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This review article aims to trace the achievements of Professor Ebashi in elucidating the
 

mechanism of muscle relaxation,identifying the vesicular relaxing factor,and establishing the
 

pivotal role of Ca in the regulation of muscle contraction,and isolating troponin C,the first
 

Ca receptor protein to display binding activity and effector functions.The central role
 

played by Ca in various cell signaling processes as well as muscle activation is accepted.
Through re-examination of arguments concerning the Ca -ATPase reaction mechanism in

 
relation to the terms“Ca binding”and“Ca transport,”the significance of ATP-ADP

 
exchange reaction was revisited and the initial step of formation of the phosphorylated interme-
diate E～P・Ca was found to be critical in relaxation from muscle twitch.This finding is in

 
marked contrast to the finding that cycling of the whole reaction of ATP hydrolysis is

 
important for relaxation from tetanus.

(Tokyo Jikeikai Medical Journal 2007;122:215-20)
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平成18年末に栗原 敏，馬詰良樹両教授のお世

話で開催された「筋生理の集い」において，故江

橋節郎先生のご業績についてお話しさせていただ

く機会を得ました．また，今回，栗原 敏教授の

ご努力により，東京慈恵会医科大学雑誌に印刷物

として出版されることとなり，その時の講演内容

に多少の加筆訂正したものをここに記します．

江橋先生のご業績を始めに簡単に概観いたしま

す とA.Szent-Gyorgyi,“Chemistry of Muscu-

lar Contraction”（1947）を読み，「筋収縮はATP

存在下でのactinとmyosinとの相互作用であ

る」という簡潔な結論に深い感銘を受け，同書第

2版（1951）のグリセリン処理標本の作製法に従っ

て作製したグリセリン筋で研究を始めました．す

ぐにこの標本は収縮するが弛緩しない事に気付き

ました．しかし短時間グリセリン処理した筋では

弛緩が起こります．弛緩は単なる収縮の抑制では

なく，弛緩を起こす因子（弛緩因子）が必要であ

るとの結論に達しました．この結論は実は既に2，

3の欧米の研究者により報告されており，過剰の

ATPが弛緩効果を示すという所見と併せて

ATP再生系酵素がその本体であるという考え

（可溶性弛緩因子説）が有力でした．しかし筋ホモ

ジェネート上清のうちATP再生系酵素が多く含

まれる30-40 g/dl硫安で沈降する画分では弛緩

せず，10-20 g/dl硫安で沈降する画分が必要であ

る事を報告いたしました．またこの画分はリン脂
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質に富み，かつKielley-MeyerhofのATPase活

性があることから，筋小胞体由来の膜小胞である

ことが示唆されました（小胞性弛緩因子説）．筋原

繊維の収縮モデルである超沈殿活性が微量の

Ca（1μMオーダー．当時0.1 mMで「微量」と

言われていた）で調節される事を見いだす一方，分

画遠心法で調製したミクロソームがATP依存的

にCa を結合することを始めて見いだしました

（江橋先生は専ら“Ca binding”を用いた．なぜ

多くの研究者が用いる“Ca transport”でなく，

“Ca binding”かは後述．）．μMオーダーのCa

によりアクトミオシンのATPase活性が活性化

されることを最初に報告したA.Weberと二人だ

けのCa theoryの誕生でした．しかし純粋な

actinとmyosinにはこのCa 感受性がなく，江

橋の結果は不純物の混入によるものと非難されま

した．これはactin標品によってCa 感受性に差

異があることが分かっていましたので，この

actin標 本 に つ い て 検 討 を 加 え た 結 果

tropomyosinとtroponinとがactin-myosin相

互作用にCa 感受性を付与するCa 制御系で

あることを明らかにしました．さらにtroponinは

troponin C，I，Tの3成分の複合体であり，

troponin CがCa 受容蛋白（Ca を結合し，生物

学的効果を惹起する蛋白）であることを明らかに

しました．

遠藤先生がCa theory誕生・確立までの経過

について詳しく述べています．また大槻先生が

troponin C-troponinについて詳しく述べます．

私は筋小胞体SRのCa 結合について江橋先生

の成果を述べるとともに私の結果も補足させてい

ただきます．

江橋先生は筋弛緩因子の本体がSRである と

いう一応の成果を収めたものの，新しい研究の展

開を求めてロックフェラー大学に留学する機会を

得ました．Lipmann教授の指示はこれまでの研究

の続行でした．江橋先生がよく言うことは「Lip-

mann先生はMg は受け入れるがCa は嫌い

である．」1970年代前半私もLipmann研に留学さ

せて貰いましたが，Lipmannから“Ebashi,Ca ,

wonderful! But,why do you like Ca so
 

much?”と言われ，大変なショックを受けたこと

を思い出します．江橋先生は一年足らずの留学で

二編のすばらしい論文を発表なさいました．その

一つはボスが反対なため，単名でJ.Biochem.に

発表したものですが，私は一番高く評価いたしま

す．その結論は以下の四点に要約されます．① 超

沈殿，アクトミオシンATPase活性を指標とし

て，アクトミオシンはμMオーダーのCa によ

り活性化される（Fig.1）．② この活性化の程度は

アクトミオシン中のCa 結合量とよく平行す

る．③ EDTAなどのキレート試薬の筋弛緩効果

はその見掛けのCa 親和性とよく平行する．④

筋小胞体のATP依存Ca 結合はEDTAに匹敵

する筋弛緩効果を示す．現在のCa theoryを確

立するのに必要な証拠が揃っているすばらしい論

文です．私が始めに読んだときはフンフンと読ん

だだけでしたが，実験を始めて見ると襟を正して

読まなければという気持ちになり，Lipmann研の

当時の状況を推測すると涙なくしては読めませ

ん．江橋先生が深夜に実験する習慣になった切掛

けだと仰っておりました．図1はアクトミオシン

がμMオーダーの微量のCa で活性化される事

を超沈殿で示したデータです．このデータの凄い

ところはEGTA-Ca 緩衝液を用いずにCa 濃

度を0.1μM以下にしているところです．側をヒ

トが通っただけで1μM Ca 以上のコンタミが

生じます．アクトミオシンのみならず，水（器具

の洗浄用ばかりでなく，もっとも大量に使う試

薬），すべての試薬，ガラス器具，濾紙などすべて

をCa -freeにしなければなりません．実験室の

小 川216

 

Fig.1.Superprecipitation of EDTA-washed
 

actomyosin and its response to Ca .Figures
 

attached to curves represent Ca concentra-
tions(inμM)added to the medium.It is

 
astonishing that contaminating Ca was as

 
low as 0.1μM or less without usage of EGTA-
Ca buffer(from reference#3).



環境も改善しなければなりません．当時はガラス

器具も軟質のものが多く，ガラス器具からCa

が漏出します．ガラスは水飴みたいなものだと江

橋先生は良く仰います．水はミリ-Qのような装置

はなく，蒸留しなければなりません．気をつけな

いとすぐにμMオーダーのCa がコンタミしま

す．もう一つの特徴は超沈殿を測るのに濁度変化

の時間経過を用いている点です．これにより弛緩

効果を簡単に再現性良く測定出来ます．江橋先生

終生のルーチンの実験ツールであります．

もう一つはLipmannと連名の筋小胞体による

ATP依存Ca 結合を示した論文です ．江橋先

生はLipmannが名前を連名にしてくれたのは江

橋先生への義理だと仰います．しかし私は再度読

み直してみて，後述するようにATP-ADP交換

反応が存在することを示したからだと思います．

その結論を纏めると ① 筋小胞体由来の膜小胞は

ATP依存Ca 結合を示すが，この効果はaging

により速やかに失活する．これと平行して筋弛緩

効果もagingにより失活しやすい．② ATP依存

Ca 結合の結果，内腔にCa が取り込まれ約

1,400倍に濃縮される．③ ATPase活性のaging

による失活は僅少である．④ ATPase活性の数

倍高いATP-ADP交換反応が見られた（Fig.2）．

この交換反応はagingにより速やかに低下する．

⑤ ATP結合も見られた．ATPase活性より

ATP-ADP交換反応が筋弛緩効果により重要で

あると結論いたしました．ATP-ADP交換反応が

存在することはE～P・Ca中間体（EP）の存在が

推定され，これが筋弛緩には重要であると結論し

ました．この事を強調して「Ca 結合」と呼んで

おりました．一方，多くの研究者は小胞体内腔へ

のCa 濃縮に注目してCa 取り込みまたは輸

送と呼んでいます．EPは1967年にYamamoto

& Tonomura によりacyl-Pとして同定されま

した．

江橋先生は当時名古屋大学理学部に在籍してい

た大西 勁博士と共同でCa 指示薬であるムレ

キシド存在下に2波長分光光度計を用いて筋小胞

体のCa 取り込み経過を測定できること，急速

混合装置を併用すると可成り速い時間経過を調べ

ることが出来ることを報告しました ．ちょうど

その頃私が大学院学生として入室いたしました

（1965年）．私の研究テーマは次の2つでした．

① 定常状態では筋小胞体のCa 取り込みで

筋弛緩が説明される．しかし，Ca 結合速度で筋

弛緩速度が説明できるか否か検討すること．強縮

tetanusからと単収縮twitchからとでは筋弛緩

速度が2-3倍異なり，後者の方が断然速い．また，

単収縮でも充分時間静止した直後と反復後とでは

弛緩速度が異なる．これを説明すること．

② 筋小胞体からのCa 遊離（放出）について

研究すること．

今回は①に限って私の研究を敷衍して述べさ

せていただきます．②について一言いたします

と，当時は取り込みの抑制が即遊離（放出）と広

く考えられておりましたが，江橋先生は当初から

Na，K -ATPaseとNa-channelとが独立であ

ることからCa 取り込みとCa 遊離（放出）と

は独立であると考えておりました ．リアノジン

受容体が単離精製された今日，江橋先生の結論が

正しかったことになります．

図3はウシガエル骨格筋筋小胞体のCa 取り

込みの初期相です ．0.4秒までに取り込まれる

Ca 量は35 nmole/mg proteinとなり，この速度

は小胞体含量，Ca -ATPase活性のCa 濃度依

存性，単収縮時の細胞質内Ca 濃度推定値など

を考慮すると強縮からの筋弛緩速度を説明出来る

江橋節郎先生と筋弛緩

Fig.2.ATP-ADP exchange reaction and ATPase
 

activity of rabbit skeletal muscle SR as a func-
tion of pH.This clearly indicates that

 
ATPase reaction follows the reaction steps as

 
shown above(from reference#4).
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程度でした．この測定値はATPase cycleが回っ

ている状態です．ATPase機構については詳しく

研究されていますが，その基本的概要はFig.4に

要約されます．E～P・Caまでは非常に速いのです

が，その加水分解過程が律速になっております．言

い換えれば図3の結果はこの律速過程で規定され

ることになります．ATPase蛋白は細胞質内には

0.1-0.2 mM存在いたしますので，Ca 除去の観

点からすればE～P・Ca形成までのステップでよ

いことになります．しかしこの場合Ca

-ATPase（E）が基質であるATP，Ca とどのよ

うな順序で反応するかが問題となります．多くの

研究者の意見はFig.4の反応様式1または3が

有力であります．Eは元々Ca に対して高親和性

であり，小胞体内腔にCa を放出するためにE

～P・Caの加水分解時のエネルギーを使って低親

和性に変換すると考えています．低親和性状態か

ら高親和性状態への復元は遅く，律速の要因に

なっています．この転換にATPは必須ではない

が促進的に働くと考えています．この説では新た

にCa が除去されるためには律速であるEP加

水分解過程が入ることになります．一方，江橋先

生は反応様式2を主張されています．即ちATP

によりEが活性化されその結果Ca 親和性が高

まりCa を結合すると考えております．この説

ならばEP加水分解はCa 除去に必ずしも必要

ではありません．この説を支持する結果がいくつ

かあります．その一つを述べます．Ca 取り込み

は ATPの み な ら ず，AMPCPOP（ATPを

AMPOPOPと略記するとα-とβ-P間のOが

メチレン基になっている），ITP，ヌクレオチド以

外のリン酸化合物（アセチルリン酸，カルバミル

リン酸，p-ニトロフェノールリン酸など）でも

Ca 取り込みを起こします．最大取り込み量は大

差有りませんが，取り込み速度，Ca 濃度依存性

から推定した見掛けのCa 親和性が大きく異な

ります．両者は直線関係にあります．この関係は

低ATP濃度でも同様でした ．もう一つの有力な

根拠はATP-ADP交換反応のCa 濃度依存性

です ．Ca 濃度の単純増加関数ならば反応様式

1または3ですが，2相性で且つ高濃度Ca で反

応がゼロになれば反応様式2です．結果はEPレ

ベルが減少を来さないCa 濃度範囲で2相性で

したが，完全にゼロとはなりません．反応様式1は

除外され，2または3が考えられます．

既製の市販装置では酵素と2種類の基質とを任

意の順序，プレインキュベーション時間で反応経

過を測定することが困難ですので，Dr.Froehlich

（NIH）から彼の装置のblue printをいただき，急

速反応停止装置を自作し，Fig.5に示すようにE

とATP，Ca の混合順序を変えたり，EをCa

またはATPと一定時間プレインキュべーション

した後に他の基質を加えたときのEP形成時間を

調べました ．Fig.5では，第1の因子と20 ms
 

preincubation後に第2の因子を加え反応開始さ

せたときの反応時間（横軸，ms単位）とEP形成

レベル（縦軸）との関係をプロットしました．SR

 

Fig.3.Transient time course of Ca -uptake by
 

the heavy fraction of the SR from frog skeletal
 

muscle.One syringe contained 0.72 mg pro-
tein/ml of SR and the other syringe,1.0 mM

 
MgATP.Equal volumes of the two media

 
were mixed rapidly at 15°C and the following

 
time course of the［Ca ］change was detected

 
by murexide(from reference#8).

Fig.4.Possible reaction sequences of substrates in
 

Ca -ATPase and its partial reactions
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標品にはCa がコンタミしていますのでEGTA

を加えてCa レベルを下げたSRにATP，Ca

を加える順序を変えて測定いたしました．EP形

成は始めにATPを加えてからCa を加えた方

が逆の順序より可成り速い事が分かりました．

Ca を先に加えた場合，delayが見られました．

このdelayはpreincubation時間を例えば86 ms

に長くすれば消失いたします．条件をいろいろと

変えて同様な実験をした結果を纏めた解釈を図6

に示します．結論として反応様式3に従いますが，

細胞内では静止時にはE・ATPと活性化された状

態にあり，単刺激によりCa 濃度が高まるとE

～P・Caが形成される部分反応が主で，その結果

弛緩が起こると考えられます．刺激が反復される

と結合が寄与する割合が減少しATPase cycleの

寄与が大きくなると結論されます．江橋先生の推

定が正しかったことが結論されます．付言すると

E～Pに結合するCa のstoichiometryが未解

決です．一般的には2と信じられていますが，確

定するには測定方法の確立が必須です．江橋先生

の呟きによれば70-80も想定されます．今後の研

究に俟たねばなりません．
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