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SUMMARY．
　　　Atropotlin　C．一一like　phosphodiesterase　activator　from　bovine　thyroid　has　been　purified　to　homo－

geneity．　The　overall　purification　was　about　9，800－fold　with　a　yield　of　8％．　Bovine　thyroid

activator　protei．n　is　identical　in　biological　pr｛〕perties　to　that　isolated　from　bovine　brain，　Tlley

have　the　same　specific　activity　regarding　stimulation　of　bovine　brain　cyclic　nucleotide　phQspho－

diesterase．　Both　proteins　form　a　Ca2＋dependent　complex　wi亡h　heart　muscle　troponin　I　which　is

stable　in　6　M　u1・ea－・polyacr｝・lamide　gel　and　which　is　shmilar，　but　no亡identicaL　to　the　troponil1　C－

troponin王complex．

　　　The　physicochemical　properties　o正bovine　thyr（〕id　activator　protein　are　iclentical　with　those　of

l〕ovine　brain　and　other　phosphodiesterase　activa亡or　proteins　and　are　similar　tQ　heart　muscle　and

skeletal　muscle　troponin　C　as　fo11◎ws：（a）they　bind　3－4　exchangeable　calcium　ionE　per　mol　with

dissociation　constants　between　10－5　alld　10－6　M（b）they　are　highly　aci（lic　with　a．high　content　Qf

aspartic　and　glutamic　acids　and　isoelectric　I）oints　of　approximately　4．1（c）these　pro亡eins　have　an

unusual　ultraviolet　absot・ption　spectrum　with　six　discrete　maxima　T）eLween　250　and　284　nm　which

are　characteristic　of　phenylalanine　and　tyrosine　and（d）these　proteins　have　a　low　contellt　of　cys－

teine，　h｛stidine，　tyrosine　and　proline，　The　tryptic　peptide　nlaps　of　bovine　thyroid　and　brain

activator　protein　are　very　similar．　1－lowevei’，　despite　a　very　siniilar　alllillo　acid　comPosition，　the

peptide　111aP　of　bovine　heart　【nuscle　tl’〔）Ponin　C　is　signlficantly　different　froln　tha亡　of　the　oヒher

two　p1・oteins．　The　molecular　weight　of　thyroid　and　brain　activator　protein　is　16，500　while　that【〕f

heart　tropollin　C　is　l8，500．　Thyroid　and　brain　activa亡or　protein，　as　well　as　heart　troponin　C，　ap－

pear　to　unclergo　significallt　Ca2＋　dependellt　conformational　changes，　as　measured　by　the　difference

in　the　circular　dichroisin　spectrunl　and　electroPhoretic　mobility　observed　il）　the　presence　and

absence　of　calciuni　ion，　　　　　　　　　　　　　　　　　．

Key　wot’dg．；フォスフa．ジエステラーeゼ活｛生化蛋白（phos　phodiesterase　activator　proteill）　　　　、
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トロポニソC　　（troponin　C）

甲状腺ホルモソ分泌（thyroid　hormone　secretion）

収縮蛋白（contracti！e　protein）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　た。

　　　　1．緒　　言

F隙腺ホルモン分泌の動態については，ラベルされ　　　L鍬方法

たホルモソの血中への放出ぐ血中PBI311の測定），　　　　　　A．実験材料

コロイド小滴の箪定等の技法を用いて詳細な検討が行　　　　ATP，　cyclic　AMP，5’－nucleotidase（grade　IV），

われて来たが，ホルモソ分泌の分子生物学的機構につ　　　DEAE－cellulose，　CM－・celluloseはSigma　ChemicaI

いては，未だ充分な検討が行われていない。　　　　　　　Co，より入手した。　Sephadex　G－100はPharmacia

　しかし，最近我々は甲状腺よりactill，　myosinを　　　Fine　Chemicalsのものを用い，　sodium　doclecyi

分離・精製しその物理化学的，形態学的，酵素学的性　　　sulfate、　acrylamide，　N，　Nノーmethylenebisacry1一

状の検討を行い，これら収縮蛋白がendocytosis，偽　　　amide，　N，　N，　N’，　N’－tetramethylethylene　diamine，

足形成，コロイド小滴の運動に関与している町能性を　　　ammonium　persulfate，　Coomassie　brilliant　blue，

示唆した1）。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Chelex－100はBio　Rad　Laboratoriesの製品を用い

　周知の如く，Ca2＋やcyclic　nucleotide　lよ筋収縮　　　た。45CaC！2（specific　activity；5mCi／mg）はNew

2），stimulation－secretion　coupling3）を含む種々の　　　England　Nuclear　Corp．より入手した。牛甲状腺は，

細胞機能のregulatary　signalと考えられている4）が，　　Pe1－Freeze　BiologicaL　Inc．より入手した。

骨格筋においては，actomyosin　ATPaseはtropo・－　　　　　B・実験方法

myosin及びtroponinによって制御さ2／，　Ca2＋と　　　　　1．牛心筋tr。ponin及びそのsubunitの調製

このtroponinのsubunitの1つであるtroponin、　　牛心臓は，屠殺場より入手し，実験室まで氷中で

C（以下TN　Cと略す）との結合がkey　stepをな　　　運ばれた。周囲の脂肪，結合織，血管を除去した後，

すと考えられている。　　　　　　　　　　　　　　　　Tsukui　and　Ebashiの方法17）によりtroponinを調

　Ca2＋はcyclic　nucleotide代謝においても，熱安　　製した。更に，　Perry　and　Coleの方法18）により，

定性で低分子のphosphodiesterase　activator　protein　　　DEAE－cellulose及びCM－celluloseを用いて，その

（以下APと略す）との結合を介して重要な調節機能を　　　Subunitを調製した。

有していると考えられている5）－11）。牛脳及び心筋より　　　　’2・牛脳APの調製

精製されたAPは，　C。・＋結合｛坐，舗点，・lt・avi。1・t　屠翻より得蜥鰍牛脳をLi・らのVags’・1’こ準

、b，。，pti。。、pect，。m，分子量，アミノ酸組成，　P・i一　じDEAE－・・11・1・se　ch・・m・t。9・aphyの段階まで精

mary　amino　acicl　sequenceの諸点で胃’格筋TN　C　　　製した。活性のあるfractionを集め，固形硫安を100

に類似していると考えられ12）！3），更に，骨格筋14）15）及　　　％飽和になるまで加え蛋白を遠心により回収した。沈

び心筋16・TN　CとAPのbi・1・gi・al　cr・・E　・－reacti一　髄4・星の5・mM　T・is－HCI・b・ffer・PH　7・5に溶解

vityが，極く最近報告されている。　　　　　　　　し，同一bufferに透析した。．濃縮したAPを【司一

　今回，著者は，牛甲状腺よりAPを精製しその性状　　　bufferで平衡化されたSephndex　G　iOoカラム（2．1

を牛脳AP及び牛心筋TN　Cと比較検討した。牛　　　x80．　Ocm）にapplyし同一bufferでelutionを行

甲状腺APの物理化学的性状は牛脳AP，牛心筋TN　　　った。　APは単一の対称性ピーク（Kd＝O．29）として

Cに類似しており，Ca2＋によってconformational　　　分elikされた。方法の詳細，純度については既に報告し

changeが起り，更に牛心筋troponin　I（以下TN　I　　　た16）。

と略す）とのCa2＋dependent　complex　formation　　　　　3．“Activator　depleted　phosphodiesterase”

が観察され甲状腺APが単にphosphodiesteraseの　　　　　　の調製

活性化因子であるのみならず，甲状腺actomyosin　　　部分精製の“activator　depleted　phosphodiester－

ATPaseのCa2＋transducerとしての機能を持ち，　　　ase”は，牛脳よりWattersonらの方法ユ2）で調製し

甲状腺ホルモソ分泌に関与している可能性が示唆され　　　た。
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　　4．Polyacrylamide　gel電気泳動　　　　　　　　　析した。

　標準polyacryiamlde電気泳動はTri　g．　・－Glyci　ne　　　　　11。　Ca2＋結合実験

buffer，　pH　8，　9系を用いDavisの方法19）によった。　　　　Ca2＋濃度が，　critica1な実験においては，試薬，

Sodium　dodecyl　sulfate（O．　IM°i）存在下の電気泳　　　蕪留水等をChelex－100カラムを通し，　Ca2÷を除去

動は，Weber　and　Osbornの方法20）により，尿素一　　　した。　APよりCa！＋を除く圏的で，　AP標晶は10mM

polyacrylamide　gel窄毬気泳動は，　Syskaらの方法21）　　EGTA中で4℃40分間incubateした後，大量の50

に準じた。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　mM　Trig．　－HCI，　pH　7．5に対して透析を繰返しEGTA

　　5．Phosphodiesterase活1生化能の測定　　　　　　　を除玄した。平衡透析は，　Linらの方法8）に準じて行

　Phosphodiesterase活性及びAPのphosphodie一　　　い，解離定数を計算した。

s亡erase活性化能は既に報告した方法16）に準じて行っ　　　　　12．　Isoelectric　focusing

た。APのphos　phodiesterase活性化能を測定する　　　等電点は，　Kuo　and　Coffeeの報告22）に準じpoly一

場合，AP最をphosphodlesteraseをhalf－maximal　　acrylamide　gelを用いたanalytical　isoelectric

に活性化するrangeに入る様調節した。　APの単位　　　fOCusingによって決定した。

は，便宣的に一定量のphosphodiesterase（92n　mele　　　　　13．蛋白定量

Pi　releasecl／10min）を50％stimulatiolU上！来る量　　　　蛋白濃度はLowry法24）によって測定した。

を1unitと定めた。

　　6．アミノ酸分析　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　皿・実験結果

　アミノ酸分析はBeckman　120　anilno　acid　ana－　　　　　A．甲状腺APの精製　　　　，

Iyzerを用いKuo　and　Coffeeの方法22）で行った。　　　　　1．Crude　extract　supernatantの調製

蛋白標品は6N　HCIで110℃，2411寺間水解したu　　　　　凍結甲状腺を溶解し，周囲の結合組織J脂肪を除き

　　7．Peptide　mapping　　　　　　　　　　　　　　｛）～4℃の生理的食塩水で洗った後，500gの甲状腺組

　精製蛋白（約100μg）を200μ1のo．1Mammollium　　　織をカミソリで細切後，5倍景の1mM　MgsO4，1

bicarbonate－O．　lmM　EGTAに溶解し，　N－tosyl－L－　　mM　2・－mercaptoethanol，20mM　Tris－－HCI　buffer，

phenylalanine　chloromethyl　ketone　trypsin（10％　　　pH　7．5（Buffer　A）と供にWaring　Blendorで0°C

w／w）で37°C，18時間消化した。消化物を凍結乾　　　2分間homogenizeした。以下のstepも特に記さ

燥後，小最の蒸留水に溶解し，20cm×20cm　Avicel　　　ない限りo～4℃で行われた。　HomogenateをSor・

thin　layer　plate（Brinl〈mann）にspotした。電気　　vall　SS－・1　rot｛，rで22，　OOo　×　g　30分間遠心し，その

泳動は，forrnic　acid／acetic　acid／water（58／156／　　　」Tl清をglass　woolを通しcrude　extract　superna－－

1786）系で1000v⊂）lt，2時間行い，舞急2次元は，　　　tantとした。

pyridine／butanol／acetic　acid／water（10／15／3／12）　　　　　2，熱処理及び硫安分画

系でascending　chromatogral〕hyを行った。　Peptide　　　約2，54のcrude　extractをステンレス，スティー

はnlnhydrin　sprayで検出した。　　　　　　　　　　　ル製のビーカーに入れboiling　water　bath中で6分

　　8・Ultraviolet　ab9．　orption　spectrum　　　　　　　間撹llドしながら〃11熱した後，すみやかにice　bath中

　Ultraviolet　absorption　spectrum測定にはCary　　　に入れ冷却した。凝固した蛋白を12，　OOO　x　g　20分間

］4recording　spectrophotolneterを用いた。　　　　　の遠心で除き，その．⊥：清100ml幽り289の固形硫安

　　．9．Clrcular　dicllroismの測定及びhelical　　　　を加え，60分間の静既後，沈澱を遠心で除き，その

　　　・。nt・ntの“腱　　　　　　　　　上清に）；i’（液100m1当り約389の硫安を加え100％飽

　Circular　dichroisinの測定はCary　mode160　spec一　　和とした。遠心によって得られた沈澱を小量のBuf－

tropolarimeterを1…1ヨい25℃で行われ，　helical　con－　　　fer　Aに溶解し大量のBuffer　Aに対して透析し

telltの推定は，　Kue　and　Coffeeの報告23）に準じて　　　た。

行われた．　　　　　　　　　　　　iS・，　DEAE－cell・1・・e　・’h，。mat。9，aphy

　　10．Analytical　ultracentrifugation　　　　　　　　　透析後の蛋白をBuffer　Aで平衡化したDEAE一

　精製蛋自をKuo　and　Coffeeの報告22）に準じ，　　　celluloscカラム（2．5x30．　Ocm）にapplyし，0．15

Spinco　model　E　ultracentrifugeを用い20℃で分　　　M硫安を含むBuffer　Aで溶出液に蛋白を含まなく
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なるまで洗った後，0・3M硫安を含むBuffer　Aで　　　を集め蒸留水に対し透析後，凍結乾燥し保存した。

APを溶出した。　Fig．1に示す様にこの条件で，大略　　　Table　Iに，精製段階を示したが，　APはこの方法で

95％の混在蛋白が除れ，APは効果的に0．3M硫安を　　　約9800倍精製され回収率は約8％であった。

含むBuffer　Aで溶出された。3ml／minの速度で溶　　　　　　B，甲状腺APの純度と分子量

田を行い12mlつつfractionationした。　APを含む　　　　甲状腺APの最終標品の純度を標準polyacryl－

fractionを集め，固形硫安を100％飽和となる様に加　　　amlde電気泳動，　s。diuni　dodecyl　sulfate－po！yac『

え22，000×g15分間の遠心によって蚕白を集め，50　　　rylamide電気泳動で確めたが，この両藩で単一バン

mM　Tris－－HCI　buffer，　pH　7．5に対して透析した、，　　　ドを形成した（Fig．3）。更に甲状腺APは，脳AP

　　4．Sephadex　G－100によるgel　filtration　　　　　とco－migra亡eし，分子量が等しいことを示唆し，心

　濃縮されたAPを50mM　Tris－HCI　buffer，　pH　7．　5　　　筋TN　CはAPよりやや遅く泳動された。心筋TN

で平衡化したSephadex　G－100カラム（2．0×80．　O　　　Cと甲状腺APの混合物を泳動すると2つのバソド

cm）にapplyし，同一のbufferで12ml／hourの　　　が観察され，心筋TN　Cは甲状腺APよりやや大

遽度で溶出し，3mlつつ正ractionationした。　Fig、2　　きいと考えられた。これら蛋白の泳動度を既知の蛋

に示す様にAPは27～31番のfractionに単一で対称　　　白の泳動度と比較し分子量を鐸定すると，甲状腺・

的なピークとして溶出したc，AP活性のあるfracUo11　　脳APは16，500，心筋TN　Cは18，500と計算され
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Fig．1　Chromatography　on　DEAE－cellulose．　7rhe　protein　obtained　fro！11

　　ammonium　sulfate　fractionation　was　chromatographed　on　a　2，5×30

　　cm　column　of　DEAE℃巳11ulose，　The　column　was　washed　exten－

　　sively　with　O．15　M　ammonium　sulfate　in　Buffer　A．　Eluti〔】n　of　the

　　activator　protein　was　achieved　by　elu亡ioll　with　O．3Mammoilium

　　sulfate　in　Buffer　A．　The　flow　rate　was　3　nil　per　min　and　fractions

　　of　12　ml　each　were　collec亡ed　and　assayed　for　phosphodiesterase

　　activator　activity（○）alld　prote圭n　concentration（⑧）．
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Fig．2　Gel　filtration　on　Sephadex　G－100．　The　pool　of　thyroid　activator　protein　obtained　from

　　　the　DEAE－cellulose　colunin　was　concentrated　and　chromatographed　on　a　2．O　x　80　cm　column

　　　of　Sephadex　G－100．　The　column　was　eltited　with　50　mM　Tris－HCI，　pH　7．5at　a　flow　rate

　　　of　12　ml　per　hr．　Fractlons　were　monitored　for　phosphodiesterase　activator　activity　lO）and

　　　I）roteill　concentrati。n（㊧）．

Table　l　Purification　of　Cyclic　Nucleoヒide　Phosphodiesterase　Activator　Proteln　from

　　　　　　　　Bovine　Thyroida

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　T。t、l　p，。t。i。　T。t。1　acti。ity　Specifi9．　　Yi。ld

Step　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　act1vlty

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　mg　　　　　　x103　unitb　　　　unit／mg　　　　　　　　％

1．Homogenate　　　　　　　　　　　　　145，000　　　　　　128　　　　　　　0．88　　　　．　　100

2．　Supernatant　　　　　　　　　　　　　　　　　48，000　　　　　　　　　69　　　　　　　　　1。44　　　　　　　　　　54

3，Boiled　supernatant　　　　　　　　　　43，200　　　　　　　68　　　　　　　L58　　　　　　　　53

4．Ammonium　Sulfate　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　240　　　　　　　　　　　29　　　　　　　　　　　　122　　　　　　　　　　　　23

　　　　（50～100％　precipitate）

5，DEAE－Cel1ulose　　　　　　　　　　　　　　　5　　　　　　　15　　　　　　　　3008　　　　　　　　12

6．Sephadex　G－100　　　　　　　　　　　　　　1．2　　　　　　　10・　　　　　　8625　　　　　　　　8

　　a：Purification　fronl　500　g　of　wet　weight　thyroid　glands．

　　b：Aunit　is　defined　as　the　amount　of　pyotein　required　to　give　50％stimulation　of　a　fixed

　　　　　atTIOUIIt（92　nmol　Pi　1・eleased／10　min）of　activator－depleted　phosphodiesterase．
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Fig．3　Sodlum　dodecyl　sulfate－10％polyacrylamide　gel　electrophoresls（A）and　standard　75

　　％polyacrylamlde　gel　electrophoresls（B）

　　AIrows　lndlcate　dye　front

　　a　　Bov置ne　thyrold　actlvatol　protem　（10μ9）

　　b　Bovine　braln　actlvator　proteln　（10μg）

　　c　Bovlne　heart　muscle　TN　C（10μg）

　　d：Bov且ne　thyrold　actlvator　proteln（10　pg）　十Bovlne　braln　activator　proteln（10μg）

　　e．Bovlne　thyrold　actlvator　protem（10μg）十Bovlne　heart　TN　C（10μg）

　　f’Bovlne　thyrold　actlvator　proteln（25μg）

　　g　Bovlne　braln　actlvator　proteln　（25μg）

　　h　Bovlne　heart　TN　C’（25μg）

た（Fig　4）。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　19，240という結果が得られ，これはsodlum　dodecyI

　吏に沈降平衡12、によってnon－denaturatlng　con－　　　sulfate　polyacrylamlde電気泳動より得られた結果

dition（50mM　Trls－HCL　pH　75）で甲状腺AP，脳　　　とよく一致し，この3種の蛋白はsmgle　polypeptlde

AP，心筋TN　Cの分子量を測定し，この結果をFlg　　　chamであると考えられた。

5に示した。In　concentrationをradial　dlstanceの　　　　　　C　Phosphodiesterase活性

2乗の関数としてplotすると，二の3種の蛋白とも，　　　　甲状腺APは，脳APと同様に“actlvator　deple一

軽度の非直線性が観察された。この非泊線性は，低イ　　　ted　phosphodlesterase”を活性化した（Fig　6）。

オン強度，中性付近でこの種の蛋白が持つ大きなnct　　Ca2存在下では，甲状腺AP，脳APは共にpho－

negatlve　chargeによって引き起されるものと考え　　　sphodiesteraseを活性化したが，　Ca2＋が存在しな

られた12）。このテータより，甲状腺AP，脳AP，心　　　いと両者とも，　phosphodiesterase活性に全く影響

筋TN　Cの分子量を計算すると各々16，084，16，103，　　を与えなかった。甲状腺AP，脳APの比活性は同
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甲状腺フォスフォジエ．ステラーゼ滅性化蛋白

sis．　Se（｛imentation　was　performed　at　20fi　and　48，000　rpm　for　1811r．　Sa！11－

ples　were　dialyzed　f‘）r　24　hr．　at　4°against　50　mM　Tris－HCI（pH　7．5）

prior　to　centrifugation．　A．　b（」vine　thyroid　ac重ivator　protein；B，　bovine

brain　ac亡ivator　protein；C．　bovine　heart　TN　C．

　　ほ　　　5

　　　E

　　　9

　　＼
　　：30
カ

㌃

；コ
リ　匠
（　鶴

3－
5

£

り

0　　　20
　
℃
o
』
藍
嶋

o
‘

．ケー一　一一　．。．一一一一一1－一　－1

0　　　　　　　　　　　　　5　　　　　　　　　　　　　二〇

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ActIVのtor　Pret●1n　｛ノ」引

Fig，6　Activation　of　cyclic　nucleotide　phesphocliesterase　by　bovine　thyroid

　　　（●）alld　bovine　brain（○）activator　proteins，　Assays　were　perfornled　as

　　　previously　desribe〔116）　using　O．5ml　of　incubation　mixtures　containing

　　　50ttg　of　phosphocliesterase　and　varying　amoLmts　Qf　activator　protein

　　　　as　shown，　Error　bars　indicate　亡he　standard　dev玉atlon　from　the　mean

　　　　value　for　3　deヒerminations，　The　calcit川dependence　of　the　activatiQn

　　　　is　illus亡rated　by　the　inability　of　either　thyroid　ac亡ivato1’　protein　（團）

　　　　or　brain　activator　proteill　（［コ）　to　stimulate　phosphodiesterase　in　the

　　　　presence　of　O。1mM　EGTA．
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Fig　76Murea－polyacrylamide　gel　electrophoresls　at　pH　86

　　Alrows　mdlcate　the　complex。　Free　aclvator　protein　and　troponln　C
　are　obsel　ved　as　fast　mlgratmg　bands（＊）

　　a．Bovlne　thyrold　actlvator　proteln　（30　Ftg）　十　bovlne　heart　muscle

　　　TN　I（45μg）wlth　O　l　mM　CaC12

　　b　Bovlne　thyrold　actlvator　proteln　（30μg）　十　bovlne　healt　muscle

　　　TN　I（45μg）wlth　O　2　nlM　EGTA
　　c　’Bovlne　braln　actlvator　proteln　（30　μg）　十　bovlne　lleal　t　lnuscle

　　　TNI（45μg）withOlmMCaC12
　　d：Bovlne　braln　actlvator　proteln　（30μg）十bovlne　heart　TN　I（45

　　　μg）with　O．2mM　EGTA
　　e　Bovlne　heart　nluscle　TN　C　（30μg）　十　bovme　heart　muscle　TN　I

　　　（45μg）w】thOlmMCaC12
　　f．Bovlne　heart　muscle　TN　C（30　pg）十bovlne　heart　muscle　TN　I

　　　（45μg）wlth　O　2　mM　EGTA

　　g．Bovlne　heart　muscle　TN　I（45μg）
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甲状腺フA・スフ；t’ジエステラーゼ活性化蛋白

一であり，従来の報告12）にも一・致した。　　　　　　　　　　　o，8

　　　D．「｝｛状腺APと心筋TN　Iのcomplex

　　　　形成

　TN　CとTN　IがCa2＋の存在下で特異的なcorn－・

plexを形成し，このcomplexは6～8M　urea－p‘）ly－

acrylamide電気泳動下でも安定であること2fi）から，　　　　α6

［T1状腺APがTN　C同様TN　Iとcomplexを形成

するかどうか検討した。事実，脳APはTN　C同様，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　e　KD＝2・1xlo－6M

鼻差鱗潔器：欝議議！鵬隷媒　ざ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o．4
ている。

　Fig．7に示す様に，心筋TN　Cは心筋TN　Iと

Ca2＋存在下で特異的なconlplexを形成し，　EGTA

の添加で解離する。同様に，甲状腺AP，脳APも

TN　IとCOmplexを形成しEGTAの添加によって　　　　o．2

解離することがわかる。この条件下では，TNIはほ

とんど泳動されず，ゲルの最上部に位置している。

骨格筋TN　C－TN　I　complex，脳AP一骨格筋TN　I
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　K、＝・．t・1。－5閉
c。mplexは，0・2mM　EGTAの添加で完全に解離する
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o
とされているが1の25），：本実験では、同様の条件で，心　　　　　　　　　t　　　2　　　3　　　4　　　S

ma　TN　C－TN　I・・mpl・x，　AP　TN　I・。nipl・xとも　　　　　　　V

部分的にしか解離しない。これは，心筋TNIと骨格
筋TN　Iとの差か，又は他の原因によるものか不明で　　　　Fig・8Scatcha「d　plot　of　Ca2＋binding　by

ある。　　　　　　　　　　the　b°vine　thy「°id　activat°「p「噸・
　　　E，　C。・＋結舗，　　　　　　　T．he　gata　sh°wn　a「e　f「°m　eq”illb「iLlm

・ln衡翻法によらて得られた…＋の・1撒・・へ　儲sll。誕le膿盤「f°「翠欝。｛『Sll

の結合性をScatchard　plot｝こよって解析すると・甲　　　　　Ca2＋bound　per　mol　of　activator　pro－一

状腺APは2つのhigh　affnity　siteと2つのlow　　　　　．　tein，ジ，　was　calculated　from　the　difference

affinity　siteを持ち，解離定数は各々2．1×10－6M　　　　itl　radioactiv玉ty　in　the　protein　solution

と4．1×10－5Mであることがわかる（Fig，8）。　　　　　　　　inside　the　dialysis　tubing　and　that　in　the

　　　F，アミノ酸組成　　’　　　　　　b・ffer・・t・id・th・t・bi・g・ft・r　eq・ilib・a－一

・1・撒AP，脳AP，心筋TNCのアミノ酸繊は　　ti・n　h・d　been　reach・d・（C）i・the　c・n’一

徹賠されているC。・＋結合蛋帥・・ノ醐成と　　cent「ati°n．°f　CF2＋in　the　buffe「°utsicle

難T。b1。　IR。示した．・不・撒APは，①hi，ti　・－　　tl’e　dialys’s　‘”b’ng・

dine，　tyrosine，1）rolineの含貴が低く，②cysteine

を欠き，③aspartic　acidとglutamic　acidが約30　　ほとんど同…一であり，更に，心筋TN　Cによりも骨

％姑め，④45％が。。。…P。1、lr　resid。，で55％が　轍TN　C噸似していることが牙・カ1る・

polar　residueであること等，特徴的なアミノ酸組成　　　　　　G・Tryptic　peptide　maP

を示し更にT。bl，．II　e・掲げたC。・＋縮蛋献全　　Fi墓・9に暇犬腺AP・脳AP，心筋TN　CのP・P－一

て良く類似していることがわかった。更にアミノ酸組　　　tide　maPを示した・甲状腺APと脳APは良く似た

成の類似牲を明かにする日的でこれらのデータから　　　peptide　mapを示し・アミノ酸分析の結果を支持し

Met2gerらの報告26）にのっとって，　Difference　Index　　　たが，アミノ酸組成の類似性にもかかわらず，　APと

を計算し，Table　IIIに示した。甲状腺APは，豚脳　　　心筋TN　Cは異ったpeptide　mapを示した。

AP，牛脳AP，副腎髄質Ca2＋結合蛋白，心筋APと
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甲状腺フォスフォジエ．ステラーゼー活性化蛋白

Table　Ill　Comparison　of　Difference　Index　of　Phosphodiesterase　Activator　Proteins　and　Muscle

　　　　　　　　　Calcium　Binding　Proteins

Difference　Index

Bovine　thyreid　activator　protein　vs．　Bovine　brain　activator　protein　　　　　　　　　　　3．88

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　vs．　Bovine　brain　activator　proteina　　　　　　　　　　3．9｛｝

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　vs．　Bovine　brain　activator　proteinb　　　　　　　　　　5．71

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　vs．　Bovine　heart　actlvator　proteinc　　　　　　　　　　5．25

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　vs，　P董g　brain　activator　proteind　　　　　　　　　　　5．52～6．04

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　vs．　Bovine　adrenal　medulla　Ca2＋　bind－
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　i。9P，。t。量。・　　　　　　　　3・89

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　vs．　Rabbit　ske王etal　muscle　troponin　C　f　　　　　　　9．43

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　vs．　Bov三ne　heart　muscle　troponin　C　　　　　　　17．45

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　vs．　Bovine　heart　muE　cle　troponin　Cg　　　　　　　　　　15．77

n：Values　calculated　from　the　data　of　Lin　et　al．8）

b：　　　　　　　〃　　　　　　　　Watterson　et　aL12）

c：　　　　　　　　　　　　〃　　　　　　　　　　　　　　Stevens　et　aL13》

d：　　　　　　　　〃　　　　　　　　　　Klee20｝

o；　　　　　　　　　　　　．〃　　　　　　　　　　　　　　Kuo　and　Coffee22）

f：　　　　　　〃　　　　　　　Collins　et　al．34）

冨：　　　　　　　　　　　〃　　　　　　　　　　　　　van　Eard　and　Takahashi33）
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Fig．9　Tryptic　peptide　maps　of　bovine　thyroid　activator　protein，　bra玉n　activator　protein・and

　　　heart　lnuscle　TN　C．　Electrophoresis　was　carried　out　in　the　first　dlmension　using　formic

　　　acid／acetic　acid／water　（58／156／1786）and　ascending　chromatography　was　performed三n　the

　　　second　dimension　witll　pyrldine／butanol／ace亡i．c　acid／water（10／15／3／12），

　　　　H．Ultraviolet　absorption　spectrum及　　　　　4．1で，脳AP，心筋TN　Cの等電点と同一であっ

　　　　　　びlsoelectric　focusing　　　　　　　　た（Fig．　ll）。また，これらの結果は，脳AP，骨

　甲状腺APのultraviolet　spectrumは，脳AP，　　　格筋TN　Cについての従来の報告12）25）と良く一致し

心筋↑NC｝．こ極めて類似し（Fig．10），等電点は　　　た。
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Fig．10　Ultraviolet　absorption　spectra　uf　bo－　　　＝a　5

　vine　thyroid　activator　l）rotein（A），　brain

　activator　I）rotein　（B），　and　heart　TN　C

　（C）．In　each　case，　the　I〕uffer　was　50　mM　　　4

　Tris－HCI，　pH　7．5．

d　c　b　a

り　　嫡膨　　r膨　　o■

●嚇　　罫暗

　　　　LCa2．｛の電気泳動度への影響
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3
　甲状腺APを0．2mM　EGTA父は0．　1　mM　Ca2’i．　・　　1　　　　3　4　5　6　　7　8　9　10
の存在下で電気泳動した結果をFig．12に示した。　　　　　　　　　　　　　cm

Ca2－］．の存在下では，　EGTA存在下に比し，甲状腺AP　　　Fig・111soelectric　focusing　of　bovine　thyroi〔1

は速く泳動され，脳AP，　TN　C．1・zついても同様な事　　acti・・t°・p・°tein°11　P°lyac「ylamide　gel・

実・徽・2…2・・ら・㈱よ・欄告・・鵬格筋　a：B留宏lly「°id　activat°「p「°tein

TN　C25）・心筋TN　CI6），脳API6）についての観察と　　　　　b　I　Bovine　brain　activator　I）ro亡ein（30μ9）

一致する。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　c：Bovine　heart　muscle　TN　C（30　P9）
　　　」．Ci，c。1。，　di。hr。isln　spect，u。1　　　　d：B・vin・thyr・id　activat・・pr・t・i・（15　1・g）

・a・碗気泳・・度一・影響は，TN・・5・やAP16・・　S。盗，b9鰍瓢1：；”？，21e，，、議。£‘認。r－

confommationaE　changeを反11央するものと考えられ　　　　 bance　at　550　nm）or　gel　a，

ることから，甲状腺AP，脳AP及び心筋TN　Cの

circular　dichroisni　spectrumをCa2÷の存在下及び　　　された。　Ca2’F存在下では〔θ｝222nii・は一22，880

EGTA存在下で測定した（Fig．13）。甲状腺APの　　　deg　cm2／d　molであり，Ca2‘…．非存在下では｛0｝

25〔〕nm以下でのspectrumは222nmと207nmで最　　　222nmは一16，000　deg　cm2／d　molであった。207

小値をと1）　，これは，この蛋白の一・・定部分がhelical　　　川nのbandでも同様な変化が観察されたが，減少の

conformationを持っていることを示し，吏にCa2　i’　　程度は22211mのbandに比し小さかった。　Fig．13

をEGTA添加により除去すると222nm，2071コmの　　　に同時に図示した様に，脳AP，心筋TN　Cも同様

両波長で，ellipticityが著明に減少することが観察　　　なCa2＋依存性conformational　changeカミ観察され，
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Fig．126Murea－5％polyacrylamide　gel　electrophoresis

　　　a：Bovine　thyroid　activator　protein（30μg）with　O．1mM　CaCl2

　　　b：Bovine　thyroid　activator　protein（30μg）with　O．2mM　EGTA

　　　c：Bovine　brain　activator　protein（30μg）with　O，1mM　CaCl2

　　　d：Bovine　brain　activator　protein（30μg）with　O，2mM　EGTA

　　　e：Bovine　heart　muscle　TN　C（30μg）with　O．　1　mM　CaC12

　　　f：Bovine　heart　mnscle　TN　C（30μg）with　O．2mM　EGTA

脳APについての従来の報告27）とも一致した、　　　　　conformationを示し，非存在下では約34％に減少し，

　Helical　contentをcircular　dichroism　spectrum　　　心筋TN　Cでは約46％が約35％へと減少することが

から推定した結果をTable　IVに示したが，　Ca2＋存　　　わかった。

在下では，甲状腺APでは約61％がα一helical　coll－

formationを示し，　Ca2＋非存在下では，約46％に減

少する。脳APはCa2＋存在下で約43％がα一helical

No，2，1978　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　167



’．． @　　．　　小　林　良　二

0

価4

08

：

8　．t2

噂

5

ξ一16
．y

n
g
n

一　　●20
呂

一24

EaTAmt

←CaCl2

ハ
唇’4

導

騒一8

営

汀

暑・1

ε

・16

：

量．4

ミ

四隆

髄●8
署

）
mo
：．12

T
u

．16

，jtEGTA

匡GTA　　　　　Ψ
∠

　　　　窓）0　　　　　210　　　　　220　　　　　230　　　　　240
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　20Q　　　　　210　　　　　220　　　　　230　　　　 240
　　　　　　　　　　　w酬●Lgn‘th｛剛　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　w轟鴨L●nn’lh　Cnm）

Fig。13　Far－ultraviolet　circular　dichroism　spectra　of　boville　thyroid　activator　prote玉n　（A），

　　bovine　braln　activator　protein　（B），　and　bovine　heart　TN　C（C）．　Spectra　were　measured

　　with　constant　nitrogen　flushing　and　protein　concentrations　of　O。22，0．42，　and　O．67　mg／ml

　　for　thyroid　activator　protein，　brain　activator　protein　and　TN　C　respectively。

　　Table　IV　Helical　Content　of　Bovine　Thyroid

　　　　　　Activator　Protein，　Brain　Activator　Pr－
　　　　　　。t，i。and　Hea，t　TN　C　f，。。、Circ。1。r　　　皿「・考察

，　　　　Dichroism　　　　　　　　　　　　　　　　　種々のnon－muscle　cell｝こおいて，偽足形成，

“t……｝｝　［皿｝ ｧ『隔屍EI………tt．”．．．t－．．．．．t．－　ex°cyt・sis，　e・d・cyt・・i・，尉ll胞内騨の運辮の細

　　　　　　　　　　　　deg　cm2／d　mol　％helix　　　胞運動は収縮蛋白によって制御されていると考えられ

ーm－‘．uz’一一t．一國．．一．P一「「’…………．’．．．』．．．．．tt．．．．．．．1．．．．『一1一．．…11．．一『『「．Ttt．．「－－一TT．［．．’ttt「1』『叩…1〒．『1．．tt「一　　　ている2S）。甲状腺からもaCtin，　myoSinが精製され：幽

Thyrold　Activator　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．
Protein　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　その性状か検討され，この侮説を支持する成績が得ら

　CaC12（0，1niM）　　　－22，880　　　　61　　　　　れた1）が，本実験においては，収縮蛋白がコロイド小

　EGTA（3．　O　mM）　　　－16，0〔〕0　　　46　　　　　滴形成や，甲状腺ホルモン分泌にどう関与しているか

Brain　Activator　　　　　　　　　　　　　　　　　を明らかにする目的で，殊にその一環として筋肉の
P「°tein @　　　　　　　　・，。P。m，。、i。やt，。P。i。とい。た，eg。1。、。，y　p，。－

　CaC12（0．1mM）　　　－14，631　　　　43　　　　　　　　．
EGTA（、．・mM）　－1。，685　、．t　tein岬構にも一ff’　elするかどうか醐らか｝二する

B。。ine　Hl。，t　　　　　　　　　目的でt・・P・nln　C－lik・ph・・ph・di・・t・・ase　acti－

TN　C　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　vator　proteinを精製し，その性状にっいて検討をヵTl

　CaCI2（O．　1　mM）　　　－15，856　　　46　・　　　えた。

　EGTA　k3・　O　mM）　　　11，　151　　　35　　　　　甲状腺APは、熱処理，硫安分画，イオン交換カラ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ム，ゲルロ過によって精製されたが，この蛋白が，耐
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熱性で酸性蛋白であるという性状を利用している。精　　　conformaヒi｛｝nal　changeは脳AP及び心筋TN　Cで

製途上に起った問題点の一一・一つは，甲状腺に大量に含ま　　　も観察されたが，脳AP，心筋TN　Cのhelical　con一

れるthyroglobulin（甲状腺可溶｛生蛋白の約80％と考　　　tentはCa2÷の存否にかかわらず，甲状腺APの

えられている）が熱処理によっても凝圖しないことで　　　helical　contentより低いと考えられた。この蓬異の

あったが，これは硫安分画を行うことによってとり除　　　詳細は不明であるが，ラヅト睾丸APも叉，脳AP，

れた。DEAE－cellulose　chromatographyによっても　　　心筋TN　Cよりもhe！ical　content力二高いと考えら

大貴の混在蛋白が除れ，Sephadex　G－－100カラムを周　　　　れている30）。同様のhelical－・coil　transitionは骨格

いることで95％以上の純度を持ったAPを得ることが　　　筋TN　C31），副腎髄質Ca2＋結合蛋白23），牛脳AP

出来た。　　’　　　　　　　　　　　　　　　　　　3e），豚脳AP鋤でも観察されている。

　この方法によって精製された甲状腺APは，脳AP　　　　以上の結果の如く，甲状腺APは，他臓器のAP

とほとんど同一の生物学的性状を有していた。即ち，　　　同様，筋肉TNCと構造上類似した蛋白であると考

甲状腺AP，】悩APはpho舗phodiesterase活性化倉旨　　　　えられるが，　Amphlettら14）は，最近，牛脳APが骨

において同一のspecific　activityを有し，更に6M　　　格筋TN　IとCa2＋依存性cotnple：を形成し，更に

urea－Polyacrylamide　gel内で心筋TN　IとTN　C一　　　骨格筋actomyosinにTN　Cと同様の1乍用を持って

TN　I　complexに似たCa2＋dependent　complexを　　　いることを報告し，私達もまた脳APと心筋TN　I

形成した。牛心筋TN　CもまたCa2＋存在下でph。s－一　　がCa2＋依存性complexを形成することを見出して

Pho（1iesteraseを活1盤三化する能力を持っているが最大　　　いる16）。更にDedmanらtS）は，独立にラット睾丸AP

に活牲化するためには200倍以上の蛋白：量を必要とし　　　と骨格筋TN　Cとの間に同様のbiological　cross一

た16）°　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　reactivityを見出している。本研究においても事実，

　甲状腺APの物理化学的性状は，他臓器のAPと同　　　甲状腺APは，心筋TN　IとCa2＋依存性complex

一であり7）s）12）13）22）27）2D），骨格筋TN　C，心筋TN　C　　　を形成し，このcomplexは，脳AP一心筋TN　I

12）13）2s）に類似していた。類似点を整理すると・①これ　　・comPlexとほぼ同一一であり，　TN　C－TN　I　cQmplex

らの蛋白は1モル当り3～4個のCa2＋結合部位を持　　　　に類似していることが判明した。

ち，その解離定数は10－5～10－6Mであり，②酸性・蛋　　　以上の結果を総合し、更に曜状腺にmyoslnや

白でaspartic　acid，　glutamic　acidを大量に含み等　　　actinが存在する：と1）を考え合せるとこの蛋白は，

電点は4・1であり，③通常の蛋白と異ったultra一　　単にphosphoclies　teraseの活性化蛋白であるのみな

vi｛〕let　absorption　spectrumを示し250～280nmの　　　らず，甲状腺actomyosin　ATPaseのCa2＋trans一

間に6つのピークを持ちこれはphenylalanineと　　　duca即ち，　TN　Cとして働き・，甲状腺ホルモン分

tyrosineに特微的と考えられ，④cysteine，　histi一　　　泌に必要なコμイド小滴形成，偽足形成等に関与する

dine，　tyrosine，　prolineの含量’が低く，⑤アミノ酸　　ものと考えられる。

糾成からDifference　Indexを計策すると甲状腺AP

は1牛脳AP，豚脳AP，’i囁1腎髄質Ca2＋結合蛋白　　　　V・結　語

とほとんど同一“で，心筋TN　Cよりも骨格筋TN　C　　　　甲状腺よりtroponin　C…1ike　phosphodiesterase

に類似している。APとTN　Cの大きな相違点は，　　　activator　proteinを精製し，その性状を脳AP，心

そのpeptide　map（Fig・9とref．13）と分子量で　　　　筋TN　Cと比較検討した。

ある。　　　　　　　　　　　　①甲状腺APのphos　phodiesterase活性化能は
　上記の類似点に加え，甲状腺AP，脳APは心筋　　　脳APと同一であり，更に心筋TN　IとCa2＋依

TN　C同様Ca2＋に依存するconformational　change　　　存性complexを形成した。甲状腺AP一心筋TN　I

をすると考えられ，骨格筋TN　Cで観察された2・「）と　　　co叫）lex　4，t，脳AP一心筋TN　I　complexとほet”　ilT’J　一

岡様，この変化は電気泳動で確められたa更に甲状腺　　　で，TN　C－TN　I　complexに類a又していた。

APのcircular　dichroismからもCa2＋依存挫の　　　②　甲状腺APの物理化学的性状は，脳APとほ

helical－coil　transitionが推測されholoproteinの　　　ぼ同一で心筋TN　Cに類似していた。

helical　contentは61％，　apoproteinのそれは46％で　 ③甲状腺APはCa2＋の存否によって，脳APや
あると考えられた。同様の可逆性，Ca2＋依存性の　　　心筋TN　Cと同様のhelical－coil　trans　itienを行う
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ものと考えられた。　　　　　　　　　　　　　　　　　bi’ain．　J．　BioL　Chem。，249：4943－4954，1974

　　以上の結果からT甲状腺APは，　phosphodiesterase　　　9）Wolff，　D，　J．　and　Brostrom，　C．0。：Calciuln一

の活性化蛋白であるのみならず，甲状腺actomyosin　．　　binding　phosphoprotein　from　pig　brain；
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