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教育・研究概要
Ⅰ．水の相転移からみた骨格筋線維内の水状態

骨格筋線維内には少なくとも状態が異なる５つの
水があることが核磁気共鳴（NMR）法，核磁気共
鳴画像（MRI）法を用いた研究で明らかになってい
る。この状態の違いは細胞内の水分子集団とそれを
取り巻く構造タンパク質との分子間相互作用による
束縛によって形成されることがわかっているが，で
はこの分子間相互作用が具体的にどのようなもので
あるかについてはいまだ明らかでない。これは
NMR 法と MRI 法が，水集団アンサンブルの振る
舞いをみる方法であり，同じ振る舞いが様々な分子
間相互作用の結果として表れ得ることが，各水集団
の特性を分子間相互作用レベルの知見と直接結びつ
けることを許さないことによる。この難点を補うた
めに，示差走査熱量測定（DSC）法を用いて骨格筋
細胞内の各水分画の分子間相互作用の強さを推定し
た。DSC 法は温度変化に伴う比熱変化，つまり氷
が水に融けるような相転移の検出に優れているため，
その温度変化で形成／崩壊する分子間相互作用を熱
エネルギーとして検出することができる。

昨年度までの研究により，骨格筋線維では－10℃
以下で融ける氷の融解ピークが少なくとも２種類あ
ることがわかっていた。さらに，60℃もしくは
80℃まで加熱すると，変性熱と思われる吸熱ピーク
が生じ，これらの吸熱ピークが観察された前後では
融解ピークが大きく変化することがわかっている。
今年度は 60℃や 80℃に加熱をした標本でみられて
いた融解ピークの変化は，筋線維構造のどの部分と
リンクしているかを電子顕微鏡像から検討した。

除細胞膜処理したカエル骨格筋（スキンドファイ
バー）を，硬直状態にしたのちに－80℃まで一度冷
却した後に室温まで戻したサンプル，＋60℃まで加
熱したサンプル，＋80℃まで加熱したサンプル，室
温のまま冷却を一度もしないサンプルについて４種
類の電子顕微鏡像を取得した。一度凍結したサンプ
ルはサルコメア間の一部に隙間ができるなどの変化
はあったが，サルコメアの内部構造には一度も凍結
させていないサンプルと比較して大きな変化は認め
られなかった。一方，60℃まで加熱したサンプルは

主に A 帯に大きな変化がみられた。80℃まで加熱
したサンプルでは A 帯だけでなくサルコメア全体
にわたる変化が認められた。また，60℃，80℃は
Dergez らが調べたミオシンやアクチンの変性温度
とそれぞれ近い値であった。－10℃以下の融解ピー
クは 60℃や 80℃加熱後に大きく変化することから，
それぞれサルコメア内の特定の構造を反映している
可能性が考えられた。

Ⅱ．核磁気共鳴法と水晶発振子マイクロバランス
（QCM）法による水性状測定

NMR 法および QCM 法を用いて筋タンパク質周
囲に存在する水構造の測定を試み，アクトミオシン
による ATP 加水分解反応の素過程でこの水構造が
どのように変化するかを測定し，筋収縮と水構造の
変化との関わりについて焦点を当てて研究してい
る。

Initium 社と共同で，QCM 装置を用いてミオシ
ンタンパク質とその周囲の水との相互作用の性質を
測定しその束縛量を計算した結果は，ミオシンフィ
ラメント懸濁液の NMR 緩和経過から得られた測定
結果と非常に良い相関がみられた。ミオシン頭部の
ATP分解素過程中の反応中間体は，硬直状態とM・
ATP 状態では多くの水を束縛し，他の中間体 M・
ADP・Pi と M・ADP 状態では，その束縛量は半分
に減少した。また，その束縛量は QCM 法での測定
と同程度であった。これらの結果を踏まえて，本年
度は筋原線維懸濁液の NMR 緩和経過を測定した。
それぞれの中間体での状態ごとに測定を行ったとこ
ろ，QCM 法による測定やミオシンフィラメント懸
濁液での NMR 測定で得られた結果と同様に，硬直
状態と M・ATP 状態では多くの水を束縛し，他の
中間体 M・ADP・Pi と M・ADP 状態では，その
束縛量は半分に減少した。また，その束縛量は
QCM 法による測定と同程度であった。

Ⅲ．骨格筋肥大に対するポリアミンの役割
筋力低下の原因には，加齢に伴う筋減弱を特徴と

する病態（サルコペニア）や，神経支配が消失する
ことによる筋萎縮が知られている。しかしこれらの
詳細なメカニズムは不明である。大豆食品等に含ま
れているポリアミンは微生物，動物，植物を問わず
生体内において普遍的に存在する生理活性アミンで，
代表的なものにプトレシン，スペルミジン，スペル
ミンがある。これらは主として核酸，特に RNA と
相互作用することによりタンパク・核酸合成を促進
し，細胞増殖因子として機能する。生体内では，プ
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トレシン⇄スペルミジン⇄スペルミンと相互変換す
ることにより，ポリアミンとしての至適濃度が厳密
に保たれている。また，アルツハイマー病にも関与
している。そこで我々はポリアミンの骨格筋肥大に
対する効果に期待して検証した。マウスの坐骨神経
を片側除去し，その直後からポリアミン投与を開始
し，除神経３週間後に CT による画像撮影を行い，
対照群とポリアミン投与群とで下肢の筋肉量を解析
した。また，マウス骨格筋幹細胞（C2C12 細胞）
を用いて，筋芽細胞の増殖，及び多核になる分化過
程に対するポリアミンの効果を解析した。

除神経実験においてポリアミン投与群では，対照
群に比べて健足側の筋肉量が有意に増加した。骨格
筋幹細胞の実験において，ポリアミン添加は多核に
なる細胞数，および一つの骨格筋細胞に含まれてい
る核の数をともに有意に増加させた。さらに，さら
に，興奮収縮連関もポリアミン添加群で増強した。
ポリアミンは骨格筋幹細胞の分化過程の促進及び収
縮機能の促進により筋肥大を起こすことが示唆され
た。現在筋肥大を起こすシグナル経路について解析
中である。

Ⅳ．心筋の興奮性に対するポリアミンの効果
ポリアミンは多くの生理的に重要なチャネルに結

合してイオン透過性を修飾する作用を持つ。特に心
筋では，心筋細胞の活動電位シグナルの形成に必須
な内向き整流性カリウムチャネルを膜電位依存的に
抑制することが明らかにされている。運動負荷に誘
発されたスポーツ性肥大心でも心筋細胞のポリアミ
ン濃度が上昇することが動物実験により報告されて
いるが，この際のポリアミン濃度の変動がスポーツ
訓練中に不整脈などをひき起こす可能性が示唆され
る。そこでポリアミン濃度の上昇が心筋細胞の興奮
活動に与える影響をラットの心筋細胞および個体を
用いて調べた。経口投与の長期効果は，ラットを回
転車輪により自発走を行わせて心肥大を誘発した群
としない群のそれぞれで比較した。長期経口投与後
の心形態変化は臓器重量と光学顕微鏡像から評価し
た。

心筋細胞の興奮活動は蛍光カルシウム指示薬およ
び蛍光膜電位指示薬を導入することにより評価した。
細胞外液にポリアミン（スペルミン，スペルミジン，
プトレシン）を添加すると新生仔ラットから調整し
た自発拍動性心筋細胞の興奮の頻度が抑制された。
またスペルミンは若齢ラットから調整した非拍動性
心筋細胞の細胞内カルシウム濃度を増加させたが，
このときに膜電位変化は観察されなかった。一方で，

ラット個体にプトレシンを静脈注射すると，心拍数
の抑制および心電図波形の変化が見られた。長期経
口投与後の心形態と心電図上への明らかな影響は運
動群と非運動群のどちらにおいても認められなかっ
たが，ポリアミンの血中濃度は非運動群のほうが運
動群よりも高い値を示した。

これらの結果より，経口摂取したポリアミンが運
動とリンクした巧妙な代謝調節を受けている可能性
が示唆された。

「点検・評価」
１．骨格筋細胞内機能水に焦点を当てた研究では

－10℃以下で融ける２つの融解ピークが存在するこ
と，その融解熱が 60℃および 80℃の加熱変性を加
えると大きく変化することがわかっていた。今年度は
60℃および 80℃の加熱変性が特にどのような構造を
変化させているか電子顕微鏡像を取得し，検討した。
その結果，サルコメア内の構造を反映して－10℃以
下の融解ピークが変化している可能性は明らかに
なってきたが，これらの実験結果はカエル骨格筋の
みで行っている。今後は心筋などの他の筋線維や，
ラット・ウサギなどの哺乳類でも同様の融解ピーク
が確認されるかを検討することが課題である。

筋原線維懸濁液の NMR 緩和経過から見積もった
水の束縛量は QCM の測定と良い相関は示したもの
の，タンパク質あたりの絶対量は大きく異なった。
筋原線維懸濁液では筋タンパク溶液に比べてより高
次元の配列化が進むことに起因しているのかどうか
を知るために，今後，細いフィラメントを取り除い
た筋原線維標本を用いた NMR 測定を行う予定でい
る。
２．骨格筋には可塑性（筋線維タイプの変化）や

筋損傷から再生する能力がある。その能力の大半は
骨格筋幹細胞によって担われている。まず，骨格筋
幹細胞を用いてポリアミンの作用を検証することに
より細胞分化過程において多核の筋細胞が増加し分
化を促進するという結果を得ることができた。加え
て生体において，筋肥大過程にポリアミン摂取が関
与しているかを検証する実験系を確立できた。今後
は再生過程におけるポリアミンの関与を更に検証す
る。具体的にはマウスの足の筋肉にコブラ由来の毒
を注入することにより，当該筋の筋線維を損傷させ，
ポリアミン摂取群と対照群に分けて筋損傷からの回
復過程を MRI 法で観察することにより回復過程の
経時変化を解析する予定である。本研究でポリアミ
ン摂取が筋損傷の回復に寄与することが明らかでき
れば，ポリアミン含有食品を食べることの有効性が
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期待でき，健康寿命の延伸のための指針作成にも繋
がる。一方，ポリアミンの心機能に対する効果につ
いての実験は，細胞レベルでの研究を踏まえて本格
的に個体での経口投与実験を開始することができた
が，細胞や静脈注射で観られていた効果と個体での
結果を照合するには，ポリアミンの代謝制御につい
て詳細に調べることが重要であることを改めて認識
した。来年度は今年度に採取した組織でのポリアミ
ン濃度や酵素活性解析を行うことでポリアミンの個
体での効果を系統的に評価し，細胞での実験結果と
突き合わせることでポリアミン経口投与の心機能へ
の効果を詳らかにしていきたい。なお，ポリアミン
に関する実験は分子生物学講座の大城戸真喜子氏と
協同で行った。
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Ⅰ．原著論文
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