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研究成果の概要（和文）：本研究は、熟成中の食肉軟化を誘起するパラトロポミオシンとサルコ

メア A-I 接合部のコネクチンとの結合・解離機構の解明のために、A-I 接合部領域のコネクチ

ン断片を遺伝子工学的手法で作製し、両タンパク質の結合を調べている。一方で食肉の熟成中

にサルコメア Z線近傍のコネクチンが断片になり、筋漿中に遊離し増加するが、コネクチン断

片増加と食肉軟化の関連性を明らかにするために、微生物中に発現させ精製した組換えコネク

チン断片を抗原に、抗コネクチン断片抗体を作製している。 

  
研究成果の概要（英文）：A myofibrillar protein, paratropomyosin weakens the rigor linkages 
between actin and myosin, and contributes to meat tenderization. Paratropomyosin was 
found at the A-I junction of myofibrils in living muscle and in muscle immediately 
postmortem. In chicken breast muscle paratropomyosin binds to connectin when examining 
binding of paratropomyosin at the A-I junction. In the present study, we produced all 
recombinant domains that constituted the connectin fragment at the junction and examined 
binding of paratropomyosin to each domain on PVDF membrane in order to clarify more precise 
binding site in connectin molecule. On the other hand, polyclonal and monoclonal 
antibodies produced against the connectin 20-kDa fragment, which was located in The Z-disk 
region and increased in chicken sarcoplasm with postmortem aging, were characterized in 
order to utilize for estimating meat aging. 
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１．研究開始当初の背景 
 食肉の軟らかさは消費者が重視する肉質
であるが、一般的に食肉は家畜の死後一定時
間熟成されて提供される。その間に様々な物
理的および化学的変化を受け、死後に形成さ
れた硬直結合が解除し食肉の軟化が起き、ま
た風味が向上し、肉質が良くなる。従って熟
成中に起こる食肉軟化に関する研究は重要
である。 
 熟成中に起こる食肉軟化の機構を明らか
にする研究において、アクチン-ミオシン間
の硬直結合をパラトロポミオシンがぜい弱
に す る こ と が は じ め て 報 告 さ れ
（ Takahashi,et al.,1985; Takahashi,et 
al.,1987）、ぜい弱化の結果、死後硬直時に
短縮したサルコメア長が静止長へ復元する
こ と が 示 さ れ た （ Yamanoue and 
Takahashi,1988）。生筋および死直後のサル
コメアでは A-I接合部に局在するパラトロポ
ミオシンは、熟成中に Ca イオンにより遊離
して細いフィラメント上に移行することが
明らかにされた（Hattori and Takahashi，
1988; Hattori, et al.,2003）。その後、鶏、
豚および牛の食肉で同様のことが報告され
（Takahashi et al.,1995）、死後硬直解除に
おけるパラトロポミオシンの関与は、畜種に
かかわらず認められることが示された。 
 一方、Ca イオンによる A-I 接合部からのパ
ラトロポミオシン遊離の機構について解明
が進められ、A-I 接合部でパラトロポミオシ
ンはコネクチンに結合することが示された
（Yamanoue et al.,1998; Fei,et al.,1999）。
さらにパラトロポミオシン結合領域を構成
する５個のコネクチンドメインが明らかに
されている（Yamanoue et al.,2003）。 
 また食肉の熟成中に筋原線維の Z線がぜい
弱になり、Z 線で筋原線維が小片になり易く
なる現象がある（Takahashi et al., 1967; 
Fukazawa et al.,1969）。熟成中の食肉の軟
らかさと筋原線維小片化の程度には関連性
が認められる（Moller et al.,1973）。近年
の研究で、熟成中に筋原線維の Z線近傍でコ
ネクチン変化し、筋原線維の小片化が起こり
易 く な る こ と が 示 唆 さ れ て い る
(C.Boyer-Berri and M.L.Greaser, 1998)。
しかしながら、この筋原線維小片化に影響す
ると考えられる Z線近傍のコネクチン断片化
の詳細は明らかにされていない。これまで、
熟成中の食肉の筋原線維 Z線近傍でコネクチ
ンが一部断片化し、筋漿に溶離し増加するこ
とが見出されている。 
 
 
２．研究の目的 
 コネクチンはサルコメアのＺ線からＭ線
に至る分子量約 300万の長大なタンパク質で

あ り （ Maruyama,1994 ）、 主 と し て
Immunoglobulin タイプと Fibronectin 3 タイ
プの両ドメインの規則的繰返し配置で構成
されている（Labeit and Kolmerer,1995）。
従って筋肉試料から直接 A-I接合部領域およ
び Z線近傍で断片化するコネクチン構成ドメ
インのみを調製するのは非常に困難と考え
られる。熟成中の食肉軟化に関連するコネク
チンの変化を、大腸菌に発現させ精製した組
換えコネクチン断片利用して明らかにする
ことを本研究の目的とする。 
 はじめに A-I接合部領域のコネクチン構成
ドメインを組換えコネクチンドメインとし
て大腸菌に発現させ、精製する。精製した各
組換えコネクチンドメインとパラトロポミ
オシンとの結合を調べ、コネクチンの詳細な
パラトロポミオシン結合部位を決定する。 
 また熟成中の筋原線維小片化に関連する
コネクチン領域を組換えタンパク質として
大腸菌に発現させ、精製する。精製組換えコ
ネクチン断片を抗原に、Z 線近傍に特異的に
結合するモノクローナル抗体を作製しプロ
ーブとして利用することで、筋漿でのコネク
チン断片の増加と Z線の脆弱化、すなわち筋
原線維小片化との関連性を明らかにし、熟成
中に筋原線維 Z線近傍でコネクチンが断片化
するメカニズムを解明する。 
 
 
３．研究の方法 
① 鶏コネクチンの塩基配列から筋原線維の
ぜい弱化に関連する A-I接合部のコネクチン
ドメインおよび Z線近傍の 20-kDa 構成ドメ
インをコードする DNA 領域増幅のための PCR
プライマーを設計した。鶏胸筋 cDNA ライブ
ラリーを鋳型に、それらの DNA 断片を PCR で
増幅した。 
② 増幅した各 DNA 断片の配列を DNA シーケ
ンサーで確認後、発現ベクターに組込み宿主
の大腸菌に導入した。発現誘導後の菌体を破
砕し、破砕後の画分からカラムクロマトグラ
フィー法で組換えコネクチンドメインを精
製した。 
③ 精製組換えコネクチンドメインの N末端
アミノ酸配列をプロテインシーケンサーで
分析し、該当ドメインを確認後マウスに免疫
し、抗体を産生させた。 
④ 免疫マウス中に産生される抗体の有無を
ELISA 法で検定する。抗体産生後に全採血し、
抗血清を調製した。また脾臓細胞を摘出した。 
⑤ 得られた脾臓細胞とミエローマ細胞を融
合させ、ハイブリドーマ細胞を作製した。ハ
イブリドーマ細胞を培養し、Z線近傍の組換
えコネクチンドメインに対する抗体を産生
する細胞を、限界希釈法で単クローン化した。 
⑥ A-I接合部およびZ線近傍の組換えコネク



 

 

チンドメインに対するそれぞれの抗血清お
よび mAb の特性を調べた。すなわち両抗体の
抗体価および特異性を ELISA法およびウェス
タンブロッティング法で検定した。また組換
えコネクチンドメインと mAb の結合定数を
ELISA 法で決定した。さらに組換えコネクチ
ンドメインのプロテアーゼ分解物と抗体と
の結合を調べ、mAb が結合するエピトープ部
位を明らかにした。 
⑦ PVDF 膜に転写したパラトロポミオシンに
対する組換えコネクチンドメインの結合を、
抗体を用いるオーバーレイアッセイ法で検
討した。 
 
 
４．研究成果 
（1）先ず鶏胸筋から Total RNA を調製し、
サルコメア A-I接合部をコードするコネクチ
ン cDNA を合成した。cDNA を鋳型に PCR 法で
A-I接合部の4種類の4〜5連続ドメインコネ
クチン断片をコードする I44-I47、I47-I51、
I64-I67 および I64-A1 DNA 断片を増幅した結
果、電気泳動法で各質量サイズの泳動位置に
バンドを認めた（図 1）。精製した DNA 断片を
pGEX6p vector に挿入し、大腸菌 DH5α株を
形質転換後、vector に挿入した遺伝子の塩基
配列を DNA シーケンサーで確認した結果、目
的の DNA であることを確認した。 

図 1 PCR によるコネクチン DNA 断片増幅 
 
（2）構築した発現プラスミドで大腸菌
Origami (DE3) 株を形質転換した。IPTG によ
る発現誘導を SDS-PAGE で検討した結果、
I44-I47 は約 65kDa に、I47-I51 および
I64-I67 は約 75kDa に、I64-A1 は約 85kDa に
バンドを確認した（図 2）。発現誘導後の大腸
菌を超音波破砕後遠心分離し、上清にグルタ
チオンビーズを加えて洗浄後、SDS-PAGE に供
した。その結果、精製した各 GST 融合組換え
コネクチン断片のバンドを IPTG 発現誘導時
と同じ位置に確認した。   

  
図 2 発現誘導後に精製した組換えコネクチ

ンドメイン 
 
（3）精製組換えコネクチンドメインと鶏肉
から調製したパラトロポミオシンとの相互
作用を調べることで、パラトロポミオシン結
合部位の特定を試みた。I44-I48 および
I64-A1 ドメインで構成される両コネクチン
断片がパラトロポミオシンに結合する可能
性が示唆されたが、明確ではなかった。次に
各 GST融合組換えコネクチンドメインとパラ
トロポミオシンとの結合を GST pull down 
assay 法を用いて調べた結果、GST とパラト
ロポミオシン間に非特異的結合がみられ、
GSTの発色と組換えI64-I67およびI64-A1ド
メインの発色に多少の差異が認められた（図
3）。しかし明確ではないため、今後条件の検
討が必要である。 

図 3 パラトロポミオシンと組換えコネクチ
ン断片の結合 

 
（4）鶏サルコメア Z 線近傍のコネクチン領
域である 20-kDa 断片の一部の 12-kDa 断片を、
組換えコネクチン断片として大腸菌に発現
させ、精製後ラットに免疫し、抗血清を調製
した。抗コネクチン断片抗血清は組換えコネ
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クチン断片のバンドに結合し、さらに熟成鶏
肉から得られた筋漿中の 20-kDa に相当する
バンドに特異的に結合することが、ウェスタ
ンブロット法で明らかになった（図 4）。 

 
図 4 抗コネクチン断片抗血清による筋漿

20-kDa 断片の検出 
 
（5）組換えコネクチン 12-kDa 断片で免疫し
たマウス(Balb/c)から脾臓を摘出し、常法に
従って脾臓細胞と腫瘍細胞 P3U1 からハイブ
リドーマ細胞を作製した。培養上清を ELISA
法で分析し、抗体産生細胞を限界希釈法で単
クローン細胞にした後、培養上清中の抗体の
特異性および筋漿中のコネクチン断片の増
加をウェスタンブロッティング法で調べた。
ELISA 法で抗体産生能を調べ、陽性を示す細
胞の培養上清と熟成後の鶏筋漿との結合を
調べた結果、1-3 C および 16-4 B4 の２種類
の mAbを産生するハイブリドーマ細胞を得た。
熟成中に経時的に調製した鶏筋漿と両 mAbと
の結合を調べた結果、いずれも熟成 48 時間
から 20-kDa に相当するバンドが検出され始
め、熟成に伴いバンド密度が濃くなった（図
5）。mAb のサブクラスは、1-3 C は IgG2b で、
16-4 B4 は IgG3 であり、ともにκ軽鎖であっ

た。 
 
図 5 mAb による筋漿中のコネクチン 20-kDa

断片の検出 
 
 mAb の作製に用いた鶏組換えコネクチン
12-kDa 断片のアミノ酸配列を網羅するよう
に、様々な長さの 7種類のポ リペ プ チ
ド を GST融合組換えタンパ ク質として発

現させた。各組換えタンパ ク質と両 mAb の
結合を、ウェスタンブ ロッティング 法に
よる抗原マッピ ング によりエピ トー
プ 決定を試みた。mAb 16-4B4 は組換え 12- 
kDa 断片の N末端近傍部に、mAb 1-3C は中心
部のポ リペ プ チド に結合し、両 mAb
は異なるエピ トープ を識別した。熟成の
進んた鶏肉、豚肉および 牛肉からの筋漿画
分中に両 mAbで 発色するバ ンド をそれ
ぞ れ認め、これらのエピ トープ は各畜
種のコネクチンに共に存在することが 示
唆された。 
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