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論文内容の要旨

ミオシン分子は 2 つの頭部 (S -1) を持っており，それぞれがアクチンフィラメントと結合し， ATP と反応す

る。すでに， ミオシン 2 つの頭部の聞に構造的あるいは機能的な差異があることが示唆されている O すなわち， ミオ

シンにATP を加えると，一方の頭部 (A) はM-ATP 中間体を形成するが，他の頭部 (B) はM-P-ADP 中

間体を形成する。また，それぞれの頭部に存在する活性リジン残基 (LYSB6)周辺のアミノ酸配列が異なっているこ

とが報告されている。そこで， 2 つの頭部A ， B特異的な一次構造に対する抗体を作製した(それぞ、れanti-A と

anti -B と呼ぶ)。

anti -A , anti -B ともに S-l と強く結合し，その結合は抗原としたペプチドでは阻害されるが， もう一方のペ

プチドでは全く影響されなかったことから，それぞれの S-l に特異的であることが示唆された。不溶化抗体に S-

1 を結合させ，その非結合分画についてリン酸初期放出量 (M- P -AD P量)を測定した。 S-l は 1 mol あたり

0.5mol のリン酸を放出する o anti -Aの非結合分画はリン酸の初期放出が約 2 倍 (0.98mol Pi/ mol S -1 )になっ

たが， anti-B の非結合分画は大幅に減少した (0.15 mol Pi/mol S -1 )。この結果から anti- Aでは頭部A (S-

1 A) のみが吸収されるため非結合分画には M-P-ADP中間体を形成する頭部B のみ (S-lB) が存在する

が， anti -B では頭部B が吸収されるため， リン酸初期放出をしない頭部A のみが非結合分画に残ったと考えられ，

抗体によって 2 つの頭部が分離できることを表している O このことはミオシンの 2 つの頭部の機能的差異と構造的差

異が一致することを示している。また， ミオシンと抗体の結合は anti-A , anti -B ともにミオシン 1 mol あたり

1 mol であった。また不溶化抗体とミオシンの結合から， ミオシンが頭部A と B を 1 つずつ持つヘテロダイマーで

あるという結果を得た。

S - 1 をトリプシンで限定分解すると， 25KDa, 50KDa, 20KDaの 3 つのペプチドに分解される。抗体の認識部

位は25KDa フラグメント上に存在し， anti-A または anti-B による Western Blotting では 25KDa フラグメント

のみが強く染色された。また限定分解の途中に，一過的に存在する 75KDa (25KDa +50KDa) と 27KDa (25KDa 

+2KDa) も抗体による Western Blotting で染色された。 27KDa フラグメントは anti-B で強く認識されたが，

anti-Aでは弱し、結合しかみられなかった。このことは， 25KDa -50KDa の聞の分解は， 27KDa の産生を介するか

否かで 2 つのルートがあり，頭部A は27KDa の産生を介さないで分解されるのに対し，頭部B は27KDa の産生を介

して分解されることがわかる。



また， プロナーゼによって S -1 を分解すると，約半分は速く分解されるが，残り半分はゆっくりとしか分解され

ず，また残った S-l は分子量もほとんど変化しなかった。この分解産物について， リン酸初期放出と K+-EDTE­

ATPase 活性を測定したところ，どちらもゆっくりとしか活性が減少しなかった。以前からの報告によりリン酸初期

放出と K+-EDTA -ATPase 活性の両方ともが頭部B に特有の活性であることが示唆されているので，上記の結果

はプロナーゼに対し頭部B は頭部A よりも耐性な構造を持っていることを示している o 2 つの頭部のこれらのプロテ

アーゼに対する認識部位や耐性の違いは，両頭部間で立体構造の違いが存在することを示唆している。

ミオシンと抗体を結合させ，低イオン強度にすると，抗体量の増加とともにフィラメン卜の形成が強く阻害された。

しかし，抗体の Fab フラグメン卜では，フィラメント形成の阻害はみられなかった。この結果から，抗体は同じ頭

部を結合するため IgG 分子を介したミオシンのダイマーが形成され，このためミオシンのロ y ド部分がフィラメン

トを形成するように会合できなくなったと考えられる o

論文審査の結果の要旨

骨格筋の収縮において主役となるミオシン分子には，アミノ酸配列の異なる二種類の頭部があるが，それがどのよ

うな機能上の意味を持っているかは明らかではない。村井晋君はこの問題に取り組むに当たって，ウサギ骨格筋ミオ

シンの二種類の頭部A. B をそれぞれ特異的に認識する抗体を作成することを試み，相違部分のペプチドを抗原とし

て優れた抗体をえた。ついで同君はこの抗体を用いて以下の新知見をえた。①A と B は蛋白分解酵素による分解様式

が異なる，②ミオシン ATPase 反応の初期リン酸放出はもっぱら頭部B に由来する，つまり酵素反応の様式が AB 間

で異なる，③一つのミオシン分子はA と B のヘテロダイマーである，④二価抗体によってA または B を架橋してしま

うとミオシン分子の線維形成ができなし」

これらの結果は，筋収縮機構の研究に新しい視点を与えるものであり，博士(理学)の学位論文として十分価値の

あるものと認める。


