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ニ ワ ト リ胚 筋組織の ミ ク ロ ソ ー厶 分画に
ミ オ シ ン が 含まれ るか？
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　 　 　 　 　 　 　 　 　 ABSTRA α r

Does　 the ‘‘ Microsemal 　Fractioガ ’
of 　Muscle 　Cdls

of 　 Early　Chick　 E磁 brγo　Contain　 Myosin 〜 T ．
Oblnata 跏 d　K ．　 Maruyama （Biological　lnstitute，
College　of 　General 　 Education

，
　 University　of

Tokyo ，　Tokyo ）Zoo♂．　Ma9 ，　75 ：　28 θ＿．982
σ 966 ）
‘‘Microsomal 　fractien’驚was 　prepared 　from　4−day
chick 　embryo 　 somites 　 and 　12−day　 posthatching
cbicken 　breast　 musc ］e，　 and 　the 　e 既 ct　ef 　ethy 韮ene

diamine 辷etra 　 acetate （EDTA ）and 　some 　kinds　of
metals 　 on 止 e　ATP 呂 se 　activity 　of 　thc 　fractiQn　 was

studied ．　 Mg ＋ ＋
as 　 well 　 as 　 Ca ＋ ＋ ，　 a　 well 　known

activator 　of 　myosin −ATPase ，　 acce 】erated 　the

ATPase 　 acti 。 n ・ f ‘‘
micr ・ s ・ mal 　 fracti。パ

・fr。 皿

the 　 4−day　 embyo 　and 　 pQsthatching　 chicken 　in
the 　prescnce　of 　O。2ハ’f　KCi

，　as 　describ｛ヨd　重皿

the 　previous　paper （Obinata 　et　al ，
，
1966）．　 This

fact　may 　 suggest 　the 　contamination 　 of 　Ihis　 frac．
tion 　 by　 myosin ．　 However

， ヒhe　ATPase 　 activity

was 　remarkably 　inhibited　by　EDTA
，
　which 　 is　a

speclfic 　 activator 　of 　myosin −ATPase 　at 　high　ionic
strength （ピ．　g ．，1　M 　KCI ） and 　alkaline 　pH （Table
1）．When 　a 　Iittle　quant ：ty　 of 　adult 　 chlck 　myosin

was 　 mixed 　 with ‘‘micrDsomaL 　 fraction口’ofchick −
cn

，　the 　ATPase 　activity 　of 　myosin 　in　the 　 mix 加 re

was 　clearly 　 activated 　by　EDTA 　 without 　any 　dis・
turbance 　by　microsomal 　 components ．　In　 vlew 　 of

this　 rcsul ら if　 myosin 　 was 　 rcspDnsible 　 fbr　 Ca−
aqtiv 飢 ed 　ATPase 　 activtiy 　in　thc 　fraction

，
　EDTA −

activated 　ATPase 　should 　be　dctected　in　the

f・・ cti 。 n ・ F ・・ m 　 th・ ・b・e・v ・ ti・ n ・ in 重he　p ・e ・ent

experiments 　and 　iu　our 　P 【evious 　paper 　（Obinata
et 　α ム　】966），　三t　can 　be　concluded 　that 　the　Ca ＿
activated −ATPase 　 activity 　in　the　 fraetic｝n 　is　 due
to　the 　microsornal 　ATPase ，　not 　to　myosin −ATPase
and 　that 　the 　presence　 of 　myusin 　is，　if　any ，

　 neg −
liglble　in ‘‘

microsomal 　fractbn ”．This　conclusion

is　alsosupPDrted 　by 　the 　find三ngof 　the 　Ca −activated
and 　EDTA −inhibited　ATPase 　activity 　in　止 e

rela 漁 99 ・anUICS （miCr ・ S。 ma ［ 9 ・anUleS ） fr。 m

1）本 研 究 費の
一

部 は Muscular 　 Dystrophy　Associ．
・ti・ ns ・ f　Ame ・量・ a の 9・ant か ら支 払 わ れ た 。
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rabbit 　muscl ¢ （Y ，　Nagai 　and 　Y ．　Aklta
，
1965　and

Y ．Nagai 　1965）．（Received 　June　29，1966）

　 発生初期 ニ ワ ト リ胚 筋 母 細 胞 中 に 観察 され る 細繊

維 は 遠心分離 の 結果，い わ ゆ る ミ ク O ソ
ーム 分画，

（IO5・OOO9・60分 の 分画）に 含 ま れ ，ア ク チ ン ・フ ィ

ラ メ ン トで あ る こ とが 確 め られ た 。 し か し， こ の 分

を画 の ATP ア ーゼ作州 は ， ミ オ シ ン ATP ア
ー

ゼ

活性化す る Cat ＋
に よ っ て も促進 さ れ た （Obinata

et 　aL
，
1966）。 こ の 分画 に は 小胞体 の ほ か に ミ オ シ

ン も共存す る の で あ ろ うか 。そ こ で 今回更 に ， ミオ

シ ン ATP ア ーゼ の 特異的活性剤 で あ る　 cthyLene

diamine 　tetra　acetic 　acid （EDTA ） の 効果 を調べ

た。

　 ミ ク ロ ソ
ーム 分画 は 既述 の 方法で （Obinata 　 et 　al ．，

1966）調製 し，測定条件 は Table 　 l に 示 し た 。　 ミ

ク ロ ソ
ーム 分画 の ATP ア

ー
ゼの 性質 は 既 に 知 られ

た 様 に 　Mg ＋ ＋

及び Ca ＋ ＋
に よ り促進 さ れ た が ，

EDTA の 作 用 は ，　 ミ オ シ ン ATP ア ーゼ を最 も活

性化す る高 イ オ ン 強 度 （IA4KC1 ）， ア ル カ リ側 pH

の 条件で も活性化は 見 らh ず逆 に 著 し く 抑制 さ れ

た 。 C の 抑 制作川 は 二 価金 属 イ オ ン が キ
ー

レ
ー

トさ

れ る 結果 と推測 され る。胚 で 観察 さ れ た 結果 は ，ふ

化後 の ヒ ヨ コ 筋 か ら調 製 し た ミ ク ロ ソ
ーム 分画 に つ

い て も同様 で あ る 。 精 製 され た胚 ミオ シ ン で も，親

ミ オ ン と 同様， ATP ア ー
ゼ の EDTA に よ る 活性

化は 著 し く， Ca 梓
に よ る 活性 化よ りず っ と 大 き

い （大 日 方 ・丸 山 ，1965）。 　 ヒ ヨ コ の ミ ク ロ ソ
ーム

分画 に 少量 の ニ ワ ト リの 親 ミ オ シ ン を 混 ぜ
．
て モ の

ATP ア
ー

ゼ 活性 を 調 べ る と ミ オ シ ン ATP ア ー．
ゼ

は ミ ク ロ ソ ーム に 妨害 さ れ な い で
1
明 らか に EDTA

に よ り活性化 さ れ る こ と が 認 め られ た （Fig．1）。 従

っ て ， ミ ク ロ ソ ーム 分 画の Ca ”

に よ っ て 促進 され

る 　ATP 　ア ー
ゼ が 共 存す る ミ オ シ ン に よ る とす れ

ば，EDTA に よ り活性化 さ れ る ATP ア
ー

ゼ も同

時に 検 出 さ れ る 筈 で あ る 。

　既 に 得 られ た 結果，す な わ
．
ち ミ ク ロ ソ

ーム 分画 は

外か ら加 え た ア ク チ ン と は 酵素的 に も，流動複屈折

的 に も反応 し ない こ と，分画中 に 　thick 　 filament

（ミ オ シ ン ・7 イ ラ メ ン ト） の 存在 が電子 顕微鏡 に

よ り観察 され な い こ と　（Obinata　et 　al ．，1966） と

現在 の 結果 を合わ せ て 考え る と ， 筋細胞 か ら調製 さ

れ た ミ ク ロ ソ
ーム 分画中 に ミ オ シ ン は 存在 し て い な
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Tab 】e　 l　　 ATPase 　 activity 　 of
‘ ‘

microsomal 　fraction　，
　 of 　Cday 　 chiolc　 embrye 　somitas 　 and

l2−day 　posthatchi 【lg 　 chicken 　breast　muscle ．

ATPase 　activity （μ moles 　P110 　minutes ）

十 EDTA controlL ） 十 Ca ＋＋
十 Mg ’ ＋ contTO12 ｝

4−day
　 chick 　ernbryo

12−day
　postbatching 　chicken

O．036

0，425

0．128

0．607

0．088

2，85

0，H9

2，48

0．032

o．441

CQnditioロ s ：　1）

）2

lMKC1 ； 20　tnM 　 Tris−Maleate　 Buffer，　pH 　8．5 ； 271 〜M 　ATP ； 10　tnM 　EDTA ，
when 　addcd ；

‘‘
microsomal 　fraction

’
  1．1 ・tng ／ntt 　in　4−day　 emb τyo　 o ど 0．547ngf

7nl 　 in　 posthatch 三ng 　 chicken ．　 Incubated　fDr　 l5　 minutes （embr ヲo ） or 　5　minutes

（chicken ）　at 　250C ・

0．2MKCI ；20　mM 　Tris−Maleate　 Buffer，　 pH 　8，0 ； 2mM 　ATP 　i　57 アzM 　CaCl20r
2 ？η MMgC12 ，　 whc ロ added ；

‘‘
microsomal 　 fraction ”

， 0．32　 tng ／” rl　 in　 4−day

embryQ 　or 　 O，】8　7ng ！ml 　 in　posthalching 　chicken ．至ncubated 　for　 20　minutes

　（embryQ ） or 　3　 minutes （chicken ） at　25°C．　TQtal　vQlumc 　 was 】．57 ／II．
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AduLt 　myosin 　added （アng ！1，5〃輩！）

Flg ．1．　 Effect　 of 　EDTA 　 on 　 the 　ATPase 　 acti −

　　 vity 　of 　adult 　 chick 　myosin 　in　the 　presence
or 　 in　 the 　 absence 　 of

‘‘
m ；crosamal 　 fraction’7

frcm 　 l2−day　posthatching 　 chicken 　muscle ．

　　 Cenditions，　 as 　in　 Table 　 L

　 　　　 　　　 ： with 　
c ‘ fracti〔m ’i

； ．．．　 ．．．．．
：

　　 without 　
CtfractiOD 》，

；

　　 ● lwilh 　 EDTA ；X ： without 　 EDTA

い と 考 え られ る 。 ミ ク ロ ソ
ーム 分画 に 観 察 さ れた，

Ca ＋ ＋
に よ り促進 さ オ

．
し る　 ATP 　ア ーゼ は ミ オ シ ン

ATP 　ア
ーゼ に よ る の で は な く ミ ク ロ ソ

ーム 自身 の

ATP ア
ーゼ に よ る と考 え る の が 妥 当で あ る。 こ の

結論 は
，

ウ サ ギ 筋 よ り調製 され た 弛緩因子 （こ ク ロ

ソ
ーム 顆粒 ） に Ca ” よ り促進iさ れ．，　 EDTA に ょ

り抑 制 さ れ る ATP ア
ー

ゼ が 見られ る と い 5 事実

　（Nagai 　and 　Akita
，
1965 ； Nagai

，
1965） に よ っ て

も支持さ れ る。
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