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研究成果の概要： 横紋筋にしか存在しないと思われている弾性タンパク質コネクチンを、

横紋筋以外から探し出した。ムラサキイガイ平滑筋に推定分子量約 400 万のバンドを見出

し、無脊椎動物コネクチン抗体２種類が反応することを示した。環形動物ゴカイ斜紋筋の

分子量約 400 万のタンパク質については、塩基配列 21.3 kbp を決定し、新しいリピート構

造や弾性を示す新規配列を持つことを明らかにした。さらに張力測定によって、このタン

パク質が弾性に富むことも示した。 
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１．研究開始当初の背景 

脊椎動物横紋筋のサルコメアには、Ｚ線か

らＭ線までを１分子でつなぐ弾性タンパク

質「コネクチン（タイチン）」が存在し、そ

のスプリングのような弾性でＡ帯をサルコ

メアの中央に維持させ、筋肉が収縮と弛緩を

繰り返しても乱れることの無い構造を保つ

役割をしている。その弾性を担っている領域

のアミノ酸配列は、ＰＥＶＫの４つのアミノ

酸で全体の 70 ％を占める PEVK 領域である。

長い間「脊椎動物の横紋筋にしか存在しな

い」と言われてきたコネクチンであるが、近

年、申請者らの研究とゲノムの解読によっ

て、節足動物（ザリガニ・ショウジョウバ

エ）と線形動物（C. elegans）からコネク

チンに似た配列が見つかり、無脊椎動物の

横紋筋にもコネクチン様タンパク質が存

在することが明らかになった。さらに、こ

のコネクチン様タンパク質には、PEVK 配

列の他に、脊椎動物には存在しない

semi-PEVK ともいうべき配列が存在して

いた。この semi-PEVK 領域の融合タンパク

質を作製して１分子計測により調べた結

果、持続長 0.38 nm という非常にやわら
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かい性質を持つことがわかった。これらのこ

とから、現在、脊椎動物・無脊椎動物両者の

横紋筋にのみ存在する PEVK 配列と semi- 

PEVK 配列が弾性を示す配列であるといわれ

ている。しかし、弾性を示す PEVK や semi- 

PEVK 配列は、横紋筋以外にも存在している

のではないかと考え、研究を行った。 

 
２．研究の目的 
本研究は，PEVK 配列およびその類似配列

を持つタンパク質を横紋筋以外から探し出
し、その一次構造と伸縮機能および生体内で
の役割を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 電気泳動およびイムノブロットテスト  

 筋組織または融合タンパク質は、SDS 溶液

中で熱変性させ、電気泳動に用いた。イムノ

ブロットは、ニトロセルロース膜に転写後に

ブロッキングを行い、一次抗体に続いて HRP

標識二次抗体を反応させて発色を行った。 

 

(2) cDNA library の作製  

ゴカイ体壁筋から Total RNA を調製後、

Poly A RNA を調製し、cDNA 合成を行った。

Poly A RNA を鋳型とした逆転写プライマーに

はランダムヘキサマーを用い、合成した cDNA

をサイズフラクションカラム にかけた後、

大きなフラグメントを含む画分のみを選び、

λZAPⅡ vector に組み込み、ゴカイ体壁筋

cDNA libraryとしてスクリーニングに用いた。 

 

(3) 抗原の調製 

GST 融合タンパク質のタグを切り離して溶
出した抗原タンパク質を SDS電気泳動した後、
目的のバンドのみを切り出し、電気泳動的に
タンパク質を抽出した。抽出液から透析によ
って SDS を除き抗原とした。 

 
(4) 抗体の作製 

 精製した目的のタンパク質を等量の不完

全アジュバンドとよく混合し、総抗原量約 1 

mg をウサギに皮下注射して抗体を作製した。

イムノブロットにより、十分な抗体価が得ら

れたことを確認した。 

 

(5) 抗体の精製 

 ゴカイ 4000K組み換えタンパク質を用いて
メンブレンアフィニティーにより抗体精製
を行った。 
 
(6) 一分子計測 

GST 融合タンパク質はタグをつけたまま溶

出し、透析によってグルタチオンを除いたも

のを測定に用いた。アフィニティーカラム

精製したタンパク質濃度は 11μM、GST の

みのサンプルをコントロールとし、測定は

ワシントン州立大学の Henk Granzier 教授

に依頼した。 

 
４．研究成果 

(1) ムラサキイガイ平滑筋に存在するコ

ネクチン様タンパク質 

平滑筋として生理学的な研究に用いら

れているムラサキイガイ前足糸牽引筋と

カキ平滑筋全抽出物を、2-6%濃度勾配ゲル

を用いたSDS電気泳動によって分離すると、

移動度からそれぞれ分子量がおよそ400万

と 350 万とみられるバンドが確認された 

(図 1)。ニトロセルロース膜に転写し、I-

コネクチン抗体を用いたイムノブロット

を行ったところ、ムラサキイガイ 4000K タ

ンパク質には SP2 と SEKC の２種類の抗体

が、カキ 3500K タンパク質には SEKC が反

応した (図 2)。そこでこれらのタンパク質

はコネクチン様タンパク質であると考え、

便宜上ムラサキイガイ 4000K、カキ 3500K

と名づけた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

一次構造の探索 

 ムラサキイガイ 4000Kの一次構造を決定す

るため、4000K に反応する２種類の I-コネク

チン精製抗体を用いて、ムラサキイガイ cDNA

ライブラリーのイムノスクリーニングを行

った。SEKC ではおよそ 250 万クローン、SP2

では 280万クローンのスクリーニングを行っ

たが、4000K のポジティブクローンを拾うこ

とはできなかった。拾えない原因は精製抗体

の反応性が弱いことにあると考え、ムラサキ

イガイ 4000Kに対して新しい抗体の作製を数

回試みたが、できた抗体はムラサキイガイ平

滑筋に存在する多くのタンパク質に非特異

的に反応する等となり、現在までにスクリー

ニングに用いる抗体はできていない。 

 

(2) ゴカイ斜紋筋 4000K の一次構造 

 無脊椎動物には横紋筋の他に斜紋筋と呼

ばれるタイプの筋肉が存在する。環形動物で

あるゴカイ体壁筋を SDS電気泳動後イムノブ

ロットすると、コネクチン抗体と免疫交叉性

を持つ巨大タンパク質が存在している。その

移動度から 4000K と名づけ、分子内に弾性領

域を持つかどうかを調べるため、一次構造の

決定から研究を進めた。 

 

① 4000K の塩基配列の決定 

作製したゴカイ体壁筋 cDNA ライブラリー

を用いて、4000K 抗体によるイムノスクリー

ニングおよび 3’と 5’walking を行った。そ

の結果、21.3 kbp (780 kDa) の配列を決定

することができた（図 3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

② 部位特異的抗体の作製 

配列が本当に4000Kの配列であるかどうか

を確かめるために、配列の中間部位付近に特

異的な抗体 Gfam（24 kDa）を作製した。抗

原(Gfam)によりアフィニティー精製した抗

体を用いてゴカイ体壁筋に対してイムノブ

ロットを行った結果、4000K にのみ反応を示

した。このことから今回決定した配列は

4000K の配列であることが確かめられた。 

 

③ 一次構造の解析 

4000K の一次構造を解析した結果、以下

のような特徴が明らかになった。 

Ｃ末端側に約70残基からなるPEVK セグ

メントと Ig ドメインが交互に繰り返され

た配列が見られた。この PEVK セグメント

のアミノ酸組成は、PEVK の４種のアミノ酸

割合が合計で 92％と非常に高かった。また、

PEVK セグメント内には 6 つのアミノ酸か

らなる非常によく保存されたリピートが

存在していた。さらにＮ末端側には多数の

Ig ドメインが見られ、それ以外の大部分は

他のタンパク質と相同性の低いユニーク

なものだった。しかし、ユニーク配列を解

析したところ、47 アミノ酸からなるリピー

トが 2 種類 (11 リピートと 5 リピート)、

46 アミノ酸からなるリピートが 1 種類 (3

リピート)存在していることがわかった。

これらのリピートについて、それぞれ

BLAST を用いてホモロジー検索を行ったが、

有意な相同性を持ったタンパク質は見つ

からなかった。これらの結果から、ゴカイ

斜紋筋の4000Kはコネクチンに特徴的な配

列を持つと共に新規配列も持っているこ

とが明らかになった。 
 

④融合タンパク質の一分子計測 

 Ig ドメインと PEVK 領域をそれぞれ 3つ
ずつ持つ部位(図 3の GST-Ig-PEVK、図 4右
がサンプルの電気泳動像)の性質を調べる
ため、一分子計測を行った。図 4が示すよ
うに、前半はなだらかに上昇しているが横
軸約 50nmのあたりから Igドメインによる
と思われる2つの連続したピークが見られ
た。一方、前半のなだらかな上昇は、Igド
メインよりも先に伸びきっていることか
ら PEVK によるものと考えられる。4000K の
Ig ドメインと脊椎動物コネクチンの Ig ド
メインとのアミノ酸の相同性は 20%程度と
低いにも関わらず、unfolding force はさ
ほど変わらない値を示した。また、Ig ドメ
インよりも先に伸びていることや弱い力
でも伸びきっていることから、4000K の
PEVK 領域も弾性に富む配列であることが
わかった。 
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