
別紙様式1(修 士申請者用)

修 士 学 位 論 文

論 文 題 名

Blebbistatinに よ る 気 管 平 滑 筋 ス キ ン ド標 本

弛 緩 促 進 作 用 の メ カ ニ ズ ム

Mechanismsofacceleratingeffectofblebbistatin

onrelaxationprocessofskinnedtrachealsmoothmuscle

(西暦)2017年1月5日 提 出

首都大学東京大学院

人間健康科学研究科 博士前期課程 人間健康科学専攻

フロンティアヘルスサイエンス学域

学修番号:15898604

氏 名:三 橋 里子

(指導教員名: 渡辺 賢 )



要 旨

[緒言]ミ オシンII阻 害薬であるblebbiststinは 、平滑筋アク トミオ シンATPase活 性 を

10pM程 度で抑制す る。blebbistatinは 平滑筋標本においては収縮 のCa2+感 受性や ミオシ

ン軽鎖 リン酸化 レベル には影響は与 えず 、アクチン ・ミオ シン相互作用 を直接抑制するこ

とにより、その収縮 を抑制す るといわれ てい る。blebbistatinは ミオシンATPase加 水分

解サイクルに伴 うミオ シンのアクチ ンへの結合 ・解離 に影響 を及ぼす ことが考え られ るこ

とか ら、弛緩過程 におけるクロスブ リッジの解離に も影 響を与 えることが推察 され る。そ

こで本研 究では、細胞膜 を化学的に破壊 して気管平滑筋スキン ド標本 のCa2+収 縮後 の弛緩

過程 とミオシンATPaseサ イ クルの影響を受 けないrigor形 成 ・解離 に対す るblebbistatin

の効果を動力学的 に検討 した。[方法]モ ルモ ッ ト気管平滑筋に100pMの6・escinで 処理 を

してスキン ド標本 を作製 し、圧 トランスデ ューサーに取 り付けて等尺性張力 を測定 した。

Ca2+に よ る最 大 収縮 の後 、EGTAに よ りCa2+を 素 早 く除去 して弛 緩 させ 、 同時 に

blebbistatinを 添加 し15分 間計 測 した。 また 、Ca2+収 縮 後 のrigor状 態 にお け る

blebbistatinに ついて も同様 の方法で検討 した。 統計処理 はt・testを 使用 しP<0.05を 有

意水準 とした。[結 果]Ca2+収 縮後 の弛緩過程において、気管平滑筋スキン ド標本 は30pM

程度で弛緩過程 を促進 し、回帰分析 の結果か らラ ッチの解離を速めていた。一方、Ca2+収

縮後のrigor状 態では相対張力 において有意な弛緩 はみ られ なかったが、回帰分析 の結果、

30pMでrigorの 解離の抑制 と収縮後一度外れた クロスブ リッジがrigorに 移行す る割合が

コン トロール群 と比較 して少ない値 を示 した。[考 察]Blebbistatinは 、ATPや アクチ ン

の ミオ シンへの結合 を直接阻害す るのではな く、 ミオ シン頭部構造変化 に影響 してアクチ

ン ・ミオシン結合 を弱めることが知 られている。ATPの 有無 によって、Ca2+収 縮 で発生 し

た収 縮 張力 のCa2+除 去 後 の減 衰過 程 に対 す るblebbistatinの 影 響 が 異 な るの は 、

blebbistatinが ミオシン頭部構造変化 に与 える効果は ミオシン頭部へのATPの 結合の有無

によって変化す ることを強 く示唆す る。平滑筋細胞において無酸素状態にお ける力学反応

の実態は不明であるが、blebbistatinは その解 明に向けて研究 において有用なツール にな

ると考 えられ る。

キー ワー ド:気 道 平 滑筋 、 ラ ッチ 、 ブ レビス タチ ン、 ア クチ ン ・ミオ シ ン相 互 作用
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Blebbistatin,aninhibitorofmyosinll,hasaninhibitoryeffectonsmoothmuscle

actomyosinATPaseactivityataroundlOpM.Blebbistatinisalsoknowntosuppress

thesmoothcontractionbydirectinhibitionofmyosin-actininteractionwithoutany

effectsonCa2+sensitivitytotheforceorphosphorylationlevelofmyosinlightchain.

Inthepresentstudy,toassesstheblebbistatinef〔bctsonactin-myosininteractionin

detail,weinvestigatedeffectofblebbistatinintherelaxationprocessandthereducing

rigortensionaftertheCa2+-inducedcontractionusingwithskinnedtrachealsmooth

musclekinetically.Atrachealmusclepreparationskinned(cellmembrane

permeabilized)with100pM6・escinwasattachedtoafbrcetransducertomeasure

tensionmechanicaHbrce.Aftercontractilefbrceinducedwith10pMCa2+reacheda

・t・adylev・1,Ca2+wa・qui・klyr・m・vedinth・absence・rpresence・fATP・resultingin

relaxationprocessorreducingrigortensionrespectively,withorwithou,tblebbistatin

fbr15min.TherelaxationprocessaftertheCa2+-removalwasacceleratedinthe

presenceof30pMblebbistatinandthiseffectofblebbistatinseemedtoresultfrom

accelerationofdetachfピomsocalled"latch"state.Ontheotherhand,blebbistatinat

30pMaccelerateddetachmentofrigorbridgeandreducedtheformingrigorbridgesin

theabsenceofATP,althoughtheagentdidnotsigni丘cantlychangesinthetension

levelduringdecreaseintherigortensionafterCa2+removal.Thedifferenceofthe

l)lebbistatineffectsontheforcebetweenrelaxationprocessandreducingrigortension

seemstobeduetodistinctef〔lectsoftheagentonconformationalchangesofmyosinin

theabsenceandpresenceofATP,becauseblebl)istatinisknownnottodirectlyinhibit

ATPbindingtomyosin,buttoactinbindingaffinityofmyosin.

Keywords:airwaysmoothmuscle,latch,blebbistatin,actm・myosmmteractlon
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緒 言

ミオ シ ン 皿阻害薬 で あ るblebbiststinは 、平滑 筋 ア ク トミオ シ ンATPase活 性 を10pM

程 度 で抑 制す る こ とが わか っ てい る1)'5)。 ア クチ ン ・ミオ シ ン相 互 作用 の抑制 メカ ニ ズム

は、 ク ロス ブ リ ッジ のサ イ クル に影 響 を与 え るATPaseの 抑 制 で あ る と考 え られ 、収 縮 に

お い て も抑制 す る6)7)。 そ して 、blebbistatinは 収縮 のCa2+感 受性 や ミオ シ ン軽 鎖 リン酸

化 レベ ル には影 響 を与 えず 、ア クチ ン ・ミオ シ ン相互 作 用 を直 接抑 制 す る とい われ てい る

3)。Watanabeら は盲腸 紐 ス キ ン ド標 本 で10pM以 上 のblebbistatinでCa2+活 性 化収 縮 張

力 を抑制 した こ とを示 し3)、 さ らにYUmotoら は気 管 平 滑筋 スキ ン ド標 本 にお いて も収 縮

を抑 制す る効果 が あ る こ とを明 らか に した8)。BlebbistatinがATPase、 さ らにはATP加

水 分解 のサ イ クル に影 響 を及 ぼす こ とが考 え られ る こ とか ら、 弛緩 過 程 にお ける ク ロスブ

リッジ の結合 、解 離 に も影 響 を与 え る こ とが推 察 され る。

本研 究 で は 、気 管 平 滑筋 ス キ ン ド標 本 のCa2+収 縮 後 の 弛緩 過程 にお け るblebbistatinの

効 果 、 さ らに はATPが 存 在 しないrigor(硬 直)状 態 でblebbistatinが どの よ うな影 響 を

与 え るか検討 を行 っ た。

方 法

本 実験 は、日本 学術 会 議 に よる 「動物 実験 の適 正 な実施 に向 けた ガ イ ドライ ン」に則 り、

首都 大学 東京 研 究倫 理 委員 会 か ら承認 を受 け た動物 実 験 計画(A28-1動 物 実験 責任 者:渡

辺 賢)を 遵守 して 実施 した。

過剰 量 の ソム ノペ ンチル(共 立 製薬 、東京)腹 腔 内投 与 に よ り安 楽 死 させ たハ ー トレー

系 モル モ ッ ト(オ ス 、250g位)か ら摘 出 した気 管 を100pMの6-escin(Sigma,St.Louis,

MO,USA)で30分 間、20pMのCaionophoreA23187(Sigma,St.Louis,MO,USA)

で10分 間処 理 して細胞 膜 を破 壊 した スキ ン ド標 本 を作製 、そ の上一20℃ 、50%glycerol(和

光 純薬,大 阪)で 凍 結 防止 の上 保 存 した標 本 を使 用 した9)'11)。保 存標 本 を人 工細 胞 内液(後

述)の 中で気 管 軟骨 及 び 結合 組織 を除去 して、幅0.1～0.2mm、 長 さ3mmの 平 滑筋 小 切片

を作製 した。 標本 は、 人 工細胞 内液存 在 下 に絹 糸 で一 対 のテ ング ス ワイ ヤ ー に取 り付 け、

も う一方 は等 尺性 張 力 を測定 す るた め に圧 トラ ンス デ ュv-・一・サ ー に取 り付 け てULA・10GR
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(ミ ネベ ア 、東 京)に て 張力 の変化 を電 圧 に変 換 し、増 幅器(AM32AZ;ユ ニ パル ス株 式 会

社 、 東 京)で 信 号 を増 幅 させ た後 、A・D(ア ナ ログーデ ジ タル)変 換 器(PowerLab2126;

ADInrtrumentsJapan,東 京)に よ りデ ジ タル 信 号 に 変 換 した上 で 、Labchart(v.7.1;

ADInstrumentsJapan,東 京)で パ ソ コン上 に記録 した9)10)。 素早 く溶 液 の変換 を行 うた

め に、6の 穴(各 々0.135ml)の あ るバ ブル プ レー トシ ステ ム を利 用 した12)。 実 験 中 の溶

液 の温 度 は、標 本 の劣 化 とblebbistatin(TbrontoResearchChemicalsInc,NorthYork

ON,Canada)の 沈 殿 防止 と して30.0±1.0℃ と した3)。

溶 液

ス キ ン ド標 本 の 人 工 細 胞 内 液 は 、0.85mMMg2+(2.1mMMg(methanesulfonate)2)、

1mMMgATP(1.35mMtotalATPNa2)(Roche,Indianapolis,IN,USA)、20mMcreatine

phosphateNa2(CrP)(NacalaiTesque,京 都)、10mMetyleneglycole-bis(2・aminoetyl)

tetraaceticacid(EGTA)(NacalaiTesuqe)と し 、 且oriuti(1988)の 方 法 に よ っ て 作 製

し た12)●14)。 イ オ ン 強 度 はK(methanesulfbnate)(東 京 化 成,東 京)の 付 加 に よ り200mM

で 維 持 し 、p且 は20mM1,4-piperazinediethanesulophonicacid(PIPES)(Nakalai

Tesque)と 水 酸 化 カ リ ウ ム(KOH)(和 光 純 薬)で 、25℃ でp且7.0に な る 様 に 調 節 し た

14)
。

Ca2+溶 液 に は人 工細胞 内液 にCa(methanesulfonate)2(10'4・35MCa2+)(東 京 化成,

東京)とlpMbovinebraincalmodulin(和 光純 薬)を 加 えた。Ca2+・EGTAの 解 離 定数

は、106・4M'1と 仮 定 した8)14)。 詳 細 に弛 緩過 程 を解 析 す るた めに 、CrPは 弛緩 経 時変 化 を

速 め る こ とが知 られ て い る こ とか ら弛 緩 溶液 にお い てCrPは 含 めな か った11)14)。

弛 緩溶 液 に は、EGTAとATPaseの 基 質 にな るが ミオ シ ン軽i鎖 リン酸 化 の基 質 とはな ら

な いcytidinetriphosphate(CTP)(Sigma)を 使 用 した。

Rigor溶 液 は、0.85mMMg2+(2.1mMMg(methanesulfonate)2)、10mMEGTAで 作製

し、イ オ ン強度 はK(methanesulfonate)の 付 加 に よ り200mMで 維 持 し、pHは20mM

PIPESとKOHで 、30℃ でp且7.0に 調節 した。

Blebbistatinは1%Dimethylsulfbxide(DMSO)(Sigma)に 溶解 、 コン トロール 実験

で は 同量 のDMSOを 添加 した。
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実 験 プ ロ トコル

気 管 平 滑筋 ス キ ン ド標 本 は 、 同標 本 の人 工細 胞 内液 で約10pNの ス トレス を生 じさせ る

よ う伸 張 した8)14)。 受 動 的 に 伸 張 させ た 後 、標 本 をCa2+誘 発性 収 縮 を引 き起 こす た め に

10'5・OMCa2+溶 液 に浸 し、収縮 張力 が 最 大値 とな っ た とこ ろで弛緩 溶 液 に よ り弛緩 させ た

8)。 弛緩 の際 に は、30pM、10pMのblebbistatinと コン トロv-一一・ル群 と してDMSOを そ れ

ぞ れ 同時 に添 加 し15分 間 測 定 した。 一方 、rigor状 態 にお ける測 定 は、 上記 同様 に標 本 を

Ca2+溶 液 で収縮 させ 、収縮 張力 が最 大 値 に な った とこ ろでrigor溶 液 に弛 緩過 程 の測 定 と

同様 に30pM、10pMのblebbistatinと コン トロー ル群 と してDMSOを それ ぞれ 同 時 に添

加 し15分 間 測 定 した。 測 定 は、Labchartを 使 用 し記録 した(図1)。

Labchartか らデ・一タをMicrosoftExcel(日 本 マ イ ク ロ ソフ ト,東 京)に 移 動 して相 対

張 力 を表 した。

相 対値=(観 察 され た 張カー静 止 張力)/(最 大Ca2+誘 発 性 張カー静 止 張力)

:47:03.000

2.14

2.12

2.10

ε

52.08賃

素
2.06

2.04

2.02

Ca2+EGTA

CTP

図1:実 験 方法

Ca2+に よる収縮 の後、EGTAとCTPに よ り弛緩 させ 、同時にblebbistatinま たはrigor溶 液

を添加 した。
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統 計 分 析

結 果 は 、means土standarderrors(SEM)で 記 載 し た 。 統 計 処 理 はMicrosoftExcelの 対 応

あ るStudent'st-testを 使 用 し 、P<0.05の 場 合 有 意 差 あ り と し た 。 回 帰 分 析 はKaleida

Graph(v.4.1日 本 語 版;Hulinks,東 京)を 使 用 し 、 次 の 式 に 当 て は め て 解 析 し た15)。

FOrCe(t)=FOrCe(。)×[e(・t/・f…)+a×(1-e(・t1・f・・t))×(1・e('・!Tl・t・h-・tt・・hl)×e('`1・1・t・h'd・t・chl

e('t/・f・・t);活 性 化 ク ロ ス ブ リ ッ ジ 数 、(1・e('t/・f・・t));解 離 ク ロ ス ブ リ ッ ジ 数 、1-e('t/Tl・t・h-・tt・・h);

ラ ッ チ 形 成 数 、e('tκ1・t・h'd・t・・h);ラ ッ チ 解 離 数 、a;ラ ッ チ を 形 成 す る 割 合

結 果

Blebbistatinが 気 管 平 滑筋 ス キ ン ド標 本 にお け るCa2+除 去 後 の弛 緩 過程 に与 え た影 響

図2は 、気 管平 滑 筋 ス キ ン ド標 本 のCa2+除 去後 弛 緩過 程 にお け るblebbistatinの 効 果 を

示 す。 標本 は 、blebbistatinの 有無 関係 な く、Ca2+除 去後 急 激 に弛 緩 した後 、 ゆ るや かな

弛緩 をみせ た。30pM程 度 のblebbistatinで は コ ン トn・一一ル 群 と比 較 して相 対 張力 は低 下

し、700秒 過 ぎか らは コン トロー ル群 に対 して有 意 に弛緩 を促進 した。

筋収 縮 後 の弛緩 過 程 には、活 性 化 した速 い ク ロス ブ リッジが 一旦 解 離 して ラ ッチ を形成

し、 その 後 ゆ っ く りと解 離 してい くこ とが わ か って い る15)。 弛緩 過 程 に み られ た張力 は、

次 の よ うな式 に当 て は め るこ とがで き る。

F。rCe(t)ニF。rCe(。)×[e(・t/・f・・t)+a×(1・e(・t1・f・・t))×(1・e('t1・1・t・h'・tt・・h))×e(●t/・1・t・h'd・t・・h)

e('t/Tf・・t);活性 化 ク ロス ブ リッジ数 、(1・e('t/・f・・t));解離 ク ロスブ リッジ数 、1・e("tノ・1・t・h-・tt・・h);

ラ ッチ形成 数 、e('t!・1・t・h'd・t・・h);ラ ッチ解 離 数 、a;ラ ッチ に移行 す る割 合

BlebbistatinがCa2+除 去 後 の弛 緩過 程 におい て クロ スブ リ ッジ の解 離や ラ ッチの形 成及

び解 離 に対 して どの よ うに影響 した か 回帰分 析 を行 った。 表1は 回 帰 分析 に よる時 定数 で

あ る。30pMのblebbistatinに おい て 、τlatch・detachで 有意 に低 い値 を示 した。 これ は、

ゆっ く り とした ラ ッチ の解 離 を促 進 した こ とを意 味す る。
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図2=Blebbistatinが 気 管 平 滑筋 ス キ ン ド標 本 のCa2+除 去後 弛緩 過 程 に与 えた影 響

縦 軸は相対 張力、横 軸 は時 間を示す。 コン トロール群 に対 して 、30pMで は700秒 過 ぎで有意

差 がみ られ た。値 は11実 験 の平均 土SEM。30.0±1.OoC。*P<0.05。

表1:Blebbistatinが 弛緩 過 程 に与 え た効果 の回帰 分 析結 果

control 10μM t嗣test 30μM t-test

Tfast

Tlatch-attach

Tlatch-detach

a

47.696±5.560

59.613±36.097

1826。743±412.898

0.556±0.057

66.155±6.376

59.212±32.068

1864.419±430.983

0.518±0.077

0.055

0.994

0.952

0.546

79.571±26.484

51.894±14.825

*774.213±218.075

0.536±0.097

O.236

0.82

0.031

0.839

30pMで τlatch-detachの 低 値 を 示 し た 。 τfast:ク ロ ス ブ リ ッ ジ の 解 離 、Tlatch・attach:ラ

ッ チ ブ リ ッ ジ の 形 成 、 τlatch-detach:ラ ッチ ブ リ ッ ジ の 解 離 、a:ラ ッ ジ ブ リ ッ ジ に 移 行 す る

割 合 。 値 は11実 験 の 平 均 時 定 数 ±SEM。*P<0.05。
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Blebbistatinが 気管平滑筋 スキン ド標本Ca2+収 縮後 のrigor状 態に与えた影響

図3は 、気管平滑筋スキン ド標本Ca2+収 縮後のrigor状 態 におけるblebbistatinの 効果

を示 したものである。標本 は、Ca2+除 去後の弛緩過程 と同様 に一旦急激な張力低下をみせ

たが、その後の低下の程度は緩慢であ り、その経過 には標本 によりば らつ きがあった。

また、 コン トロール群 と比較 しblebbistatinを 添加 した群 は相対張力が高めであったが、

統計的に有意な差はみ られなかった。
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図3:Blebbistatinが 気 管 平 滑 筋 ス キ ン ド標 本Ca2+収 縮 後rigor状 態 に与 え た影 響

縦 軸 は相対 張力、横 軸 は時 間を示 す。いず れの濃度 において も有意 な変化 は認 め られ なか った。

値 は7実 験 の平均 土SEM。30.0±1.OoC。*P<0.05。

8



図3よ り 、 濃 度 に よ る 有 意 な 力 の 変 化 は み られ な か っ た が 、CTPに よ る 弛 緩 に お い て

blebbistatinは30pMで 有 意 に 弛 緩 さ せ た こ と か ら 、 同 濃 度 のrigor状 態 に お い て 、 ク ロ

ス ブ リ ッ ジ の 解 離 やrigorの 形 成 お よ び 解 離 に 対 し て ど の よ う な 効 果 を 及 ぼ し た か 以 下 の

式 を 用 い て 回 帰 分 析 を 行 っ た(表2)。

FOrCe(t)=FOrCe(0)×[e(・t/・f・ ・t)+a×(1・e(・t1・f・・t))×(1-e(・tノ・rig・r'・tt・・h))×e('t/・・ig…d・t・・h)

e('t/Tf・・t);活 性 化 ク ロ ス ブ リ ッ ジ 数 、(1・e('tl・f・・t));解 離 ク ロ ス ブ リ ッ ジ 数 、1・e(dt1Tri9・r'att・・h);

rigOr形 成 数 、e('tl・・i9・r'd・t・chl;rigOr解 離 数 、a;rigOrに 移 行 す る 割 合

3011Mで は τrigor-detachで 有 意 に 高 い 値 を 示 し た 。 こ れ は 、 つ く ら れ たrigorが 解 離

し て い く 速 度 が 遅 か っ た こ と を 示 す 。 さ ら に 、 コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て 、 外 れ た ク ロ ス

ブ リ ッ ジ がrigorに 移 行 す る 割 合 が 有 意 に 少 な か っ た こ と が 示 さ れ た 。

表2:Blebbistatinがrigor状 態 に与 えた効 果 の 回帰 分析 結果

control 30μM t-test

τfast

Trigor-attach

τrigo卜detach

a

77.994±13.042

42.329±3.986

1502.754±380.631

0.648±0.050

126.351±16.588

46.309±8.155

*3585
.257±14.743

*0 .526±0.089

0.07

0.501

0.0019

0.0481

30pMで は τrigor-detachで 高 値 を 示 し、 ク ロ ス ブ リ ッ ジ がrigorに 移 行 し た 割 合 は コ ン トu

一 ル 群 と 比 べ 少 な か っ た
。 τfast:ク ロ ス ブ リ ッ ジ の 解 離 、 τrigor-attach:rigorの 形 成 、 τ

rigordetach:rigorの 解 離 、a:外 れ た ク ロ ス ブ リ ッ ジ がrigorに 移 行 す る割 合 。 値 は7実 験

の 平 均 時 定 数 ±SEM。*P<0.05。
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考察

本研究では、モルモ ッ トか らの気管平滑筋スキン ド標本において、blebbistatinはCa2+

収縮後の弛緩過程 において3011M程 度で弛緩 を促進 し、それは平滑筋特有のゆっくりとし

た収縮維持過程であるラ ッチの解離 の促進 による可能性 が高いことを明 らかに した。まず、

濃度について考 える。Blebbistatinは 、盲腸紐スキン ド標本の弛緩過程を10pM程 度で促

進す ることがわかっている3)15)。本実験結果か ら、気管平滑筋スキン ド標本が盲腸紐 と比

較 して高濃度で弛緩 を促進 した ことか らblebbistatinの 感受性が低い ことが示唆 され る。

次に、ラッチの解離促進 についてであるが、筋収縮 は、ATPの 加水分解 によりADPと 無

機 リン酸に分解す る際に発生す るエネルギL・一一一・によって起 こる。Blebbistatinは 平滑筋アク

トミオシンATPase活 性 を抑制 し、収縮 のCa2+感 受性や ミオシン軽鎖 リン酸化 レベル に

は影響を与えず、アクチ ン・ミオ シン相互作用 を直接作用す る3)。CTPは ミオシンATPase

の基質であるが、 ミオシン軽鎖 リン酸化の基質にはな らず16)17)、ア クチン ・ミオシンの相

互作用 に直接影響 を与 えるもの と考え られ る。30pM程 度でのblebbistatinに よ りラ ッチ

の解離 を促進 したのは、ラ ッチは ミオシン軽鎖 の脱 リン酸化の程度 に依存 しないで形成 さ

れるため、そのゆっく りとしたATP加 水分解 サイ クル に直接作用 した と考 えられ る。

一方
、rigor状 態においてblebbistainの 濃度差による相対張力の変化は統計的な有意差

がみ られ なかったが、回帰分析の結果か ら、30pM程 度でrigorの 解離速度 を抑制 し、収

縮状態か ら一旦解離 した クロスブ リッジがrigorに 移行す る割合が低い ことが示 された。

ラ ッチはATP加 水分解 に伴った現象 である。rigorは 、細胞内のATPが 消費 され た後に ミ

オ シンにアクチ ンが強 く結合 した状態であ り、その解離過程は通常ATP結 合及び加水分解

サイクルに伴 う弛緩過程 とは異 なると考 えられ る。blebbistatinは ミオシンに結合す るこ

とか らミオシンの形態構造変化が起 こり、それによって ミオシンにお けるATP加 水分解サ

イクルが影響を受 けて収縮 を抑制する6)。 そのため、rigor条 件ではATPは 存在 しないた

めにATP加 水分解 サイ クルは停止 した状態であ り、ATP存 在下 とは別 のメカニズムで

rigor結 合 の抑制及びrigor解 離 の抑制 を行ってい ると考え られ る。

Blebbistatinは 、 ミオシン頭部 のヌク レオチ ド結合 ポケ ッ トや アクチン結合部位 には結

合せず に、活性化サイ トの別部位 に結合 して ミオシン頭部構造変化 を起 こ し、結果的にミ

オシンのアクチン結合力 を弱める と考 えられ る6)。 即ち、ATPの 有無 によってCa2+収 縮
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で発生 した収縮張力のCa2+除 去後の減衰過程 に対す るblebbistatinの 影響が異なるのは、

blebbistainが ミオシン頭部構 造変化に与 える効果は ミオシン頭部へのATPの 結合の有無

によって変化す ることを強 く示唆す る。特 に、結合 した ミオシン ・アクチンの解離 に対 し

て、ATPの 有無で逆の影響 を持つことか ら、いわ ゆるrigor状 態か らの解離過程 が、ATP

加水分解サイクルに伴 うlatch状 態か らの ミオシン ・アクチン解離 とは全 く異なるメカニ

ズムによる と考 え られ る。Rigor状 態は無酸素状態において発生す るが、臓器虚血や気管

支 喘息 な ど異常収縮持続 な ど病 的 な状態 では気道 で も一 時的にせ よ無 酸素状態 に よる

rigor状 態の発生が起 こる可能性がある。平滑筋お けるrigorの 力学反応 の実態は不明であ

るが、blebbistatinは その解明に向けての研 究において有用 なツールになると考 えられ る。

また、blebbistatinは 、ミオシン頭部構造変化に影響を与え、収縮 ・弛緩反応の最下流である

アクチン ・ミオシンの相互作用に直接的に作用す ることが示唆されたことから、機械的な伸展

によって ミオシン軽鎖 リン酸化に影響を与えたとしてもblebbistatinが 有効に収縮抑制や弛緩

促進に働 くことが期待される。
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