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研 究 概 要

I. 横紋筋スキンドファイバーのフィラメント格子

動態の再検討

骨格筋，心筋の筋原線維筋節は主としてアクチン

から構成される細いアクチンフィラメントとミオシ

ンから構成される太いミオシンフィラメントからな

るが，この両フィラメントは弾性コネクチンフィラ

メントによって筋原線維長方向に連結されながら，

太さ方向には美しい液晶様格子構造をとっている。

この規則配列構造は，収縮性相互作用の主体となる

アクチンとミオシンとの相互作用を，相互の位置関

係を均一にして変調することに合目的的な意義があ

ると考えられる。このためこの格子構造の安定性と

動態を調べている。

ゲルゾリン処理はこの格子構造から細いアクチン

フィラメントだけを選択的に除去するものであり，

筋細胞膜を除去した名取のスキンドファイバーか

ら，さらに細いアクチンフィラメントを除去するこ

とを試みたところ，太いミオシンフィラメントが作

る格子構造をほぼ完全に維持したまま，細いアクチ

ンフィラメントのみを除去することができた。そこ

でこのゲルゾリン処理スキンドファイバーを用い

て，筋節を伸展したときの筋フィラメント格子間隔

の動態を高輝度放射光施設SPring8の放射光を用

いて固定処理なしに経時観測した。筋節の長さは

レーザ光回折法によりモニタし，弾性コネクチン

フィラメントが発生する静止張力は張力トランス

デューサで同時モニタした。

その結果，アクチンとミオシンとの相互作用のな

い状態において，骨格筋の白筋および赤筋，心筋の

いずれの標本においても，先に研究室が提唱してい

たY字型弾性コネクチンフィラメントによる筋

フィラメント圧搾では説明できない筋フィラメント

格子間隔動態が筋節伸展に伴って観測された。この

フィラメント格子間隔動態は，静電反発力とファン

デアワールス力によるDLVO説でも説明がつかな

い変化であり，これまでに提唱されていない新たな

メカニズムを提唱するべく，NMRによるフィラメ

ント格子内の水動態解析の結果と併せて検討を進め

ている。

なお，この研究は川崎医療大学医学部の奥山博司
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博士，豊田弘子博士，SPring8の八木直人博士との共

同研究である。

II. 変異心筋トロポニンTの分子動力学解析

家族性肥大型心筋症をひきおこすトロポニンT

のアミノ酸変異体のうち，244GLU→ASPおよび

247LYS→ARGの変異体はカルシウム感受性の増

大をひき起こす。この機能変化の原因となる構造因

子を分子動力学シミュレーションにより検索した。

計算にはソフトウェア「アンバー」を用い，X線結

晶構造解析により解かれたトロポニンC I T 複合

体（部分）の座標に変異を導入したモデル構造を，定

温（310 K）条件下で野生型のものと比較した。

変異型では主鎖の構造には大きな変化は認められ

なかったが，野生型でトロポニンI・Tサブユニット

間のコイルドコイル構造の形成に参与していた静電

結合が変異型では失われることがわかった。また，両

トロポニンI末端に収縮状態でのサブユニット間相

互作用を模倣する力を加えたところ，変異型と野生

型であまり大きな違いがなかったのに対して，弛緩

状態を模倣する力を加えたところ，変異型では野生

型に比べてトロポニンT両端に惹起されるゆがみ

がより小さかった。

このことから，変異型ではコイルドコイル構造が

力学的に脆弱になった結果，弛緩時にトロポニンT

にひきおこされる構造変化が小さく，抑制がうまく

働かないことが収縮力増強の原因となる可能性が考

えられる。

III. 咬筋ミオシンの化学状態の特定

昨年までのX線回折実験の結果から，犬咬筋では

ミオシンの化学状態がATP結合状態に偏ってお

り，これが咬筋線維の大きな力の源ではないかとい

うことが示唆された。これを確かめるために，犬咬

筋からミオシンを精製し，この精製ミオシンに

ATPを混合したときのATP分解時間経過からミ

オシンの化学状態を推測した。ATPの分解活性は

マラカイトグリーン法により見積もった。ATP分

解活性は混合初期は低値を示し，その後一定の傾き

をもって変化した。この活性プロファイルをY軸方

向に外挿して「初期リン酸放出量」を求めると通常

の速筋型ミオシンでの0.7前後の値に比べて，0.1前

後の小さな値を示した。この値を1からひいたもの

が「ATP結合状態のミオシンの比率」を反映するの

で，咬筋ミオシンでは通常の速筋ミオシンに比べて

ATP結合状態のミオシンの比率が高いことが示唆

された。

IV. 筋原線維懸濁液の比重測定

筋節内にポリエチレングリコール（PEG）が浸透

するかどうかを知るために，筋原線維懸濁液の比重

測定を行った。

筋原線維内部に高比重のポリエチレングリコール

が浸透しない場合は，浸透する場合より上澄みのポ

リエチレングリコール濃度が高くなるため，筋原線

維懸濁液を遠心分離した際の上澄の比重が大きくな

る。逆に沈殿の比重は，筋節内にポリエチレングリ

コールが浸透しない分，小さくなる。

20%PEG溶液で測定を行った結果，筋原線維内部

にPEGは浸透していない可能性のあることが示唆

された。

V. トレハロースがカエル骨格筋スキンドファイ

バー活性張力に及ぼす効果

トレハロースは自然界の動植物に広く含まれてい

る糖類の一種で，エネルギー源になる他に，過酷な

ストレス下（高・低温，乾燥，脱水）でのタンパク

質や細胞膜の保護作用を持つとされる。この保護作

用機序には水との関わりが期待されていることか

ら，「水」という場で行われるタンパク質相互作用と

しての筋収縮にも，トレハロースが効果を持つだろ

う。この仮説のもとに，トレハロースが筋収縮能に

与える効果を調べた。

ウシガエル縫工筋の細胞膜をピンセットで剥いで

スキンドファイバーを作成し，0.5%トリトンX100

で内部膜系を破壊した後，筋節長を2.4μmに調節

して標本とした。収縮能はカルシウム濃度を累加的

に高めた人工細胞内液での収縮張力で調べた。0.5 M

トレハロースあるいはスクロース存在下での収縮能

および，両二糖類をあらかじめ浸透させた後一晩乾

燥させ，乾燥ストレスを与えた後の収縮能に対する

効果を調べた。

両二糖類ともにカルシウム感受性を約0.4ユニッ

ト低下させたが最大張力はトレハロースのみが

10%増大させた。二糖類の浸透なしで乾燥ストレス

を与えると最大張力が70%減少したが，二糖類を浸

透させた場合は最大張力・感受性ともに変化なく維

持された。オストワルト粘度計で測定した両二糖類

入り人工細胞内液の粘度に相違はなかった。

カルシウム感受性や乾燥ストレスに対する効果は

両二糖類が同等の効果をもっていたことにより，粘

度に反映されるようなマクロな水状態変化の結果で

あると考えられる。一方トレハロースに特異的だっ

た最大張力増大効果はトレハロースの特徴的な化学

構造に由来すると考えられ，トレハロースとタンパ
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ク質の直接的相互作用や水分子ダイナミクス減少効

果との関連が期待される。

VI. ミオシン化学状態に対するマグネシウムの効

果

溶液のマグネシウム濃度が低いとミオシン頭部は

太いフィラメントから浮き上がりアクチン側へ変位

するといわれている。この効果がミオシンの化学状

態間の平衡を変調することに起因するかどうかを，

無機リン酸およびそのアナログ物質であるフッ化ア

ルミニウムの取り込み・放出速度を見積もることで

評価した。無機リン酸およびフッ化アルミニウムの

取り込み・放出速度はマグネシウム濃度によって変

化しなかった。これより，アクチン存在下でのミオ

シン・ADP・リン酸結合中間体の比率はマグネシウ

ム濃度に影響されないことが示唆された。

「点検・評価」

11月20日に永眠された名取禮二名誉学長が開発

した骨格筋スキンドファイバーは，全機的に統合さ

れた生体機能の解明のために，安易な分解･分析に走

ることなく細胞構造に瑕疵を与えることに対する畏

れをもって臨んだ結果生まれたものだった。ゲルゾ

リン処理筋はこの考え方を発展させて，もう一段階

分析に向かうことを意図したものである。筋節とい

う構造に構築されて初めて発現する性質の起源をあ

きらかにするために，各筋組織の静止張力測定・X

線回折による格子間隔測定・弾性コネクチン分子の

一次構造解析らの手法によって千葉大学の木村澄子

博士との共同研究を進めているが，さらに収縮張力

測定との相関を調べる実験を急がねばならない。

咬筋ミオシンの化学状態に関する実験は，X線回

折実験により示唆された結果の裏づけを得る意味で

の急務であった。これまでのところX線回折の結果

と合致する結果が得られている。来年度は温度によ

る平衡状態の違いについての実験を追加すること

で，より確実な結論を得たい。

分子動力学では心筋症関連トロポニン変異体に関

する結果が蓄積されてきた。今後は解析をさらに進

め，拡張型・肥大型という病型の違いが分子の動的

構造のどの部分に起因するかを明らかにしたい。

細胞内機能水動態に関しては，水素結合ネット

ワークを攪乱するとされ注目を集めているトレハ

ロースおよびポリエチレングリコールに焦点をあ

て，筋収縮タンパク機能との関わりを前年度より継

続して調べた。

溶液粘度の上昇そのものは筋収縮能を低下させる

という報告があるにも関わらず，トレハロースは筋

線維の最大張力を増大させることが見出された。ト

レハロースが他の二糖類とは異なる水相互作用を持

つことを念頭に，筋収縮変調作用の原因を探求して

いくつもりである。

水ネットワークに関しての分子動力学計算はあま

り進捗がなかった。計算化学系の専門家との共同研

究も視野にいれて，来年度は力を入れたい。
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生 理 学 講 座 第 2

教 授:栗原 敏 心筋の興奮収縮連関

体力医学

客員教授:大槻 磐男 トロポニンによる心筋の収

縮制御

客員教授:小西 真人 Mg の輸送

講 師:須田 憲男 骨格筋・心筋の興奮収縮連

関，副甲状腺細胞の生理

講 師:草刈洋一郎 心筋の興奮収縮連関

研 究 概 要

I. 心筋の興奮収縮連関に関する研究

1) αアドレナリン受容体のサブタイプによる

L型Ca 電流の調節に関する研究

我々は，αアドレナリン受容体刺激によりL型

Ca 電流が二相性変化（初期の一過性の低下に続く

増加）を示すことを報告した。本年度は，αアドレ

ナリン受容体サブタイプ（α ，α ）の詳細な細胞膜

上の局在と，サブタイプ選択的刺激によるL型

Ca 電流変化を誘起する細胞内情報伝達機序を調

べた。αアドレナリン受容体刺激によって惹起され

る細胞内情報伝達系は，受容体サブタイプと受容体

に結合しているGタンパク質のレベルで2経路に

分かれ，α とα 受容体はそれぞれ異なるGタン

パク質，G とG に結合していることを明らかし

た。α 受容体刺激は，G を介してその下流の

PKC，CaMKIIを活性化し，Ca 電流を増加させ，

α 受容体刺激はG を介して直接L型Ca チャネ

ルを抑制する。

2) マウス心室筋における筋小胞体（SR）Ca ハ

ンドリングに関する研究

筋小胞体（sarcoplasmic reticulum;SR）は心筋

細胞内Ca 濃度調節の中心的役割を担っている。

心不全などの病態時にはSRのCa 制御タンパク

や微細構造に異常がみられることが報告されてい

る。これまでSR機能評価に用いてきたサポニン処

理スキンド標本の，SRのCa 制御タンパク量と細

胞構造をウェスタン免疫染色法と電子顕微鏡を用い

て調べた。サポニン処理は細胞膜にのみ細孔を開け

るがSRは無傷に保持されることを確認した。

SRのCa 放出，Ca 取り込みに加えて，SRか

らのCa リークが病態と関係していることが指摘

されている。我々はSRのCa ポンプ機能の変化

が，Ca 取り込みとSRからのCa リークに与え

る影響を検討した。Ca ポンプ機能を変化させるた
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