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トロポミオシン (Tm)は一般にトロポニン (Tn; TnI、 TnC および TnT の複合体 )

と複合体を形成してアクチンフィラメントに結合し、カルシウム依存的にフィラ

メントと分子モーターであるミオシンとの相互作用を制御している。それらの相

互作用は積み重なることで心筋や骨格筋を含む筋肉の収縮・弛緩といった大きな

動きにつながっており、筋肉においては普遍的で主要な機構の一つである。この

機構を、より生理的な状況で１分子レベルから評価・分析し、さらにこれを実際

に生体中で起きている現象と比較評価することで、１分子からの理解を個体レベ

ルでの疾患の発生を含めた生理的な理解に繋げることが可能である。特に制御系

タンパク質 Tm・Tn は、アクトミオシン相互作用を単にスイッチするだけでなく、

その協同的な働きにも寄与していることが知られているが、実際にこのような生

理的機能に必要不可欠な役割は分子レベルでどのような機構が鍵となっているの

かを明らかにするには、生理的な状況で遺伝子疾患として広く知られている変異

体 Tm タンパク質を比較評価のためのツールとして選び、正常な Tm タンパク質

と変異体 Tm タンパク質の違いを１分子レベルで明らかにし、これを実際の個体

レベルでの心疾患の原因と結びつけることで制御系タンパク質の制御メカニズム

を明らかにすることが可能である。  

本博士論文は、アクトミオシン制御タンパク質である Tm・Tn 複合体の筋細胞

中における機能をタンパク質一分子レベルの階層で明らかにすることを目的とし

て、精製タンパク質から、 Tm・ Tn 複合体を加えた筋細胞中で力発生を担う収縮

システムの分子レベルモデルを in vitro 実験系で再構成し、その性質を定量的に

分析した成果をまとめたものである。本論文の研究は、３つの研究から構成され

ている。まず１分子レベルでの力学解析系の定量的計測法について、光ピンセッ

トが持つバネ弾性の特性を確認し、３次元での力発生量計測の妥当性を定量的に

評価検証した「垂直負荷が加わった時の Tm・Tn 複合体のアクトミオシン力発生力

の定量評価」である。次に、この正常な Tm タンパク質と変異体 Tm タンパク質

の制御機能の違いに着目して制御タンパク質の機能的特徴の解明を目指した「肥

大型心筋症（ HCM）特異的な Tm 変異体を用いた一分子顕微解析」の研究を行った。

さらに、正常な Tm タンパク質の機能変化が環境温度の変化によってどのように

発生するのかを明らかにした「局所熱パルス法によって誘発される再構成筋収縮

系の活性化」の研究である。上記の３つの研究の成果について、本論文は以下の

６つの章でまとめている。  

第 1 章では、研究の背景や目的、博士論文の概要について述べる。 Tm・ Tn 複

合体が発見された歴史、この機能や心疾患との関わりなど本研究の意義を明らか

にする現状の本分野の現状を説明している。  

第 2 章では、本研究で用いた１分子計測に必要なタンパク質試料の調製方法や

再構成法、実験のために用いたフローセル作製方法などについて述べている。  

第 3 章では、第１の研究である「垂直負荷が加わった時の Tm・ Tn 複合体のア
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クトミオシン力発生における役割」についてまとめている。まず、アクトミオシ

ン収縮１分子計測で発生する力を光ピンセットの３次元のバネ弾性の特性の違い

を考慮して三次元的に評価する手法を考案した。倒立光学顕微鏡を土台として全

反射照明蛍光 (TIRF; Total Internal Reflection Fluorescence)観察系に光ピン

セットを組み合わせ、アクチンフィラメントを付着させたポリスチレン微小球の

を光ピンセットで捕獲し、光ピンセットのバネ定数の特性を利用してポリスチレ

ン球の３次元の微小変位から力発生を見積もった。従来の手法では、２次元のバ

ネ定数のみを利用しており、今回の手法で高さ方向（ Z 軸方向）でのバネ定数を

考慮したことが新規である。カバーガラスと捕捉ビーズとの間の距離については、

試料ステージを高さ方向に移動させながら蛍光ビーズの蛍光強度変化を計測する

ことで、この距離を計測した。ポリスチレンビーズにアクチンフィラメントを結

合させて、ガラス表面に吸着しているミオシンと相互作用させることで筋収縮系

を再構成し、力発生を計測した。計測した距離を利用して、フィラメントとガラ

ス面の間の角度を見積もることで、幾何学的に三次元的な発生力を定量化した。

実験の結果、 Tm・ Tn 複合体を用いて再構成した Thin filament の場合も純粋なア

クチンフィラメントの場合も、角度 (高さ方向の負荷 )依存的に発生力が低下する

ことが示された。 Ca 2 +存在下の場合、制御系タンパク質 (Tm・ Tn)によって発生力

が上昇することは既に報告されていたが、どの角度領域においても Thin filament

はアクチンフィラメントの 1.5 倍の発生力を示した。このことは、筋肉中におけ

る三次元的な負荷依存性への影響は勿論、細胞内での三次元構造における Tm 相同

体の役割を示唆している。  

第 4 章では、第２の研究である、「肥大型心筋症（ HCM）特異的な Tm 変異体を

用いた一分子顕微解析」についてまとめている。申請者は HCM に関連した Tm にお

ける点突然変異 (V95A あるいは D175N)に着目し、遺伝子工学的に発現・精製した

ヒト -Tm を用いて実験を行い、突然変異に起因する筋収縮機能のタンパク質一分

子階層における分子メカニズムへの影響を評価した。実験系に関しては第３章で

述べた新たに考案した３次元解析系を用いた。 HCM に関連する変異がもたらす影

響として、一般的に着目されるのは Ca 2 +調節機能における異常である。よって、

無負荷におけるフィラメントの滑り運動速度と、光ピンセットで計測したフィラ

メント単位長さあたりの発生張力の Ca 2 +依存性を評価した。本研究では両 Tm 変異

体において滑り速度、発生張力ともに先行研究で示されている様な Ca 2 +感受性の

有意な上昇は見られず、実験条件が異なること (イオン強度 )等を考慮しても、感

受性の上昇が HCM の要因として必須ではない可能性を示した。低 Ca 2 +濃度におけ

る滑り速度については健常型 (WT; Wild Type)の Tm・ Tn 複合体と比較して有意な

上昇が見られたが、これは HCM の弛緩期における異常を生じる原因だと考えられ

る。一方で、本研究において最も顕著に現れた変異体の影響は飽和 Ca 2 +濃度にお

ける滑り力の変化であった。特に興味深いのは V95A、 D175N それぞれが真逆の結
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果を示したことである。 V95A は WT に比べて張力の低下を示し、一方 D175N では

上昇を示した。同じ病態に繋がるはずの変異が全く異なる影響を示したことで、

変異 Tm の HCM への影響については、複数の分子プロセスの存在が示唆されること

となった。その他にもクロスブリッジの結合時間の割合や、クロスブリッジ間の

協同性等に関しても評価を行なったが、どちらも変異体ごとに特徴的な影響を示

した。病態を理解する上で、タンパク質の変異ごとに詳細な分子メカニズムを調

査することの必要性を示唆することとなった。  

第 5 章では、第３の研究である、「局所熱パルス法によって誘発される再構成

筋収縮系の活性化」についてまとめている。本研究では第４章までで用いた蛍光

観察に局所熱パルス法を組み合わせた実験系を用いた。水中に IR レーザー (波長

1455 nm)を集光・照射することで水にレーザー光が吸収されて、集光点を中心と

した同心円状の温度勾配を形成することが出来る。照射時間が短ければタンパク

質の変性を避けつつ、一般的な変性温度 (40℃程度 )を超えた温度まで加熱するこ

とが出来る (50℃程度まで 2 秒間程度 )。ユーロピウム（ Eu-TTA）を用いた温度感

受性シートと、アクチンフィラメントに結合したローダミンの二つの異なる蛍光

分子の蛍光強度の温度依存性（高温ほど可逆的に蛍光強度が下がる熱消光効果）

をもとに温度変化を定量した。この結果、アクチンフィラメントの滑り運動が温

度依存的に活性化される様子が見られたことに加えて、タンパク質一分子計測に

おいても、加熱によるアクチンフィラメントの Ca 2 +非依存的な滑り運動の活性化

が確認された。本研究で最も興味深い結果は、人の体温近く (37℃程度 )の温度で、

部分的ではあるが、弛緩条件下においても滑り運動の活性化が生じたことである。

勿論生理条件とは異なる (イオン強度等 )ことは考慮すべきではあるが、心臓の生

体内でも十分に起こり得ると考えられる。このことから示唆されることは、温度

を利用して部分的に活性化することで比較的低い Ca 2 +濃度域でも心収縮を制御す

ることを可能にしているということである。実際、生理的条件での先行研究で、

心臓内の Ca 2 +濃度は従来考えられていた以上に低いところで制御されているとの

報告もあり、このことは、遺伝的要因等で Ca 2 +の制御が不十分な遺伝性疾患の個

体において原因不明の不整脈が発生する原因の一つを示唆している可能性がある。 

第６章では、本研究の全体のまとめと将来展望を述べている。  

本論文は、１分子計測システムを生理的状況下での個体（生体システム）の理

解に直接、応用展開を目指したものであり、特に心肥大症という遺伝子疾患の原

因を Tm・Tn 複合体の１分子レベルでの力学的機能の変化という観点から説明を

試みたという点で、１分子計測システムの応用範囲の広さを示唆している点で大

きな意義がある研究である。また、計測法についても従来の光ピンセットの２次

元のバネ弾性モデルを３次元モデルに発展させ、これによって３次元での評価で

は２次元評価時に比べた最大１ .５倍の差が出たことも新規であり、学術的に十分

に意義がある成果であると認められる。
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