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研究成果の概要： 
 二枚貝キャッチ筋の張力維持機構を分子レベルで明らかにするために，キャッチ収縮制御タ

ンパク質トゥイッチンの機能を解析した。非リン酸化状態のトゥイッチンは収縮タンパク質で

あるミオシンのループ 2 領域とアクチンのサブドメイン１領域に結合して 3 者で複合体を形成

した。リン酸化状態のトゥイッチンでは複合体は形成しなかった。トゥイッチンはリン酸化に

よってその立体構造を変化させている可能性が分かった。 
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研究分野：生体高分子化学 
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１．研究開始当初の背景 
 二枚貝閉殻筋やムラサキイガイ前足牽引
筋（ABRM）は，長時間にわたって張力を維持
することができる。このキャッチ収縮はエネ
ルギーをほとんど消費しないことで知られ
る。キャッチ収縮の分子機構の全貌は明らか
となっていないが，キャッチ収縮制御タンパ
ク質トゥイッチンが発見されてから徐々に
解明が進んできた。 
 キャッチ筋は細胞内カルシウム濃度の上
昇に伴って張力を発生し（活性状態），その
後カルシウム濃度が弛緩レベルまで低下す
ることでキャッチ状態になる。キャッチ状態

はトゥイッチンがリン酸化されることで解
除され，筋肉は元の状態に戻る。再び筋肉が
キャッチ状態になるためにはトゥイッチン
が脱リン酸化されなければならない。 
 トゥイッチンのキャッチ収縮制御のメカ
ニズムを分子レベルで明らかにするために，
トゥイッチンが相互作用する成分を探索し
たところ，収縮タンパク質であるミオシンと
アクチンに結合することが分かった。非リン
酸化トゥイッチンは，ミオシンとアクチンと
結合し，3 者で複合体を形成し，それはトゥ
イッチンのリン酸化によって解離した。 
 ミオシン・アクチン・トゥイッチン複合体
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の形成が，キャッチ状態における張力維持の
本質である可能性が高く，その詳細を明らか
にすることが，キャッチ収縮メカニズムを明
らかにするために必要である。 
 
２．研究の目的 
 既に，アクチンのサブドメイン 1領域がト
ゥイッチンに結合することが明らかとなっ
ている。この領域はアクチンとミオシンが滑
り運動する際に最初に結合する部位とされ，
ミオシンのループ 2領域が結合する。したが
ってトゥイッチンもミオシン・ループ 2領域
に結合する可能性が高いと考えられた。そこ
で本研究では，ミオシン・アクチン・トゥイ
ッチン複合体の結合機序を明らかにするた
めに，ミオシンのトゥイッチン結合部位の同
定することを目的とし，また，トゥイッチン
のリン酸化によって複合体が解離するメカ
ニズムをトゥイッチンの立体構造変化によ
るものと考え，トゥイッチンのリン酸化状態
と非リン酸化状態の立体構造の違いを調べ
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）【共沈殿実験】ムラサキイガイ・ミオ
シン，ニワトリ・F アクチンおよび TWD2-S
の複合体形成に対するループ 2ペプチドの影
響を調べた。20 μg/ml ミオシン，1 mg/ml ア
クチン，20 μg/ml TWD2-S および TWD2-S
に対してモル比 1/10，1/5， 1/2，1 および 5/1
の ル ー プ 2 ペ プ チ ド ， 20 mM 
3-(N-morpholino)propanesulfonic acid 
(MOPS)-NaOH (pH 7.4)，30 mM KCl，4 mM 
MgCl2 ， 1 mM ATP ， 0.1 mM 
O,O'-bis(2-aminoethyl)ethyleneglycol-N,N,
N',N'-tetraacetic acid (EGTA)の混合液を作
製し，15 分間氷上に放置した後，5000ｇの
遠心分離に供した。上清と沈殿をそれぞれ
SDS-PAGE に供した。ループ 2 ペプチドの
代わりにアクチンペプチドを用いて同様の
実験を行った。 
【固相結合実験】TWD2-S のアクチン，ミオ
シ ン 及 び ミ オ シ ン ル ー プ
2(CAQNKEAETTGTHKKRKSSA)に対する
結合能力の pH 依存性を調べた。アクチンは
ニワトリ骨格筋またミオシンは ABRM から
精製したものを用いた。アクチンは 50 mM 
KCl を含む 20 mM Tris-maleate (pH 7.0)に
溶解し，ミオシンは 0.6 M KCl and 0.1 mM 
DTT を含む 20 mM MOPS-NaOH (pH 6.8)
に溶解した。プラスチックイムノプレートの
ウェルを 50 μg/ml アクチン, 50 μg/ml ミオ
シンもしくは 50 μg/ml ループ 2 ペプチドで
コートした後，キット付属の 1 x BSA 
Diluent/Blocking Solution でブロッキング
した。次に 1 mM EGTA および 200 mM KCl
を含む 50 mM MOPS（pH 6.7, 7.2, 7.4）に

溶解した 30 μg/ml TWD2-S をプローブとし
てウェルに加え 1 時間室温で放置した。結合
の検出はマウス抗 His-tag 抗体およびアルカ
リホスファターゼ標識抗マウス IgG 抗体を
それぞれ 1 次抗体および 2 次抗体として使用
して行った。630 nm における吸光度を測定
した。 
【等温滴定熱測定（ITC）分析】ITC 分析は
VP-ITC calorimeter (MicroCal LLC)を用い
て行った。測定条件は次の通り： total 
injections，25 times；cell temperature，25 
ºC； reference power，10 mCal/s; initial 
delay，600 s；syringe concentration，400 
mM；cell concentration，10 mM；stirring 
speed，300 rpm。インジェクションパラメ
ーターは次の通り。volume，10 μl；duration，
20 s；spacing，300 s；filter period，2 s。
滴定は 25℃で 400 μM ループ 2 ペプチドを
10 μl ずつ 10 μM TWD2-S が 1.5 ml 入った
セルにインジェクションすることにより行
った。測定バッファーは 30 mM potassium 
phosphate (KPi) (pH 7.0)，4 mM MgCl2，1 
mM ATP。得られたデータは希釈熱補正した
後，Microcal Origin 6.0 software を用いてコ
ンピュータ解析した。ループ 2 ペプチドの代
わりにアクチンペプチドを用いて同様の実
験を行った。また，TWD2-S をチオリン酸化
TWD2-S に代えて同様の実験を行った。 
 
４．研究成果 
【共沈殿実験】カルシウム非存在及び ATP
存在（キャッチ条件）下においてミオシン，
アクチン及び TWD2-S は複合体を形成した
（Fig. 1A）。ループ 2 ペプチドを加えるとア
クチンが上清に確認された（Fig. 1A）。これ
はミオシンとループ 2ペプチドが競合した結
果，ミオシン・アクチン・トゥイッチン複合
体が解離したものと考えられた。加えるルー
プ 2 を増加すればするほど，複合体は解離し
た。TWD2-S は上清画分に確認されるように
なり，TD2－S はアクチンとの結合を保持し
ていると考えられた。一方，アクチンペプチ
ドを加えた場合，同じようにミオシン・アク
チン・トゥイッチン複合体が解離した（Fig. 
1B）。これはアクチンとアクチンペプチドが
競合した結果と考えられた。加えるペプチド
の量を増やせば増やすほど，複合体は解離す
るようになった。TWD2-S は沈殿画分に確認
され，TWD2-S のミオシンとの結合は保持さ
れていると考えられた。本実験の結果，ミオ
シン・アクチン・トゥイッチン複合体の形成
にはミオシンループ 2領域が深く関与してい
ることが明らかとなった。 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

【固相結合実験】ミオシン・アクチン・トゥ
イッチン複合体生成の pH 依存性を，pH 6.7，
7.2，7.4 および 7.7 における TWD2-S とミオ
シン，ミオシンループ 2およびアクチンとの
結合性を調べた。TWD2-S とミオシンとの結合
性は pH 7.2 で大きく減少した（Fig.2）。ル
ープ 2ペプチドへの結合は各 pH で有意な差
は確認されなかった。アクチンへの結合は pH 
7.2，7.4 および 7.7 において pH 6.7 よりも
減少した。このように TWD2-S のミオシンと
アクチンに対する結合性は pH が上昇すると
減少したが，それでも結合しており，その結
果として複合体形成能を失っていないと判
断された。したがってミオシン・アクチン・
トゥイッチン複合体形成は pH にあまり影響
されないと結論された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【等温滴定熱測定（ITC）分析】TWD2-S と
ミオシンループ 2ペプチドの結合につき ITC
分析を行い，結合が確認された（Fig.3A）。
また，アクチンペプチドを用いた場合も，結
合が確認された（Fig.3B）。それぞれの場合
について，結合数，結合定数，ΔH，ΔS が
算出された（Fig.3）。また，チオリン酸化処
理した TWD2-S は，ミオシンループ 2 およ
びアクチンペプチドどちらとも結合しなか
った。以上の結果から，ミオシン・アクチン・
トゥイッチン複合体形成にはミオシンルー
プ 2 とアクチンサブドメイン 1 量域が深く関
与していることが分かった。 
 
 
 

Fig. 1. キャッチ条件下における共沈殿
実験．沈殿画分と上清画分を SDS－
PAGE に供した。A,ループ 2 ペプチドを
加えた場合．B， アクチンペプチドの場
合. SDS-PAGE パターンの下の図は，沈
殿画分のデンシトグラム。  M, 分子量マ
ーカー；S，上清；P，沈殿画分；MyHC，
ミオシン重鎖； AC, アクチン． 

Fig. 2. TWD2-S のミオシン，ミオシンル
ープ 2 ペプチドおよびアクチンへの結合
能に及ぼす pH の影響。 
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Fig. 3. TWD2-S およびチオリン酸化
TWD2-S とミオシンループ 2 およびアク
チンペプチドとの結合の ITC 測定。  


