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論文内容の要旨

〔目的〕

副腎髄質のカテコールアミン分泌には Ca2 +やATPが必須であるo 最近分泌現象の基盤としての

細胞骨格が注目されており， Ca2+やATPの役割の一端は細胞骨格の制御にあると考えられているo 副

腎髄質における細胞骨格系の Ca2 +依存性制御機作の研究が行われ，アクトミオシン系の制御機作の解

析が進んでいるものの その他の系の Ca2 +依存性制御機作は明かではない。本研究は，副腎髄質での細

胞骨格系の Ca2 +依存性制御系を検索する一環として，牛副腎髄質より分子量80kDa の Ca2 +依存性アク

チン調節蛋白質を精製し，その性質・機能を検討することを目的とした。

〔方法〕

1. 80kDa 蛋白質の精製:牛副腎を氷冷生理食塩水で潅流し，血液成分を充分に除去した後，髄質を取

り出した。これをO.3M KC 1 を含む緩衝液中でホモジナイズし，超遠心で得られた抽出液を60%飽和

硫安で濃縮し，続いてセフアロース 6B ・ DEAEーセフアロース CL-6B ・セフアクリル S -300 

の各カラムクロマトグラフィーを行った。さらに， DNase 1 -アクチンーセフアロースカラムを用い

て， Ca2+依存性にアクチンと結合する蛋白質を精製した。この分画は， SDS ーポリアクリルアミドゲ

ル電気泳動 CSDS-PAGE) 上，分子量80kDa の蛋白質が主であり，他に微量のアクチンが混在す

る o アクチンはセフアクリル S -200カラムクロマトグラフィーにより容易に分離でき， 80kDa の蛋白質

がSDS-PAGE上98%の純度で精製された。(以下，この蛋白質を80kDa 蛋白質と呼ぶ。)

2. その他:アクチンはウサギ骨格筋，トロポミオシンはニワトリ砂嚢平滑筋より精製した。蛋白濃度

測定は Lowry 法， SDS-PAGE は Laemmli の方法に従った。アクチンフィラメント CF- アクチ
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ン)溶液の粘度測定は落下球法により，電子顕微鏡観察は酢酸ウラン陰性染色により行った。 free

Ca2 +濃度は， Ca2+ -EGTA緩衝系で調節した。

〔結果〕

1. 80kDa 蛋白質と G-アクチンとの結合:セフアクリル S -300カラムクロマトグラフィーから計算

される分子量は約70kDa であり， 80kDa 蛋白質は単量体として存在すると推定される。 80kDa 蛋白質

は DNase 1 ーアクチンーセフアロースに Ca2 +依存d性に結合することから，アクチンモノマー CG- ア

クチン)と結合すると考えられるO そこで Ca2 +存在下あるいは非存在下で， 80kDa 蛋白質に対しモル

比で10倍のG- アクチンを混合した後，各サンフ。ルをセファデックス G-100カラムクロマトグラフィー

で分析した。 Ca2 +存在下で、は， 80kDa 蛋白質はG- アクチンと複合体を形成して， void volume 付近に

溶出される o その SDS-PAGE像から， 80kDa 蛋白質はG- アクチンと 1 : 1 のモル比で結合して

いることが明らかになった。いっぽう Ca2 +非存在下では 80kDa 蛋白質はG-アクチンと結合しなかっ

Tこ。

2. 80kDa 蛋白質の F- アクチン切断作用:各精製過程において， 80kDa 蛋白質のカラム溶出パターン

と一致して， F ーアクチン粘度を減少させる活性が認められた。 Ca2 +存在下で， 80kDa 蛋白質は濃度依

存性にF- アクチンの粘度減少をきたし，電子顕微鏡観察でも， Ca2+存在下においてのみF- アクチン

の切断を認めた。従って 80kDa 蛋白質は Ca2 +依存性に F- アクチンを切断すると考えられる。 F­

アクチンに飽和量のトロポミオシンを添加しておくと， 80kDa 蛋白質による F-アクチンの粘度減少が

一部阻害された。

3. 80kDa 蛋白質の Ca2 +感受性: 80kDa 蛋白質の添加量を一定にして種々の Ca2 +濃度下での F- ア

クチンの粘度を測定すると 1σ6M以上の Ca2 +濃度で、著明な粘度低下を示した。変性剤を用いない PA

GEを行うと， Ca2+存在下よりも非存在下のほうが80kDa 蛋白質の易動度が大きかった。これは， Ca2+の

有無により 80kDa 蛋白質の構造が変化するため，易動度に差が生じたものと考えられるo 以上のことか

ら， 80kDa 蛋白質に Ca2 +結合能があると推測される。

〔総括〕

牛副腎髄質より，各種ゲルクロマトグラフィー・イオン交換ゲ、ルおよび DNase 1 -アクチンーセフア

ロースを用いて， Ca2+依存性にアクチンと結合する80kDa 蛋白質を分離精製した。この蛋白質は単量

体として存在し， Ca2+依存性にG-アクチンとモル比で 1 : 1 に結合する O 粘度測定と電子顕微鏡観察

から，この蛋白質は Ca2 +依存性に F ーアクチンを切断すること，トロポミオシンはこの切断作用を一部

阻害することが明らかになった。変性剤を用いないPAGEでの易動度が Ca2 + の有無により異なるこ

とから， 80kDa 蛋白質は Ca2 +結合蛋白質で、あることが示唆された。以上の結果は， 80kDa 蛋白質がゲ

ルゾリン類似のアクチン調節機能を持つことを示すものであるo



論文の審査結果の要旨

副腎髄質のカテコールアミン分泌には Ca2 +やATPが必須である。最近分泌現象の基盤としての

細胞骨格が注目されており， Ca2+やATPの役割の一端は細胞骨格の制御にあると考えられている。副

腎髄質においては，アクトミオシン系に関する Ca2 +依存性制御機作の解析が進んではいるものの，その

他の細胞骨格系の Ca2 +依存性制御機作については明かでなし、。本研究は牛副腎髄質より分子量80kDa

の Ca2 +依存性アクチン調節蛋白質を精製し以下の性質・機能を明らか iこしたものである。

1) Ca2 +依存性にG- アクチンと 1 : 1 のモル比で結合する。

2) Ca2 +依存性にアクチン繊維を切断し トロポミオシンはその切断作用を一部阻害するo

3) Ca2 +感受性を持ち 1), 2) の Ca2 +依存性は生理的濃度の Ca2+ (1σ7"'1σ6M) で発揮される O

この成果は，副腎髄質の細胞骨格系における新しい Ca2 +依存性制御機作を解明した点で、高く評価さ

れており，よって本論文は学位論文に価すると考えられる。




