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ホ ル モ ン と物 質 代謝 との 関 係 は 興味 あ る問題 で あ る

が,そ の 間 の作 用 機 構 に つ い て は不 明 な点 が 多 い.哺

乳 動 物 に お い て,こ の 関 係 を最 も詳 し く解 明 した 例 と

して,環 状-3',5'-ア デ ニル 酸(以 下 環 状AMPと 略

す)の 関 与す る代 謝 系が あげ られ る(RobisonetaL,

1968).す な わ ち,ペ プ チ ドホ ルモ ンや カ テ コー ル ア

ミンが 標 的細 胞 に 作 用 す る と,細 胞膜 上の アデ ニ ル サ

イ クラ ーゼ を 活性 化 し,環 状AMPを 生 成 す る.こ の

環状AMPは き らに 環状AMPに 依 存性 の タ ンパ ク質

リン酸 化 酵 素 に作 用 す る(Walshetal.,1968).こ

の酵 素 はregulatorysubunitとcatalyticsubunit

か ら成 つ て いて,こ れ らの 複 合 体 で は 活 性 を 示 さな

いが,前者 に環 状AMPが 結 合 して 後 者 が 複 合体 か

ら解 離す る と活 性 を現 わす(Kumonetai.,197の.

その 結 果,こ の 酵 素 は 細 胞 質 の ホ ス ホ リラー ゼ キ ナ

ーゼ(Walshetal .,1971),グ リコーゲ ン合成 酵 素

(Soderingetal.,197の,リ パ ーゼ(Huttunnenet

al.,197の な どを リン酸 化 し,そ れ らの 酵 素 活 性 を変

化 させ る こ とに よ り,エ ネル ギ ー代 謝 を調 節す る と考

え られ て い る.一 方,生 物 界に 存 在す る も う一 つ の 重

要 な環 状 ヌ クレ オチ ドは,環 状-3',5'-グ アニ ル 酸(環

状GMP)で あ る.こ の ヌ ク レオ チ ドは,生 体 内で 環

状AMPと 逆 の 作 用 を持 つ とい う結 果 が 報 告 され て い

る(Haddenetal.,1972).こ の 環 状GMPの 生 理

的 効 果の ひ とつ は 環状AMPと 同 じ よ うに,タ ンパ

ク質 ワン 酸化 酵 素 の 活性 化 で あ る と思 わ れ る.事 実,

い くつ か の 生 物 種 か ら環 状GMPに 依 存 性 の あ る タ

ンパ ク質 リン 酸化 酵 素 が 検 出 され て い る(Kuoand

Greengard,1970;Kuoetal.,197の.こ の酵素に

ついては,研 究の歴史が浅い こと,精 製が難 しいこと

な どのために,そ の活性化や触媒の機構はまだ明 らか

に されていない.一 般に哺乳動物 の組織では,肺 や脳

をのぞいて環状GMPの 含量 は環状AMPの それよ

りも低 く,タ ンパ ク質 リン酸化酵素について も,環 状

GMPに 依存性の もの は活性が低い.こ れに対 して,

昆虫,エ ビ ・カニなど節建動物 の組織では環状GMP

がよ り多く存在 し(lshikawaetal.,1969),こ れに依

存性 のタンパ ク質 リン酸化酵素の活性 も,環 状AMP

依存性の それよ り高い(Kuoetal.,1971).

本実験では,カ イコ(Bombyxmori)の佐蛹 か ら環状

GMP依 存性 のタンパ ク質 リン酸化酵 素を分離 ・精製

し,性 質 を調べ た.す なわち,こ の酵素の活性化剤で

あ る環状 ヌクレオチ ドな らびに基質であるATPの2

種類の ヌクレオチ ドと酵素活性 との関係 を,阻 害剤な

どを用いて詳 しく研究 し,こ の酵素の活性化 と触媒作

用 との関係を追 及した.
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材 料 と 方 法

材料 カイコ(Bombyxmori)の 交雑種を用いた.

蛹化脱皮ののち約7日 目に環状GMP依 存性 の酵素活

性が最高 とな り,ま た この時環状AMP依 存性 の酵素



活 性 は きわめ て わず かに 検 出 され るに す ぎな かつ た

(楠 田 ら,未 発 表)の で,こ の時 期 の蛹 を酵 素 精 製 の

材 料 に 用 い る こ とに した.

基 質 ピス トンの調 製 法 ピス トンは仔 牛 の胸 腺よ り

Johns(1964)の 方 法 に 従つ て酸 お よ び有 機 溶 媒 で分

別 抽 出 し,ア ミノ酸 紅 成 の 値が 文 献 値 とほぼ 一 致 す る

こ とを 確か め た.

〔γ-32P〕ATPの 調 製 〔r-32P〕ATP(お よび 〔r-32P〕

GTP)は,GlynnandChapPel(1968)の 方 法 に 従

つ て標 識 化 し,高 圧 濾 紙電 気 泳動 に よつ て精 製 した.

タ ンパ ク 質 リン酸 化 酵 素 の 活 性 測 定 法 活 性 の 測定

はReimanetal.(1971)の 方 法 を改 変 して 行 なっ

た.そ の 原 理 は,ATPのr位 か ら タンパ ク性 基質 に

転移 す る リン酸 堪の 最 を定 量 す る もので あ る.Table

1に 示 す よ うな 組 成 を 持つ 反 応 混 液 を30℃ で10分

間反 応 さ せ た の ち,マ イ ク ロピ ペ ッ トで30μlを 取

り,円 形 濾紙(直 径2.4cm,Whatman3MM)に

ス ポ ッ トし,冷10%ト リク ロル 酢酸 溶 液 に30分 間浸

して 反応 を 停止 した.こ の 濾 紙 を 同溶 液 で3回 洗 海 し

て 未 反応 の 〔r-32P〕ATPを 除 い た.続 い て99%エ

タノー ル,さ らに エ チル エ ー テ ルで洗滌 した の ち乾 燥

し,4%の ジ フ ェニ ール オキ サ ゾ ール(PPの を含 む

トル エ ン10mlを 加 え,シ ンチ レー シ ョン カ ウ ン タ

ー(Beckman社 製
,LS-250型)で 計 測 し た.酵 素

液 中に は 測定 を妨 害す るホ ス ポジ エ ス テ ラー ゼ,ホ ス

ホプ ロテ イ ン ホ ス フ ァ ターゼ,ATPア ー ゼ な どの 混

入 が 予 想 され た の で,こ れ らの 阻害 剤 と して,そ れ ぞ

れ テオ フ ィリン,フ ッ化 ナ トリウム,EDTAお よび

エ チ レ ング リコ ルビ スー(β-ア ミノエ チ ル エ ー テ ル)-

N,Nt一 テ トラ酢酸(EGTA)を 反 応 混 液 中 に加 えた.

酵 素 活 性 の表 示 まず 基 質 で あ る 〔r-32P〕ATPの

15nmoleあ た りの比 放 射 能 を 測定 して お き,反 応 後 ,

酸 不 溶 性 の タ ンパ ク質 に 残 存す る放 射 能 か ら,タ ンバ

Table 1. Assay mixture for protein kinase 
activity.

ク性 基 質に と り込 まれ た リンの量(nmole)を 逆 算 し

た.な お先 に 述 べ た反 応 条 件下 にお い て1分 間に 〔r-

32P〕ATPか ら1pmoleのγ-32Pを タ ンパ ク性 基 質

に 転移 す る酵 素 量を1単 位(unit)と した.

活性の 表示 法 は次 の とお りで あ る.反 応 液 か ら環 状

ス ク レオチ ドを 除 い た と きの活 性 は,環 状 ヌ クレ オチ

ドに非 依 存 性 の タンパ ク質 リン酸 化酵 素活 性 を示 し,

環状 ヌ ク レオ チ ドを加 え た と きの 活 性 は環 状 ヌ ク レ オ

チ ド非 依 存性 の 活性 と端歌 ヌ クレ オチ ド依存 性 の 活 性

の和 を 表わす.な お,,度 応 液 か ら酵 素 液 を除 いた もの

の値 を対 照値 と して 各 測 定値 よ り差 し 引 い て 補 正 し

た 。

タ ンパ ク 質 濃 度 タ ンパ ク質 濃 度 は 紫外 吸 収 法,ま

た はLowryetal.(1951)の 方 法で 測 定 した.

酢 酸 カ ル シ ウム 処 理 懸 濁 し た 組 織 抽 出 名夜 に0.1

Mに な るよ うに固 体 酢 酸 カル シ ウ ムを加 え,pHを

6.5～7.0に 保 持 す る と,懸 濁 物 は 沈澱 す るu)で,こ

れ を遠 沈 して 除 けば 清澄 な 上 清 が 得 られ る.こ れ は カ

ル シ ウムが,抽 出 液 中 の有 機 酸,リ ン酸 な ど と結 合 し

て 沈 澱す ると き,懸 濁物 を共 沈,も し くは吸 着す る性

質 を利 用 した 処 理 法で あ る(萩 原,1955).

イ オ ン 交換 セ ル ロー ス の 活性 化弱 塩基 性 陰 イ オ ン

交 換 セル ロ一 ス と して,DEAE-セ ル ロー ス(交 換 容

量0.8～1.Omeq/g乾 燥 体,Brown祉 製)を 用い

た.使用 に際 して は,0.5N塩 酸,蒸 留 水,0.5Nカ

セ イ ソー ダ,蒸 留 水 の 順に 処 理 し,所 定 の 緩 衝液 で あ

らか じめ平 衡 化 した.

セ フ ァデ ック スG-200カ ラム の充填 ゲ ル 濾 過 に

は,セ フ ァデ ッ クスG-200(ベ ッ ド容 積/乾 燥 セ フ ァ

デ ッ クス:30～40ml/g,粒 度40～120μ,Pharmacia

社 製)を 用 い た.蒸 留 水 中,100℃ で 加熱 しな が ら,

8時 間 膨潤 きせ,数 回の傾瀉 に よ り,細 か い粒 子 を除

き,所 定 の 緩 衝 液で 平 衡 化 した の ち,カ ラムに充填 し

た.

〔3H〕 環 状GMP結 合活 性 の 測 定 この 測 定 に は

Gilman(197の の 方 法 を改 変 した もの を用いた .反

応 混 液 の紅 成 をTable2に 示 す,測 定す る試 料 を加

え る こ とに よ り反応 を開 始 した.30℃ で10分 間 イン

キ ュベ ー トした の ち,0.04MMgCl2を 含 む0.01M

トリス 塩 酸 緩 衝 液pH7・5を5ml加 えて 反 応 を 停

止 し,ミ リポ ア フ ィル ター(poresize:0.45μ)で濾

過 した.フ ィル ター を さ らに5mlの 同緩 衝 液 に よ る

洗滌のの ち,80℃ で21時 間乾 燥 し,PPO-ト ル エ ン

10ml中 で シ ンチ レー シ ョンを 計 測 した.な お ,RCC

製 の 〔3H〕環 状GMP(10Ci/mmole)を 用 い た.



Table 2. Reaction mixture for cyclic GMP 

binding.

結 果

酵 素 の 精 製

蛹化の 後6～7日 目の蛹 に,そ の 重 績の3倍 蹴の 冷

却 した0.05Mリ ン酸 緩 衝 液(pH7.の を加 え,ワ ー

りンゲ ブ レ ンダ ーで4,000回 転/分,5分 間摩 砕 し,

二重ガ ーゼ で 濾過 し,濾 液 を 遠 心 分 離(IO,000×9,

30min)し て 沈澱 物 を除 い た.こ の 抽 出 液 に終 濃 度が

O.1Mと な るよ うに 固 体 酢酸 カ ル シ ウ ムを加 え,攪拌

しなが ら,pH6.8に 調 整 した.16時 間 放置 後,遠

心 分 離(10,000×9,30min)し て 沈澱 物 を除 いた.

上清 に 固休 硫 安 を45%と な るよ うに 加 え,30分間 放

置 し,生 じた 沈澱 を遠 心 分 離(10,000×9,30min)し

て 集 め,0.05Mト リス塩 酸 緩 衝 液(pH7.5)に 溶 か

し,同 緩 衝 液 に 対 して16時間 透 析 した.こ の 溶 液 に

つ い て各pHで の安 定 性 を調べ た と ころ,こ の 酵 素 は

pH4,5～pH7.5で48時間 安 定 で あ る こ とが 明 らか

とな つ た.こ の よ うな性 質 を利 用 してpHに よ る分 別

沈 澱 を行 なつ た.前 記 の透 析 内 液 に1N酢 酸 を加 え て

pHを4.8に 調 整 した.30分 間放 置 した の ち,生 じた

沈 澱 を遠 心分 離(10,000×9,30min)し て除 き,1N

ア ンモ ニ ア溶 液 を加 え て,pHを7.0に もど した.こ

の酵 素 液 に,固 体 硫 安 を25%飽 和 とな るよ うに 加 え

た.4時間 の 放 置 の後,遠 心分 離(10,000Xg,30min)

に よ り沈 澱 を除 い た.上 清 液 に 硫 安 を35%飽 和 とな

るよ うに加 えた.生 じた 沈 澱 を遠 心 分 離(10,000×9,

30min)に よつ て集 め,少 量 の0.05Mト リス塩 酸 緩

衝 液(pH7.の に 溶 か し,同 緩 衝液 に 対 して 透 析 し

た,こ の酵 素画 分 を0.025Mト リス塩 酸 緩 衝 液(pH

7.5)で あ らか じめ 平 衡化 したDEAE-セ ル ロー ス カ

ラ ムに 添加 した.同 緩 衝 液 で十 分 に洗滌 した後,塩 化

ナ ト リウム濃 度 を0か らO.4Mま で 直線 的 に 増 加 さ

せ て 溶 出 を行 な つ た.流 速 を15ml/hrに 調節 し,溶

出液 は8mlご とに フ ラ ク シ ョ ン コレ ク ターで 分 取 し

た.各 画分 の タ ンパ ク質 濃 度 と酵 素活 性 を 測 定 し,

Fig.1に 示 す 結 果 を得 た.こ の 操 作 に よ り比 活 性 は

約17倍 に上 昇 した.

っ ぎに クロ マ トグ ラフ ィー の活 性 面 分 を コロ ジ オ ン

バ ッグ(Sartorius-Membranmter社 製)に よつ て 濃

縮 した 後,セ フ ァデ ッ クスG-200に よ るゲ ル濾 過 を

Fig. 1. Chromatography of pupal protein 

kinase by a column of DEAE-cellulose. 
Details are as described in text. Activity 
was measured in the presence or absence 
of cyclic  GMP, -absorbance at 280nm ; 

• • activity with cyclic GMP ; 0-0 
activity without cyclic GMP.

Fig. 2. Gel-filtration of protein kinase 
through a column of Sephadex G-200. For 

details, see text. Symbols for drawings are 
the same as those in legend to Fig. 1.

Fig. 3. Re-filtration by Sephadex G-200. 
See text for details. Symbols are the same 

as designated in legend to Fig. 1. The 
filtrate, which was the purest preparation 
of the enzyme, was thoroughly used for 
further experiments.



Table 3. Summary of purification of cyclic GMP dependent protein kinase from pupae.

Crude extract 
Ca-acetate precipitation 
First  AmSO4 fractionation 
Acid treatment 
Second AmSO4 fractionation 
DEAE-cellulose fraction 
First Sephadex G-200 filtrate 
Second Sephadex G-200 filtrate

行 なつた.そ の結果 をFig.2に 示す.酵 素活性 は素

通 り直後の画分にみ られた。 この操作によ り比活性は

2倍 に上昇 した.ゲ ル濾過の活性両分 をコロジオンバ

ッグで濃縮 し た の ち,セ ファデ ックスG-200カ ラ

ムに よ り再ゲル濾過を行なつた.結 果 をFig.3に 示

す.タ ンパ ク質の溶出曲線 と活性の それ とがほぼ一 致

した.

精製の各段階における酵素の回収率,お よび比活性

の上昇率 をTable3に 示す.精 製の全過程 を通 じて,

比活性は約105倍 に 上昇 し,酵 素活性の 回収率は24

%で あつた.ま た,最 終ステ ップのゲル濾過に よ り単

一な溶 出曲線 を得たが ,こ の画分 は,ゲ ル電気泳動に

よつて数本の タンパ ク質のバ ン ドを与えたので,ま だ

均一で はない もの と思われた.し か し,二 度 目のゲル

濾過で は,比 活性が低下す る傾 向にあつ たので,す で

に この段階で,酵 素 は不安定 になつてい るように思わ

れた.ま た,考 え られ る範囲で試みた安定化剤の添加

による効果は,期 待に反して小 さかつた.そ の上,こ

こにあげた方法以外の精製の方法,た とえばハ イドロ

キシアパ タイ トや,ホ スホセル ロースによるクロマ ト

グ ラフ ィー,ア ンフオラインや調製用デ ィスクによ る

電気 泳動などにつ いて も検 討したが,良 好な成績を得

ることはで きなかつた.し たがつて,現 段階では これ

以上,精 製の操作 を重ね ることは困難で あると思われ

たので,こ の段階で酵素の性質 を調べ ることに した.

酵 素 の基 本 的 性 質

本酵素の基本的性質 をTable4に まとめた.こ れ

らはすでに種々の動物組織 か ら精製 きれ た環状AMP

系の酵素 と類似 してお り,ま た,Nishiyamaetal.

(1975)の 得たカイコ蛹 の 環状GMP依 存牲酵素 と

も,ATPに 対す るKm値 をのぞいては,ほ ぼ一致 し

て いた.

Table 5. Specificity of nucleoside triphos-

phate for histone-phosphorylation.

リン酸 供 与 体 で あ る ヌ ク レオ シ ド ト リ リン酸

に 対 す る特 異 性

この酵素は活性化に も,ま た基質に もヌクレォチ ド

を必要 とす る.こ れ らの ヌクレオチ ドと酵素活性 との

関係を調べた.ま ず,基 質であ るヌクレオ シド トリリ

ン酸について 検討 した.つ ぎに環状 ヌクレオチ ドにつ

いて調べた.〔γ-32P〕ATPお よび 〔γ-32P〕GTPを そ

れぞれ終濃度が0.3mMと な る よ う に 反応液に加

え,酵 素活性を測定 した.結 果をTable5に 示す.

〔γ-32P〕ATPを リン酸供与体 として用いた場 合,32P

Table 4. Properties of protein kinase from pupae.



の タンパ ク性基質へ の転移はほ とん ど認め られなかつ

た.

環 状 ヌ ク レオ チ ドの構 造 お よび 濃 度 と活 性 化

との 関 係

(1)2',3'-型 お よび3',5'一型環状 ヌクレオチ ドの

活性化におよぼす影響AMPお よびGMPの2',3'-

環状型 と3',5'-環 状型 の ものを,終 濃度がそれ ぞれ

5×10-7Mお よび1×10-5Mと なるよ うに反応液中

に加え酵素活性 を測定 した.結 果 をTable6に 示す.

AMPお よびGMPの いずれ にお いて も,2',3'-環 状

型の もので は活性化は起 こらず,3',5'-環 状 型でのみ

2～8倍 の活性化が見 られた.し たがつて以後 の環状

ヌクレオチ ドに 関す る 実験はすべて3',5'-環 状型の

ものを月]し、tこ.

(2)活 性化における環状 ヌクレオチ ド濃度の影響

(1)に よ りAMP,GMPと も3',5'-環 状型に強い

活性化作用 があ ることが明 らか となつたので,こ れ ら

の濃度に対す る依存性を調べた.環 状AMPと 環状

GMPの 各濃度 にお ける酵 素活性 を測定 し,Fig.4

Table 6. Activation by 3', 5'- and 2',  3'-
cyclic nucleotides.

に示す結果を得た.環 状GMPで は1×10"7Mで ほ

ぼ完全に活性化 された.こ れに対 し,環 状AMPで

同程度の 活性化 を 得 るには1×10-6～1×10-5Mが

必要であつた.

3Hで 標 識 化 した 環 状GMPの 酵 素 へ の 結 合

(1)酵 素量 と反応系の関係 〔3H〕環状GMPの

結合量が酵 素の量によつ て,ま た酵 素の熱処理 によつ

て,ど の ように変化す るかを調べた,結 果 をFig.5,

Table7に 示す.〔3H〕 環状GMP結 合量は酵素量の

増加にと もなつて直線的に上昇 した,ま た100℃ で5

分 間熱処理 した酵素液では結合は認め られなかつた.

Fig. 5. Proportionality of cyclic  [3H] GMP-
binding to increasing amount of enzyme. 
The binding was assayed as accounted in 
text. 

Table 7. Effect of heat-treatment of enzyme 
on cyclic [3H] GMP-binding.

Fig. 4. Influence of cyclic GMP and cyclic 
AMP on the phosphorylation activity. As-
say was made as stated in text, but with 
the various concentrations of cyclic nucleo-
tides. •-----• with cyclic GMP ; •......• 

with cyclic AMP.

(2)〔3H〕 環状GMP結 合 とタンパ ク質 リン酸化

活性に おけるpH依 存性 の 比較 各pHに お ける

〔3H〕環状GMP結 合量 とタンパ ク質 リン酸化活性を

測定 し,Fig.6に 示す結果 を得た.〔3H〕 環状GMP

結合量はpH7.0付 近で最大 となった.ま たタンパ ク

質 リン酸化活性 も,環 状GMPの 存否にかかわ りな

く,pH7.0付 近で最大値 を示 した.

(3)〔3H〕 環状GMP結 合におよぼす非標識環状

ヌクレオチ ドの影響Table2に 示すよ うに反応液に

は2×10-7Mの 〔3H〕環状GMPが 存在す るが,さ

らに種々の濃度の非標識環状 ヌクレオチ ドを加えて,

〔3H〕環状 ヌクレオチ ドの酵素への 結合量におよぼす



影響 を調べ た,結 果をFig.7に 示す.反 応系に加 え

る非標識環状 ヌクレオチ ドの 濃度が 増加 す るにつれ

て,〔3H〕 環状GMPの 結合は阻害 された.ま た環状

AMPに よ る阻害 は環状GMPの それ よ り強かつ た.

アデ ニ ン系 化 合 物 に よ る リン酸 化 の阻 害

哺乳動物 からとられ た環状AMPに 依存性の タンパ

ク質 リン酸化酵 素は,ア デニ ン系化合物によつ て阻害

きれ るものが多い.こ の阻害は環状AMPに よ る活性

化の段階で はな く,ATPのr位 の リンを タンパ ク質

に転移す る触媒過程に対す るものであ ることが,酵 素

のサブユニ ッ ト構造 を利用 して証明 されている(Iwai

etal.,1972).そ こで,環 状GMP依 存性 タンパ ク質

リン酸化酵素につ いて も種々のヌクレオチ ドによる阻

害を調べ,さ らに酵素の活性化 と触媒作用が 同一の部

位で行なわれ るかど うか を検討した.

Fig. 6. Comparison of optimum pH for his-
tone-phosphorylation and cyclic  [3H]  GMP-
binding. Both were assayed as indicated in 
text, with using the following pH buffers 
(20 mM) : Sodium acetate buffer for pH 3-6, 
sodium phosphate buffer for pH 6.0.7.5, and 
Tris-HC1 buffer for pH 7. 5,-8. 5. • • 
phosphorylation with cyclic GMP ; 0-0 
do. without cyclic GMP ;A cyclic 
GMP-binding.

Fig. 7. Inhibition of cyclic [3H] GMP-
binding by non-labeled cyclic GMP and 
cyclic AMP. Assay was made as detailed 
in text, but with the changing amount of 
non-labeled cyclic nucleotides. a a with 
cyclic GMP ; a- --A with cyclic AMP.

Fig. 8. Effect of adenine and guanine com-
pounds on histone-phosphorylating activity. 
Incubation was made as mentioned in text, 
except that each of the compounds was 
added to the reaction mixture at 5X10-4M, 
and the concentration of cyclic GMP was 
varied as indicated. (A), with adenine com-
pound, ATP 3 X10-5M ; (B), with adenine 
compound, ATP 5 X10-4M ; (C), with gua-
nine compound, ATP 3 X10-5M ; (D), with 
guanine compound, ATP 5X10-4M. • • 
control ; 0 1 with base ; ^ ^ with 
nucleoside ; ^ ^ with nucleoside mono-
phosphate ; o a with nucleoside diphos-
phate.



ア デ ニ ン系 化 合 物 お よび グ アニ ン系 化 合 物 の

リソ酸 化 へ の 影響

(1)環 状GMPで 活性化 した 場合 本酵素は活

性化に環状GMPを 必要 とし,ATPを 基質 とす るの

で,特 に アデニン系 とグ アニン系化合物に着 目し,こ

れ らの 化合物 を5×10-4Mと な るよ うに 反応系に加

えた.ATPの 濃度 は3XIO"5Mま たは5×10-4M

に固定し,環 状GMPの 濃度を10噌9～IO-3Mに わた

る範囲で変 え,活 性 を測定 した.結 果 をFig.8に 示

す.ア デニン系化合物は,基 質ATP濃 度の低 いとこ

ろで顕 痔な 活性阻害 を示した.ADP>ア デ ノシン〉

アデニン>AMPの 順で阻害効 果が強かつ た.こ の効

果は環状GMPの 濃度を上 昇 させて も変化 しなかつた

が,ATPの 濃度 を増加す ると軽減 された.一 方,グ

アニン系化合物ではわずかに阻害が認め られ るにす ぎ

なかつた.

(2)環 状AMPで 活性化 した場合(1)の 場合

と同様に5×10-4Mと な るよ うに アデニン 系 とグア

ニン系化合物を反応 系に加え,ATPお よび環状AMP

の濃度を変えて 酵素活性 を測定 した.結 果をFig,9

に示す,ATPの 濃度の低 いところで は,ADP>ア デ

ノシン〉 アデニ ン>AMPの 順で阻害効果が認め られ

たが,こ の阻害 は環状AMPの 濃度に は関係な く,

ATPの 濃度の上界によ り軽 減 された.ゲ アニン系化

合物 による阻害 は,ほ とんど認め られなかつた.

(3)そ の他の塩基,ヌ ク レオシ ド,ヌ クレオチ ド

の影響 基質ATPを3×10-5Mと し,環 状 ヌクレ

オチ ドにつ いて は,環 状GMPの 場合1×10-6M,環

状AMPの 場合 は1×10-4Mと なるように反応液に

加 えた.さ らに種々の塩基,ヌ クレオシ ド,ヌ クレオ

チ ドを5×10-4Mと な るよ うに加えて,酵 素活性に

対す る影響 を調べた.結 果をTable8に 示す.シ チ

ジン系化合物による阻害は,環 状GMPま たは環状

AMPの いずれを用 いて活性化 した ときも,ADPに

よる阻害に比べ るとわず かであつた.ま たデオキシア

デノシンでは,リ ボース型の アデ ノシン と同程度 の阻

害がみ られた.

Table 8. Effect of nucleotide compounds 
on histone-phosphorylation.

Fig. 9. Effect of adenine and guanine com-

pounds on histone-phosphorylating activity. 
Incubation was made as mentioned in text, 
except that each of the compounds was 
added to the reaction mixture at  5X10-4M, 
and the concentration of cyclic AMP was 
varied as indicated. Symbols are the same 

as Fig. 8.

アデ ニ ン系 化 合 物 に よ る阻 害機 構

(1)リ ン酸化に対するADPと アデニ ンの影響

前に 示 した ように アデ ニン系化合物 の 阻害 は 基質

ATPの 濃度によつて異なつ ている.こ こではATP

濃度 と阻害の関係を さらに詳 しく検討 した.阻 害剤 と

してADPと アデニンを5×10-4Mと な るように反

応液に加え,ATPの 各濃度における酵素活性 を測定

し,Fig.10に 示す結 果を得た.ATPの いずれの濃

度において もADPの 方が アデニンよ り阻害度 が 強

かつた,各 点におけ るLineweaver-Burkplotを と

るとFig.11に 示すよ うな結果 となった.そ れ ぞれの

直線は縦軸上の1点 で交 差してお り,阻 害剤がATP

と拮抗 的関係にあ ることを示 している.

(2)リ ン酸化 と 〔3H〕環状GMPの 結合におよ

ぼすアデニ ン系化合物の影響 前の結果によるとアデ

ニ ン系化合物は基質ATPに 対 し拮抗的に作用す ると

思われ るが,阻害 点が活性化段階にあ るのか,触 媒機

構にあ るのかは,明 確でない.こ の点を明 らかにす る



Fig. 10. Inhibition of histone-phosphoryla-
ting activity by ADP or adenine. Assay 

was made with the presence of various 
concentrations of ATP and  5  X  10-4M of ADP 
or adenine. • • control ; ^ with 
ADP ; P- - -^ with adenine.

Fig. 11. Double reciprocal plots of histone-

phoshorylation as a function of ATP con-

centration Fig. 1‚Ì. For details and sym-

bols, see legend to Fig. 10.

Fig. 12. Effect of ADP on cyclic [3H] GMP-
binding and on histone-phosphorylation. Both 
were assayed as designated in text, with 
the presence of various concentrations of 
ADP. Data are expressed by percent of the 
maximum rate. • • phosphorylation ac-
tivity with cyclic GMP ; 0-0 do. without 
cyclic GMP ; ^^ cyclic GMP-binding 
rate.

ため,〔3H〕 環状GMPの 酵素へ の結合に対す るアデ

ニン系化合物の影響を調べ た,ATP濃 度3×10-5M,

環状GMP濃 度1×10"6Mと し,種 々の濃度のADP

を加 えてタンパ ク質 リン 酸化酵素活性を 測定 した.

〔3H〕環状GMP結 合量は,材 料 と方法の項に示す反

応液に種 々の濃度のADPを 加 えて測定 した.結 果は

Fig.12に 示す.タ ンパ ク質 リン酸化活性はADP濃

度の増加に伴つて減少 したが,〔3H〕 環状GMPの 糺

合量はADPの いずれの濃度で も変化が認め られなか

つた,

考 察

蛹 の抽出液には脂肪が多飛に含 まれているため清澄

な酵 素液 を得 られず,し たがつて以後の精製操作が難

しくな る.こ の懸濁物 を除 くのに超遠心分離機で遠 沈

す る方法 もあ るが,本 実験で は酢酸 カル シウムによ る

沈澱法 を用いた.こ の操作によると,数時間 で懸濁物

は沈澱 し,透 明な上清 を得 ることがで きる.ま た この

段階 のの ちに総活性は低下 したが,こ れは,Ca2+が

本酵素 を一時的に阻害す るため と思われ る.DEAE一

セル ロース クロマ トグ ラフ ィーでは比活性が一挙に17

倍 も上昇 し,か つ活性の回収 もよく,用 いた精製手段

中,最 も有効であつた.

環状GMPを 加えたと きと環状AMPを 加えた と

きの活性の比は,環 状AMP依 存性酵 素の混入を知 る

一つ の指標 となる.精 製の全過 程を通 じてみ ると,こ

の比 の値は組織抽 出液では,き わめて小 さい.こ の段

階で は,脂 肪 を含む懸濁物が多 く,正 確な測定値が得

られ難い ことに もよるのであろ う。酢酸 カル シゥムか

ら硫安分画に至 る段階においてはこの比の値 はあま り

変化 しなかつたが,DEAE-セ ル ロース クロマ トグ ラ

フィーのの ち大 きくなった.

精製 された酵素 はpH7.0付 近に至適pHを 有 し,

活性 の発現にはMg2+が 必要であつた.ま たCa2+で

もMg2+の67%の 活性が認め られた.タ ンパ ク性基

質 として ピス トンF2bが 最適 であつた.プ ロタミン

は,ヒ ス トン同様,リ ンタンパ ク質であ るが本酵素の

基質 とはな り得なかった.

カイコ卵に も環状GMP依 存性 タンパ ク質 リン酸化

酵素が見出 されてい るが,こ の酵素は ピス トンに比べ

てプ ロタ ミンをよ りリン酸化 し易い点 で本酵素 と異 な

るよ うであ る(Takahashieta1.,1974).

もう一つの基質 で あるATPに 関す る実験 では,

〔r-32P〕ATPの かわ りに 〔r-32P〕GTPを 用いて もr-

32Pの 転移 は起 こらなかつた.雄 鶏肝に存在す るホス



ビチン リン酸化酵素は 〔r-32P〕GTPを 〔r-32P〕ATP

の約40%の 効率で 暴質 として利用出来 ることが 知 ら

れてい る(GoldsteillandHasty,1973).し か し

rr-32P〕ATP以 外の ヌクレオ シド トリリン酸を基質 と

して利用 で きない酵素がほ とん どで ある(Labrieet

al.,1971).

本酵素の活性化はAMP,GMPの いずれにお いて

も3',5'の 環状型でのみ行なわれた.ま た環状GMP

と環状AMPに 対す る活件化の依存性 を見てみ ると,

前者では後 者の1/10～1/100の 濃度で活性化で きる.

環状AMP系 の酵 素の場合には,こ の 両 ヌクレオチ

ドへの 依 存性の 差が,ち よ うどこの 逆の関係に ある

(Kuoetal.,1971).従 つ て本酵素は環状GMPに 依

存惟 の タンパ ク質 リン酸化酵素 と見なす ことが で き

よう.

〔3H〕環状GMPと 酵素 との結合 量は加えた酵素 量

と直線 的関係にあ り,こ の結合は熱に対 し不安定であ

った,ま た 〔3H〕環状GMP結 合量 とタンパ ク質 リン

酸化活性は同じpH領 域に至適pHを 持つていた.あ

らか じめ反応液に非標識環状 ヌクレオチ ドを加 えてお

くと 〔3H〕環状GMPの 結合は阻害 され るが,こ の阻

害は,環 状GMP,環 状AMPの いずれで も起 こ り,

前者を加 えた ときが後者 を加えた ときよ り10～100倍

強かつ た.こ の ことは本酵素が環状 ヌクレオチ ドで活

性化され る際の両 ヌクレオチ ドの活性化能力 を反映 し

てい るものであ り,〔3H〕 環状GMPと 酵 素との結合

が非特異的な もので はない ことを示す もので ある。

FallonandWyatt(1975)は サ クサ ン(Antheraea

pernyi)の 蛹の抽 出液を硫安分 画して,環 状GMP結

合 タンパ ク質を得た と報告している.こ の結合 タンパ

ク質 の活性 の至適PHほ40付 近であ るという.こ の

ものは本実験で検 討 した タンパ ク質 リン酸化酵素 とは

別の環状GMP結 合活性を持つ タンパ ク質であろ う

と考え られ る.

環状GMP依 存性 タンパ ク質 リン酸化酵素は哺乳動

物 の環状AMP依 存牲酵素 と同 じよ うに,ア デニン系

化合物によ り強 く阻害 された.こ のよ うな阻害はグア

ニン系 化合物や シ トシン系化合物では認め られず,ア

デニン系化合物に特異的な もの と考え られ る.そ の中

で もADP>ア デ ノシン〉 アデニン>AMPの 順で阻

害が強 く,デ オキシ 型 の ものに も阻害活性が 見 られ

た.こ れ らの結果は,ア デニン系化合物 の構成成分 の

うち,塩 基部分が阻害作用 に密接に関連してい ること

を示してい る.ま た用いた化合物の うちADPが 最 も

強 い阻害作用を示 したが,こ れは生成物阻害によ るも

の と思われ る.こ れ らの阻害 は環状 ヌクレオチ ドの濃

度には影響 されず,基 質ATP濃 度 によ り大 きく異な

つてい る.す なわ ちこの濃度が低い(3×10-5M)と

ころでは70～80%の 阻害を起 こすが,ATP濃 度 を高

める(5×10-4M)と 阻害は20～30%程 度に軽減 され

た.ま た基質ATPに 対す るK.値 を比較 して見 る

と,阻 害剤は,ATPと 拮抗す る様相を呈 していた.

さらにADP濃 度が増加す るにつれ,タ ンパ ク質 リ

ン酸化活性は低下 したのに対 し,〔3H〕 環状GMPの

結合 眠には全 く変化が認め られなかった.

これ らの結果か ら,阻 害剤の作用点 は環状GMPの

結合す る部位で はな く,ATPか らr位 の リンをタン

パ ク質に転移す る触媒部位にあ ることが示唆 され る.

哺乳動物の環状AMP依 存性 タンパ ク質 リン酸化酵

素では,環 状AMPの 結合す るサ ブユニ ッ トと リン

酸化を行 な うサブユニ ッ トに分 け ることが 可能であ り

(Kumonetal.,197の,活 性化機構 と触媒機構 とが詳

しく比較 されて いる(lwaietaL,1972).一 方,環 状

GMP依 存性酵素は未 だ完全な精製が行なわれてお ら

ず,基 質特異性や,活 性化機構に不明な点が 多い.箸

本 ら(1975)はカイコ蛹 の環状GMP依 存性 タンパ ク

質 リン酸化酵素 を トリプシン処理す ると,環 状GMP

結合能のある画分 と,タ ンパ ク質 リン酸化能のある画

分に分け られ ると主張 してい る.し か しこの実験系で

は トリプシン処理 による両活性 の失活が著 しいとい う

欠点があ る.本 実験で適用 した 〔3H〕環状GMP結 合

活性 とタンパ ク質 リン酸化活性阻害のキネティックス

の結 果は,両 部位が酵素上の別の位置にあるとい う仮

説を さらに明確に支持す るものであ る.

摘 要

カイコ蛹の 環状GMP依 存性 タンパ ク質 リン酸化

酵 素を,酢 酸 カル シウム沈澱,酸 処理,硫 安分画,

DBAE-セ ル ロースカラム クロマ トグラフィー とセフ

ァデ ックスG-200ゲ ル濾過によ り105倍 に精製した.

精製 した酵 素はpH6.5～7.5に 至適pHを 持 ち,

その活性にはMg2+が 必要であった.ピ ス トンF2b

が,調 べた範囲で 最 も良い基質であつた.こ の酵 素は

〔r-32P〕ATPを 基質 として利用で きな か つ た.環 状

AMPと 環状GMPの いずれにおいて も2',3'型 で

は活性化 されず,3',5'型 で のみ活性化された.

本酵素には 〔3H〕環状GMPを 結合 す る能力が あ

り,こ の活性 とタンパ ク質 リン酸化活性 は同じpH領

域(pH6.5～7.5)に 至適pHを 持つ ている.ま たこ

の結合活性は,非 標識の環状GMPと 環状AMPに



よ り阻害 された.10-7～10-4Mの 濃度範囲で は前者の

方が,後 者よ り阻害力が強かつ た.

また リン酸化活性 は アデニン 系化合物で 阻警 され

た.な おデ オキシアデ ノシンに も阻害効果があつた.

ゲアニン系化合物や シ トシン系化合物によつては阻害

されなかつた.ア デニン系化合物においてはADP>

アデ ノシン〉 アデニン>AMPの 順で阻害力が強かつ

た.こ の阻害は環状 ヌクレオチ ドの濃度を上昇 させ て

も変 化 しなかつたが,ATPの 濃度 を増加してや ると

軽減 された.

ATP濃 度 と反応速度 とを逆数プ ロッ トしてみた結

果,ア デ ニン系化合物はATPに 対 して拮抗的に阻害

を していることが 示唆 された.ADPの 濃度が増加す

るにつれ,タ ンパ ク質 リン酸化活性は低下 したのに対

し,〔3H〕 環状GMPの 結合燈には全 く変化が認め ら

れ なかった.

この ことはADPの 作用点が環状GMPの 結合部位

で はな く,触 媒部位にあ ること,し たがつて これ らの

部位が酵素.ヒの別の位置にあることを示唆す る.
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                                  Summary 

   A cyclic GMP dependent protein kinase was purified 105-fold from the pupae of 
Bombyx mori, by using calcium acetate precipitation, acid-treatment, ammonium sulfate 
fractionation, DEAE--cellulose chromatography, and Sephadex G-200 gel filtration. 

   The purified enzyme was able to phosphorylate several proteins, among which 
histone F2,. was the best substrate as far as tested. The kinase was activated only by 
the 3', 5'-cyclic monophosphate of adenosine and guanosine, but not by their 2', 3'-
isomers. 
   The enzyme exhibited an activity to bind cyclic [3H] GMP. The rate of binding 
increased in parallel with the increasing amount of the enzyme protein. Both of the 

phosphorylation activity and the binding activity showed an optimum at pH 6.5 —7.5. 
The binding of cyclic [3H] GMP was inhibited by non-labeled cyclic GMP and cyclic 
AMP. The inhibition by the former was 100-times as large when compared to that 
by the latter at their concentrations between 10-' and 10- 4M. 

   The protein-phosphorylation activity was inhibited by derivatives of adenine including 
its deoxy-compounds. The inhibition by guanine or cytosine derivatives was slight if 
any. The order of inhibitory capacities of adenine derivatives was ADP>adenosine> 
adenine>AMP. The inhibition rate did not depend on the concentration of cyclic GMP 
or cyclic AMP, but it decreased as the amount of ATP was increased. 

   Double reciprocal plots of the phosphorylation rate against ATP concentration suggest 
that the adenine derivatives competed with ATP. On the other hand, cyclic [3H]-
GMP-binding activity did not change according to the concentration of ADP, suggesting 
that the cyclic GMP-binding site and the protein-phosphorylation site are separately 
located in the enzyme protein.


