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研究成果の概要（和文）：Ｃ-タンパク質は横紋筋特異的なミオシン結合タンパク質で、Ｃ端側

領域でミオシン線維の安定化に寄与する。本研究は心筋型、速筋型、遅筋型Ｃ-タンパク質のＮ

端側領域を大腸菌発現系で作製し、Ｆ-アクチンとの相互作用を調べた。その結果、速筋型＞心

筋型＞遅筋型の順に結合が強かった。また、速筋型と心筋型はアクトミオシン ATPase 活性を抑

制することを明らかにした。このことから、Ｃ-タンパク質は N端側領域でミオシンとアクチン

に結合することで筋収縮の制御を行うという、新しい機能モデルを示すことができた。 

 
 
研究成果の概要（英文）：Myosin-binding protein-C (MyBP-C/C-protein) is one of the major 
myosin-binding proteins in vertebrate striated muscles and consists of three isoforms. 
It has been demonstrated that MyBP-C interacts with LMM and connectin/titin at the 
C-terminus, and with the S2 segments of myosin at the N-terminus. It is also known that 
MyBP-C binds to actin filaments and modulates the actin-activated ATPase of myosin. 
However, actin-binding region of MyBP-C has not yet been fully clarified. In this study, 
we prepared recombinant N-terminal fragments of cardiac, fast and slow MyBP-C in an E. 
coli expression system. Co-sedimentation assay showed that each fragment bound to F-actin. 
In addition, the fast and the cardiac fragment of MyBP-C inhibited the actomyosin ATPase 
activity. It suggests that MyBP-C regulates actin-myosin interaction during muscle 
contraction at the N-terminal side. 
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１．研究開始当初の背景 
 サルコメアは筋肉の収縮運動の基本単位
で、そこには収縮の担い手であるアクチンフ
ィラメントとミオシンフィラメントが規則
正しく配置され、フィラメントを繋ぎ止める
構造（Ｚ線）や、構造を支える弾性タンパク
質（コネクチン）が基本骨格として存在する。
さらに、種々のアクチン結合タンパク質やミ
オシン結合タンパク質などのサルコメア構
成因子が修飾することでサルコメアの秩序
だった構築が制御される。サルコメアは精巧
にできた細胞器官の１つであり、このような
細胞の機能を担う構造体の形成と維持、それ
を基盤とする収縮の仕組みを解明すること
は、生理機能の発現及び制御の分子機構、ま
た細胞の形づくりという視点で極めて重要
な意味を持つ。一方、肥大型心筋症は心筋が
肥大し拡張障害を引き起こす病気で、その原
因遺伝子としてサルコメア構成因子が同定
され、「肥大型心筋症はサルコメア病であり、
サルコメア構成タンパク質の異常がサルコ
メアの構造や収縮機能の異常を引き起こし、
その代償として肥大がおこる」と考えられる。
しかしサルコメア構成タンパク質の変異に
よる心肥大の発症メカニズムに関しては未
だ不明な点が多く、まさに、これからの研究
が必要である。 
 
２．研究の目的 
 Ｃ－タンパク質(MyBP-C)は横紋筋に発現す
る主要なミオシン結合タンパク質で、コネク
チンと結合しつつミオシンフィラメントの
まわりをタガのように巻くことで、その束の
形成と安定化に寄与すると考えられていた。
近年、心筋型Ｃ－タンパク質が家族性肥大型
心筋症の原因遺伝子であることが明らかに
なり、心筋の機能維持における重要性が世界
的に注目されている。研究代表者は、加齢に
伴いマウス心房に変異体Ｃ－タンパク質が、
正常なＣ－タンパク質の代わりに特異的に発
現することを同定した。この変異体を強制発
現すると筋原繊維構造に異常が引き起こさ
れることも明らかにした(Sato N. et al., Mol. 
Biol. Cell. 2003)。一般に高等動物では老
化に伴い心機能の低下が認められる。Ｃ－タ
ンパク質の変異が心筋症の原因となること
を考えると、老化に伴い異常なＣ－タンパク
質が発現することは大変興味深い。また、心
筋型Ｃ－タンパク質のＮ端側領域にアクチン
結合部位があることを見いだした。これらの

ことは従来考えられていた、「Ｃ－タンパク質
はサルコメアの安定化や維持」に必要なだけ
でなく、新たに「アクチンとミオシンに結合
して筋収縮の制御をする」重要な多機能タン
パク質であることを示唆した。しかしＣ－タ
ンパク質の詳細な機能については未だ不明
な点が多く、筋疾患との関連や心臓の老化を
理解する上でもその解析は極めて重要であ
る。そこで本研究はＣ－タンパク質のＮ端側
領域に焦点をあてサルコメア構造の安定・維
持の分子機構とその機能発現としての筋収
縮の制御機構を解析し、肥大型心筋症の発症
メカニズムや加齢による心機能の低下のメ
カニズムに関しての基礎研究とすることを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）Ｃ－タンパク質とアクチンの結合様式
と収縮制御における役割の解明： 
 脊椎動物においてＣ－タンパク質には心筋
型、速筋型、遅筋型の３種類のアイソフォー
ムが存在する。研究代表者は心筋型Ｃ－タン
パク質のＮ末端側半分の領域にアクチン結
合部位が存在することを明らかにしている。
そこで本研究では初めに、速筋型と遅筋型の
Ｃ －タンパク質Ｎ末端側半分の領域を
His-tag を付加した組み換え体タンパク質と
して大腸菌発現系を用いて作製した。さらに、
心筋型と骨格筋型のＮ端側領域をさらに断
片化した組み換え体タンパク質も大腸菌発
現系を用いて作製した。これらの組み換え体
を用いてアクチン線維との共沈実験などで
アクチン結合への機能的最小単位を決定し
た。さらにＣ－タンパク質によるサルコメア
収縮制御機構を分子レベルで解明するため
に、組換え体タンパク質を用いてアクトミオ
シン ATPase 活性を測定することでアクチン－
ミオシン相互作用へのＣ－タンパク質が与え
る影響を解析した。 
 
（２）ニワトリ心筋型Ｃ－タンパク質バリア
ントの発現様式の解析： 
 ニワトリ心筋型Ｃ－タンパク質には特異的
なリン酸化部位を持つものと、持たない二つ
のバリアントが存在する。このリン酸化部位
のペプチドを抗原として特異的な抗体を作
成し、この抗体と両方のバリアントを認識す
る抗体を用いて骨格筋と心筋の発生段階に
おける両者の発現様式を解析した。 
 



４．研究成果 
（１） Ｃ－タンパク質はＣ端側のドメイン
10 で LMM に、ドメイン 8-10 でコネクチンに
結合する。一方、N端側ドメイン 1-2 でミオ
シン S2 に結合する（図 1）。 

  Ｃ－タンパク質の N 端側領域の機能を明ら
かにするため、本研究ではニワトリ心筋型
(type I)ドメイン 0-4、マウス速筋型ドメイ
ン 1-4、マウス遅筋型ドメイン 1-4 を His-tag
融合組み換え体として大腸菌発現系で作製
し、His-trap カラムを用いて精製した。 
 次に、各組み換え体と F-アクチンとの結合
を、F-アクチンとの共沈実験法により解析し
た。その結果、心筋型(CN)、速筋型(FN)、遅
筋型(SN)の各断片は、単独では遠心後に上清
(S)にあり、沈殿(P)しなかった。ところが、
F-アクチン共存下では速筋型が最も多く、次
に心筋型が沈殿した。遅筋型はあまり沈殿し
なかった。この結果は、速筋型＞心筋型＞
遅筋型の順にアクチン線維との結合が強い
ことを示した。この結果をまとめたものが、
図 2である。 

 さらに、scatchard plot 解析を行った結果
から、心筋型、速筋型、遅筋型の N端側領域
は F-アクチンに対してそれぞれモル比 0.6、
0.8、0.2 で結合が飽和し、その解離定数
Kd(micro M)は 1.8、1.1、9.3 であることが
わかった。 
  
（２） Ｃ－タンパク質のアクチン結合部位
をより詳細に決定するため、心筋型Ｃ－タン
パク質はドメイン 0-1 (C0-C1)、ドメイン 1-2 

(C1-C2)、ドメイン 2-4 (C2-C4)の領域に
His-tag を融合した組み換え体タンパク質を
作製した。速筋型Ｃ－タンパク質はドメイン 1 
(F1)、ドメイン 1-2 (F1-F2)、ドメイン 1-4 
(FN)からドメイン 1の一部とリンカー配列の
一部を除いた FNΔF1を His-tag融合組み換え
体タンパク質として作製した。 
 これらの組み換え体と F-アクチンの結合

を F-アクチンとの共沈実験と His-tag pull 
down assay により解析した。その結果、図 3
に示したように心筋型は N末端側のドメイン
１からリン酸化領域を含むリンカー領域を
経てドメイン２の間の領域がアクチン結合
部位の候補になった。速筋型はドメイン１と
ドメイン２の間のリンカー部位からドメイ
ン２の一部を含む 95 アミノ酸の領域が結合
部位であることがわかった。これらのことか
ら、トロポニン Iのアクチン結合部位と相同
性を持つ領域がＣ－タンパク質のアクチン結
合部位であることが予想された。 
 
（３）Ｃ－タンパク質のアクチン結合に関し
てその生理的意味を明らかにするために、N
端側組み換え体タンパク質がアクトミオシ
ン ATPase 活性に及ぼす影響を検討した。そ
の結果、遅筋型のフラグメントはアクチンと
ミオシンのみからなる場合（コントロール）
とほとんど違いが無く、アクトミオシン
ATPase 活性に影響を与えなかった。一方、速
筋型Ｃ-タンパク質のＮ端側領域はアクトミ
オシン ATPase 活性を５０％以上抑制した。
このような抑制効果は心筋型でも見られた。 
 共沈実験からアクチン線維に対する結合
が、遅筋型に比べて速筋型と心筋型で強いこ
とから、速筋型と心筋型のＣ-タンパク質は
Ｎ端側領域でアクチンと強固に結合するこ
とで、アクチン－ミオシン相互作用を抑制し
ていると考えられる。 
 心筋型Ｃ-タンパク質のアクチン結合領域



がドメイン１－２のリンカー領域で、そこに
は心筋型特異的なリン酸化領域が含まれる
ことから、心筋ではＣ-タンパク質のリン酸
化によりアクチン－ミオシン相互作用が制御
されている事が示唆される。一方、速筋型Ｃ
-タンパク質のアクチン結合領域もドメイン
１－２のリンカー領域だが、リン酸化部位が
無いことより、骨格筋において速筋型は恒常
的にアクチン－ミオシン相互作用に影響を与
えることが示唆された。 
 本研究の結果から、従来のモデルで示され
ていた、Ｃ－タンパク質はコネクチンと結合
しミオシン線維束をタガのように巻くこと
でその束の形成と安定化に寄与するだけで
なく、N 端側領域でミオシンとアクチンに結
合することで筋収縮の制御を行うという、新
しい機能モデルを示すことができた（図 4）。 
 

 
 
（４）心筋型 C-タンパク質には、ドメイン１
と２の間に A-kinase によってリン酸化され
る心筋型特異的リン酸化領域が存在する。以
前研究代表者らは、ニワトリの心筋型 C-タン
パク質では、この領域中で最も重要なアミノ
酸配列(P-seq)を持つ type I バリアントと持
たない type II バリアントが存在する事を報
告した(Yasuda et al., J Mol Cell Cardiol. 
1995)。P-seq を持つことで type I はリン酸
化の制御を受けるが、type II は制御を受け
ない。本研究は、特異的なリン酸化領域を持
つことでリン酸化の制御を受ける type Iと、
P-seq を持たないためリン酸化の制御を受け
ない type II の二つのバリアントの心筋及び
骨格筋の初期筋原繊維形成過程における発
現様式を明らかにするため、type I特異的抗
体を作製した。この type I 特異的抗体と両
方のバリアントを認識する抗体を併用する
ことで間接蛍光抗体法とイムノブロットを
行った。その結果、type Iバリアントは発生
過程を通して心臓に発現しており、心房と心
室の両方の筋原繊維に局在していた。一方、
type II バリアントは心筋ではほとんど発現
せず、発生中の初期骨格筋に特異的に発現し
ていることがわかった。この結果は RT-PCR
によっても確認できた(図 5、Saruta et al., 

Zoological Sci. 2010)。 

 
（５）トロポニンは TnT、TnC、TnI の 3 成分
からなる筋収縮の主要な制御因子である。一
般的に脊椎動物では横紋筋にのみ存在し、収
縮のブレーキとして働く。しかし、原索動物
マボヤでは平滑筋にも存在し、収縮のアクセ
ルとして働くことがわかっていた。本研究は
原索動物から脊椎動物における収縮制御機
構を明らかにするために、カタユウレイボヤ
とナメクジウオのトロポニン 3成分の遺伝子
を単離し、組み換え体を作製して機能を解析
した。その結果カタユウレイボヤでは骨格筋
と平滑筋のトロポニンが共にアクセル型の
機能を示し尾索類ホヤで一般的な特性であ
ることがわかった。一方、ナメクジウオは脊
椎動物と同様にブレーキ型の特性を持つこ
とが明らかになった。遺伝子による系統解析
の結果と合わせて、頭索類のトロポニンが脊
椎動物トロポニンの祖先型で、尾索類トロポ
ニンは進化の過程でユニークな機能特性を
獲得したことがわかった(図 6、Dennisson et 
al., Zoological Sci. 2010 印刷中)。 
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