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研究成果

研究 目的

脊椎動物 の平滑筋 ミオ シンは、消化管 や血管 な どの内臓筋 の収縮 を担 うタ ンパ ク質 分子

モ ータ ーであ る。平 滑筋 ミオシ ンは、重 鎖、 調節軽鎖 、必須軽鎖 、各二 つずつ か ら成 る六

量体で、二つの頭部 と一本の尾部か ら成 る分子構造 を とる。頭部 にはArpを 加水分解 して

アクチ ンフィ ラメン トを動かす モ ータ ー活性 があ り、尾 部 には互 いに会合す るフ ィラメ ン

ト形成能 があ る。平 滑筋 ミオシ ンのモ ーター活 性 とフィ ラメ ン ト形成 は調節軽鎖 の リン酸

化 によ り調節 され る。 リン酸化 はモ ータ ー活性 を活性化 し、 フィ ラメ ン ト形成(重 合)を

促す。 生体 内で はミオ シン とアクチ ンは ともに フィ ラメ ン ト状態 で相 互作用 し、筋収縮 を

起 こす。 したが って、平滑筋 収縮 はミオ シンのモ ーター活性 のみな らず ミオ シ ンの重合 ・

脱重合によって も調節 され ると考え られている。

平滑筋 ミオ シンの フィ ラメ ン ト形成 は ミオ シ ンの コンボ メーシ ョン変換 を介 して調 節 さ

れ る ことが知 られ てい る。平 滑筋 ミオシ ンは、脱 リン酸 化状態 では尾部 が折 りたた まれ た

「折 りたたみ型 」コ ンボメ ーシ ョン(ま たは10Sコ ンボメ ーシ ョン)を と り、 モノマ ーと

して存在す るが、 リン酸化 され る と尾部 の伸 びた 「伸長型」 コンボメ ーシ ョン(ま た は6S

コンボメ ーシ ョン)を と り、会合 してフ ィラメ ン トを形成す る。 この コ ンボ メ ーシ ョン変

換1フ ィ ラメ ン ト形成 の リン酸化依存調 節に は リン酸化 され る調節軽鎖 のみ な らず必須軽鎖

も必要で ある。必須 軽鎖 は、従 来 は同調 節 において重要 視 され てお らず その機能 領域や は

た らきはほ とん ど解 析 されて いな い。そ こで 、本研究計 画で は、平滑 筋 ミオ シ ンの コ ンボ

メーシ ョン変換ノフィラメ ン ト形成の調節における必須軽鎖 の(1)機 能部位 を明 らかに し、

(2)同 部位 のミオ シン分子 内での相互作用を探 る ことを目的 とした。

研究成果

(1)必 須軽鎖 の機能部位の解 明

生理的条件下では、脱 リン酸化 平滑筋 ミオ シンは10Sコ ンボ メーシ ョンを とりモ ノマ ーと

して溶解す るが、 リン酸化平滑 筋 ミオ シ ンは6Sコ ンボメ ーシ ョンをと り会 合 して フィ ラメ

ン トを形成す る。 これ ら10Sお よび6Sコ ンボ メーシ ョンはゲル ろ過 の溶 出時 間か ら区別す

ることがで きる。 この際Mg2+濃 度 を低 く抑 えた条件(0.24α26MNaα,lmMMgCl2,0.1-lmM

EGTA,α02-01mMArR10mMs(xhumphosphate(pH7.2),6-25。C)を 用 いると、生理的条件下

の平 滑 筋 ミオ シ ンの コ ンボ メ ー シ ョン を反映 し、か つゲ ル ろ過 で分 析 しや す いIKatoh&

Mo盛 低1996】 。本研 究において も、 この条件を用 いて分析 を行った。

さて 、私 はす で に、 ブタ大動 脈平 滑 筋 ミオ シ ンの必 須軽鎖(ELC)を ホタ テ貝(Pα伽op8c'8π

yε∬oε厩 ∫)閉殻筋 ミオ シンのELCに 置換す るる と、同脱 リン酸化平滑 筋 ミオ シンは上記 条件
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下で10Sコ ンポメ ーシ ョンを形成で きな くな ることを観察 していた 【Katoh&Moゴ 砥19971。

そ こで、平滑筋 ミオ シンのELCの 一部 をホタテ貝閉殻筋 ミオ シンのELCに 置換 したキメラ

ELCを 用 いて脱 リン酸化平滑筋 ミオ シンELCの10Sコ ンボメ ーシ ョン形成 に関与す る(す

なわち リン酸化依存 フィラメン ト形成 に関与する)ELCの 機能部位 を調べた。

平滑筋 ミオ シンのELCと してニ ワ トリ砂 の う平 滑筋 ミオシ ンELC(cDNAはDrKM.

Trybusか らいただいた)と ホ タテ貝(勿 ゆ εc伽'〃o伽 鰐)閉 殻筋 ミオ シンELc(cDNAはDrA.

G.Szent-Gy6rgyiか らいただいた)を 用 いた。 これ らのcDNAを 用 い、 まず平滑筋 ミオ シン

ELCの 四つ の ドメイ ンの うち一つ また は二つ をホ タテ貝 の配列 に置換 したキ メラELCを 構

築 した(Figl)。
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1

81
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C(Sc34)匿[===工====コ ■ ■■ ■■■■■■■■■
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1 43 79 156
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F躰1.キ メラELCの 模式図。

白抜きのバーはニワトリ砂のう平滑筋ミオシンELCの 配列を、黒塗 りのバーはホタテ貝閉殻筋ミオシンE㏄ の

配列を表す。バー内の数字は ドメイン番号を、バーの上の番号はネイティブELCに おける各 ドメインの始まり乃

至終わりのアミノ酸残基番号を示 している。灰色のバーはネイティブ 肌Cと 区別するために付けたタグ(淡 灰色

バー,ARIL;濃 灰色バー,EDE)で ある。構築 したELC名 は、野生型ニワトリ砂のう平滑筋ミオシンELCをC(WT)、

野生型ホタテ貝閉殻筋ミオシンELCをSc(WT)と した。キメラELCに ついては、ニワ トリ砂のうELCの うちホ

タテ貝ELCの 配列に置換 した ドメイン番号を括弧内に付して示した。

これ らのキメ ラELCのDNAは 遺伝子 工学的手法(ovenapextension法)を 用 いて構築 し

【Katoh8∫ 砿,2002】 、同タ ンパク質は大腸菌発現 系(Eco1'BL21(DE3♪)を 用 いて発現 し,封入体

よ り可溶化 後、アニオ ン交換HPLCに よ り単離 した。 これ らの リコン ビナ ン トELCを もっ

平滑 筋 ミオ シ ンは、す で に報告 して いる トリフル オペ ラジ ンー塩化 アンモニ ウム法 【Katoh&

M面 砥1996】 によ り調 製 したブタ大動 脈平滑 筋 ミオ シ ン重鎖(HC)、 単 離 した リコン ビナ ン ト

ELC、 別途 調製 したニ ワ トリ砂 の う平滑筋 ミオシ ン調 節軽鎖(RLC)か ら再構 成 した。再構成
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ミオ シ ンはSDS一 ゲ ル の デ ン シ トメ ト リー の結 果 か ら、HC、RLC、ELCの モ ル 比 が いず れ も

1.o:o.9-1.1:0.8-1.oで あ り、 化 学 量論 的 に再 構 成 され た こ と を確 認 した(Fig.2)。

1 2345678
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F埴2.リ コ ン ビナ ン トELCを 用 い て 再 構成 した 平 滑筋 ミ オ シ ン。

ブ タ大 動 脈 平滑 筋 ミ オ シ ンHC、 リコ ン ビナ ン トELC、 お よ び 脱 リ ン酸化RLCを モ ル 比1:2:2で 混 合 し数 時 間

氷 上 に置 い た後 、遊 離 のELCとRLCをSephaclylS-300HRス ピ ンカ ラ ム で除 去 し 、SDS一 ポ リア ク リル ア ミ ドゲ

ル電 気 泳 動(PAGE)を お こな った 。 ネ イ テ ィ ブ ブ タ 大 動 脈 平 滑 筋 ミオ シ ン(レ ー ンD;ブ タ 大動 脈 平 滑 筋 ミ オ シ ン

HC(レ ー ン2);再 構 成 ミオ シ ン(レ ー ン3-8):C(WT)(レ ー ン3);C(Sc34)(レ ー ン4);C(Scl2)(レ ー ン5);C(Sc1)(レ

ー ン6);C(Sc2)(レ ー ン7);Sc(WT)(レ ー ン8) 。 脱 リ ン酸 化RLCの 代 わ りに リ ン酸 化RLCを 用 いて も本 質 的 に 同

じ結 果 が 得 られ て い る。
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F㎏3.再 構 成 ミ オ シ ン のNH4+/EDTA-ATPase活 性 ・

活 性 測 定 は0.02-0.04μMmyosinhead,0.6MNH4C1,20mMEDrA,1mMDTr,0.2mg!mlbovineserumalbumin,and40

mMTds-HC1(pH8①,25。Cで 行 っ た 。
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さ らに、再 構成 ミオ シ ンのNH4+1EDTA-ArPase活 性 を調べ た。NH4+1EDTA-ATPase活 性 は

両LCま たはELCを 欠いた ミオ シンで はネイテ ィブ ミオ シンの活性の約半分 と低かったが、

再構成 ミオシ ンの活性 はいずれ もネイ ティブ ミオ シンの活性 に匹敵す るものであ り(Fig.3)、

この結果 か らも化学両論的な再構成が示唆 された。

C(VVT}

茎C(Sc34)

C(Sc1}

ScWT)

10 15

1εs■

Thloph◎sphorylated

6S10S

▼

C(WT)

C(Sc34)

C(Sc12)

C(Sc1)

Sc(WT)

2010

Elutiontime(mln}

15 20

F㎏4.再 構 成 ミオ シ ンの コ ン ポ メ ー シ ョン。

ゲ ル ろ 過HPLCはTSKg凝doolu㎜SWGI螂(8.Ox40mm)を 接 続 したTSKgelG㎝SWG1螂colu㎜(80x300

mm)を 用 い 、0.24MNaCi,1mMMgC㌧1mMEGTA,10μMArR10mMsodiumphosphate(pH7.2),6。C,流 速0.50

ml!minで 行 っ た。 タ ン パ ク質 の溶 出 は225nmで の 吸 光 度 で モ ニ タ ー した 。 挿 入 図 は6Sミ オ シ ン と10Sミ オ シン

の ロー タ リー シ ャ ドウ電 子 顕 微鏡 像 で あ る 。

次 に、ゲル ろ過HPLCの 溶出時間か らこれ らの再構 成 ミオ シンのコンポ メーシ ョンを調べ

た(Fig.4)。 リン酸化状態 では、いずれのELCを もつ ミオシ ンもネイティブミオシン同様、

尾部 の伸び た6Sコ ンボ メ ーシ ョンをとった。一方 、脱 リン酸 化状態 では、C(WT)を もっ ミ

オ シンのみがネイテ ィブミオ シ ン同様、尾部の折 りたた まれ た安定 な10Sコ ンポメーション

を形成 した。Sc(WT)を もつ ミオ シ ンでは、安定 な10Sコ ンポ メ ーシ ョンを形成す る ことは

で きなか ったが 、安 定 な6Sコ ンポ メー シ ョン形 成 には至 らなか った。Sc(WT)(Agゆ8c∫ ε'2
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艀認蜘 ∫)によ る10Sコ ン ボ メ ー シ ョ ン の 不 安 定 化 の 程 度 は 以 前 報 告 し た ホ タ テ 貝

Pα伽op8c∫θηy8∬08π∫'∫のELCに よる効 果よ り低 か ったが 、 これは両者 の間 に存在す る五 ア

ミノ酸残基 の置換 による ものか もしれ ない。キ メ ラELCを 導入 した ミオ シ ンのなか では、

ドメイ ン1と2の 両方、お よび ドメイ ン2の み をホタテ貝外 の配列 に置換 したそれぞ れC(Sc12)

およびC(Sc2)は 平滑 筋ミオシンの10Sコ ンポメ ーシ ョン形 成を著 しく損傷 し、両ELCを も

つ ミオ シンは10Sコ ンボ メーシ ョンを形成 できず6Sコ ンボメーシ ョンをとった。一方、 ド

メイ ン1お よび ドメイ ン3と4の 置換はわずか に10Sコ ンボ メーションを不安定化 した にす

ぎなかった。以上 の結果 よ り、脊椎 動物平滑筋 ミオ シンにお いてELCの ドメイ ン2が 脱 リ

ン酸化 ミオ シンの安定な10Sコ ンポメ ーション形成 に重要な役割 を果 た している ことが示唆

された。

さ らに、 リコ ンビナン トELCと ブタ大動 脈平滑 筋 ミオシ ンのネイティブELCと の交換反

応 【Katoh6∫ αL,1997】 を行 い、そ の交換率か らELCの ドメイ ン置換 によるHCへ の親和性の

変化 を調べ た。そ の結果、キ メラELCお よびSc(WT)のHCへ め親和性 はC(WT)の お よそ1110

に低下 して いたが、キ メラELCの 間で差 はなか った。 したがって、C(Sc12)やC(Sc2)の 効 果

がELCのHCへ の親和性低下 のため に起 こった ことではな いと考え られた。

80
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ELC

F嬉5.再 構 成 ミオ シ ンの フ ィラ メ ン ト形 成 。

ミオ シ ン(0.1-0.2mglm1)を0.15MNaC1,5mMMgCl2,1mMArRlmMEGTA,1mMDTr,20mMimidazole(pH7.0)

で超 遠 心 分 離(160,㎜xg,10min,4。C)し 、フ ィ ラ メ ン トを形 成 した ミオ シ ンを 沈 殿 さ せ た 。上 清 をSDS・1櫨GEし 、

デ ン シ トメ トリ ーに よ り上 清 に残 った ミオ シ ン(フ ィ ラメ ン トを 形 成 して い な い ミ オ シ ン)量 を求 めた 。
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次 に、再構成 ミオ シ ンの生理 的条件 下で の フィ ラメ ン ト形成 につ いて調べ た(Fig .5)。 ネ

イテ ィブブタ大 動脈平滑筋 ミオシ ンおよびC(WT)再 構成 ミオ シンは いずれ も脱 リン酸化状態

では フィラメ ン トを形成 した ミオ シ ンはわずか20%程 度 だが 、 リン酸化状態では60%程 度と

著 しく増加 した。他 の再構 成 ミオシ ンも リン酸化状態 では これ らと同程度 の フィラメ ン ト形

成 を示 した。 しか し、脱 リン酸化 状態 で も10Sコ ンボメ ーシ ョンの不安 定化 に ともな い、

50-60%程 度 のミオシンが フィラメン トを形成 した。

以上 の結果 よ り、脊椎動物平滑 筋 ミオ シ ンにお いてELCの ドメイン2が 脱 リン酸化 ミオ

シンの安定な10Sコ ンボ メーシ ョン形成、 したが って生理的条件下での リン酸化依存 フィ ラ

メ ン ト形成 に重要な役割 を果 た して いる ことが示唆 され た。そ こでさ らに、10Sコ ンボメー

シ ョン形成 に関与す るELCド メイ ン2内 の機能領域 を検討 した。

doma'η7doma'η2

・(DFsEEQTAEFKEAFQLFD--RTGDGK皿YsQ⊂GD撒ALと&灘v照GNP鎧8
ホ 宰**牌**牌******と 転*ホ 零 廓臨

1P些 しSqDEIDDLKDVFEしFDFWDGRDGAVDAFKしGDVCRCLGINP縫 網ε9VFAVGGTHK脚 三一

▲ 一 一 脚 一

72'81▼

59MN玉KTU≦FEQFしP鯛 蘭嘱剛 網塑Q(1(FEDYVE(iLRVFDKEGNGTVMGAEI飛HVしVTしGEK

寧 寧***紳*弱 三・'絵
∴、1,..*****ホ 聯*寧**紳**零 ホ ホ艸

58MG旦KS嘩EFLP鞭 釧 響QGTFADYMEAFKTFDREGQGFISGAELRHVLTALGER

doηりa'η3,4

119MTEE-一 一EvEQLvAGHEDSNG(INYEEl-vRMvLSG-一 一 ・一(chickengizzord)

**率 ホ*零 奉**寧*

117LSDEDVDEIIKしTDLQEDしEGNVKYEDFVKKVMA(≡PYPDK(Scα110podductor)

F嬉6.ニ ワ トリ砂嚢平滑筋ミオシンELCと ホタテ貝(Aq砺 ρec亡eη'〃宕d屠η5)閉殻筋ミオシンELCの アミノ酸配

列。

ニワトリ砂のう平滑筋ミオシンELCと ホタテ貝(Agゆ8c娩'7繊 加那)閉殻筋ミオシンELCの アミノ酸配列を比

較した。 ドメイン2の 両端を紫色の矢頭で示した。両ELC間 で同一の残基には*を付して示した。下線を付けた

ドメイン2中 のアミノ酸残基は、溶媒に露出しており、且つ両ELCで 性質の異なる残基を示す。赤色で示した残

基間(N46,E47とE115の 間)では水素結合が形成されていると考えられる(ホ タテ貝(みg顔ρ8c∫8π'r繊加榔)閉殻筋

ミオシンRD結 晶構造より)。 これ らに相当するニワ トリ砂のうELCの 残基間では水素結合は見られない(ニ ワ

トリ砂のうMDE・ADP・A町 の結晶構造よ り)。配列の大きく異なる、あるいは構造に影響を与える可能性のあ

る三つの領域に黄色の陰を付けて示した。

ニ ワ トリ砂嚢ELCと ホタテ貝¢gゆ εc'θη'rr認 め鰐)閉 殻筋ELCの ドメイ ン2の ア ミノ酸配

列 を比較 した結果 、配列 の大 き く異な る、 ある いは構造 に影 響 を与 え る可能性 のある領域 と
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して 以下 の三 つ の領 域 が 見 出 され た 一一一一ニ ワ トリ砂 の うELCの 残 基 番 号 で 、(i)残 基4345、

(ii)残 基56-58、(iii)残 基72-81(Fig.6)。 結 晶 構 造 よ り、(i)中 の ホ タ テ 貝ELcのN46とE47

のα.ア ミ ノ基 とEll5の δ一カ ル ボ キ シル 基 の 間 で 水 素 結 合 が 形 成 さ れ て い る と考 え られ る

[)neetal.,1994】 が 、 これ らの残 基 に相 当す る ニ ワ トリ砂 嚢ELCの 残 基 間 で は 水素 結 合 は見

出 され な い 【Dominguezetal.,19981。 また 、(ii)の領 域 は ホ タ テ貝ELCで は欠 失 して お り・(iii)

の領 域 には 両ELC間 に は 同 一 の ア ミ ノ酸 は 一 つ もな い 。 そ こで 、 ニ ワ トリ砂 嚢ELCの 配 列

中 の これ ら三 つ の 領 域 の いず れ か 一 つ をホ タ テ 貝ELCの 配 列 に置 換 した三 種 の新 変 異 体ELC

を作 製 した(Fig.7)。

C(43-46Sc)

C(56-58Sc)

C(72-81Sc)■ ・ 〆・F 量 ■ ・・

F忽7.新 たに作製した新変異体ELCの 模式図。

ニワ トリ砂のうELCの 配列をもつ領域をシアンで、ホタテ貝閉殻筋ELCの 配列をもつ領域を青色で示した。

青色で示した領域はニワ トリ砂のうELCの 残基番号で43-46(上)、56-58(中)、72-81(下)で ある。各異体ELC

の名前は、ニワ トリ砂のうE㏄ の中でホタテ貝閉殻筋E㏄ の配列に置換した領域の残基番号(ニ ワトリ砂のう

ELCの 残基番号)を 括弧内に付して示した。緑色の領域はタグ(ARIL)で ある。領域内の数字は ドメイン番号を示

す。
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F忽&新 変 異 体ELCを ブ タ 大 動 脈 平 滑 筋 ミオ シ ン に 導 入 して 調 製 した 再 構 成 ミ オ シ ン のSDS-PAGEと

NH4+/EDTA。ATPase活 性 。

新 変 異 体ELCを もつ 再 構 成 平 滑 筋 ミ オ シ ンは 、 両 軽 鎖 を除 去 して調 製 した ブ タ 大 動 脈 平 滑 筋 ミオ シ ンHC、 ニ ワ

トリ砂 の うチ オ リ ン酸化RLC、 新 変 異 体ELCを モ ル 比1:2:2で 混 合 、 氷 上 で一 晩 静 置 して 調 製 した 。A,SDS。

PAGEの 試 料 につ いて は、 遊 離 のLCをSephac1ylS-300HRス ピン カ ラ ム で除 去 した 後 、 調 製 した 。 ネ イ テ ィ ブブ

タ 大 動 脈 平 滑 筋 ミオ シ ン(レ ー ン1);ブ タ 大 動 脈 平 滑 筋 ミオ シ ンHC(レ ー ン2);再 構 成 ミ オ シ ン(レ ー ン3-8):

C(4346Sc)(レ ー ン3);C(56-58Sc)(レ ー ン4);C(72。81Sc)(レ ー ン5)。 チ オ リン酸 化RLCの 代 わ りに 脱 リン酸 化RLC

を用 いて も本 質 的 に 同 じ結 果 が 得 られ て い る。B,NH4+1EDTA-ATPase活 性 測 定 は0.02-0.04μMmyosinhead,0.6M

NH4Cl,20mMErπA,1mMDTr,0.2mglmlbovineseruma1bu血n,and40mMT貢s-HCI(pH8.0),25。Cで 行 っ た 。

これ らの新変異体ELCは 、前述のキ メラELCと 同様 にして、大腸菌で発現、封入体 よ り

可溶化後、イ オ ン交 換HPLCに よ り単離 し、 ブタ大動脈平滑 筋ミオシ ンに導入 した。得 られ

た再構成 ミオシ ンはSDS一 ゲ ルのデ ンシ トメ トリーの結果か ら、HC、RLC、ELCの モル比が

いずれ も1ρ:1.0-1.1:0.9-1.1で あった(Fig.8A)。 また、再構成 ミオ シンのNH4+!EDTA-ATPase

活性はは いずれ もc(WT)を 用 いて再構成 した ミオ シンの活性 に匹敵す るものであ り(Fig.8B)、

これ らの結果か ら化学両論 的な再構成が示 された。

の圏
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F㎏ 鉱 新 変 異 体ELC一 再構 成 ミオ シ ンの 脱 リン酸 化 状 態 で の コ ンホ メ ー シ ョン。

ゲ ル ろ過HPLCはTSK騨dcolu㎜PWxL(6.Ox⑳ ㎜)を 接 続 したTSKgelG5㎝PWxLoolu㎜(7.8x300㎜)を

用 い、0.26MNaC1,lmMMgCl2,0.1mMEGTA,20μMArR10mMsodi㎜phosphate(pH7.2),25。C,流 速0.50m1!min

で行 った 。 タ ンパ ク質 の 溶 出 は225nmで の 吸光 度 でモ ニ タ ー した。

次 いで、再構 成 ミオ シ ンの コンボ メ ーシ ョンを調べ た(Fig9)。c(WT)で 再 構成 した ミオ

シ ンで は、 ブタ大動脈平滑筋ネイテ ィブミオシン同様 、脱 リン酸化状態で10Sコ ンポ メーシ

ョン、 リン酸 化状 態で6Sコ ンポ メ ーシ ョンを とった 。新変 異体ELC、C(4346Sc)お よび

C(5←58Sc)、 を導入 した ミオシンは脱 リン酸化 状態 では、C(WT)を 導 入 したミオ シン同様、10S

コ ンボ メー シ ョンを形 成 した。 しか し、C(72-81Sc)を 導入 した ミオシ ンは脱 リン酸 化状態 で

6Sコ ンボ メー シ ョンを形成 した。一 方、 リン酸化状態 で は、図 には示 さなか ったが 、いず

れ の新変異体ELCを 導入 した ミオ シ ンも、C(WT)を 導入 した ミオシ ン同様、6Sコ ンポ メー

シ ョンを形成 した。すなわち、脊椎動物平滑筋 ミオ シンELCの 残基43-46、 お よび残基56-58

のホタテ貝ELCの 配 列への置換 は 同ミオ シンのコ ンポ メ ーシ ョンに全 く影響 を与えな か っ

たが、残基72-81の 置換 は同 ミオ シンの10Sコ ンボメ ーシ ョン形成 を著 し く阻害 した。以上

の結果か ら、脊椎動物平滑筋 ミオ シンELCの72-81残 基領域が同 ミオ シンの10Sコ ンポ メ

ーション形成 に重要な領域で あることがわかった。

さ らにまた、新変異体ELCと ブ タ大動脈 平滑筋 ミオ シ ンのネイテ ィブELCと の交換 反

応[Katohε'α1.,19971か らELCの 変異導 入によるHCへ の親和性 の変化 を調べた。そ の結果、

C(4346Sc)のHCへ の親和性はC(WT)の およそ0.7に 低下、C(56-58Sc)とC(72-81Sc)は およそ

α1に 低下 して いたが、後二者 の 間で差 はなか った。 したが って、C(72-81Sc)の 効 果がELC

のHCへ の親和性低下 のために起 こった ことで はな いと考 え られた。

(2)必 須軽鎖機能部位 の ミオシン分子内での相互作用

本研 究 によ り、脊椎動 物平滑筋 ミオ シンの脱 リン酸化 状態 にお ける10Sコ ンポ メーシ ョン

形成、および これ に ともな うミオシ ンフィラメ ン トの脱重 合 に重要 な役割 を果 たす と考 え ら

れ るELCの 機 能部位 として残基72-81セ グ メン ト領域 が同定 され た。 そ こで次 に、10Sコ ン

ボ メーシ ョン形成 におけ るこの領域 の機能 を明 らか にす るため に、 まず 脊椎動物 平滑筋 ミオ

シン分子の 中で の同領域の主鎖や側 鎖の配置 につ いて検討 した。脊椎動 物平滑 筋脱 リン酸化

ミオ シンは生理 的イオ ン条件 の もとでArpが 存在す る とき、すなわ ちArPaseの 主 要 中間体

であ るM・ADP・Piの 状態 をにお いて主 にlosコ ンポ メーシ ョンを形 成す る。 そ こで、 結

晶構造 のわかっている、M・ADP・Piア ナ ログのニ ワ トリ砂の う平滑 筋ミオシン頭部MDE・

ADP・Al町 【Dominguezetal.,19981に お け るELCの 残基72-81セ グメ ン ト領域 の立体構造 を
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調べ た(Fig.10)。ELcの 残基72-81セ グメ ン ト領域 はミオシ ン分子 の 中で は、(1)残 基72-

77セ グ メン ト領域 、(2)残 基78・81セ グメ ン ト領域 、の二つ の領域 に分 けて考 え るのが良 い

よ うに思われ た。す なわ ち、(1)残 基72-77セ グ メン ト領域 には疎水性 側鎖 を もつ残基が多

く、側鎖 は主 に分子 の内部 に埋 もれ るよ うに配置 してい る。 一方、(2)残 基78-81セ グ メン

ト領域 には親水性 側鎖 をもつ残基 が多 く、側鎖 は主 に溶媒 に露出 して いる。 したが って、残

0◎thmuscle

EADPrAIF4.

F㎏10.脊 椎 動 物 平 滑 筋 ミオ シ ン分 子 内 にお け るELCの 残 基72。81の 配 置 。

M・ADP・Piア ナ ロ グの ニ ワ ト リ砂 の う平 滑 筋 ミ オ シ ン頭 部MDE・ADP・A1町 の結 晶 構 造IDon樋nguezeta1.,19981

中 に お け るEL℃ の 残基72-81セ グ メ ン ト領 域 とそ の周 辺 を取 り出 した。E㏄ の残 基72-81領 域 はsticksで 、 他 の

部 分 はspace刷1で 表 した 。ELCの 残 基72-81セ グ メ ン ト領 域 はCPKで 、 残 基41-71は バ イ オ レッ ト、 他 の部 分 は

シ ア ンで 、 ま たHCは 黄 色 で 示 した 。ELCの 残 基72-81の 各 残 基 名 と相 当 す る ホ タ テ 貝ELCの 残 基 名 を括 弧 内 に

示 した 。 右 上 の 挿 入 図 はdb㎞sで 示 した ニ ワ ト リ砂 の う平 滑 筋 ミオ シ ン頭 部MDE・ADP・AI町 全体 の結 晶 構造

で あ る。HCを 黄 色 、ELCの 残 基43-46領 域 を青 色 、残 基56-58領 域 を マ ゼ ンタ 、残 基72-81領 域 を 赤 色で 示 した。

基72-77領 域のホ タテ貝ELCの 配 列へ の置換が10Sコ ンポ メーション形成 に主 に影響を与
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えて いるのであれば、残基72-77領 域 とELC分 子 内の他の領域 との相互作用 が10Sコ ンボ

メーション形成 に重要で あると考え られ る。一方、残基78・81領 域 の置換が10Sコ ンボメ ー

シ ョン形成 に主 に影響 を与 えているので あれば、残基78-81領 域は ミオシ ン分子内 のELC以

外のサ ブユニ ッ ト領域、例えば尾部のSubfragment2領 域 な ど、 と相互作用 し10Sコ ンボメ

ーション形成 に寄与す る可能性 が考 え られ る(10Sミ オ シ ンにお いて二 つの頭部 は共 に尾部

の方 を向いて いお り、尾部 と相互作用 して いるよ うに見 える ことが知 られてい る)。

これ らの二 つの可能性 の うち どち らが 主要な のか、 あるいは両方が必 要なのか を明 らか に

す るために、ニ ワ トリ砂 の う平滑筋 ミオ シンELCの 残基72-77を ホタテ貝ELCの 配列 に置

換 した変異体C(72-77Sc)と 残基78-81を ホタテ貝ELCの 配列 に置換 した変異体C(78-81Sc)を

調製 し、両変異体ELCの10Sコ ンポメ ーシ ョン形成 に与 える影響 を現在検討 中で ある。
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