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microsomesaswellasmyoribrillarfractionfrom porcineaorta. The138kDaprotein

thatwaspurifiedbyimmunoprecipitationwiththeantibodyeitherfrommicrosomesor

myofibrillarfractionwasfoundtobeagoodsubstrateforcGMp-dependentprotein

kinaSe(PKG). Themまerosomalproteinwast短htlyassociatedwi洩 membranesand

couldbesolubilizedbyTritonX-100.apropertyreminiscentofGIPhosphoprotein.the

unidentifiedmajorPKGsubstrateinthevascularsmoothmuscle.Bothproteinsc0 -

m豆gratedonSOS-PAGEandもheMBSantibodyimmunopFeCipitatedthiophosphory且ated

Gl.Thus,MBSisasubstrateforPKG,andthemembrane-boundMBSmaybeidenti-

caltoGl,Oratleastitsconstituent. WeproposethatphosphorylationofMBSby
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Keyl＼･･ords:m.rosin lightChain phosphatase;cG九･･1p-dependentprot-Pin kinase:

払iophosphoTylation;Ca2+sensitivity
ミオシン軽鎖脱リン酸化酵素,cGMP依存性タンパク質リン酸化酵素,チオリン

酸化,Ca翌+感受性

は じ め に

平滑筋収縮にはミオシン軽鎖のリン酸化が重要な役割

を果たしており,そのミオシン軽銀のuン酸化量は2つ

の酵素,すなわちミオシン軽鎖リン酸化酵素 (MLCX)

とミオシン軽組脱リン酸化酵素 (MLCP)の活性のバ

ランスによって決定される.凝近までミオシン軽組のリ

ン酸化の調節は主に MLCK によって担われていると

考えられてきた豆)2).この考え方では,MLCK の活

性は Ca2+/射レモジュリン複合体の濃度に依存するた

め,ミオシン軽組のリン酸化巌は細胞内 Ca2+濃度に

依存することになる.しかし細胞内 Ca2+漉度の直接

測定が可能になると,細胞内 Ca2+濃度とミオシン軽

轡のリン酸化量は必ずしも相関しないことが次第に明ら

かとなってきた3).例えば,アゴニス ト刺激による収

縮では,脱分極刺激による収縮に比べ,同じ Ca2+

濃度でのミオシン軽鎖リン酸化畳は明らかに多くなるこ

とが示されており,アゴニストによる収縮ではミオシン

軽銀リン酸化の Ca2+感受性が高くなることがわかる.

このアゴニストによるCa'3-感受性の増大は,A:ILCK

の活性化ではなく.MLCP の活性低下によって説明

されている31.このアゴニス ト刺激によって起こる

MLCP活性低下の槻序はなお不明な点が多いが,

mL･ILCPと結合しているある種のタンパク質リン酸化酵

素い,あるいは低分子量 GTP結合タンパク質 (Rho)

によって活性化されるタンパク質リン酸化酵素により,

A:ILCPのミオシン結合サブユニ､ソト (h･･IBS)がリン

酸化され,九.,ILCP活性が低下することが報告されてい

る5)6)

NOを遊離して作用する種々の血管拡張薬や心房性

ナト1)ウム利尿ペプチ ド,血管内皮由来弛緩因子による

血管平滑筋弛嬢作用が cGMP を介していることは広

く認められている7)8).この cGMP による弛緩の分

子機構の詳紐は未だ不明確な点が多いが,cGMPが

eGh.,tP依存性タンパク質 リン酸化酵素 (PKG)を活

性化し.活性化された PKG による特定のタンパク質

のリン酸化が.cGMPによる平滑筋弛緩の主要なメカ

ニズムであると考えられている9110l.eGhJrlPを介する

血管平滑筋弛緩には複数の機序が想定されており,主に

細胞内Ca2+濃度の低下に結びつく機序と9)lO),収縮

機構の Ca2+感受性低下を引き起こす機序とに分類す

ることができる11ト 131.Gc九,,IP による細胞内 Ca2十

濃度の低下の粍序 については既に多くの研究がなされて

いるが9)10),ca岩+感受性低下の機序についての研究

は限られている.Wuら14),また Leeら蹄 は,Ca2十

感受性低下は mr･lLCIく活性の抑制ではなく,MLCP

活性の先進が原因であると結論 している.また最近,

cGMPによる Ca2十感受性低下には PKG の活性化

が関与していることが報告されている131.これらの知

削 ま,ML(1Pの活性調節サブユニ､ソトである h･4BS

が PKG の基質であり,この PKG による MBSの

リン酸化が MLCPを活性化することにより,ミオシ

ン軽鎖の脱リン酸化をおこす可能性があることを示唆す

るものである.本研究では,血管平滑筋に存在する

MBSが PKG の基質タンパク質であるか否かについ

て検討した.また,血管平滑筋に存在し.A,IBSとほぼ

同じ分子量をもつ PKG基質タンパク質であり,長い

間同定が成功していないGlリン酸化タンパク質161が
礼,IBSと同一--のタンパク質である可能性についても検討

を加えた.

方 法

1. ブタ大動脈平滑筋の細胞分画

ブタ大動脈平滑筋の細胞分画は以前に報告した方法に

従い,マイクロゾーム (本論文では heavymicrosomes

と呼ぶ).KClで洗浄したマイクロゾーム (KeMS).

ⅠくeMSをさらに EGTA で洗浄 して ealmodulinを

除去したマイクロゾーム (eaM (一工ⅠteMS)を分離

した17)181.分画に開いた緩衝液には数種の タンパ ク

質分解酵素阻害剤を添加 して使用 した (0.5mM

phenylmethylsulphonylfluoride,lFLg/mlaprot

inin.10/Lg/mlleupeptin.5/Lg/mlpepstatinA.

lmM benzamidine).if=,heavymierosomes

(70.000×g沈連)が得られた際の上清を,さらに遠心し.
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(120.000×g,60分),洗液として lightmicrosomes

杏.上清として細胞質分画を得た.また,Caw (-ト

ⅠくeMSを.0.5(?IdTritonX-100,0.13M IくCl,20

mM Hepes-ⅠくOH(pH7.札 0.5mM 九･,lgC12.0.05

mh･.･ICae12,20%glyeer｡1中に懸濁し,4℃で30分

間柁拝 し.遠心 (120,000×g,60分) して不溶成分を

取 り除いた上清を TI,itonX-100可溶性分画として開

いた.また,ブタ大動脈の筋原線維分画は Shiraziら

の方法に従って分離した19l.

2. MLCPのミオシン結合サブユニッ ト (MBS)

の免疫沈降

最近,ニワ トリ砂嚢平滑筋から MLCP が精製 さ

れ201211.この 九･iL(､Pのホロ酵素はヘテロ3巌体であ

り,分子量約38kl)aの触媒サブユニットLPPl∂)と

130kDa,及び20kDaの2つの調節サブユニット (九･1

130あるいは h/IBS,hr･120)から構成されることが判明

しており,この h･:ILCP の 130-kDa-MBSに対す

る抗体を用いて免疫沈降を行った.

筋原線維分画あるいは Cah:,I(-)-1くeMSの Tl,iton

X-100可溶性分画を0.5mg /mlになるように免疫沈
降欄緩衝液 (0.5%TritonX-100.0.25h･,INaCl,20

mM Tris-HCl(pH7.5㌦ 1mM EGTA, 20Qb

欝iyceroま)に上記のタンパタ質分解酵素阻害剤を加え

たもので懸濁し,遠心 (8000×g,15分)Lて不溶性成

分を除去した.上酒を,1mg/mlprotease-freeBSA

とタンパク質分解酵素阻害剤を加えた免疫沈降榊緩衝液

で平衡化した 20,ELlの proteinA-Sepharoseと氷上

で2時間混和し,遠心 (8000×g.1分)して上清を得

た.その上清に精製ウサギ IgG5/̀gを加えた衡 平

衡化した20,[･Llの proteinA-Sepharoseと氷 上二で2

時間混和し,同様に遠心して上清を得た.この 日射こ,

130kDaMBS に対するポ リF/ローナ ル抗 体 (h!1

130N)を2′"ど.あるいは対照朋として精製ウサギ IgG

を5JLgを加えて,さらに氷上で2時間反応させた後,

20/Llの proteinA-Sepharoseと4℃で終夜混和 し

た.その懸濁液を遠心して得られた沈液をタンパク質分

解酵素阻害剤を添加した免疫沈降用緩衝液で複回洗浄し

てから,得られた免疫沈降物を後述の方法により PKG

で直接1)ン酸化するか.SDS-PAGE分析あるいは イ

ムノプロット分析を行う場合には,免疫沈降物を4%

SDS,0.125h/.ITris-HCl(pH6.8). 4% 2lmer-

eaptoethanol,20%glyeeTOl中で加温し(65℃,1紛 ),

潜出したタンパク質を SDSIPAGEで分離した22l.

3. cG九,･IP依存性タンパ ク質 リン酸化酵素

(PKG)によるリン酸化

免疫沈降した 入:IBSの1)ン酸化を行う場合は,得ら

れた免疫沈降物に,各15!_Llの免疫沈降fll緩衝液,

PKG Ia (最終濃度40/Lg/mn とeGh･･IP洞 4/LM)

を含む TEM 緩衝液 (20mM Tris-HCl(p117.4).

2mM EGTA.25mh･･121mereapt.Oethano1㌦ T)ン

酸化緩衝液 (80mM Tr･is-fill(pH7.5㌦ 40mM

(Cf13COO12Mg.0.2mM 3-isobutylll-metyl

-Xallthine)を加えて.37℃.5分間加温後,15〃1の

400,〃九･･Ⅰ[γ-32p二ATP(2.5-3.5ei/mmol)を加

えて,37℃,20分間反応させた.その後反応液の半量の

6%SDS.0.19M Tris-HCl(pH 6.8), 6% 2-

mereapt､oet､llanOl.30% gl.veerolを加えて,65℃,

10分加温した後.遠心し (8000×g.1分).上清を6%

SDS-PAGEgelにて分離して,乾燥させたゲルをX

線フィルムに--一一80℃で露光した.

血管平滑筋には数種のPItG基質タンパク質が存在す

ることが従来から知られており,そのうち分子巌が215-

240kDa及び120-140kDaのタンパク質は Casnellie

らにより,それぞれ,Go,Glと呼ばれている踊. こ

れらのタンパク質の PlくG によるリン酸化は既報によ

り以前に報告されている方法で行った161231.マ イクロ

ゾーム (5O/Lg)を50mM Hepps-NaOH(pH7.姑

lOmMMgCl･1.0.2mMEGTA,1m九:Ⅰ3-isobut.vl

. ･ .し､..:･!二･L.I∴ 一･/.. ･二･'･･･＼1 ; :ーPl

ATPL15Ci/mmol)と1,日McGMP を加えて,0
℃.30秒間反応させた.対照として用いた反応液には

cGMPを添加しなかった.その後反応液の半量の6%

SDS.0.19hlTl,is-HCl(pllⅠ6.8㌦ 6% 2-mere

aptoethanol.30% glycerolを加えて.95℃で5分

加温して反応を停止し.6% SDS-PAGEgelにて分

離後.X 線7fルムに-80℃で露光した16､.マ イクロ

ゾームの PIくG 基質タンパク質をチオリン酸化する場

合は.[γ- 32p]ATPを基質に剛 ､るリン酸化と同様の

方法で行ったが,基質として [γ- 35S]ATP(12.5ei/

ml)を用いて.0℃,15分間反応させた.反応液を遠

心後 (100.000×g,30分). タンパク濃度が1mg/ml

となるように,タンパク質分解酵素阻害剤を加えた免疫

法陸相緩衝液で懸濁L,不溶性成分を遠心 (15.000×g,

30分)して除去した後,上述のようにM130N抗体を用

いて免疫沈降を行った. 免疫沈降物 は 6% SDS-

PAGEgelで分粧後.BonnerandLaskeyの方法

に従い,フルオログラフイー法によりチオリン酸化タン
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バク賓を検出した2畑

4. その他の分析法

sDS-PAGEは Laemmliの緩衝液系を用いた17､.

ゲJL,を鎚染色する場合には Sil＼･er-LStl1in tIltit(刺

光銘菓)を使頗した.またイムjブ四ツト分析に用いる

転写膜には pol.V､･inylidinedifluoridtlmPmt)1,とlne

(Cleal･lllelllt)Ⅰ･allP-P,Atto)杏.結合抗体の検出に

は EnhanepdChel11ilulllineseence･deteeti｡llSさ･･ S -

tpm LAmersham i,ifeLSL.ienee)を用いたlTl. タン

パク質濃度はウシ血清アルブミン (BSA)を標準物質

に用いて Lowry法で測定した.

5.材 料

MLCPの MBSに対する抗体は三重大学医学部第

-内科学教室伊藤正明博士から供与していただいたもの

を使用した いずれもポリタロナ-ル抗体 (ウサギ)で

あり,そのうち,M130N はニワ トリ砂嚢平滑筋の

130kDaMBS(M130)のスプライシングバリアント

である133kDah･IBS LM133,M133の 512から552

のアミノ酸残基の間に姐個の挿入領域をもつ )20)の N

末端 日 から674までのアミノ酸)を抗原として作成さ

れたものであり,ヒト,ラット,及びウシの MBS と

A.

kDa

200-

116.2-

66.3-
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交叉反応を示すことが確認されている25).HBS,HLC

抗体は.ヒトの脳及び肺の 九･･IBSの C 末部分を抗原

として作成された.また,M20C抗体は.ニTrJトリ砂

嚢平滑筋の MLCPの20kDaサブユニット (M20)

のC末側に存在するロイシンジッパ-配列を抗原として

作成されたものである.

細胞膜カルシウムポンプ 津MCA)に対する抗体

津32)はブタ大動脈から精製 したPMCAを抗原 とし

て作成したモノクローナル抗体を断 ､た26).Type ‡

a pKG は以前に報告 した方法により精製 した且7).そ

の他本研究に用いた材料は以下の適i.)である:prott-in-

AISpph.･lrOSPCL-1B (SigmaChemic(ll(To.):p-

TOteaSe凝eeBSA (生化学工業日 精製ウサギ IgG

りaekson lllllllunOResear(,h I.ab.巨 [フ′-3-2p]

ATP (10150Ci/mmoD(Du Pont-NEW);[y
-35S]ATP (600Ci/mmol)(Amersham lnteTna-

tionalPLr1:aprotinin.benzalllidine. 3-iso-

bt巾,1-1-111et.Vl-xanthine及び TritonXl100し和光

絶薬);pep staもin A 及 び leupep血 (ペプチ ド研究

所1.

■Dye
front

1 2 3 4 5 6

1 2 3 4

図1 lmmunoblottinganalysesofproteinspresentinthemyoribrillarfractionofpolでineaorta

withvariousとlntibodipstosubunit-SormyosinlightChainphosphataseLh:ILCP)andsubL,ellular

distl･ibutionofmyosinbindingsubunitLh:1BLq)･(PanelA)MyofibrillarfractionofpotでiI-eaorta

C,andM130Nlraisedagainstvariousport.ionsorMBSisoformsor20kDasubunitLh:1201.

LalleS:1,h･･120C:2.‖BCI.3.HLC:il,礼:1130N.ThepositionofMRSisindicatedwithanarroI

w･ThepositionsofmoleLlularsi7･emarkers(Dai-iL,hiPureC1-emicals,Tokyo〕areindiel-tedon

theleftofimmunoblots.(PanelB)Subcellulardistributionofh･,IBSinporcineaorta.A repre-

sentativeimmunoblouinganalI,SisusingM13(tNantibodyisshown.Thirty,'Lgofpr･oteinwas

loadedoneachlane.Lanes:1.eytosoliL,fract､ionこ2,lightmierosomes:3.heavy･mierosomeLSこ

4,lくCl-extractedmierosollleS(KehノIS)こ5,calmodulin-depleted,Ⅰ(Cl -pxtraetedmierosomcs(C

ahJ･rI(-)-lteMS上6.TritonX-loosolubilizateofCEIMト )-1teMS.
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B.

図2 ImmunopreeipitationandphosphorylationbyPlくGofMBSofmyoribrillarfractionand

microsomalfraction.Myofibrillarfraction(PanelA)andTritonI -100solubilizateorcahnod
ulin-depleted.TritonX1100solubilizedliCl -pxtI･aLltedmierosomestCah,1巨 工KeMSlげanelB)

weresubject-edtoimmunopreeipitationwit､hhp･'1130Nant､ibody.Immunopl･eeipitatesl＼,pt･edirectly

phosphorylatedbyPIくG.i.anes1-iaretheresultsofimmunoprecipitationinwhic･hMBS＼＼,as

detectedbyimmunoblottingwithM130Nalltibodyasaprobe.LallCS5and6arethetでSultsof

phosphorylat.ionofilnmunOPreeipitatesbyPIくG (autoradiogl･am).Lanes:1,Supernatヱ1ntOf

immunopreeipitation帆,it､hpurifiedrabbit､lgG (_eontro1㌧ 2,immunoprecipitatewithpul､ified

rabbitIgGLeontrol):3.supernatantofimmunopreeipitationwith入:1130N:4.immunopreeipitate

Ⅵ,ithh･･1130N二5,immunopreeipitatewithpLlrifiedrabbit･IgCTLeontrol巨 6.imlnunOPreeipitat､e

withhp,113ON.S.vlllbols∴lutoG,auto-phosphorylat､edPI仁G:●,MBSこ1.thepositionsofori一

ginanddyefrontofSDS･-一一PACTE.

結 果

1. ブタ大動脈平滑筋のミオシン軽鎖脱リン酸化酔

素 (MLCP)のミオシン結合サブユニッ ト

(MBS)の性質

ブタ大動脈から分離Lた筋原線維分画を MBS アイ

ソ7オームに対する複数の抗体と 九:･120に対する抗体を

用いて, イム ノブロッテング分析を行った結果を 図

1A に示した.いくつかのタンパク質が抗体と反応して

いるが.分子量 130-140kDaのタンパク質はいずれ

の抗体とも反応していた.このタンパク質は MLCP

のM20調節サブユニ､ソトの C末端にあるロイシンジッ

パーを認識する抗体 (M20C)とも交叉反応を示し,晒

乳動物の MBSC末端に存在するロイシンジッパー構

造が反応しているものと考えられた.次にこれらの抗体

の中で分子量 130-140kDa のタンパク質に最 も反

応性の轟かった M130N 抗体をブタ大動脈平滑筋の

MBS認識抗体として用い.これと反応する分子量130-

140kDaタンパク質の各種細胞分画における分布を調

べた (図 1B).このタンパク質は lightlllicrosomeS

や hcavymierosomesおよび 0.6M ltClで洗浄後

のマイクロゾーム (IくeMS).さらに EGTA で洗浄し

-1teMS)にも存在した.また,このタンパク酎ま.IP3

レセプターや PMCA などの膜タンパク質を可溶化す

る条件下で27),TritonX-100によって大部分可溶化

された.この膜と強固に結合している抗体反応性タンパ

ク質は SDS-PAGE上分子量 138kDaを示したが,

このタンパク質以外に,やや分子量が大きい抗体反応性

タンパク質 (145kDa)が細胞質分画に存在した.比l∴

ブタ大動脈にも少なくとも2種類の分本意の異なる

MBSアイ､ノフォームが存在し,分子量の大きいもの

(145kDa)は細胞質に,分子量の′トさいもの (138

kDa)は膜に結合Lて存在すると考えられた.
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116.2-

66.3-

1 2 3 4

cGMP 卜) (+)

1 2

Dyefront

図3 CompariSonofeleetrophoretiemobilitiesonSDS-PAGEofGlphos-

phoprotein,MBSandplasmamembraneCa〕+pumpATPasetPMCA)

andimmunopreeipitationorthiophospl10rylatedG1Withantibod.vtoA,IB

S.(PanelA)Calmodulin-depleted,lくeトextraeted111iL.rosom esLCah:1(-)-

KeMSlofporcineaort.awasphosphorylatedwith[γ- 3L'ph＼TPinthe

prpspllCPOrabsenceofe(''MP.andprocessedforautol･adiographyor

immunoblottingwithM130Nantibody-andamonoelonalantibodytP32)

toPMCA.lJaneS:1,phosphor),1atpdproteinsintheabsenceofCGMP

(autoradiogmnl巨 2.phosphorylatedprotpillSinthepresenceorl′"M

eCTMP Lautoradiograml:3. immunoblotting ヽヽ･ith 入:1130N :4,

imlnUnOblottingwithP32.S.vmbols:●,PKG substrateこ〔㌦ MBSこ△.

PMC.llisoforms.(PanelBIcaMト トlくeMSwasthiophosphoITlatedwith

[γ-35S3ATPasasubstrateandsubjectedtoimmunoprecipiもationwith

hl:1130Nantibod.V.Afluorogramwasshown_Lanes:1,immunopreeipitate

withpurifiedrabbit-IgG(control):13,immunoprecipitate＼＼･-ith九､･1130N.

2.PKG による hlBSタンパク質のリン酸化

次にブタ太動腕に存在する MBSが PKG 基質タン

パク質であるかどうかについて検討した.図 2は,筋

原線維分画及び Ca九!Ⅰ(-)-Keh･･IS の Triton X-

100可溶･性分i@JLから.h･:Ⅰ130N 抗体による免疫沈降に

より MBSを精製し,PKG によりリン酸化した結果

を示すが,いずれの分画からも分イー束 138kDaのタン

パク質が特異的に免疫法降することが確認され,また,

その免疫沈降されたタンパク質が PKG によりリン酸

化を受けることが示された.以上の結果よi),筋原線維

に存在する MBS と同様に.膜に結合して存在してい

る MBS も.PKG の基質タンパク質であることが強

339

く示唆された.

3. MBSと Glリン酸化タンパク質の比較

上記のように,膜に結合している分子量 138kDaの

MBSタンパク質が血管平滑筋に存在し,そのタンパク

質が PIくG のよい基質であるということから,この膜

結合性の 138kDaの MBS タンパク質が血管平滑筋

に存在する PIくG の主要基質の1つであるラド千畳120-

140kI)aの Gl蚕日に相当するかどうかについて検討

した.

図 3A に示すように.本研究で用いた CaM (-)-

ⅠくeMS分画においても,分子巌 240kDa の Goタン

パク質と分子量 138kDaの Glが検出され,いずれも
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主要な PIくG 基針ごあることが確認された.M130N

によるイムノブロ､ソテンゲ分析が示すよJ)に.礼/IBSの

移動度は Glと完全に同じであった.また Ph･･ICA に

対するモノクローナル抗体 (P321を用いた1'ムノブU､.,I

テンゲでは3本のバンドが検.tiJ.され.これらのうち1番

上のバンドが.Gl及び MBS タンパク質と同位掛 二泳

動された.この PMCAの1番上のバンドと Glは異

なった電気泳動条件でも常に同じ位置にくるという結果

は,従来からの報告と-致したま7)23日8)

次に.Glタンパク質が 九･･1130N 抗体により免疫法

降されるかどうかを調べた.Glタンパク質は [γ

-32S]ATPを･基質として.)ン酸化することによi), タ

ンパク質脱リン酸化酵素の作桶を受けないチオリン酸化

タンパク質としてラベルしてから免疫沈降の試料とした.

図 3Bに示すように分子量138kDaのチオリン酸化 タ

ンパク質が h;･I130N抗体により特異的に免疫沈降され

ることがわかった.

考 察

タンパク質脱TJン酸化酵素の多くは Typel(PPl)

あるいは Type2(PP21に械し.その多くがミオシ

ン軽鎖の脱 リン酸化反応を触喋することが報告されてい

る291.生坪的なミオシン軽鈍脱 リン酸化酵素の本十村ま

不明であったが.最近.リン酸化されたミオシンを基質

としてij一効に利用することができ,ミオシンやアクトミ

オシンと結合するタンパク質脱リン酸化酵素として,こ

ワト1)砂嚢平滑筋とブタ暗耽平滑筋から MLCPが精

製された19)201.いずれも同様のサブユニット構成をも

つヘテロ三量体であり19),触媒サブユニ､ソト(PP18)

と二つの調節サブユニット(M130あるいは MBSと,

M20)からなる.MBSは触媒サブユニットの ミオシ

ンへの結合と活性制御に関与していることが示唆されて

いるが291.M20の粍能は現在不明である.

本研究により.ブタ大動脈平滑筋の細胞下分画には.

ニワトリ砂嚢平滑筋の130kDaMBSに対 して作成 し

た抗体 (M130N)と反応する.138kDa と145kDa

の,分子量のわずかに異なる2種類のタンパク質が存在

することが示された.ニワトリ砂嚢平滑筋においても.

スプライシングバT)アントである2種類の MBSア イ

ソフ寸-ム (M130と M133)が存在す ることが

cDNA クローニングにより見出.Sれている2Lll.また,

ニワトT)砂嚢平滑筋の mIJIBSに対するモノクローナル

抗体を用いて.Okuboらは30)二ワトl)の多くの組織

に分子量の近接した2種類の MBS タンパク質が存在

することを報吉している.本研究で見出された2つの抗

体反応性タンパク質のうち.分J■･壷の人きいタンパク質

け･15kDa)は細胞質分画に存在し,分子巌の小さいタ

ンパク質 (138kDalはマイクロゾーム分画に存在して

いた.マ1'クロゾームに存在する138kDaMBSは高

濃度の塩や EGTAで洗浄しても抽出されなかったが.

TritonX-100で大部分可溶化されたことから,膜結合

性タンパク質である可能性が高い.この膜と結合してい

る h･:IBSが存在することは.他の組織や細胞において

ち.細胞分画による分析あるいは免疫組織化学的方法を

用いた分析により示されている5)31).以上のような

MBSア1'ソ7十一ムの細胞内分布の違いは,それぞれ

のアイソフォ-ムの機能的な差異を示唆するものである.

ブタ大勢娘の筋原線維分画を用いた場合と同様に,

Cam.･Ⅰ(-)-Ⅰくeh･ISの TritonX-100rLJT溶性分画力亘)

138kDaMBSは M13ON 抗体により特異的に免疫

沈降し.さらに.PKG により強く.)ン醗化されること

がわかった.この結果は MBSが PItG 基質タンパク

質であることを強く示唆するものである.このリン酸化

に伴う粍能的変化ついてはまだtJf]L‡･'かではないが.

h･ltBSにはアンキリンリピートとロでシンジ､リバーが.

NH2東端と COOH 末端にそれぞれ存在 し20)32),こ

れらの構造が MBSのミオシンlTt外の タンパク質との

その活性調節に関与していると考えられている.It.o ら

はニワトリ砂轟平滑筋の MLCPが MBS を介 して酸

性リン脂質と相互作周することを最近報告 している31).

MLCP活性は酸性リン脂質との結合によi)抑制される

が,興味深いことに cAMP依存性タンパク質リン酸

化酵 (PKA)による MBSのT)ン酸化は,MLCP の

リン脂質からの解離を起こし.抑制されていた MLCP

活性の回復を起こすことが示された.また,ニワトリ砂

嚢平滑筋 h･.ILCP の 九･･IBS が PKG によっても7)

ン酸化され,九p･tLCP のリン脂質からの解離を引き起

こすことが最近同じグループによって示 されている

(Iehikawa.1(..Ito,h･･1..Yoshida,Y.andFuji

ta.S.投稿中).これらの結果は,MLCPは,ミオシ

ンに結合しているものとは別に,膜.おそらくは細胞膜

と結合しているものがあり.血管平滑筋弛緩を惹起する

セカンドメッセンジャーである cAMP や cGMP に

よって活性化された PIiA や PKG によりリン酸化を

受け.膜から解離することにより活性化を起こす可能性

があることを示唆する.

血管平滑筋に存在する Go,Glタンパク質はいずれ
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も膜タンパク質であり.PlくG により顕著なりン酸化を

受けるタンパク質であることが以前から知 られてい

た23)33).凝乳 Goは type1IP3Teee鍾 汀 である

ことが示されたが27)3隼 Glについては,PKG によ

り灘も強いリン酸化を受けるタンパク質であることから

これまで多くの同定の試みがなされてきたにもかかわら

ず,その本体は不明なままであった23)27)35). Glはほ

ぼ同様の分十巌をもつ MLClくやカJLデスモン.細胞

膜カルシウムポンプ (PMCA)とは異なるタンパク質

であることはすでに証明されている28)36).本研究で明

らかにされたように,血管平滑筋で見出された分子量

138kDaの膜結合性の MBSは PKG のよい基質であ

り,電気泳動上 Glと同位置に泳動されるばかりでな

く,M130N抗体はナナリン酸化した Glタンパク質を

特異的に免疫法降した.以上の結果は MBSが Glタ

ンパク質と同一か,あるいは少なくともその構成タンパ

ク質の一つである可能性を強く示唆するものである.

以上のように,ブタ大動脈平滑筋には分子量が 138

kDaと145kDaの少なくとも2種類の MBS アイソ

フォ-ムが存在し,分子量の大きいものは細胞質分画に,

分子量の小さいものは膜と結合して存在していることが

明LT)かとなった.138kDaMBSは PItG のよい基質

であり,血管平滑筋の主要な PKG基質タンパク質の1

つであるGlタンパク質に相当する可能性が示唆された

これらの結果は,cGMP による血管平滑筋の弛緩に関

与する収縮機構の Ca2+感受性低下に,PKG による

MLCPの MBSのリン酸化が関与 している可能性を

示すものであり,今後さらに詳細な検討が必要であると

考えられた.
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