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　収縮とATP分解との関連性の研究は筋収縮機

構解明への最も本質的な問題の一つであるJ

　さきに著者の“人1）はrnyosin及び合成acto－

myosinの酵素化学的研究を行い，0．2　M　KCI以

下の低塩濃度ではmyosin－ATPaseの活性度が極

めて低いにかかわらず，これにF－actinを加える

と強い活性に転ずることから，actinの結合が

myosin－ATPaseの性質に変化をきたしたものと

考えた。

　従来myosin及びF－actomyosinのATPaseに
関する研究は少くない（1．Banga2），　N．　K　Sarkar

＆A．G．　SzentGydrgyi”’），　W．　Hasselbach4））が，

G－ac亡omyosinのATpaseに関する報告はまだみ

られていない。

　われわれはactinの演ずる役割に対する理解を

さらに深めるため，F－actinよりさらに構造の簡

単なG－ac亡inを用い，それのmyosin－ATPase及

びsuperprecipitationに及をます影響を観察した。

実験方法

A．實験材料

　家：兎筋肉からmyosinはSzent－Gy6rgyi5）の：方法によ

りactinはStraubG）の方法によって抽出した。　ATPは

家兎及び犬の筋肉からSzent－Gyδrgyi5）の方法によって

得た。

　Myosin溶液；8mg！cc，0．3または0．6　M　K：Cl溶液。

　Actin溶液：　4－8　mg！cc，　F・actinはG－actinに一KCI

を加えて0．1Mとし室温に30分以上放置し，また非重合

性G－actin（以下G。一ac七inと記す）はG・actinを4～6　H

水で透析，或いは30℃10－24時闇及び80℃1時問加勲処

理して得た。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

　G・AM溶液＝myosin溶液に一ATPを混じ，　5秒後に

G－actinを加えてG－AMとした。

　G。一AM溶液：Go－actinを上記のよう1こ｝nyosiローATP

混合液に加えてG。一AMとしたもの。

　F－AM溶液：F－aetinを上記のようにmyosin－ATP混

合液に加えてF－AMとし＃。

1）湯田叛：札幌医誌5，90（1954）．

2）　Banga，　1．：　eit．　Szent－Gy6rgyi，　A．　Chemistry　of

　Muscular　Contraction　2　nd．　ed．　（1951）．

3）　Sarkar，　N・　K・　＆　Szent－Gy6rgyi，　A．　G．　：　Enz．ymo－

　logia　14，　4，　267　（1950）．
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4）　Hasselbach，　W．：　Z．　Naturforsch・　7，　b，　183　（1953）；

　eit．　Berichte　157，　177　（1953）一

5）　Szen’t－Gydrgyi，　A．　：　Chemistry　of　Muselar　Con－

　traction，　l　st　ed．　（1947）；　2　nd　ed一　（1951）一

6）　Straub，　F．　B．：　eit．　5）・
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　ATP溶液：5×lo一：t．M／lit，　Ba塩をK：一塩に置換して

用いた。

　］M［gC12溶液＝　10－2　M／lit．

　buffer溶液：　Michaelis上モ　verona1－acetate　buffer

溶液，pH　6．5

B．方　　法

　1）反応二二：myosin，　actin，　ATP及びMgC12の終

濃度をそれぞれ0．8mg！cc，0．2　mg！cc，4．2×10一’i　M！lit

及び10一：i　M／litとなるように加え．，　buff’er　tS液は。．5　cc

を用い，2M或いはO．2　M　KGIで反応混液の［KCI］を規

工Eし，総量3．Occとした。

　2＞ATP翻e　activity測定法：actin及びATPを除

いた上記反応混液を20’℃に温浴，5分後にAT：P，さらに

5秒後にG一或いはF－actinを加え，　ATPを添加，5分

（time　courseを調べる目合はそれに相当した時聞）後に

5％ト〃ロール酷酸2．Occで反応を止め，濾液1．Occに

ついてその含有する遊離PをBodansky法で呈色させ比

色定量した（詳細は回報7））。

　3）超沈澱の判定法：F－AMの場合には次のように表

示した。

　一；ATPの添加により透光度が増した以外何等の変化

も示さないもの。

　±：cOarse　flocculateを生じたもの（いわゆるわれわ
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れのいうaggregateの状tl　l－k）。

　十二loose　plug　　を生じたもの。

　．ト＋二excellent　plug　を生ずる過程にあるもの。

　H＋：excellent　plug　を生じたもの。

G－AMの生合にはwhite　turb三djtyが現われるのでAthの．

ように表示した。
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上記（一）と同じ。

ATP添加により僅かに1困濁度の増したもの。

fine　turbidity　　の軽度なもの。

fine　turbidity．　の著明なも．の。

coarse　turbidity　を生じたもの。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　M　（KCI）

　Fig．　1．　ATPase　Activity　and　Superprecipi－

　tation　of　F－Actomyosin，　G－Aetomyos・in　and

　　Myosin　under　various　KCI　Concentrations．

e－e　：　F－Actomyosin
（D一一（ID：　G－Aetomyosin

O一・一〇：　Myosin

20℃．　5　min
Reaetion　rnjxture　；　3．O　cc

　　Myosin二　〇．8m9／cc（final　eoncentration）

　　Aetin　：　02mg／ce（final　eoncentration）
　　ATP　：　4．2　10”7　M／ce　（final　concentration）

　　pH　6．5　（veronal－aeetate　bu，ffer）
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　1）0．04－0．6Mの広汎な［KCI］の変化の下にF－AM一，

G－AM一，及びmyosin－ATPaseのactivityを比較し

Fig．1に示すような成績を得た。

　これによればG述Mもまた湯田坂のF－AMの場合と同

じくO．2　M　KCI附近に一．つの谷を有’するATPase　activ－

ityを示し，02　M　KCIより低塩濃度におけるATPaSe

－activit．yはF－AM＞G－AM＞myosinの順に，また高塩

濃度側においてはhlyosin＞G－AM＞F－AMの順になつ

5 10
ttJne　（min．）

Fig．　2．　Time　Courses　of　F－Aetomyosin一，

　G－Actomyosin一，　Go－Actomyosin一　and

　　　　Myosin－ATPase　Activit．y．

●一一一一●二

＠一〇　：

o－o　：

o一一〇　：

o一一〇：
200C．

11i

F－ActQmyosin（Myosin十F－Actin　in　O．1

　　　　　　M　KCI　solution

G－Actomyosin　CMyosin＋G－Actin）

Go－Actomyosin（Myosin十dialysed　G－
　　　　　　Actin　for　4　days　against
　　　　　　distilled　water）

Go－Actomyosin（Myosin＋dialysed　G－
　　　　　　Aetin　for　5．5　days　against

　　　　　　distilled　wa’ter）

Myosin

Reactlon　mix七ure＝3．O　cc，0．14　M　K：CI　solution

　　Myosin　：　O．8　rngfee　Cfinal　concentration）

　　G－Aetin　：　O．2　mg／ec　（final　concentration）

　　ATP　：　4・2　10一’　M／ce　（final　coneentration）

　　pH　6．5　（veronal－acetate　butt‘er）

7＞麦倉：札幌医誌5，175（1954）． 派　永井・？一；；崎1高分「∫一3，203（1954）．
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ている。なお低温濃度でATPase　activtiyが遍くなるに

件ってF・AMではsyneresisが強くなり，　G－AMでは

white　turbidityの度を増し0．04　M　KCIではsyneresis

をみるに至る。

　2）0．14MKCI溶液美でF－AM，　G－A．M，　myosin及び

重合能力の低下したG。一actinとmyosinとよりなるG。・

AMのATPase　activityを比較し同時にsuperprecipi－

tationを観察してFig．2に示すような成紀1を得た。

　これによればF－AMのA．TPase　activityのtime　curve

はhyperbolaを示しそのactivi七yは最1も高く，　myosin

のそれは極めて低く殆ど直線状をなしそのATPase　ac－

tivityが著明に抑．制されている。　G－AMでは最初はmyo－

sinのcurveに近く，時間の経過とともにwhite　turbi－

dityの出現に伴って高いactivityを示すようになる。ま

たGo・AMではcurveはmyosinとG－AMの中闇にあ

so
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り，actinの癒合能力に比例してG－AMのcurveに接近

し，同時にwhite　turbidity出現の時間は短縮しその強

さも増しG・AMのそれに近くなる。

　3）0．04－0，6MK：Clの［K：Cl］変化の下に加熱処理によ

り内合能力の低下したG。一actinとmyosinとよりなる

G。・・AMのATPase　activit．y及びsuperprecipitationを

比較しFig．3に示すような成績を得た。

　即ち加熱処理による重合能力の低下に比例して，低圧濃

度側ではGo－AM－ATPaseの活性度が下り，全く重台能力

のないG。一actinは殆どmyosin・ATPaseを活性化するこ

とがない。superprecipitationの度合もATPase　acti－

vityと同様の関係にある。また高塩濃度側では’重合能力

の如何はmyosin・ATPase　activity　lこ著明な影響を与え

ない。　．

o
　　o．L　o．2　o．s　on　o，s　o．e
　　　　　　　　　　　　　　　　M　（KC　ij

Fig．　3．　ATPase　Aetivit．y　and　Super－

　precipitation　of　G－Actomyosin，

　　Go－Actomyosin　and　Myosin．

　　G－Actom．yosin　（Myosin＋G－Actin＞

　　Go－Actomyosin　（Myosin十Go－Actin　in－

　　　　　　　　cubated　300C　for　10　hours）
　　G，，一Actomyosin　（Myosin十Go－Actin　in－

　　　　　　　　cubated　30’C　for　24　hours）

　　Ge－Actomyosin　（Myosin＋Go－Aetin　in－

　　　　　　　　eubated　80“C　for　1　hour）

　　遅Iyosin
　　4　min
ion　mixture　：　3．0　ee－

　　　　O．8　mg／cc　（final　eoncentration）

　　　：027mg／cc（且nal　conden七ration＞
　　　：　4．2　10一’　M／cc　（final　eoncentration）

総括並びに考按

＠一＠：
¢“t　：

O－Q）　：

e－e　：

o－o　：
230C．

Reaetion　mixture　：

　　Myosin　：

　　Ac七in

　　ATP
　　pH　6．5　（Veronal－aeetate　buff’er）

　以上われわれはG－actjnのmyosin－ATPase

activityに及ぼす影響を観察した。　G－actinぱ

ATPの存在によりAMの解離を来たすような高

塩濃度においてはmyosin－ATPase　activityを抑

制し，ATP共存下myosinとsuPerPreciPitation

を起すような低塩濃度においては，極めて低い．

acti▽ityしか有していないmyosin　ATPaseを著

明に活性化する。

　高塩濃度側に．おけるG－AM－ATPaseはmyosin

のそれと質的に同じものと考えられる。G－AMが

myosinよりも下廻るATPase　activityを示すこ

とは解離したG－actinがmyosin－ATPaseを抑制

するためであり，最近われわれはこれをactin、中

に含まれるMg＋＋の作用に求めようとしており，

その詳細は近く稿を改めて論ずることとし，今回

は低塩濃度側におけるG－actinのmyosin－ATPase

に及ぼす影響を中心として2，3の考察を試みる。

　従来G－A皿一ATPaseについて知られるところは殆どな

かった。　これは低塩濃度においてはG－actinはmyosin

によりそのG－Ftransformationを著明に促進され速か

にF－actinとなり，従って得られるも．のはFAMでG－

AMとしては掴むことが出来ない。また高塩濃度では存在

するATPによりae七inとmyosinとは解離し，従って

G－AMそのもののATPase　activityを知ることが出来な

いなどのことが原：旧している。しかるにSpicerによれば

ve　O．14MK：ClではATPの共存により新鮮なG－AM
　溶液はwhite　turbidityのみを示しcoarse　fioccu一

　late或いはplugをf乍らない。
8＞　Spicer，　S　S．　：　Am．　J．　Physiol．　172，　671．（1953）．
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低塩濃度においてATPの共存の下にG－actinにmyosin

を，或いはmyosinにG－actinと加えるとG－actinは

F－actinにまで露合しないうちにmyosinと結合してG－

AMのsuperprecipitationを生じ，　G－ac七inの重合の度

に応じてfine　colloidal　superprecipitate（fine　whi七e

turbidity）からqoarse　precipitate（coarse　turbidity）

を生じ，G－actinの重合がさらに進めばF－AMと同じ

coarse　flocculate，或いはPlugを作るよう1こなるという。

　われわれはこのようなG－AMとF－AMとの中閻の段階

においてG－actiがのmyosin－ATPase　activityに及ぼ

す影響を観察したのである。

　Fig．1にみられるように［KCIIの変化の’ドにG－AM－

ATPaseとF－AMのそれを比較するとき，質的には殆ど

差が認められない。しかしG－AMに特有なwhite　turbi－

dityのみが見られるような［KCI］（0・14　M　KGI以上）で

．両者のATPase　activityのtime　curveを上ヒ忘するとき

そこには著明な：差が認められるようになる（Fig．2）。

　即ちF－AM－ATPase　activityのtime　curveがhyper－

bolaであるに反しG－AMのそればsigmoidを描き，最

初はmyosi11のcurveに等しく極めて低いactivi七yしか

示さないがwhite　turbidityの蹟現に伴ってcurveの上

昇をきたし，ATP分解が進むに従ってcurveは再び平坦

になる。

　F－AMと異なりG－AM－ATPase　activityのtime　curve

がこのようにsigmoidを描くことは単にenzymeとsub－

strateの濃度以外にさらにこの反応を規定する第3の要

素が考えられねばならない。われわれは次めような理由か

らこれをacti11のG－F　transformationと解した。

　1）　AM－ATPase　activityとaetin　G－F　transforma－

tionとの聞には密接なparallelismが存在すること。即ち

　　i）G－AM－ATPase、activityのtimq　eurveの上昇の

rateとmyosin混在時のactin　G－F　transformationの

rateとが一致する。　Lakig＞によればK：ClによるG－actin

の敢合はmyosinの存在によりそのrateを促進し0．1　M

KCI附近では3分前後で著明なviscosityの上昇をみ，

5分前後でそのmaximumに達する。遠藤10）はわれわれ

と同じ実験条件でactinの距：合に及ぼすmyosinの影響

をみ，Lakiと同様の結果を得ている。　一方0，14　M　K：Gl

におけるG－AM－ATPase　activityの七ime　curve’は2～

3分で上昇を示し，而もこの際同時にwhite　turbidityの

出現を伴う（Fig．1）。

＊　われわれがG－Actin，　G－AMと隠するものは，正確に

　　はF－aetin，　F－AMへの過程にあるものをも含むので

　　ある。
9）　Laki，　K．　＆　Clark，　A．　M．：　Arch．　Bioehem．　30，　187

　　ii＞透析により耳：合能力を低一ドさせたG。一actinと

myosinとよりなるG。一AMでは，そのATPase　activity

は低く，time　curveはmyosinのそれに近い。群島能力

減少の度の少ないものほどG－AMのeurveに近ずき，同，

時にwhite　turbidity出王見のrate，　程度ともにG－AM

のそれに近くなる（Fig．2）。

　　iii）F－AMは常にG－AMより高いATPase　act．ivity

を有し，．またactin距合の度の進んだG－AM（即ちplug

或いはflocculateを生ずるもの）ほど重合の度の少ない

G－AM（fine　or　coarse　turbidityのみを示すもの）より高

いATPase　activityを有する（Fig．1，2）。

　　iv）遠藤lo）によればKC1のみでは0．1－0．15　Mにop－

timu皿を有するactinの貢合は，　myosinの存在により

そのoptimumをさらに低一濃度側へずらす。このことは，

0．1MKCIよりさらに低い塩濃度でG－AMがF－AMに

近いsuperprecipi七ationを起し，同時に高いATPase

activityを示すのとよく・．一ikする。

　2）G－actinはその重合の度合に応じてmyosinと結含

する。

　Fig．2，3にみられるように，重合能力が著しく低一ドし

たG。一actinはmyosin－ATPaseに殆ど影響を与えること

なく，またwhite　turbidityの度も極めて僅かか或いはこ

れを示さ．ない。G－actinの距：合能力二一ドの度が少なくなる

に伴ってmyosin－ATPaseをより強く活性化し，　同時に

white　tubidityの度合をましその出現の時問を短縮し，

条件によってはF－AMと同じsuperprecipitationをも

生ずる。これはG－actinがその重合の度に応じてmyosin

との三唱をますことを示唆するものであり，またactinと

myosinとの結合に際して，球状のactinより．もそれがい

くつか重．合して珠数状となったものの：方がより結慌し易い

ことは容易に理解出来るところである。最近Feueri）が

actin中に含まれるATP－C－phosphopheraseの研究から，

G－actinはその重合の度合に応じてmyosinと結含すると

の見解を明かにしたことは，われわれの考え方の妥当性を

支持するものである（この点はなお後で論ずる）。

　以上2つの点からG－AM－ATPase　activityのtime

curveがsigmoidを描くことを考察すれば，　myosin－

AT？にG－actinを混じた当初は，全く重合していない

．G－actinはmyosinに殆ど影響を与えず，従ってその

curveはmyosinのそれに等しく，　G－actinの重合に伴

ってmyosinとの結合を増しAM－ATPase．の性格を現わ

　　（1951）．　j

10｝．遠藤：　未発表．

11）　Feuer，　G．＆Wollemann，　M．：　A　eta　PhysioL　Hung．

　　5，　31　（1954）．



334 麦倉・他一一G－Actomyosinの酵素化学 禾し幌1矢誌　1954

しmyosinとは異なる高いactivityを示すようになり，

従ってcurveの上昇をきたしF－AMのcurveに似てくる。

また同時にそれ自身共存するATPによってsuperpreci－

pitationを起してfine　colloidalのsuperprecipitateを

生じてwhite　turbidityを示す。さらにATPの分解が

すすみsubstrate濃度が減少するとcurve　lま再び平坦に

近くなるものと解される。このようにactinとmyosin

との結合の度含，即ちactinのG－F　transformationが

curveのsigmoidを描く直接の原因と解される。

　このような見解はまたSpicerB＞のwhite　tubridityに

対する見解ともよく一一致しており，これに基づいてFig．1

に示された各［KCI］におけるG－AM及びF－AMのATP－

aSe　activ三tyのcurveを見るとき，両者は一見類似して

いるように見えるがその内在するmechanismはやや異な

り，G－AMのそれはFig．2に示されたATPase七1me

curveの一一定時聞で区切られたP分解，換言すればそれ

ぞれの［K：Cl］におけるG・F　transformationの速度と本

来のF－AM－ATPaseの［KCI］依存の二つを含む複雑なも

のであるが，その曲線の前半は主として前壁即ち重合の

rateを現わすものといえよう。

　従来のactinのviscosi七yによる実験では低しKCI」下

にmyosinの多量存在するreaction　mixture（しかも

ATP存在下）の測定は沈澱が生ずるために不可能視されい

たが，上記の事実からG－AM－ATPase　activi七y　tiMe

curveの前半の立上りを知ることによりG－acitnの距1合

をこのような条件一ドでも測定出来る可能性が生じたものと

いえる。

　myosin－ATPase　lこついて1こごれまで専らmyosinの側

からのみこれが眺められてきておりactinについては顧

りみられるところがなかった。さきに湯田坂1）はactin結

合がmyosin－ATPaSeの性質に変化をきすことを知り，さ

らにわれわれは結含するactinの重合の度合がmyosin－

ATPase活性化に密接な関連を持つことを明かにした現

在，actinの重要性が一段と強調されねばならず，しかも

actin重合と直接関連するATP－C－phosphopheraseの1用

題がmyosin－ATPaseと相結び注1ヨされねばならぬときが

きたといえよう。

　ATPの存在によりsuperprecipitationを起すような

低塩濃度において，myosinにactinが結合することによ

り単独のmyosinとは全く異なった高いATPase　actlvlty

を示すようになり，しかもacti11目合の度合に塔じてその

activityは上昇し，収縮に最も好都合なF－AMが最も高

いATPase　activityを有することは，　ATP分解に際し

てそのenergyを利用して収縮が完成され，その際ATP

の分解はmyosin－ATPaseによると解するわれわれの立

場をさらに強く支持するものである。

　全く重合しない状態でG－actinがmyosinと結合する

か否かに関しては未だ明かにされていない。Straubi2）及

びSzent－Gy6rgyi13）は初期に両者は結含してG－AMを

作ると解した。しかしStuaubの根拠は，“G－actinに

myosinを加えてもviscosityの上昇はないが，　ATPの

添加によりG－AMはG－actinとmyosinとに解離し，こ

の間G－actinは重合してF－ac七inとなりATPの消失と

ともにこのF－actinはmyosinと結合して高いviScosity

を示すF－AMとなる，，という実験成績である。われわ

れ14）の行った同様の実験ではこのような事実は認め難く，

G－actinはmyosinの存在により極めて徐々にviscosity

の上昇を示し，添加されたATPが分解してviseosityの再

上昇をきたす場合でもATP添加前に比し著しい上昇を見

ることはなかった。またSzellt－Gy6rgyiのいうG－AMの．

形成はSpicerS）の実験に基づいたものであるが，この実

験ではSpicer自身’も全く諏合していないG－actinが

myosinと結願するとはいっておらず，　G－a，etinがF－ac一

七inへと重合する過程においてmyosinと結含すると解し

ている。即ちG－actinと血yosinとの結含を認めるもの

はその根拠が薄弱である。一方ATP－C－phosphopherase

の添加によってactin距：合が促進される場合それと全く

平行してAM形成の増すことを明かにしたFeuer等11）の

実験，：及びmyosin－ATPにG一及びF－actinの混在した

ものを加える場合先ずF－AMのsuperprecipitate即ち

plugを生じ，これより遅れてG－AMのsuperprecipitate

であるwhite　turbidityが出現することを述べている

SpicerS）の実験は，われわれの成績とともに全く重合しな

い状態ではG－actinはmyosinと結合しないと解する方

が好都合である。但しこの考えに対し矛盾するものとして

myosinがG－actinの軍合を著明に促進する事実がある。

この事実はmyosinとG－ac七inとのinteractionを示す

ものであり，この点からはG－actinはmyosinと結合す

るもののようにも考えられる。

　要するに現在のところ全く重合しない状態の

G－actinがmyosinと結合してG－AMを形成する

か否かに．ついては直接証明はなく末だ結論を得る

ことは出来ない莱。　しかしながらATPの存在下

12）　Straub，　F．　B・　：　cit．　Mommaerts　；　Muselar　contra－

　　ction　，（1950）．

13）Szen七一Gy6rgyi，　A．；Chem．　Physiol．　of　Contract．

　　in　Body　＆　Heart　Musel．　（1953）・

14）麦倉：未発表．
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にacti11とmyGsinを混合した場合においては，

最初はATPの二重作用の一つたるdissGciating

actionが働いて両者の結合を妨げ，この間G－ac－

tin自身は或程度の重合を行いこのような賦態と

なって初めてATPのdiss㏄iatin霧actionに打勝

ち，myosinと結合してAMを形成しここにATP．

のcontracting　actiGnが発現する．ものと考えるこ

とも出来る。

　’最後にactinがmyosinと結合することにより

何故myosinとは全く異なった高いATPase　ac－

tivityを示すようになるかその機構．に関しては現

在のところ全く不明であり，ATP一¢一phosphophe一

ra＄eの問題と関連し今後の研究にまたねばなら

ない。　　　　　　　’

結 論

　1）ATPの存在下superprecipitationを起す

ような低塩濃度において，G－actinはF－actinと

同様myosin－ATPaseを質的に変じ，これ．を著明

にactivateする。

　2）actinによるmyosin－ATPaseの活性化は

actin重合の度合に平行し，　F－AMにおいて最も

強い。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（日召零029．　10．23　受付’）

Summary

　　　The　effect　of　G－actin　on　the　ATPtase　activity　of　myosin　was　studied，　and　the　relation

between　the　G－F　transformation，of　actin　and　the　ATPase　actiVi亡y　o正G－actGmyosin　was

discしLssed．

　　　Results　were　as　follows　：

　　　1）　G－actin　enhanced　the　ATPase　acti　vity　of　myosin　at　lcwer　KCI　concentrations，　at

which　time　superprecipitation　of　G－actomyosin　Was　observed．

　　　2）　An　intima．　te　parallelism　between　the　degree　of　polymerization　of　G－actin　and　its

activS．ting　effect　on　myosin－ATPase　was　noted．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　Oct．　23，　1954）

ac以上述べたところよりactinはその重合の度に応じ
　　てmyosinと結合・すると考るべき理由が比較的多いと

考えられ，われわれは一応この考えに從って，成績を

説明した課である。


