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研究成果の概要（和文）：ナマコの体壁真皮はキャッチ結合組織と呼ばれる刺激に反応して硬さが変わる結合組織であ
る。細胞外基質に直接作用して真皮を軟化させる物質は、これまで知られていなかった。我々は強い機械的刺激をあた
えると著しく軟化するシカクナマコの真皮から軟化タンパク質を精製し、ソフニン(softenin)と名付けた。ソフニンの
分子量は約20 kDaであった。ソフニンは生きた細胞を含んだナマコの真皮だけでなく、細胞を破壊した真皮も軟化させ
たので、ソフニンは真皮の細胞外基質に直接作用して真皮を軟らかくすると考えられる。

研究成果の概要（英文）：The holothurian body wall dermis is a catch connective tissue which changes its 
stiffness in response to stimulation. Substances which soften the dermis by working directly on its 
extracellular matrix had been unkown. We purified a softening protein from the dermis of a sea cucumber 
Stichopus chloronotus whose dermis dramatically softens in response to strong mechanical stimulation. We 
named this protein softenin. The apparent molecular mass of softenin is 20 kDa. Softenin softened the 
fresh dermis which contained living cells. The protein also softed the dermis whose cells had been 
disrupted. This result suggests that softenin softens the dermis by working directly on the extracellular 
matrix of the catch connective tissue.

研究分野：動物生理学
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１．研究開始当初の背景 
棘皮動物は、可逆的に硬さを変える結合組織
を持つ。この結合組織はキャッチ結合組織と
呼ばれ棘皮動物の全てのグループに見られ
る。キャッチ結合組織は棘皮動物に独特の組
織で、外界からのさまざまな刺激に反応して
硬さを変える。キャッチ結合組織の細胞外成
分はコラーゲン繊維やグリコサミノグリカ
ンなどの巨大分子で構成されている。棘皮動
物は、キャッチ結合組織を使って低いエネル
ギー消費で長時間、姿勢を維持することがで
きる。神経伝達物質のアセチルコリンなどを
キャッチ結合組織に添加すると急激かつ可
逆的な硬さ変化が起きることから、この組織
は神経支配で硬さ変化をおこすと考えられ
ている。しかしタンパク質分子レベルでどの
ような機構で硬さ変化がおきるかは、ほとん
どわかっていないなかった。 
 キャッチ結合組織であるナマコの体壁真
皮は 1個体から得られる量も多くタンパク質
の精製などの生化学的な研究むきの実験材
料だといえる。以前にアメリカの Trotter ら
は樹手目のナマコ(Cucumaria frondosa)の
真皮から真皮を硬くする作用を持つタンパ
ク質(テンシリン；tensilin)を精製していた。
我々も楯手目に属するニセクロナマコ
(Holothuria leucospilota)の真皮からテンシ
リンを精製することに成功した［＜引用文献
＞①］。我々は精製したテンシリンを用いて
動的力学試験をおこない、定量的に硬さやエ
ネルギー散逸率(energy dissipation ratio)を
測定し、テンシリンはカルシウム欠除海水中
で軟らかくなったナマコの真皮を硬くする
が、テンシリン単独の作用では真皮は最も硬
い状態にはならないことをあきらかにした。
以前にナマコの真皮には軟らかい状態、硬い
状態の他に力学的に性質の異なる標準状態
（軟らかいと硬いの中間の状態）があるとい
うナマコの真皮の硬さの 3状態説が提唱され
ていたが、以上の結果はナマコの真皮を軟ら
かい状態から標準状態にする硬化因子（即ち
テンシリン）と標準状態から硬い状態にする
硬化因子が異なることを示しており、3 状態
説を支持する（図 1、参照）。我々は、さらに
ニセクロナマコの真皮からテンシリンとは
異なる硬化因子を部分精製した［＜引用文献
＞②］。この「新規硬化因子」は天然海水と
等濃度のカルシウムイオンを含む正常人工
海水中の真皮、即ち標準状態の真皮を硬くす
る因子である（図 1、参照）。 
 上記のナマコ以外にも真皮が硬さ変化を
おこすものは知られていた。楯手目に属する
シカクナマコ(Stichopus chloronotus)に強い
機械的刺激を与えると、その真皮がドロドロ
に溶けてしまうことがわかっていた。 
 
２．研究の目的 
我々はタンパク質分子レベルで、どのような
機構でキャッチ結合組織の硬さ変化がおこ
るのかを解明することを目的に本研究を開

始した。本研究では、まず「新規硬化因子」
を完全に精製することをこころみたが、それ
は難しい事がわかった。よって次に硬化因子
とは逆のはたらきを持つ軟化因子をナマコ
から抽出することをこころみた。 
 
３．研究の方法 
軟化因子の抽出には、楯手目に属するシカク
ナマコ(Stichopus chloronotus)の体壁真皮を
用いた。シカクナマコを用いたのは、このナ
マコの体壁真皮が著しく軟化をおこすこと
から、真皮が大量の軟化因子を含んでいると
考えたからである。緩衝液中に浸した真皮を
ステンレス棒で刺激すると、真皮は急激に軟
化した。この真皮の抽出液を陰イオン交換ク
ロマトグラフィーおよび 2 種類のゲル濾過
クロマトグラフィーで精製していくことで
軟化因子を追った。抽出液および精製した画
分の軟化活性は、動的力学試験により確かめ
た。試験にはシカクナマコの真皮だけではな
く 、 ニ セ ク ロ ナ マ コ (Holothuria 
leucospilota)の真皮も用いた。前者は界面活
性剤 Triton X-100 処理によって細胞を破壊
した真皮「トリトンモデル」を、後者はトリ
トンモデルだけでなく、トリトンモデルを凍
結融解処理して細胞外成分間の相互作用を
解除した真皮「トリトン凍結融解モデル
Triton-Freeze-Thaw model」(TFTモデル)、
そして細胞破壊処理をおこなっていない生
きた細胞を含む真皮(fresh dermis)の 3 種類
の試料を用いた。これらの試料に±5%の引張
圧縮歪みを繰り返し加え、その時に発生する
応力を測定した。1 周期の歪みでは、引張歪
みが最大の時に応力は最大であった。したが
って、歪みが+5%の時の応力を 1周期中の硬
さの指標とした。抽出液および精製物を真皮
に投与した時の硬さの変化から軟化活性の
有無を判別した。 
 精製したタンパク質をエドマン分解し、そ
のN末端アミノ酸配列を解析した。 
 
４．研究成果 
シカクナマコの真皮抽出液には、シカクナマ
コ真皮のトリトンモデルに対する軟化活性
があった。抽出液は細胞外成分に直接作用す
る軟化因子を含んでいると考え、3 段階のカ
ラムクロマトグラフィー（陰イオン交換クロ
マトグラフィーと 2種類のゲル濾過クロマト
グラフィー）を使って軟化活性を持つ画分の
精製を進めた。カラムクロマトグラフィーを
使って精製した画分を SDS-PAGE で泳動し
た結果、見かけの分子量が 20 kDaの単一の
バンドを得た。このタンパク質を軟化因子だ
と見なした。このタンパク質は糖鎖検出試薬
で染まったので糖タンパク質である。軟化因
子の N 末端アミノ酸配列を解析し、17 残基
分の配列を得た。BLAST を用いて相同性解
析を行った結果、この配列と高い相同性を持
ち、軟化の作用を説明できるような既知タン
パク質は見つからなかった。ゆえに、このタ 



 
 
 
 
 
図 1 ナマコの真皮の硬さの 3状態仮説 
 
ンパク質は新発見のものであると考え、キャ
ッチ結合組織を軟化させるというはたらき
からソフニン(softenin)と命名した。 
 ソフニンはシカクナマコ真皮のトリトン
モデルだけでなく、ニセクロナマコ真皮のト
リトンモデルも軟化させた。この結果は、ソ
フニンおよび、その相同タンパク質がナマコ
に広く分布する、共通の軟化因子であること
を示唆する。ソフニンは真皮のトリトンモデ
ルだけでなくニセクロナマコの fresh dermis
も軟化させた（図 2、参照）。よって、細胞の
生死とソフニンの軟化活性には関係がない。
TFT モデルはトリトンモデルよりも軟らか
く、ソフニンを与えても軟化しなかったが、
ニセクロナマコ由来の硬化タンパク質テン
シリンを投与すると硬くなった（図 3、参照）。
テンシリンはナマコから単離したコラーゲ
ン原繊維を凝集させる作用があることから、
テンシリンがコラーゲン原繊維に直接はた
らきかけて真皮を硬化させている可能性が
指摘されていたが、この結果はソフニンと同
じくテンシリンが細胞外成分に作用してい
ることの初の実験的証拠である。テンシリン
の作用で硬化した TFT モデルはテンシリン
を除くと、わずかに軟らかくなり、そこにソ
フニンを加えると急激に軟化した（図 3、参
照）。これらの結果は、トリトンモデルは標
準状態、TFTモデルは軟らかい状態の fresh 
dermisの力学的状態に対応し、ソフニンが標
準状態の真皮を軟らかくすることを示唆し
ている（図 1、参照）。 
 ニセクロナマコの体壁真皮から単離した
コラーゲン原繊維を用いて、凝集アッセイを
おこなった。以前から知らせていたように、
単離したコラーゲン原繊維の懸濁液にテン
シリンを加えると原繊維の凝集がおこった
［＜引用文献＞①］。テンシリンの作用で凝
集した原繊維にソフニンを加えると原繊維
は分散した。テンシリンの作用で凝集した原
繊維を繰り返し凍結融解しても原繊維は同
じように分散した。これらの結果は、テンシ
リンによってコラーゲン原繊維間に架橋が
形成され、凍結融解処理によって架橋が破壊
されることおよび、ソフニンが架橋の形成を
妨げることによって真皮を軟らかくするこ
とことを示唆する。 
 本研究をおこなうことによってナマコの
真皮から未知の軟化タンパク質ソフニンを
精製することができた。ソフニンは図で示
したように標準状態の真皮を軟らかくする
因子である。また本研究によってソフニンも
テンシリンも、ともに細胞外基質に作用して
真皮を軟化あるいは硬化させることがあき

らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 ソフニンはシカクナマコ（上）および
ニセクロナマコ（下）の真皮のトリトンモデ
ルを軟化させた 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 ニセクロナマコの真皮の TFT モデル
を用いたソフニンとテンシリンの組み合わ
せ実験 
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