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研究成果の概要（和文）：筋肉の細いフィラメント成分であるアクチン、トロポミオシン、トロ

ポニンのそれぞれ特異的な部位に蛍光エネルギードナー分子とエネルギーアクセプター分子を

ラベルした。それらドナー・アクセプター間の蛍光エネルギー移動効率を求めた。一方、アク

チン、トロポミオシン、トロポニンの結晶構造からの原子座標を用いて、これら成分を、あら

ゆる配置をとらせて、座標計算から距離を求め、この距離から計算でもとめる蛍光エネルギー

移動効率を求めて、実測値と比べ、もっとも実測値にあう配置を求めることにより、アクチン、

トロポミオシン、トロポニンのアトミックモデルを構築した。 
 
研究成果の概要（英文）：Striated muscle thin filament is composed of actin, tropomyosin 
(Tm), and troponin (Tn). The fluorescence resonance energy (FRET) donor probe was 
labeled at the specific sites on tropomyosin or troponin, and the energy acceptor probes 
were labeled at the specific sites on actin. From these donor and acceptor pairs, FRET 
efficiencies were determined. Using the atomic coordinates of F-actin, Tm, and Tn, we 
searched all possible arrangements for Tn and Tm on F-actin to calculate FRET efficiency 
for each donor-acceptor pair in each arrangement. By minimizing the squared sum of 
deviations for the calculated FRET efficiencies from the observed efficiencies, we 
determined the location of Tm and Tn on F-actin.  
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１．研究開始当初の背景 
 筋収縮は細胞内カルシウム濃度により制
御されており、カルシウム受容タンパク質ト
ロポニンがトロポミオシンと協同してアク
チンとミオシンとの相互作用を制御してい

る。この制御メカニズムについては未だ明ら
かではない。１９７０年代に、筋繊維の X線
小角散乱の実験データから、筋肉の弛緩状態
では、トロポミオシンがアクチン上のミオシ
ン相互作用部位を立体障害し、カルシウムが
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トロポニンに結合すると、トロポミオシンは
アクチン上の位置を大きく変えることによ
り、ミオシン相互作用部位の障害が無くなり、
アクチンとミオシンが相互作用して、筋収縮
が生じると推察された立体障害モデルが現
在でも広く受け入れられている。しかし、生
化学的実験データの幾つかは、この立体障害
説と矛盾しており、また、蛍光エネルギー移
動測定でトロポミオシンのアクチン上の位
置変化を調べると、カルシウムの有無による
位置変化はみられなかった。収縮制御のメカ
ニズム解明には、細いフィラメントの詳細な
構造の解明が待たれている。 
 
２．研究の目的 
 筋肉の細いフィラメントは、アクチン、ト
ロポミオシン、トロポニンからなる。筋収縮
制御メカニズムの解明は、細いフィラメント
の詳細構造を知る必要がある。構成成分の結
晶構造は報告されているが、それら構成成分
がどのように集合し、活性化において、どの
ように構造変化するのかについては不明で
ある。本プロジェクトにおいては各構成成分
の特異位置に導入したラベル間の蛍光エネ
ルギー移動効率を求め、そのデータを基に骨
格筋の細いフィラメントのアトミックモデ
ルをつくり、筋収縮制御のメカニズムを明ら
かにしていく。 
 
３．研究の方法 
 トロポニン複合体 (TnC, TnI, & TnT)やト
ロポミオシンの特異的な部位（特定アミノ酸
残基）に蛍光エネルギードナー分子の
IAEDANS（システイン残基の SH 基に特異
的に結合する蛍光色素）をラベルする為に、
遺伝子操作により、特定部位にシングルシス
テイン残基をもつ変異トロポニンサブユニ
ットやトロポミオシンを調製する。一方、ア
クチン分子の Cys-374, Gln-41 および ADP
結合部位に、それぞれエネルギーアクセプタ
ー分子の DABMI, FLC, TNP-ADP をラベル
する。それぞれ一組のドナー分子とアクセプ
ター分子を取り込んだ F-actin–Tm–Tn 複合
体で、カルシウムイオン存在下と不在下での
蛍光エネルギー移動効率を測定する。一方、
アクチン、トロポミオシン、トロポニンの結
晶構造からの原子座標を用いて、これら成分
を、あらゆる配置をとらせて、座標計算から
距離を求め、この距離から計算でもとめる蛍
光エネルギー移動効率を求めて、実測値と比
べ、もっとも実測値にあう配置を求めること
により、アクチン、トロポミオシン、トロポ
ニンのアトミックモデルを構築する。 
 
４．研究成果 
（１）トロポミオシンのアミノ酸配列で
41-69, 83-111, 146-174, 216-244, 252-279

の領域にそれぞれ５つのシングルシステイ
ンをもつトロポミオシン変異体を使い、アク
チンのラベルとの間の FRET 測定を行い、実
験値と最もよく合致する配置を求め、トロポ
ミオシンのこれら領域とアクチンとの複合
体のアトミックモデルを作製した。 

 図のマジェンタ色はカルシウムイオン存
在下の、青色は不在下のトロポミオシン
(41-69, 83-111, 146-174, 216-244, and 
251-279) を示す。アクチンフィラメント上
の黄色球は、Flaherty 等によってトロポミオ
シン結合部位と示唆されたアミノ酸配列
217-236 の部分を示す。 
 
（２）トロポニンコアドメインの結晶構造に
含まれる残基の位置にシングルシステイン
をもつ１７ヶの変異体 TnC, TnI, TnT を調製
した。これらシングルシステインをもつトロ
ポニン複合体を使い、アクチンのラベルとの
間の FRET 測定を行い、実験値と最も良く合
うトロポニンコアドメインのアクチンフィ



 

 

ラメント上の最適配置を得ることにより、ト
ロポニンコアドメインとアクチンとの複合
体のアトミックモデルを作製した。 
 

 図のマジェンタ色はカルシウムイオン存
在下の、青色は不在下のトロポニンコアドメ
インを示す。 

 
（３）カルシウムイオン存在下での（１）と
（２）のモデルを統合してアクチン–トロポ
ミオシン–トロポニンコアドメインからなる
アトミックモデルを作った。 
 
図の黄色リボンモデルはトロポミオシン
(167-195)、トロポニンコアドメインの緑色
は TnC を、赤色は TnT を、水色は TnI を示す。 

 
（１）（２）（３）を通して、カルシウムの結
合解離により、トロポニンートロポミオシン
複合体がアクチンフィラメント上でどのよ
うな構造変化をするのかについてのアトミ
ックレベルでの３次元像を得ることにより、
筋収縮制御メカニズム解明に向けての大き
な前進が得られた。  
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