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論文内容の要旨

筋収縮は太いフィラメントの主成分であるミオシンと細いフィラメントの主成分であるアクチンと

ATP の 3 者の相互作用によってひきおこされる。ミオシン分子は 2 つの頭部をもち，そのいずれも

がATP と反応し Fーアクチンと結合する。これらの 2 つの頭部が同一の機能と構造をもつか否かは，

筋収縮の分子機作を考える上で非常に重要な問題である。すでに殿村，井上らは 2 つの頭部の機能は

異なり，一方の頭部で筋収縮にとって必須の反応中間体であるミオシンーリン酸-ADP 複合体 (M~D P ) 

を形成し，他の頭部では筋収縮の制御に関与しているミオシンーATP 複合体 (M . ATP) を形成する

ことを報告している。そこで， MJDP を形成する頭部の化学構造と M. ATP を形成する頭部の化学

構造が異なるかどうか調べた。

2 , 4 , 6- トリニトロベンゼンスルホン酸 (TNBS) は一級アミノ基と反応し 345nm に吸収極大をも

っ安定なトリニトロフェニル (TNP) 複合体を形成することが知られている。之オシンを TNBS と反

応させると両方の頭部の特定のリジン残基がすばやく TNP 化された(頭部モルあたり 1 モルの TNP

の結合)。他方， ATPase の基質アナログであるピロリン酸 (PPi) の存在下では一方の頭部のリジ

ン残基のみがすばやく TNP 化された(頭部モルあたり 0.5モルの TNP が結合)0 PPi の存在，非存

在のいずれの場合も，これらの特定のリジン残基の TNP 化によって， M2DF の形成は阻害された。こ

のことは， PPi の非存在下では， M2DP を形成する頭部のリジン残基むよび M.ATP を形成する頭部

のリジン残基のいずれもがすばやく TNP 化され， PPi の存在下では， M .ATP を形成する頭部のリジ

ン残基は TNP 化されなくなることを示している。

これらのリジン残基はいずれもミオシンの頭部分画( S -1 )の重鎖(分子量100 ， 000) に局在し，
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さらに重鎖のトリプシン分解物である 25， 000ダルトンのペグチドに局在することが[3H1TNBSを用いた

実験によって明らかになった。この25， 000ダルトンのトリプシンペプチドは， ミオシン重鎖の N末端

部分に由来し， ATP アナログがアフィニティラベルされる部位が局在することがすでに報告されて

いる。

そこで，これらのリジン残基の周辺一次構造が異なるかどうかを調べた。 M~DP を形成する頭部のリ

ジン残基のみがTNP 化される PPi 存在下わよび両方の頭部のリジン残基が TNP 化される PPi 非存

在下の 2 つの条件下でミオシンを TNP 化し，さらに S-l を調整した。得られた S- 1 をトリプシン

および、rキモトリプシン分解し TNP ペプチドを単離精製した。 PPi 非存在下で修飾した場合は 2 種

類の TNP ペプチドが得られ(下図)，その量比はほぼ 1 : 1 であった。 B と N の一次構造は異なっ

ており， BのTNP-Lys より 5 つ N端側のプロリンがNではセリンにおきかわっていた。他方， PPi 

存在下で TNP 化した場合には， B と同ーのペプチドが主分画として得られた。これらの結果から，

M~DP を形成する頭部には Bペプチドが含まれ， M.ATP を形成する頭部には Nペプチドが含まれると

結論された。このことは，骨格筋ミオシンの 2 つの頭部が相異なる化学構造をもつことを明確に示す

ものである。
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論文の審査結果の要旨

ミオシンによる ATP の加水分解反応とその F-アクチンによる促進反応が主要な生化学反応となっ

て筋収縮が起ることはよく知られている。また， ミオシン分子が 2 つの頭部を持ち，そのいずれもが

ATP と反応し F- アクチンと結合することもよく知られている。ところで， ミオシンの 2 つの頭部が

同一の構造と機能を持っかどうかは，筋収縮の分子機作を考える上で重要な問題であるにもかかわら

ず，長い間論争の的となってきた。最近，井上らによりようやく骨格筋のミオシンでは一方の頭部で

エネルギ一変換に必須の反応中間体であるミオシンーADP-P 複合体 (M .ADP .P) が形成され，もう

一方の頭部で、Ca 2七調節に必要な中間体であるミオシンーATP 複合体 (M ・ ATP) が形成されることが

示された。宮西君の研究は M.ADp.P を形成する頭部と M.ATP を形成する頭部の化学構造の相異
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を明らかにすることを目的として行われた。

すなわち，宮西君はまず 2 つの頭部がともにトリニトロベンゼンスルホン酸 (TNBS) と速やかに反

応する活性リジン残基を各々 1 個持っていること，これらのリジン残基は ATPase の活性中心の少

なくとも近傍に存在すること，ピロリン酸または ADPの存在下では M.ATP を形成する頭部の活性リ

ジン残基の TNBS による修飾が阻害され， M .ADp.P と形成する頭部の活性リジン残基のみが修飾

されることを見出した。宮西君はこの現象を利用して両方の頭部が TNBS で修飾されているミオシ

ンと M . ADP . P 複合体を作る頭部のみが修飾されているミオシンを調製し，それらをトリプシン

台よび、αーキモトリプシンで分解して得られるペプチドを分離精製して， 2 つの頭部の活性リジン残基

周辺の化学構造を解明した。その結果， M.ADp.P を形成する頭部の活性リジン残基の近くに存在

する一つのプロリン残基がM.ATP を形成する頭部ではセリン残基に置き換っていることが示された。

宮西君のこの研究は筋生化学の分野で長く問題となっていた骨格筋ミオシンの 2 つの頭部の機能分

化に対する化学構造論的知見を初めて共えたもので，この分野の今後の発展に大きく貢献するものと

して高く評価される。従って，理学博士の学位論文として十分の価値あるものと認める。
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