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研究成果の概要（和文）：変異トロポニンＴ導入心筋を用いたＸ線回折実験の結果から、Ｅ２４４Ｄ変異体では野生型
と比べてサブユニットＴからトロポミオシン/アクチンへの構造シグナルの伝達効率が過剰であることが張力増強の原
因となると考えられた。一方、トロポニン分子の分子動力学計算の結果から、Ｋ２４７Ｒ変異トロポニンではサブユニ
ットＩとサブユニットＴ間の構造シグナル伝達異常により張力増強をもたらすと考えられた。以上より、これらの２つ
の変異はトロポニンのＩＴアーム領域に隣接して存在するが、その病態発生の分子機序は両者で大きく異なることが明
らかになった。

研究成果の概要（英文）：The E244D- and K247R-troponin-T (TnT) mutants, which cause familial hypertrophic c
ardiomyopathy, have been shown to enhance calcium-dependent contraction on cardiac muscle. To clarify the 
mechanism of this enhancement, we performed molecular dynamics simulation of troponin molecule as well as 
X-ray diffraction experiments with cardiac muscle fibers to which wild-type/E244D/K247R mutant TnT had bee
n introduced in the absence of troponin I (TnI). When E244D-TnT was introduced into the cardiac fibers, in
tensity ratio of the equatorial reflection (1,1/1,0), which reflects amount of the interacting myosin to a
ctin increased compared with those to which wild-type-TnT were introduced. On the other hand, molecular dy
namics simulation revealed that interaction betweeen TnT and TnI were changed in K247R-TnT mutants. These 
results indicate that in these two mutants, enhanced tension development would be induced by totally diffe
rent mechanisms to trigger the hypertrophy of cardiac muscle.
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１．研究開始当初の背景 
 
家族性肥大型心筋症の原因として重要なK２４７
Rトロポニン変異体について外力の下での分子
動力学シミュレーションを実施した結果、肥大の
原因となる心筋細胞の張力増強の分子メカニズ
ムが、K２４７R変異による局所的な静電結合の
組み換えにより、カルシウムにより惹起されるト
ロポニンサブユニットIの構造変化に対するトロ
ポニンサブユニットTの反応性が異常となること
を根本原因とすることが示唆された。 
 
２．研究の目的 
 
トロポニン分子内（特にサブユニット I からサブ
ユニットT）での収縮シグナル伝達異常を検出で
きるトロポニン分子の分子動力学解析に加えて、
トロポニン分子（特にサブユニット T）とトロポミオ
シン/アクチンへの収縮シグナル伝達異常の検
出を目的とした変異トロポニン T 導入心筋線維
のX線回折実験を併せ行うことで、トロポニン変
異によって惹き起こされる家族性心筋症の原因
となる張力増強メカニズムを多角的に検証す
る。 
 
３．研究の方法 
 
変異トロポニン T（K247R、E244D）導入筋での
放射光回折実験と大規模分子動力学解析を併
せ行い、各々の変異体で張力増強の基盤とな
る構造変化を探求した。 
 

１）変異トロポニンの作成 
 
ヒト心筋トロポニンＴの cDNA をヒト心筋
mRNA から RT-PCR により増幅し、クローニン
グ（pBluescriptⅡSKT）ベクターに組み込ん
だ後に、オリゴヌクレオチドを用いて PCR 法
により変異を導入した。発現には低温発現ベ
クターと大腸菌（BL21）を用い、アフィニテ
ィークロマトグラフィにより精製した。 
 

２）トロポニン入れ替え法による骨格筋細胞
への変異トロポニン導入 
Hatakenakaらの方法（Hatakanaka et al., Eur 
J Biochem.205,985-993,1992）に基づき、大
過剰の変異トロポニンＴを含む人工細胞内
液に心筋細胞を浸し、内因性のトロポニン
（Ｔ・Ｉ・Ｃ複合体）を変異トロポニンＴと
置き換えることで、変異トロポニンＴ導入心
筋を作成した。 
 
３）放射光施設（高エネルギー研究所および
SPring8）での回折実験 
①光学系の調整 
②標本の調整 
変異トロポニンＴ導入心筋標本を放射光透
過性のある石英ガラス（特注品）を利用した
回折実験用セルの間に１０本ほど並列に配
置し、ペルチェ素子で温度管理をしながら溶

液を灌流した。 
③回折像の取得 
He-Ne レーザーで筋節長を確認後標本を回折
装置にマウントし、弛緩または収縮状態の回
折像をイメージングプレートに記録した（温
度２０℃、露出１５秒）。 
 
４）回折像の解析  
 
Visual Basic（ver.6）/MATLAB（ver.7.0.4）
で作成した画像解析プログラムを使用して
記録画像を加算し、トロポニン周期と強度、
赤道反射強度（１，１および１，０反射）を
測定した。 
 
５）分子動力学計算の追加 
 
トロポニン分子内でのサブユニットＩから
サブユニットＴへの信号伝達過程の異常を
統計的に解析するために、Ｅ２４４Ｄ変異体
とＫ２４７Ｒ変異体について大規模（各変異
体と野生型について異なる初期速度で 30 例
×２ナノ秒）分子動力学計算を行った。 
 
 
６）分子動力学解析と放射光回折実験の結果
の照合 
 
分子動力学計算の結果と放射光回折実験の
結果を照合した。 
 
４．研究成果 
 
１）変異トロポニン導入心筋の放射光回折 
 
野生型またはＥ２４４Ｄ/Ｋ２４７Ｒ変異ト
ロポニンTを導入した心筋からトロポニン反
射を明瞭に分離できる良好なＸ線回折像を
得ることに成功した（図１；野生型について
の一例）。トロポニンの構造を反映するトロ
ポニン子午反射（矢印）の周期には野生型と
変異型で差がみられなかった。これより、変
異型トロポニンと野生型トロポニンでは細
いフィラメント上でのトロポニンの結合位
置に明らかな違いがないことがわかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ 



 
一方トロポミオシン上でのトロポニンの立
体構造を反映する子午線近傍でのトロポニ
ン反射強度は、Ｅ２４４Ｄ変異トロポニンＴ
導入心筋では、野生型と比較して収縮状態の
強度差が増大する傾向が見られ、Ｅ２４４Ｄ
変異トロポニンＴ導入心筋では収縮時のト
ロポミオシン上でのトロポニンの立体構造
が野生型やＫ２４７Ｒ変異トロポニンＴ導
入心筋と比べて変化していることが示唆さ
れた(図２)。 

図２ 
 
また、ミオシン頭部とアクチンとの反応性を
反映する赤道反射強度比（１，１/１，０）
は、Ｅ２４４Ｄ変異トロポニンＴ導入心筋で
は弛緩状態で野生型に比較して増強してい
た。この結果から、Ｅ２４４Ｄ変異トロポニ
ンＴ導入心筋では弛緩状態でトロポミオシ
ンが既に活性化状態となっており、ミオシン
頭部のアクチンとの反応性が増しているこ
とが示唆された(図３)。 
 

図３ 
 
２）大規模分子動力学計算 
 
Ｋ２４７Ｒ変異トロポニンとＥ２４４Ｄ変
異トロポニンについての大規模分子動力学
計算（それぞれの変異体と野生型について 30
例ずつ×２ナノ秒）を行い、サブユニット I
に収縮時にかかると予測される弾性力を加
えた場合のサブユニットＴの構造歪を評価
し、各変異型のトロポニン内部での相互作用
の強さを評価した。変異型トロポニンの初期
構造は野生型トロポニン複合体（ヒト心筋ト

ロポニン複合体 PDB ID:１E1J）のサブユニ
ットＴのＥ２４４とＫ２４７ をプログラム
ユニット“xleap”を用いてそれぞれＤ（グ
ルタミン酸）とＲ（アルギニン）に置き換え
たものを用いた(図４)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４ 
 
これらの構造をもとに、収縮時にかかると予
測される弾性力をサブユニットIの一端に添
加すると、サブユニットＴの構造が歪み、サ
ブユニットＴ両端の距離が短縮した。（図５）。 

図５ トロポニンサブユニット I の一端にかけた力に
よって惹き起こされるサブユニットＩとサブユニット

Ｔの歪。ΔI-Idistance；サブユニットＩ両端間距離の

変化量, ΔT-T distance；サブユニットＴ両端間距離の

変化量） 
 
サブユニットIからサブユニットＴへの構造
シグナルの伝達効率を統計的に評価するた
めに、ΔＴ-Ｔdistance とΔI-I distance の
比を求め(＝responsiveness index と定義)、
比較した。 
野生型トロポニンではResponsiveness index
はおよそ-0.1 付近の値に収束し、サブユニッ
トIの両端間距離が減少するにつれてサブユ
ニットＴの両端間距離は増加することがわ
かった。Ｅ２４４Ｄ変異体では野生型と比較
して、値の平均値やばらつきともに有意な違
いは認められなかった。一方Ｋ２４７Ｒ変異
体では、値が大きく負の方向にばらついた
(図６)。 



 
図６ 
 
 
この結果から、Ｋ２４７Ｒ変異トロポニンで
はＫ２４７Ｒ変異に起因する局所的な静電
結合の組み換えによりサブユニットIからサ
ブユニットＴへの構造信号伝達の不確定性
が増し、平均として構造信号が増幅して伝達
されることが大きな張力発生の原因となる
ことが示唆された。 
 
３）実験結果と分子動力学結果の照合 
 
変異トロポニンＴ導入心筋を用いたＸ線回
折実験の結果から、Ｅ２４４Ｄ変異体では野
生型と比べてサブユニットＴからトロポミ
オシン/アクチンへの構造伝達過程が過剰と
なることが張力増強の原因となると考えら
れた。一方、トロポニン分子の分子動力学計
算の結果から、Ｋ２４７Ｒ変異トロポニンで
はサブユニットＩとサブユニットＴ間の信
号伝達異常により張力増強をもたらすと考
えられた。以上より、これらの２つの変異は
トロポニンのＩＴアーム領域に隣接して存
在するが、その病態発生の分子機序は両者で
大きく異なるらしいことが明らかになった。 
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