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論 文 内 容 の 要 旨

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ョンについての新 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,スべ 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議められた｡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

によって無塩環境,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お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-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-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ホメーションが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
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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｡さらにアクチソと結合して重合能を失わせる酵素蛋白質 DNaseIとの反応も調べている｡架橋

アクチソは長時間おかない限 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｡架橋によってコンホメーションが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｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

アクチンは筋肉の細いフィラメントを構成する主要蛋白質であって筋収縮の分子棟横に直接関係する重

要な蛋白質である｡また近年原形質流動のような生体内の運動に関係する蛋白質として注目されている｡

このアクチンの特徴は低塩濃度下では単分散低粘度のGアクチンとして存在するのに対 し,生理的な塩環

境下では織維状に垂合し粘度の高いFアクチンとなることである｡本論文はこの特徴とアクチン分子のコ

ンホメーションとの関係を架橋剤を用いて明らかにしたものである｡

主論文ではまず架橋反応の基礎的な検討を行っているが,この結果はどのような長さの架橋剤を用いれ

ばどのような生成物ができるかを検討 しており有用なものとなっている｡種々の試薬中スべ リミデイ トが

分子内架橋に適当であるとの結果はアクチン分子内のアミノ酸残基の空間配置に制限があることを示 し,

またG状態の架橋がF状態の架橋と異なっていることはアクチン分子の立体構造の差異を示唆しいずれも

興味深いものである｡次にF状態での架橋アクチンの性質について詳 しい検討を行っているが,この結果

は主論文の価値ある内容となっている｡すなわち低塩濃度下でも脱重合しないでF状態になっている架橋

アクチンは,粘度的に高 く,電顕写真でも繊維状に重合していること,円偏光二色性のスペクいレがFア

クチンと同じであること, 結合 ヌクレオチ ドがFアクチンのもつ ADPであること, 超音波処理後-た

ん下った粘度がふたたび上昇し重合することなどによって,架橋アクチンが低塩濃度溶液中でもF状態に

なっていることを明確に証明した｡分子内にただ一個の架橋をかけることによって分子が一つのコンホメ

ーションに安定化されるというこの発見は貴重なものである｡従来このような状態もしくはコンホメーシ

ョンの固定化が多く試みられながら実際ほとんど成功 していなかったことからみて,架橋によるコンホメ

ーションの固定化をはじめて示した貢献は大きい.またこの架橋アクチンが低塩濃度下でもF状態にある

ことを利用し,これまではかれなかった他蛋白質との相互作用を種々の塩環境下で調べられるようになっ

たことも注目に値する｡なお DNaseIとの複合体形成についての結果はこの架橋アクチンが最近注目さ

れている各種アクチン結合蛋白質との相互作用の研究に有用であることを示唆している｡以上主論文はア

クチン分子の構造について重要かつ貴重な知見を与えた｡

参考論文は架橋実験によって トロポミオシソおよび トロポニンの折 りたたまれた鎖の近隣残基を同定 し

ており,それぞれ貢献度の高いものである｡

よって本論文は理学博士の学位論文として価値あるものと認める｡
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