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平滑筋細胞における収縮のCa2＋制御と分化

祖父江憲治＊

　筋収縮・ホルモン分泌・神経伝達物質放出・細

胞分裂・三食などの細胞機能発現は，細胞内にお

ける一過性のカルシウムイオン（Ca2＋）の増加を

シグナルとしている．各種細胞現象のうちで，横

紋筋（骨格筋・心筋）の収縮に関していちはやく

Ca2＋の重要性が旧い出され，そのCa2＋依存性

制御機構が解明された．いっぽう平滑筋では，横

紋筋で明らかになったようなトロポニンCをはじ

めとするトロポニン複合体が検出されず，従って

横紋筋の制御機作についてはトロポニン複合体を

介さない新たな検討が必要となった．本稿では，

平滑筋収縮のCa2＋制御野作，及びその研究から

発展した細胞生物学的成果について述べる．

1．横紋筋収縮のCa2＋制御機構

　本稿の目的である平滑筋収縮のCa2＋制御機構

を理解していただく為に，はじめに横紋筋収縮の

Ca2＋制御機構について概説する．横紋筋の格子

状構造はHuxleyによる電顕写真であまねく有名

になった．この格子状構造を模式化したのが図1

Aである．Z帯により区切られた1つの格子状ユ

ニットは，太いフィラメント（ミオシンの束）と

細いフィラメント（アクチンを中心とするミクロ

フィラメント）により構成されている．Huxley

は収縮により格子状の各ユニットが短縮すること

を観察し，横紋筋収縮はこの太いフィラメントと

細いフィラメントの滑りによるものであるとの説

を提唱した1）．アクチンーミオシン相互作用が，“滑

り説”だけで説明出来るか否かの是非は現在も依

然論争中であるが，両者の相互作用を形態学的に

初めて捉えたことの意味は大きい．
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　いずれにしても，アクチンフィラメントとミオ

シン相互作用は，各格子状ユニットの間を縦走す
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図1　横紋筋のCa2＋依存性収縮制御機構

A；横紋筋の構成．太いフィラメントとZ線に固定

された細いフィラメントが整然と格子状に配列され

ており，光学顕微鏡では横紋として観察される．

B；細いフィラメント上でのアクチン・トロポミオ

シン・トロポニン複合体の配列。

C；収縮のCa2＋制御．　Ca2＋が低濃度（＜10－6　M）

では，トロポニン1はアクチンフィラメントに結合

して，アクチンーミオシン相互作用を阻害する（弛

緩），Ca2＋濃度が増加し（＞10－6　M）トロポニンC

にCa2＋が結合すると，トロポニン1はアクチンフ

ィラメントより遊離し，この阻害が解除される（収

縮）。

A＝アクチン，M：ミオシン，　TM：トロポミオシ

ン，T，　C，1：トロポニンT，　C，1
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122　循環制御第11巻第1号（1990）

るT管（筋小胞体）というCa2＋プールからの

Ca2＋流入が引き金になっている．このCa2＋は，

細いフィラメント上に存在する制御因子に作用し

て，アクチンーミオシン相互作用を惹起する．そ

こで，細いフィラメントについてもう少し詳しく

述べる．

　細いフィラメントの主要構成々分は，アクチン

・トロポミオシンとトロポニン（T・C・1）複合体で

ある（図1B）．トロポニン複合体は江橋により

発見され，これによって横紋筋アクチンーミオシ

ン系Ca2＋制御機構は解明された2）．トロポミオ

シンとトロポニン複合体は，二重螺旋を描いて配

列するアクチンフィラメント上に結合している，

量比は，アクチン7分子にトロポミオシン・トロ

ポニン複合体各1分子の割合である，トロポニン

Cはトロポニン複合体中のCa2＋受容蛋白質で，

細いフィラメント上のCa2＋の作用点となってい

る．トロポニンCのCa2＋との結合定数は10－6

Mであり，前述のT管より筋細胞質内に流入す

る10－6－10－5　MのCa2＋濃度とよく一致する．

これは横紋筋に限ったわけではなく，後に述べる

平滑筋をはじめ筋肉以外の一般細胞（以後，非筋

細胞と呼ぶ）において，細胞の活性化を来たす

Ca2＋濃度は全て10－6－10－5　Mである．おもし

ろいことに，カルモデュリンをはじめとした

Ca2＋受容蛋白質のCa2＋との結合定数もやはり

10－6　M辺りであり，Ca2＋シグナルによる細胞

活性化の一般的メカニズムとなっている．Ca2＋

と結合したCa2＋受容蛋白質は，立体構造上著明

な変化を来たす．トロポニンCの場合も例外では

ない．細いフィラメントにおいては，アクチン・

トロポミオシン上にトロポニンT・C・1複合体が

ループを描いて配列しており，トロポニンTがト

ロポミオシンと結合し，さらにトロポニン1とア

クチンが結合している．トロポニン1とアクチン

の結合によりアクチンーミオシン相互作用は阻害

され，その結果横紋筋は弛緩する．いっぽう，

Ca2＋の流入によリトロポニンCはCa2＋と結合

してその立体構造変化を来たす．さらにその影響

はトロポニン1とアクチン間の結合にまで及び，

トロポニン1とアクチン間の解離が起こる．つま

り，トロポニン1によるアクチンーミオシン間相

互作用の抑制が解除（脱抑制）され，横紋筋は収

縮するようになる（図1C），これが横紋筋収縮

のCa2＋制御機構である3）．

　但し，細いフィラメントと太いフィラメントが

相互作用するのみでは張力は発生せず，いずれか

いっぽうのフィラメントが固定されている必要が

ある．横紋筋では細いフィラメントがZ帯に固定

されており，このZ帯と細いフィラメントを繋ぐ

蛋白質（架橋蛋白質）がα一アクチニンである．

皿．横紋筋と平滑筋・非筋細胞収縮系の違い

　平滑筋・非筋細胞においても収縮の基本はアク

チンーミオシン相互作用であり，Ca2＋により調

節されることは明らかである．しかしながら，以

下に述べるいくつかの点で違いが丸い出される．

　i）アクチン／ミオシン量比が，横紋筋と平滑

筋・非筋細胞で著しく異る．表1に，横紋筋・平

滑筋から非筋細胞に至るアクチン／ミオシンの含

有量と量比をまとめた。横紋筋では全蛋白質に占

めるアクチンとミオシン量は実に40％以上に達

し，量比も7と高い．各組織あるいは細胞を比較

していくと，アクチン含有量は横紋筋・平滑筋を

表1　種々の組織におけるアクチンとミオシン含有量の比較

組織

細胞蛋白質に占める割合
　　　　（o／o）

アクチン ミオシン

アクチン／

ミオシン
（モル比）

骨格筋
（ウサギ）

平滑筋
（ウシ頚動脈）

血小板
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粘菌
脳

（ニワトリ胎児）
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除いて比較的一定であるが，アクチン／ミオシン

量比は横紋筋→平滑筋→非筋細胞の順に漸減す

る．これは，アクチンが単にアクチンーミオシン

相互作用のためだけでなく，細胞構築をはじめと

した広汎な細胞運動性に関与していることによ

る．逆に，収縮性構成員としてのアクチンの割合

は，非筋細胞に移行するにつれ減少していくとも

言える．ti）平滑筋・非筋細胞では，横紋筋のよ

うな太いフィラメントと細いフィラメントによる

格子状構造は見い出されない。平滑筋において細

いフィラメントの終着点は，dense　bodyである

（図2）．非筋細胞においては，ミオシンがアクチ

ンの三次元的meshworkの間を架橋するように

して相互作用するのみで，アクチンーミオシン系

による特異的構造物は観察されない．血）すでに

アクチン／ミオシン量比について述べたが，ミオ

シン自体の性質も相当に異っているようで，平滑

筋・非筋細胞のミオシン軽鎖の違い並びにミオシ

ンATPase活性は横紋筋のそれと比較して約1／

10程度と低い．iv）横紋筋の細いフィラメントす

なわちアクチン側のCa2＋制御を担うトロポニン

複合体は，これまでの手法では平滑筋・非筋細胞

において検出されない．v）トロポミオシンの性

質が，横紋筋→平滑筋→非筋細胞となるに従って

順次異る．

　以上の様な点に留意しつつ，平滑筋・非筋細胞

におけるアクチンーミオシン系のCa2＋制御につ

いて述べる．

皿．平滑筋収縮のCa2＋制御機構

　トロポニンCに代わるもう1つの細胞内Ca2＋

受容蛋白質が，カルモデュリンである．横紋筋の
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みに存在するトロポニンCとは異なり，カルモデ

ュリンは原生動物から植物・動物に至るまで普遍

的に分布している．平滑筋にも10～20μMの豊

富なカルモデュリンが存在する．

　1．　ミオシン側制御

　1970年代後半から，平滑筋のCa2＋依存性収縮

制御機構として，ミオシンリン酸化説が提唱され

るようになった4）．その後多くの研究者により，

ミオシンリン酸化機構の存在は平滑筋のみならず

非筋細胞においても確認されている5・6）．これは図

3に示すように，細胞内Ca2＋濃度上昇→Ca2＋・

カルモデュリン複合体形成→カルモデュリン依存

性ミオシン軽鎖キナーゼ（MLCK）の活性化→ミ

オシン一鎖の燐酸化→収縮というものである．逆

に弛緩は，Ca2＋濃度低下→ホスファターゼによ

るミオシン軽鎖の脱燐酸化→弛緩という機作であ

る．すなわち，ミオシン軽鎖のリン酸化によりミ

オシンが活性化され，その脱リン酸化はミオシン

を不活性化することがミオシン側制御の根拠とな

っている．

P一ミオrシン
（活性化）

ミオ■シン麟リン酸化欝素

P．i

D一ミオシン
（不活性化）

　　　Alsili／Caa’　’C18M．MLCK　N＞Tp

　　　　　　csa＋　．caM．MLCK
　　　　　　　　　　ト…

　　　　　　　　Ca2’　．CaM

図3　ミオシン側制御（ミオシンリン酸化説）

MLCK，ミオシン軽鎖キナーゼ，　P一ミオシン，リン

酸化ミオシン；D一ミオシン，非リン酸化ミオシン；

CaM，カルモデュリン

アクチン●ミオシンを含む

収縮性ファイバー

収縮性ファdバーを支持

する立論径フィラメント

↓収縮

細胞膜上での
アクチンフィラメン隈着部∠〉

dense　body

図2　平滑筋細胞収縮におけるdense　bodyの役割

細胞質内のdense　bodyと細胞膜のアクチンフィラメント接着部が，平滑筋

細胞における収縮性要員の接点となり，収縮時の張力発生に寄与している．
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　2．　ミオシンニ重リン酸化

　後に述べるように，平滑筋には多量のミオシン

軽鎖キナーゼが存在する（3μM）．平滑筋のカルモ

デュリン結合蛋白質としては，アクチン側制御因

子であるカルデスモンに次いで多い．この酵素が

ミオシン乱読1モルに1モルのリン酸化を行うと

して単純にその必要量を計算すると，平滑筋中の

ミオシン軽鎖キナーゼの存在量はその必要量の約

20倍に達する，そこでわれわれは，通常のミオシ

ンリン酸化量の10－20倍に相当するミオシン軽鎖

キナーゼを添加して，尿素ゲル電気泳動法により

ミオシン軽鎖の易動度を検討した．すると，これ

まで観察されていたリン酸化ミオシン軽羅（1モ

ルの軽鎖が1モルリン酸化されたもの）よりも，

さらに欝欝度の速い位置に軽輩が移動することを

見い出した（図4）7）．この新たに移動した軽鎖は，

脱リン酸化酵素によって本来のリン酸化あるいは

非リン酸化軽鎖の位置まで二二度が回復する．併

せて，［32P］ATPを用いて速い二二度を示した閉

鎖へのリン酸化量を測定したところ，軽鎖1モル

に2モルのリン酸が取り込まれていた、1モル目

のリン酸化はSer残基，2モル目はThr残基で

あること，またミオシン軽鎖の二重リン酸化によ

り，ミオシンATPase活性は著明に増大するこ

とが判明した8）．同様の結果は，ほぼ時期を同じ

くしてIkebe＆Hartshorneによっても報告され

図4　砂嚢平滑筋ミオシン二二のリン酸化（尿素ゲ

　　　ル電気泳動像）

20Kミオシン軽鎖（D－LP，非リン酸化ミオシン軽

鎖；P－LP，1モルリン酸化ミオシン軽鎖；PP一：LP，

二重リン酸化ミオシン軽鎖）17K　ミオシン測鎖

（LC2），カルモデュリン（CaM）．1，0；2，5；3，50；4，200

μgミオシン軽鎖キナーゼ／m1を添加．ミオシン軽

鎖キナーゼ添加量の増加により，新たなPP－LCが

出現する。

た9）．

　このミオシンニ重リン酸化は試験管内の単なる

artifactなのか，それとも平滑筋の何らかの機能

と関わっているのであろうか．最近，血管条片の

収縮性とリン酸化の対応から，収縮力の増大時に

ミオシンニ重リン酸化が検出されることが示され

た10）．これらのことから，本来は1モルリン酸化

で収縮・弛緩制御が行われている平滑筋が，ある

種の状態（例えば血管攣縮）においてのみ二重リ

ン酸化が起こるのではないかと考えられる．この

問題は病態とも関わる重要な点であり，今後詳細

な検討が必要である．

　3．アクチン側制御

　ミオシン側制御は広く受け入れられて現在に至

っているが，これだけでは説明できない矛盾点も

ある．ミオシン側制御が全盛の頃，アクチン側に

おいてもCa2＋制御系の存在することが指摘され

た11’13）．アクチン側制御とは，Ca2＋の作用点が

横紋筋の場合と同様に，アクチン側に存在すると

いうものである．江橋らはうイオトニン説を提唱

したが11），MarstonやHartshorneらはアクチン

側制御因子の同定に至らなかった12・　13）．

　当時われわれは，各種組織・細胞に5～35μM

存在するカルモデュリンの標的を探索していた．

その結果，平滑筋に2種類のカルモデュリン結合

蛋白質（分子量135　kDaと150　kDa）が存在す

ることを見い出した．135kDa蛋白質はミオシン

軽鎖キナーゼであり14），150kDa蛋白質は酵素活

性を持たない未知の蛋白1質であると考えた．われ

われは，この新しいカルモデュリン結合蛋白質を

カルデスモン（caldesmon）　と名付けた

（calmodulin＋desmos…結合を意味するギリシャ

語）15）．表2にニワトリ砂嚢平滑筋中のカルモデ

ユリン・カルデスモン・ミオシン軽鎖キナーゼ含

有量をまとめた。カルデスモンとミオシン軽鎖キ

ナーゼは，平滑筋カルモデュリンの各々71％と13

％に相当する量存在する、すなわち，この両者で

実に84％のカルモデュリン量を説明するに足るだ

け存在することになり，平滑筋におけるカルモデ

ュリンの主要標的はこの2つの蛋白質であると考

えても過言ではない．

　カルデスモンは，Ca2＋濃度に依存してカルモ

デュリンとアクチンフィラメント間で結合性の変

換を示すという特性を持っている15）．Ca2＋濃度
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表2　ニワトリ砂嚢平滑筋のカルモデュリンとカルモデュリン結合蛋白質

蛋白質
分子量
（kDa）

含有濃度

inM）

カルモデュリンへの
　結合当量（μM）

カルモデュリン

カルデスモン

ミオシン軽鎖

キナーゼ

　17
・Nt　150

135

」
恐
企
U

2
唱
ユ

3

一　（looo／，）

16　（670／o）

3　（　130／o）

が10－6M以下の時，カルモデュリンは不活性型

でカルデスモンとは相互作用せず，従ってカルデ

スモンはアクチンフィラメントと結合した状態に

ある．ところがCa2＋濃度が10－6　M以上に増加

すると，Ca2＋はカルモデュリンと結合して活性

型カルモデュリンとなり，このカルモデュリンと

カルデスモンが複合体を形成しアクチンフィラメ

ントから遊離する．われわれは，この結合様式の

変i換をフリップ・フロップ結合（flip－flop　bin－

ding）と名づけた15・　16）．その後われわれは，　Ca2＋

濃度に依存してカルモデュリンと細胞骨格（アク

チンフィラメントあるいはチューブリン）間でフ

リップ・フロップ結合により細胞骨格機能制御を

行う一連の蛋白質を見い出したが17），カルデスモ

ンはその最初の例となったものである．

　次に，ニワトリ砂嚢平滑筋より調整した脱感作

アクトミオシンを用いて，アクチンーミオシン系

に対するカルデスモンの作用を検討した．ミオシ

ンリン酸化に必要最小量のCa2＋・カルモデュリ

ン・ミオシン軽鎖キナーゼとトロポミオシン存在

下で活性化されるアクチンーミオシン相互作用を

カルデスモンは抑制し，逆にカルモデュリンの添

加によってこの抑制作用が解除されることが判明

した18）．ついで，リン酸化ミオシンをはじめ全て

精製した収縮系要素より成る完全再構成系を用い

て，カルデスモンの作用機作を解析を行った19）．

これらの結果から，カルデスモンを介するアクチ

ンーミオシン間制御機作を，図5Aの如きフリッ

プ・フロップ制御によるものと考えている20）．

Ca2＋が低濃度（10－6　M＜）の時は，カルデスモ

ンはアクチンフィラメント・トロポミオシン系に

結合し，アクチンーミオシン間相互作用を抑制す

る．いっぽうCa2＋濃度の増加により（＞10－6

M），活性型カルモデュリン・カルデスモン複合体

が形成され，この複合体はアクチンフィラメント

・トロポミオシン系から遊離する．この結果，カ

ルデスモンによるアクチンーミオシン間抑制作用

CaD　J　（M　）　（CaM
　　　へ

麓鐸
　　　　収縮

CaD

CaN　　　　　N（TM　　　Ca2．

　CaM　l　（　A

Ca2＋　’　Ca1＋

　　　　ゲル化

Ca2＋＞loiM

　
　　　　　　弛綬

F　）　（CaD
　Ca2’＞lo－6M

　±＝＝＝＝　“

c蕪

＠
｝

ゾル化

○
誉

　
　
耐

A

図5　カルデスモンによるフリップ・プロップ制御

A．平滑筋アクチンーミオシン系のCa2＋制御（ア

クチン側制御）一フリップ・フロップ制御

B．アクチンーフィラミン間のカルデスモンによる

フリップ・フロップ制御

が解除され，アクチンーミオシン相互作用が起こ

るのである．この系でアクチンとミオシンが相互

作用する為には，前述のミオシン側の活性化（ミ

オシンリン酸化）が必要である．従って，平滑筋

アクチンーミオシン系のCa2＋による制御は，ア

クチンーとミオシンーの両側制御（dual　regula－

tion）により成り立っていると考えられる．

　平滑筋収縮において，アクチンーとミオシンー

の両側制御がいかなる役割分担をしているのであ

ろうか．ミオシン側制御は恐らくアクチンーミオ

シン相互作用の程度，すなわち平滑筋全体として

は張力の発生を規定しているであろうし，カルデ

スモンを介するアクチン側制御はアクチンーミオ

シン相互作用のまさにスイッチon－off的役割を

果していると考えられる．カルデスモンの収縮系

への関与については，Szpacenkoらは，ニワトリ

砂嚢平滑筋のskinned　fiberを用いた収縮系でカ

ルデスモンの抑制効果を確認している21）．
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Marstonらも，彼らの調整した細いフィラメント

に存在するアクチン側制御因子がカルデスモンで

あることを同定した22）．

　カルデスモンのアクチンーミオシン系への関与

を明らかにしはじめた頃，われわれは同時にアク

チンーフィラミン系へのカルデスモンの影響につ

いても検討を開始した．カルデスモンはアクチン

ーフィラミン系に対しても，Ca2＋・カルモデュリ

ン依存性の制御を行っている23）．さらにカルデス

モンの効果が，トロポミオシン存在下で飛躍的に

促進されることを見い出した24）．この分子機作は，

アクチンーミオシン系の場合と同様，ブリップ・

フロップ型制御により説明可能である（図5B）．

それでは，なぜ同じ蛋白質が同じ作用面作により

異なった蛋白質問の相互作用を制御しているので

あろうか．先にも述べたように，アクチンとミオ

シンが相互作用して張力を発生する為には，アク

チンを含む細いフィラメントの一端は固定されて

いる必要がある．横紋筋では，細いフィラメント

はZ帯に支えられている．先程述べたように，平

滑筋・非筋細胞ではこのZ帯に相当するものが平

滑筋でわずかにdense　bodyとして観察されるの

みで，非筋細胞に至っては全くそれらしき構造は

見い出されない．横紋筋と平滑筋・非筋細胞収縮

機構の基本的違いは，横紋筋がZ帯を基盤とした

二次元的収縮であるのに対して，後者は三次元的

収縮ということである．平滑筋・非筋細胞でアク

チンフィラメント間を架橋することにより細いフ

ィラメントの支えを行っているのが支点蛋白質で

あり，この蛋白質がまさに三次元的収縮の要とな

るものである．これまでいくつかの蛋白質がその

候補として挙げられてきたが，この中で最も可能

性のある蛋白質の1つがフィラミンという訳であ

る．

　われわれは図5BとCで得られたカルデスモン

によるアクチンーミオシン間及びアクチンーフィ

ラミン間の各制御系を組み合わせた三次元収縮モ

デルの作製を試みた25）．図6Aにこの収縮モデル

を用いた実験結果の一部を紹介する．三次元収縮

モデルにはアクチン・トロポミオシン・ミオシン

それにミオシンリン酸化に必要最小量のミオシン

温品キナーゼとカルモデュリンに加えてフィラミ

ンの存在が必須である．このモデルによれば（図

6B），フィラミンによりアクチンフィラメント

間の架橋が生じ，ついにはアクチンフィラメント

がゲル化する．同時に，アクチンフィラメント間

に存在するミオシンがアクチンフィラメントと相

互作用する結果，ゲルの収縮を来すと考えられる．

次に，この三次元収縮モデルを用いてカルデスモ

ンの影響を検討した．予想された通り，Ca2＋と

カルモデュリン存在下でカルデスモンはアクチン

ーフィラミン系に対する抑制効果を発揮し得ず，

逆にフィラミンによるアクチンフィラメント架橋

を起こし，アクチンゲルが形成される．同時に，

アクチンーミオシン相互作用によリゲルの収縮を

来たす．いっぽう低Ca2＋濃度（＜10－6　M）では，

カルデスモンはアクチンーフィラミン系とアクチ

ンーミオシン系に対して，それぞれゲル化抑制（ゾ

ル化）と収縮抑制（弛緩）作用を示す．従って，

三次元収縮モデルにおける収縮・弛緩一ゾル化・

弛緩相関（gelation・contraction－solation・relaxia－

tion　coupling）とも言える20）．

図6　三次元収縮モデル

（A）蛋白質溶液に微細な炭素粉を加えガラス毛細管

内に吸い上げ一端を封じる．黒い炭素粉により収縮

が可視化される．収縮にはアクチン・トロポミオシ

ン・ミオシン・リン酸化ミオシンに加えてフィラミ

ンが必須である．

（B）ゲル化一収縮・ゾル化一弛緩連関．右：低

Ca2＋濃度では，カルデスモンはアクチンーフィラ

ミン系およびアクチンーミオシン系に作用して，ゲ

ル化抑制（ゾル化）および収縮抑制（弛緩）を示す．

左：高濃度ではカルデスモンによるアクチンーフィ

ラミン系の抑制が解除され，アクチンゲルが形成さ

れると同時に，アクチンーミオシン間相互作用によ

りゲルが収縮する．

Presented by Medical*Online



rv．非筋細胞アクチンーミオシン系のCa2＋制

　　御機構

　平滑筋同様，非筋細胞においてもカルモデュリ

ン・ミオシン軽鎖キナーゼの存在はすでに証明さ

れている．また，非筋細胞の各種ミオシンがミオ

シン軽鎖キナーゼによりCa2＋・カルモデュリン

依存性にリン酸化されることも明かである．従っ

て，非筋細胞でミオシン側制御の存在はほぼ確立

されたと言える．

　カルデスモンによるアクチン側制御はどうであ

ろうか．われわれは，カルデスモン抗体を用いた

イムノブロット法により，カルデスモン分布の検

討とその定量化を行った（表3）26－28）．これによ

れば，平滑筋ではSDSゲル電気泳動上分子量

～150kDaのカルデスモンが特異的かつ高濃度存

在し，非筋細胞では分子量77kDaの低分型カル

デスモンが見い出された．非筋実質細胞では七分

無記ルデスモンが圧倒的優位である．そこで高分

子（high　Mr）型をh一カルデスモン，低分子（10w

Mr）型を1一カルデスモンと名づけた20・28）．

　精製した1一カルデスモンは，アクチン・カルモ

デュリン結合能・二筋アクチミオシン系への抑制

効果などを検討の結果，h一己ルデスモンと機能的

に全く差異がなかった27）．従って，1一カルデスモ

ンもh一二ルデスモン同様，非筋細胞における広汎

なアクチン側制御因子であることが確立した20）．
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また1一カルデスモンの細胞内分布では，培養細胞

中のアクチンフィラメントの束であるストレスフ

ァイバーと細胞運動性の高い細胞辺縁部に局在し

ていることが明らかになった26）．Bretscherと

：Lynchはカルデスモン抗体を用いた細胞内局在の

検討から，1一カルデスモンがストレスファイバー

に沿って周期的斑点状に分布することを見い出し

た29）．この局在は，ストレスファイバー上でのト

ロポミオシンのそれに類似しており，前に述べた

カルデスモンがトロポミオシン機能を調節してい

るという生化学的知見を支持するものであった．

免疫組織化学的手法により，1一カルデスモンは骨

格筋・心筋を除く全ての組織でその存在が確認さ

れている30）．殊に，細胞運動性に富むオルガネラ

としてよく知られている小腸絨毛刷子縁にその存

在が著明であった31）．細胞運動性については，細

胞膜流動性を伴うリンパ球細胞膜レセプターのキ

ャップ現象がよく知られている．この系でリンパ

球における1一カルデスモンは，トロポミオシン，

アクチンとともにリガンド（コンカナバリンA）

により誘起されたレセプター凝集塊と一致してそ

の直下に集積した32）．このように，1一カルデスモ

ンは非筋細胞の細胞運動性と関連して分布してお

り，アクチン・トロポミオシンとの局在が一致し

ている．

表3　カルデスモンの組織・細胞分布

組織　細胞
h一カルデスモン

　　inM）

1一カルデスモン

　　inM）

ニワトリ

ウ　　シ

ラ　ッ　ト

培養細胞

砂嚢

大動脈

副腎髄質

副腎皮質

下垂体前葉

下垂体後葉

脾臓

脳

肝臓

腎臓

BALBIc　3T3

NRK
BHK
MDCK
CHO－K1

18．　4

6．O

O．　04

0．　05

0．　03

0．　03

0．　05

〈OvOl

O．　03

0．　03

〈O．　Ol

〈O．　Ol

〈O．　Ol

〈O．　Ol

〈O．　Ol

〈O．　06

〈O．　06

　0．　82

　0．　68

0．　44

　0．　64

0．　43

0．　25

　0．78

　0．　66

0．　62

0．　35

　0．　53

　0．　40

　0．　48
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V．平滑筋分化・脱分化の生物学

　in　vivoで，平滑筋は未分化細胞（幹細胞，

germ　cell）から平滑筋細胞へと一方通行的に分化

する．ところが，初代培養系の平滑筋細胞では，

分化型から脱分化型へと形質転換を示す．これま

でに，分化及び脱（あるいは末）分化型平滑筋細

胞の生物学的特性についてはあまり多くの解析が

なされていない．

　ここでは平滑筋分化・脱分化に伴うカルデスモ

ンの発現変換を中心に述べる．平滑筋で特異的に

検出されるh一難ルデスモンとは，いかなる時期に

発現するのか．われわれはこの問題を，ニワトリ

砂嚢平滑筋の発育過程，ラット大動脈平滑筋初代

培養系及びBC3Hl細胞を用いて，平滑筋細胞の

分化，脱分化という立場から検討した28）．ニワト

リ砂嚢平滑筋発育過程でみると，艀卵7日目まで

カルデスモンは1一型のみが発現している．しかし

艀卵10日目を過ぎると，h一カルデスモンが検出さ

れるようになり，その後発育に伴ってh一輪ルデス
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図7　ニワトリ砂嚢平滑筋の分化過程に伴う収縮性

　　構成員の発現変化

A＝ニワトリ砂嚢平滑筋の各発育段階での蛋白パ

ターン（SDS一ゲルをクマシー染色）．

B＝Aをh一カ日デスモン抗体でイムノブロットし

た像．

a－e：卵孚旦P7，10，13，16，19日目，f：卵孚イヒ3日

後，9：成鶏．

モンは急激に増加する．この発現パターンは，ミ

オシンやトロポミオシンのそれとよく一致してい

る．h一華ルデスモンとは反対に，1一カルデスモン

の発現は砂嚢平滑筋の発育に伴ってむしろ漸減す

る．この両カルデスモン発現の推移は，艀卵7－

10日目の砂嚢がまさに幹細胞から平滑筋細胞に分

化し，徐々に平滑筋組織に発育する過程と符合し

ている（図7）．次に，大動脈平滑筋初代培養系

では培養に伴い細胞は収縮型から増殖型へと脱分

化するが，これに一致して1一カルデスモンの発現

増加とh一カルデスモンの発現抑制が認められた

（図8）．逆に，平滑筋細胞分化モデルであるBC3

Hl細胞を増殖型から分化型に変換すると，それ

まで発現していなかったh一叢ルデスモンが発現す

るようになる．mRNAレベルは上記蛋白質レベ

ルと一致することから，平滑筋細胞の分化・脱分

化に伴う両カンデスモンの発現は，mRNA以前

のレベルで制御されているものと考えられる．表

4で示したように収縮性構成員のいくつかは確か

に分化・脱分化で変化を示すが，その中でも特徴

的変化として捉えられるのがカルデスモンの発現

変換である．従って，今後カルデスモンの発現変

換は，平滑筋細胞の分化・脱分化という平滑筋に

おける形質転換の絶好の指標になるものと期待さ

図8　ラット大動脈平滑筋初代培養系の脱分

　　化に伴うh一と1一カルデスモン発現変化

培養各日数におけるh一と1一カルデスモンの発

現変化（h一三ルデスモン抗体を用いたイム

ノブロット法による）．

1，培養1日目；2，2日目；3，5日目；

4，7日目．
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表4　平滑筋分化・脱分化に伴う変化

脱（未）分化細胞 分化細胞（平滑筋）

アセチルコリン受容体

収縮脳（アンギオテンシンllに対する反応性）

ミオシン・トロポミオシン

カルデスモン（蛋白質及びmRAレベル）

　　少

　　少
1一カルデスモン

　　　多

　　　十

　　　多

h一カルデスモン

れる．

　最近われわれは，h一と1一カルデスモン発現制御

を解析する目的で，両カルデスモンの一次構造を

決定したので以下に紹介する．h一丁ルデスモンは

771個のアミノ酸残基より成る分子量89kDaの

蛋白質であり33・34），1一カルデスモンは517個のアミ

ノ酸から構成される70kDa蛋白質であった35）．

両者の基本的相違点は図9に示すように，h一頃ル

デスモン中央部のドメインが1一カルデスモンには

欠損していることである．本稿の初めの項でh一二

ルデスモンはSDSゲル電気泳動上150　kDaであ

ると述べたが，確かにh一カルデスモンcDNAに

よってコードされた89kDa蛋白質は，　SDSゲ

ル電気泳動上の分子量は～150kDaを示す．こ

れは，1一カルデスモンで欠損している中央部ドメ

インがグルタミン酸の豊富な15個のアミノ酸配列

の繰り返し構造によるためSDSゲル電気泳動上

の易動度が遅く，本来の分子量の倍近くの分子量

として算定されたのである．h一と1一カルデスモン

ともに，カルデスモンとしての必須の機能（カル

モデュリンー，アクチンー，トロポミオシンー結

合能）はともにC一ドメインにある36）．一次構造

決定の現時点では，両カルデスモンは少なくとも

スプライシングにより両者が出来たと考えられ

る．次の問題は，この両カルデスモン発現制御で

あるが，これについては今後genomicのレベル

まで選り下げる必要があろう．

皿．おわりに

　研究の歴史からは横紋筋の収縮制御機構が先に

解明されたために，平滑筋の収縮制御機構が特異

であると考えがちであった．しかし，平滑筋や非

筋細胞のアクチンーミオシン系制御機構の方がよ

り普遍的であり，横紋筋のそれはむしろ合目的的

に分子進化・特殊化したものではないかと考えら

れる．骨格筋・心筋は迅速に収縮弛緩を繰り返す

ために，進化の過程においてリン酸化一脱リン酸
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c

　　　　　　　　R一管ルデスモン

図9　h一と1一カルデスモンの一次構造上のドメイン

　　　マップ

C末端35kDa部がカルモデュリン・アクチン・ト

ロポミオシン結合ドメイン．h一カルデスモン中央

部の繰り返し構造（［＝］）が欠損している、N末

端の機能は現在不明．C末端とN末端のアミノ酸配

列は，：N末端の一部を除き全て一致する．

化の酵素反応を省略し，さらにフリップーフロッ

プ制御のような抑制性因子の完全な結合一解離よ

りもより効率的なアクチンフィラメント上でのト

ロポニン複合体によるスイッチング機構を獲得し

たものと考えられる．この過程で，カルモデュリ

ンの特殊化といえるCa2＋結合蛋白質＝トロポニ

ンC，カルデスモンに対応するアクチン調節蛋白

質＝トロポニン1・Tが生じたのかも知れない．

　このような観点で平滑筋と横紋筋を対比する

と，同じ筋組織でありながらCa2＋制御系という

機能面とその制御因子の分子面との両面にわたる

進化過程をたどることが出来る．
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