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人類の誕生以来，食料資源として現庄なj示主要な地位を占めているものの 1つに食肉としての脊椎動

物の骨格筋がある.当初人類はこれをそのままの形すなわちその場かぎりの食肉として利用していた.

しかしその後，人類文化の発展と共にこの食肉としての骨格筋をより有効に，かっ風味，形，色などの

面からより変化に富んだ食品として利用することを考えるようになって来た.その代表的なものとして

ソーセージやハムがあり，また水産資源に富んだ固にjヨいてはf!.¥除jを利用した加工食品すなわち日本の
場合ではカマボコ，チクワといった繰り製品として広〈親しまれるようになって米た.

これらの加工食品で共通して言えることは，その原料が脊椎動物の骨格筋であること，製造工程で必

らず加塩，細砕J昆和それに加熱という工程があり，製品としてキメの細かい弾力性に富んだ，すをわち
保水性，結着性に富んだ凝固物を形成するということである 68) ところがこれらの製造工程の中，塩

(実際には NaCl)を加えないで納砕混和，加熱したり，また，原料肉が新鮮さを欠いていたり，不適

当な取扱いを受けるといくら NaClを加えてもソーセージあるいはカマボコといった弾力性に富んだ

キメの細かい凝固物を形成しない68) このよう念経験的事実に基づいて加塩，細砕混和という操作によ

ってlJii料肉中の何かが性状の変化を生じ製品の弾力性すまわち結着性やキメの細かさすをわち保水性を

現わすようになると考えられる.

生筋は大体 75%前後の水を含んでいるが加熱調理された時，この水をできるだけ多く含んだままで

いることが肉質の良否を決定する因子となっている 68) そのため，肉が水を保持する性質が問題とをつ

て来る. ソーセージやカマボコのような繰り製品の場合 NaClが添加されると保水性は飛躍的に増し

緒1. 



162 川上英之

てくる凹)そしてそれと同時に細砕された塩漬肉は粘調とまり一定の形に詰めこまれて加熱されとるた

がいにくっつきあってその形を保って凝固する.この性質を結着性と称し練り製品の場合には保水性は

常に平行して現われる69)

練り製品の製造にあたって大切念ことは原料肉が付加された水や脂肪を必要かつ十分に抱えこむこ

と，すまわちエマノレジョンを形成し加熱凝固したのちまでこれがそのまま保たれているということであ

る.筋肉中にあって肉の保水性や結着性を現わす原閣となっているものは加熱という操作によって水や

脂肪が弾力性に富んだ凝闘物を作ることは考えられまいことから，肉の中で結着性や保水性を現わす因

子はタンパク質成分であることは容易に想像される.

筋肉は筋原線維 (myofibr叫がより集まってできた筋線維 (musclefiber)からできている70) Ref. 

Fig. 1 この筋!京線維は直径 1-3μ の長い糸状で，明暗の縞が交互に連続して横紋ををしている刊}

Ref. Fig. 1.これらは常光では明るく偏光で暗〈見える Isot'opicband (1帯)と逆に常光では暗〈偏

光で明る〈見える Anisotropic band (A待)である. 1帯の中央に細く吸光度の高い Z-membrane

(Z線)があり，このZ線とZ線の間を1つの単位としてサーコメアと呼んでいる川 Ref.Fig. 1. 
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Ref. Fig. 1， The structure of the striated muscle'O). 

したがってA帯はサーコメアの中央部に位置している.休止状態の筋原線維ではA帯の中央部にやや

明るい H-zone(H部)がある刊).さらにこのサーコメアは2種類のフィラメントからできて:T'IJ， 1 

つはA帯に見られる太いフィラメントで Thickfilamentと言い刊}，もう 1つはZ線から両側に伸びて

A帯のはじまる所まで達する細いフィラメントで Thinfilamentと言う '0)

太いフィラメントは直径 l00-120A，長さ1.5-1. 6 p，細いフィラメントは直径 60-70A，長さ
1μ である刊).筋原線維の横断面を見ると I帯では細いフィラメントのみ， H部では太いフィラメン

トのみが見られ， A帯では両者が存在する刊)またこれらの空間的配置は1本の太いフィラメントを中

心として6本の細いフィラメントが正六角形を念して取囲み， 1本の細いフィラメントは3本の太いフ

ィラメントが作る正三角形の中心に位置している (Ref.Fig. 2). 
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太いフィラメントでは両端が細く念り， 1本につき200-220個の突起が出ている的.この突起はI直径

40A，長さ180Aであるがフィラメントの中央部 0.2μ には存在し念い叫 (Ref.Fig.3). 
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Ref. Fig. 3. Diagramatic repre配 ntationof the mode of aggregation 

of myosin molecules to form filaments whose structural 

polarity rever配sat the midpoint6). 

細いフィラメントは F-アクチンと同様に二電ラセン傍造をしてbりZ線を境にして細いフィラメン

トの極性は逆転している.

筋原線維を Has配 lbach-Schneider溶液問 (0.6M KCl， 10 mMピロリン酸， 1m M MgCI2， pH 

6.4)で処理すると A帯が消失し，抽出されるタンパク質はミオシンであることが判った.このように

してミオシンを抽出した残りの筋原線維を F-アクチンを脱重合させることのできる 0.6MKIで処理ー

すると I帯が消失する川.さらにこの Hasselbach-Schneider溶液で処理した筋原線維には太いフィラ

メントはを〈細いフィラメントのみが存在することが電子顕微鏡で確められている73).以上のようまこ

とからA帯にある太いフィラメントはミオシンで I帯にある細いフィラメントはアクチンで構成されて

いると考えられる.

この中ミオシンは筋肉構造タンパク質の約 60%，を占め.ひき肉から Straub溶液 (O.3MKCl， 

O. 06 M K2HPO" O. 09 M KHzPO" pH 6. 5)で15分間低温で抽出して得られる 16)，17). そしてイオン

強度を上下して (0.6-0.05)溶解，沈毅をくり返して精製する 16)，17). 電子顕微鏡による観察では

2∞X40Aの頭部に，長さ 1300-1400Ax 20 A の尾部のついた形をしてbり6)J2}，また最近では頭
部が2つに分れていることも明らかにされているり，71) (Ref. Fig.. 4). 分子量は約50万であるU).

ミオシンをタンパク質分解酵素の 1種であるトリプシンで処理すると 848)，ミオシン分子の頭部を

含む ATPase活性bよぴアクチンとの結合能を持つ Heavymeromyosin(HMM， M...=32万11) とミオ

シン分子の尾部を成す 100%， aーへリツクス構造を持つ Lightmeromyosin(LMM， Mw=15万日}に分

離することが出来，低イオン強度で沈澱し高イオン強度で溶解するという特性は LMMにより発現さ

れる.HMMをさらにトリプシンで分解すると HMMSubfragment-I14) (S1> Mw=12万41)) -I>'よぴ
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Schematic representation of the myosin molecule7l， 71). 

80%が日ーヘリッタス構造を持つ HMMSubfragment-2 (8-2， Mw=6万4刊に分離することが出来

る42) ミオシンの持つ生物活性である ATPase活性点.:!o、よびアクチンとの結合点は 8-1に局夜L，

この 8-1はさらに分子量2万をもっ gサプユニット (LightChain)と分子量8万の HeavyChainに

分離することが出来63)，Heavy Chain，がふ1から離脱すると生物活性は失われるが再結合によって

部分的に回復することが知られている63)

一方，アクチンはミオシンとともに主を筋肉構造タンパク質で， ミオシンを抽出したあとのひき肉残

溢から水で抽出される 64) 抽出されたアクチンは球状タンパク質の性質を有L，Globularアクチン
(Gーアクチン)と呼ばれる.分子量は約5万76)で直径約 55Aの球状タンパク質である 77)，76) この

G アクチン溶液に KCl等の中性塩を加えると重合して Fアクチンに変換する 64) そして電子顕微鏡

による観察から直径 55Aの Gーアクチンが数珠状につながり 365Aの周期で二重ラセン構造を形成
していることが明らかと念った77)，78) (Ref. Fig. 5). G-アクチンに中性砲を加えると Fアクチンに変

Ref. Fig. 4. 

lRef. Fig. 5. Diagram of the arrangement of G-actin monomers in actin 
filaments， derived from X-ray diffraction and electron micro-
scope observations78) • 

換する 64) この時 G-アクチン 1分子に 1分子結合している Adenosinetriphosphate (ATP)は脱リン

酸されて Adenosinediphosphate (ADP)になる 79) また Fーアクチンを ATPの存在下で透析して脱
塩すると脱重合して G-アクチンにもどる65-67)，79)

+坂
すなわち， G アクチン-ATPこ二三 Fーアクチン-ADP+Piの関係にある 65-67)，79)

一塩
+ATP 

前述の如く， ミオシンには ATPase活性とアクチンと結合してアクトミオシンを形成する能力が

ある.その代表的念形態はアクチンフィラメントにミオシン分子がヒゲのようにくっついたものとな

る78) このアクトミオシンは高い塩濃度で ATPが存在すると，たがいに解離し， ATPがなくなると

再びくっつくという性質がある 68) そしてこの性質は無機のポリリン酸であるピロリン酸を用いてもみ
とめられる68)
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ここで PPiはピロリン酸をしめす.

以上の諸事実から筋肉中にあって保水性や結着性の要閃となっているのは構造タンパク質であろうと

いうことは容易に想像できる. しかし，これらの傍造タンパク質の中どれが決定的要因となっているか

ということは明らかでない.そこで段階的に筋肉からタンパク質を抽出しながらどの部分が結着性，保

水性の決定的要肉となるかが調べられた68) Ref. Fig. 6 にしめすように原料肉から順次タンパク質

フラクションを取り除いたモデノレを調製し (Ref.Fig. 668)) これに実際に使用される程度の NaCl(2.5 

%)を加えて実験的にソーセージを作って結着ー怜，保水十世を発現するタンパク質フラクションを捕捉す

る試験がふ、こをわれたのである刷.
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Ref. Fig. 6. Extracted samples from whole muscle68). 

その結果. Ref. Table 1と Fig.7にしめされるように筋肉からのタンパタ質の抜け方と ATPase

活性の消失の仕方は一致せず，モデルソーセージの結着性は ATPas巴活性の消失とほぼ平行すること

Ref. Table 1. The prop町 tyof each sample. 68) 

I Remaining I Remaining I Binding 
s官~le1--;川町 | AThse l qualityd 
け V. I (%) ! activity (労)I sausage 
I 100.。 100.0 十

2 71. 4 97.4 + 
3 45.4 92.6 十
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5 28.8 9.3 
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Ref. Fig. 7. The resistance of each sample against load.s8) 
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がしめされた.このことは③のモデルはアクチンのみが抽出され，④のモデルはミオシンのみが抽出さ

れているので，③のモデルの方が抽出されまいで残っているタンパク質の量が少くても ATPase活性

はほとんど変らずに残っていることを意味する.

一方，これら 5つの試料について結着性を調べてみると (Ref.Tab1e 1， Fig. 7)，水溶性タンパク質や

アタチンを除いた試料は水を含んだままの凝集物を作って荷重に対する抵抗性もか念り高い値をしめし

ている.一方， ミオシンの部分を除いたもの， ミオシンとアタチンの両方のタンパク質を除いたものは

結着性や保水性がほとんどかあるいは全く念〈念ってしまうことがわかる66) 以上の実験事実から肉ふ、

よび肉製品にとって重要左性質である保水性，結着性の要素は筋肉構造タンパク質中のミオシンの部分

であることが判る.

一般に NaC1ゃ KC1のよう念中性海を加えてタンパク質を摘出する場合には， ト殺直後の筋肉か

らはミオシンが多いへその後経過時聞が長〈念るにつれてミオシンとアタチンの結合した複合アクト

ミオシンが多く抽出されるようにまる68) 一般に食用として使用する筋肉は多くの場合死後硬直期を経

過したものであるから NaC1を加えて抽出されるタンパク質の中にはこのアクトミオシンが多いと考

えられる附.アクトミオシンは塩濃度が 0.25M近辺では溶解せず.0.4M以上で初めて完全に溶解

するがミオシンの方は 0.1M位の塩濃度で溶解する68) ソーセージの中に含まれている NaC1の量

は大体 2.5%である附.これを筋肉中の水分を考慮に入れると1.0 M68)近辺の濃度になるのでソー

セージ等の製造時の塩濃度はアクトミオジンやミオシンを抽出するのに十分念濃度である. したがって

筋肉からのアクトミオシンbよぴミオシンの抽出操作をしにソーセージの製造は考えられない.それ

故，筋肉の内部では一般に凝集して不溶 (ge1)であるタンパタ質を可溶 (801)の形に変化させることが

結着性，保水性の付与に必要と念る.ソーセージ等の練り製品の製造時にj;、いてサイレントカッターを

どで細砕混和の工程でピロリン酸塩を含むポリリン酸複を結着剤lとして添加するのは (1)式の平衡反応

からリン酸塩が ATPの代用としてアクトミオシ-->.アクチン+ミオシンという反応を促進させる効果の

あることを利用してミオシンの相対量を増やすことを目的としている.溶けた形にしてとり出したタン

パク質は熱処理を受けると変性凝同する68) 水溶性部分のタンパク質やアクチンは加熱されるとタンパ

ク濃度が高い場合でも凝集をbこして水を放出して沈澱する.一方ミオシンやアクトミオシンはタンパ

ク濃度が低いと沈澱をbこすがある程度濃度が高〈左ると水分をほとんど放出しないでゲル化する.

Trautman80)はこの熱によるゲ、ノレ化に必要念濃度をいろいろま pHで調べた.その結果 pH5.8で最

少値をしめL.それよりも酸bよびアルカリ側ではさらに多量のタンパク質を必要とした.一方，加熱
によって出来たゲルを電子顕微鏡で観察するとタンパク質同志がつ念がった網状構造68)をなし，その

中に水をかかえこんでいることがはっきりとうかがえる.したがって溶けた状態で抽出されたミオシン

やアクトシンが熱によって変性凝固する際にタンパク質分子が網状構造を作ることが結着性，保水性の

発現に不可欠であることが明らかである.

以上述べて来たようにソーセージ等の練り製品の製造に際して生物活性 (ATPase活性bよびアタチ

ンとの結合能)を十分持ったミオシンが不可欠である.ところがミオシンを単離すると非常に不安定で

鴫乳動物68)の体温に近い温度 (350C)あるいは低い pH(6.0)では簡単に失活変性してしまう.ミオ

シンが加熱凝固する前に変性してしまうと十分を結着性や保水性をもった製品は期待できまい.それ

故，肉bよぴ肉製品の製造bよぴ品質管理の上からミオシンの性質を知ることが必要であるし，タンパ

ク質化学の上からも興味ある問題である.

過去の研究結果1-5)から，ミオシン ATPaseの熱による失活は一次反応に従い，この失活にともまっ

てミオシン分子の溶解牲の変化や DEAE-Cel1u10seCo1umn Chromatographyの変化をしめすようにな

る幻.不可逆的凝集反応す念わち変性をピロリン酸，ポリハイドロキシアルコールbよび糠類を加える

ことにより阻止することが出来る4) さらに有機溶媒念どとは機構的に異つてはいるが Fーアクチンを

加えることによっても阻止することが出来る 5) こうしたミオシン分子独特の挙動はミシオン分子その

ものの形あるいは複雑念構造に由来すると考えられる札.)
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前にも述べたように， ミオシン ATPase活性やアクチンとの結合能を維持する上で完全念形のミオ

シン分子を必要としない.近年八木ら 15)はナガーゼ (Nagarse)によるふの処理から完全念 ATPase

活性をもつより小さ念球状のサプフラグメントの分離に成功した.それでミオシンの ATPaseの失活

の機作，それにともをって生ずる不可逆的念凝集反応の機作を解き明かす目的でいろいろのイオン強

度.pH，温度等の条件下でその挙動を調べ検討を加えた.

11. 実験材料および実験方法

ミオシンの調製;

家兎の骨格筋から Perryの方法16)の改良法17)により調製した.家兎をト殺後毛皮，内臓を除去し骨

格筋を取り出し細切したのち OOCに冷却してむいた Straubの溶液 (0.3 M KCl， 0.06 M K2HPO" 

0.09M KH2PO" pH 6.5)を3倍量加えて OOCで15分間抽出し， 3，000xgで20分遠心分離する.こ

の上澄液をガーゼで潟過して集めこれに 14倍量の冷水 (OOC)を加えて KCl濃度を 0.021M まで下

げ， ミオシンを沈澱させる. 30分-1時開放置して十分沈澱させたのち上澄液を静かに除去し沈澱部

分を 3，000xgで20分遠心分離して集め KClを加えて 0.5M溶液 (pH6. 8)として完全に溶解す

る.次いで KCl濃度を 0.3Mまで下げて， 77，500xgで1時間遠心分離し混在するアクトミオシン

を除去する.このあと再び沈澱，溶解をくり返し最終的に O.5M  KCl溶液 (pH6. 8)とする.

ミオシンの精製;

こうして得たミオシンを DEAE・CelluloseColumnで精製する 3)，18) 上記の方法で得たミオシン溶

液 (0.5 M KCl， pH 6. 8)を 10mg/ml， 0.3 M KCl， 20 mM  Tris-HCl buffer (pH 7.8)として，あ

らかじめ同じ KCl溶媒で平衡にしてbいた DEAE-CelluloseColumn (2X 30 cm)につめる.このあと

同一溶媒 (0.3M KCl， 20 mM  Tris-HCl buffer (pH 7. 8))を 500ml流すとミオシンが溶出してくる.

この溶出ミオシン分画中 280mμ の波長の吸光度の読みから最大吸収をしめす部分bよびその両側

の部分を取り出して試料とした.こうして精製したミオシンは E280/E260= 1. 7の値をしめし核酸は除

去されていると判定することが出来る.

HMM-5および HMM-IOの調製;

上記の方法で調製した新鮮なミオシンを Szent-Gyorgyiの方法11)でトリプシンを用いて酵素分解す

る.すをわち， 10mgミオシン/ml，0.5 M KCl， 20 mM  Phosphate buffer (pH 7. 0)， 250Cの条件で

ミオシンの量の 1/200の量のトリプシンで5分 (HMM-5)j;、よび 10分 (HMM-10)分解したのちト

リプシンの1.3倍量の大豆トリプシンインヒピターを加えて反応を止める.その後直ちに OOCの冷水

中で冷却する. ミオシンのトリプシン分解物を 10倍量の 10mM  Phosphate buffer (pH 7. 0)に1晩透

析すると LMMは水に溶けないで沈澱し HMMは上澄部に溶存する.この LMMを除去するために

14，OOOxgで30分遠心分離し上澄液を集めて最終濃度が 60%飽和に念るように硫安 (pH7. 0)を

加えて 1時間位放置すると HMMは沈澱する. この沈澱を 5，000xgで30分遠心分離して集め少量

の O.15 M KCl， 20 mM  Tris-HCl buffer (pH 7.8)に溶かし 10倍量の同じ溶液に一度透析したのち 10

倍量の 10mM  Tris-HCl bu汀er(pH 7.8)に硫安が完全に除去されるまで外液を交換しをがら透析す

る.

HMMの精製;

上記の方法で調製した HMMをミオシンの時と同様に DEAE-CelluloseColumnで精製する20).

10 mM  Tris-HCl bu汀'er(pH 7.8)で平衡にしてj;、いた DEAE・CelluloseColumn (2 X 30 cm)に HMM

を吸着させ初めに O.13 M KCl， 20 mM  Tris-HCl buffer (pH 7.8) 300 mlを流すとふ為、よび低分子

量のトリプシン分解物が溶出してくる.このあと O.25 M KCl， 20 mM  Tris・HClbuffer (pH 7. 8) 300 

mlを流すと HMMが溶出してくる. この HMM分画中 280mμ の吸光度の読みから最大吸収をし

めす部分j示よびその両側の部分を試料とした.この HMMは超遠心分析で単一の峰をしめし Lowey
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& Holtzerl9) のしめしたよう念不純物(より軽い小成分)はみとめられをかった.

SIの調製;

HMMをさらにトリプシンで分解する20) 10 mg HMM/ml， O. 1 M KCl， 20 mM  Tris-HCl buffer 

(PH 7.8)， 25'Cの条件で重量比で HMMの量の 1/20の量のトリプシンで 10分間分解したのちトリ

プシンの1.3倍量の大豆トリプシンインヒピターで反応を止め直ちに O'Cの冷水中で冷却する.この

HMMのトリプシン分解物を 10倍註の 10mM  Tris-HCl buffer (pH 7.8)に1晩透析して低分子量の

分解産物を除去する.

SIの精製;

10 mM  Tris-HCl buffer (pH 7.8)を流して平衡にしてむいた DEAE-CelluloseColumn (5x30cm) 

に HMMのトリプシン分解物を吸着させ O.13 M KCl， 20 mM  Tris-HCl buffer (pH 7.8)を II流

すとふが溶出してくる.このふ分両の中 280m!'の波長のI吸光度から最大吸収をしめす部分;t、よ

びその両側の部分をとり最終濃度が 60%飽和になるように硫安を加えて約 1時間放置して沈澱させた

のち 5，000xgで30分遠心分離して沈澱を集める.このあと，硫安を除去するために 0.15MKCl， 

20 mM  Tris-HCl bu汀.er(pH 7. 8)の溶液 10倍量に約 10時間透析したのち SephadexG-200 Column 

で精製する20) 初めに O.15 M KCl， 20 mM  Tris-HCl bu官官 (pH7.8)で平衡にしてお、いた Sephadex

G-200 Column (2.6 X 100 cm)にふを充填し同じ溶液 (0.15M KCl， 20 mM  Tris-HCl buffer (pH 7.8) 

で溶出する.こうして得たふを 280mf1の波長のl吸光度の読みから最大吸収をしめす部分とその両

側の部分を取り前記の方法で硫安で濃縮し尿終的に 105xgで2時間返心分離してその t澄部分を試料

とLt:こ.

SI-"の調製;

八木らの方法15)の改良法によりミオシンをナガーゼ、で分解する 10mgミオシン /ml，O. 5M  KCl， 20 

mM  Tris・HClbuffer (pH 7.8)， 25'Cの条件で電量比でミオシンの註の 1/100の量のナガーゼ、で 10分

間分解したあと 4x 10-4M DFP (Diisopropylftuorophospate)で反応を止め直ちに O'Cの冷水中で冷

却する.このナガーゼ分解物を 10倍量の 5mM  Tris-HCl buffer (pH 7.8)に1晩透析したあと 5，000

xgで30分遠心分離して沈澱物を除去する.この I二澄液に最終濃度 60%飽和になるように硫安を加

えて約1時間放置したのち 5，000xgで30分遠心分離して沈澱を集め 5mM  Tris-HCl buffer (pH 

7.8)に透析する.

SI-7Iの精製;

この Sl-nをふの時と全く同様の方法で精製して試料とする.

以上の方法で調製したふむよび 51一犯はいずれも遠超心分析では単一の峰をしめし，均一であるこ

とをしめしている.そこで Archibald法によって分子廷を求めると， 51の Mwは1.14X105 (Fig. 1)， 

51-n のそれは 1.02x 105 であった.また，同じ 51 を使って 5~ow=5. 74xlO-13sec.， D20w=4.176x 

10-'cm2/sec.，を用いて Sedimentation-Diffusion法により分子立を計算するとその Mwは1.20X 105 

であった.

トリプシン (Trypsin); 

Sigma Chemical Co.製の2回結品化した TypeIIIを用いた.使用にあたっては必要量を精密天秤

で秤量し少量の水 (5ml 位)に溶かして用いた.

大豆卜リプシンインヒピター (SoybeanTrypsine Inhibitor); 

Sigma Chemical Co.製の大豆から調製し2回結品化した Type1-5をトリプシンと同じく水溶液と

して用いた.

ATP (Adenosin Triphosphate); 

Sigma Chemical Co.製の 2ーナトリウム塩を用いた. 260mμ の波長の吸光度の読み(この時の分子

吸光係数 E1C皿 =14，900である)から 20mM/l， pH 7.0に調整し水溶液として -20'Cに保存した.
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Fig. 1. Dependence of apparent molecular weight of Sl on meniscus concentration. 
Reciprocal apparent molecular weight was plotted against meniscus con-

centration (Cm). The initial concentration of Sl was 13.54 mg/ml in 0.15 M 
KCI and 20 mM  phosphate bu汀er(pH 7.5). The run was performed at 50C. 
Graph is a least square plot. Equation; lIM.pp=0.0237 Cm+8.773. 

DFP (Diisopropylfluoro Phosphate); 
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Sigma Chemical Co.製のものを用いた.使用にあたっては pH7.0に調整し， 4xlO-4M の最終濃

度で用いた.

DTNB (Dithionitrobenzoic acid); 

Calbiochem Inc.製のものを用い 10mM， O. 1 M phasphate buffer (pH 7. 0)の条件で低温に保存L
O.lmMに稀釈して用いた.

ナガーゼ (Nagar配); 

大阪大学の殿村雄治教授より寄贈されたものを用いた.使用にあたっては精密天秤で必要最を秤量L
粉末の状態で使用した.

以 kの試薬以外の試薬はいずれも同産品の特級品を使用した.

実験方法

ATPase活性の測定;

活性測定の条件は特別の場合を除き次のようである.反応混液は全量 2mlとし，タンパク質濃度は
lmlあたり 0.2mg，塩濃度は 0.1.:h'よび O.5M  KC1，活性修飾剤としては 5mMCaC12 あるいは
lmM MgCl2 を用いた.pHは 20mM  Tris-HCl buffer (pH 7. 8)あるいは 50mM  Tris-maleate 

bu汀er(pH 7.0)を用いて調製し，これに ATP溶液を最終濃度が 1mMとまるように添加した.測
定は 250C の恒温槽中でb こまった.また，反応は反応混液と等量の 10%TCA (Trichloro acetic 
acid)を加えることによって停止させた.

無機リン酸の定量;

Martin & Dotyの方法22)でイソブチノレアルコールーベンゼン混合液によって酵素反応によって遊離
した無機リン酸を抽出して塩化第一スズで発色させ 660mμ の波長で比色定量した.
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ミオシンおよびミオシンサプユニットの ATPa舵の失活反応;

ミオシンj示、よぴミオシンサプユニットの ATPaseの失活は 1mlあたり 2-10mgのタンパク
濃

度， 0-1 M KCl， pH 6. 0-10. 3， 35'Cの条件で観察された.これらの詳しい諸条件は本文中の
図表に

しめされている. 35'Cに保持された反応混液から経時的に一定量 (0.2ml)採取し， O'Cに冷却
して

bいた ATPase活性測定用の反応混液と良く混和し 10倍に稀釈すると同時に失活反応を停止させ
た.

SH基の定量;

ミオシンj示よびミオシンサプユニットの ATPaseの失活にともなう SH基の量的変化は Ellmanの
方

法23)で測定された. DTNB (Dithionitrobenzoic acid)の保存液を O.1 M phosphate bu釘'er(p
H 7.0) 

に稀釈して 1mM溶液としたものを 0.2ml，室温で尿素を飽和させた溶液で作った 0.2M Borate 

bu仔er(pH 8.0)を 2.5ml，それに試料 1mgを混和し総量を 4ml とする. この反応混液を室温に

20-30分放置すると試料の SH基と DTNBの反応で黄色を呈す. 415mμ 波長で比色定量L分子吸

光係数を 13，500として次の式に従って 105gあたりの SH基の数を求めた. 

..:10. D. 415X 1j13，500xTotal Vol. (ml)x 1j1000 

粘度変化の測定;

ミオシンbよびミオシンサプユニットを 1mlあたり 2mgのタンパク濃度， 0.1 M .:t'よび 0.
5M

KCl， 20 mM  Tris-HCl buffer (pH 7.8)の条件で 35'Cに保持した時の粘度変化を 20'CでOs
twald

型の粘度計を用いて経時的に測定した. ミオシンに対しては 30秒の Flowtimeをもっ容量 4m
lの粘

度計を， HMM-5 ;b、よび HMM-10に対しては 200秒の Flowtimeをもっ容量 2mlの粘度計
を，

さらに 5，;j示よび Sト η に対しては 480秒の Flowtimeをもっ容量 2mlの粘度計を用いた.

旋光分散の測定;

ミオシンネ、よびミオシンサプユニットを 1mlあたり 2mgのタンパク濃度， 0.1Mあるい
は

0.5 M KCl， 20 mM  Tris-HCl bu釘er(pH 7.8)の条件で 35'Cに保持した時の旋光分散の変化を室温

で， jASCO， Model ORDjUV-5の旋光分散記録装置， 10mmセノレを用いて水銀，キセノンラ
ンプを

光源として 3，500-5，000Aの波長で測定した.この結果から αFヘリックスの量を反映する -bo値2
5)

を Moffit& Yang24)の式 ;[m〆]= :. [2RJ; = -~O À_Õ'2 + Il ~oÀ ~2\2を用いて計算した.
一瓦E千2' 子--=-AoI (A2工AO)

[日]x平均残基重量 (115)
」こで [R]λ一 一一一一一100----

n; 溶媒の屈折率

α。; 求める定数

bo; 求める定数

ん; 2，100 A 

A; 観察した波長 (A)

α 1，OOOX 
一一-一 cxd

l ( c灯; ~夕P ンパク濃度 gjdl

i dム; セ七Uノル吋レ
χ幻; 旋光計の読み

[m'つ]; j還窒元平均残基旋光度

をしめす.

Sephadex G-200 Columnによるゲル遮過;

2 mg 5，jml， O. 1 M KCl， 20 mM  Tris・HClbuffer (pH 7. 8)の条件で総量 5mlずつ試験管に分注

L， 35'C IC 0，60，120分保持した. これを O.1 M KCl， 20 mM  Tris-HCl buffer (pH 7.8)で平衡

にしてbいた SephadexG-200 Column (2. 6X 100 cm)につめ同じ KCl溶液 (0.1 M KCl，
 20 mM  
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Tris-HCl buffer (pH 7.8))を1時間に 10mlの速さで流し分別鴻過しあが加熱によってどのよう

を挙動をしめすかを調べた.分別法過されて出て来た溶液を 10mlずつ試験管にとり 280mμ の波長

で吸光度を測定し図示した (Fig.13).この図から各峰のタンパク量を測定する代りにそこに描かれた峰

の面積を半値巾法37)を用いて計算し比較検討した. マーカーとして用いた Bluedextran .:T'よび馬のミ

オグロビンの峰の位置はそれぞれ 660mμ と 500mμ の波長の吸光度の読みから決定した.

電子顕微鏡による観察;

HMM与を 350Cに保持した時の凝集の様相を観察した.この場合 2mg HMM-5jml， 1 M 酢酸ア

ンモニウム溶液 (pH7. 8)が試料として用いられた. この溶液中にbける加熱変性の様相は 0.5M

KCl， 20 mM  Tris-HCl buffer (pH 7.8)の溶液中にb ける HMM-5のそれと ATPase的にも粘度的

にも一致することが確められた上で使用された.これを 350Cに 0，30，120分加熱し観察した.上記の

方法で調製された試料は 0.04mg HMM-5jmlの濃度まで 1M酢酸アンモニウム溶液で稀釈され雲

母と結合させたあと速やかに高圧粉霧器かあるいは Vaponenfrinneblizerでメッシュに吹きつけられ

た.これをさらに白金蒸気で水平方向に対して 10:1の角度から陰づけ L，炭素で Coatingしたのち

試料を蒸着させたメッシュを水面上に浮かして過剰の炭素を除去した.

こうして調製された試料は HitachiHU-l1B型の電子顕微鏡を用いて 75KVの電圧で加速させ直

径 50μ の対物レンズで 29，000倍に拡大して観察された.

超遠心分析;

HMM-5 ;J示よび SI を 1mlあたり 2-lOmgのタンパク濃度， o. 1 M KCl .:T'よび O.5M  KCl， 
20 mM  Tris-HCl buffer (pH 7.8)の条件で 350Cに保持した時の沈降定数j示よび沈降にとも念って形

成されるシュリーレンカーブの面積と位置さらに生のタンパク質の拡散定数， 分子量を位相板角度 80

度，シュリーレン光学系を持つ HitachiUCA-1型分析用超遠心装置を用いて測定した.使用したセノレ

は一重型1示よび二重型セノレ(沈降速度測定用)それにパノレプP型合成界面セノレ (Archibald法に.:t‘ける初

濃度測定用)である.

拡散定数はローター温度 200C，ローターの回転数 7，060rpmで測定し沈降界面曲線の変化26)か

ら求められた. 沈降定数はローター温度 200C，ローターの回転数 60，000rpmで測定しこの時のシ

ュリーレン凶の峰の面積は Radialdilution効果を補正して求められた.分子量はローター温度 50C，

ローターの回転数 6，020rpmと14，400rpmで 12時間遠心して Muellerの方法21)に従って Archibald

法を用いて重量平均分子量をメニスカスのタンパク濃度をゼロに外そうして求められた (Fig.1). この

時の試料の偏比容は 0.728mljgと仮定して計算した.

拡散定数81)は一般に混合時に体積変化をともまわず，流れ(拡散)の間に化学反応を起さない2成

分系の(溶質 溶媒)溶液を考える時，その流れ(拡散)は溶質の濃度勾配に比例しガウス分布曲線を

しめす.これは単位時間にふ、ける溶質の濃度の変化量 dcjdxと溶質が同じ単位時間に流れた(拡散し

( dc ¥ _ -Co ーた)距離 z との聞の関係として (-;~) = fA_~~~f72-.e-X2/4Dt で表わされる.ここで dcjdx と z
日正ん-(函万可回一

関の係の曲線は x=Oの時に最大値をしめし，x=Oの点の両側で対称である.tのいかんにかかわらず

[dC];二士ご=Coであるからガウス分布曲線でかこまれた峰の面積はいつも同じで時間の経過ととも
に dcjdxと zの関係の曲線は低く巾広〈念る.dcjdxと z の関係の曲線の最大値にふ、いては;

({~ ) 一瓦蒜w である 一般に2成分系の屈折率は舗の濃度の一次関数で表わされる すなdx四日吾元万丙

わち， L1n=Co・dxjdcで L1nは法質を含む溶液の濃度 Coの屈折率と溶媒のそれとの差である.そこ

でガウス分布曲線の最大値にbいて (dnjdx)m口 =-11nj(4rrDt)I/2と念りこれから拡散定数“D"を

求めると :D=  (11 n)2 j4rrt(dnj dx)2maxとまる.この方法で“D"を求める時屈折率の差のみを補正す

るだけで C。は知る必要はまい.

一方，沈降定数81)は drjdt=8ω2r...(1)の式で定義される. ここで“ω"は角速度，“(02r"は遠心
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加速度，“S"は沈降定数である.との(1)式を時間ゼロにbけるメニスカス“ro"から時間勺"にj，'け
る沈降界面“rb"までを積分すると ;ln(r./ro)=s，ω勺・(2) となる.沈降定数は移動してゆく沈降界
面を測定して“lnr"を時聞に対してプロットして求められる. この時の直線の傾斜が“Sw2r"である

が“ω2"は既知の値であるから“S"値を求めることができる.こうして求められる“S"値はセル中

の沈降界商から Bottomまでの濃度一定領域の濃度に対応する.“S"の濃度依存性に関する理論は確
立されてい念いが2成分系に関しては実験式 S=So・(I-KC)が考えられこの実験式から濃度ゼロにb
ける沈降係数 SOを外そうすることができる.すをわち“SO"は各濃度にj，、ける“S"を濃度“C"に
対してプロットして得られる直線の切片から求められる.こうして求められた“SO"値は一般に 200C

の水と同じ密度bよび粘度を持つ溶媒中のものに換算することができる.すまわち ;SRow=So.子'!'__. 
IJ(J)T 

~.Jl-ii2P)20ω である.ここで吋"は粘度，“p"は密度，V2は溶質の偏比容をしめす.
7J20W (l-ii2P) 

沈降平衡法に叫よる分子量の測定

沈降平衡法におpいては沈降と拡散による溶質の流れがちょうど等しくなるようま濃度分布が生じる.

この時の溶質の濃度分布を調べることにより分子量を求めることが出来る.平衡が達成されると溶質の

dr T¥ dc n. ，....，¥. 1.'.._ ，..dr T¥ dc 実質的な流れはをく念る.すをわち ;J=c~T-Dä; =0・・(3) 故に czz=DZFと念る. ここで

dc 
c告は溶質の遠心による流れ， DZFは拡散による流れをしめす この似の dr/dtの項に Sved-

_ RT.[1+d(lnr)/d(lnC)] .dr/dt bergの式 ;M= ・一一一・・・(4)を代入して整理すると;D(I-ii.p) ω2r 

M=主[!話出JdlnC)]勾伊仰が得られる. 2成分系で無限稀釈状態にbいて(5)式の
分子の[]内は1に近ずくから拡散係数は消えて分子量 (M)は沈降平衡にbける絶対濃度の測定の結
果から直接求められる.平衡状態に達した時“，2"に対して“lnC"をプロットして得られる直線の傾

斜を (5)式に代入すると重量平均分子量が求められる.

Archibald法81)による分子量の測定;

沈降平衡法にbいてセJレのメニスカスと Bottomの聞に溶質の流れは存在しをい.す念わち;

dr T¥ dc u..， I dr cr .， ，"¥......，. .， T¥ dc J=CE-DzF(6) と ä~ =Sw2r... (7)から J=csw.r-Da; ... (8)式を得る.今メニスカスと

Bottomでは常に溶質の流れが念¥，常に平衡状態と同じ条件をみたしていると考えられるから，1田=
J.=O(J"，はメニスカスにbける溶質の流れ，人は Bott刀m にbける溶質の流れ)とまる.従って;
C"，S，ω.r冊 =D(dc/dr)叫… (9)j，'よび，CbSw2rb=D(dc/drh...(10) とまる. この(9)式と (ο10的)式それに

先の伽吋b町の式(μ4)iJ均かミ吟ら似メニスカスにbける分子量 ;Mm=-~T町[1+ d州(υlnり川/川d州(υlnC)]日LJ似dc/川dr州rけ)
隅 (ο1一百む2P川ρω)拘ω2 一t:;;;訂r"， 一

まj，'よび Bottomにj，'己示Pける分子量 ;Mb=....!T[口l+d火(1nrけ)/川d(υlnS)日L_j空些C旦立L を得る. 念主沿>'，本論文
(l-ii2P)ω2 Cbrb 

では分子量は凝集反応を計りこままいように Archibald法のメニスカスにbける Mw岬 p (平均分子
量)のみを求めてある.

111.実験結果

1. ATPase失活の速度論的検討;

ミオシン ATPaseの失活は一次反応に従うことが知られている 1-5) 安井らは中性，低塩濃度 (0.14

M KCl， pH 7. 0)の条件ではこの ATPaseの失活の速度は MgCl.を加えるとbそく念るが CaCl.
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Fig.2. Decrease in ATPase activity of myosin and its subunits as a function of time 

during storage in 0.5 M KCI (a) or 0.1 M KCI (b) with 20 mM  Tris-HCI 

buffer (pH 7.8). 

lncubation was carried out at pH 7.8 and 350C and the reaction mixture 

contained 0.5 or 0.1 M KCI， 20 mM  Tris-HCI bu百'er(pH 7.8) and 2 mg/ml 

protem. 

一①一， myosin with 1 mM  Mgcb.， 

θ ， myosin without 1 mM  Mgcb， 
ム， HMM-5， ・， HMM-IO with 1 mM  Mgcl2 

-0-， HMMー10without 1 mM  Mgcb， 
一一×一一， S1， 

一口一，Sl-n， 
A broken line in (b) repr四entsthe decrease in ATPase activity of HMM-IO 

in 0.14 M KCI with or without 1 mM  MgCI2・

ATPase measurements were conducted in the following mixture at pH 7.8 

and 250C， 0.5 M (a)， 0.1 M (b) or 0.14 M (for the broken line in (b)) KCI， 20 

mM  Tris-HCI bu仔白 (pH7.8)， 5 mM  Cacb， 1 mM  ATP， 0.2 mg/ml protein and 

0.1 mM  Mgcl2 (when I mM  Mgch was used in the incubation mixture. The 

activity was expressed as logarithm of percentage of the original one. 

では変らないと報告している 5) しかしFig.2(a)にしめすようにミオシンを DEAE-celluloseColumnで

精製して用いると 10mMMgC!2を加えても失活の一次反応速度は変らまい. また， ミオシンをトリ

プシンで加水分解して得られるミオシンサプフラグメント， HMM-5， HMM-10， S1> SI-nも同じ条件

の下でミオシンと同様に MgC!2の有無にかかわらず ATPaseの失活の速度は一定である (Fig.2 (a)， 

(b)).さらに Tab!e1にしめすようにミオシンの分解が進み，より小さいサププラグメントになるにつ

れて失活の速度は迷くなる.しかし分解がある一定の段階まで進むと (S1>Sト η)失活の速度は変らな

くなる.0.1 M KC!にj，.いてミオシン ATPaseの失活は pHと温度の双方に影響を受け， pHには

影響されないが加熱した温度に影響されるいわゆる熱変性と，温度には影響されないが酸あるいはアノレ

カリの程度に依存する酸あるいはアノレカリ変性とから成っていることが報告されている 1)，3)，27)，28)

Fig.3では低塩濃度 (0.1MKC!)にbいてミオシンヰァよびミオシンサプフラグメントの失活がどのよ



174 川上英之

場E

主
8 .~ 
‘曲ロ・令5

‘o 

宮
J 

-4.1 
5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 

pH 

Fig. 3. lncubation constant， K (in sec.-l) of myosin subfragments as a function 
of pH at 350C. For me田 urementsof K， HMM・5(['，) HMM-IO (0)， 
S1 (x) and SI_n (口)were incubated in 0.1 M KCI and 20 mM  Tris-
maleate buffer企ompH 6.0--7ん Tris.HCIbuffer from pH 7.6-8.6 or 
glycine-KOH buぽerabove pH 8ふ

ATPase assay was the same as in Fig. 2， b. 

うに影響されるかその依存性について pH6. 0-9. 8の問で調べた. この図から明らかなように4つの

ミオシンサプフラグメントのみかけの失活の速度に対する pH依存性はほとんど同じ傾向をしめして

.:t' 1)， pH 7.0-8. 5の聞では失活の速度は大体一定であるが pH7.0以下bよび pH8.5以上では pH

に大きく依存する.この結果はミオシンについて報告3)されたものと一致しさらに失活反応速度の増

大はミオシンの加水分解の程度と関係があることをしめしている.

pH 7. 8， O. 1 M KCI，の条件でミオシンj与よびミオシンサプフラグメントの ATPaseの失活の温度

-E 依存性を Arrheniusの式;Logk= " -:;~'l' +Cを用いて計算して図示すると Fig.4に見られるようま2.3RT 

直線が得られる.この傾斜から活性化エネルギー (E)を求め EyringTheory29)から 350Cにbける

HMM-5， HMM-I0， SI ;J示よび SI-nに対する活性化エンタノレピーを求めるとそれぞれ .:1H*=58.2，
57.0，56.4それに 55.5Kcal/moleが得られた.さらに活性化エントロピ一変化を計算により求めると

.:1S*=118， 115， 113， 110cal/dg/moleとをった.
次に pH7.8， 350Cの条件でミオシン j示よびミオシンサプフラグメントの ATPaseの失活に及ぼす

KCI濃度の影響を調べた.その結果は Fig.5にしめすようにミオシンを除いて4つのサプフラグメン

ト共 ';1=0. 315-0. 320の点で最も失活の速度がj訟そしこれよりも ';1が高くても低くても失活の

速度は増し 1=0.1以上の正の傾斜では4つのサプフラグメント共大体同じ値をしめし1.11であっ

た.この結果から次のことが考えられる.高塩濃度では正の傾斜をしめし失活反応が荷電物質問の近接

によることを示唆している.一方塩濃度が低いと傾斜は逆転して負とをり，失活を進める荷電状態は相

互反発的ま状態にあることをしめしている.一般にイオン強度はミオシン;t、よびミオシンサプフラグメ

ントの荷電状態に影響し ATPaseの失活に影響を及ぼす. ミオシンの正の傾斜が (0.46)トリプシン分

解によってミオシン分子の尾の部分が全くないかほとんどない状態のミオシンサプフラグメントの傾斜

(1. 11)に比べて非常にゆるやかであることは興味深い現像である7)，14)，15)，80) • 
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tained 0.1 M KC1， 20 mM  Tris-HCl bu官er(pH 7.8) and 2 mg/ml HMM・
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Fig. 5. Dependence on ionic strength of apparent rates of denaturation of 

myosin and i匂 subfragmentsat pH 7.8 and 350C. 

I was adjusted by varying KC1 concentrations in the incubation 

media. 

ATPase w筒 assayedas described in Fig. 2， b，except that reaction 
media for ATPase assay contained the same concentration of KC1 as in 

the incubation ones. 
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11. 物理的・化学的性質の検討;
とれまで述べて来た結果からミオシンむよびミオシンサブフラグメントの ATPaseの失活に関係す
る凶子として溢皮， pH， KCl襟皮を挙げて米た.それで pH7.8， 35"C， 0.1 M KClふ、よび 0.5M
KClの条件でこれらタンパク質の物理的むよび化学的変化を ATPaseの火活の過ねを通じて調べた.
'b:JI'らも報告1)， 2)しているようにミオシンの ATPaseの火活と対応してミオシン溶液の粘度は急速
に上り相対粘皮が 2.0で大14:・Aとなる. この傾向は pH7. 8， O. 5 M KClの条件で 35"Cに保った
時の HMM-5，HMM-lOでも IciJじである (Fig.6 (a)). しかし 0.1 M KCl中ではこれとは異なった傾
向をしめす (Fig.6 (b)). HMMよりもさらにトリプシン分解の進んだふ，SIπ は KCl濃度が尚くて
もまた低くてもミオシンの様左大きを粘度変化は見られないけれども ATPaseの火活が進むにつれて
ゆるやかな勾配で直線的に粘皮が増す (Fig.6 (a)， (b))・この結果から ATPaseのうた活と共に現われるミ
オシンの特異的な粘度変化はミオシン分子の異常な形態にIU来するものと考えられる.それでこの分子
の形が単純宏球状に近づくにつれて粘皮が直線的に増加する.このことはとりも~;}"さず変性時間と共
に凝集体が連続的に形成されてゆくことをしめしていると考えられる.電子顕微鏡による分子レベルに
むける観察結采も pH7. 8， O. 5 M KClの条件で 35"Cに加熱する前・と後とでは HMM-5は明らか

{訴3

。之

( a ) 
0.5MKCL 

( b ) 

O.IMKCし

∞Loj-ppギド戸==o
。 60 120 0 60 120 

Incubation Time (min.) 
Fig. 6. Course of changes in the reduced viscosities of myosin and its subfragments. 
Conditions were the same as in Fig. 2. -・;myosin， 
-d一; HMM-5， 
0-; HMM-lO， 
一一×一一; Sh 

一口一; Sト削
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Plalc 1. Elcclron micrograph of HMM-5 bcfore (a) and aftcr 30 min-(b) and 120 mil、incuba-
llO日 (c)al pH 7.8 

Condilions wcrc lhe samc in Fig. 2， a. 



178 川上英之

に不可逆的凝集反応を起していることをしめしている (Plate1 (a)， (b)， (c)).生の HMM-5分子 (Plate

1 (a))は 35'C に30分加熱すると近くにある分子同志が無法則的に凝集してゆき次第に大きを凝集体

を形作ってゆく (Plate1 (b)， (c))ことがしめされている.

ミオオ-シンの ATPas町e百訴I号it判性1:には SH 2基6tEが凶与し3刊1リ)同H

ミオシンの失f祈;汚号にともなう凝f集i長4反此、にも凶I勺子している3叫2叫}と忠われるので遊醐離tの SH )，占Eの変化を E日l日lman

の方1法iよ:2悶叫3叫)を斤川J¥い八て定lhはi止I的に検J討Jした. ミオシンのJTif:-0.5 M KClで は変性の初!9Jの段階で 1-2
moles/l05gの SH)，tが減少し (Fig.7 (a))， O. 1 M KCIの条例こ下で も同じ現象が見られる. しかしミオ

シンサブフラグメントの場介 O.1 M KC1， pH 7. 8の条1'1ーで 35'C に211.¥q/IJまで保持しでも SHJ&の

数はほとんど変化しをい (Fig.7 (b)).この1I.'tの ATPasemtl:は生のlI.fの 3096以下まで減少する (Fig.

2 (b)). そしてこれらのサプフラグメントが凝集した状態は必泌心分析 (Fig.9)でも屯子顕微鏡観察

(Plate 1) で も観察することが n~米 る . したがってこれらのサプフラグメントの場介. ATPaseの失析

も凝集反応も SHJ&の酸化をとも念わまいととをしめしている.

pH 7. 8， O. 1 M KClあるいは 0.5M KC1， 35'C の条例今で保持した11.¥'のミオシンjo、よびミオシンサ

プフラグメン 卜の旋光分散の変化を終1I.'i的に調べ他のtI:'l'1と比鮫検討した.旋Yi:，分散の変化から Mo伍t
& Yangの式24)をJIJいて bo11f(の変化を'1ミのミ オシンbよびミオシンサプフラグメントのそれを 100労
として終日午的に凱わした (Fig.8) ミオシンがトリプシンにより分解され，より小さいサプフラグメン

トに去るにつれてその -bo11fiは減少してゆく (Table 1).また 35'C に211年WJまで保持すると 0.5M

KC1， pH 7目8の条件ではミオシンの -60 11f(はせいぜい 15~ぢ 位までしか減少し念いがふの bo 11f( 

は 25%以上も減少する. ζの傾向は O.1 M KC1， pH 7. 8の場介にもみとめられる (Fig.8(a)， (b)). 

砂くに超法心分析法を川いて 35'C に30分保持したH与の HMM-5jo、よび 5，の本illIJを訓ベた.その

結.¥1ミ HMM-5では 0.1M ゐ、よび 0.5MKClのいずれの場介もミオシンの場合，二:Lt#であるとい

われている日叶5)Iリlらかに早く沈降するi]Iい怖とーllt休とJfえられる 2つの111争に凶裂することが観察さ

れた (Fig.9).-)j 5，の場介はミオシンや HMM-5に凡られたようなはっきりとした2つの怖は現わ
れず，もとのふの怖に相、月する主的と二1速に沈降してゆく幾つかの1[(い成分がみとめられた. j，'、そら

くこれは凝!tーした 5，は公速にその大きさがWIし即時に沈降してゆくためとJfえられる.従って 5，の

.I":J，}-ífにはこの起:ill心の 1><1 からー :Hf>:の形成する怖の比降定数を ;;1~1 することができ， さらに Radial

dilution効果のflnlEだけをしてこの以l伺の而杭を，1mすることによって 5，の肌折本泌皮を求める試み

をした.この怖を形成する 5，の泌!立をiJilJA:するためには昨の而杭を求め，このIflill'lを法心11.'i1l¥Jの辺数

に対してプロットするとそのタテーI~h との交点から法心lI!ill\J を無|波大に外そう し た1I.'fのふの浪j主を似る

ことが出米る(Fig.lO).このふの峰のIflI砧は)JII熱時II¥Jを延長するにつれて次第に減少する.この減少

する述j及は Fig.12にしめすようにI，IIじ条例で測定したlI.fの ATPaseの失活の述皮の理論，11，線とよく 一
致する (Fig.12). 

次に O.1 M KCI， pH 7.8， 35'C の条件に保持した11年のふの沈降定数“S20w" のタンパク泌)Jt依イF

tI:をふの濃度をいろいろ変えて測定して図示すると Fig.11のようになる.こ の私lzJ長を以少n釆法を
HIいて計算すると 5fI!，(とタンパク濃度の|口jには次の式にしめすようを関係があることが判る.

5=50-KC 

=5. 74-0. 036C 

一定1I.'fIl'，]35'Cで加熱した11.¥の 5，の主峰がしめす 511{(を正I.rrしてその時のタンパク波l支を Fig.lO

より求めてプロッ卜するとその泌皮依存tlーは Fig目 11にしめすように生の 5，のそれとJf;'i;¥'によく 一致

する.

f七の 5，と加熱したlI!j の 5，のち1: 1海定数をタンパク iJ~ JJtゼロに外そうした IIS の S 自立すなわち S~ 0 \~ 
はともに 5.74:t0. 03であった.
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Fig. 10. Area under the schlieren peak of Sl denatured at pH 7.8 and 350C in 

0.1 M KCl and 20 mM  Tri-HCl buffer (pH 7.8) as a function of recipro-

cal centrifugation time. 

lncubation times wer巴 forOmin (0)， 20 min (ム)， 40 min (口)， 60 
min (.)， 80 min (.A.) and 100 rnin (圃)， and initial protein concentration 

was 9 mg Sl/ml. 

(~、2~(~ιr~(~~-)r L1 r; represents the area under the schlieren p叫ゆ
m' 

rected for radial dilution， in which r m and r p are， respectively， the distance 
I r 、2

from the axis of rotation to the meniscus and peak， (一一) is correction 
、'm'

I dc ¥ term for radial diluti叫(討γ denotes the protein conce山 ationgradi叫

at the arbitrary distance r from the axis of rotation and L1r represents a 
unit width of measured fractions of the peak. 
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and the main p回 kof denatured (.)S1・ Codenotes initial concentrations 
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centrifugation time of monomer after various times of incubation (Fig. 
10). Ultracentrifuge w田 performedat 200C and 60，000 rpm in 0.1 M 
KCI and 20 mM  Tris・HClbu釘er(pH 7.8). 
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。
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Fig. 12. First-order plot of the inactivation and aggregation of S1 at pH 7.8 
and 350C. 
The solid line is a theoretical curve given by at=aoe-2.53XI0-I， (Fig. 
2， b. and Table 1). 
-0一; inactivated S1 (9 mgfml)， 一.-;concentration of S1 monomer after various tim図。fincubation 

in schlieren diagram (Fig. 10)， 
ー×一; concentration of S1 monomer after various time of incubation in 

Sephadex G・200column elution profile (Fig. 13)， 
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Fig. 13. Elution profile of S1 incubated for 0(0)， 60(口)and 120-min (企)on a Sephadex G・200
column (2.64 x 100 cm). 

Conditions for incubation were the same as in Fig. 2， b. 

A 5 ml sample (2 mg S1/ml) was applied to the column and eluted with 0.1 M KCI 

and 20 mM  Tris-HCI bu釘er(pH 7.8). 

Flow rate was 20 ml/h and 10 ml fractions were collected. 

Vertical arrows indicates， respectively， positions of peak-tops of blue dextran (M.、γ.
2 X 106) and horse myoglobin (M. W. 1.68 x 104). Horizontal arrows correspond to the 

scale on the right of the specific ATPase activity. 

さらに O.1 M KCI， 20 mM  Tris-HCI buffer (pH 7.8) の条件で 350C に加熱した時のんを

Sephadex G-200 Columnによるゲ、ノレ減過法によって経時的に分割すると， Fig.13にしめすように未

変性のふの峰の経時的減少と，変性したより高分子量のふの峰の経時的増加が明らかにみとめられ

る. しかもこの2つの峰の ATPase活性は前者にふ、いてはほとんど変らず，後者の場合には常にゼロ

に近いことがしめされている.生のふがしめす峰の面積が減少する度合を生のふそれを 100として

反応時間に対してプロットすると ATPase活性の失活むよび超遠心分析法によって求められた峰の面

積の減少の度合と完全に一致することがみとめられた (Fig.12). 

III. ピロリン酸の影讐;

安井ら 2)は pH7.0， 300Cでミオシンの Ca-;t'よび EDTA-ATPaseの熱による失活は 10mMピロ

リン酸を加えることで抑制されると報告している.そこでミオシンbよびミオシンサプフラグメントの

変性に対するピロリン酸の効果を調べ検討した.その結果， Fig. 14 (a)にしめすように CaCl.の存在

ドで 10mMピロリン酸を加えて pH7.0， 0.5 M KCl， 350Cに保持して経時的に ATPase活性を測
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Fig. 14. Effect of PPi on denaturation of myo喝irト(a)and HMM-ATPase (b) and effects of PPi， 
ATP and glucose on the denaturation of Sl-ATPase (c). 

Incubation was carried out at 350C and in 0.5 M KCl， 50 mM  Tris-maleate buffer (pH 
7.0)，2 mgfml protein. 
(a) 

-0一; myosin without 10 mM  PPi， 
一e-;myosin with 10 mM  PPi and 0.1 mM  CaCI2， 
(b) 

-0一; HMM-5 without 10 mM  PPi， 
←.←; HMM・5with 10 mM  PPi and 0.1 mM  CaCh， 
(c) 

一0-; Sl without 10 mM  PPi， 
一一.一一; Sl with 10 mM  PPi and 0.1 mM  CaCb， 
一×ー; Sl with 3 mM  ATP and 0.4 mM  MgCI2， 
-6，一; Sl with 2 M glucose， 
ATPase activity was measured in 0.5 M KCl， 1 mM  ATP， 50 mM  Tris-maleate bu官官
(pH 7.0)， 5 mM  CaCh and at 250C. 

定した.ミオシンの場合，はじめの 30分はほとんど 100%活性が保たれているが，その後は一次反応

に従って減少した.この結果は先の安井')らの報告と良〈一致する. しかしミオシンが次第に分解され

てより小さいサプフラグメントにまるにつれて ATPaseの失活に対する保護効果が失われてゆくこと

が判る (Figs.14 (b)， (c)). 

IV.考察

DEAE-Cellu1ose Co1umnによって十分精製したミオシン£、よぴミオシンサプフラグメント， HMM-

10の Aτ'Paseの失活の速度は MgC1.を加えてもあ、そくはまら念かった (Figs.2(a)， (b)).この結果は

先に報告5)されたものとは異っている.しかしアクトミオシンの変性に対する MgC12の保護効果は

Maruyama & Ishikawaによって実際にみとめられている叫. したがって先にみとめられた MgC12の

変性に対する保護効果はミオシンが精製されていまかったため少量のアタチンが混在していたことによ
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るものと考えられる. また DEAE-Cel1uloseColumnで精製したミオシンの場合18)と同様にミオシン

をトリプシンで分解して得られるサプフラグメントを加熱しでもいわゆるスモーノレサプフラグメン

ト39)，63)の遊離はみとめられなかった (Figs.9， 13).従ってこの熱による ATPaseの失活の過程は安井

ら2).:l示よび Johnson& Rowe35) によって主張されて来た反応形態よりも単純な反応であると考えられ

る.今回検討した ATPaseの失活の速度はミオシンがより小さいサプフラグメントに分解されてゆく

につれて7)， 30)次第に速くなることが明らかと念った (Figs.2， 3， 5).この関係は Table1にミオシンむ

よびミオシンサプフラグメントの物理的忠、よび化学的パラメーターとの関連にbいでしめされている.

Table 1. Rates of Denaturation of Myosin and Its subfragments in Relation to Their Physi-

cal-Chemical Parameters Rates were measured at 350C and pH 7.8. AII values 

listcd in this table are the average of duplicate exp目 imentson at least two samples 

from di汀erentsources. 

Myosin HM乱1-5 HMM-IO SI SI_n 
m m m m m 

Concn. of KCI (M) 0.5 0.1 0.5 0.1 0.5 0.1 0.5 0.1 0.5 

Rates (halιlife 

time of A TPase 45 58 38 49 31 45 25 43 25 
activity， min) 

Rate constants * 

(sec-1) X 10' 2.56 2.05 3.06 2.30 3.55 2.53 3.82 2.61 

ザred(dl/g， 
protein concn.， 2.055 0.575 0.575 0.350 0.400 0.065 0.075 0.035 
2 mg/ml) 

Rotatory 

dispcrsion 373 355 363 303 359 240 205 
constant， ho 

Molecular wt. 458 320~362*** 114**** 102**** 
X 10-3 ~510** ~121****場

* CaIculated by the equation: a， = aoe-k'， whcre a， and ao represent ATPase activities 
。fmyosin and its sub仕agmentsat t and 0 time of incubation， respectively， k is the 
rate constants， and t is the time of incubation. 
** Quoted from refs. 40 and 45. 

*** Quoted from ref. 40. 

**** Measured by the present authors by Archibald technique in 0.15 M KCl and at pH 
7.6 and 50C. 

***** Measured by the present authors by sedimentation-difTusion technique in 0.15 M KCl 
and at pH 7.6 and 200C. 

3.82 

このように反応速度の噌加はミオシン分子の大きさ，分子構造を保持しようとする力の強さ，分子の非

対称性の減少に起因するように見受けられる.すなわち反応速度はミオシン分子のいわゆる尾の部分の

長さが短くなるにつれて速くなり，尾の部分がなくなると (SI)反応速度はもはやそれ以上酵素分解が

進んでも (SI-n)速くならない (Fig.2， Table 1). さらに別に単離された LMMを HMM-5の失活反

応に際して加えても，失活の速度は抑制されをいことが'1~1jっているので (Fig. 15)，生のミオシン分子の

もつ安全な尾部が ATPaseの失活の反応に何らかの役割を果していることが惣像される.fig.5にしめ

すように4つのミオシンサプフラグメントの KCI濃度に対する ATPaseの失活の速度の正の傾斜が

いずれも約1.11であるのに対してミオシンの場合は約 0.46であることから考えてもこのことを裏付け

ている.このことはミオシン ATPaseの失活にむいてミオシン分子の尾の部分が重要な役割を演じて

いることを意味している.そしてこの尾の部分は生:fIIl.的条例二でミオシン分子の特異的左可逆的凝集反応
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Fig. 15. Effect of LMM on the denaturation of HMM-5. Incubation was 

carried out in 0.5 M KC1， 0.1 mM  CaCI2， 50 mM  Tris-maleate buffer (pH 

7.0)，4.7 mg LMMfml and 2 mg HMM-5fml (HMM・5fLMMニ 1M/1M)

and at 250C. 

ATPase activity was measured in 0.5 M KC1， 3 mM  CaCh， 50 mM  

tris-maleate buffer (pH 7.0)， 1 mM  ATP， 0.47 mg LMMfml， and 0.2 mg 

HMM-5fml and at 250C. 

-0-; without LMM， 

-.-; with LMM， 

を可能にしている. ミオシンの比較的大きいサプフラグメントつまり HMM-5，HMM-10がその他の

より小さいサブフラグメントつまりふ，81-n と同じようなイオン強度に対する挙動をしめすというこ

とは球状の頭の部分にくっついている尾の一部分，すなわち水溶性の 8242)が水溶液中での変性の過程

で ATPaseの失活の速度をおpそくするということ以外にはほとんど影響しないということをしめして

いる.タンパタ質分子の大きさ，形，二次構造に基づいた熱に対する感受性がちがうにもかかわらずミ

オシンbよびミオシンサプフラグメントは ATPase活性に関する限り生理的条件で最も安定であるこ

とは非常に興味ある事実である.

これまでに検討して来たことはミオシンbよびミオシンサプフラグメントが 35"Cで溶液中で不可

逆的に失活するということであった.そして， ミオシンbよびミオシンサプフラグメントの ATPase

の不可逆的ま失活の特徴はタンパク質分子の凝集をとも念うということである.Fig.7にしめすように

ある特定の条件下では SH基の数は 35"Cに2時間保持しでもほとんど変化し念かった. しかし一方

では ATPaseの失活と分子同志の凝集は実際にbこっている (Figs.2， 9， 13， Plate 1). それ故 ATPase

の失活と凝集には SH基は関与してい念いと結論できょう. この結果は従来提出されている他の報

告幻， 34)，43)とも一致する.

変性すなわち ATPaseの失活と不可逆的凝集という特異的を現象は広〈ウサギ、のミオシン 1)，2)，4)，5)， 

33)，35)あるいはタラのミオシン34)，36)について研究されている. この凝集反応の機構を説明するため

に2つのステップが考えられている 33-36) すなわち (1)式で説明されるように，はじめミオシンのー

量体 (M)が賦活化された形す念わち分子構造が重合しやすい形 (M*)に変化L，ついで重合体

((M*)Z)を形成するという考え方である.

M
 

伽
一
向

M
 

加
一
向
M
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安井ら 2)はピロリン酸がミオシン ATPaseの加熱による失活を抑制するという現象を速度論的に解

析し，この反応機構が (2)式によってうまく説明されるということを提唱した.

K1 K2 
N 一一 N*ー→ D.....................…・…・・・・・・・H ・H ・.....・H ・.....・H ・...…(2)
(1) (11) 

ここで Nj，'よぴ D は生bよび変性したミオシン.N*は変性過程にbけるミオシンの中間体.KlO 

K2は変性の一次反応速度定数をしめす.この (2)式で (11)が (1)に比べて非常に速い念らば (K1<
Kz)，たとえばピロリン酸が存在し念いまらばこの時の反応は一次反応式に従う.もし (1)と (11)が

同じ程度の速さまらば (K1;;::K2)，すまわちピロリン酸が存在する条件下では， との反応は初期の
段階で明らかに一次反応式に従わをくをる2) (Fig. 14 (a)). 貯蔵中のミオシンの凝集に関する過去の

研究34-36)では，凝集反応は二次反応速度に従うことが報告されている.それで超遠心分析から得た図

の峰の面積を求めるという方法でミオシンの凝集反応の速度が (1)式に従うととを考えようとするをら

ぽ，先ず ATP，ピロリン酸の存在する系で二量体形成反応速度がこれらのリン酸化合物によって(1)式

中の (11)の段階で影響を受けるということ 35)・叫にまらまければをら念い.同じようま機構が Lowey

& Holzer38)によって提出された.彼らは凝集体の沈降定数は sgoω=10.0でこの値は長輸にそって側

面重合した二量体として計算した理論値とよく一致するということをしめした.さらに部分的には

Connell8りの意見と一致するが Johnson& Rowe35)， Mackie36)の説とは異念り. 2つの濃度のちがう

試料 (0.02g/100 ml， 0.05 g/l00 ml)を用いて光散乱法により分子量を測定したところ，重量平均分子
量が同じであったことから.Over-all reactionは一次反応にしたがうことを明らかにした.このようま

凝集反応の速度論的念取扱いに関する意見の食いちがいは次のようま事実に由来するのである.すまわ

ち. (1)式に基づく速度論的取扱いの結果として， もし超遠心分析により測定された成分がすべてー量

体であると仮定すると，そのー量体のしめす峰の消失速度は当然一次反応的にまら老ければ念らまいに

もかかわらず，実験的にはこの事実は観察されていをい84-86) 従って ATPaseの失活と不可逆的ま凝

集反応は相ともまって起るという幾つかの実験的事実1-2)が提示されてはいるが， これら両反応が同時

に同一反応次数で起るということを断言するにはさらに多くの実験事実が必要であると考えられて来

た.そしてまた測定手法の相違は凝集反応と失活反応を分離して追跡しているという可能性も指摘さ

れ，このために凝集反応は二次反応的に，失活反応は一次反応的に進行するという考え方も存在して来

た. このようをミオシンの上記 (1)式bよび (2)式にしめされる変性機構をめぐっての矛盾や混乱，

さらに相反する論争はミオシンそのものを試料として用いる限り両者聞の妥協は成立しをいであろう.

何故念らばミオシン分子の特殊念形と複雑性によってミオシンはその大部分が不可逆的と考えられる自

然発生的念分子悶凝集を起すばかりでなく生理的ま pH環境で高塩濃度という条件下にbいてさえも

ー量体言多量体の平衡状態にある 44)，45)ことがしめされているからである.この後者の可逆的凝集反応

はミオシンの生物活性の喪失をとも念わず，主としてミオシン分子の尾部の作用によって引き起され

る6)，7)，41)，42)，4叫， 44) この事実を考慮に入れると，低温にbけるタラのミオシンや室温にbける家兎の

ミオシンの凝集の度合が超遠心法で測定された場合，これが必ずしも ATPase活性の消失の度合とは

一致しまいということは当然と考えてよいであろう. もちろん超遠心分析法は粒子の凝集の度合を他の

知何なる方法よりも意図的に測定できるすぐれた方法である. しかしこの流体力学的方法は実際にどの

よう念種類の凝集反応が起っているかという情報を我々に伝えてくれまいのが欠点である.

電子顕微鏡による観察では HMM-5の変性は初期の段階では必ずしも長軸にそった側面重合の仕方

はしていまいL.変性時間の経過とともにより大きま重合体へと融合成長してゆく過程がよく判る
(Plate 1).しかし，超遠心分析の結果では.HMM-5はミオシンと同じように挙動し明らかに変性して

重合していると思われる蜂と未変性のー量体と思われる峰とが分れてゆ<. HMM-5がミオシン分子

の尾の一部分をもっていることからこの残存する尾の存在ですら変性反応の解析を困難にする要因と念

り得ることがこの事実からも判る.それで，ミオシンの球状の部分だけであると考えられているふを
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試料として用いると解析は極めて容易と在る.Fig.2にしめした一次反応の理論曲線と超遠心分析にb

いて，未変性と恩われる峰の面積の経時的変化とがよく一致する (Fig.12).そしてこの峰の沈降定数は

8goω=5.74で生のものと同じである (Fig.11). さらに失活と凝集反応の一致はSephadexG-200 

Columnによるゲ、ル漉過法によって得られた結果からも確認された (Figs.12， 13).以上の結果から 81

を試料として用いる限りでは (1)式と (2)式の聞の食い違いは取り除かれ統一された反応機構を (2)式

によって説明することが可能にまる. (2)式の中でミオシンbよびミオシンサプフラグメントが N*

の形に変化し，それから変性へと進む過程の中に含まれる変化については判ってい念い.Figs. 6， 8，に

しめすようにミオシンネ、よびミオシンサプフラグメントの粘度や -bo値が増加してゆくことからbそ

らく三次構造の変化が関与していると考えられる.さらに -bo値が増加する度合はサプフラグメント

の分子量が減少するにつれて増大することをしめしている (Fig.8). これらの一連の結果から考えると

(2)式の機構中の中間体 Nキに関しては次の2つの可能性が示唆される.すをわち①分子内構造の微細

かつ迅速念組替が変性に先行して起っている.あるいは②変性それ自体が分子構造の乱れをもたらす傾

向がある.現時点では上記2つの可能性の中，いずれがより確からしいかということを明らかにするこ

とは出来まい. しかし ATPaseの活性点はミオシンの球状部分に局在していることはわかっているの

で ATPase活性の顕著を変化が分子の局部的構造変化によって誘発されると予想することは妥当念考

え方であろう.

一方，反応生成物は凝集した分子によって形成される巨大まかたまりであることが電子顕微鏡によっ

て観察されている (Plate1). この凝集塊はbそらく分子相互の融合念いしは接合によって生成され，

その結果として ATPaseの活性点のマスキングを引き起すのであろう.このよう念分子閑凝集反応を

引き起すカについては疎水結合あるいはイオン結合が考えられる. ミオシンを含tJ系に主ずいては特に可

逆的凝集反応の場合，イオン結合が凝集の過程に重要在役割を演じているように見受けられる.その理

由は形成された凝集体であるミオシンフィラメントの安定性は塩の添加によって著しく減少し，またこ

の安定性は温度と無関係であることによる川.

しかし本論文ではミオシンbよびミオシンサプフラメントの熱変性はいつも塩を加えると促進され

(Figs. 2， 5， 6)，そして明らかに温度依存性をしめす (Fig.4). これらの事実は不可逆的ま凝集は主に分子

聞の疎水結合によってもたらされるという考えに有利な事実を提供している.一般に電解質の濃度を上

げると溶媒中の極性が増し，非極性基の溶解度が減少する結果として疎水結合を強める.また，変性の

エントロピ一変化は温度に関係念く常に正の寄与を.:18gに対してbこ念う構造的エントロピ一変化に

加えて，分子の折れたたみ様式のほぐれによって露出する疎水性基のヱントロピ一変化が主体的を変化

要因とまって-I>'b，この後者のエントロピ一変化は低温では負の寄与を.:180 に対してbこ念っている

が温度が上昇するにつれてより正の寄与をbこなうようにをることが知られている(7)

ミオシシは不溶性のメタルーミオシアネートにアニオンが結合することで可溶性にまることが報告さ

れている48) そしてピロリン酸はミオシンの ATPase活性部位と特異的ま相互作用をもっ49)他に一般

的念分子上のアニオン結合部位に置きかわることが出来る日).51) ミオシン~、よびミオシンサプフラグ

メント (HMM-5，HMM-10)のアミノ酸分析の結果7)はイオン性側鎖を持っている残基はミオシン分

子の尾の部分に濃縮されて-I>'b，それ故非特異性のアニオン結合部位の数はミオシンをトリプシンで加

水分解する過程で減少してゆ〈であろう.一方疎水結合部{立を持ったものは球状の部分により多〈局在

している. ミオシンの熱変性に対する 10mMピロリン酸の保護効果は明らかにミオシンのトリプシン

分解の進行につれて低下する (fiig.14 (a)， (b)， (c)). 

以上の結果から ATPとは異念って，ピロリン酸はミオシンの活性部位に結合してミオシンを安定化

するのではをし単に分子聞の静電気的反発力の増大によって (2)式の中の (11)の段階にbける速度

がbそく念るだけであることが示唆される.このことは Goodfrey& Harringtonが溶液中での分子量

を測定じた時に，オルトリン酸緩衝液はいろいろの形の二量体 (dimer)あるいは多量体 (n-r:ner)の形

成を阻害するという報告44).45)ともよく一致する.ミオシン分子の尾部を欠いているサプフラグメシト
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(81)についてはピロリン酸はほとんどその変性保護効果を発揮し念い (Fig.14 (c)). このようま現象は

ミオシンの球状部分間の疎水結合反応が主要在役割を演じているという観点と一致するものと考えられ

る.

中性の有機溶媒，グルコースネ、よび基質 ATPは(2)式の (1)の途度に明らかに影響することから，

Aの熱変性に対して前者は強力ま，後者は温和を変性阻害剤として作用することが判った (Fig.14 (c)). 

これらの変性阻害剤の中，中性有機溶媒，グルコースの変性抑制jの機作については過去に報告4)があ

る.一方 ATPは変性条件に対してミオシンだけで海在するよりもより安定であると考えられている

酵素一基質複合体の形でミオシンの安定性に寄与していると日).54).同考えられる.

それでは何故ピロリン酸が ATPと同じよう念変性阻害剤として作用しまいかという疑問が生じてく

る.これまでしばしば ATPとピロリン酸はアクトミオシン系に対Lて同じようを挙動をしめすという

ことから変性阻害剤としても同じように考えられ，またこれら 2つのリン酸化合物は家兎のミオシンと

良〈結合するL.ミオシン 1モJレあたり 1-2個の結合点をもっていることも明らかである日-52).56).57)
また ATP，ピロリン酸は DNP(2，4-dinitrophenol) .i，>よぴ NEM(n-ethylmaleimide)のよう念変性剤

によるミオシン ATPaseの失活を阻害する日.)59) さらに旋光分散，紫外部差スペクトノレ日).61).62)に

よる ATP，ピロリン酸の結合に対する高次構造の変化も追及されている.しかし.ATP，ピロリン酸

といったポリリン酸の結合のメカニズムはまだまだ説明することは出来をいが，これらのポリリン酸は

ミオシン ATPaseの失活を阻害するように分子構造を修飾することは推測出来る. そして ATPを用

いた今岡の実験結果からも同じようま構造上の変化が熱変性に対してミオシンbよびミオシンサプフラ

グメントを保護する上で役立っていると考えることができる (Fig.14 (c)). 

注意しをければまらをいこととして，上記の一連の過去にbける研究は50→2).56-62)MgCl2の存在す

る系でbこ念われているという事実が指摘される.

これら一連のミオシンの ATPあるいはピロリン駿の結合部位に関する保護作用とは対照的に，本論

文にbける実験 (Fig.14)にbいてはミオシンの変性に対するピロリン酸の抑制効果に関する限りは

Mg++の存在は必要ではまいことがしめされ，この点に関しては安井らの報告2)も同様の結果をしめし

ている.さらにタラのミオシンの不可逆的凝集に対するピロリン酸の抑制作用が MgCI2の濃度の増加

につれて減少するととが Mackie36)によって報告されている. これらの諸結果はミオシン ATPaseの

変性に及ぼすピロリン酸の保護効果は前述の ATPによる保護効果とは若干異念った機構に従って発揮

されていることを示唆している.

V.結語

以上の論議ともに本実験により得られた結果を総括すると次のことが考えられる.

す念わちミオシンの ATPaseの失活をともまう不可逆的凝集反応すまわち変性は分子の球状部分の

融合によるものであり，分子の尾部は本実験にむけるよう念温和宏条件下にある溶液状態にbいてはむ

しろ静電反発的に働き，全体の変性作用に対しては抑制的ま効果をもつものである.そしてピロリン酸

の変性抑制効果はこの後者の抑制効果を強めるものであって.Mg++ーピロリン酸系にbいてみられる活

性部位あるいは結合部位に結合して酵素一基質複合体を形成することによってミオシン ATPaseを安

定化するという可能性は少念い.

35.C，中性という温和宏条件下でbこ念われた本実験が筋肉構造タンパク質を原料とする肉製品の保

水性や結着性と直接的に関連するかという点は未だ明確には断言できまいが，より高温 (60-70.C)，

より酸性側 (pH5.5-6.5)で肉製品のゲノレ化現象が構造タンパク質中のミオシンによる網状構造形成

によることはほぼ明らかであることからとの酵素タンパタ質の活性点が局在する部位を選択的に分離

し，その不可逆的凝集反応の機作を部分的にでも解明できたことは前記の肉製品の製造工程についての

基本的な理論形式の一助とまるであろう. しかし実際製造加工条件下でbこる網状構造形成の機構は本
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論文ではふれられてい念い分子の尾部(棒状部分)の熱変性の機構解明を待ってその全豹が初めて明ら

かにされるであろう.

また一方，タンパク質，酵素化学的見地からみるまらば安井ら2). Johnson & Rowe聞が提出してい

た機構は本研究では否定されている.

N-→ N* ー→ D….....・ H ・-…・・・…'"・ H ・-… H ・H ・-… H ・H ・，"…・ ・・ H ・H ・・ .. (3) 

Small subflagmentの解離，

アルカリ変性帥}や変性剤の使用によって上記 (3)式は現在ミオシン分子の球状部分の活性点そのものと

して多くの研究者63)によって研究されその存在の確からしさは明らかにされつつある.しかし，中性b

よび晴乳動物の体温に近い条件でのミオシンの熱変性は活性点の離脱をともまわず，分子内高次構造の

変化に起因する分子間結合による凝集のみを起し結果として活性点はマスクされてしまうというご〈一

般的ま変性過程を考えることが妥当であることを本実験はしめしている.

要 約

1. DEAE-Cellulωe Columnによって精製したミオシンと生物活性をもったミオシンサプフラグメ

ント (HMM-5，HMM-10， 81， 81-..)についていろいろま条件で変性の状態を検討した.

2. ミオシンサプフラグメントの ATPaseの失活の中.pH，温度依存性はほとんど同じであった

が，反応速度はより小さいサプフラグメント (8"81_，，)に念るにつれて速く念った.

3， Aτl'aseの失活にイオン強度依存性はミオシンbよびミオシンサプフラグメントとも生理的条件

で(1=0.1)最も安定であった.また，ミオシン分子の安定性に尾の部分が大きく貢献していることが

判った.

4. ATPaseの失活にともまう分子の不可逆的ま凝集反応は本研究で検討した全ての変性反応にみと

められたが遊離の SH基は本反応とは全然無関係であるととが磁認された.

5. 熱変性の過程で HMMゃあから小さまサプユニフト (gーサプユニット)の遊離は確認出来ま

かっTこ.

6. 81を試料として用いた場合，超遠心による沈降速度の分析bよび SephadexG-200によるゲル

油過の結果から測定した変性の一次反応速度定数は ATPaseの失活の速度定数と良く一致した.

7. グルコースと ATPはミオシンbよぴミオシンサプフラグメントの ATPaseの失活の阻害剤と

して作用したがピロリン酸の限害効果はミオシンがしだいに小さなサプフラグメントに分解されるにつ

れて減少した.

8. ミオシンの変性にbよほすピロリン酸の影響為、よび変性過程にあ、ける分子聞の相互作用等に関す

る可能ま機構についての考察がbこまわれた.
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SUMMARY 

I. Denaturation of purified myosin and its enzymically active subfragments, heavy meromyosin, 

subfragment I and subfragment 1-n have been studied under the various conditions. 

2. Although the dependence on pH and temperature of denaturation of myosin subfragments has 

been shown to be almost the same as those of the parent protein, the rate of the reaction increases 

gradually until myosin molecules are fragmented to globular heads. 

3. The dependence on ionic strength of the rates of denaturation particularly indicates that 



193 

myosin is stabilized at higher ionic strength, suggesting that the rod region of myosin molecule plays 
some role for the stability of the protein in solution. 

4. Aggregation which accompanies denaturation has been found in all denaturation reactions 
examined, and free sulphhydryl groups on and in the protein molecules have been confirmed to have 
nothing to do with this phenomenon. 

5. No liberation of small subunit (g-subunit) from heavy meromyosin and subfragment I was de­
tectable during the course of thermal denaturation. 

6. The first-order rate constant determined from analyses of sedimentation velocity diagrams 
and gel-filtration prophiles has coincided with that determined from loss of ATPase activities with 
time of incubation under the same conditions, only when the subfragment I was used as material. 

7. While glucose and ATP act as inhibitors of denaturation reaction of myosin and its subfrag­
ments, a protective effect of 10 mM PPi has been depleted as myosin is fragmented into smaller subrfag­
ments. 

8. The influence of this anion on the denaturation of myosin and the possible mechanism and 
intermolecular interactions among molecules in the denaturation process are discussed. 


