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研究成果の概要（和文）：棘皮動物の筋肉はほとんどが平滑筋であり、その収縮は、他の動物の平滑筋のように、ミオ
シン軽鎖のCa2+依存的なリン酸化によって制御されると考えられてきた。本研究では、ウニの筋肉において、高等動物
の横紋筋で知られるトロポニンによる制御機構も存在する可能性が示された。また、ウニのトロポニンの構造上の特徴
から、脊椎動物のトロポニンとは異なる作動機構によって収縮が調節されると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Most of the musculature in echinoderms are smooth muscle and the contraction of 
which is believed to be regulated by the phosphorylation of myosin light chain depending on intracellular 
Ca2+ concentration as in the case of other smooth muscles in higher animals. In this study, troponin 
which is known as an actin-linked regulatory protein of striated muscles was revealed to be present in 
the various smooth muscles of sea urchin. The subunits of sea urchin troponin were obtained by the 
expression system constructed in Escherichia coli and were confirmed to be functional in vitro, even 
though they are lacking some regions which are known to be essential for the Ca2+-dependent activation of 
vertebrate striated muscle contraction. Therefore, the sea urchin troponin should activate the 
contraction by the acting mechanisms different from those of vertebrate troponin.

研究分野： 水産生化学
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１．研究開始当初の背景 
筋肉の収縮はアクチンフィラメントとミ

オシンフィラメントが互いに滑り込むこと
によって起こるが、その際、ミオシン分子は、
ATP を ADP とリン酸に分解し、生じた化学
エネルギーを利用してアクチンフィラメン
トを手繰り寄せる。この筋収縮は、神経刺激
に連動した細胞内の Ca2+濃度変化によって
調節され、その分子機構は、動物や筋肉の種
類によって多様である。横紋筋では、多くの
場合、アクチンフィラメント上に存在するト
ロポニンがその役割を果たしており、Ca2+は
トロポニンのサブユニットであるトロポニ
ン C に結合し、トロポニン I のアクチンへの
結合を解除して、アクチンとミオシンの相互
作用を引き起こす。一方、平滑筋では、Ca2+

はカルモジュリンに結合し、この Ca2+-カル
モジュリン複合体がミオシン軽鎖キナーゼ
に結合してこれを活性化する結果、ミオシン
の調節軽鎖がリン酸化されてアクチンとミ
オシンの相互作用が促進される。 

棘皮動物は、神経刺激によって固さを変え
る結合組織を持つ唯一の動物で、それが筋肉
と協調して作用することで、体勢の維持や運
動を行っている。このような特徴を持つ棘皮
動物の筋肉は、特異な収縮調節機構を持つ可
能性も考えられる。棘皮動物の筋肉は大部分
が平滑筋であり、一般的な平滑筋と同様、ミ
オシン軽鎖のリン酸化による調節系を持つ
と考えられてきた（文献①および②）。しか
し、近年になって、アメリカムラサキウニ・
ゲノムプロジェクトが行われた結果、トロポ
ニン I やトロポニン T をコードする遺伝子の
存在が示され、トロポニンによる収縮調節機
構の存在が示唆された。また、トロポニン C
の遺伝子は確認されておらず、このトロポニ
ンがどのような分子機構で筋収縮を調節す
るのか関心が持たれた。 
 
２．研究の目的 
棘皮動物の筋収縮を調節するタンパク質

を同定し、収縮調節がどのような機構で行わ
れているかを明らかにする。また、収縮調節
タンパク質の構造と機能を解析し、分子作動
機構が脊椎動物や他の無脊椎動物の場合と
どのように異なるか、比較生化学的に検討す
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) キタムラサキウニ、マナマコ、およびマ
ヒトデの筋組織を材料とし、アクトミオシン
を抽出して、それを構成する各種のタンパク
質を SDS-PAGE で分析した。さらに、得られ
たバンドのタンパク質をゲル内でプロテア
ーゼ消化し、生じたペプチドを質量分析に供
することで、タンパク質の同定を行うと共に、
部分アミノ酸配列を分析した。また、アクト
ミオシンにニワトリの砂嚢から調製したミ
オシン軽鎖キナーゼとリコンビナント・キタ
ムラサキウニ・カルモジュリンを加えて、ア

クチンとミオシンの相互作用の指標である
Mg-ATPase 活性を測定し、それが Ca2+によっ
てどのように影響されるかを調べると共に、
ミオシン軽鎖のリン酸化状態についても質
量分析によって検討した。 
 
(2) 公開されているアメリカムラサキウ
ニ・ゲノムデータを参考に、プライマーを設
計し、キタムラサキウニ顎骨間筋からトロポ
ニンIおよびトロポニンTをコードするcDNA
をクローニングした。得られた cDNA の塩基
配列を解析すると共に、発現用プラスミド
pET-16b に挿入して、大腸菌を形質転換し、
キタムラサキウニ・トロポニン Iおよびトロ
ポニン Tを大腸菌発現によって大量調製した。
また、キタムラサキウニ・カルモジュリンに
ついても、同様にして調製した。精製したリ
コンビナント・トロポニン Iおよび Tは、ア
クチン-トロポミオシン複合体との結合性を
共沈実験によって調べると共に、ウサギ再構
成アクトミオシンに添加して、Mg-ATPase 活
性に及ぼす効果を測定し、筋肉の収縮調節に
関わる機能を解析した。また、リコンビナン
ト・トロポニン Iおよび Tをウサギに免疫し
て抗血清を作成し、ウェスタンブロッティン
グや免疫染色を行って、生体内にトロポニン
が存在していることを確認すると共に、局在
部位を明らかにした。 
 
４．研究成果 
(1) キタムラサキウニ顎骨間筋に含まれる
タンパク質の解析 
キタムラサキウニ顎骨間筋を低塩濃度緩

衝液でホモジナイズして抽出される筋形質
画分と、抽出残渣から高塩濃度緩衝液で抽出
されるアクトミオシンを調製し、その特性を
解析した。筋形質画分を SDS-PAGE に供し、
主要なバンドのタンパク質について、アメリ
カムラサキウニ・ゲノムデータに対する同定
を行ったところ、精子鞭毛クレアチンキナー
ゼ（アクセション No. : XP_785882）、α-ア
クチニン（アイソフォーム X2; XP_797562）、
ミオシン軽鎖キナーゼ（XP_003724502）、筋
肉タイプアクチン（アイソフォーム X1; 
XP_011661664）、並びに、カルポニン様配列
を も っ た muscle-specific protein 20
（XP_011667424）の存在を確認できた（図 1
左）。また、アクトミオシンについても同様
に、ツイッチン（XP_011677154）、ミオシン
重鎖（アイソフォーム X5; XP_003727482）、
筋肉タイプアクチン（アイソフォーム X1; 
XP_011661664）、トロポミオシン（アイソフ
ォーム X3; XP_011679985）、muscle-specific 
protein 20（XP_011667424）、ミオシン調節
軽鎖 12A（XP_783666）、並びに、ミオシン必
須軽鎖（アイソフォーム X1; XP_783518）の
存在を確認した（図 1 右）。さらに、アクト
ミオシンには、SDS-PAGE で分子量約 100,000
を示すパラミオシン様のタンパク質が大量
に含まれており、それは、ミオシン重鎖（ア



 

 

イソフォーム X8; XP_011682900）と同定され
た。しかし、XP_011682900 の配列は 1,940 ア
ミノ酸からなり、計算分子量は 222,743 であ
って SDS-PAGE での値と一致しない。このこ
とから、ウニのパラミオシンが、軟体動物筋
に知られるミオロッドのように、ミオシン重
鎖遺伝子からオルタネイティブスプライシ
ングによって生じる可能性が示唆された。ま
た、アクトミオシンには、Tyr に富んだ分子
量約 30,000 のタンパク質が含まれており、
部分アミノ酸配列より、uncharacterized 
protein LOC105443693（XP_011675497）のＮ
末端側の配列に相当すると考えられたが、類
似したアミノ酸配列を持った他のタンパク
質がこれまでに報告されておらず、その役割
は不明であった。さらに、トロポニンに関連
したバンドは確認されなかったが、後述する
ウェスタンブロッティングにより、抗トロポ
ニン I血清と反応するタンパク質が分子量約
70,000～90,000 の位置にわずかながら検出
された。以上の結果から、ウニの顎骨間筋に
おけるトロポニンの存在量は微量であると
考えられた。 

キタムラサキウニ・アクトミオシンの
Mg-ATPase 活性は 15°C において、0.002 
(µmol Pi/mg/min) 程度と低く、Ca2+感受性も
示さなかった。しかし、ニワトリ砂嚢から調
製したミオシン軽鎖キナーゼとリコンビナ
ント・キタムラサキウニ・カルモジュリンを
添加すると、Ca2+存在時において、活性が約
80%増大し、Ca2+感受性が付与された。これら
の結果から、顎骨間筋の収縮調節は、主とし
て他の動物の平滑筋と同様なミオシン軽鎖
の Ca2+依存的リン酸化によって行われると考
えられ、トロポニンの寄与は小さいと判断さ
れた。 

 
(2) キタムラサキウニ・トロポニンサブユニ
ットの cDNA クローニング 

アメリカムラサキウニ・ゲノムデータベー
スにあるトロポニン I をコードする mRNA の
塩基配列（XM_011671568）、また、トロポニ
ン Tをコードする mRNA の配列（XM_786046）
に基づいて、プライマーを設計し、キタムラ
サキウニ顎骨間筋から RT-PCR によって cDNA
をクローニングした。トロポニン Iについて

は、翻訳領域のうち 629 bp を明らかにでき
たが、5’末端側に未解析の領域が存在する。
また、3’RACE により、3’非翻訳領域の配列
および長さが多様な mRNAの存在が示された。
明らかになった翻訳領域は 209アミノ酸残基
に相当し、C 末端側の 189-200 残基目の領域
は他種トロポニン Iとの相同性が高く、アク
チンと結合して収縮を抑制する機能を持つ
「阻害部位」であると考えられたが、その中
に 2残基の Glu が存在するなど、他に例のな
い特徴も認められた。また、阻害部位より C
末端側は、わずか 9残基しかなく、他種トロ
ポニン I に比較して C 末端が著しく短縮し、
その結果、脊椎動物トロポニン I において
Ca2+依存的にトロポニン C と結合する「調節
領域」を欠損していた。一方、N末端側には、
脊椎動物トロポニン Iにはない大きな伸長領
域が存在し、荷電アミノ酸に富むこの伸長領
域の存在は、昆虫や軟体動物など他の無脊椎
動物のトロポニン Iにも共通する特徴と考え
られた。また、トロポニン Tについては、678 
bp からなる翻訳領域の全長をクローニング
でき、トロポニン Iやトロポミオシンを結合
する部位等、機能部位配列が保存されている
ことを確認した。明らかになったトロポニン
I および T のアミノ酸配列を用いて、分子系
統樹を作成すると、いずれも軟体動物や節足
動物よりも、脊索動物のトロポニンに対して
類縁関係が深いことが示唆された。 
 
(3)キタムラサキウニ・リコンビナント・ト
ロポニンサブユニットの作成と機能解析 
トロポニン I の残基 6-209 の領域、N 末端

伸長領域を欠いた残基 95-209 の領域、また
は、トロポニン Tの全長のそれぞれをコード
する cDNA を発現プラスミドに組み込み、大
腸菌発現によってこれらのタンパク質を調
製した。得られたリコンビナント・トロポニ
ン I をウサギアクトミオシン-トロポミオシ
ンに加え、Mg-ATPase 活性の阻害効果（筋収
縮の阻害活性）を調べたところ、阻害効果は
ウサギ・トロポニン Iの 1/4 程度にとどまっ
た。これは、「阻害部位」に Glu が存在する
ことや、C 末端が短縮していることと関連す
ると推測された。また、共沈実験により、リ
コンビナント・トロポニン Iが、他の動物の
トロポニン Iのように、F-アクチンと結合す
ることを確認した。さらに、3 M 尿素存在下
のポリアクリルアミドゲル電気泳動によっ
て、トロポニン Iはウサギ・トロポニン Cま
たはキタムラサキウニ・カルモジュリンと
Ca2+存在下においてのみ結合し複合体を形成
することが示された。一方、アカザラガイお
よびロブスターのトロポニン Cとは結合しな
かった（図 2）。また、リコンビナント・トロ
ポニン Tは、F-アクチン・トロポミオシンと
共沈したことから、トロポミオシンに対する
結合能を持つと考えられた。さらに、ウサギ
再構成アクトミオシン-トロポミオシンにト
ロポニン T を加えると、Mg-ATPase 活性をわ
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図1 キタムラサキウニの筋肉に確認されたタンパク質



 

 

ずかに活性化した（図 3-④）。また、トロポ
ニン T とトロポニン I の等モル混合物は、
ATPase 活性を強く阻害した（図 3-⑥）。これ
らの特性は、脊椎動物トロポニンサブユニッ
トの特性に類似していた。さらに、トロポニ
ン I：トロポニン T：カルモジュリンのモル
比 1:1:1 での混合物は、Ca2+非存在時に
ATPase 活性を阻害する一方、Ca2+存在時には
わずかに活性化し、脊椎動物トロポニン複合
体に類似したCa2+感受作用を示した（図3-⑨）。
以上の結果から、ウニの生体内において、カ
ルモジュリンを Ca2+結合サブユニットとする
トロポニン様 3成分複合体が存在し、筋収縮
を調節している可能性が示された。 

 
(4)ウニ・トロポニンの局在部位の検討 

リコンビナント・トロポニン Iをウサギに
免疫して得た抗血清は、ウェスタンブロッテ
ィングにおいて、キタムラサキウニ・アクト
ミオシン、筋形質画分および天然アクチンフ

ィラメントのいずれにも存在する約 70 から
90 kDa の成分と反応した。この成分は
SDS-PAGE ゲルの CBB 染色では確認できず、存
在量が少ないと考えられた。また、キタムラ
サキウニ組織切片の免疫染色実験において、
顎骨間筋、二叉骨上挙筋、食道、瓶嚢、およ
び精巣の筋組織部分に、トロポニン Iの陽性
反応が認められ（図 4）、存在量は微量ながら、
トロポニンが筋収縮調節の役割を果たして
いる可能性が考えられた。 

 
(5) 各種棘皮動物の筋タンパク質の特性 
キタムラサキウニ以外にも、マナマコの体

壁縦走筋およびマヒトデの管足から天然ア
クトミオシンを調製した。キタムラサキウ
ニ・アクトミオシンと同様に、得られたアク
トミオシンの Mg-ATPase 活性は低く、Ca2+感
受性も見られなかったが、ニワトリの砂嚢よ
り調製したミオシン軽鎖キナーゼとリコン
ビナント・カルモジュリンの存在下では、Ca2+

依存的に活性が増大した。また、ヒトデ管足
のアクトミオシンについては、その時、ミオ
シンの調節軽鎖がリン酸化されていること
が、尿素ゲル電気泳動並びに質量分析によっ
て確かめられた。さらに、マナマコ体壁縦走
筋ホモジェネートには、抗キタムラサキウ
ニ・トロポニン I血清と反応性を示すタンパ
ク質は見出されなかった。 
以上の結果を総合すると、棘皮動物の筋肉

では、主に、脊椎動物平滑筋と同様に、Ca2+-
カルモジュリンに依存したミオシン調節軽
鎖のリン酸化によって収縮が引き起こされ
るが、特にウニ類に関しては、微量のトロポ
ニンが確かに存在しており、収縮の調節に関
与していると推測された。 
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図2 ウニまたはウサギのトロポニンI（TnI）をそれぞれ、左から
カルモジュリン、ウサギ・トロポニンC、ロブスター・トロポニンC
またはアカザラガイ・トロポニンCの順に混合して電気泳動し
た。ゲルは2 mMのCaCl2を含んでいる。

上方のバンドは、両者が結合して生じた複合体であり、下方の
バンドはトロポニンCである。Ca2+を含まないゲルでは、複合体
は観察されなかった。
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図3 リコンビナント・トロポニンサブユニットがウサギ再構成アクトミオ
シンのMg‐ATPase活性に及ぼす効果

①ウサギ再構成アクトミオシン (AM)
②AM + ウサギトロポミオシン (Tm)
③AM + Tm + トロポニンI （TnI)
④AM + Tm + トロポニンT （TnT)
⑤AM + Tm + カルモジュリン (CaM)
⑥AM + Tm + TnI + TnT
⑦AM + Tm + TnI + CaM
⑧AM + Tm + TnT + CaM
⑨AM + Tm + TnI + TnT + CaM
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図4 抗トロポニンI血清による免疫染色（バーは200 µm）
アクチンと抗原の存在部位が一致している。
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