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研究成果の概要（和文）：①ギボシムシの体壁平滑筋にトロポニンは存在しないがパラミオシンが存在すること
を示し、半索動物と棘皮動物（水腔動物）の筋が進化の過程で脊索動物の筋とは異なる多様性を獲得したことを
明らかにした。②扁形動物・プラナリアにトロポニン３成分(TnT, TnI, TnC)と考えられるタンパク質が発現し
ていることを示し、非横紋筋細胞におけるトロポニンの普遍性を明らかにした。③Cタンパク質とHタンパク質が
ミオシンだけでなく、アクチン線維に結合する多機能タンパク質であることを明らかにし、筋収縮制御に関わる
可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：(1) I examined the muscle of a hemichordate, to clarify whether this animal 
is like echinoderms or like the other deuterostome animals. I identified a paramyosin, which is a 
myosin binding protein characteristic of muscle of invertebrate animals, in the smooth muscle of 
acorn worm. On the other hand, troponin, a Ca2+-dependent regulator of muscle contraction, was not 
detected in the isolated thin filaments. The results indicate that troponin is lacking in thin 
filaments of acorn worm muscle just as in those of echinoderms. The muscle of hemichordate acorn 
worm is quite similar to echinoderm muscles, but different from chordate muscles. (2) I revealed 
that troponin, which is characteristic of striated muscle of various animals, is expressed in 
non-striated muscle cells of planaria. (3) Myosin-binding protein-C and -H bound to not only myosin 
filaments and connectin/titin but also actin filaments. The results suggest that mybp-C and -H might
 be regulators of muscle contraction.

研究分野： 生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）トロポニンは脊椎動物の横紋筋（骨格
筋と心筋）の収縮運動の制御に不可欠なタン
パク質複合体である。アクチン−ミオシン相
互作用の抑制因子として働き、Ca2+と結合す
ることで抑制が解除され収縮運動が可能と
なる。さらに、トロポニンは平滑筋には存在
せず、横紋筋に特異的なタンパク質であると
いうことが、これまでの一般的な理解であっ
た。しかし報告者は脊椎動物への進化の前段
階にある原索動物・尾索類カタユウレイボヤ
では横紋筋だけでなく、平滑筋にもトロポニ
ンが存在すること、どちらの筋のトロポニン
も既知のトロポニンにみられる収縮運動を
抑制する「ブレーキ型」ではなく、Ca2+存在
時に収縮運動を促進する「アクセル型」特性
をもつことを解明した。一方、頭索類ナメク
ジウオ横紋筋のトロポニンは、脊椎動物の場
合と同様に「ブレーキ型」特性を示すことを
明らかにした。このことから、脊索動物の進
化過程のうち原索動物・頭索類から脊椎動物
への進化において、トロポニンは「ブレーキ
型」機能特性を継承し、尾索類への進化では
「アクセル型」機能を新規に獲得したことを
明らかにした（Dennisson et al. Zool Sci 
2010, Ohshiro et al. Biochemistry 2010, 
Obinata & Sato. Methods 2012）。一方、海
外の研究からも、トロポニンが横紋筋以外の
組織でも重要な役割を持つことが指摘され
ている。例えば、線虫の生殖巣筋様細胞に発
現するトロポニンが放卵制御に関わること、
ショウジョウバエではトロポニン I が染色体
の安定性と細胞極性の維持に重要（Ono 
&Ono. Mol Biol Cell 2004, Sahota et al. J 
Cell Sci 2009）という報告がある。哺乳類で
も血管など幾つかの平滑筋組織にトロポニ
ンが発現し、機能するという報告がある
（Moran et al. Cell Motil Cytoskeleton 
2008, Kajioka et al. Sci report 2012）。これ
まで、非横紋筋細胞の収縮運動の制御はトロ
ポニンではなく、ミオシン軽鎖のリン酸化に
よるミオシン重鎖のアクチン結合部位の活
性化と繊維の集合、及び、アクチン結合タン
パク質に依存したアクチン繊維の動的再編
成によるものとされている。しかし以上の研
究から、非横紋筋細胞においてもトロポニン
によるカルシウム依存的な運動制御が重要
であることが示されつつあり、新たなトロポ
ニン研究を速やかに行う必要性がでてきた。 
（２）一方、最近の研究より、脊椎動物横紋
筋の筋収縮にトロポニンだけでなく、ミオシ
ン結合タンパク質 C（C-タンパク質）が関与
することがわかってきた。C-タンパク質は横
紋筋に発現するミオシン結合タンパク質で、
家族性肥大型心筋症の原因因子として心筋
の機能維持における重要性が世界的に注目
されている。報告者はこれまでに、筋原繊維
構造の形成と維持におけるミオシン結合タ
ンパク質の役割を研究し、ニワトリ及びマウ
ス C-タンパク質の塩基配列を明らかにし、そ

の発現様式と機能を解明した(Yasuda et al. 
J Mol Cell Card 1995, Kurasawa et al. 
Muscle& Nerve 1995, Saruta et al. Zool Sci 
2010)。さらに、加齢に伴い機能異常を示す
C-タンパク質変異体が正常な C-タンパク質
の代わりに、マウス心臓に発現することを同
定した(Sato et al. Mol Biol Cell 2003)。さら
に、C-タンパク質が N 端領域でアクチン繊維
に結合しアクチン−ミオシン相互作用に影響
をあたえること、及び、このアクチン繊維と
の結合能力は C-タンパク質のアイソフォー
ム毎に異なることを見いだし、「C-タンパク
質が筋原繊維の安定化や維持に必要なだけ
でなく、アクチンとミオシンの両方に結合し
て筋収縮を調節する筋収縮制御タンパク質
である」ことを新たに提案した。 
 
２．研究の目的 
 トロポニンは横紋筋特異的に発現し、その
筋収縮を制御する唯一のタンパク質と考え
られている。しかし報告者は、原索動物尾索
類では横紋筋だけでなく平滑筋細胞にも発
現し、さらに機能特性が脊椎動物等とは大き
く異なることを明らかにした。一方、ミオシ
ン繊維の安定化を担うと考えられたミオシ
ン結合タンパク質が筋収縮の制御にも関与
する事を明らかにしつつある。そこで本研究
は、（１）非横紋筋細胞におけるトロポニン
の新たな機能的役割の解明と、（２）横紋筋
収縮制御におけるミオシン結合タンパク質
（C-タンパク質と H-タンパク質）の役割の
解明をおこない、細胞運動の制御機構に関す
る従来の概念を再考する。これらの研究を通
して横紋筋及び非横紋筋細胞における運動
制御機構の普遍性と多様性を包括的に理解
することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）非横紋筋細胞におけるトロポニンの新
たな機能的役割の解明：扁形動物、半索動物、
脊椎動物の平滑筋細胞や非筋細胞などの非
横紋性運動細胞に着目し、トロポニンの普遍
性と機能の多様性を明らかにする。特に扁形
動物はプラナリアを、半索動物はギボシムシ
を対象とする。方法はプラナリアについては
ゲノム情報からの探索、同定後は該当遺伝子
産物から組換え体を作製し、その機能解析を
行う。可能であれば、天然アクチン繊維を組
織から分離することでトロポニンの有無の
検討を行う。さらに RNAi による発現抑制に
より、その役割の解明を試みる。半索動物の
筋に関しては世界的にもほとんど研究がさ
れておらず、遺伝子情報についても不足して
いるため、生体から直接トロポニンを単離す
ることを試み、半索動物の筋の性質を明らか
にする。 
（２）横紋筋収縮制御におけるミオシン結合
タンパク質の役割の解明： C-タンパク質と
H-タンパク質に注目して、それぞれの組み換
え体を作製し、その生化学的機能や生理的機



能を in vitro で解析する。特に、アクチンと
の相互作用についてを中心に調べ、アクチン
結合領域の決定やアクチン線維との結合様
式の同定を行う。これらを通して、ミオシン
結合タンパク質による横紋筋収縮制御の分
子メカニズムの解明を行う。 
 
４．研究成果 
(1) 半索動物・ギボシムシの筋肉の性質： 
 脊椎動物では横紋筋の筋収縮がトロポニ
ンにより制御される。脊椎動物以外の後口動
物では原索動物・ナメクジウオの横紋筋、ホ
ヤの横紋筋と平滑筋にトロポニンが発現し
ている。しかし、後口動物でも棘皮動物の筋
肉にはトロポニンは認められない。後口動物
グループを構成する脊椎動物と原索動物、さ
らに進化的系統が大きく離れた前口動物の
筋肉においてトロポニンが存在するのにも
かかわらず、同じ後口動物である棘皮動物の
筋肉ではトロポニンが認められないことは
大変興味深い。一方、前口動物の筋肉におい
てミオシンフィラメントの核となりフィラ
メントの集合と安定化に寄与すると考えら
れているパラミオシンは、後口動物において
は棘皮動物の筋肉に発現するが、脊椎動物や
原索動物の筋肉には見られない。そこで本研
究は非横紋筋細胞におけるトロポニンの発
現とその機能、及び後口動物の進化における
筋肉の多様性を理解することを目的として、
棘皮動物と姉妹群を構成する半索動物・ギボ
シムシにおける筋肉の性質をトロポニンと
パラミオシンを指標として研究した。 
 実験材料は東北大学浅虫臨海実験場の協
力の下に青森県陸奥湾産のミサキギボシム
シ(Balanoglossus misakiensis)を用いた。は
じめにギボシムシ成体の体壁筋の構造を電
子顕微鏡で観察した。その結果、平滑筋から
なることがわかった（図１）。 

 次に、成体ギボシムシの体壁筋に対して
SDS-PAGE を行ったところ、ミオシン、アク
チンと思われる分子のほか、既知のパラミオ
シンと同様の分子量を示す約 100 kDa のタ
ンパク質が認められた（図２）。そこで、棘
皮動物におけるパラミオシンの単離法を応

用して 100 kDa タンパク質を単離した。単離
タンパク質はウニのパラミオシン抗体に反
応し、ニワトリ平滑筋から精製したミオシン
フィラメントと結合した。さらに高濃度の
Mg イオン存在下でパラクリスタルを形成し、
電子顕微鏡による negative staining の観察
から、既知のパラミオシンと同様に 145 Å の
周期を示す縞模様が認められた（図２）。こ
れらのことから、100 kDa タンパク質はギボ
シムシのパラミオシンであることが明らか
となった。 

 一方、海産無脊椎動物の天然アクチン線維 
(NTF)単離法を応用して、成体体壁筋から
NTF を単離した。SDS-PAGE の結果、ギボ
シムシ NTFには主に約 42 kDa と 40 kDa の
タンパク質が存在していることがわかった。
42 kDa のタンパク質はイムノブロットから
アクチンであることが示され、40 kDa のバ
ンドは尿素電気泳動において移動度が遅れ
たことからトロポミオシンであることが示
された。これらの結果よりギボシムシ筋肉の
NTF は主にアクチンとトロポミオシンから
構成され、トロポニンと思われる分子の存在
は見いだせなかった（図２）。単離したギボ
シムシ NTF にウサギ骨格筋から精製したミ
オシンを加えて、actin-activated myosin 
ATPase 活性を測定したところ、Ca イオンの
有る無しに関わらず活性化が認められた。こ
れらの結果から、ギボシムシの成体体壁筋に
は棘皮動物の筋肉と同様にトロポニンシス
テムは存在しないことがわかった。 
 これらのことから、半索動物は棘皮動物の
筋肉と同様に進化の過程でパラミオシンを
保持する一方、トロポニンが失われたことが
わかった。一方、原索動物や脊椎動物の筋肉
ではトロポニンを保持しパラミオシンが失
われたことから、同じ後口動物でも、水腔動
物の筋肉は脊索動物の筋肉とは異なる方向
へ多様化したことが明らかとなった(図３)。 
 
(2) プラナリア非横紋筋細胞におけるトロ
ポニンの発現及び機能の解析: 
 本研究では、非横紋筋細胞中におけるトロ
ポニンの発現や機能の一般性を明らかにす
ることを目的とし、横紋筋細胞を持たないに



も関わらず筋型のミオシン重鎖を発現する

プラナリア(Dugesia japonica)に着目した。
学習院大学阿形清和教授の協力のもとプラ
ナリアゲノムデータからトロポニンサブユ
ニット遺伝子の解析を行った結果、既知のト
ロポニンサブユニット(TnC, TnI, TnT)に類
似した遺伝子が存在した。プラナリアの TnC
と考えられる遺伝子産物は 154 アミノ酸（推
定分子量：17.7kDa）からなり、アカザラガ
イ等の軟体動物 TnC と約 70％の高い相同性
を示した。また、分子の C 端側に Ca イオン
結合ドメインのコンセンサス配列が 1カ所認
められた。TnI と考えられる遺伝子産物は
287 アミノ酸（推定分子量：33.4kDa）から
なり、線形動物や軟体動物の TnI と約 60％
の相同性を示した。また、分子の中央部にア
カザラガイTnIのアクトミオシン相互作用抑
制領域と相同性が認められた。TnT と考えら
れる遺伝子産物は 323 アミノ酸（推定分子
量：38.2kDa）からなり、軟体動物の TnT と
分子の全体に渡って約 70％の高い相同性を
示した。これら遺伝子の転写産物の発現を
RT-PCR により検討した結果、筋組織が多く
存在する咽頭で発現が高いことが明らかに
なった。 
 そこで、これら遺伝子産物が実際にプラナ
リアの筋肉で発現しているかを明らかにす
るため、TnC、TnI 及び TnT と考えられる遺
伝子をプラナリアから単離し、大腸菌発現系
により遺伝子組換えタンパク質を作製し、そ
れぞれの分子に対する抗体を作製した。得ら
れた抗体を用いてプラナリア個体の全抽出
液に対してイムノブロットを行ったところ、
TnC については分子量 20kDa に、TnI につ
いては分子量 42kDa に、TnT については分
子量 45kDa の位置に特異的に反応し、これ
ら遺伝子産物がタンパク質として実際に発
現していることが証明された（図４）。そこ
で、間接蛍光抗体法により発現部位を同定し
た。その結果 TnC、TnI 及び TnT は、いず
れもアクチン繊維と共に体壁筋と咽頭筋に
おいて高い発現が認められた。より詳細に解

析するため、単離した咽頭を観察した結果、
TnC、TnI 及び TnT 全ての分子が格子状に分
布筋繊維のアクチンフィラメント上に局在
することが明瞭に示された（図 4）。 
 次に、各成分の機能を検討した。TnC と構
造がよく似た Ca イオン結合タンパク質とし
て、平滑筋細胞の筋収縮制御に関わるカルモ
ジュリンが存在する。両者はアミノ酸配列か
らだけでは、区別することは難しい。そこで、
組換え体TnCとCaイオンの結合様式を調べ
た結果、カルモジュリンとは異なる、TnC に
特徴的な Ca イオン結合能が示された。また
組み換え体 TnI と TnT がそれぞれウサギの
アクチン線維と結合することも明らかとな
った。 
 これらの結果から、原始的な動物であるプ
ラナリアの非横紋筋細胞においてトロポニ
ン様分子が発現することが明らかになり、動
物の進化の初期からトロポニンが Ca イオン
依存的に非横紋性筋細胞の収縮制御に関与
することが強く示唆された。 

 
(3) ミオシン結合タンパク質による横紋筋
収縮制御の分子メカニズムの解明： 
 ミオシン結合タンパク質C（C-タンパク質）
は主に immunoglobulin domain（Ig）と
fibronectin type III repeat (FN)の繰り返し
構造から成り、脊椎動物横紋筋の筋タイプ特
異的に心筋型、骨格筋遅筋型、骨格筋速筋型
の 3種類のアイソフォームが特徴的に発現す
る（図５）。これまでの研究より分子の C 端
側でミオシンフィラメントと connectin/titin
に結合し、N 端側がアクチン線維と結合する
ことが明らかとなった。そこでまず本研究で
は C-タンパク質のアクチン結合の様式を心
筋型 N 端領域（CN, ドメイン０〜３）、遅筋
型 N 端領域（SN, N 端〜ドメイン４）、速筋
型 N 端領域（FN, N 端〜ドメイン４）の組み
換え体を作製して検討した。アクチン線維と



の共沈実験、濁度解析、電子顕微鏡解析を行
った結果、C-タンパク質はアクチン線維を束
化する活性を持ち、その活性は速筋型が最も
強く、次いで心筋型、遅筋型であることがわ
かった（図６）。また、速筋型アイソフォー
ムにおいては、1 番目の Ig と 2 番目の Ig の
間に存在する linker 領域が特に重要である
ことが示された。さらにこの束化能は C-タン
パク質の N 端領域に複数のアクチン結合部
位が存在するためでは無く、むしろ 2 量体を
形成することによるものであることが強く
示唆された。 

 もう一つのミオシン結合タンパク質 H-タ
ンパク質は、C-タンパク質の C 端側領域と相
同なドメイン配列から構成される分子で、主
に横紋筋に発現する（図５）。これまでの研
究より H-タンパク質もミオシンフィラメン
トと connectin/titin に結合することがわか
っていたが、未だその機能はほとんど理解さ
れていない。そこで本研究では H-タンパク質
の組み換え体を作製し、その機能を解析した。
その結果 C-タンパク質だけでなく H-タンパ
ク質もアクチン線維に結合して束化をする
ことが示された。また、その結合部位として
ドメイン２の Ig が重要であることが示唆さ
れた。一方、C-タンパク質についても、分子
の N 端領域だけでなく H-タンパク質と相同
な C 端領域のドメイン８（Ig）に第 2 のアク
チン結合部位が存在すること、しかし N 端側
と異なりアクチン束化活性は弱いことが示
された。 
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