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研究成果の概要（和文）：環形動物、棘皮動物など様々な無脊椎動物に存在するコネクチン様タ

ンパク質のアミノ酸配列を決定した。そこには脊椎動物コネクチンには見られない特徴的な構

造が存在した。特に、環形動物 4000Ｋタンパク質に存在する 47 アミノ酸のリピート領域は、
非常に細長い構造をしていた。これは同じアミノ酸数でも長い距離を担える事を示し、ゴカイ

体壁筋のサルコメアが脊椎動物横紋筋に比べて 2.5倍も長い事と関係していると考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）：Connectin is an elastic protein in vertebrate striated muscle. 
Invertebrates  also possess various connectin-like proteins, one of which is a 
connectin-like 4000 kDa protein that is present in the obliquely striated muscle of Annelida. 
We have determined the nucleotide sequence of the gene which encodes a connectin-like 
4000 kDa protein in the body wall muscle of Neanthes sp. We discovered a sequence in 
which a unit of 47 amino acids was repeated 11 times. After preparing the recombinant 
protein, we performed analytical ultracentrifugation and measured CD spectrum to 
estimate its secondary structure content. The sedimentation velocity experiment revealed 
that the protein had an extremely asymmetric shape, and 48% of the whole structure 
assumed beta-structure. It was thus demonstrated that this protein could cover a longer 
distance than other ordinary proteins with the same size. 

The fact that the connectin-like 4000 kDa protein of the obliquely striated muscle of 
Annelida has a distinct structure with the 47-amino acid repeat sequence may be related to 
the resting length of a sarcomere in the Annelida obliquely striated muscle, which is about 
twice as long as that in the vertebrate striated muscle. 
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１．研究開始当初の背景 ４．研究成果 
(1) ゴカイ斜紋筋のコネクチン様 4000Ｋタ
ンパク質 

 弾性タンパク質コネクチン（タイチン）は、
脊椎動物および無脊椎動物両者の横
紋筋に存在し、筋肉の構造を維持する
役割をしている。コネクチンの弾性を担
っている領域は、PEVKの４つのアミノ酸が
全体の 70％を占める PEVK 領域のみである
と現在はいわれている。しかし申請者は、無脊
椎動物であれば新しい弾性モチーフを持つ
タンパク質が存在するのではないかと考え
た。 

環形動物ゴカイ体壁筋（斜紋筋）の cDNA 
library を用いて、これまで得られていた
4000Kの配列をもとに 3´及び 5´ walkingを
行ない、62,865 bp、分子量にして 233万の
全配列を決定した。この 4000K配列は、Ig ド
メインの連続構造を持つことや、Ig と Fn3 
ドメインのスーパーリピート構造を持つ点
で脊椎動物コネクチンと類似していた。しか
し一方で、スペクトリンドメインを持つこと、
47 個のアミノ酸のリピート構造を持つこと、
Ig ドメインと PEVK 領域のリピート構造
を持つこと、Fn3 ドメインのみの連続構造を
持つことなど、これまでのコネクチン様タン
パク質では見つかっていないゴカイ斜紋筋
4000K 特有の構造が存在することが分かっ
た（図１）。 

 
２．研究の目的 
無脊椎動物の筋肉から弾性モチーフを持つ
新しいタンパク質を探し出し、その性質と作
用を調べる。 
 
３．研究の方法 
(1) 材料：環形動物ゴカイの体壁筋（斜紋筋）、
棘皮動物ウニの咀嚼筋（平滑筋）、および軟
体動物カサガイ（Lo ia do suosa）の平滑筋
を使用した。 

 なお、この 4000K配列の N末端および C
末端の組み換えタンパク質に対する抗体を
作製し、その抗体が 4000K に反応したこと
から、スクリーニングにより得られた配列は
4000Kのものであることが確認できた。 
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(2) ゴカイのコネクチン様タンパク質の塩基
配列は、体壁筋から cDNA library を作製後、
抗体スクリーニングにより部分配列を得て、
その5’および3’ 方向へのwalkingにより決定
した。 

 
 
 
 

  
(3) ゲノム配列からのコネクチン様タンパ
ク質の探索と塩基配列の決定 

 
 

ゲ ノ ム 配 列 は 、 Strongylocentr tus 
purpura us（アメリカムラサキウニ）および
Lottia gigantea（ナスビカサガイ）の公開さ
れているゲノムデータベースを利用した。コ
ネクチン様タンパク質の探索は、ゲノムデー
タベースからヒトコネクチンのN末端側700
アミノ酸と C末端付近の kinaseドメインの
アミノ酸配列を用いて BLAST検索した。共
通してヒットした領域について、イムノグロ
ブリン（Ig）やフィブロネクチン（Fn3）な
どのドメイン検索をもとに、エクソン-イント
ロン予測を行なった。その後、RT-PCRによ
りエクソン部分を決定した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図１．ゴカイ 4000Ｋタンパク質のドメイン
構造 

 
(4) 繰り返し配列領域の組み換えタンパク
質の調製と精製  

(2) ゴカイ 4000Ｋタンパク質に存在する 47
アミノ酸繰り返し配列の性質 

GST 融合タンパク質として発現させた後、
Glutathione Sepharose 4Bを用い、GSTを
切断して精製した。その溶出画分はイオン交
換クロマトグラフィーにより、さらに精製を
行なった。 

 ゴカイ斜紋筋のコネクチン様 4000Ｋタン
パク質には、グルタミン、グルタミン酸、バ
リンに富む、47個のアミノ酸が 11回繰り返
された特徴的な領域が存在した。この領域の
性質を知るため、二次構造予測と超遠心分析
による解析を行なった。その結果、α へリッ
クス 12%、β構造 48%、ランダム構造 40%
の二次構造であり、超遠心分析で沈降係数は

二次構造の予測は、円偏光二色性スペクト
ルを測定し、CONTINLLプログラムにより 
解析した。 

 
 



2.0、摩擦係数は 2.54 であったことから、非
常に細長い構造をしていることが分かった。 

 
 
   

(3) ザリガニＩ-コネクチンに存在する68ア
ミノ酸繰り返し配列の性質 

 
 
  節足動物のコネクチン様タンパク質であ

るＩ-コネクチンには、セリン、グルタミン酸、
リシンに富む 68個のアミノ酸が 41回繰り返
す SEK リピートが存在する。このうち５リ
ピート分について組み替えタンパク質を精
製し、二次構造予測を行なった。その結果、
ランダムコイルが 77%を占めることが分か
った。次に超遠心分析を行なった結果、沈降
係数は 1.3、摩擦比は 3.0 であり、非常に細
長い繊維状の形態をしていることが示され
た。 

 
 
 
 
 
 
図２．ウニとカサガイ コネクチン様タンパク
質のドメイン構造。上：ウニ、下：カサガイ 
 
 棘皮動物と軟体動物で明らかになったよ
うに、脊椎動物の平滑筋にはほとんど発現し
ていないコネクチンが、似て非なるドメイン
構造を持って、無脊椎動物の平滑筋に存在し
ていることが示唆された。 

 上記の結果から、ゴカイの斜紋筋やザリガ
ニのハサミ閉筋に存在するコネクチン様タ
ンパク質には、同じアミノ酸数であっても長
い距離を担うことができるアミノ酸の繰り
返し配列が存在していることが明らかにな
った。このことは、環形動物の斜紋筋や節足
動物横紋筋のサルコメア長が脊椎動物横紋
筋に比べて 2.5～3.5 倍も長いことと関係し
ていると考えられる。 
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