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心 筋 C y Cli c a d e n o s i n e 3
，

，
5

，
一 m O n O P h o s p h a t e 依存性

黄白リ ン酸化酵素に 関す る研究

I ． イ ヌ 心筋 c y cli c a d e n o si n e 3
，

， 5
，

－

m O n O p h o s p h a t e 依存性

蛋白リ ン 酸化酵素の酵素学的性質

金沢大学医学部内科学第二 講座 く主任 こ 竹田亮祐教授I

東京都養育院 付属病院内科

坂 井 誠
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4 3 7

動物組織 に 広 く存在す る c y cli c a d e n o si n e 3
，

，
5

，
－

m O n O ph o s p h a t e くc y cli c A M Pl 依存性蛋白リ ン

酸化酵素の イ ヌ 心筋 に お ける 酵素学 的性 質を検討 した ． イ ヌ 心 筋の ホ モ ジ ェ ネ ー トを 29
，
0 0 0 X g で 20 分

遠心 し， そ の上 清を硫安分画 して 酵素標晶 と し た
． 蛋白リ ン 酸化酵素活性の 至 適 p H は 6 句 7 で

，
特性 に は

二 価の 金属イ オ ン を必要と し
，

マ グ ネ シ ウム が最も有効で あ っ た ． その k m 値 は0 ． 7 m M で
，

C y Cli c A M P

添加の 有無 で 差を認 めな か っ た
．

ヒ ス ト ン の リ ン 酸化に 対す る c y cli c A M P の みか けの k m 借は 30 n M で

5 X l O
一 色
M で 3 倍 の 酵素活性の 上 昇が み られ たの に 対し

，
C y Cli c A M P 以外の 他の ヌ ク レ オ シ ド で は

5 X l O－6
M で c y cli c A M P に 近い 活性 を示 した ． 基質 で あ る ヒ ス ト ン

，
ア デ ノ シ ン三 リ ン 酸の k m 値は そ

れ ぞれ 10 0 JL gl m l
，

20 JL M で
，

C y Cli c A M P の 添加の 有無 で差 を認め なか っ た ．
ヒ ス トン 以外の 基質と し

て プ ロ タ ミ ン を使用 した場合に は c y cli c A M P 依存性活性は ヒ ス トン の 114 で あ っ た
．

D E A E セ ル ロ
ー ズ

カ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー で 蛋白 リ ン 酸化酵素は溶出塩漬度の 違い に よ りタイ プ 王 とタイ プ工1 の アイ ソ ザ

イ ム に 分離す る こ とが 知られ て い るが
，
イ ヌ 心 筋蛋白 リ ン酸化酵素は 0 ． 1 ル 0 ． 2 M の 高い 塩濃度で溶出し，

タイ プII で ある こ とが 明 らか と な っ た ． 以上 よ りイ ヌ 心筋 cy cli c A M P 依存性蛋白 リ ン酸化酵素の 性質は

他の 動物心の それ と類似し
，

そ の アイ ソ ザイ ム の 型 は ヒ ト，
ウ シ な どの 大動物心 と

一 致 した ．

K e y w o r d s 心筋 c y cli c A M P 依存性蛋白 リ ン酸化酵素， 基質， M ic h a eli s 定数くK m う，

蛋白 リ ン 酸化酵素 アイ ソザ イ ム
．

C y clj c a d e n o si n e 3
，

， 5
，

一

m O n O P h o s ph a t e くc y cli c

A M P l 依存性蛋白 リ ン 酸化酵素は種々 の 蛋 白 をリ ン 酸

化する 酵素 で
， C y Cli c A M P に よ っ て 著明 に 活性が 上

昇する ． リ ン 酸化 をう け るの は蛋 白質の セ リ ン ま たは

ス レ オ ニ ン 残基 と い わ れ て い る ． 本酵 素は生理 的濃度

の c y cli c A M P に よ っ て賦 宿され ， 広 く動物組織 に存

在する こと か ら c y cli c A M P に よる ホ ル モ ン効果 は大

部分本酵素の 活性化を通 じて発 現 す る こと が 示唆さ れ

てきた
り

． そ して その 活性化反応 は次式の 如 く， 蛋 白リ

ン酸 化酵素 の ホ ロ 酵 素の s u b u nit の
一 方 の r e g u r a，

t o r y s u b u n itくRl に c y cli c A M P が 結合す る と ， C a t al －

y ti c s u b u n itくCl が遊離 す るた め に お こ る こ と が 確認

され て い る
2 拗

．

R C ＋ c y cli c A M P 2 R ． c y c li c A M P ＋C

心 筋組織に お い て も本酵素は c y cli c A M P の 標的酵

素と して
， 種 々 の 動物心 に 存在す る こ とは 証明さ れ て

い る が
3 ト 5I

，
イ ヌ 心 筋の 本酵素 に つ い ての 知見は 乏 し

い
． そ こ で著者 はイ ヌ を用 い た c y c li c A M P を介す る

ホ ル モ ン の モ デル 実験の 基 礎的検討と して イ ヌ 心 筋に

お ける本酵素の 酵素学的性質 を検討 した ．

A b b r e vi ati o n s ニ A T P
，

ad e n o si n e t ri p h o sp h a t e ニ C
，

C a t aly ti c s u b u nit of p r ot ein k i n a s e ニ

Cy Clic A M P
，

C y Clic a d e n o si n e 3
，

，
5

，
－ m O n O p h o s p h at e 三 C y Clic C M P

，
C y Clic c y tidi n e 3

，

，
5

，

－

m o n o p h o s p h at e ニ C y Clic G M P
，

C y Clic g u a n o sin e 3
，

，
5

，
－ m O n O p h o s p h A t e ニ C y Cli c I M P

，
C y Cli c
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ま た蛋白 リ ン嘩イヒ酵素 に は アイ ソ ザ イ ム が存在し
，

D E A E セ ル ロ ー ズカ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

で 溶 出

塩 濃度の 遠 い に よ りタ イ プ工 と H の アイ ソ ザイ ム に 分

離さ れ ， 種々 の 性質が 異な る こ と が判明 して い る
引

． そ

こ でイ ヌ 心筋の 本酵素の アイ ソ ザ イ ム パ タ
ー ン に つ い

て も検討 を加 えた ．

材料お よ び方 法

1 ． イ ヌ JL 一筋 c y cli c A M P 依存性蛋 白リ ン 酸化酵素

の 調製

雑種成犬 をベ ン トパ ル ビタ ー ル 麻酔 で開胸後， 直ち

に 心臓 を摘出 し
，

心 房
，

小 血 管を除 い た心 室筋 を重量

1 g 当 た り 5 倍 の 5 m M リ ン 酸 カ リ ウ ム
，

2 m M

E D T A くp H 7 ． Ol で
，

4
0

C 下 2 分間ワ
ー

リ ン グ ブ レ ン

ダ ー を用 い て粉砕 した ． 2 9
，
0 0 0 X g で 2 0 分間遠心 して

得 た上 清に 15 m gノ山 の 硫酸 プ ロ タ ミ ン を添加 し
，

1 0

分間捷拝後遠心 した
．

次に そ の 上 清に 32 g川l の 硫酸

ア ン モ ニ ウム を加 え，3 0 分擾拝後遠心 した
． 沈澄を 1 0 0

倍 量の 5 m M リ ン 酸 カ リ ウ ム
，

2 m M E D T A くp H

7 ．01 に溶解 し
，

一 晩透析 を行 い
， その 透析液 を酵 素標

品と した ．

一 部の実験 で は
，

こ の 粗酵素標品 をさ ら に

5 m M リ ン酸 カリ ウム
，

2 m M E D T A くp H 7 ．Ol で 平

衡さ せ た 2 ． 6 X 4 0 c m の D E A E セ ル ロ ー ズ カ ラ ム で
，

O ノ ー 0 ． 3 M 塩化 ナ トリ ウ ム 直線勾配 緩衝 液 に て 溶 出

し
，

アイ ソ ザイ ム を分離 した ．

2 ． c y cli c A M P 依存性蛋白リ ン 酸化酵素活性の 測

定

c y cli c A M P 依存性蛋白リ ン 酸化酵素活性の 測定 は

K u o ら
7I の 方法 に よ り行 っ た ． 標 準 の 反 応 溶液 は 50

m M 酢酸ナ トリ ウム 緩衝液くp H 6 ． 01 ，
5 m M 酢酸 マ グ

ネ シ ウム
，
5 m M フ ツ化ナ トリ ウム

，
0 ． 1 m M E G T A ，

0 ． 1 m M r
3 2
P ． A T P く20 ，0 0 0 c p m l n m oll ，

2 m M テ オ

フ イ リ ン
，
2 m gl mi 子牛胸線 ヒ ス ト ン

，
2 ． 5 j L M c y cli c

A M P の 存在 また は非存在下 に 酵素標品 を加 えて総量

200 〆l と した ．
3 0

0

C で 3 0 分間反応 さ せ た 後，
4 m l の

5 ％ト リク ロ ー ル 酢酸くT C Aう，
0 ．2 5 ％タ ン グ ス テ ン 酸

ナ トリ ウム くN a 2 W O J 液 くp H 2 ．0う を加え て反 応 を

とめ た
．
3 0 0 0 r p m

，
1 0 分間で遠心 した沈瘡 を 1 N 水酸

化ナ トリ ウム くN a O H 1 0 ． 1 m l で溶解 し
， 再び T C A

，

N a 2 W O 4 液 を加 え，
1 ． 2 N 硫酸 0 ． 1 m l を加え た

，
3 0 0 0

r p m で 1 0 分間遠心し
，

こ の 操作 を も う
一 度 く り か え

したあ と， 沈漆 を 1 N N a O H 5 0 J Ll で溶解 し
，
1 0 m l の

シ ン ナ レ
一 夕 ー 溶液く7 ％ トル エ ン

，
3 0 ％ トリ ト ン X －

i n o sin e 3
，

， 5
，

－ m O n O p h o s p h a t e i C y Clic U M P
，

C y Cli c A M P
，

N 6
－2

，

． 0 － dib u t y r y l ad e n o sin e

1 00 の 混 液 1 1 中 に 4 g の P P O
，
0 ． 1 g の P O P O P を含

むl を加 え， 液体 シ ン チ レ
ー シ ョ ンカ ウ ン タ

ー

くP a c k a
．

rd
，

M o d e1 3 3 8 51 に て測定し た
． 活性 は p m o l e s pi

i n c o r p o r a t e dlJ J g P r O tei n o r t u b el mi n で 示 した
． な

お 反 応溶液中に 2 － 5 JJ M な い し 5 J L M c y cli c A M P を

加え た時の 活性 を総括性 と し ， C y Cli c A M P を加えな

い 時の 活性と の 差 を c y cli c A M P 依存性 蛋白リ ン酸化

酵素活性 と表現 し た ． 蛋 白量 は L o w r y 法 81
に よ り測定

した ．

C y Cli c A M P 結合能 は Gil m a n
9 1
の 方法に よ り測定し

た ．

y
－
3 2

p
－ A T P は A m e r sh a m S e a rl e 礼 子 牛胸線 ヒス

ト ン は Si g m a 社 ， D E A E セ ル ロ
ー ズ は W h a t m a n 社

か ら得た
．

成 績

1 ． 酵素清性測定条件の 検討

い 酵 素 量

酵素量 をか え て 蛋白リ ン 酸化酵素活性 を測定する と

く図1 j
，

C y Cli c A M P 添 加 に よ る蛋 白リ ン酸化酵素総

括性 は 30 FE g ま で
，

C y Cli c A M P 非添加時の 活性は60

月g ま で 活性は 直線的 に 上 昇 し た ． 従 っ て 以 下の 実験

で は蛋 白 リ ン 酸化酵 素活性 の 測定 に 1 0 へ 30 声g の 蛋

白量 を 用 い た
．

0

0

0

0

U

盲

O
M

－

且
っ
一

三
m

要
一

P

邑

Fi g ． 1 ． T h e eff e ct o f e n z y m e c o n c e n t r a ti o n o n

p r o t ei n k i n a s e a c ti v it y ．

P r o t ei n k i n a s e a cti v ity w a s m e a s u r e d in th e

a b s e n c e く中
一 書l o r p r e s e n c e く0

－

0 l o f 2 ．5 JL M

C y Cli c A M P ． I n c u b a ti o n c o n d iti o n s w e r e a s

d e s c rib e d i n th e t e x t
，

e X C e p t f o r th e v a ri a ti o n i n

e n z y m e c o n c e n t r a ti o n ．

c y cli c u r id in e 3
，

， 5
，

－ m O n O p h o s p h at e i dib ut y r y1

3
，

，
5

，

－ m O n O p h o s p h a t e i E D T A
，

et h yl e n e di a m i n ．

e t e t r a a c eti c a cid i E G T A
，
et h yl e n e gl y c ol b i s く伊 a m i n o et h yl et h e r ト N ， N

，
－ t e t r a a C e ti c a cid i

l
■

．．．

き
．

竜
サ



l
■

．．．

き
．

竜
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イ ヌ 心 筋 c y cli c A M P 依存性蛋 白リ ン酸化酵素の 酵 素学的性質

2 う 反応時間

蛋白リ ン 酸化酵素活性 を時間を追 っ て 調 べ た成績を

図2 に 示 す ■ C y Cli c A M P を加え な い 場合 も， 加えた

場合も ヒ ス ト ン の リ ン 酸化は 50 分 ま で ほ ぼ直線的 に

増加す る こ とが 示 され た ． 従 っ て
，

以 後の 実験 で は反

応時間は 1 5 分また は 30 分に 設 定し た ．

3う 至 適 p H

蛋白リ ン酸化酵素活性 に 対す る p R の 影響を調 べ た

成績を図3 に 示 す ．
リ ン 酸緩衝液 に 比 べ 酢酸緩衝液の

方が 高い 酵 素活 性 を 示 し た ． 両 横 衝 液 と も c y cli c

F ig ． 2 ． T h e eff e c t of i n c u b a ti o n ti m e o n p r o t ei n

ki n a s e a c ti v it y ．

P r o t ei n k i n a s e a c ti v it y w a s m e a s u r ed i n th e

a b s e n c e く中 一 書l o r p r e s e n c e く0 － 0 l of 2 ．5 FL M

c y cli c A M P ． I n c u b a ti o n c o n d iti o n s w e r e a s

d e s c rib e d i n th e t e x t
，

e X C e pt f o r th e v a ri a ti o n i n

i n c ub a ti o n ti m e ． T h e a m o u n t o f e n z y m e u s e d

W a S 2 0 ノJ g ．

43 9

A M P の 存在下 で 酵素活性 は約3 借上昇 した ． 至 適 p H

は 6
－
1 7 で あ っ た ．

2 ． 基質お よ び eff e c t o r の 濃度と酵素活性

1 I ヒ ス ト ン

基質で ある ヒ ス ト ン の 濃度をか えて蛋白リ ン酸化酵

素活性 を測定 した成績を図 4 に 示 す ．
ヒ ス ト ン濃度が

0 ． 4 m gノmi ま で は 蛋 白 リ ン 酸化酵 素総活性，
C y Cli c

A M P 非添加時晴性 はと も に 上 昇 した が
，

それ 以 上 の

濃度で は総活性 は減少 した ． h alf m a x i m al p h o s ph o －

r yl a ti o n か ら計算 した k m 値は 10 0 FL gl m l で
，

C y Cli c

A M P の 有 無 で 差 を 認 め な か っ た ． ま た V m a x は

c y cli c A M P 添加 時1 1 ．4 p m o l e s P iI JL g p r O t ei n J3 0

分
，
非添加時2 ． 1 p m ol e s P il JL g p r O te in 1 30 分 で あり

，

c y cli c A M P 添加に より酵素と基質の 親和性は変化せ

Fi g ． 3 ，
T h e e ff e c t o f p H o n p r o t ei n k i n a s e a c ti v it y ．

P r o t ei n k in a s e a c ti v it y w a s m e a s u r ed i n th e

a b s e n c e く書
一

争l o r p r e s e n c e く0 －

0 l of 5 JL M

c y cli c A M P u si n g 5 0 m M s o di u m a c e t a t e i n

i n c u b a ti o n m i x t u r e a n d i n th e a b s e n c eくb
M l l o r

p r e s e n c e くロ ー 呵 o f 5 JL M c y cli c A M P u si n g 5 0

m M p o t a s sih m p h o s p h a t e i n i n c u b a ti o n mi x t u r e ．

I n c u b a ti o n c o n d ti o n s w e r e a s d e s c rib ed i n th e

t e x t
，

e X C e p t f o r th e v a ri a ti o n in p H o f 5 0 m M

s o d iu m a c et a t e a n d p o t a s si u m p h o s ph a t e ． T h e

a m o u n t o f e n z y m e u s e d w a s 1 5 jL g ，

K m
，
M i c h a eli s

，

s c 。n St a n t 三 P O P O P
，
1

，
4 －b is 仁2 － く4 ， m et h y l

－5 －

P h e n y l o x a z o y llコ b e n z e n e ニ P P O
，

2
， 5 ，dip h e n y l o x a z ol e 三 R

，
r e g u l at o r y s ub u nit of p r o t ei n k in a s e i R C

，
h ol o e n z y m e of p r o t ei n

ki n a s e 三 V m a x
，

m a X i m al v el o cit y of e n z y m e r e a c tio n ．
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0 0 ． 2 8 4 0 ．6

Hi s to r ■くm g ノm り

Fi g ． 4 ． T h e e ff e ct o f h i s t o n e c o n c e n t r a ti o n o n

p r o t ei n k i n a s e a c ti v it y ．

P r o t ei n k i n a s e a c ti v it y w a s m e a s u r ed i n th e

a b s e n c e く■
－

■J o r p r e s e n c e く0 － 0 l o f 2 ．5 JL M

C y Cli c A M P ． I n c u b a ti o n c o n di ti o n s w e r e a s

d e s c rib e d i n th e t e x t
，

e X C e p t f o r th e v a ri a ti o n i n

a m o u n t of c y cli c A M P a s i n di c a t e d ． T h e

a m o u n t o f e n z y m e u s e d w a s 2 0 JL g ．

0

人

U

亡

篭

R
コ
0

ヒ

ひ

与
己

建
ち

E
d

0

ず
， 約 5 倍の V m a x の 増大が み ら れ た

．

2う ア デ ノ シ ン 三 リ ン 酸 くA T Pう

図5 は
，

A T P の 濃度を か えて くb o t A T P は
d

定で

c ol d A T P を か えて 調整1 蛋白 リ ン 酸化酵素活性 を調

べ た成績で
，
A T P の 濃度 を高め る こ と に よ り

， 蛋白リ

ン酸化酵素の 総括 性，
C y Cli c A M P 非添加時活性とも

Fi g ． 5 ． T h e eff e c t o f A T P c o n c e n t r a ti o n o n

p r o t ei n ki n a s e a c ti vit y ．

V a ri o u s A T P c o n c e n t r a ti o n s w e r e p r e p a r e d b y

th e a d di ti o n o f c o ld A T P ． P r o t e i n k i n a s e

a cti vi t y w a s m e a s u r e d i n t h e a b s e n c e く中 一叫 o r

p r e s e n c e く0 －O l o f 2
．
5 F E M c y cli c A M P － I n c u b－

a ti o n c o n d iti o n s w e r e a s d e s c rib e d i n th e t e x t ，

e x c e p t f o r th e v a ri a ti o n i n a m o u n t o f A T P a s

i n di c a t e d ． K m v al u e f o r A T P w a s c al c ul a te d b y

d o u b l e r e c l p r O C al pl o t a s sh o w n i n t h e i n s e t ．

T h e a m o u n t of e n z y m e u s e d w a s 1 8 JL g －

Fi g ． 6 ． T h e eff e c t o f v a ri o u s d i v al e n t c a ti o n s o n

p r o t ei n k i n a s e a cti vi t y ．

P r o t ei n k i n a s e a cti vi ty w a s m e a s u r ed i n th e

a b s e n c e くc r o s sh a t c h e d b a r sI o r p r e s e n c e くpl ai n

b a r sl o f 2 ．5 F L M c y cli c A M P
．

I n c u b a ti o n c o n di －

ti o n s w e r e a s d e s c rib ed i n th e t e x t
，

e X C e p t f o r l

a n d l O m M c o n c e n t r a ti o n o f v a ri o u s di v al e nt

c a ti o n s a s in d i c a te d ． T h e a m o u n t o f e n z y m e

u s e d w a s 1 5 JL g ．

．．，．．．．こ．．

．．．

．．．
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t
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イ ヌ 心筋 c y cli c A M P 依存性蛋白リ ン酸化酵素の 酵素学的性質

に 増加を示 し
， 約 10 0 月M で プ ラ ト ー に 達 した ． d o u

－

bl e r e ci p r o c al pl o t に よる と その k m 値 は20 JL M で
，

c y cli c A M P の 有無で 差 を認め な か っ た ．
V m a x は

c y cli c A M P 添加時3 2 p m ol e s P iJJ L g P r O t ei n J
1

3 0 分
，

非添加時 10 p m ol e s P i lJL g p r O t ei n ノ3 0 分 と c y cli c

A M P 添加 に よ り約 3 倍 の 増大が み ら れ た ■

Fi g ． 7 ． T h e eff e c t o f m a g n e si u m c o n c e n tr a ti o n o n

p r o t ei n k i n a s e a c ti v it y ．

P r ot ei n k i n a s e a c ti v it y w a s m e a s u r e d i n th e

ab s e n c e く中
一

中l o r p r e s e n c e く0 － 0 l of 2 ．5 JL M

c y cli c A M P
．

I n c u b a ti o n c o n d iti o n s w e r e a s

d e s c rib e d i n th e t e x t
，

e X C e pt f o r th e v a ri a ti o n i n

a m o u n t of m a g n e si u m a s i n d i c a t e d ． K m v al u e

f o r m a g n e si u m w a s c a l c ul a t e d b y d o u bl e r e ci p r o
－

c al pl o t a s sh o w n i n th e i n s e t ． T h e a m o u n t of

e n z y m e u s ed w a s 2 2 JL g ．

4 0

3 0

20

柑

じ

篭
O
M

コ
0
ト

d

ロ

卓

正

好
－

受
ヒ
d

5 0
一

別氾

N u くl 亡O lid 甘 tO n C t nt 川 t ね n くn H I

冊

4 4 1

3 I マ グネ シ ウ ム

蛋 白リ ン酸 化酵素はその 病性 に 二 価の 陽イ オ ン を必

要と す る
． 図6 に 示 すよ う に 1 X lO－2

M で は マ グネ シ

ウ ム で 活性が最 も高く，
コ バ ル トで は 1 X l O

－ 3
M で最

も 有効で あ っ た
．

マ グ ネ シ ウム の 濃度 をか えて 蛋 白リ

ン酸化酵素活性 を測定し た成績 を図 7 に 示 す ．
マ グ ネ

シ ウム に 対す る k m 値は 0 ． 7 m M で
，

C y Cli c A M P の

有無 で ほと ん ど差 を認め なか っ た ．

4 l c y cli c A M P

c y cli c A M P の 濃度をか えて蛋 白リ ン酸化酵素活性

を測定 した成績を図8 に 示 す
．

c y c li c A M P に よ る蛋

Fi g ．
8

．
T h e e ff e c t of c y cli c A M P c o n c e n t r a ti o n o n

p r o t ei n k i n a s e a cti v ity ．

I n c u b a ti o n c o n diti o n s w e r e a s d e s c r ib ed i n th e

t e x t
，
e X C e P t f o r th e v a ri a ti o n i n a m o u n t o f c y cli c

A M P a s in di c a t ed ． K m v al u e f o r c y cli c A M P

w a s c al c u l a te d b y d o u bl e r e ci p r o c a l pl o t a s

s h o w n i n th e in s et ． T h e a m o u n t of e n z y m e u s e d

W a S 15 声g ．

F ig ． 9 ． T h e e ff e c t o f v a ri o u s c y cli c n u cl e o tid e

c o n c e n t r a ti o n o n p r o te in k i n a s e a c ti v ity ．

I n c u b a ti o n c o n di ti o n s a s d e s c rib e d i n th e t e x t
，

e x c e p t f o r th e v a ri a ti o n i n th e a m o u n t o f v a ri o u s

c y c li c n u cl e o tid e s a s f oll o w s i 中 一曲
，

C y C li c

A M P くc A M Pl ニ 0 － 0
，

C y Cli c I M P くC I M P l ニ A

一ム
，
d ib u ty r yl c y cli c A M P くdib c A M P ト ム － A

，

c y cli c G M P くC G M Pl i n ト
ー

ー
， C y Cli c U M P

くC U M P l こ 口 M 口
，

C y Cli c C M P くc C M Pl － T h e

a m o u n t o f e n z y m e u s e d w a s 20 Jl g ．
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白 リ ン 酸 化酵 素活性の 上 昇は 5 X l O
疇 8 M で み ら れ

，

5 X l O
－ 6
M で 約 8 倍 の 活性 上 昇 を 示 し た

．
d o u bl e

r e ci p r o c al pl o t に よ る と み か け の k m 値 は 30 n M で
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明
．
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管
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萱
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璽
E
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垂
2
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あ っ た ．

5 1 c y cli c A M P 以 外の ヌ ク レ オ シ ド

各種 ヌ ク レ オ シ ドの 蛋白 リ ン 酸化酵素活性 に 与える

影響 を cy cli c A M P の 効果 と 比較 し た く図 9 1
．

c y clic

A M P は 5 X l O
－ 8
M で 蛋白 リ ン 酸化酵素活性 を3 倍に

上 昇さ せ
，

最大 効果 を示 した
． 次い で c y cli c A M P が

有効 で
，
d ib ut y r yl c y cli c A M P

，
C y Cli c G M P

，
C y Cli c

U M P ，
C y Cli c C M P で は酵素活性の 賦 括 に 5 x lO

－ 8
M

と い う 高濃度 を 要し
，

あ ま り効果が な か っ た ．

6 ン 基 質特異性

ヒ ス トン 以外 に 基質と な る プ ロ タ ミ ン
，

カ ゼイ ン
，

アル ブ ミ ン を用 い て 蛋白リ ン酸化酵素活性 を測定した

成績を 図10 に 示 す ．
ヒ ス ト ン で は c y cli c A M P の 添加

Fi g ． 1 0 ．
T h e eff e ct o f v a ri o u s s u b st r a t e s o n p r o t ei n

k i n a s e a c ti vi ty ．

P r o t ei n k i n a s e a c ti v i ty w a s m e a s u r ed i n th e

a b s e n c e くc r o s sh a t c h e d b a r sJ o r p r e s e n c e くpl ai n

b a r sI of 2 ．5 JL M c y cli c A M P ． I n c u b a ti o n c o n
－

d iti o n s w e r e a s d e s c rib ed i n th e t e x t
，

e X C e p t f o r

t h e c o n c e n t r a ti o n o f s u b st r a t e s a s i n di c at ed ．

T h e a m o u n t o f e n z y m e u s e d w a s 1 8 JJ g ．

き
ヒ

O
山

川

凸

0
．

．

．

．

5

Fi g ． 1 1 ． D E A E －

C ell ul o s e c ol u m n c h r o m a t o g r a ph y of th e d o g h e a rt p r o t ei n k i n a s e ．

D E A E －

C ell ul。 S e C Ol u m n く2 ．6 X 40 c m l w a s p r e vi o u sl y e q uilib r a t e d w it h 5 m M p o t a s si u m

p h o s p h a t e くp H 7 ．01 c o n t a i ni n g 2 m M E D T A a n d 5 00 m g o f p a rti all y p u rifi e d p r o t ei n k i n a s e

p r e p a r a ti o n s w e r e a p pli e d ．
A ft e r w a sh i n g th e c ol u m n w i th 20 0 rn l of th e s a m e b u ff e r

，

p r o t ei n k i n a s e a c ti v it y w a s el u t e d wi th a li n e a r g r a d i e n t o f O t o O －3 M N a C l a t a fl o w r a t e

o f 30 m l p e r h o u r i n 2 0 m l f r a c ti o n s ． A ft e r d i a l y s I S a g a i n s t th e b u ff e r ， p r O t ei n k i n a s e

a c ti v it y o f e a c h f r a cti o n w a s a s s a y e d i n th e a b s e n c e く．
－

．l o r p r e s e n c eく0 － 0l o f 2 ．5 FL M

c y cli c A M P a n d c y cli c A M P bi n d i n g くム ー ム， w a s m e a s u r e d b y th e m e th o d o f G il m a n
9 l

．

P r 。t ei n c o n c e n t r a ti o n 卜1 w a s m o n it e r ed b y a b s o r b a n c e o f o p ti c al d e n sit y a t 2 80 m JJ 一



イ ヌ 心筋 C y Cli c A M P 依存性蛋白 リ ン酸 化酵素の 酵素学的性質

によ り6 倍の 活性増加が 認め られ たが
，

プ ロ タ ミ ン で

は1 ． 5 倍 と c y cli c A M P に よ る 活性増加 に 菱 を認 め

た． 酵素標品 の みの 対照 と比 べ て
，

カ ゼイ ン
， ア ル ブ

ミ ン を基質とし て加 えて も ほと ん どリ ン酸化の 増加 は

なく ，
カ ゼイ ン

，
ア ル ブ ミ ン はリ ン酸化 をう けな か っ

たもの と考 えられ た
．

3 ． 蛋白 リ ン酸化酵素 の アイ ソ ザイ ム パ タ
ー ン

酵素標晶の アイ ソ ザイ ム パ タ
ー ン を知 る ため に 行 っ

た D E A E セ ル ロ ー ズ カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

の 溶

出パ タ
p ン を図 1 1 に 示 す ．

イ ヌ 心 筋 c y cli c A M P 依存

性蛋白リ ン 酸化酵素は ほと ん ど0 ． 卜 O t2 M の 高 い 塩

濃度の 部分 に 溶 出 し て お り，
そ の ア イ ソ ザ イ ム は

c o rbi n ら
6
切 い う タイ プII で あ っ た 一 蛋 白リ ン酸化酵

素は c y cli c A M P に よ っ て 約3 倍の 活性上 昇 を示 し，

その ピ ー ク は c y cli c A M P 結合能と
一 致 した

．
な お

DE A E セ ル ロ 山 ズ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

で 分離

したタイ プ工I アイ ソ ザイ ム の 酵素学的性質は 粗酵素標

品の それ と同 一 で あ っ た ．

考 察

c y cli c A M P 依存 性蛋白リ ン 酸化酵 素 は，
W a l s h

ら
1 0，に よ り ウサ ギ骨格筋に 見い 出 され て 以 来，

C y Cli c

A M P の 標的酵素と して 広く 動物組織 に 存在す る こ と

が証明さ れて き た ． そ して
，

C y Cli c A M P の 多彩な作

用が こ の 酵素の 活性化 を通 じて 行わ れ る反面，
こ の酵

素自体に は臓器 特異 性， 種特異性 が乏 し い こ とが知 ら

れて い る ． 表1 に 示 す如く ， 著者らが 測定 した ラ ッ ト

ぉよ び ヒ トの 心 筋蛋 白リ ン 酸化酵素とイ ヌ 心筋蛋 白リ

ン酸化酵素の 酵 素学的な性質に は高い 類似性が認 め ら

れた
1 り12，

．
ま た c y cli c A M P に 対す る み か けの k m 値

は0 ． 7 へ 3 ．O X l O－8 M で c y cli c A M P の 平 均組織内濃

度で ある 1 X l O－6
M 瑚 に 比 し 1 ハ00 低 い 値 で あ っ た ．

T a b l e l ． C o m p a ri s o n o n e n z y m e p r o p e rti e s of

E ff e ct o r a n d s u b s t r a t e

4 4 3

従 っ て 細胞内に 均等 に c y cli c A M P が 分布す ると す る

と
，

心筋蛋白 リ ン酸化酵素は cy cli c A M P に よ り飽和

され ， C y C li c A M P に よ る調節が お こりに く い と考 え

ら れる
．

しか し実際に は c y cli c A M P と 蛋白リ ン 酸化

酵素の 細胞内の 分布は局 在して お り
，

C y Clic A M P に

よ る調 節が なさ れ て い ると考 えられ る
川

．
A T P

，
マ グ

ネ シ ウ ム
，

ヒ ス トン に 対す る k m 債 は c y cli c A M P の

有無で差 を認 めな か っ た
．

こ の こ と は c y cli c A M P 依

存性お よ び c y cli c A M P 非添加時の 蛋白リ ン酸化酵素

の 構造お よ び機能 は変らな い こ とが 示唆され る
． また

D E A E セ ル ロ
ー ズカ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー

の 溶出

パ タ ー ン く図 111 に み られ る ごと く
，
両活性 は同じ位

置に溶 出して い る ． 従 っ て c y cli c A M P 非添加時の活

性化 は R C－う R ＋ C の解離が反 応液中の ヒ ス ト ン に よ

り生ずる た めと考 えられ る ．

K u o ら
1 51

は ヒ ス ト ン以 外に プ ロ タ ミ ン
，

カゼ イ ン な

どを基質に 用 い て種々 の臓器か ら抽出した蛋 白リ ン 酸

化酵素に よ る リ ン酸化を調 べ た
．

それ に よる と R C の

解離の 程度は ヒ ス トン ン プ ロ タミ ン ン カ ゼ イ ン の 順で

あ り
，

C y Cli c A M P に よ る反応の 促進は ヒ ス ト ン で は

10 倍，
プ ロ タ ミ ン で は 1 へ 4 倍で あるの に 対 して

，
．

カ

ゼイ ン基 質で は認め られ なか っ た として い る
． 本実験

でイ ヌ 心 筋蛋白リ ン酸化酵素に お い て も同様の 結果 が

得ら れ た ． K u o ら
川 は カ ゼ イ ン で も濃 度を あ げ る と

c y cli c A M P 添加 に よる リ ン 酸の 促進が みら れ たと し

て い るの で ， イ ヌ心 筋の 蛋白リ ン酸化酵素 に つ い ても

同様の こと がお こ る可能性は ある
．

ま た基質 に よ っ て

c y cli c A M P 添加に よ る活性増加に 差があ るの は基質

自体が R C っ R 十C の 解離 に作用 し
，

か つ その 程度が

異な るた め に と思 わ れ る
．

一 方， C y Cli c A M P 依存性蛋白リ ン酸化酵素に は ア

イ ソ ザイ ム が 存在し，
D E A E セ ル ロ

ー

ズカ ラ ム ク ロ マ

m y o c a r d i al p r o t ei n ki n a s e i n r a t
，
d o g a n d h u m a n

K m v al u e

D o g H u m a n
1 2 1

M a g n e si u m

H i st o n e

＋ c A M P

－C A M P

＋ c A M P

－

C A M P

十 C A M P

－C A M P

0 ．7

1 ． 9

1 ． 5

0 ．8 7

0 ．8 2

2 00

3 0 0

K m v al u e s f o r A T P
，

m a g n e Si u m a n d hi s to n e w e r e m e a s u r e d i n

く十 C A M P l of 2 ．5 0 r 5 JL M c y cli c A M P くc A M Pン．

3 ． 0

2 ．
0

2 ． 0

0 ．7

0 ．7

10 0

10 0

2 ．0 くX lO －8 M 1

4 ． 0 くX l O－5 M 1

4 ． 0 くX lO．5
M j

2 ．0 くX lO－3 M 1

2 ．0 くX lOr 3
M ナ

11 0 く声gノm l1

50 0 く声gノm り

th e s u b s e n c e ト c A M Pl o r p r e s e n c e
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ト グラ フ イ
ー

で 低イ オ ン 強度 で 溶出す るタ イ プ 工と 強

イ オ ン 強度で 溶出す る タイ プ王王に 分離 され
， 種 々 の 性

質が異な る こ と が 判明 して い る
引

． ま た アイ ソ ザ イ ム

の 分布は動物種差， 組織に お け る差が知 られ て お り
，

動物心 に お い て は マ ウ ス
，

ラ ッ トの アイ ソ ザイ ム 分布

は工 が優位 で
，

ネ コ
，

ウサ ギ
，

イ ヌ
，

ブ タ ， ウ シ
，

ヒ

ト で は王I が優位 で ある
6 梱

． C o r b i n ら
引
は心 筋蛋 白リ ン

酸化酵素 アイ ソ ザイ ム の 工
，
I工の 性質の 差 異に つ き

，

l
，
II は分子 量 は等 しく

，
ヒ ス トン に よる s u b u n it へ の

解離 くR C － R 十 Cン は 王 で速く ，

L
工I で緩徐で あ るが

，

エ ビネプ リ ン に よ る蛋 白リ ン 酸化酵素 の活性化 反応 は

アイ ソ ザイ ム に よ り差は な い と述 べ て い る ．

ま た骨格筋 に お い て筋収縮速度の速 い 白筋で は 工が

多く， 筋収縮速度の遅 い 赤筋 で は工1 が 多い こ とが知 ら

れ て い る
1 711 8I

． こ の赤筋
，
白筋 の生理 的特性 と蛋 白リ ン

酸化酵素 アイ ソ ザイ ム の 機能 的意義 を関連 づ けて み る

と興味深 い
．

す なわ ち 工が優位 であ る ラ ッ ト マ ウス

な どの小 動物 で は心 拍数も多く，心 筋収縮速度 が速く ，

ミ オ シ ン A T P a s e 活性 は高 く，
ミ オ シ ン A T P a s e の

特性 も白筋的で あ る
．

大動物 に な る に つ れ
，

心拍数お

よ び心 筋収縮速度は遅く な り ， ミ オ シ ン A T P a s e 活性

も 低く なり ，
ミ オ シ ン A T P a s e 特性も赤筋型 に な る ．

こ の よう に 心 筋の 蛋白 リ ン 酸化酵素ア イ ソ ザイ ム の 生

理 的機能も 赤筋， 白筋的機能 と何 ら か 関連 した も の と

推量 さ れ ， ま た アイ ソ ザ イ ム 工 が 基 質 に よ り R C
－ ヰ

R 十 C が お こ りや す い と す れ ば
，

C y Cli c A M P に よる 調

節は工 の 多い 白筋で は王1 の 多い 赤筋に 比 して 相対的に

弱い こ とが 推定され る
．

以 上 の よ う に イ ヌ 心 筋蛋白リ ン 酸化酵素の 酵 素学的

性質な らび に アイ ソザ イ ム 分布 は大動物心 ， 特 に ヒ ト

心筋と類似 し
，

C y Cli c A M P を介す る ホ ル モ ン の モ デ

ル 実験 と してイ ヌ を用 い る こ と は適切と考 え られ た
．

結 論

イ ヌ 心 筋 cy cli c A M P 依存性 蛋白 リ ン 酸化酵素の 酵

素学的性質 を検討 した
．

1 ． 蛋白 リ ン酸化酵素活性に 対す る リ ン 酸カ リ ウム

お よ び 酢酸 ナ ト リ ウ ム 緩衝 液の 至 適 p H は 6 へ 7 で

あ っ た
． 括性 に は 二 価の 金属イ オ ン を必 要と し

，
1 X

l O
－ 2
M で は マ グネ シ ウム

，
コ バ ル ト，

マ ン ガ ン の 順 に

有効 で あ っ た
．

マ グ ネ シ ウ ム に 対 す る k m 値 は 0 ． 7

m M で ， C y Cli c A M P の 添加の 有無で差 を認 めな か っ

た ．

2 ． ヒ ス ト ン の リ ン酸化に 対 す る c y cli c A M P の み

か けの k m 億 は30 n M で
，
5 X l O

－

8 M で 3 倍 の酵素活

性の上 昇が み られた の に 対 し
，

C y Cli c A M P 以 外の他

の ヌ ク レ オ シ ド は 5 X l O
q 6
M で c y cli c A M P に 近 い

活性を 示 した
．

3 ． 基質で あ る ヒ ス ト ン
，

A T P の k m 値 は それ ぞ

れ 1 0 0 p gl m l ，
2 0 JL M で

， C y Cli c A M P の 添加の有無

で 差 を認め な か っ た
．

ヒ ス ト ン以 外の 基質とし てプ ロ

タ ミ ン を使用 し た場合 に は c y cli c A M P 添加時の 活性

上 昇 は ヒ ス トン の 1ノ4 で あ り ，
カ ゼイ ン

， ア ル ブミ ン

で は ほ とん ど基 質と して の リ ン 酸化 を認め な か っ た ．

4 ． D E A E セ ル ロ
ー

ズ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

に よ る アイ ソ ザイ ム の 分離に お い て イ ヌ 心 筋蛋白リ ン

酸化酵素は 高い 塩濃度で 溶出 し
，

アイ ソ ザイ ム タイ プ

II を示 した
．
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