
は じ め に

平滑筋は骨格筋や心筋のように横紋構造をもた

ない筋組織をすべて含む広範囲な細胞の総称であ

る。血管，気管，消化管，子宮，膀胱など各種臓

器に分布していて種々の生理機能に関与している。

平滑筋細胞は骨格筋細胞のように巨大な融合細胞

ではなく単細胞のため，体積が小さいという特性

がある。そのため細胞外から細胞内へのCa2+イ

オンの流入によって容易に細胞内カルシウム濃度

が上昇し筋収縮をひきおこす。それらの細胞表面

の受容体型イオンチャネル（アドレナリン受容体，

ムスカリン受容体など）の特性は細胞種ごとに極

めて多様である。平滑筋は上記の組織における種々

の疾患と密接な関係があるため，薬理学的，生理

学的な観点から様々な薬物の受容体への作用が研
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究されている。これらの研究は胃腸薬，高血圧症

や高脂血症の治療薬，尿失禁の治療薬，分娩促進

剤，ぜんそく治療薬などの作用機序の解明や薬物

のスクリーニングに大きな成果を果たしている。

このように受容体は多様であるが，細胞内で筋収

縮をひきおこすmyosinとactinの相互作用の調

節様式には平滑筋全般に共通点が多いと考えられ

ている。すなわち平滑筋細胞においてはmyosin

軽鎖のリン酸化が主要な収縮開始のメカニズムで

あり，actin線維に結合している tropomyosin,

caldesmon,calponinなどのタンパク質は収縮調

節を補助的に作用していると考えられている。平

滑筋組織は小さく，さらに結合組織等に囲まれて

いる。従って生化学的実験ができる程度に均一な

平滑筋細胞を大量に得られる材料が限定されてし

まう。これまでmyosinやその調節タンパク質を

精製する材料として，主としてトリ砂嚢，シチメ

ンチョウ砂嚢，ウシ第1胃，ウシ大動脈等が利用

されてきた。

これらのタンパク質の遺伝子クローニングがす

でになされているので，原理的には種々のベクター

を使って大腸菌，昆虫細胞，あるいは培養動物細

胞でこれらの遺伝子を発現することが可能である。

しかし収量やコストの点から課題が残っているた

め，これらのタンパク質は未だに平滑筋組織から

生化学的手法で単離されて利用されることが多い。

またこれらのタンパク質は細胞内で他のプロテイ

ンキナーゼによってリン酸化などの翻訳後修飾を

うけるため，平滑筋以外の細胞で発現したタンパ

ク質が生理機能を保持しているかについても問題

が残る。これらのタンパク質の調製に関しては様々

な報告があるが，いずれも古い文献しかなく収量

や再現性に問題があるため，研究者がそれぞれ独

自に改良を加えた方法で精製をおこなっているよ

うである。

本稿では myosin，myosinlightchainkinase

（MLCK），caldesmon，及び telokinの精製法に

ついて筆者らの改善点を含めて詳細に実験手法を

紹介する。ここで紹介する方法は再現性が良く，

生理活性を保持した精製タンパク質が十分な量得

られている。平滑筋actinは骨格筋actinとアミ

ノ酸配列のホモロジーが高く，その生化学的性質

はほぼ同様と考えられているため，ほとんどの研

究者は平滑筋actinの代わりに骨格筋actinを生

化学的な実験に使用している。

I Myosinおよびその調節タンパク質の生理機

能と性質

I－１ ミオシンの生理機能と性質

平滑筋 myosinは調節軽鎖（LC20）がリン酸

化されることによって，その構造が変化する。脱

リン酸化されたmyosinは頭部と尾部が接近して

折れ曲がった10S構造で，生理的な溶液条件で

は重合ができず，actinとの相互作用もおこらな

い。リン酸化されたmyosinは尾部が直線上に伸

長した6S構造となり，重合してmyosin線維を

形成する。リン酸化されたmyosinはATP依存

的にactinと相互作用し滑り運動をひきおこす。

骨格筋myosinは塩濃度のみに依存して重合，脱

重合をするのに対して，平滑筋myosinは塩濃度

のみならずMg2+やATPの濃度によっても重合能

が影響を受けて複雑な挙動をする。myosinの重

合性を巧みに利用した myosin精製法は Ebashi

によって開発され1），その後種々の改良が加えら

れた2,3,4）。基本的にはmyosinを重合させて沈殿

させ可溶性タンパク質と分離する操作，myosin

を脱重合させて凝集したタンパク質と分離する操

作をくりかえす。すでに平滑筋myosinの塩基配

列が明らかにされており，actinとの相互作用を

するmyosin頭部の断片であるheavymeromyosin

の部分をバキュロウィルスベクターを使って昆虫

由来細胞Sf9で発現することができる5,6,7）。しか

し重鎖と2種類の軽鎖，合計3つのポリペプチド

の遺伝子を同時に昆虫細胞にトランスフェクショ

ンしなくてはならないこと，培地のコストが高い

ことなどの課題がある。

I－２ MLCKの生理機能と性質

myosinの軽鎖をリン酸化するのは MLCKで

ある。この酵素はCa2+を結合したcalmodulinに

よって活性化される。原報8）では calmodulin-

agaroseを利用して MLCKを精製するが，本稿

で紹介するようにイオン交換クロマトグラフィー

の組み合わせだけでも精製が可能である9,10,11）。

MLCKはすでにクローニングされていて，中央

部に約290アミノ酸残基からなる触媒部位が存在

する。その両端に続いてN端側とC端側それぞ
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れにもポリペプチドをもっている。トリでは972

アミノ酸残基（GenBankM31048.1），ウシでは

1176アミノ酸残基（GenBankNM_176636.2）か

らなる比較的分子量の大きなプロテインキナーゼ

である。その触媒部位を大腸菌で発現した例はあ

るが，発現したMLCKはリン酸化活性が低い，

calmodulinに対する親和性が低いなどの問題が

ある12,13）。我々もpET21d（Novagen）を使って

トリMLCKの触媒部位を大腸菌で発現したが，

発現タンパク質が不溶性になりやすかった。また

不溶性タンパク質を尿素で可溶化後に，透析して

尿素を除いても酵素活性が非常に低かった。溶液

中で精製myosinの軽鎖のリン酸化だけをおこな

うことだけが目的であれば，触媒部位の配列だけ

を大腸菌や昆虫細胞の発現系を使って発現して，

myosinに対して高濃度加えれば良い。MLCKの

平滑筋での存在量が他のプロテインキナーゼと比

較するとかなり多く，精製がさほど困難ではない

こともあり，現在でもMLCKを平滑筋組織から

単離することが多い。

電子顕微鏡でMLCKを観察するとその立体構

造は，ひも状の分子の両端が屈曲して接触してい

るように見える14）。MLCKのN端側には塩基性

アミノ酸のクラスターが存在し，C端側には酸性

アミノ酸が多いことから，N端とC端が結合し

て複雑な立体構造をとっていることが予想される。

MLCKはこのように触媒部位以外の配列をもっ

ていて，キナーゼ活性以外にも actinや myosin

と直接結合して生理活性の調節をすることが知ら

れている15）。そのような機能を調べたい場合には

全長のMLCKが必要になる。最近ではウシ胃平

滑筋のMLCKの全長をcoldshockvectorpColdI

（TAKARA）にサブクローニングして大腸菌で

発現する試みが行われており16,17），以前のpOTS

や pETvector系を使った発現系12,13）よりかなり

キナーゼ活性が高い標品が得られている。

リン酸化されたmyosin軽鎖の脱リン酸化をす

る myosinlightchainphosphataseは 3量体で，

細胞内では 38kDaの触媒部位と，110kDa,20

kDaのポリペプチドとが複合体を形成している。

触媒部位のみでも酵素活性を保持している。平滑

筋細胞内の存在量が少なく，また精製法が煩雑の

ため遺伝子を大腸菌で発現して精製する場合が多

い。詳細については別書を参照されたい18）。

I－３ caldesmonの生理機能と性質

caldesmonは Sobueらによって calmodulin結

合性のあるactin結合タンパク質として発見され

た19）。caldesmonはactinとmyosinの両方と相互

作用し，actinとmyosinの相互作用を阻害する20）。

この阻害効果はCa2+存在下でcalmodulinによっ

て解除されるので，骨格筋troponin複合体と類

似の生理機能をもつと考えられている。Sobueら

によって calmodulinによる actin線維上の

caldesmon結合の立体的な位置が変化する flip-

flopモデルが提唱されている21）。caldesmonは，

actin線維に沿って結合するひも状のタンパク質

tropomyosinとも相互作用する。caldesmonと

actin線維との結合は tropomyosinによって増幅

され，caldesmonによる actin-activated-myosin-

ATPase活性の阻害もtropomyosinによって増強

される。また caldesmonは単独で脱リン酸化

myosinの 重 合 を 促 進 す る 。 原 報19）で は

calmodulin-agaroseを使った精製法が紹介されて

いる。その後 Bretcherによって caldesmonの熱

耐性を利用して，平滑筋抽出液を熱処理する簡便

な方法が開発された22）。

I－４ telokinの生理機能と性質

telokinは MLCKの C端の 155アミノ酸残基

と全く同じ配列をもつ酸性タンパク質である23）。

砂嚢のような消化管平滑筋で発現量が多いが，血

管平滑筋などでは発現していない24）。telokinは

脱リン酸化myosinの重合を促進し，myosin線維

形成を促すことが報告されている25）。しかしリン

酸化myosinとは結合しない。そのため細胞内で

は弛緩時に脱リン酸化されるmyosin線維の安定

化に寄与していると考えられている。

II myosinとその調節タンパク質の調製

II－５ 実験材料と試薬

我々の研究室では材料の入手が容易なトリ砂嚢

を主な実験材料として用いている。名張市近食青

山農場より生きたままの成鶏（ブロイラー，孵化

後約3ヶ月）を購入し研究室に運ぶ。断首後に砂

嚢を取り出し，氷上で冷やす。このとき砂嚢から

消化液がもれて混入しないように砂嚢の末端の消

化管をキムワイプで包んで作業をおこなう。低温
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にすると脂肪が固まってくるので，砂嚢の外側の

脂肪をペーパータオルで取り除く。砂嚢の白い結

合組織と鮮血色をした平滑筋層の境目に沿って小

型の解剖ばさみで切れ目を入れる。平滑筋層のみ

を解剖ばさみで切り取る。平滑筋層は砂嚢全体の

重量の1/3程度である。砂嚢10個から約80～100

gの平滑筋が得られる。砂嚢を小型のミンチ機な

いしはフードプロセッサーで1mm角になるよう

に細断する。小分けにして液体窒素で凍結して

－80℃で保存する。かつてはニワトリを解体する

食肉処理場から新鮮な砂嚢が得られたが，トリイ

ンフルエンザの流行（2005～2006）以降は処理場

から新鮮な臓器が入手できなくなったため，我々

は成鶏から新鮮な臓器をとって使っている。動

物の処理は三重大学動物実験規定に準じておこ

なってる。 Leupeptinはペプチド研究所，

phenylmethyl sulfonyl fluoride（PMSF） は

Sigma,DEAE-toyopearlおよび SP-toyopearlは

トーソーより購入した。それ以外の一般試薬は

WAKOの特級試薬を使用している。

II－２ 実験方法

II－２－１ ミオシンの調製

平滑筋と骨格筋では細胞内のアクチンとミオシ

ンの割合が大きく異なる。actin:myosinの重量

比が骨格筋では1:2，平滑筋ではこの比が10:1に

なっており，平滑筋はactinに比べてmyosinの

含有量が少ない。そのために平滑筋からmyosin

を精製するときには，途中のステップでactinを

どれだけ除去できるかが重要である。混入した

actinはmyosinと強固に結合し，遠心すると一緒

に沈殿してしまうため，myosinの収量が減って

しまうからである。動物の死後平滑筋細胞内の

myosinlightchainkinase活性が低下し，相対的

に myosinlightchainphosphatase活性が優位に

なり，筋肉中ではmyosinは脱リン酸化された状

態で存在する。従って以下の重合の性質を利用し

て，遠心を繰り返すことによってmyosinを精製

することができる10,11）。脱リン酸化myosinは試

験管内では不安定で折れ曲がった10S構造にな

り重合できないが， 低イオン強度溶液中で

10～20mM Mg2+が存在すると重合して myosin

線維を形成する。逆に1～2mMのATPの添加

によりmyosin線維は脱重合してモノマーとなる。

実験操作はすべて氷上ないしは4℃で行う。砂

嚢 100gに 3倍量の washing buffer（30mM

NaCl,10mM NaHC03,1mM EDTA,1mM

DTT）を加え，3,000gで 10分遠心して上清を

捨てた。この操作で，gelsolinのようなアクチン

線維切断因子により断片化された短いactin線維

と可溶性タンパク質とを除去する（図1，レーン

a～d）。この操作を 4回繰り返した後に myosin

を抽出した。上記の洗った砂嚢に 3倍量の ex-

tractionbuffer（30mM NaCl,20mM Tris-HCl

（pH 7.5）,2mM ATP，0.5mM PMSF,1mM

dithiothreitol（DTT））を加え時々スパーテルで

かき混ぜながら40分氷上で静置後， 3,000gで

10分遠心して上清をとった（図1，レーンe）。

このときビーカーの上にガーゼを4重に置いて上

に浮いた脂肪を取り除いた。さらに沈殿の砂嚢に

extractionbuffer2（extractionbuffer1にさらに

30mM NaClを追加したもの）を加えて再度

myosinを抽出した。1回目と同様に遠心して上

清を集めた。この2回分の上清を冷したdeionize

anddistilledwater（DDW）で2倍に希釈してか
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図１．myosin精製各段階のSDS-PAGEパターン。

washingbufferで洗い出される可溶性画分。1,2,3,

4回目の上清（a,b,c,d）。2mM ATPにより抽

出したmyosinの上清1回目（e）。10mM MgCl2

を加えて遠心後のアクトミオシンの沈殿（f）。5

mM ATP,0.14M MgCl2を加えてactin線維束と

分離する遠心後の上清（g）と沈殿（h）。0.1M

NaCl,10mM Mg（CH3C00H）2を加えて遠心し

て沈殿させたmyosin（i）。最終のmyosin標品（j）。

左端の矢印はミオシン重鎖（MHC），actin（act），

ミオシン軽鎖（LC17とLC20）の位置を示す。

右端の矢印は分子量マーカーで，数字は分子量

（kDa）を示す。



ら，最終濃度10mM のMgCl2を加えた。これを

60分間氷上で静置すると，10分後から myosin

が徐々に重合して溶液は白濁してくる。これを

12,000gで10分遠心した。沈殿（図1レーンf）

に10mlの0.1M Tris-HCl（pH7.5）を加えてコ

マゴメピペットで分散させ，そこへ最終濃度 5

mMになるようにATPを加える。12,000gで20

分遠心して，上清をビーカーに移し最終濃度0.14

MになるようにMgCl2を加えた。ここでmyosin

は再びモノマーとなり，さらにATPの作用によ

り actinと分離される。このような高濃度の

MgCl2存在下ではactinはMg-パラクリスタルと

呼ばれるactin線維の大きな束が形成され，遠心

で容易に沈殿させることができる。この溶液を

12,000gで20分遠心して，actin線維束を沈殿さ

せて除去する（沈殿は図 1，レーン h）。上清

（図 1，レーン g）をビーカーに移し 3.7倍量の

dilutionbuffer（2mM NaHCO3,1mM DTT）で

希釈し，MgCl2を最終濃度30mM になるようす

る。氷上に 60分静置すると徐々に myosinが重

合する。これを 12,000gで 20分遠心し，沈殿

（図1，レーンi）を少量のdissociationbuffer（0.3

MNaCl,10mMTris-HCl（pH7.5）,1mMDTT）

で溶かし，myosinを脱重合させた。これをすぐ

に12,000gで20分遠心し，凝集したタンパク質

を沈殿させる。上清をビーカーに移し2倍量の

dilutionbufferを加えNaClの最終濃度を0.1M

に下げた。氷上で60分静置し，アクトミオシン

を凝集させた。12,000gで20分遠心して，上清

を回収した。上清にさらに 10mM Mg（CH3

COO）2を加えて氷上で2時間静置した。時間と

ともにmyosinが重合して溶液全体が徐々にうっ

すらと白濁してくる（このとき混入している

actinが多い場合には，粒状の塊が沈殿する）。こ

の溶液を 12,000gで 20分遠心し，沈殿を disso-

ciationbufferで溶かす。12,000gで20分遠心し

上清を回収する（図1，レーンj）。上清を透析チュー

ブ（20/33インチ，WAKO）に入れ 50％ glyc-

erol,0.3M NaCl,20mM Tris-HCl（pH7.5）,0.5

mM PMSF,1mM DTTに対して24時間透析し

た。この操作により体積が 1/3程度に減少し

myosinが濃縮される。そのまま分注して－20～3

0℃のフリーザーで保存する。調製した myosin

は2ヶ月程度の期間はATPase活性測定，モーティ

リティーアッセイなどで生理活性を保持している

ことを確認している。豚大動脈からも同様な方法

でmyosinを精製することが可能である。

II－２－２ MLCKの調製

MLCKはAdelsterinandKleeの方法8），その

変法26）を基に改良を加えた。原報とその変法では

calmodulin-agaroseのアフィニティーカラムを用

いるが，calmodulin-agarose（Sigma）が高価であ

るため我々はイオン交換クロマトグラフィー

（DEAE-toyopearlおよびSP-toyopearl）の組み合

わせで精製をおこなっている。トリ砂嚢100gに

500mlの wash buffer（40mM NaCl,20mM

Tris-HCl（pH6.8）,2mM EDTA,1mM PMSF,1

mM DTT）を加え，ミキサーで撹拌した。この

ホモジェネートを氷上で 10分間静置した。

12,000gで20分 遠心し上清を捨てる。沈殿にさ

らに同量のwashbufferを加え，上記の操作を3

回繰り返して可溶性タンパク質を除した。沈殿し

た砂嚢に 400mlの extractbuffer（40mM Tris-

HCl（pH7.5）,25mM MgCl2,2mM EGTA,0.5

μg/mlleupeptin,1mM DTT,1mM PMSF）を

加えて撹拌した。30分間スターラーで撹拌して

MLCKを抽出した。この抽出液を12,000gで20

分遠心する。得られた上清はガーゼで濾してビー

カーに保存した。この沈殿（筋肉残屑）にさらに

400mlの extractbufferを加え，上記と同様に

MLCKの抽出をおこなう。12,000gで20分遠心

し，2回目の上清を1回目の上清と合わせてメス

シリンダーで体積を測る。100mlあたり25gの

硫安を加えて溶かし，氷上で30分間静置させる。

12,000gで20分遠心し，上清にさらに100mlあ

たり8gの硫安を加えて溶かし，氷上で30分間

静置させてから12,000gで20分遠心した。大部

分の上清を捨て一部の上清を遠心チューブに残す。

MLCKは遠心チューブの底だけでなく壁面に沿っ

て付着しているので，コマゴメピペットを使って

内壁に付着したMLCKと残った上清とを一緒に

混合させる。これを12,000gで20分遠心して上

清を捨てた。この操作により次のイオン交換クロ

マトグラフィーに持ち込まれる硫安の量を減らし，

結果としてカラムにアプライするサンプルの体積

を減らすことができる。硫安分画後のMLCKの

沈殿を columnbufferA（20mM Tris-HCl（pH
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7.5）,2mM EDTA,0.5μg/mlleupeptin,1mM

DTT,1mM PMSF）で溶かし，さらに同じバッ

ファーで希釈してconductivemeter（HORIBA）

を使って電気伝導度が100mM NaClと同じにな

るようにした。これを 100,000gで 60分遠心し

て不溶性のタンパク質を除去し，上清をクロマト

グラフィーに使用した。クロマトグラフィーは

FPLCポンプにカラムを接続しておこなう。100

mM NaCl,20mM Tris-HCl（pH 7.5）,2mM

EDTA,0.5μg/mlleupeptin,1mM DTT,1mM

PMSFで平衡化した DEAE-Toyopeal（φ1.6X

12cm）に superloop（GEヘルスケア）を使っ

て上記の上清をアプライした。サンプル注入後カ

ラムをbufferAで洗い未吸着のタンパク質を除

く。A280がベースラインに戻るのを確認したら，

100～300mM の NaClグラジエントをかけて溶

出をおこなう（図2（a））10）。フラクションコレ

クターの画分を SDS-PAGEに供して MLCKを

含む画分を確認する（図2（b））。MLCKは混入

する caldesmonよりもやや低い塩濃度で溶出さ
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図２．MLCKのイオン交換クロマトグラフィーによる分離。

DEAE-Toyopearlクロマトグラフィーの溶出パターン（a）。硫安分画した MLCKを 100mM

NaCl,20mM Tris-HCl（pH7.5）,2mM EDTA,0.5mM PMSF,0.5μg/mlleupeptin,1mM DTT

で平衡化したDEAE-Toyopearlにアプライした。溶出は100-300mM NaCl濃度勾配をかけておこ

なった。図中の直線はNaClのグラジエントを示す。流速は1ml/minでおこない，各画分を2ml

ずつ集めた。括弧はプールした画分を示す。一部の画分をSDS-PAGEに供した（b）a～hは溶出

パターン中に矢印で示したそれぞれの画分の組成を示す。SP-Toyopearlクロマトグラフィーの溶

出パターン（c）。DEAE-Toyoperalによって分離したMLCK画分をプールしてイオン強度を下げ

た後，40mMNaCl,20mMTris-HCl（pH7.5）,2mMEDTA,0.5mMPMSF,0.5μg/mlleupeptin,

1mM DTTで平衡化したSP-Toyopealにアプライした。溶出は40-200mM NaClグラジエントを

かけておこなった。図中の直線はNaClの濃度勾配を示す。流速は1ml/minでおこない，各画分

を2mlずつ集めた。グラフ上部の括弧はプールした画分を示す。一部の画分をSDS-PAGEに供し

た（d）a～fは溶出パターン中に矢印で示したそれぞれの画分の組成を示す。



れる。

我々の経験では硫安分画後のサンプルや

DEAE-Toyopearlから溶出後のサンプルを氷上で

一晩放置すると，PMSFやleupeptinなどのプロ

テアーゼ阻害剤を加えていても内在性のプロテアー

ゼによって MLCKが消化される。 我々は

MLCKの抽出からSP-Toyopealへの吸着と洗浄

までの操作を一日で行っている（NaClグラジエ

ントによるMLCKの溶出は翌日行っている）。

このことからSP-Toyopealのwashの段階でよう

やくMLCKと内在性のプロテアーゼが分離され

ると考えられる。

MLCKを含む画分を集めて columnbufferA

で2倍に希釈してから，100,000gで60分遠心し

て凝集したタンパク質を除去した。このサンプル

を 40mM NaCl,20mM Tris-HCl（pH 7.5）,2

mM EDTA，0.5μg/mlleupeptin,1mM DTT,1

mM PMSFで平衡化したSP-Toyopeal（φ1.0X

12cm）にアプライした。同じバッファーで溶出

し，A280がベースラインに戻るのを確認したら，

40－200mM NaClグラジエントをかけて溶出を

おこなった（図2（c））10）。フラクションコレクター

の画分を SDS-PAGEに供し MLCKを含む画分

を確認した（図2（d））。得られたMLCK画分は

セントリコン（Millipore）で濃縮し，分注して

液体窒素で凍結して－80℃フリーザーで保存した。

得られたMLCKは少なくとも2年間はキナーゼ

活性を保持している。このMLCK標品を使って

myosin軽鎖をリン酸化させてglycerol-PAGEで

確認したのが図3（a）である11）。リン酸化した

ミオシンは重合能が高くなり，生理的な塩濃度で

重合できるようになった（図3（b））11）。

II－２－３ caldesmonの精製

caldesmonはそのタンパク質の大半がα-helix

からなり熱耐性があるため，精製の途中で加熱処

理によって他の大部分のタンパク質を変性させる

ことにより分離できる。熱処理以外の操作，遠心

分離や硫安分画はすべて4℃でおこなう。

100gの砂嚢に5倍量のhomogenizationbuffer

（0.3MNaCl,2.5mMEDTA,1mMDTT,10mM

Tris-HCl（pH8.0）,0.1mM PMSF）を加えミキ

サーにかけてホモジナイズさせた。これを18,000

gで20分遠心し，上清をガーゼで濾過して脂質

を除いた。三角フラスコないしは小さな鍋に入れ

沸騰した湯浴中で15分間熱処理をする。20分間

氷上で静置後，12,000gで20分遠心し上清を回

収した。上清の体積をメスシリンダーで測り，

100ml当たり15gの硫安をスターラーで撹拌し

ながら加えて溶かす。氷上で30分静置した後，

12,000gで20分遠心する。上清にさらに13gの

硫安を加えて溶かし，氷上で 30分静置する。
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図３．精製したMLCKによるmyosin軽鎖のリン酸化。

myosin（2mg/ml）,MLCK（0.02mg/ml）,CaM

（0.01mg/ml）を 50mM NaCl,30mM imidazole

（pH 7.5）,10mM MgCl2,5mM ATP,0.2mM

CaCl2,1mM DTT中で25℃において0,5,10,20,

30分反応させてミオシン軽鎖をリン酸化させ，20

μlずつurea-glycerolPAGEに供した（a）。矢印

は脱リン酸化軽鎖（nonP-LC），一重リン酸化軽鎖

（P-LC），二重リン酸化軽鎖（PP-LC），主要軽鎖

（ELC），カルモジュリン（CaM）の位置を示す。

myosin（0.5mg/ml）を 0.1M NaCl,20mM Tris-

HCl（pH 7.5）1mM ATP,2mM MgCl2,1mM

DTT中で混合し氷上で60分静置後，100,000gで

40分遠心し上清（sup）沈殿（ppt）を20μlずつ

SDS-PAGEに供した（b）。左端は分子量マーカー

で，ミオシン重鎖（MHC）と軽鎖（LC）の位置

を示す。脱リン酸化myosin（non-p）ではmyosin

が重合できずほとんどが上清に残ったが，リン酸

化myosin（p）では半分以上が重合して沈殿した。



12,000gで 20分遠心し沈殿を 10mlの dialysis

buffer-1（20mMTris-HCl（pH8.0）,1mMDTT,

0.5mM PMSF）で溶かした。これを透析チュー

ブに入れて500mlのdialysisbufferに対して，2

回透析外液を交換して一晩透析する。透析したサ

ンプルを 100,000gで 60分遠心し，硫安分画後

に凝集したタンパク質を除去して，上清をクロマ

トグラフィーにアプライした。20mM Tris-HCl

（pH 8.0）,1mM DTT）で平衡化した DEAE-

Toyopeal（φ1.6X12cm）にアプライした。上

記の平衡化bufferで洗浄してUVモニターがベー

スライン程度まで戻るのを確認したら，0～300

mMのNaClグラジエントをかけてcaldesmonを

溶出した（図4（a））10）。一部の画分をSDS-PAGE

に供し caldesmonを含む画分を確認した（図 4

（b））。caldesmonを含む画分（～200mM NaCl

を含む）を集めて 1000mlの dialysisbuffer-2

（100mMNaCl,20mMTris-HCl（pH8.0）,1mM

DTT,0.5mM PMSF）に対して，途中透析外液

を交換し一晩透析した。精製 caldesmonのタン

パク質濃度を測定し，分注して液体窒素で凍結し

て－80℃で保存した。この試料は少なくとも2年

間は生理活性を保っていた。

なお caldesmonを硫安沈殿させた後の上清か

ら，同じく熱耐性のあるtropomyosinを副産物と

して精製することが可能である。 上記の

caldesmonを沈殿させた後の上清にさらに100ml

あたり8gの硫安を加える。30分氷上で静置後

12,000gで 20分遠心し，沈殿を少量の dialysis

bufferで懸濁し，同じバッファーに対して透析す

る。これを 100,000gで 60分遠心し，上清を

DEAEクロマトグラフィーにかけると，

tropomyosinは 200mM NaCl以上の塩濃度で溶

出される。

II－２－４ telokinの精製

砂嚢 100gに対して 4倍量の extractionbuffer

（30mM MgCl2,200mM KCl,1mM EGTA，30

mM Tris-HCl（pH7.5）,5μg/mlleupeptin,0.5

mM PMSF,1mM DTT）を加えた。数回に分け

てブレンダーにかけて，8,000gで10分遠心分離

した。上清はガーゼで濾過してビーカーに保存し

ておき，再度沈殿に4倍量のextractionbufferを

加えてホモジナイズした。上清をガーゼで濾過し，

1回目の抽出液と一緒にしてメスシリンダーで体

積を測った。35g/100mlの固形硫安を加えて溶

かした。氷上で30分放置させ12,000gで30分遠

心した。上清にさらに15g/100mlの硫安を加え

て溶かし，氷上で30分放置した。12,000gで30

分遠心した。上清の大部分を捨てて20ml程度を
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図４．DEAEクロマトグラフィーによるcaldesmonの

分離。

DEAEクロマトグラフィーの溶出パターン（a）。

硫安分画した MLCKを 20mM Tris-HCl（pH

7.5）,2mM EDTA,0.5mM PMSF,0.5μg/ml

leupeptin,1mM DTTで平衡化した DEAE-

Toyopearlにアプライした。 溶出は 0-300mM

NaCl濃度勾配をかけておこなった。図中の直線

はNaClのグラジエントを示す。流速は1ml/min

でおこない，各画分を2mlずつ集めた。グラフ

上部の括弧はプールした画分を示す。一部の画分

をSDS-PAGEに供した（b）a～iは溶出パターン

中に矢印で示したそれぞれの画分の組成を示す。

CaDはcaldesmonのバンドの位置を示す。左端の

矢印は分子量マーカーで，数字は分子量（kDa）

を示す。



残す。沈殿を残った上清と一緒にコマゴメピペッ

トで分散させ，遠心チューブ内の凝集したタンパ

ク質をチューブの底に集めた。再度 12,000gで

30分遠心し，上清を捨て，沈殿を少量のdialysis

buffer（20mM Tris-HCl（pH7.5）,1mM DTT）

で溶かし，透析チューブに入れ，500mlのdialy-

sisbufferに対して一晩透析した。透析後サンプ

ルを回収し混入するactinやtropomyosinの等電

点沈殿を行う。少量の HClを加えて pHを 4.9

に合わせ，30分氷上で静置してから，12,000g

で30分遠心した。上清にHClを加えpHを7.0

に合わせた。さらに 100,000gで 60分遠心して

凝集したタンパク質を沈殿させた。

50mMNaCl,20mMTris-HCl（pH7.5）,1mM

EDTA,1mM DTT で 平 衡 化 し た DEAE-

Toyopealへ，上記の上清をアプライした。同じ

バッファーで洗浄しUVモニターで280nmの吸

光度がベースラインまで下がったのを確認したら，

50－250mM NaClのグラジエントをかけて

telokinを溶出した（図5（a））10）。SDS-PAGEで

telokinを含む画分を調べ（図5（b）），プールし

てセントリコン（Millipore）で濃縮した。タン

パク質濃度を決定した後に分注し，液体窒素で凍

結して－80℃で保存する。 我々の経験では

telokinにも熱耐性があることがわかったので，

caldesmon同様，始めの抽出液を熱処理すること

により夾雑物を除いて効率良く精製することも可

能である。

謝 辞

本研究の大部分は文部科学省科学研究費，三重

大学学長裁量経費萌芽研究，上原記念生命科学財

団，島原科学振興会の支援によっておこなわれた。

近藤哲也，鈴木亮両名の修士論文審査をしていた

だいた本学の加納哲教授，梅川逸人教授，柿沼誠

博士，舩原大輔博士に感謝いたします。長年にわ

たり平滑筋の筋タンパク質の生化学的研究の指導

を受けた群馬大学大学院医学系研究科の小浜一弘

教授に深くお礼を申し上げます。ここで紹介した

MLCKの精製法は同研究室の早川晃一博士，

caldesmonの精製法は石川良樹博士にご教示いた

だきました。さらに中村彰男博士，吉山伸司博士

には同研究室において近藤哲也が直接指導を受け，

様々な助言をいただきました。実験の技術的な支

援をしてくれた同研究室の六本木幸江さん，新井

圭子さん，羽生田友紀さんにも感謝いたします。

引用文献

1）EBASHIS.（1976）Asimplemethodofpreparing

actin-freemyosinfromsmoothmuscle.J.Biochem.

平滑筋myosin調節タンパク質の精製 95

図５．DEAEクロマトグラフィーによるtelokinの分

離。

DEAEクロマトグラフィーの溶出パターン（a）。

硫安分画した telokinを 50mM NaCl,20mM

Tris-HCl（pH7.5）,2mM EDTA,0.5mM PMSF,

0.5μg/mlleupeptin,1mM DTTで平衡化した

DEAE-Toyopearlにアプライした。溶出は50-250

mM NaClグラジエントをかけておこなった。図

中の直線は NaClの濃度勾配を示す。流速は 1

ml/minでおこない，各画分を2mlずつ集めた。

グラフ上部の括弧はプールした画分を示す。一部

の画分をSDS-PAGEに供した（b）a～jは溶出パ

ターン中に矢印で示したそれぞれの画分の組成を

示す。tkはtelokinのバンドの位置を示す。右端

の矢印は分子量マーカーで，数字は分子量（kDa）

を示す。



79,229-231.

2）IKEBEM,HARTSHORNEDJ.（1989）EffectofCa2+

ontheconformationandenzymaticactivityof

smoothmusclemyosin.J.Biol.Chem.260,13146-

13153.

3）OKAGAKIT,NAKAMURAA,SUZUKIT,OHMIK,

KOHAMA K.（2000）Assemblyofsmoothmuscle

myosinbythe38kprotein,ahomologueofa

subunitofpre-mRNAsplicingfactor-2.J.CellBiol.

148,653-663.

4）野々村禎昭（1993）「平滑筋収縮タンパク質，お

よびその関連タンパク質・酵素の調製」，日本生

化学会編，続生化学実験講座第10巻「血管-内皮

と平滑筋-」（東京化学同人）pp182-243.

5）ONISHIH,MAEDA K,MAEDA Y,INOUE A,F

UJIWARA K.（1995）Functionalchickengizzard

heavymeromyosinexpressioninandpurification

frombaculovirus-infectedinsectcells.Proc.Natl.

Acad.Sci.U.S.A.92,704-708.

6）LIXD,SAITOJ,IKEBER,MABUCHIK,IKEBEM.

（2000）Theinteractionbetweentheregulatorylight

chaindomainsontwoheadsiscriticalforregulation

ofsmoothmusclemyosin.Biochemistry.39,2254-

2260.

7）LIXD,IKEBEM.（2003）Twofunctionalheadsare

requiredforfullactivationofsmoothmusclemy-

osin.J.Biol.Chem.278,29435-29441.

8）ADELSTEINRS,andKLEECB.（1981）Purification

andcharacterizationofsmoothmusclemyosinlight

chainkinase.J.Biol.Chem.256,7501-7509.

9）HAYAKAWA K,OKAGAKIT,Higashi-FujimeS,K

OHAMA K.（1994）Bundlingofactinfilamentsby

myosinlightchainkinasefrom smoothmuscle.

Biochem.Biophys.Res.Commun.199,786-791.

10）近藤哲也（2008）「平滑筋myosin重合調節因子の

相関性の解析」三重大学大学院生物資源学研究科

修士論文.

11）鈴木亮（2006）「平滑筋ミオシン安定化因子p32

のミオシン上での結合部位の解析」三重大学大学

院生物資源学研究科修士論文.

12）BAGCHIIC,KEMPBE,MEANSAR.（1989）Myosin

lightchainkinasestructurefunctionanalysisusing

bacterialexpression.J.Biol.Chem.264,15843-

15849.

13）GUERRIETOJV,ROWLEYDR,MEANSAR.（1981）

Productionandcharacterizationofanantibodyto

myosinlightchainkinaseandintracellularlocaliza-

tionoftheenzyme.Cell27,449-458.

14）NUMATA T,KATOH T,YAZAWA M.（2001）

FunctionalroleoftheC-terminaldomainofsmooth

muscle myosin light chain kinase on the

phosphorylation ofsmooth musclemyosin. J.

Biochem.129,437-444.

15）NAKAMURAA,XIEC,ZHANGY,GAO Y,WANG

HH,YELH,KISHIH,OKAGAKIT,YOSHIYAMAS,

HAYAKAWAK,ISHIKAWAR,KOHAMAK.（2008）

Roleofnon-kinaseactivityofmyosinlight-chain

kinaseinregulatingsmoothmusclecontraction,a

reviewdedicatedtoDr.SetsuroEbashi.Biochem.

Biophys.Res.Commun.369,135-143.

16）KOBAYASHIH,INOUEA,MIKAWAT,KUWAYAMA

H,HOTTA Y,MASAKI T,EBASHI S.（1992）

IsolationofcDNA forbovinestomach155kDa

proteinexhibitingmyosinlightchainkinaseactiv-

ity.J.Biochem.112,786-791.

17）XIE C,ZHANG Y,WANG HH,MATSUMOTO A,

NAKAMURA A,ISHIKAWA R,YOSHIYAMA S,

HAYAKAWA K,KOHAMA K,GAO Y.（2009）

Calciumregulationofnon-kinaseandkinaseactivi-

tiesofrecombinantmyosinlight-chainkinaseand

itsmutants.IUBMBlife.61,1092-1098.

18）盛田フミ，大森敏弘（1993）「大動脈平滑筋ミオ

シン軽鎖フォスファターゼ」，日本生化学会編，

続生化学実験講座第10巻「血管-内皮と平滑筋-」

（東京化学同人）pp236-243.

19）SOBUEK,MURAMOTOY,FUJITAM,KAKIUCHIS.

（1981）Purificationofacalmodulin-bindingprotein

from chickengizzardthatinteractswithF-actin.

Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A.78,5652-5655.

20）YAMAZAKI K,ITOH K,SOBUE K,MORI T,

SHIBATAN.（1987）Purificationofcaldesmonand

myosinlightchain（MLC）kinasefrom arterial

smooth muscle: comparisons with gizzard

caldesmonandMLCkinase.J.Biochem.101,1-9.

21）祖父江憲治，林謙一郎（1986）「カルデスモン」，

日本生化学会編，続生化学実験講座第6巻「細胞

骨格の構造と機能（上）」（東京化学同人）pp

241～243.

22）BRETSCHERA.（1984）Smoothmusclecaldesmon,

rapidpurificationandF-actincross-linkingproper-

ties.J.Biol.Chem.259,12873-12880.

23）ITO M, DABROWSKA R, GUERRIERO JV,

HARTSHORNEDJ.（1989）Identificationinturkey

gizzardofanacidicproteinrelatedtotheC-

terminalportionofsmoothmusclemyosinlight

chainkinase.J.Biol.Chem.264,13971-13974.

24）GALLAGHERPJ,HERRINGBP.（1991）Thecarboxyl

terminusofthesmoothmusclemyosinlightchain

kinaseisexpressedasanindependentprotein,

近藤 哲也・鈴木 亮・岡垣 壮96



telokin.J.Biol.Chem.266,23945-23952.

25）SHIRINSKYVP,VOROTNIKOW AV,BIRUKOVKG,

NANAEV AK,COLLINGEM,LUKASTJ,SELLERS

JR,WATTERSON DM.（1993）A kinase-related

proteinstabilizedunphosphorylatedsmoothmuscle

myosinminifilamentsinthepresenceofATP.J.

Biol.Chem.268,16578-16583.

26）KUWAYAMA H,EBASHIS.（1988）Isolationfrom

bvinebrainof155kDacomponentexhibitingmy-

osinlightchainkinaseactivity.J.Biochem.104,

858-861.

平滑筋myosin調節タンパク質の精製 97




