
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６５１

挑戦的萌芽研究

2013～2012

弛緩溶液に分散した筋原線維懸濁液の水プロトンＮＭＲ横緩和経過

Spin-spin relaxation of 1H-NMR signals from myofibril suspension of rabbit skeletal 
muscle.

３０２３３２２４研究者番号：

大野　哲生（Ohno, Tetsuo）

東京慈恵会医科大学・医学部・助教

研究期間：

２４６５０２１２

平成 年 月 日現在２６   ６ ２４

円     1,800,000 、（間接経費） 円       540,000

研究成果の概要（和文）：以前測定した硬直条件では、筋原線維表面から500nmほどの距離まで動きの束縛された水が
分布することが示唆されていたが、当該研究によりATP存在下では水の束縛量は半分程度に減少することが分かった。
ミオシン頭部でATPを加水分解しながらアクチンとミオシンのクロスブリッジの結合乖離が起こることで筋肉は張力を
発生しているが、今回測定された硬直と弛緩状態での束縛された水の量の大きな変化は、収縮のキネティクスに何らか
の寄与をしている可能性がある。さらに、収縮中のほかの中間体としてミオシンADP複合体があるが、ADP存在下でも同
様の測定を行い、ADP結合状態でも水の束縛量が減少していることが分かった。

研究成果の概要（英文）：In the absence of MgATP, myofibril affects water molecules within 500 nm from its 
surface differently from water molecules in the bulk solution, and releases many water molecules in the pr
esence of MgATP or MgADP. 
  This may suggest that the potential of the water molecules that surround myofibril proteins are dynamica
lly changed during cross-bridge cycling.
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１．研究開始当初の背景 

 筋タンパク質のアクチンフィラメント

に高濃度にミオシンが結合する時には熱力

学パラメータが変化することが示唆されて

いる（Smith SJ, White HD, Woledge RC, J Biol 

Chem, 259, 10303-8, 1984）が、生体内濃度

に近い条件で観察されたこの現象は収縮の

エナジェティクスの議論には必須であるに

もかかわらず、未解決のままである。申請者

は以前筋原線維の収縮に伴う熱産生を測定

したが、この際、硬直から弛緩時に上記の現

象と類似の現象が観察された。タンパク質だ

けにその原因を求めるには非常に大きな変

化で、周りの水分子の寄与が示唆された。そ

こで筋原線維懸濁液の水プロトンNMR横緩和

経過を測定し、現在までに、筋原線維では

500-600 nmの距離の水分子まで何らかの影響

を及ぼしていることが示唆された。 

本研究による新しい知見は、筋蛋白質が生

体内で機能している時に、周りの水を含めた

キネティクスを考える必要があることを示

すだけではなく、代謝マップなどで知られて

いる生体内の多くの蛋白質のキネティクス

も、同様に周りの水を含めたキネティクスを

考えることで、生体内化学反応の解析におけ

るブレークスルーとなる。 

 

２．研究の目的 

筋タンパク質の収縮時の熱力学パラメ

ータは生体内に近い濃度では異なる可能性

が示唆されているにも拘わらず、未解決のま

ま放置されている。以前の研究から、このパ

ラメータの変化にはタンパク質周囲の水が

寄与するのではないかと考え、生体内とほぼ

同じ構造を持つ筋原線維標本を用い、この懸

濁液の水プロトンNMRの横緩和経過を測定し

タンパク質周囲の水の状態がバルクの水と

どのように異なるかを解明することを手掛

けている。現在までのところ、タンパク質表

面から500-600nm離れた水分子まで何らかの

影響を受けていることがわかっている。また、

収縮中に加速するミオシンATP加水分解反応

の素過程で存在するミオシン ADP,Pi 複合体

とミオシンADP複合体の状態での水の束縛の

状態を測定は、収縮時の熱力学パラメータへ

の周囲の水の影響を解明する一助となる。そ

こで本研究では、この長距離に及ぶ影響が、

①筋節内のどの構造に起因しているか、②静

電的な相互作用によるものか疎水性相互作

用によるものか、③ATP または ADP のミオシ

ン頭部への結合よる水分子への影響がどの

ように変化するか、以上 3点を明確にするこ

とを目的とする。 

 

３．研究の方法 

硬直液中での筋原線維の測定結果はほぼ

集まっているので、本研究ではミオシンを主

成分とした太いフィラメントを溶出した筋

原線維(Myosin Ghost Myofibril:MGMf)と、

アクチンを主成分とした細いフィラメント

を 切 断 し た 筋 原 線 維 (Actin Ghost 

Myofibril:AGMf)を作成し、それぞれの筋原

線維懸濁液の NMR 測定を行い、筋蛋白質周囲

の水の状態を考察し、長距離に及ぶ水分子の

束縛力がどちらのフィラメントに依存する

ものかを考察する。平成２４年度はミオシン

を溶出した筋原線維標本（MGMf）と細いフィ

ラメントを切断した筋原線維標本（AGMf）を

作成し、それぞれの NMR 測定を行う。平成２

５年度は ATP または ADP 存在下で、その NMR

測定を行う。またこれらの測定それぞれ７℃、

２０℃、３４℃で行う。 

 

４．研究成果 

以前測定した硬直条件では、筋原線維表面

から500nmほどの距離まで動きの束縛された

水が分布することが示唆されていたが、今回

AGMf MGMf ともに筋原線維周囲の動きの束縛

された水は観察されなかったことから、長距

離に及ぶ水の束縛には両フィラメントがコ



ンパクトに整列していることが必須である

ことが示された。また、７℃、34℃での測定

結果より、温度上昇に伴って束縛の距離が長

くなることが分かった。またこの時、時定数

の変化は見られなかったことから、温度依存

的に束縛の仕方は変化せず、その範囲だけが

広がることが分かった。この温度依存性から、

長距離に及ぶ水分子の束縛の力は疎水性相

互作用に類似したものであることが示唆さ

れた。         

次に弛緩条件の筋原線維懸濁液のNMR測

定を 20℃で行い、弛緩条件ではこの動きの束

縛された水の層が筋原線維外には殆ど見ら

れなくなることがわかった。 

また 7℃、34℃で同様の測定を行った。弛

緩状態では筋節内部にしか存在しないと考

えられる動きの束縛された水は、その温度依

存性から硬直状態と同様に、疎水相互作用に

類似した束縛を受けていることが分かった。 

 これらのことから筋タンパク周囲の水分

子は、温度によらずまた ATP,ADP のあるなし

によらず疎水性相互作用に類似した束縛を

受けており、硬直から弛緩になるときにその

量が大きく減少することが示唆された。 

ミオシン頭部でATPを加水分解しながらア

クチンとミオシンのクロスブリッジの結合

乖離が起こることで筋肉は張力を発生して

いるが、このクロスブリッジの結合乖離のサ

イクル中に硬直性のクロスブリッジが形成

されることは知られている。 

今回測定された硬直と弛緩状態での、束縛

された水の量の大きな変化は、収縮のキネテ

ィクスに何らかの寄与をしている可能性も

ある。 
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