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研究成果の概要（和文）：筋収縮は、筋肉細胞中のCa2+濃度により調節されているが、骨格筋、心筋では、その調節は
、筋肉の「細いフィラメント」上の調節蛋白質が行っている。筋収縮調節における蛋白質ダイナミクスの役割を調べる
ため、Ca2+の有無の条件下での細いフィラメントの中性子非弾性散乱実験を行った。その結果、Ca2+の有無により細い
フィラメントの柔らかさが変化することが明らかとなった。これらは、筋収縮調節における細いフィラメントのダイナ
ミクスの制御の重要性を示唆している。さらに、調節蛋白質の心筋症関連変異体を含む細いフィラメントのX線小角散
乱実験を行い、変異による細いフィラメントの構造変化を検出した。

研究成果の概要（英文）：Muscle contraction is regulated by Ca2+ concentration in muscle cells. This 
regulatory mechanism in skeletal and cardiac muscles lies in the regulatory proteins in "thin filaments" 
in muscle. In order to investigate the role of protein dynamics in the regulatory mechanism of muscle 
contraction, we carried out neutron scattering experiments on the thin filaments in the presence and 
absence of Ca2+. It was shown that as a function of Ca2+ concentration, flexibility of the thin filaments 
changes. This suggests that regulation of the dynamics of the thin filaments is important in the 
regulatory system of muscle contraction. Furthermore, small-angle X-ray scattering experiments on the 
thin filaments containing the cardiomyopathy-causing mutants of the regulatory proteins were carried out, 
and the structural changes of the thin filaments caused by the mutation were detected.

研究分野： 生物物理学

キーワード： 筋収縮調節　蛋白質ダイナミクス　中性子散乱　小角散乱
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１．研究開始当初の背景 

筋収縮は、筋肉の「太いフィラメント」
の主要成分である蛋白質ミオシンと「細い
フィラメント」の蛋白質アクチンとの相互
作用で起こる。筋収縮は Ca2+濃度により調
節されるが、骨格筋・心筋では、その調節
は、細いフィラメントの蛋白質トロポニン
（Tn）及びトロポミオシン（Tm）が担って
いる。低 Ca2+濃度状態において細いフィラ
メントはアクチン‐ミオシン相互作用が
起こらない状態にある。Ca2+濃度上昇によ
り、Ca2+が Tn（の成分の一つ TnC）に結合
し、Tn-Tm の一連の構造変化を引き起こす
ことにより、アクチン‐ミオシン相互作用
が可能な状態へと変化する。さらに、この
状態の細いフィラメントにミオシン頭部
が結合することにより、完全な活性化状態
となる。筋収縮調節の分子機構は、細いフ
ィラメント中の Tm の位置の違いにより、
状態の違いが起こるとする「立体障害仮
説」のように、細いフィラメントの構造変
化という観点から説明されてきた。そのた
め、それぞれの状態での細いフィラメント
の構造を明らかにすることが筋収縮調節
機構解明の上での中心的な課題となり、
様々な研究が行われてきた。しかしながら、
未だ筋収縮調節の分子機構の全容解明に
は至っていない。 
一方、アクチンは、らせん状重合体（F-

アクチン）を形成し、筋収縮のみならず細
胞運動に関係した様々な機能を発現する。
その機能多様性にはF-アクチンの柔らか
さが重要であるといわれている。その柔ら
かさによってはじめて様々なアクチン結
合蛋白質との相互作用が可能となるから
である。実際、F-アクチンは、構造状態の
違いや、結合蛋白質により、異なった柔ら
かさを持つことが知られている。細いフィ
ラメントは、F-アクチンの周りにTmが巻き
付き、さらにTnが規則的に配置されている
という構造をとるので、筋収縮調節機構は、
Tn-Tm系によるF-アクチンの柔らかさの調
節機構であるとみなすことができる。さら
に、Tn自身も構造の乱れた領域を持つこと
が知られており、その乱れた領域のゆらぎ
を利用してTnがアクチンやTmの相互作用
部位を探すというTn-アクチンやTn-Tm相
互作用のFly-castingモデルが提唱されて
いる。このように蛋白質自身の柔らかさや
ゆらぎが、筋収縮調節機構において重要な
役割を果たしている可能性がある。 
蛋白質の柔らかさは、その運動特性（ダ

イナミクス）に由来する。したがって、筋
収縮調節機構の真の理解のためには、種々
の状態における細いフィラメントの構造

という「静的」な構造を明らかにするのみ
ではなく、それぞれの状態において「動的」
な蛋白質ダイナミクスの特徴づけを行い、
ダイナミクスと構造の相関を明らかにし
なければならない。 

 
２．研究の目的 

本研究は、蛋白質ダイナミクスという動
的な視点から細いフィラメントを捉え、そ
のダイナミクス－構造相関から筋収縮調
節におけるダイナミクスの役割を明らか
にし、筋収縮調節機構解明に資することを
目的とする。そのため、蛋白質ダイナミク
スの直接測定が可能な唯一の方法である
中性子非弾性散乱法を用いて、骨格筋・心
筋において筋収縮調節を担う細いフィラ
メントのダイナミクス測定を行う。そして
細いフィラメントの種々の状態に対応す
るダイナミクスの特徴づけを行い、細いフ
ィラメントの構造－ダイナミクス相関を
明らかにすることを目指す。 

 
３．研究の方法 

蛋白質ダイナミクスは、ピコ秒領域のア
ミノ酸側鎖やポリペプチド鎖の熱搖動か
らナノ～マイクロ秒領域のドメイン運動、
そしてミリ秒領域の蛋白質全体の構造変
化と、幅広い時空間領域にわたる階層性を
持つ。本研究では、その素過程であるピコ
秒領域の熱搖動に注目する。この熱搖動の
存在により初めて蛋白質の構造変化ひい
ては機能発現が可能となること、そして、
この熱搖動の振幅から蛋白質の柔らかさ
の直接の指標を得ることができることの
故に、ピコ秒領域の熱搖動の解析は重要で
ある。中性子非弾性散乱は、ピコ秒領域の
熱搖動の直接測定が可能な唯一の方法で
ある。（以下、このピコ秒領域の熱搖動を
ダイナミクスと呼ぶ。）我々は、この中性
子非弾性散乱法を用いて、細いフィラメン
トのダイナミクス測定を行った。 
具体的には、ウシ心筋より単離精製し

た細いフィラメントを用いて、筋収縮が
抑制されている低 Ca2+濃度状態、及び抑
制が解除されアクチンとミオシンの相互
作用が可能となる高 Ca2+濃度状態のそ
れぞれについて中性子非弾性散乱実験を
行った。さらに比較の基準として調節蛋
白質のない F-アクチンについても中性子
非弾性散乱実験を行った。実験は、茨城県
東海村の大強度陽子加速器施設 J-PARC
の物質・生命科学実験施設に設置されてい
るダイナミクス解析装置（DNA）を用いて
行った。 

 



４．研究成果 
図 1に DNA により測定された中性子非弾性

散乱スペクトルの例を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1.中性子非弾性散乱スペクトルの例。低 Ca2+濃
度状態の細いフィラメントの 280 K におけるスペ
クトル。異なった２つのエネルギー分解能におけ
る測定を示す。 
 
測定は、異なった２つのエネルギー分解能

（2.5μeV 及び 12μeV）において行った。異
なったエネルギー分解能は異なった運動の
時間領域（それぞれ約 500 ピコ秒、約 110 ピ
コ秒）に対応する。これらのスペクトルを統
一的に解析することで、100 ピコ秒～サブナ
ノ秒領域の細いフィラメントのダイナミク
スについての情報を得ることができる。 
こうしたスペクトルに基づき、まず、細い

フィラメント及び F-アクチンの平均自乗変
位の温度依存性を調べた。図２に、その結果
を示す。 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
図２.平均自乗変位の温度依存性。低 Ca2+濃度状態
及び高 Ca2+濃度状態の細いフィラメント及び F-ア
クチン（それぞれ NTF-Ca2+, NTF+Ca2+, F-actin）
の平均自乗変位(<u2>)の温度依存性を示す。 
 
図２のデータ点の直線近似の傾きより、そ

れぞれの蛋白質系の柔らかさの指標である
「実効的ばね定数」が得られる。低 Ca2+濃度
状態及び高 Ca2+濃度状態の細いフィラメント
及び F-アクチンの「実効的ばね定数」は、そ
れぞれ、0.062±0.017 N/m、0.112±0.056 N/m、
0.089±0.034 N/m となった。これは、低 Ca2+

濃度状態の細いフィラメントが最も柔らか
く、次に F-アクチン、高 Ca2+濃度状態の細い
フィラメントの順となることを示している。 
さらに、これらの蛋白質系の運動の詳細を

調べるために、図 1に示したようなスペクト
ルをローレンツ関数（= 但し、
はローレンツ関数の幅、はエネルギー移動
を表す)の和で近似する現象論的方程式によ
る解析を行った。この解析は、運動全体を、
蛋白質系を構成する水素原子の個々の運動
の平均として記述するものであり、の変化
等から運動に関するパラメータを得ること
ができる。 
図３は、の変化から導出した運動の滞留

時間のアレニウスプロットである。滞留時間
の違いから、運動の速さは、低 Ca2+濃度状態
の細いフィラメントと高 Ca2+濃度状態の細い
フィラメントが同程度で F-アクチンが遅く
なることが明らかとなった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
図３.滞留時間のアレニウスプロット（滞留時間 
vs. 1/(温度)）。 
 
さらに運動の振幅を調べるために、散乱ス

ペクトルの強度の解析を行った結果、(1)こ
れらの蛋白質系は、振幅の異なる２種類の運
動を行う原子及び運動が遅いために見かけ
上止まって見える原子からなること、(2)F-
アクチンは、止まって見える原子の割合が大
きいこと、(3) 低 Ca2+濃度状態の細いフィラ
メントにおいて、振幅の大きい運動をする原
子の割合が大きいこと、(4)それぞれの蛋白
質系の運動の違いは、運動の振幅の違いでは
なく、それぞれの運動を行う原子の割合の違
いによることが明らかとなった。 
以上、述べてきた結果をまとめると、低 Ca2+

濃度状態の細いフィラメントの方が、高 Ca2+

濃度状態の細いフィラメントよりも、運動の
振幅が大きく、より柔らかいことを示してい
る。さらに F-アクチンとの比較から、運動の
大きい領域は、Tn 及び Tm であることが示唆



された。この結果は、筋収縮調節の分子機構
理解の上で重要な情報である。本成果は現在、
論文投稿準備中である。 

細いフィラメント中で運動の激しい領域
を特定するためには、蛋白質を重水素化し、
それらを用いた再構成フィラメントの中性
子非弾性散乱測定を行い、重水素化されてい
ない領域のみのダイナミクスの解析を行う
必要がある。そのために、Tn および Tm の重
水素化を行い、再構成フィラメントを調製し
た。しかしながら、研究期間中の J-PARC の
事故や度重なる不具合のために運転停止が
長期間続いたために、残念ながら、重水素化
蛋白質含む再構成フィラメントの中性子非
弾性散乱実験は実施できなかった。（この実
験については 2016 年度以降、課題申請が再
開されてから実施予定である。） 

中性子非弾性散乱実験が実施不可能であ
った期間、上述の解析に加えて、Tn の心筋症
関連変異体を用いた再構成フィラメントを
用いて、X線小角散乱実験を行い、Tn変異体
が細いフィラメント全体の構造に及ぼす影
響を調べた。本来、心筋症関連変異体を用い
た測定は研究計画には入っていなかったが、
本研究後に、心筋症関連変異体を用いた研究
を実施する予定だったので、その準備として
適当な実験である。 
野生型 Tn を含む再構成した細いフィラメ

ント及び心筋症関連 Tn 変異体を含む再構成
した細いフィラメントのそれぞれについて、
低 Ca2+濃度状態及び高 Ca2+濃度状態において
X線小角散乱実験を行った。実験はあいち SR
光センターの小角散乱ビームライン（BL8S3）
を用いて行った。断面のギニエ解析により、
それぞれの状態における細いフィラメント
の太さの解析を行った結果、心筋症関連変異
体を含む細いフィラメントの方が太くなる
ことが明らかとなった。これは、変異体の方
が、Tn と Tm あるいはアクチンとの相互作用
が弱いために、Tn の存在位置に異常があるこ
とを示唆しており、この異常が機能異常と関
係していることを示唆している。本結果は、
心筋症関連 Tn 変異体の機能異常の理解の上
で重要である（論文投稿準備中）。これらの
変異体を用いたダイナミクス解析への今後
の研究展開が期待される。 
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