

当 り0.09個 しか結 合 され ていなか った 。同 じ条件 下でC一 ア クチ ンに結 合 しているヌ
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図3塩 の 存在 下 ・不在 下に おけ るSAの 電 子顕微 鏡 像.

試 料 は、塩 の不在 下(a)お よ び50mMKC1存 在 下(b)で 調製 した
。写真 中に

見 える金の 粒子 は ・焦 点を あ わせ るのを容易 にす るため に加 えた 。
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ク レ オ チ ドは 、96%以 上 がATPで あ った 。SAの ヌ ク レ オ チ ド交換 速度 は次 の よ う に し

て 調 べ た 。 ま ず 、SAま た は ア ク チ ン を 重 合 条 件 下 で 遠 心 し 、得 ら れ た 沈 殿 を0.5mM

ε。ATPを 含 むG一 バ ッフ ア ー(ATPは 加 え な い)に 溶 か し て 、30μMの ε一ATPを 含 む

G一 バ ッフ ア ー に 対 し て12時 間 透 析 を し た 。 そ の 後 、蛋 白 質 に 結 合 し て い る ヌ ク レオ チ

ドをHPLCで 分 析 した 。 つ ま り、 ア クチ ン 中 の 佃Pが ε一ATPに 置 換 し て い く速 さを 測

定 す る こ と に な る 。 こ の 条 件 で 未 修 飾 ア ク チ ン は ほ ほ 完 全 に ε一ATPを 結 合 す る よ うに

な った が 、SAは まだ 佃Pを 主 な ヌ ク レオ チ ドと し て 結 合 し て い た(佃p86彩,ATP1%,

ε一ATP10%,ε 一ADP4男)o

次 に 重 合 条 件 下 の ア ク チ ン とSAの ヌ ク レオ チ ド交換 速 度 も 比 較 した 。室 温 で は 、F-

　

ア クチ ンは非常 にゆ っく りと したヌ ク レオチ ドの交換 しか しないが 、温 度を40C前 後 に

上 げて や ると その交換 は速 くな り、定 常的 なATPの 加 水 分解 が観察 さ れる(67)。 そ

こで ・ アクチ ンとSAを2訓MgCl2存 在 下で重合 させ ・その 後 溶 媒中 のヌ ク レオチ ド

をDowex1を 用 いて ε一ATPへ 置 摸 し 、45。Cで30分 間放 置 した後 、蛋 白質 に結合 して

い るヌ クレオチ ドを分 析 した 。こ の高温処理 後 も蛋 白 質 は化学 量論 的 にヌ ク レオチ ドを

結 合 して お り、そのヌ クレオチ ドは 佃Pと ε一ADPで あ った.こ の とき、ε一佃Pの 全体

のヌ ク レオ チ ド(佃P十 ε一ADP)に 対 する割合 は 、蛋白質 の ヌ クレオチ ド交換 速度 の

示標 と な る 。この 高温処 理後 、F一 アクチン は44%の ε一1mpを 含 み、SAは わず か7%の

ε一ADPし か含 まなか った 。この 結 果は 、重合条件 下 でSAが フィ ラメン トの構 造 としては

F一 ア クチ ンと見か け上 区別 でき ないの に、そ のヌ ク レオチ ド交換速 度 は未 処 理のF一 ア

クチ ンよ りも遅 い ことを示 し てい る。

未 修飾 ア クチ ンがG->F変 換 をす る時 には、G一 ア クチ ンに結 合 してい るATPは 加 水

分解 されADPと な り、 ア クチ ン と等モ ルのPiが 放 出され る(68)。 と ころが 、SA溶 液

へ塩 を加 えて粘度 の上 昇が観 察 され て も、 この よ うなPiの 放 出は見 られ なか った 。

D.他 の筋 肉蛋 白質 との 相互 作用

(i)ト ロポ ミオ シ ンSAは 低塩 濃度 下で も高速遠 心で沈 殿 と して回収す る ことがで

き るので 、低 塵濃 度 下で も トロポ ミオ シンと の結合を 共沈 実験 に よ り調べ ることが で きる 。

トロポ ミオ シ ンとSAを 重量比 で1:4に 混合 し 、0.1MKC1の 存在 不在 下で高速 遠心

し、得 られ た沈殿 をSDS-PAGEで 調べ た 。そのSDS-PAGEの 結 果を 図4に 示 す ・図4は

明 らか にSAへ の トロポ ミオシン の結 合には塩 の存 在が必 要 であ るこ とを示 して お り ・こ
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図4.SAと トロポ ミオ シンの共 沈実 験結 果を示 すSDS-PAGEパ ター ン.

SAと トロポ ミオ シ ンの混 合溶 液を 高速 遠心 し、そ して得 た沈 殿をLaemmhの 系(

13%ゲ ル)でSDS-PAGEを 行 な い観 察 した 、

A:遠 心操 作 す る前のSA一 トロポ ミオ シン溶液.B:50mMKCI存 在 下で得 た沈殿.

C:塩 不 在 下の遠 心 で得 た沈 殿.
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の 結果 はTanakaandOosawaの 報告 と一致 す る(69)。SAは トロポ ミオ シンの 結合能

を 完全 に保持 して いた 。

(ii)田M田 飯 のSAへ のATP不 在 下むの結 合 は 、 トロポ ミオ シンの場合 と同様

に 、共 沈 実験 で 調べ た 。H畷 とSAは 重量 比 で8:1で 混 合 した。SAに 結合 して共沈

したHMMの 量 は上 清 の蛋 自質濃 度の減少 か ら見積 った。低塩 濃度下 でSAが 約60%し

か沈 殿 と して 回収 され な いことを考 え にいれ れば 、㎜ とSAの 結 合比 は塩 の有無 に関

や りな く一定 で 、未修 飾 のF一 ア クチ ン と 田Mの 結合 比と同 じく 、0.7～0-8モ ルの

㎜ が ア クチ ンー妊 ル当 りに結合 した 。つ ま り、SAは ㎜ のATP不 在 下での結 合能

を 完全 に保持 していた 。この共 沈 実験 で得 られ た沈 殿を電子 顕微鏡 で観 察 すると 、塩 の

有無 によ らずにSAが 田Mを 結合 して いるこ とが 判 った(図5)。 た だし 、よ く知 ら

れ てい るよ うなア クチ ン と 肌!Mの 複合 体 の矢 じり構造 は 、塩 存在 下のSAとH剛 の複

　

合 体 での み観察 され ・低 塩濃 度 下 のiSAとH剛 の複 合体 では この ような規則構 造 は

見 られ な か った 。 おそ ら く、低塩濃 度下 でSAブ イラ メ ン トが通 常のF一 アクチ ンの よ

うな規 則 的 なフ ィラ メン ト構 造 をと ってい ないか らだ ろ う。

H囮 とSAの 相 互作 用 は、SAのHMMATPaseの 活 性化 と い う面か ら も調 べた 。図6

に 、AP・ ・e活 性 と ア ク チ ン濃 度 の 両韓i逆 数 プ ・ ッ トを 示 す ・ こ れ か ら判 る よ う。こ・SA

も確 かに 田MのATPaseの 活性 化能 を保 持 してい た。但 し 、その活性 化 の程度 は未修

飾 の ア クチ ンよ りは低 い。この 活性 化の程度 の低 さは 、SAの リジ ン残 基 の修飾 によ る効

果 なのか 、 も し くは分子 内架 橋 の形成 に よる のか は不明 であ る。

E.尿 素 ・EDTAに よ る変性 アクチ ン は、G一 状態 で もF一 状態で も、DTNBで 滴

定 され るSH基 を一個 だ け持 ち、 このシ ステ イン残 基 はN・ethylmalei皿ideで 修飾 す る

と 失 わ れ る こ と か らCys373と 考 え ら れ る(ラ0)。 し か し 、 変 性 状 態 で は 、 ア クチ ン

中の 五個 のすべ て のSH基 がDTNBで 滴 定 司能 にな る。それ 故 、DTNBで 滴定 され るア ク

チ ン中 のSH基 の数 は 、アクチ ンの 変性状態 に関す る簡便 な示標 とな り得 る 。図7に は、

た て軸 に滴 定 されたSH基 の アクチ ン分子 当 りの数を と り、横 軸 には尿 素 の濃度 を 目盛

って あ る。図7に 示 した結 果 は 、SAが 未 処理 ア クチ ンよ りも尿素 変性 に対 して抵抗 性が

あ る ことを示 してい る。

EDTAは ア クチ ン分子 に結合 して い る二価 イオンを奪 い 、ア クチ ンを変性 させ る。 この

変性 は 、G一 アクチ ンでは速 やか に起 こ り、F一 アクチ ンでは遅 い(71)。G一 アクチン ・
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図5.塩 の 存 在 下 ・不 在 下 に お け るSA-HMM複 合 体 の 電 子 顕 微 鏡 像.

(a)塩 不 在 下(b)60皿MKCI存 在 下
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ATPase活 性 は25。Cで 測 定 した 。(●):未 処 理 ア ク チ ン(O):SA
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図7.尿 素 存 在 下 で の 未 処 理 ア ク チ ン とSAのDTNBに よ るSH基 滴 定.

蛋 白 質 は 滴 定 に 先 立 って 、15分 間 尿 素 と0.1Mト リス ー塩 酸 バ ッフ ア ー(pH8.5)

中 で 室 温 で 放 置 して お い た 。 こ の 結 果 は 、 トリ ス ー 塩 酸 バ ッフ ア ー をG一 バ ッフ ア ー に

変 え て も 影 響 を う け なか っ た 。 ま た 、未 処 理 ア クチ ン をF一 ア クチ ン と し て 滴 定 して も

G一 ア ク チ ン と し て滴 定 し て も 結 果 は ま った く変 化 しな か った 。

(●):未 処 理 アクチ ン(○):SA
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F一 アクチ ン、SAに 対 して 、EDTA処 理後 にSH基 を滴 定 した結果 を表3に 示 す 。SAは 、

G一 アクチ ンはも と よ り、F一 ア クチ ン よ りも少 ないSH基 しかEDTA存 在下 で露 出 しな

か った 。SDSで 変性 さす とSAの 五個 のSH基 は ち ゃん と滴定 され るので 、この 結果は

SAがEDTA変 性 に対 してF一 ア クチ ン よ りも抵 抗性 を も って いる ことを 示 してい る。

F.重 合 の加 速効 果 アクチ ンの重 合は 、核形成 が律速 段 階と なることが知 られ て

い る。 それ故 、も しSAが 不定 形 な会合 体 と して で はな く完 全 なアクチ ンと してふ るま

い得 るならば 、微 量のSAをG一 アクチ ンと共 存 させ てお くとG一 ア クチ ンの重 合は著1

し く加速 され るはずで あ る。 この効 果 を調 べた のが図8で あ る。G一 アクチ ンの みでは

重合 の 完結 に80分 聞を要 す るよ うな条件下 で、G一 アクチ ンに対 して1/10重 量のS

Aが 存在 す ると 重合 はわ ずか20分 間 で 完了 した。 この加速効 果は 、同 じ量 の超 音波処

理 したF一 ア クチ ンの ものと同程 度 であ った.つ ま り、SAは 未処 理 ア クチ ンの重合 の

核 と して機能 す る ことが で き、未 処理 ア クチ ンはSAの 核の 上に伸 長 してSAと 共 重 合

体 と な ることが で き る。

G.超 音波処 理の効果 この研 究で試 みた限 りでは 、SAの 不 司逆 な変 性を ひ き起 こ

さず に 、その溶 液 の粘度を 下げ ることがで きた のは 、低 塩濃 度 下での超音 波処 理 だ けで

あ った 。しか し 、既 に簡 単 に述 べた ように 、この粘度 の低下 も 一時的 なもの で時間 とと

も に徐 々に元 の値 まで 回復 した。 おそ ら く、超音 波処 理でSAフ ィラ メン トの断片化 が

起 こ り、その 断片 が ゆ っく りと再会 合 してい くの だと思 わ れ る。 この粘度 の 回復 過程 で 、

SAは 、溶 媒 中にATPが 存在 すれば 、それ を加zk分 解 してPiを 放 出した 、このATP

の加 水分解 は 粘度 の 回復 と共役 して起 こ り、粘 度が超音 波処 理 す る前 の値 に達 し 、一定

の値 を と るよ うになれ ば、Piの 放 出も検 出され な くな った 。この超 音波処 理後 の粘度

の 回復 過程 で見 られ るPiの 放 出され る総 量 は、SAの モ ル数 の数 倍に も達 し、Piの モ

ル数 とSAの モル数 の間に は化学量 論的 な関係 は 見出せ なか った。 これと似 た現象 は 、

低 いKCI濃 度(例 えば 、20曲)の 下でF一 ア クチ ンを 超音 波処 理 した時 に見 られ る

ことが報 告 されて い る(72)。 また 、SAの 超音 波処 理後 の 粘度 回復 時 に見 られ るこ の

Piの 放 出は 、塩 を 加 えて急速 に完全 な重 合状 態に変換 してや ると 、重合の 完結 と同調

して速 やか に起 こ り、 その時 に放 出されたPiの 総モ ル数 はSAの モ ル数と ほぽ等 しい

程 度 であ った 。 これ ら の結 果 は 、SAに 結合 して い るヌ クレオチ ドがADPで あ ったこと

と 考 えあわ せ ると 、超 音 波処 理 に よ ってSAは 溶 媒中のATPを と りこめ るよ うにな り・
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表3i.簸DTA存 在 下 で のSAと 未 処 理 ア クチ ン のSH基 のDTNBに よ る滴 定.

試 料Numb㊧rofSH/molofactin

未 処 理 ア クチ ンa)1.◎

a)SA
l。O

b)G『 ア クチ ン5ユ

F_ア クチ ンb)2。9

SA+EDTAb)1.4

SA+EDTAやSDsc)4.9

a)0.1Mト リス ー塩 酸 バ ッフ ア ー 中 で の滴 定 。

b)各 蛋 白 質 は 、滴 定 す る 前 に15分 間1訓mTA存 在 下 で 処 理 し た 。

c)0.8%SDSと 最 終 的 に な る よ う に20%SDSを 加 え 、10分 後 に 測 定 し た 値 。
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図8.SAに よ るG一 ア ク チ ン の 重 合 の加 速 効 果.

G一 ア クチ ン の1/10重 量 のSAま た は超 音 波 処 理 し たF一 ア ク チ ン(加 え る体 積 も

G一 ア ク チ ン溶 液 の1/10以 下)を 、最 終 濃 度20mMKCIと な る よ うに 塩 を 加 え る 前

に 、G一 ア クチ ン溶 液 に 加 え る ◎ 混 合 後 、 た だ ち に 塩 を 加 え 、溶 液 の 粘 度 を254Cで 測

定 し た 。G一 ア クチ ン 溶 液 の 濃 度 は1.0皿g/m1。

(○)・G一 ア クチ ン 単 独(△)・G一 ア ク チ ン+SA(□)・G一 ア クチ ン

十 超 音 波処 理 したF一 ア クチ ン
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SA断 片 の 再会合 と共役 して そのATPを 加水 分解 してい くよ うに見 か け上解 釈 でき る
。

更に興 味あ る現象 は、 この超 音 波処 理後 の 粘度 の回復 に要 する時聞 が溶 媒 中 に含 まれ

るヌ ク レオチ ドに依存 して い ること であ る。図9に 示 すよ うに 、ヌク レオチ ドな し 、ま

た は 的Plの 存 在下 では この 回復 に は約1時 間を要 したが 、ATPの 存在 下で はこの 回復

に要 す る時 間は12時 間以 上も必 要 であ った 。ヌ クレオチ ドな し、 または 佃Pの 存在 下

で もSAが ほ とん ど変 性 して いない こと は、塩を加 えてや るとほほ 完全に重合 す ること

で 確 め られ た 、 もちろんATPの 存 在 下では変 性 はほとん ど起 こらなか った。

H.円 偏 光二 色性(CD)ス ペク トル ア クチ ンの近 紫外 領域(250～300nm)の

CDス ペ ク トル は、G-F変 換 で大 き く変化 す るこ とが知 られ てい る(15)。 図10に 、

SAの この領 域のCDス ペ ク トルを 示 す 。SAのCDス ペ ク トル は溶 媒中の塩 濃度に よ ら

ず常 にF一 ア クチ ン型 のスペ ク トル を示 し、その平 均残 基 分子楕 円率 の値 もほ とん ど変

化 しなか った 。 また 、このCDス ペ ク トルは 、SAが 超音 波処 理を うけ 一時的 に低 い粘度

を示 し てい る場合 でも 、ほ とん ど変 化 しなか った 。これ らの結果 は、超音 波処 理や低塩

濃度 下 でSAが 比較 的低 い粘度 を示 してい る時で も、SA分 子 の大部分 はF一 状態の構造

を と って いるこ とを示 してい る。

近 紫外 領域 のCDス ペク トルと は対照 的 に、遠紫 外領 域(200～250n皿)のCDス ペ

ク トル はG-F変 換に際 してほとん ど変 化 しな い(15)。 しか し、 この領域 の スペ ク ト

ル は 、蛋 白質 の二 次構 造を反 映す るの で重要 であ る。SAの 遠紫 外領域 のCDス ペク トル

は 、溶 媒 の塩 濃度 と は無 関係 に 、未 処 理ア クチ ンの もの とほぼ 同一 であ った(図11)。

こ れ は 、スベ リン酸イ ミドエステ ルを 用 いた架 橋反 応で は 、ア クチ ンの二次構造 に大 き

な 変化 が生 じな か った こ とを示 してい る 。

3.SAとDNaseIの 相互作 用

DNaseIは 、G一 ア クチン ともF一 アクチ ンと も相互 作 用 して 、その結果 と してア

クチ ンとDNaseIの1:1複 合体 を形 成す る(73」4)。 この複 合体 は 、DNase活 性

をな くしただ けで な く、 もはや 重合す ること もでき ない 。つ まり、DNaseIはF一 ア ク

チ ンの脱 重合 因子 と して の機能 を もつ 。そ こで 、5Aの もつ非 脱重合性 を 更に詳 し く調 べ

るた めに 、SAとDNaseIと の 相互 作用 に つ いて調 べ た、
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図9.様 々 な溶 媒 条 件 下 で の 超 音 波 処 理 後 のSAの 粘 度 回復 過 程.

ま ず 、溶…媒 中 の 遊 離 ヌ ク レ オチ ドをDowex1で 除 き 、 そ れ か ら希 望 す るヌ ク レオ チ ド

を 加 え た 。測 定 は25。Cで 行 な った 、

十S乱T:こ の 時 にKClを 最 終 濃 度 が60mMに な る よ うに 加 え た 。

(O)・ ヌ ク レオ チ ド不 在 下(△)…5・ 醐 ・ 存 在 下(ロ)・ ・'5・ ・ATP

存 在 下.
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図10.SAの 近 紫 外 領 域 のCDス ペ ク トル.

G一 ア クチ ン の ス ペ ク トル は 、20mMKCI存 在 下で7.50Cで 測 定 し た 。 測 定 後 、

温 度 を35。Cに 上 昇 さ せ セ ル 中 で 重 合 を 起 こ させ た 。 十 分 重 合 し た こ と を 確 認 した 後

後 、F一 ア クチ ン の ス ペ ク トル を 測 定 した.こ の ス ペ ク トル は 、 溶 媒 中 のATPに 由

来 す るわ ず か な 円偏 光 二 色 性 に つ い て は 補 正 さ れ て い な い 。縦 軸 は 、平 均 残 基 分 子

量 当 りの 楕 円率 で あ る 。SAの ス ペ ク トル は 室 温 で 測 定 した 。

溶 媒 条 件 ・25μMATP,0・2・MC・Cl2・2・MN・HCO3・

(。 一一一):20mMKCI存 在 下 のSA(一 一):KC1不 在 下 のSA
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図11.SAの 遠 紫 外 領 域 のCDス ペ ク トル.

G一 ア クチ ン の ス ペ ク トル は 、F一 ア ク チ ン の も の と ほ と ん ど 変 わ ら な か った し 、SA

の ス ペ ク トル も塩 の 有 無 で ほ と ん ど 変 化 し な か った 。室 温 で 測 定 し た 。

溶 媒 条 件:40μMATP・0・2mMCaCl2,2皿MNaHCO3・

(一):F一 ア ク チ ン(一 幽一。):SA

縦 軸 は平 均 残 基分 子 量 当 りの 楕 円 璽 を 示 す 。
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A.SAとDNaseIの 相 互 作 用 図12に 、SAとDNaseIの 等 モ ル混 合 溶 液 の

混 合 後 の 粘 度 とDNase活 性 の 時 聞 変 化 を 示 す 。 こ の 実 験 で は 、 粘 度 とDNase活 性 を 同

一 試 料 に 対 し て平 行 し て 測 定 した 。対 照 実 験 と し て 、F一 ア ク チ ンと カプ ロ ン酸 イ ミ ドエ

ス テ ル(皿ethylhexanoimidate)で 処 理 したF一 ア クチ ン(HA)に 対 し て も 同 じ実

験 を 行 な っ た 、 こ の 実 験 で は 、DNaseIと 混 合 す る 前 に ア クチ ン は 十 分 に 重 合 さ せ て お

い た 。未 処 理 ア ク チ ン とHAのDNaseIと の 混 合 溶 液 の場 合 に は 、 時 聞 と と も に粘 度 ・

DNase活 性 と も に 大 き く減 少 す る こ と が 観 察 さ れ た 。 し か し、SA-DNaseI混 合 溶 液 で は 、

1時 間後 に も 粘 度 ・DNase活 性 と も に ほ と ん ど 減 少 し なか った 。SAとHAで は リジ ン残

基 の 修 飾 の 程 度 は ほ と ん ど 違 わ な い の で(こ の 実 験 に 用 い た 試 料 で は 、 両者 と も に3～5

残 基 が ア ミジ ン化 さ れ て い る)、SAとHAのDNaseIと の 相 互 作 用 の仕 方 の 違 いは 、

単 に リ ジ ン残 基 の 修 飾 に よ っ て で は な く架 橋 形 成 の 結 果 と考 え られ る 。SA-DNaseI混

合 溶液 は1時 間程 度25%で 放置 して も粘度 やDNase活 性 において 変化を示 さな か っ

り

た が 、 更 に4Cで 一 晩 放 置 し て や る と 粘 度 とDNase活 性 の 両 方 に あ る程 度 の 減 少 が 見

ら れ た 。 それ 故 、SAが ま っ た くDNaseIと 相 互 作 用 で き な く な って い る わ け で は な い 。

B.SAとDNaseIの 結 合SAのDNaseIの 結 合 は 、 ま ず 共 沈 実 験 に よ り謂 べ た 。

共 沈実 験φSDS-PAGEの 結果 を 図13に 示 す 。この図 よ り明 らか なよ うに 、SAは ほとん

ど 無 視 で き る ぐ ら い のDNaseIし か 結 合 し な か った 。結 合 し たDNaseIの 量 を ゲ ル の

デ ン シ トメ トリー よ り求 め る と 、沈 殿 と して 得 ら れ た蛋 白 質 中 の わ ず か1劣 以 下 しか な

か った 。 しか し 、 未 処 理 のF一 ア ク チ ンへ のDNaseIの 結 合 も 共 沈 実験 で は ほ とん ど検

出 さ れ な い と い う報 告 もあ る の で(75)、 更 にSDS不 在 下のPAGEで もSAへ のDNaseI

の 結 合 を 調 べ た 。 そ の 結 果 を 図14A,B,Cに 示 す 。 こ のPAGEの 条 件 下 で は 、DNaseI

は 単 一 の バ ン ドと し て 泳 動 さ れ る し 、 重 合 し た ア クチ ン はゲ ル 中 へ ま った く は い れ な か っ

た 、 ア クチ ン ーDNaseI混 合 溶 液 を 泳 動 す る と 、DNaseI単 独 の バ ン ドと は 区 別 で き る

濃 い バ ン ドが 観 察 さ れ 、 ア クチ ン ーDNaseI複 合体 が 生 じ て い る こ と が 判 った 。 こ の 結

果 は 、DNaseIをF一 ア ク チ ン と 混 合 す るかG一 ア ク チ ン と 混 合 す るか に よ って は 、ほ

と ん ど 影響 を う け なか っ た.一 方 、SA-DNaseI混 合溶 液 の 場 合 に は 、 こ の ア クチ ンー

DNaseI複 合 体 に 対 応 す る バ ン ドは 非 常 に うす く 、逆 にDNaseIの バ ン ドが は っき りと

観 察 さ れ た 。こ の 結 果 は 、DNaseIの 多 くはSAに 結 合 し て い な い こ と と 、こ の 条 件 下

でDNaseIがSAの 脱 重 合 を 十 分 に ひ き 起 こ せ な か った こ と を 示 し て い る 。 しか し ・

35



(A)

0.3
>

ヒ
u)●

8・ ・
90.2●

1遍L
臣α1陣
の

0102030∠10506020h

TIME(min)(B)

100● ● ●

1＼
に ●

2
①5ω 口
署.こ===

010203040506020h

TIME(min)

図12.、A-DNasel溶 液 の 粘 度(A)とDNase瀦(・)の 混 合 後 の 時 間 変 化 ・

混 合 に 先 立 って 、 ・一 ア ク チ ン ・・A・SA轟 計 分 に 重 合 さ せ て お ・'た ・ ア クチ ン と

,,aselは 等 モ ル に 混 合 した(ア ク チ ン …35・ ・/・1・DN・ ・el・0・26・ ・/m1)・

DN、、e灘 は 同 条 件 下 で ア クチ ンが 不 在 の 時 の 値 か ら み た 相 対 値 で 示 し てあ る ・

溶 媒 条 件,5。Mト リ ス ー 塩 酸 バ ッフ ア ー(・H8・ ・)・ …1・MC・C'2」OmMKC'・

10ノ賦MATP.

(O)・F一 ア ク チ ン+・ 甑seI(□)・HA+・ 融1(●):SA

十DNaseI
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図13SAとDNaseIの 共 沈 実 験 の 結 果 を 示 すSDS-PAGEパ タ ー ン.

SDS-PAGEはLae皿mliの 系 を 用 い て 、13劣 ゲ ル で 行 な っ た 、SA-DNaseI溶 液

(SA,0.56mg/m1:DNaseI,0.42皿g/ml)を 重 合 条 件 下 で 高 速 遠 心 し た 、

(A)遠 心 処 理 す る 前 のSA-DNaseI溶 液 ・(B)遠 心 後 の 上 清(C)遠 心 後 の

沈 殿.こ の 系 で は 、SA単 量 体 の バ ン ド は 二 本 に み え る 。 沈 殿 の 中 に は 、 ほ と ん ど

DNaseIは な か っ た 。
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SA-DNaseI溶 液 をP船Eに 先 立 って 超 音 波 処 理 し て や る と 、 ア クチ ンーDNaseIに 対 応

す るバ ン ドが は っ き り観 察 さ れ る よ う に な り、逆 にDNaseIに 対 応 す るバ ン ドが う す くな

った 。

図14のB,Cに は 、二 次 元PACEの 結 果 を示 す 。 この 系 で は 、 一 次 元 目 にSDS不 在 下

のPAGEを 、 二 次 元 目にSDS-PAGEを 行 な った 。 図14のBか ら1、前 述 した ア クチ ン ー

DNaseI複 合 体 に 対 応 す る と思 わ れ る バ ン ド中 に は 、 実 際 に ア クチ ン とDNaseIを ほ ぼ

1:1の モ ル 比 で 含 む こ と が 判 っ た 。 図14のCに は 、SA-DNaseI溶 液 の 超 音 波 処 理 後

の 二 次 元PAGEの 結 果 を 示 し て あ る 。 こ の図 か ら 、SAとDNaseIが1:1複 合 体 を 形 成

し 得 る こ と の 他 に 、架 橋 さ れ た こ 量 体 とDNaseIの 複 合 体 や 完全 には 脱 重 合 し て い な い

SAブ イ ラ メ ン トの 断 片 とDNaseI複 合 体 が形 成 さ れ て い る こ と が 判 る 。 つ ま り 、SAは

DNaseIの 結 合 能 を 保 持 し て お り、 超 音 波 処 理 は そ の 複 合 体 の 形 成 を 加 速 す る よ うに 見

え る 。

C.SA-DNaseI溶 液 にお ける超音 波処理 の効 果 上述 したSAとlDNase'1と の 柑

互 作 用へ の超 音波処 理の1影響を 、粘 度 とDNase活 性 か ら調 べて みた。SAとDNaseIの

混 合溶液(モ ル比1:1)を 低塩 濃 度下 で放 置 してお いて も、重 合条件 の溶 媒中 の とき

と同様 に、溶 液 の粘 度 は ユ 時間 ぐ らいの 間 には ほ とん ど 減少 しなか った 。但 し、 このと

き の粘 度 の値 は 、SA.の 性 質 と してF一 ア クチ ンの 約半 分で しかな い ことは既 に述 べた通

りであ る。 この混 合溶 液 を超音 波処 理 す ると 、粘度 ・DNase活 性 とも に大 きく減少 し、そ

の 回復 は見 られ なか った(図15)。 同 条件 下でDNaseIの みを超 音波処 理 して も、 そ

の活性 は変 化 し なか った 。 これ は 、DNaseIが 超 音 波処 理 で生 じたSAフ ィ ラ メン トの

断片 の再 会 合を 阻止 してい ることを示 唆 す る。そこで 、 も っと直 接に この効 果 を調 べ る

ため に、 重合条件 下でSAを 超 音波処 理 し、ただ ちにその溶 液 にDNaseIを 加 えると い

う実 験を 行 な った 、その結果 を 図16に 示す 。SAを 重合条 件 下で超音波 処理 す ると、粘

度 は一度 は 滅少 し、しか しすぐ に回復 す る 。ところが 、SAを 同条 件下 で超音 波処理後 た

だ ちにDNaseIを 加 え ると 、溶 液 の粘度 は超音 波処 理直後 の値 、つ ま り完全 重合 した

アクチ ンと脱 重合 した ア クチ ンの中間 の値 にと どま り、1時 間た ってもほ とん ど変化 し

なか った。未処 理 の アクチ ンで は同様 な操 作 は著 し くDNaseIに よる脱 重合 を加速 し

て しま うの で 、そ うした ア クチ ンフ イラ メン トの断 片 の再会合 の 阻 止が起 こ ってい るの

か ど うか 不明 であ ったが 、 この結果 はDNaseIが アクチ ン ブイラ メン ト断片 の再 会合
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図14PAGEに よ るSAとDNaseIの 結 合 実験.

PAGEはLaem皿liの 系 で 分 離 ゲ ル に8%(SDS不 在 下)ま た は13弩(SDS

存在 下)を 用 い て 行 な っ た 。 す べ て の 試 料 に お い て 、 ア クチ ン とDNaseIは 等

モ ル で 混 合 して あ る 。(A)のPAGEに お い て 、 ゲ ル に 添 加 したDNaseIの 量 は

一 定 で あ る 。

(A)SDS不 在 下 のPAGEl.DNaseI,2.G一 ア ク チ ン 十DNaseI,3.F一

ア クチ ン 十DNaseI,4.SA(G一 バ ッフ ア ー 中)十DNaseI,5.超 音波 処 理 し

た4と 同 じ試 料.

(B)と(C)は 、上 述 の2と5の 試 料 を 二 次 元PAGEし た も の 。

39



SONICATION

↓

ゼ 噛 」
§α1/
臣!b
oり づ 《20%

㌦禦」爵
030609020h

T!ME(min)

図15SA-DNaseI溶 液 に対 す る超 音 波 処 理 の効 果 ・

G一 バ ッフ ア ー 中 のSAを 低 塩 濃 度 下 で 等 モ ル 混 合 し(SA,0.4皿g/皿1:DNaseI,

0.3mg/ml)、 そ し て 一 時 間 放 置 し た 。 そ の 後 、 五 秒 間 超 音 波 処 理 した 。()内 の

数 字 は 、DNase活 性 の 相 対 値 を 示 す 。

(○)・SA-DN・ ・eI溶 液(●)・SA単 独
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図16.DNaseIに よ るSAの 超 音 波 処 理 後 の 粘 度 回復 の 阻 害.

重 合 条 件 下 のSAを 五 秒 間 超 音 波 処 理 し 、た だ ち に等 モ ル のDNaseIと 混 合

し た 、(ア ク チ ン,0.50皿g/ml:DNaseI,0.37mg/皿1)。F一 ア ク チ ン も 同

様 に 処 理 し 、超 音 波処 理.自 身 はDNaseIに よ る脱 重 合 を 加 速 す る こ と を 見 た 。

(O)・sA単 独(●)・sA+DN・ ・eI(口)・F一 ア ク チ ン+

DNaseI.
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阻害 因子 と して機能 して いると考 え ると うま く説明 で きる 。

D。SAへ のDNaseIの 結合様式 低 塩濃度 下でSAとDNaseIを 混合 して も

見 か け上 粘度 ・DNase活 性 にほ とんど変化 が な いこ とは既 に述べ たが 、この溶 液 に塩を

加 え てもも はや粘 度 の上 昇が起 こ らな い ことが 判 った 。これ は、塩 濃度 を上昇 させ たと

きのSAブ イ ラメ ン トの構 造 変化 と い うのが フィ ラ メン トの長 さ分布の変 化 、つ ま りブ

イ ラ メン トの会合 を伴 うものであ ると考 え るな ら、前述 したSAブ イラ メン ト断片 の再

会合 をDNaseIが 妨害 す るとい う事実 とま った く矛盾 しない 。SAブ イ ラ メン トが(ま

たはそ の断片 が)末 端で会合 してい くとす るな ら、DNaseIがSAフ ィ ラ メン トの末 端

に結合 し、それ ら の会合を妨 害す る と考 えると うま く説明 で きそ うであ る。も しそ うな

ら、この塩 濃度 に依存 したSAブ イ ラメ ン トの構 造 変化 は、DNaseIが ア クチ ン分 子 の

モ ル数 よ りもず っと少 ししか存在 しな くて も 、か な り阻害 され て しま うだ ろう。そ れを

確 め るた めに 、塩 濃度 依存性 のSAフ ィ ラメン トの構 造 変化を 、DNaseIの 量 を変 えて

謂 べ てみた 。 図17に 示す ように、SAの 塩 添加 に伴 う粘度 上昇 は、DNaseIのSAに

対 す るモ ル数 が0.5ぐ ら いで完全 に起 こ らな くな った 、一方 、未処 理 アクチ ンのG-

F変 換 の 完全 な阻害 には 、ア クチ ンと等 モル のDNaseIを 必要 と した。 また 、DNaseI

と混合 す る前 にSAを 超音 波処 理 してお くと、塩 に よる粘度上 昇 の完全 な阻害 には 、ア

クチ ンとほ ほ等モ ル のDNaseIが 必要 に な った 。この結果 は 、定 性 的に は上述 のDNaseI

の フィラ メ ン ト末 端 で の結合 と い う見方 を支持 す るもの であ る。

も し、DNaseIで 末 端を ふ さが れ て しま ったSAブ イ ラ メン トが生 じたとすれ ば 、そ

れ はア クチ ン の重合 の種 とな ることが もは やで きないだ ろ う、つま り重合 の加速効 果を

消 失 している と期 待 され る。図18は 、SA-DNaseI溶 液 がG一 ア クチンの 重合を加 速

す るこ とが で きな くな ってい ることを示 して いる。図18の 実験 で 、SAとDNaseIの

モ ル 比は1:0,6で あ り、これはSAの 塩 によ る構造 変化 は 完全 に阻害 され てい るが 、

しか し超音 波処 理 したSAで は まだ塩を加 えた ときに粘 度上昇 が見 られ るよ うなDNaseI

の量 であ る。 そこで 、SA-DNaseI溶 液 を超音 波処理 してか らG一 アクチ ン溶液 に加 え

る と 、DNaseIの 影響 を うけて いな いSAブ イ ラメン トの断片末 端が生 じて 、図18

に み られ るよ うに 重合 の加速効 果を 回復 したと考 えられ る。

以上 述べ た結果 は 、少 な くと もSAブ イ ラメ ン トの末 端はDNaseIを 結 合 してい る

こ とを示 して いる。
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図17様 々 な 量 のDNaseI存 在 下 で の 未 処 理 ア ク チ ン(A)SA(B)

超 音 波 処 理 し たSA(C)の 塩 に よ り誘 導 され る構 造 変 化 の 阻 害.

塩 に よ り誘 導 さ れ る構 造 変 化 の 度 合 は 、 塩 を 加 え た 時 に起 こ る粘 度 の 上 昇

の1,DNaseI不 在 下 の 値 を100%と し て 、'粘度 の 変 化 か ら求 め た 。
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図18.DNase正 共 存 下 で のSAの 重 合 加 速 効 果 の 消 失.

G一 ア ク チ ン溶 液(0.6mg/ml)に 加 え たSAの 量 は 、 すべ て 一定 で あ っ た

(最 終 濃 度,4・ μ9/・1)・SAま た 。まSA-DNaseI溶 液(モ ル 比 ・1:0・6)

を 加 え た 後 、 た だ ち にKCIを 最 終 濃 度20mMと な る よ うに 加 え た 。重 合 は 、

25。Cで 進 行 させ た 。

(O)・G一 ア クチ ン 単独(●)・c一 ア ク チ ン+SA

(口)・G一 ア クチ ン+SA-DN・ ・el溶 液(■)・G一 ア ク チ ン+

超 音 波 処 理 し たSA-DNaseI溶 液
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El・ ア ク チ ン ーDNaseI溶 液 のCDア ス ペ ク トル さ て 、SAは 超 音 波処 理 を した 後 に

はか な りの量 のDNaseIと の1:1複 合体 を形 成 し得 ることが判 ったが 、ではそ の複 合

体 中でSA愈 子 は どのよ うな構 造を と って い るの だ ろ うか 。未処 理の アクチ ンでは、 アク

チ ン分 子が複 合体 中 でG一 アクチ ン型 の構 造 を と って いる ことが、E田 スペ ク トル(76)

と結合 ヌ ク レオチ ドの交換 速度 の実験(77,78)か ら示 唆され てい る。この研 究 では 、複

合 体 中で の アクチ ン分子 の構 造 の示標 と して近 紫外 領域 のCDス ペ ク トル を甫 いた 。一般

的に 言 って、 この領域 のCDス ペ ク トルは蛋 白質 中の側鎖(TyrやTrpな ど)に 由来 し、

そ のまわ りの環境 に対 して敏 感 であ る。前述 した よ うに 、この領域 の アクチンのCDス ペ

ク トル はG-F変 換 す ると大 き く変化す るし、 また尿素 処理 やEDTA処 理 して重合能を 失

った ア クチ ンはG一 アク チ ンともF一 ア クチ ンと も異 な り、ほ とんどCDバ ン ドを示 さな

くな って し まう。そ れ赦 、DNaseIと 複合 体 を形 成 した後 のSAが どの よ うな形の スペ ク

トルを 示す か は、その分 子 の構 造を よ く反 映 す ると期待 さ れ る 。また 、好都合 な こと に、

DNaseI自 身 はこの領域 にほ とん どCDバ ン ドを与 えない ので 、スペ ク トルの解釈 は比

較 的簡 単 であ る 。

まず 、G一 アクチ ン とDNaseIを 等モ ル混 合 して 、CDス ペ ク トルを測定 した結果 が 図

・91のAで あ る.図 ・9←Aに は 、DN・・eIと ・一 アクチ ンのスペ ク ト・5韓 純 に動

合 わ せて計算 したスペ ク トルも描 いてあ る。 これを見 て判 るよ うに 、G一 アクチ ンーDNaseI

複 合体 のCDス ペ ク トルは 、各 々の スペ ク トルを 単純 に重 ね合 わせた もの に非常 に近 か っ

た.こ のCDパ ター ンは アクチ ン分 子か らの寄 与が ほとんど であ ることを 考 えにいれ ると、

これ は複合体 中でア クチ ン分子 が溶 液 中のG一 アクチ ンとほほ 同 じ三次構 造を と って い る

ことを示 して いる と考 え られ る。 このスペ ク トルは 、溶液 に塩 を加 えて重合条件 に して測

定 しても変化 しな か った。

F一 アクチ ンとDNaseIの 混 合溶 液のCDス ペ ク トル の測定 には 、少 し注意を必 要 とす

る 。Murphyが 報 告 してい るように、F一 アクチ ンはCD測 定 用 のセ ルへ試 料 をいれた時 に

おそ ら く配向 し てし まい 、その配 向に由 来す る二 色性 が観察 される(15)。 この ブイ ラ

メン トの配向が 実際 に生 じて い ることは 、偏 光板 を使 えば簡単 に確認 できた 。 また 、この

ブ イ ラ メン トの配 向が起 こ ってい るこ とは、CD測 定 時 にセルを 回転 す ると大 きく測定 値

が 変化す ることか らも判 るの で、実 際の測定 の 際に はこの よ うなセ ルの 回転 に伴 う測定 値

の 変化 が起 こら な くな るの を待 って行 な った 。 通常 この緩 和 には 、F一 アクチ ン(
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図19G一 ア クチ ン ーDNasel(A)F一 ア ク チ ン ーDNaseI(B)SA-

DNaseI(C)溶 液 の 近 紫 外 領 域CDス ペ ク トル.

各 測 定 は 、 等 モ ル 混 合 溶 液(20μMATP存 在 下)に 対 し て 行 な った 。 この ス

ペ ク トル で は 、ATP由 来 の 円 偏 光 二 色 性 は 補 正 し て あ る 。縦 軸 は 分 子 楕 円率 、 即

ち 、1:1複 合 体 当 り の 分 子 楕 円率 を 表 わ し て い る 。 実 測 さ れ た スペ ク トル は 実

線 で 、 計 算 さ れ た ス ペ ク トル は 破 線 で 示 し て あ る 。

計 算 さ れ た ス ペ ク トル:(1)G一 ア ク チ ン ーDNaseI,(II)F一 ア ク チ ン ーDNaseI,

(III)重 合 条 件 下 のSA-DNaseI.

(A):G一 ア ク チ ンーDNaseI溶 液

(B):LF一 ア ク チ ンーDNaseI溶 液,2.超 音 波 処 理 し たF一 ア ク チ ン ー

DNaseI溶1夜.

(C):1.SA-DNaseI溶 液,2.混 合 に 先 立 って 重 合 条 件 下 で 超 畜 波処 理 した

SAとDNaseIの 混 合溶 液,3.超 音 波処 理 したSA-DNaseI溶 液.
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1mg/皿1以 下)を セ ル に 移 し て か ら2～3時 間 を 要 し た.も っ と 簡 便 に は 、 セ ル に 移 す

前 に 試 料 を 超 音 波 処 理 し て お く と 、 こ の ブ イ ラ メ ン トの 配 向効 果 を 除 くこ と が で き 、F一

ア ク チ ン 単独 の ス ペ ク トル を 測 定 し た 限 りで は 、 測 定 結 果 は セ ル 中 で 配 向 の 緩 和 を さ せ た

も の と ま った く同 じ で あ った 。DNaseIとF一 ア クチ ンの 混 合 溶 液 の 場 合 に も 、2～3時 間

セ ル 中で 放 置 す るか 、セ ル に 移 す 前 に 超 音 波 処 理 す る か の ど ち ら か の 操 作 が 必 要 だ った 。

図19-Bに こ う して 測 定 したF一 ア ク チ ン ーDNaseI溶 液 の スペ ク トル を 示 す 。図19-A

と 同 様 に 、 計 算 し たG一 ア ク チ ン ーDNaseI、F一 ア ク チ ン ーDNaseI複 合 体 に対 応 す る ス

ペ ク トル も 描 い て あ る 。2～3時 間 セ ル 中で 放 置 し た 後 の ス ペ ク トルは 、こ の間 にDNaseI

はF一 ア クチ ン の 脱 重 合 を 促 す の で 、 計 算 さ れ たF一 ア ク チ ン ーDNaseI複 合 体 の スペ ク

トル か ら は ず い ぶ ん と ず れ て い た 、 実測 の スペ ク トル は 、 ち ょう どG一 ア ク チ ン ーDNaseI

複 合 体 の ス ペ ク トル とF一 ア ク チ ン ーDNaseIの そ れ の 中 間 の よ うに 見 え る 。 も う少 し定 量

的 に 言 うた め に286nmに お け る分 子 楕 円率 を 尺 度 と す る な らば 、 こ の ス ペ ク トル は40%

のF一 ア ク チ ン型 の構 造 を し た ア ク チ ン分 子 の 存 在 を 示 し て い る 。 な ぜ な ら 、G一 ア ク チ ン

ーDNaseI複 合 体 の 計 算 し た ス ペ ク トル は こ の 波 長 で は 分 子 楕 円 率 が ほ ぼ0な の で 、 こ

の 値 は す べ てF一 ア クチ ン型 を し た分 子 か ら の 寄 与 だ と考 え ら れ る か らで あ る 。 こ の40%

と い う値 は 時 間 と と も に滅 少 し て い った が 、5時 間 放 置 して も0%に は な ら な か った 。

F一 ア ク チ ン ーDNaseI溶 液 を 超 音 波 処 理 して か ら測 定 して や る と 、 このF一 ア ク チ ン型

の 分 子 の 割 合 は20%ぐ ら い で あ った 。 も し 、 ア クチ ン が 安 定 な構 造 と し てG一 ア クチ ン

型 かF一 ア ク チ ン型 の 溝 造 し か と り得 な い も の な ら 、 こ の 結 果 はF一 ア クチ ン の 脱 重 合 が

完 全 に は 進 行 し て い な い こ と を 示 して お り 、 ま たF一 ア ク チ ン の脱 重 合 の 結 果 生 じた ア ク

チ ン ーDNaseI複 合 体 中 で ア クチ ン分 子 はG一 ア ク チ ン型 の構 造 を と って い る こと を 示 唆

す る 。 し か し 、現 状 で は ア クチ ン がG,F一 状 態 以 外 の構 造 を と る こ と も 否定 で き な い の

で 、F一 ア ク チ ン ーDNaseI溶i液 のCDス ペ ク トル がG一 ア ク チ ン ーDNaseIの そ れ と 重

な ら な い と い う 結 果 の 解 釈 は 一 義 的 で は な い 。事 実 、HitchcockはG一 ア ク チ ン ーDNaseI

複 合 体 とF一 ア ク チ ン の脱 重 合 の 結 果 と して得 た ア ク チ ン ーD暦aseI複 合 体 に お い て 、ア

クチ ン に 結 合 し て い る ヌ ク レオ チ ドの 溶 媒 中 の そ れ と の 交換 速 度 が 、後 者 の 方 が 同 一 条件

で 約 四 倍 速 い と い う こ とを 報 告 し て お り(77)、 こ れ ら二 通 りの 方 法 で 得 た 複 合体 中 で

ア ク チ ン が 違 った 構 造 を と って い る 可能 性 も 十 分 に あ る 。

SAとDNaseIの 混 合 溶 液 を 、2時 間 セ ル 中 で 放 置 後 、CDス ペ ク トル を 測 定 した の
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が 図19のCで あ る 。SA-DNaseI溶 液 のCDス ペ ク トル は 、F一 ア クチ ン ーDNaseI複

合 体 の 計 算 し た ス ペ ク トル に た いへ ん 近 か った 。286n皿 の分 子 楕 円率 か ら 言 う な ら 、90傷

以 上 の 分 子 がF一 ア ク チ ン 型 の 状 態 に あ る と 言 え る 。 こ の ス ペ ク トル は 、 更 に3時 聞 放 置

後 に測 定 し て も 、 ほ とん ど 変 化 し な か った 。超 音 波 処 理 す る と 、 ス ペ ク トル はほ ぼ40%の

F一 ア ク チ ン 型 分 子 を 含 む程 度 に ま で 変 化 し 、F一 ア クチ ン ーDNaseI溶 液 に お い て 観 察 さ

れ た も の と 酷 似 し て い た 。粘 度 測 定 に よ る と 、超 音 波 処 理 し たSAを た だ ち にDNaseIと

濡 合す ると 、その 粘度 は完全重 合 と脱重合 した状態 の値の 中間 の値 を保 ち続 け ることが 、

既 に述 べ た よ うに、判 った 。それ と同 じよ うに 試料を処 理 し、そのCDス ペ ク トルを測定

してみ ると 、超音 波処理 を混合 後 に行 な ったSA-DNaseI溶 液と超 音波処 理 しないもの

の スペ ク トルの 中間の もの とな り、そ のスペ ク トル は更 に3時 間た って もほとん ど変化

しなか った 。

これ らのCDス ペ ク トルか ら得た結 果 は 、既1に述 べ て きた粘度DNase活 性 ・SDS不

在 下のPAGEの 結果 とま ったく矛盾 しない 。
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考 察

1.F一 状態 の固定 化

まず この研 究で は、二価 性 イ ミ ドエ ステルをF一 アクチ ンに対 して架橋 試薬 と して用 い

ること によ り、 アクチ ンのF一 状 態が塩濃 度に よ らずに実現 されるこ とを み た.F一 アク

チ ンの 状態で スベ リン酸 羅 ミ ドエ ステル と反応 させ た アクチ ンは、もは や塩濃度 を下 げて

も脱 重 合を起 こ さず 、普 通のF一 アクチ ンな ら速 や かに脱 重合 してい く0.6MKI中 で す

ら重合状 態 を保 持 して いた 。この よ うな現象 は、一価性 で あ るカプ ロン酸 イ ミ ドエ ステ ル

で リジン残 基を 修飾 しただ けで は起 こらず、 また コ ハク酸 イ ミ ドエ ステルの よ うな短 い架

橋試 薬(反 応 基間 距離 は0.5n皿 程 度)で 反応 させ て も実現 され なか った 。この ことは、

この現象 が コ ハク酸 イ ミドエ ステル で は架橋 で き ないよ うな距離 だ け隔 た った リジ ン残 基L

間 の架 橋が原 因 であ ることを 強 く示 唆す る 。同様 に 、おだ やか な還 元条件 で架橋 の開裂が

起 こ るよ うな架橋 試薬 であ るDTBPで 処理 したF一 アクチ ンの実験 結果 は 、架橋の 開裂

でF一 状 態 の固定 化現象 が失 われ て い くことを示 してお り、架 橋 の導入 が この現象 の原 因

であ ると い う見方を 支持 す る。SAは 、分 子間架 橋生成 物 をゲル ロ過 で除 いた後 でも アク

チ ン分 子 当 り約1個 の架 橋 を分子 内に含 むので 、こ の現象 は特 に分子 内に導 入 され た架 橋

の効果 に よる もの と考 え られ る。なぜ ならSAは 実際 には分 子間架 橋 された分子種 を全体

の15%弱 含 んで はい るが 、こ れ らが残 りの85%の ア クチ ンに まで非 脱 重合性を 付与 する

とは考 え に くい し、非常 に よ く分子 間架橋 が形成 され るPBMで 処 理 したF一 ア クチン(分

子 間架橋 物は全体 の50彩 を越 え る)は 、SAに 比べ れ ばず っと よ く脱 重合 した とい う結果

か ら、分 子 間架 橋物 の 存在 はSAの 脱 重合性 にはほ とん ど関係 ないと思 われ るか らであ る。

それ 故 、この論 文で述 べ た結果 は 、分子 内架橋 の 導入 によ って蛋 白質 の 三次構 避 があ る一

っの機 能状 態 に固定 化され た ためであ ると 、つ ま り序 論で述 べた よ うな架僑 反応 の効果が

実 現 された の だと解 釈 され る。 このよ うな架 橋反 応に伴 う蛋 白質機能(ま たは構 造)の

固 定化 は過 去 にい くつかの 報告 があ るが(79,80,81)、 二価性 イ ミ ドエ ステルを用

いて の例 と して は貴 重な もの であ る 。スベ リン酸 イ ミ ドエス テルを 用 いた例 としては ・∫

ヘモ1シ アニ ンの状態 の固定 化 の報告 が あ る(82)。

F一 ア クチ ンの スベ リン酸 イ ミ ドエ ステルの修 飾 では 、上述 のよ うに機能 状態 の固定 化

が みられ たのであ ったが 、同 じ試 薬 によ るG一 ア クチン の修 飾 は 、分子 内架 鷹 の生成や

リジン残 基 の修飾 がSAと 同程 度 に検 出され るの にも関 わ らず 、機 能状 態の凍 結を もた
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ら さなか った 、架橋 後 のG一 アクチ ンは 、G->F→Gと いう変換 を行 ない得た 。これは 、C一

ア クチ ンの 中に導入 された分子 内架 橋 は、SAの それ とは部位 が異 な ってい ることを示 して

い る。なぜ な ら、も し同 じ部 位に架 橋が形 成 され てい るとす るなら 、仮 りに それ がGラF

変 換を 妨害 す ることが なか ったと して も 、F->G変 換 は 妨害 され ると期待 され るか らであ る。

ア クチ ンの中の19個 の リジン残基 の反応 性 がG-F変 換 に伴 って大 き く変化 す ることが

報 告 され てい るので(24)、 この よ うなG一 状 態とF一 状態 の架 橋 反応 で導入 され る架橋

の部位 が異 な ると い うこ とはあ りそ うなこ とであ る 。

2.SAの 諸性 質 一分 子 内架橋 の効 果 一

この論 文で は、SAの もつ性 質を いろ いろな側面 か ら調べ てみた 。ま ず、SAの 低 塩濃 度

下で の フィラ メン ト擁 造が 、よ く知 られ て いるF一 ア クチ ンの ものと くらべて 、ず いぶん

と くずれ て い るよ うに見 え るこ とが 電子顕 微鏡 観察 に よ り判 った。 これは 、アクチ ンの持

つ電荷(中 性 付近 で は負の電 荷を 持つ)が フィ ラメン トの規 則性 を乱 す原因と な って いる

た めだ ろ う。つま り、 アクチ ン上 の同種 の電 荷 が アクチ ンー アクチ ン間 の反発 力と して働

い てお り、塩を加 えると この分子上 の電荷 が し ゃへ いされ て通常観 察 され るよ うなF一 ア

クチ ンの二 重 らせん状 の ブイ ラメン ト構造 へ と転 移 するのだ ろ う。事 実 、 アクチンー アク

チ ン間の 結合 には疎水 結合 とし ての性 質がか な り存在 して い ることが高圧 化で アクチ ンが

脱 重合 す る ことか ら示 唆 され て お り(83)、 た とえ少 し ぐらい静電的 な反発 があ っても 、

ア クチ ンー アクチ ン間 の接触 が疎zk結 合で 維持 され ることは期待 され る。SAが 低 塩濃 度

下で約50～60%し か沈殿 と して回収 され ないと い う結果 は、 フィ ラメ ン ト間 のか らみあ い

の 度合 の小 ささ やブ イラ メン トの長 さ分布 のF一 アクチ ンとの違 いか ら、SAの 臨界濃 度の

小 さいこ とと矛盾 な く説明 で き る。それ故 、SAへ 塩 を加 えた とき に起 こるフィラ メン トの

構 造変 化 とい うの は 、単 に フ ィラメ ン トがピ ンと伸 びた もの に なるだ けではな く、フ ィラ

メ ン トの 長 さ分布が 長 い方 にずれ る ことも起 こ って い るに違 い ない。

SAの 性 質を調べ てい るう ちに、SAは も しかす ると完全 な変性状態 に転移 す ることが分

子 内架橋 に よ り妨害 さ れるの では ないか と考 えた 。 しか し、尿 素を 用 いたSAの 変性 実験

か らは 、未 処 理 アクチ ンよ りい くぶん か 尿素 によ る変性 に対 して 抵抗性を も つことが判 っ

た ものの 、最終 的 には尿 素6～8M存 在 下で は禾処 理 アクチ ンと 同様 に変性 して しま うこ

とが判 った。 この 論 文中 に結 果は示 さなか ったが 、遠紫外 領域 のCDス ペ ク トル の観察 で

もSAは 濃 い尿素 の存 在 下で二次構 造を ほ とん ど失 うことが判 った 。そ して 、未処 理 アク
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チ ンが そ うであ る ように 、単 に透 析 で(Caイ オン 、ATPの 存在 下)で 尿 素を 除 いただけ

では完 全 なア クチ ン分子 の三次構 造 の再生 は なされ ず、近紫 外領域 の アクチ ンの特 微 的な

CDバ ン ドは 回復 しなか った し、遠 紫外 領域 のCDス ペ ク トルも尿素処 理前 のも の までは も

ど らなか った 。つ ま り、SAに 導 入さ れた分子 内架橋 は 、わ ずか に尿素 によ る変性 に対 して

抵 抗性を 与 え るもの の 、ア クチ ン分子 の三 次構 造 の全体 的 な崩壊 に対 して はほ とん ど無効

であ り、 また その再生を 容易 にも しない 。分 子 内架 橋 をも った蛋 白質の変性 一再生 に関 す

る実験 は 、ア ジピ ン酸 イ ミドエ ステ ルで修飾 したRNaseAで の研 究が あ るが(84)、 こ

の場合 に も修飾RNaseAの 再生 速 度は 変わ らず 、か え って再生 分子の収 量 の低 下が 見 られ

た 。蛋 自質 内部 に一 つの架 橋が形 成 された と ころで 、そ の全体 的な二 次 三次 構 造の消失

再生 にはあ まり影 響を 与 えな いの だ ろ う。SAの 架橋部 位を 決定 す るための予備 的 な実 験

では 、架 橋 が比 較的一次構 造上で 近接 した リジ ン残 基間 に形成 されて いることを示 唆す る

結 果を得 てい る(本 論 文中 には結果 を示 して いな い)。 この よ うな場 合に はむ しろ、ア ク

チ ン分 子の 全体 的な構 造 の安定 化 に分子 内架橋 が効果 を もた ないのが 当然 であ ろ う。

3.ア クチ ン の非 脱重 合性 に つい て

脱 翼 合条件 にも関わ らず脱 重合 しない アクチンの 例は 、過 去 にい くつかの報 告があ る。

1)ア クチ ンを 尿素 に よ り変性 させ た後 、すべて のSH基 を カルボキ サ ミ ドメチ ル化 して

か ら再生 させた ア クチ ンは 、低塩濃 度 下で も重合 してい る(85/。

2)適 当 なキ レー ト剤で アクチ ン溶液 からCaイ オ ンを 除 くと、例 え低塩 濃 度 下で も完全

に重合す る(33)。

3)ATPの アナ ログ を 用い て、G一 ア クチ ンに ヌク レオ チ ドを共有結 合で 結合 させ ておくと 、

G→F変 換は 司能 だがF->G変 換 はもは やで き ない(86)。

4)キ ノコ毒 の フア ロイ ジンをF一 ア クチ ンに結 合させ ると 、0.6MKIに 対 して もF一

ア クチ ンは安定 に な る(87)。

1)に 対 してはど こに 原因を もと めれば よ いの かは っき りと しないが 、ア クチンのわ ずか

な構 造 の違 いが そ のよ うな現象 を生 じさ せた と しか 考え られな い。2)と3)は アクチ ン

の 重合に 二価 イオ ンや ヌク レオチ ドが大 きな影響 を持 つ ことを示 して い る。2)の 場 合 に

は 、ご く微 量のCaイ オ ンが 重合の 阻害 因子と して機能 す るこ とを示 してい る し、3)の

場 合 にはF一 ア クチ ン にヌ ク レオチ ドが 不 司逆 に結 合 して い ると もは や脱 重合で きな く

な って しま うことを示 して い る。4)は 小 さなペ プチ ドが アクチ ンに結合 するだ けで 、
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アクチ ンに非脱重合齢 与えられること フアロイジンの一次離 畢

を示 してお り、非 常 に興味深 い 。プ アロ

イジ ンの 一次構 造 を右 図に示 す 。

ここでは、特にヌクレオチ ドの重合に 〒H20H

灘灘◎灘 還1欝1∵1誰
馨

く変化 す るこ とが知 られ てい る。多 くのCH3

場 合 、 これ はG-F変 換 の結 果 と して理

解 され るが 、積 極 的 な意味を もつとは考

えられ な いだ ろ うか 。二価 イオン の場合

を 例に とれ ば 、ご く微量 のCaイ オ ンの 存在 で既に飽和 して しま うよ うなCaイ オ ン結

合部位 が アクチ ン分 子 にあ って 、この部位 にCaイ オ ンが結 合 していればG一 ア クチ ン型

の構 造を と り、そ の部 位 にMgイ オ ンや他の イオ ンが結 合す るとF一 状態 に転移 す ること

が 司能 にな るとす る。 も しそうな ら、その部位 に お ける二価 イオ ンの交換速 度が小 さ くな

れば 、同時 に アクチ ン分子 の状態 も一 つの機能 状 態にと ど ま り続 けるのでは ないか 。同様

な ことは 、ヌ ク レオ チ ドにつ いて も考 えられ る。そ の一 つの解釈 を図式 化 したのが 下図で

あ る。 　
● ●9●G-ACTIN

・●o●o●o

・i≡烈iま ∴ilP＼ る・や

・ ●
。 。 ㌧⑨ ・ ⑤ ・

末端禽 評 オチ　 粛 説 子 礒露分子
●ADP

●o.可P∴ 催 勺

.∠_δ ・ρ
。 ・o〈i)・

o●o

低 塩1鞭 高 塩膿 ●
.。 ♂-ACTIN

●

F-ACT1N

53



F一 ア クチ ンに結 合 してい るヌク レオ チ ドはADPで あ る。こ のF一 ア クチ ンの脱 重合 図式

で は、 まずF一 アクチ ンブ イラ メン トの末端 にお け るヌ ク レオ チ ドの交換 を想 定 す る。

そ の結 果生 じたF一 アクチ ンーATP複 合体 は 重合 状態 に存在 す ることが 不安定 化 され 、

ブ イ ラメン トか ら解 離 して い く。この図式 で は、脱 重合で き ないア クチ ンの報 告例 の3)

の結 果が 、 ア クチ ンに結 合 したヌ ク レオチ ドが もはや交換 で きな くな って いるか らだと し

て うまく説明 でき る。 この研 究 で も、SAに 結合 したヌ クレオ チ ドの交換 速度 が 、溶 媒条

件 に よ らず常 に未処 理 の アクチ ンよ り遅 い ことを 示 した 。同様 に、SAの 超音 波処 理後 の

粘度 の 回復 速 度が溶 媒中 のヌ ク レオ チ ドによ って影響 され るとい う結果 は 、ここで述べ た

図式の ブ イ ラメ ン トに おけるヌ ク レオチ ド交換 を支持 する 。つ ま り、超音波 処 理によ って

SAブ イ ラ メ ン トが 断片 化 され 、そ の結果 末端 の数 が増 しSAは 外液 中のATPを と りこ む

ことが で きる よ うにな る。そ して 、SA-ATP複 合体 は ゆ っく りとATPを 加zk分 解 す る

が 、ATPを 結合 して いる限 りSA断 片 の会 合は非常 にゆ っく りと しか進行 しな い。それ

故 、溶 媒 中に ヌ クレオチ ドが ない場合 やADPし か ない時 には 、仮 りに交換 が起 こって も

それ は会合 に不利 な状態 にSA分 子を しないのでSA断 片の再 会合 は速 やか に起 こ ると考

え られ る。ア クチ ンの重合 の定 常 状態 にな ってか らの単 量体 と重合体 の間 のア ラチ ン分 子

の交換 速度 が 、やは り溶 媒中 のヌ ク レオチ ドに依 存 して い るとい う報 告は(3の 、F一

ア クチ ンの末 端 に位置 す る分子 のヌ ク レオチ ドの交換を 想定 すると うまく説 明で き る。

ミオ シンで は 、分 子 内に導 入 した架 橋 がヌ ク レオチ ドの脱 離を 妨害 す ることが報告 されて

お り(88)、SAで もそ うしたヌ ク レオチ ドの 交換 速度 の減少 が起 こ ったため に非脱重 合

性 を得 た とも考 え られ る。

ヌ ク レオ チ ドや二 価 イオンの重 合 の制 御 因子 としての働 き は、OosawaandAsakuraに

よ って議 論 されて いる(5)。 しか し、脱 重合 に おけ るヌク レオチ ドや二 価 イオ ンの効

果 はあ ま り考 えに入れ られ てい ない 。これは おそ ら くア クチ ンの脱 重合過 程を再 現性 よ く 、

しか も定 量的 に調 べ るこ とが むず か しいため に 、十分 に現象 が 研究さ れてい な いか らだ

ろう 。た と えば 、F一 ア クチンが 脱重合 す る際 には まず ア クチ ンーADP複 合体 と して解

離 が起 こ り、続 いて溶 媒 中のATPが 結 合ADPと 置換 す ると考え られ る場 合が多 いが 、

その実験 上 のは っき り した証拠 は な い。特 に 、F一 ア クチ ンブ イラ メン トの末端 の ア クチ

ン分子 に結合 して い るヌ ク レオチ ドの状 態 につ いては議 論が多 い(89Lそ れ 故、上述

した 図式 も一 つの 可能 性を 示 したも ので しか ないが 、少 くと もこの論 文で述 べ た結果や
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既 に述 べ てきた よ うない くつかの結果 を説 明す るに は一番 も っとも ら しい ものであ る。

ア クチ ン分子 の全体 の構 造が分子 内架橋 によ って固定 化 されて い るわ けで ない とい うこと

を 考 えあわせ ると 、SAに お ける非 脱重 合性 は分子 内架 橋が 重合 の制 御部位(つ ま り、二

価 イオ ン結合部 位 やヌ ク レオチ ド結合 部位)の 構 造を 局所 的 に固定化 したた めに生 じた も

の と思 われ る。'

4.SAのDNaseIと の 相互 作用

SAは ア クチ ン分 子の性 質を調べ るため の一 つの 有効 な系 とな ることが期 待 される。SA

の利用 方法 と しては 、この研 究 で示 した ようにSAが 低塩 濃度 下で もフィ ラ メン トとして

存在す るこ とを利 用 して他 の蛋 白質 との 相互作 用を ひ ろい塩濃 度範囲 にわた って調べ るこ

とや 、 アクチ ンの脱 重合 因子 との 相互作 用を調 べ る ことなどが あけ られ る。実 際 、DNaseI

とSAの 相互作 用 の研 究 は、興 味あ るい くつかの知 見を与 えた 。

SAは 未処 理 のア クチ ンと くらべてDNaseIに よ る脱 重合を非常 にゆ っく りと しか起 こ

さな いが 、DNaseIと 結合 しさえすれは 重合能 を失 いCDス ペ ク トルもG一 アクチ ンの も

のに似 たも のと な った 。DNaseIの 存在 下で 見か け上SA溶 液 の粘度が ほ とん ど減少 して

い な い状態 で 、既 にSAがDNaseIを 結 合 して いることが い くつか の実験 か ら明 らか にな

った.そ して 、そ のDNaseIのSAフ ィ ラ メン ト上 の結合部 位が少 くとも末端を 含ん でい

るこ とを示 した 。この末端 での結合 を確 め るため に、 いろ いろな量 のDNaseI存 在 下の

SAの 塩 によ る構i造変化を 調べ た.も し、理 想 的な状 況が実現 されて い るとすれ ば 、SAの

塩 に よ る構 造 変化 を完全 に阻害 す るのに必要 なDNaseIの 量はSAフ ィラ メン トの末 端の

数 に等 しくな ると 考 えたのであ る。実験 結果 は 、 アクチン分 子と等 モル必要 なわ けではな

　

いが 、しか しその約%く ら いの モ ル数 のDNaseIを 必要 と した。確か に これ は期待 した結

果 とは 異な るが 、塩に よ る構 造 変化 に関与 す る部位 、つ ま りブイラ メン ト末端へ のDNaseI

の結合が104M-1よ りはず っと大 きレ・結合定 数を も つこ とを 示 してお り 、他の結果 と

考 えあわ す と 、SAブ イラメン トの末端 は フィラ メン トの他 の部位 よ りもDNaseIに 対 し

て高い親 和性 を示 す と結論 で きる 。も っと定 量的 な解 析は(例 えば 、その高 親和 性 部位 の

個 数 や そρ結 合定数 の決定 な ど)・ 対象と す る系 が平 衡状 態 にな く・ しかも不均 一 な系で

あ るた め に 行 な え な か った 。

未 処 理 のF一 ア クチ ン のDNaseIに よ る脱 重 合 は 、 い く つ か の 段 階 か ら な る と 考 え ら

れ て い る(75)。 ・そ れ を ま と め て み れ ば 、次 の よ う に な る だ ろ う 。
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1)F一 ア ク チ ン と 共 存す る 臨 界 濃 度 の ア ク チ ン単 量 体 とDNaseIが 結 合 し 、G一 状 態 の分

子 を 重 合 体 一 単 量 体 間 の 平 衡 に 加 わ る こ とが で き な くす る こ と で 、 脱 重 合 させ て い く 。

2)F一 ア ク チ ン に 直 接 結 合 し 、 フ ィ ラ メ ン ト構 造を 不 安 定 化 し て 脱 重 合 しや す くす る 。

特 に 、2)の 経 路 は 、F一 ア クチ ン のDNaseIに よ る 脱 重 合 が 比 較 的 速 や か に 進 行 す る こ と

に 大 き な意 味 を も つ 。 何 故 な ら 、 も し1)の 経 路 が 主 要 な も の な ら 、EDTAや プ ロフ イ リン

と い ったG一 ア ク チ ンの 変 性 剤 ま た は 重合 阻 害 因 子 もF一 ア ク チ ン の 速 や か な脱 重 合 誘導

因 子 と な るは ず だ が 、 そ の よ う な現 象 は 実 際 に は 観 察 さ れ な い か ら で あ る 。2)の 経 路 が 実

際 に 起 こ る こ と は 、Hitchcockら に よ って 報 告 さ れ て い る(75,77)。 即 ち 、

a)電 顕 観 察 に よ れ ば 、DNaseIの 存 在 下 でF一 ア クチ ン の フ ィ ラ メ ン ト構 造 が 全体 に わ た

っ て く ず れ て く る こ と が 判 る 。

b)ゲ ル ロ過 で 、 ア ク チ ン とDNaseIの1:1複 合 体 が 溶 出 さ れ て く る位 置 よ りも高 分 子

量 に 対 応 す る と こ ろ に ア クチ ン とDNase正 が 一 緒 に 溶 出 さ れ て く る 。

c)こ の 論 文 の 結 果 で は そ の 差 が は っき り と しな か った が 、F一 ア ク チ ン ー-DNaseI溶 液

の 粘 度 の 減 少 よ りDNaseI活 性 の 減 少 の 方 が 先 行 す る 。

以 上 の よ う な 実験 結 果 か ら 、DNaseIが ま ずF一 ア ク チ ンの フ ィ ラ メ ン トに 結 合 し 、 そ の

ブ イ ラ メ ン ト構 造 を 不 安 定 化 す る と 考 え ら れ て い る 。 しか し 、 こ の 論 文 中 で 述 べ た よ うに 、

SAは 超 音 波 処 理 な ど を し な い 限 りは 数 時 間 の 間 はDNaseIを 結合 し な い か の よ う に ふ る

ま っ た.同 様 に 、F一 ア クチ ン ー フ ア ロイ ジ ン 複 合 体 もDNaseIに よ る速 や か な 脱 重 合

を 起 こ さ な い 。 そ の こ と を 利 用 して 、F一 ア ク チ ンー プ ア ロ イ ジ ン複 合 体 へ のDNaseIの

結合 定 数 を 共 沈 実 験 に よ り測 定 す る と 、1・4M-1で あ った(78).こ の研 究 の 共 沈 実 験

の 結 果 は 、SAフ ィ ラ メン トへ のDNaseIの 結 合 定 数 も ほ ぽ そ れ ぐ ら い で あ る こ と を 示 し

て い る 。 そ れ 故 、 こ の よ う なDNaseIの ブ イ ラ メ ン ト状 態 のSA(ま た は ・F一 ア ク チ ン ー

プ ア ロ イ ジ ン複 合 体)へ の 低 い 親 和 性 が 、DNaserに よ る脱 重合 が ゆ っ く り と しか 進 まな

い こ と の 原 因 で あ ろ う 。換 言 す る な らば 、 先 に 述 べ た 経 路 の2)が 起 こ ら な い た め に 、SA

のDNaseIに よ る 脱 重 合 は 遅 い の に 違 い な い 。

こ れ らの 知 見 と 矛 盾 し な い よ うに 、2)の 経 路 の 内 容 を も う少 し詳 し く考 え て み よ う。

お そ ら く、 そ れ に は 二 通 りの 図 式 を 想 定 す る こ と が で き る ・ ま ず ・そ の 一 つ の 図 式 を 次 の

ペ ー ジ に 示 す 。
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こ の 図 式 は 、DNaseIの ア ク チ ン フ イ ラ メ ン トへ の 結 合 に は少 な くと も二 つ以 上 の状 態

が あ る と 仮 定 し て い る 。、
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一 一 ≠瞬 ト隅r巳L偉 騰1
ま ず ア ク チ ン フ イ ラ メ ン ト中 の ア ク チ ン分 子 どDNaseIは 結 合 定 数104～ 「1程 度 の 弱

く 、 そ して 司 逆 的 な 結 合 を す る 。 そ し て 、通 常 のF一 ア クチ ン で は あ る確 率 で も ってDNaseI

と の 結 合 を も っ と強 く 、 実 際 上 不 司 逆 な もの へ と 変 化 さ せ る。 こ の 図 式 の 上 で 、(II)の

複 合 体 中 で はDNase活 性 は 阻 害 さ れ て い る し 、 そ の と き ア クチ ン分 子 の構 造 も 重 合 状 態

が 不 利 な も の と な って い る 。SAやF一 ア ク チ ンー プ ア ロ イ ジ ン複 合 体 で は 、(1)か ら

(II)へ の遷 移 が 非 常 に 遅 い 速度 で しか 起 こ ら な い た め に 、DNaseIに よ る脱 重 合 に抵 抗

性 を 獲 得 して い る の だ ろ う 。F一 ア クチ ン ー フ ア ロ イジ ン複 合体 で 得 ら れ た104「1と い

う結 合 定 数 は(1)の 複 合 体 形 成 の も の と考 え ら れ る 。つ ま り、SAに 導 入 さ れ た架 橋 は(1)

か ら(II)へ の 構 造 変 化 を 妨 け る こ とで 、DNaseIのSAブ イ ラ メ ン ト中 の 分 子 へ の 結 合

定 数 を 見 か け 上 小 さ く し て い る 。 こ の 図 式 で 、 実1験結 果 は う ま く説 明 す る こ と が で き る 。

も う 一 つ の 図 式 は 、F一 ア ク チ ン が堅 固 な構 造 を も った フ ィ ラ メ ン トで は な く 、 そ の フ

ィ ラ メン ト中 の 各 分 子 の 構 造 も厳 密 な意 味 で のF一 状 態 の ま わ りを ゆ ら い で い る こ と を

考 え に い れ る 。 つ ま り、DNaseIは 厳 密 な 意 味 で のF一 状 態 の分 子 に は 小 さ な 結 合定 数

(1。4M-1程 度)を も つ に す ぎ な レ・カ・、 そ の儲 が ゆ らい だ分 子(・ 丸 ア クチ ン)に ・

は も っと 大 き な結 合 定 数 を 持 つ と 考 え る 。 こ の 図 式 を 次 の ペ ー ジ に 示 す 。 ア クチ ン分 子 の

F一 状 態 の構 造 の ゆ らぎ と フ ィ ラ メ ン トの や わ らか さ に は 不 司分 の 関 係 が あ るの で 、 ア ク

チ ン ブ イ ラ メ ン トが や わ ら か い こ と が い く つ か の 異 な った 方 法 で 確 認 さ れ て い る以 上
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(909192)、 フィラ メン ト中の アクチ ン分 子の構 造 のゆ らきを想 定 す ることに無理

は な い。上の 図式 に示す よ うに 、F一 アクチ ン中の一 つ の分 子がDNaseIに よ りそ のF-

*_状 態を不 安定 化 され たとすれ ば
、そ れは フィラ メン ト中に協 同的にF一 ア クチンで不 さ

れ る分子 種 の生 成 を促す だろ うか ら 、速 やか な脱 重合を 説明す ることに定性 的には無 理は

ない 。 本 研 究で は 、SAブ イラメ ン トに結合 して い るヌ ク レオチ ドの交換速 度が 未処 理 ア

ク チ ンのそ れ よ りもか な り小 さい ことを見 出 した 。 このフ ィラ メン ト中の ヌ クレオチ ドの

交換 速度 が ア クチ ン分 子 の構 造 の ゆ らきと関係 して いること はAsaiandTawadaに よ り

議 論 されて お り(67)、 交換 速度 が遅 ければ遅 いほ ど ブイラ メン ト中 の アクチ ン分子は

ゆらぎ の小 さな状態 にあ ると考 え られ る。それ故 、こ の結 果はSAがDNaseIの 結合 に

おいて不 利 な三次構 造(つ ま り、厳 密な意 味でのF一 状 態)をF一 ア クチ ンよ りも安定 に

と り得 るこ とを示 してい る 。この よ うなF一 状 態の 安定 化と い う現 象 は 、SAが 溶 媒条件

に よ らずに重合 状熊 に 存在 す るこ とと同様 に 、分子 内架 橋の 効果と して うま く説明 でき る。

ど ちらの図式 が実際 に起 こ ってい るのか は不明 だが 、ど ちらの 図式 であ れ・SAに

導 入 され た架 橋が その分 子の構 遣をF一 状態 に固定 化す ると いう 見方 で うま く説明 でき

ること に変 わ りは な い。

この よ うにSAが ブイ ラメン ト中 に存在 して いると きにDNaseIと うま く相 互作 用で

きな いことが 、DNase工 に よるS八 の脱 重合がF一 ア クチ ンの場 合よ りず っと遅 いこ と

の 原因 であ る。 しか し、SAブ イラ メン トの末端 の分 子 はフ ィラメン トの他 の部分 と くら
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べ て 大 き な結 合 定 数 をDNaseIに 対 して 持 つ こ と が 判 った 。 こ の こ と と 、一 度SA-DNaseI

複 合 体 が 形 成 さ れ る と 、SAの 状 態 はG一 状 態 に な りF一 状 態 に は も ど ら な い と い う観 察 は 、

こ の 二 つ の 事 実 がSAが 非 常 に ゆ っ く り と 、 し か し定 常 的 に 脱 重 合 す る こと の 原 因 で あ る こ

と を 示 し て い る 。DNaseIに よ るSAの 脱 重合 の 機 構iを 下 に図 式 化 し て お く 。

SA・DNaseI

難 ジー13

… … …1… … … 置:

SAFILAMENTSA単 量体 とDNaseIのSA-DNaseIの繕 合
▽ お よびフイ ラ メ 複 合体 の末 端

メン ト末 端 で の結 合 か らの脱離

5.架 橋に よ る構 造 の固定 化一DNaseIに よ る固定 化効果 の解 除一

DNaseIがSAと 強 く結合 して1=1複 合体 とな りア クチン ーア クチ ン間相互作 用が な

くな ると 、SA分 子 もG一 ア クチ ンと似 た三次構 造を と ると いうことが 、 本 研 究で示 さ

れ た 、つま り、SA中 の架橋 に よ り結 ばれた リジン残 基間距 離の制 限は 、不 司逆 にSA分

子 の 三次構 造を 固定 化 して しま って いるわ けで はな い。SA分 子 のF一 状態の 固定化

と い うの は 、溶 媒 条件 によ る摂 動 ぐら いで は ゆらがな いが 、DNaseIの 結 合に よ ってF-♪G

変換 を 誘導 され るよ うな もの であ る。 この知 見は 、架 橋部位 が アクチンの 一次擁 造上で同

定 された 後に 、化 学 架橋 によ るF一 状態 の固定 化機構 を解釈 す る上で璽要 であ る。既 に述

べ た よ うに、 予備的 な実 験で は架矯 が 一次構 造 上で比較 的近 接 した リジン残基 間 に形 成さ

れ て いると思わ れ る'(本 論 文中 に結果 は示 していな い)。 こ うした局所 的 なア クチ ン分

子 の構 遣 変化 の抑 制 で 、溶 媒条件 に反 してF一 状 態を と り続 け ることは 大変 興味があ る。

そ の意味 では 、 プア ロイ ジンがF一 ア クチン に非脱 重合性 を付与す る機構 とSA分 子 の

非 脱 重合 性 の機構 は起源 を同 じ くして いるのか も知 れな い。
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蛋 白質 の高次 の複合体 に架 橋反応 を応 用 し 、そ の生 成物 の性 質を複合体 の構 成 要素が 空

間 的 にき っち りと 固定 された状態 にな った効 果と して解 釈 しよ うと する場合が あ る。例え

ば 、PBMを 用い て アクチ ン分 子間 に架 橋 を形成 させ 、その 反応生成物 が ミオ シ ンとの相互

作 用 の点 で ま った くF一 ア クチ ンと違わ な いことか ら、F一 ア クチ ンフ イラ メン トの 中の分

子 の動 きが ミオシ ンとの相互 作用 に無関係 であ ると結 論 す るよ うな場 合 であ る。 この よ う

な解 釈はあ い まい であ るために 、あか ら さまに議論 され るこ とは少 ないが 、しか しこの結

論を 消極的 に支 持す るもの と して利 用 され る。 しか し、PBMで 処 理 したア クチ ンの場合 に

は ア クチ ン分 子間 に一個 の架 橋が形 成 され るにすき ず 、そ れが ア クチ ン分 子の 配列を き っ

ち りと固定 化 しまうとは考 えに くい.複 雑 な系 に架橋 反応を 応用す る場 合に は 、そ の結 果

の解釈 に は十分 な注 意 が必要 であ る 。

これ まで 、二 価性 イ ミ ドエ ステ ルで分子 内架 橋 したF一 ア クチ ンの諸性 質に ついて述

べ てきたが 、最後 に蛋 白質 化学 におけ る架 橋反応 の利 用 とい う視点 か ら少 し論 じてみた

い 。

6.架 橋 反応 の 利用 一架 橋試 薬の性 質 一

架橋 反応 自体 は今で は も う生 化学 に おける一般 的 な方 法と な ってお り、い くつかの総

説 も書 かれて い る(93、94,95)。 架 橋試薬 も現 在 では実 に多種 多様 な ものが報告 され

て お り、そ の代表 的 なものを表4に ま とめて みた 。この中 のい くつか の試薬 は手 軽に入手

す るこ とが でき る 。例えば 、PierceChe皿icalCompanyの カ タqグ を 見れ ば、 実に多種 の

架 橋試 薬が 商品化 され て いるのが判 るだ ろ う。序論 で述 べ たよ うに 、架橋反 応 で蛋 白質 の

四次 構造 や も っと高次 の会合様式 を 調べ るだ けなら 、SDS-PAGEで た いて いの場合 十分で

あ る。この ことは 、架 橋 反応 が実 に簡単 に実 行 に移せ る研 究 手段 であ ることを意 味 してい

る。 しか し、蛋 白質化学 的 な意 味で の架 橋生成物 の同定 と い う目的 の ため には 、表4に あ

けた すべ ての 試薬 が適 して い るわ けでは ない 。例 えば 、グ ル タル アル デヒ ドは顕微 鏡観察

の際の 試料 の 固定 化に利 用 され た りす る一般 的 な架橋 試薬 であ る 。グ ル タル アルデ ヒ ドを

用 いた ア クチ ンの修 飾 も報告 されて い る し(96`97イ98)・ 筋肉 の細 いブ イラ メン トの

機能 状態 が この試 薬で凍 結 され ると い う報 告 もあ る(99)。 このよ うにグ ルタル アル デ

ヒ ドの 応用 は蛋 自質 に対 して効果的 なもの であ るが 、不幸 なこと に水溶液 中でのグ ル タル

ア ルデ ヒ ド自身 の 亟合 も含 め て 、そ の蛋 白質との 反応機構 には 不明 な点が 多 く、反 応生成

物 が何 であ るの かも は っき りと しな い(93)。 そのため に 、この試 薬はSDS-PAGEに
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鞭
表4.代 表的 な架 橋試 薬
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試 薬 構i造 式 特 微 文 献

5・Bi・ald・hyd…=CH-(cH2)3CH・ ・1・9
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試 薬 構 造 式 特徴 文献

◎SS佛 綴 …'18

◎ 蹄 鱒 ・・9119
00

〔〉《》ゆ ・ 伽
00

尊:一 連 の 試 薬 の 中 の 代 表 的 な も の に つ い て の み構 造 式 を 示 す 。

鱒:Dimethyla面nonaphthalenesulfonyl基

a)切 断 司 能b)け い光 団 を 持 つ 。c)生 体 農 に し み ζ め な い 。

d)蛋 白 質 の 待 つ ア ミ ノ基 と カル ボ キ シ ル 基 を 脱 水 縮 合 す る 。

e)EqtlilibriulnTransferAlkylation

f)蛋 白 質 中の ア ミ ノ基 の 位 置 にSH基 を 導 入 し 、 そ の 後 に適 当 な方 法 で 酸 化 し て

S-S結 合 を 生 成 さ せ る こ と で架 橋 す る 。

g)蛋 白 質 中 のSH基 と ア ミ ノ基 の 問 に 架 橋 形 成
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よ る観 察 や酵素 活性 の変化 の みを調 べ るの なら十分 な もの であ るが、更 につ っこんだ蛋 白

質化 学的 な研 究 の ため には 適 してい ない 。同様 な理 由で 、光反 応 で架 橋を導 入 す る試 薬 や

他 の試薬 よ りも 、二価 性 イ ミ ドエ ステ ルが架橋 部位 の同定 など の 目的には むい ていると判

断 した 。イ ミ ドエ ステル試薬 の利 点をあ けれ ば 、次 の ようにな るだ ろ う。

1)試 薬が水 に よ く溶 け る。

2)蛋 白質 中の 残 基 において 、N末 端 の ア ミノ基 を除け ば リジ ン残 基の ε一 ア ミノ基に反

応 は特異 的で 、その反 応性 も試薬 自身 の加水分解 と競 合 して いるため に適 当であ る。

3)反 応 の結果 生 じるア ミジン結合 は 、少 くと も蛋 白質が 機能 し得 るよ うな条件 下で は安

定 であ り、通常 の蛋 白質の 塩酸 加水 分解 の条件 下で もあ ま り分解 しない.

4)ア ミジン基 は ε一ア ミノ基 よ り少 し高いpKを も つ。つ ま り、修飾 に伴 う リジン残 基

の 側鎖 の電荷 の 消失 ・逆 転 は起 こら ない 。

5)ア ミジ ン化 の反 応機構 は比較 的 よ く調べ られ てい る。

6)イ ミドエ ステ ルに対応 す るニ トリル さえ準 備で きれば 、様 々の二価性 イ ミ ドエ ステル

を生 化学 者が 容易 に合成 で き る。

以 上の よ うな特徴 は、こ の架橋 試 薬を単 にSDS-PAGEで 反応物 の分子量 変 化を観察 す

るため にだ け使 うな ら、十分 には生 か されな い。架 橋反 応後 に蛋 白質が リジン残 基に起 こ

った修飾 で大 き く影響 を うけな いため には、1)2)4)の 特 徴 は都 合 がいい 。また 、イ ミド

エ ステルの リジ ン残 基への 反応性 が むや みに高 くな いこと も 、蛋 白質中 にあ まり多 くの架

橋 が導 入 され るとその後 の部位 の同定 が困 難 にな ることを考 え ると、 むしろ利点 であ る。

3)は 架 橋 され た リジン誘導体 が ア ミノ酸分 析装 置 で分 析 し得 るこ とを意 味 し、5)は その

ため の標 準物 質を 準 備す るにあ た って便利 であ る。6)は 現 実の 問題 と して 、試薬会社 か

ら供給 さ れる二 価性 イ ミ ドエス テルが しば しば空気 中の湿気の ため に分解 して いる ことが

あ るので 、 自分 で合成 で き ると い うのは安心 であ る。 また 、放射 性 同位 元素 で ラベル し

た 試薬 や 市販 されて いな いよ うなも のを新 し く合成 す るため には 、とて も便利 なこと で

あ る。 このよ うに数 々の利 点を有 す るのに も関 わ らず 、この 利点が 十分 に生か されて い

ると は いい難 か った。そ の 一つの 障 害であ ったのは 、 イ ミ ドエ ステル架 橋試薬 の リジ ン

誘導体 の分 析 手段 であ った 。上 に述 べ た特徴 は 、それが 実現 可能 であ るこ とを 示 してい

る。そ こで本研 究 にあた り、この障 害を と り除 くために アジピン酸 イ ミドエ ステ ルと ス

ベ リン酸 イ ミドエ ステ ル の リジン誘導体 の分 析方法 を確 立 した(47948)。 これに
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よ り、50pmo1の 架橋 され た リジ ンまで定 量的 に分析 す ることが 司能 にな った 。この こと

は 、架 橋生 成物 の化 学的 な同定 を簡 便 に、 そ して よ り確か なもの とす る。更に ア ミジン結

合 が メチ ル ア ミンを 用 いれば 、従 来用 い られて きたア ンモ ニア よ りもず っと速や かに ア ミ

ノ基を再 生 す ることが 判 った(121》 。これ らの手段 は 、架 橋部 位 の同定をか な り簡便化 す

るであろ う。

この よ うに 、イ ミドエ ステル架 橋 試薬は蛋 白質化 学的 な応 用 に むけて一通 りの知 見 がそ

ろ って い ると いえ るの で 、これか らも っと深 く蛋白質の研 究に 用 いられ ると思 われ る。 ま

た 、た こ足の ように イ ミ ドエステル 基を持 つ多 価架 橋試 薬や けい光 団を 有す るイ ミドエス

テ ルの 開発 分析 方法 の確 立が実現 され れば 、更に魅 力的 な架橋 試薬 と なるであ ろ う。
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