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研究成果の概要（和文）：遺伝性心筋症発症の原因となる筋収縮調節蛋白質トロポニン変異体お

よびトロポニン野生体の構造・ダイナミクス解析を行った。X 線小角散乱および X 線結晶解析

による構造解析の結果、変異の導入により、変異部位付近の局所的水素結合ネットワークの破

れが起こり、構造の不安定化を引き起こし、取り得る構造の分布が変化することが明らかとな

った。さらに中性子非弾性散乱によるダイナミクス解析の結果、トロポニン変異体の方が、構

造の揺らぎがより大きくなることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：Structural and dynamics analysis has been carried out on the mutants 
of troponin, the regulatory protein of muscle contraction, that cause cardiomyopathy. 
The results of small-angle X-ray scattering and X-ray crystal structure analysis showed 
that introduction of the mutation causes disruption of the local hydrogen-bond network 
around the mutation region, which makes the structure unstable, and thereby changing the 
distribution of possible conformations. Furthermore, the results of the dynamics analysis 
by neutron inelastic scattering showed that the troponin mutant shows larger structural 
fluctuations than the wild-type troponin. 
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１．研究開始当初の背景 
筋収縮の Ca2+濃度による調節機構は、骨格

筋、心筋においては細いフィラメント上に存
在する 3 種類のサブユニット（TnC, TnI, 
TnT）からなる蛋白質複合体トロポニン及び
トロポミオシン（Tm）が担っている。この

筋収縮調節機構の解明は、生物物理学上の大
きな問題の一つであるが、未だ全容解明には
至っていない。 

心筋症は、重症の不整脈や心不全を引き起
こす難治性疾患であるが、種々の心筋蛋白質
の遺伝的変異がその原因となることが知ら
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れている。特に、心筋症発症原因となるトロ
ポニン各成分の様々な部位での変異につい
ては、その機能異常が解析されており、Ca2+

感受性の亢進、抑制、そして Ca2+感受性の変
化なしに最大活性を増大させる、という 3 種
類に分類できることが知られている。こうし
た機能異常の由来を解明することは、疾病発
症機構のみならず筋収縮制御機構の解明の
上で重要である。 

多くの疾病原因トロポニン変異は、Ca2+結
合部位や Tm/アクチン結合部位、そして Tm
結合領域付近など Ca2+調節に直接関係した
部位に起こるが、Ca2+調節に直接は関係しな
い IT アームと呼ばれるコイルドコイル構造
中にも変異（TnT の 244 番目の変異（E244D）
及び 247 番目の変異（K247R））が見つかっ
ている。これらの変異は、Ca2+感受性の変化
なしの最大活性の増大という異常をもたら
す。IT アームは、調節頭部と TnT の Tm 結
合領域を繋ぐ領域であり、各領域間の情報伝
達を担うと考えられるため、E244D や
K247R の変異による機能異常の由来を調べ
ることにより、トロポニン各サブユニットの
相互作用の実体、及びその疾病発症に関わる
異常の解明につながることが期待される。 

 
 

２．研究の目的 
本研究は、心筋症原因変異 E244D(TnT)及

びK247R(TnT)によるトロポニンの機能異常
の由来を明らかにすることを目的とする。特
に、TnT の１残基の違いが、トロポニンの全
体構造にどのような影響を及ぼすか、また、
トロポニンの構造揺らぎにどのような影響
があるか、を調べることを通して、機能異常
の由来を明らかにすることを目指す。 
 
 
３．研究の方法 
本研究では、2 種類の TnT 変異体の影響を

調べるために、TnT 野生体を含むトロポニン
コアドメイン、TnT 変異体（E244D あるい
は K247R）を含むトロポニンコアドメイン
（以下、野生体、E244D、K247R と呼ぶ）
を再構成した。そして、そのそれぞれについ
て、X 線小角散乱実験を行った。測定は Ca2+

の有無の条件下で行い、変異によるトロポニ
ンコアドメインの全体構造の変化と共に（筋
肉中では収縮開始の引き金となる）TnC への
Ca2+の結合による構造変化を調べた。全体構
造の解析は、散乱曲線のギニエ解析による慣
性半径の導出とともに、結晶構造に基づくモ
デル計算により行った。 
また、野生体、E244D、K247R のそれぞ

れの結晶化に成功したため、それぞれの X 線
結晶構造解析を行った。結晶構造解析から、
それぞれの原子モデルを導出した。 

さらにトロポニンの構造揺らぎを調べる
ために、蛋白質のダイナミクスを直接測定す
ることのできる中性子非弾性散乱実験を行
った。特に、蛋白質の柔らかさの直接的な指
標を与えることのできる中性子非干渉性弾
性散乱（EINS）実験を行った。EINS 実験に
より、蛋白質の平均自乗変位が導出される。
さらに平均自乗変位の温度変化から、蛋白質
の柔らかさの（定性的な）直接の指標となる
「見かけのばね定数」を得ることができる。
野生体、および X 線小角散乱実験から揺らぎ
が大きいと推測された K247R について、281 
Kから 292 Kの範囲で 3 K毎にEINS測定を
行い、それぞれの柔らかさを解析した。 

 
 

４．研究成果 
X 線小角散乱 
野生体、E244D、K247R それぞれの散乱

曲線を蛋白質濃度 0.6～2.2 mg/ml の範囲で
測定し、得られた散乱曲線のギニエ解析を行
い、慣性半径を導出した。慣性半径の蛋白質
濃度依存性から、蛋白質間相互作用をゼロに
外挿（蛋白質濃度ゼロに外挿）した状態での
慣性半径を導出した。図１に、±Ca2+の状態
での慣性半径の濃度依存性を示す。また、表
１に、ゼロ外挿した慣性半径の値を示す。ギ
ニエ解析によりあわせて得られる I(0)値から、
これらの慣性半径はトロポニンコアドメイ
ン 1分子の慣性半径に対応すると考えてよい。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表 1.慣性半径の相互作用ゼロへの外挿値 

 -Ca2+ +Ca2+ 

野生体 38.6 ± 1.4 Å 38.5 ± 1.3 Å 

E244D 37.7 ± 1.0 Å 35.4 ± 1.2 Å 

K247R 36.4 ± 1.1 Å 35.6 ± 1.2 Å 

 
変異の導入により慣性半径が変化するこ

とが明らかとなった。これは変異により、ト
ロポニンコアドメインの全体構造が変化す
ることを示している。 

図 1. トロポニンコアの慣性半径の蛋白質濃度依存性



 

 

この慣性半径の変化が、どのような構造変
化に由来するかを明らかにするために、モデ
ル計算による散乱曲線の解析を行った。最近、
研究協力者の武田によって得られたトロポ
ニンコアドメインの新たな結晶構造解析に
もとづく原子モデルを出発点に、結晶解析で
は見えない領域をランダムループ構造で補
填した構造を初期モデルとした。この構造中
の 10 か所にピボット点を設定し、構造の回
転を可能にするとともに、TnC の２つの領域
間の距離の変化を可能にし、モデル構造を変
化させて散乱曲線をフィットさせることに
より、構造の探索を行った。構造の探索は遺
伝的アルゴリズムを用いて行った。この探索
により TnI と TnT により形成されるコイル
ドコイル構造および TnC の C 末端領域（こ
の領域の構造は固いと考えられる）以外の領
域の構造を変化させた構造探索が可能であ
る（図２参照）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
各状態（野生体、E244D、K247 のそれぞ

れについて Ca2+の有無の状態）について
1000 回、計算を行い、とりうるべき構造の
分布を得た。 
解析の結果、まずトロポニンコアドメイン

中の TnC は、歪んだ鉄アレイ型の構造をと
る結晶中とは異なり、伸びた鉄アレイ型の構
造をとること、+Ca2+状態では、-Ca2+状態よ
りもさらに伸びた構造をとることが明らか
となった。野生体、E244D、K247R のいず
れも同様の結果が得られた。さらに TnC の
コアドメイン内部の配向により 3種類のコン
フォメーション（図 3 の Model 1, Model 2, 
Model 3）に分類できることが明らかとなっ
た（図 3 参照）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに、野生体と変異体により、これら 3

種類のモデルの相対的な頻度が異なること
が明らかとなった。これは、変異の導入によ

り、とりうる構造の分布が変化することを示
唆している。 
 トロポニンコアドメイン全体の構造につ
いては、とりうる構造がかなりばらついてい
ること、即ち構造の揺らぎが大きいことが明
らかとなった。構造分布から、それぞれの状
態の平均自乗偏差（RMSD）を計算した結果、
野生体と変異体で、その値が異なること、特
に、+Ca2+状態で、変異体の RMSD が有意に
大きくなることが明らかとなった（表２）。 
 

表 2. トロポニンコアドメイン全体の平均自乗偏差 

 平均自乗偏差（標準偏差）（Å） 

 -Ca2+ +Ca2+ 

野生体 35.8 (5.2) 32.2 (7.8) 

E244D 35.6 (5.0) 34.8 (11.2) 

K247R 36.2 (5.7) 35.2 (9.1) 

※ ] は 95％信頼区間で有意差のあることを示す。 

 
さらに各領域の RMSD については、TnT

の N 末端側が+Ca2+状態において変異体の値
が有意に大きくなることが示された。これは、
変異の導入により、TnT の揺らぎが大きくな
ることを示唆している。また、TnT の平均位
置を示すパラメータについても、野生体と変
異体で有意な差があることが示された。 

こうしたモデル計算による解析の結果、
TnT の変異の導入によるトロポニンコアド
メインの全体構造の変化は、特定の構造変化
というよりは、とり得る構造の分布の変化お
よびゆらぎの大きさの変化によると結論さ
れた。これは、トロポニンの機能発現におけ
る蛋白質のゆらぎの重要性を示唆している。 
これらのX線小角散乱による成果は、現在、

投稿準備中である。 
 

X 線結晶構造解析 
X 線小角散乱の解析から得られた構造の分

布の変化がトロポニンコアドメイン内のど
のような変化に由来するのかを調べるため
に、野生体、E244D および K247R の X 線結
晶構造解析を行った。それぞれ分解能 2.0 Å、
2.1 Å、2.4 Å での構造精密化が可能であった。
図４は、得られたそれぞれの原子モデルを重
ね合わせた図である。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2. モデル計算の初期モデル 

図 4. 野生体、E244D、K247R の原子モデル 

図 3. TnC の相対的配向を表わすパラメータの相対的

ヒストグラム 



 

 

全体の骨格構造は、いずれも非常によく似
ていることが明らかとなった。側鎖の位置に
も大きな違いは観測されない。野生体と変異
体の違いがどこにあるかを明らかにするた
めに、変異部位付近の水素結合ネットワーク
を調べた。図 5 は、それぞれの変異部位付近
の構造を拡大したものである。野生体では、
R79(TnI)から水和水を介して E244(TnT)、そ
して K247(TnT)、E110(TnI)へとつながる水
素結合ネットワークが、変異体においては途
切れていること、特に E244D においては、
構造の揺らぎが大きいために残基 R79(TnI)
自体が見えないことが明らかとなった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
結晶中の分子間力による制限が加わる結

晶構造においては野生体と変異体で全体の
骨格構造に違いがほとんど見られない一方
で、X 線小角散乱により、分子間力による制
限のない溶液中において構造分布の違いが
観測されたことは、変異体による柔らかさや
揺らぎの変化を示唆している。変異導入によ
る変異部位付近の局所的な水素結合ネット
ワークの破れが構造の不安定化を引き起こ
し、全体的な構造分布の変化を引き起こすと
考えられる。 

これらの結晶構造解析の結果も、現在、投
稿準備中である。 

 
中性子非弾性散乱 

X線小角散乱およびX線結晶構造解析によ
り、トロポニンコアドメインにおける構造の
柔らかさや揺らぎの重要性が示唆された。そ
こで、変異の導入によりトロポニンコアドメ
インの構造揺らぎに実際に変化が起こるか
どうかを調べた。そのために中性子非弾性散
乱法の一つである中性子非干渉性弾性散乱

（EINS）実験を行った。X 線小角散乱実験
から、揺らぎの変化が大きいと予想される
+Ca2+-状態における K247R と野生体の測定
を行った。 

280 K から 292 K の範囲で、3 K ごとに
EINS スペクトルを測定し、そのスペクトル
から各温度における平均自乗変位を導出し
た。図６に平均自乗変位（<u2>）の温度依存
性を示す。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
<u2>の温度変化の直線近似の傾きから、蛋

白質の柔らかさの直接の指標となる「見かけ
のバネ定数」が導出される。野生体と K247R
の見かけのバネ定数は、それぞれ 0.074  
0.032 N/m および 0.046  0.026 N/m と見
積もられた。「見かけのバネ定数」は、蛋白
質の柔らかさに反比例するので、これらの値
は、K247R の方が柔らかいことを示している。
これは変異の導入により構造が不安定化し
たために構造の揺らぎが大きくなることを
示唆しており、X 線小角散乱および X 線結晶
解析の結果と一致している。これらの結果は、
同時に蛋白質の構造揺らぎの測定に中性子
非弾性散乱が有効であることを示しており、
中性子科学の観点からも重要な成果である。
この成果についても現在、投稿準備中である。 
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