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研究成果の概要（和文）： 
筋弾性タンパク質コネクチンに結合する新しいタンパク質を同定した。解析の結果、こ

のタンパク質は、横紋筋の太いフィラメントの端と筋－神経接合部に局在していた。そし

て、このタンパク質の遺伝子は 25 個のエキソンから構成され、5種類のスプライシングア

イソフォームを作り出すことが明らかとなった。さらに、このタンパク質の結合タンパク

質、分解関連タンパク質を同定した。また、ヒトやショウジョウバエを含む多様な動物に

存在することを見出した。 
 
研究成果の概要（英文）： 

We found a novel protein that binds to muscle elastic protein connectin. Our analysis 
indicates this protein locates at the edge of myosin filament and neuron-muscular 
junction on striated muscles, and the gene of this protein includes twenty-five exons 
and produces five splicing isoforms. Additionally, we identified the binding proteins 
and a break-down protein of novel protein, and also found the existence of this protein 
in various animals including human and Drosophila. 
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１．研究開始当初の背景 

横紋筋の太いフィラメントの長さ（1.6μm,

ミオシン 294 分子）はミオシンの自己集合で

決まるという説が提唱されており、現在の最



も有力な説となっている。確かに、あるイオ

ン強度の条件下ではミオシンフィラメント

の長さが試験管内でおおよそ揃う時もある。

しかし、正確にそろえることは非常に難しく、

正確さを決める未知の調節システムが存在

するのではないかと思われる。そのため、筋

弾性タンパク質コネクチンが分子定規とし

てミオシンフィラメントの長さを決めると

いう説（コネクチン分子定規仮説、Whiting et 

al. 1989）が提唱された。この説は、サルコ

メアの Z 線から M 線までを１分子で繋ぐコ

ネクチンの３つの領域（Z 線のタンパク質と

結合する Z 線領域、バネの役割を果たしてい

る I 帯領域、太いフィラメントと結合する A

帯領域）のうち、A 帯領域の構造が太いフィ

ラメント内のミオシンフィラメントや C タ

ンパク質の周期性と一致している（Labeit 

and Kolmerer. 1995）ことを根拠としている。

しかし、はっきりとしたことは明らかにされ

ていない。 
 
２．研究の目的 

申請者はコネクチンを分子定規としてミ

オシンが重合した後、その重合を止める未知

のタンパク質が存在する可能性を考えた。そ

こで、定規の端に結合し、ミオシン末端に影

響を与える未知タンパク質の探索を行うこ

とで、コネクチンによる太いフィラメントの

長さ調節機構の解明を目指す。 

 
３．研究の方法 

 コネクチンの太いフィラメント末端領域

に結合する未知のタンパク質を探索（Y2H ス

クリーニング）し、実際にミオシンフィラメ

ント末端に局在しているものを選別（免疫蛍

光顕微鏡観察）し、全一次構造決定、遺伝子

構造決定、スプライシングアイソフォームの

同定等を行った後、各種機能解析を行う。 

４．研究成果 

コネクチンの太いフィラメント末端領域

に結合するタンパク質を Y2H スクリーニン

グで探索した。その結果、コネクチンと関連

があると考えられる未知のタンパク質

（150K）を得た。このタンパク質の C 末端

に対して抗体を作製し、マウスの各組織の全

抽出物に対してウエスタンブロットを行っ

たところ、骨格筋の 150KDa タンパク質に反

応が見られた（図１）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
（図１）150K 抗体でのウエスタンブロット 

 
さらに骨格筋を免疫蛍光抗体法で染色し

たところ、サルコメアの AI ジャンクション

近傍の太いフィラメント末端付近に反応が

見られた（図２）。 

 

 

 

 

 

 

 
 
（図２）150K の免疫蛍光顕微鏡観察 

 
続いて、その一次構造決定、遺伝子構造解

析、スプライシングアイソフォームの同定を
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行ったところ、150K 遺伝子は 25 個のエキソ

ンから構成され、5 種類のスプライシングア

イソフォームを作り出すことが明らかとな

った（図３）。 

 

 

 

 

 
 
（図３）150K のアイソフォーム 
 
次に、GFP を融合した 150K を骨格筋に導入

したところ、サルコメア内の他、筋－神経接

合部（NMJ）に局在が観察された。また、150K

に結合するタンパク質を Y2H スクリーニン

グで探索したところ、様々な結合タンパク質

の候補が得られた。その中でも、特にサルコ

メアの AI ジャンクション領域近傍と NMJ

に局在するタンパク質であるNesprin-1に焦

点を当てて解析を行い、Y2H の他、pull down

法でも結合することを確かめた（図４）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
（図４）150K の結合タンパク質 
 
そして、このタンパク質が脱神経した骨格筋

で代謝タンパク質 MuRF1 により分解される

ことをノックアウトマウスを用いた解析に

より明らかにした。さらには、150K がヒト

のみならず、ショウジョウバエを含む多様な

動物に存在し、そのドメイン構成は保存され

ていることを見出した。従って本研究により、

骨格筋のサルコメアと神経系には新規タン

パク質 150K が存在することが明らかとなっ

た。 
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