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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

これまでに骨格筋線維内には少なくとも状態が異
なる５つの水があることを核磁気共鳴（NMR）法，
核磁気共鳴画像（MRI）法を用いた研究で明らかに
している。この水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を解明したが，
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，示差走査熱量測定法（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
する実験を推進している。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
検出に優れており，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
が可能となる。

これまでの研究により，カエルの縫工筋を Tri-
ton‒X で除細胞膜処理した骨格筋線維（スキンド
ファイバー）では－10℃以下で顕れる氷の融解ピー
クが少なくとも２種類あることが分かった。また，
60℃もしくは 80℃まで加熱すると，タンパク変性
熱と思われる吸熱ピークが生じ，これらの吸熱ピー
クが生じた後では氷の融解ピークの性状が大きく変
化することも分かった。電子顕微鏡観察では 60℃
に加熱をした標本ではサルコメア内の主に A 帯に
変化が現れ，80℃の加熱をした標本では 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。
これらの結果と Dergerz らによるミオシンやアク
チンの変性温度についての報告を考えあわせると，
60℃や 80℃で観察される吸熱ピークはそれぞれミ
オシンとアクチンの変性熱であり，加熱条件の違い
によって，変性前，ミオシン変性後，ミオシン・ア
クチン変性後の３段階の標本で氷の融解ピークを比
べていたことが明確になった。

そこで今年度はさらにこれらの２種類の氷の融解
ピークと骨格筋機能とをリンクさせた検討を行った。
１つのスキンドファイバーを２つに切り分け硬直状
態にした後，片方を一度も凍結していない標本，も
う一方を DSC で冷却・加熱処理を加えた標本とし
た。冷却・加熱の条件は－80℃まで一度冷却した後
に室温まで戻すもの，60℃まで加熱しミオシン変性
を起こさせるもの，80℃まで加熱しミオシンおよび
アクチンの変性を起こすものの３条件とした。それ
ぞれの条件で処理した標本の Ca2＋による最大収縮
力を，何も凍結・加熱していない標本の収縮力を
100％として評価したところ，ミオシン変性やアク
チンの変性を起こさせた条件では全く張力が出ない
のに対して，一度凍結した標本では５割程度の張力
が確認された。つまり，ミオシン変性後は生理的機
能が失われた標本であるのに対して，凍結のみを
行った場合では生理機能を有する標本であったこと
が明らかになった。

Ⅱ．水晶発振子マイクロバランス（QCM）法と
NMR法によるミオシンの化学的状態の変化に
よる周囲の水の性質解析

Initium 社と共同で QCM 装置を用いてミオシン
溶液中の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たところ，ミオシン頭部によ
る周囲の水の束縛量は，ミオシンフィラメント溶液
の NMR 緩和経過での測定結果と非常に良く相関し
た。ATP 分解素過程中のミオシン頭部の各反応中
間体による水の束縛量は，硬直状態と M・ATP の
状態では多くの水を束縛し，他の中間体 M・ADP・
Pi と M・ADP の状態では，その束縛量は半分に減
少した。この結果を踏まえて，次に筋原線維標懸濁
液の NMR 緩和経過をそれぞれの中間体ごとで測定
を行ったところ，ミオシンフィラメント懸濁液で得
られた結果と同様に，硬直状態と M・ATP の状態
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。
しかしミオシン頭部あたりの束縛する水の絶対量に
関しては，ミオシンフィラメント溶液での値は，ミ
オシン溶液での値の 10 倍程度，筋原線維懸濁液で
の値はミオシンフィラメント溶液での値のさらに
10 倍程度であった。そこでこの束縛量の違いがミ
オシンフィラメントのより高次元の配列化によるの
かを知るために，筋原線維から太いフィラメント（ミ
オシン）を取り除いた標本で測定を行ったところ，
束縛する水の量は確かに減少することが明らかに
なった。
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Ⅲ．変異リアノジン受容体における分子動力学計算
とカルシウムシグナルの相関解析

骨格筋の小胞体にある Ca2＋放出チャネルである
１型リアノジン受容体（RyR1）遺伝子の突然変異
は種々の筋疾患を引き起こす。悪性高熱症（malig-
nant hyperthermia : MH）は RyR1 の Ca2＋誘発性
Ca2＋放出（Ca2＋‒induced Ca2＋ release : CICR）活
性の異常亢進により引き起こされると考えられてい
る。MH や関連疾患患者の RyR1 遺伝子解析から
200 以上の変異が報告され，RyR1 チャネルには，
３ヵ所の変異多発領域（領域１：35～614 番，領域
２：2,163～2,458 番，領域３：3,916～4,943 番）が
あるといわれているが，実際の MH 表現型との相
関は不明な点が多い。そこで，MH 患者から報告さ
れている RyR1 遺伝子変異を野生型（WT）の RyR1
に導入して CICR 活性を細胞レベルで調べることに
より機能的変異を明らかにすることを目的とした。
領域１の変異 RyR1 遺伝子をヒト胎児由来腎臓

（HEK）細胞に導入して安定発現細胞株を作成し，
CICR 活性を Ca2＋イメージングにより解析した。こ
れより，WT に比べて静止時の Ca2＋濃度が上昇す
る変異，CICR 活性が亢進する機能的変異と CICR
活性には影響を与えない変異があることが明らかに
なった。さらに，MH 変異による RyR1 のチャネル
構造に与える影響を検証するため，蛋白質のダイナ
ミックな構造変化を予測できる分子動力学計算法に
よるシミュレーションを行った。これより，領域１
にある３つのサブドメインのうち，A‒B ドメイン
間の結合確率は CICR 活性と正に相関，その一方で
A‒C ドメイン間の結合確率は，静止時 Ca2＋濃度と
負に相関したことより，A‒B ドメイン間の静電相
互作用の増強は CICR 活性を高め，A‒C ドメイン
間の静電相互作用の減弱は小胞体から Ca2＋をリー
クし易くすることが示唆された。

Ⅳ．X線回折法による外眼筋の構造解析
外眼筋では，収縮機能の主役を担うミオシンタン

パクにありとあらゆるアイソフォーム（短縮速度は
遅いが疲労しにくい遅筋タイプから外眼筋に特有に
発現する超高速な短縮速度を持つタイプまで）が発
現していることがわかっている。この多様なアイソ
フォーム発現の意義については動物実験での結果を
もとに，「サッケードなどの素早い運動を担うため
に超高速なタイプが必要で，眼位を保持するために
遅筋タイプが必要」と考えられている。そこでこの
多様なアイソフォーム発現の意義を構造面から探る
ために，X 線回折法によりウサギ外眼筋のミオシン

頭部の構造を筑波市高エネルギー加速器研究機構内
の放射光施設にて取得し，電気泳動によるミオシン
重鎖アイソフォーム（タイプⅠ，Ⅱa，Ⅱb，Ⅱx，
ⅡEO）パターンと照合することで多様なアイソ
フォーム発現と構造的特徴との関係を探った。

X 線回折像から求められたミオシンフィラメント
とアクチンフィラメントの格子間隔は，異なるミオ
シン重鎖発現パターンを有する部位間で差がなかっ
たが，ミオシン頭部の構造を示すミオシン層線には
異なる特徴が観察された。

「点検・評価」
１．DSC 法による骨格筋細胞内機能水の相転移

についての研究では，今年度は－10℃以下で出現す
る２つの氷の融解ピークの性質と生理機能の関係に
焦点をあて，生理機能の残存したカエル骨格筋標本
と生理機能の失われたミオシン変性後，アクチン変
性後の標本とで氷の融解ピークの性状が大きく変化
することを解明した。今後はさらに組織や生物種を
超えて同様の現象が起こるかを明らかにする必要が
ある。具体的には心筋などの他の筋線維や，ラット・
ウサギなどの哺乳類の筋線維でも同様の傾向が確認
されるかを検討することが課題となる。
２．QCM 法と NMR 法によるミオシン頭部によ

る周囲の水束縛量の解析では，筋原線維での水束縛
量の増大にミオシンのより高次元の配列化が進むこ
とが起因しているのかどうかを知るために，太い
フィラメント（ミオシン）を取り除いた筋原線維で
の測定を行い，水の束縛量が少ないことを明らかに
した。今後は，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 測定を行っていく予定であ
る。
３．悪性高熱関連遺伝子変異の構造－機能相関の

解析では，今回得られた結果は２ナノ秒間の計算時
間によるトラジェクトリを解析に使用した。しかし
近年の GPU（Graphics Processing Unit）の進化に
より分子動力学シミュレーションの計算時間が飛躍
的に長くなっている。これを踏まえて，現在は計算
時間を 50 ナノ秒まで延長した解析を行っている。
加えて，分子動力学計算から得られた原子の配置を
簡便に可視化できる解析手法を構築中である。本手
法により CICR 活性の異常亢進に関与している
RyR1 の機能的変異が同定されていけば，MH を予
測する低侵襲な検査の開発に繋がる可能性が期待さ
れる。
４．外眼筋の微細構造研究では，得られたデータ

を筋線維上での部位ではなく，電気泳動法で分離し
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たアイソフォームの違いと結びつけることで外眼筋
線維の特徴を解明する端緒を得ることができた。今
後は，この研究を機能面とも結びつけるために，外
眼筋線維から作成したスキンドファイバーの張力測
定を行っていく予定である。本年度はその準備とし
て，外眼筋スキンドファイバーの張力を規格化する
ための横断面積を光学的に測定するための装置の改
良を，訪問研究員の奥山博司博士とともに行った。
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教育・研究概要
Ⅰ．教育概要

2017 年度に本講座は以下の課目を担当した。
医学科： コース基礎医科学Ⅱ（ユニット「循環器」

（ユニット責任者：南沢），ユニット「泌
尿器」（ユニット責任者：南沢），ユニッ
ト「呼吸器」，ユニット「機能系実習（生
理学系）」（ユニット責任者：南沢）），コー
ス臨床基礎医学（ユニット「症候学演習

（ユニット責任者：草刈），ユニット「感
染・免疫テュートリアル」），コース研究
室配属，英語論文抄読演習，コース臨床
医学Ⅱ（ユニット「症候から病態へ」）

看護学科：解剖生理学Ⅲ（ユニット責任者：南沢）
看護専門 学校（慈恵看護専門学校）：解剖生理学

講義（ユニット責任者：南沢）

Ⅱ．研究概要
１．大血管の発生と機能獲得・維持の機序解明
１）肺静脈系の特殊性と病態生理の解明
肺静脈は高濃度酸素血に曝されること，左心房と

接合する肺静脈部位は心房細動を引き起こす異所性
刺激発生部位になることなど，体静脈とは異なる特
殊な低圧系血管であるが，その血管特性の理解は進
んでいない。そこで肺静脈の構造的・機能的特徴が
構築される分子機序を解明することを目的として，
肺静脈の網羅的遺伝子発現解析を行った。

また，手術的に左房狭窄を作成し，世界でも報告
例がなかった左心系心障害による肺高血圧症モデル
ラットを確立し，組織学的検討や遺伝子発現変化を
観察した。
２）動脈管閉鎖機序の解明
動脈管は，肺動脈と大動脈を連結し，血液をバイ

パスする胎生期特有の大血管であり，生後に閉鎖す
る。我々は，動脈管が生後に閉鎖する分子機序を，
ラット胎仔，ニワトリ胚，ヒト標本を用いて検討し
ている。2017 年度は兵庫県立こども病院心臓血管
外科との共同研究でヒト動脈管標本を使って，長期
プロスタグランジン E1 使用による動脈管の組織学
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