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研究成果の概要（和文）：骨格筋筋原線維に存在する太いフィラメントは 300以上のミオシン分
子により形成されている。骨格筋細胞内部でミオシン分子が太いフィラメントを形成するため

にはミオシン分子の Light Meromyosinドメインが必須であること、さらに Subfragment2と Light 
Meromyosin の両ドメインが存在すると効率よく太いフィラメントを形成することを明らかに
した。 
 
研究成果の概要（英文）：Thick filaments are composed of more than 300 myosin molecules in 
myofibrils. In this study, we found that the light meromyosin (LMM), which is one of myosin heavy 
chain (Myh) domains, was essential to form thick filaments in cultured skeletal muscle cells. 
Furthermore, to form thick filaments of LMM was facilitated by the presence of the subfragment-2 (S2), 
although solely expressed S2 did not form thick filaments, suggesting that the S2 may regulate thick 
filament formation. 
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１．研究開始当初の背景 

効率的な食肉の生産技術を確立するため

に、食肉の主体となる骨格筋の成長および肥

大のメカニズムを解明することは極めて重

要である。骨格筋肥大すなわち骨格筋量を増

加させるには、骨格筋を構成する個々の筋線

維のサイズを大きくする必要がある。筋線維

内に存在する筋原線維の数を増やすことが

できれば筋線維のサイズは大きくなり骨格

筋量も増加する。筋原線維は筋収縮の最小単

位であるサルコメアが規則正しく高度に配

向したものである。筋原線維の数を増加する

ためには、新たに形成されたサルコメアが筋

原線維を新たに構築、もしくは新たなサルコ
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メアの既存筋原線維への付加が必要である。

in vivo骨格筋のサルコメアには双極性で直径

15nm、長さ 1.6µmの太いフィラメントが存在

することは 1960 年代に明らかにされた。一

方、in vitroでのサルコメア形成機構に関して

も広く研究され、現在まで多くのデータが蓄

積している。しかし精製したミオシンのみを

用いた in vitro 実験から得られたフィラメン

ト形成モデルを、ミオシン以外の筋原線維タ

ンパク質が存在する in vivo骨格筋細胞での太

いフィラメントの形成モデルに適用するこ

とには無理があるため、in vivo骨格筋細胞で

の太いフィラメント形成メカニズムについ

てはほとんど解明されていないのが現状で

ある。 

 

２．研究の目的 

本研究では骨格筋細胞における太いフィ

ラメントの形成機構を解明することを目的

とした。 

 

３．研究の方法 

	
 ミオシン分子に結合する分子の探索：ミオ

シンの各ドメインを GST融合タンパク質と

して発現させ、培養骨格筋細胞を試料として

GST-pull down assayを行った。その後、GST

融合タンパク質に結合してきた分子を質量

分析計にて同定した。 

	
 培養骨格筋細胞への遺伝子導入：ミオシン

の各ドメインを発現するコンストラクトを

作成し、培養骨格筋細胞にトランスフェクシ

ョンし遺伝子導入を行った。遺伝子導入 5日

目に細胞を固定し、免疫蛍光法により、発現

させたミオシン変異体の局在を、蛍光顕微鏡

を用いて観察した。 

	
 蛍光退色後回復測定：太いフィラメント内

に存在するミオシン分子の置換効率を検討

するために、Fluorescence Recovery After 

Photobleaching (FRAP)を行った。具体的には

GFPで標識したミオシン分子の発現コンス

トラクトを培養骨格筋細胞に発現させ共焦

点レーザー顕微鏡にて測定した。 

 

４．研究成果 

ミオシンの太いフィラメント形成機構を

明らかにするために、①ミオシン分子に結合

する分子による太いフィラメント形成制御、

および②ミオシン分子自体の太いフィラメ

ント形成制御の二つの観点からアプローチ

を行った。さらに、③太いフィラメントを形

成するミオシン分子の置換様相も検討した。 

 

①骨格筋細胞の筋原線維形成過程で

太いフィラメントを構成するミオシン

分子に結合する分子を探索した。ミオシ

ン分子を各ドメイン Subfragment-1 (S1), 

Subfragment-2 (S2), および Light meromyosin 

(LMM)に分け、GST融合タンパク質を精製し

た。各 GST-融合タンパク質に結合する分子

の探索を Pull down assayにて行った。試料と

してサルコメア形成過程の培養骨格筋細胞

を試料として用いた。各ドメインに結合する

分子を質量分析計にて同定した。その中の 1

つに eukaryotic translation elongation factor 1 

gamma  (Eef1g)を見出した。しかし、他の生

化学的な方法で Eef1gとミオシンの結合を解

析した結果、Eef1g とミオシンの結合を積極

的に支持する結果を得ることはできなかっ

た。 

	
 ②骨格筋細胞内部ではミオシン分子は太

いフィラメントを形成する。ミオシン分子の

各ドメインを培養骨格筋細胞に発現させ、ど

のドメインが太いフィラメント形成に必要

であるのかを検討した。その結果、S2+LMM

および LMM は太いフィラメントを形成でき

るが、太いフィラメント形成効率は S2+LMM



の方が高かった。しかし、S2のみでは太いフ

ィラメントを形成できなかった。以上のこと

から、ミオシン分子が太いフィラメントを形

成するには、少なくとも LMM が必要である

ことが判明した。しかし、効率的に太いフィ

ラメント形成には S2も必要であることから、

S2 自体ではフィラメント形成できないもの

の、LMM とともに存在することで太いフィ

ラメントの形成調節をしていることが示唆

された。 

③太いフィラメントはミオシン分子

が 300 以上集合して形成されるタンパ

ク質複合体である。一方、細胞内に存在

するタンパク質は常に合成と分解を繰り

返している。太いフィラメントを構成する

個々のミオシン分子は新たに合成されたミ

オシン分子と入れ替わっていると考えられ

るが、そのメカニズムは不明な点が多い。そ

こで、太いフィラメントを形成するミオシン

分子がどのようにして置換しているのかを

検討した。GFP 標識したミオシン分子を

培養骨格筋細胞に発現させ FRAP を測定

した。その結果、蛍光退色 10 時間後に、太

いフィラメントの蛍光強度は元の強度の

50-60％まで回復することを見出した。このこ

とは放射性同位元素を用いてミオシン分子

の半減期を測定した古典的な実験の報告で

ミオシン分子の半減期が 2-3 日であることを

考慮すると、ミオシン分子は極めてダイナミ

ックに置換していることを示している。 
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