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1. 測定実施日 

2014年 5月 29日 10時 00分 – 18時 00分 (2シフト) 、BL8S3 

2014年 5月 30日 10時 00分 – 18時 00分 (2シフト) 、BL8S3 

2014年 10月 28日 10時 00分 – 18時 00分 (2シフト) 、BL8S3 

2014年 10月 29日 10時 00分 – 18時 00分 (2シフト) 、BL8S3 

2015年 3月 19日 10時 00分 – 18時 00分 (2シフト) 、BL8S3 

 
2. 概要 

「細いフィラメント」は、心筋の収縮調節を担う超分子複合体であり、アク

チンフィラメントにトロポニン及びトロポミオシンが結合した状態で存在す

る。本課題では、野生型及び肥大型心筋症の原因となる変異を持つトロポニン

を組み込んだ再構成細いフィラメントの X 線小角散乱実験を行い、変異導入

による慣性半径の変化を調べた。その結果、トロポニン変異によって、断面慣

性半径が約 1 Å増大することが分かった。さらに、変異による構造変化を反映

する散乱曲線プロファイル自体の変化も Q < 0.1 Å-1の領域で観測された。 

 

3．背景と研究目的 

心筋の収縮は、細いフィラメント上の蛋白質トロポニンの Ca2+結合・解離

によって調節されている。トロポニンは TnC、TnI、TnT の 3 つのサブユニ

ットから構成され、これらサブユニットの様々な点変異が肥大型心筋症等の家

族性疾患を引き起こすことが報告されている [1]。本研究では、TnTの K247R

変異が細いフィラメント全体の構造に及ぼす影響を明らかにするため、野生型

及び変異型トロポニンを含む細いフィラメントのX線小角散乱実験を行った。 
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4．実験内容 

屠殺直後のウシ心臓から、細いフィラメント(以下、NTF)を抽出した。大腸

菌発現系を用いて精製した野生型及びK247R変異型ヒト心筋由来トロポニン

を、前述のウシ心筋由来細いフィラメントに組み込んだ(以下、野生型トロポ

ニンを含む細いフィラメントをWTF、変異型を RTFと省略する) [2]。あいち

シンクロトロン光センターBL8S3 ビームラインにおいて、これらの溶液試料

(Ca両状態)の X線小角散乱パターンの測定を、波長 1.5 Å、カメラ長約 2200 

mmの条件で、露光時間 10秒 × 20サイクル、温度 20 ℃、濃度 2、 3、 4 

mg/mlのシリーズで行った。 

 
5．結果および考察 

測定した 2次元の散乱パターンを円環平均し、1次元の散乱曲線を得た。細

いフィラメントは繊維状であるため、断面ギニエ解析を行い、断面慣性半径

Rcを各濃度について求めた(Fig. 1 左図)。濃度ゼロ外挿した断面慣性半径は、

NTF: 35.3  0.5 (-Ca)、35.2  0.5 (+Ca)、WTF: 31.9  0.7 (-Ca)、32.4  0.7 

(+Ca)、RTF: 33.4  0.7 (-Ca)、33.3  0.6 (+Ca) であった (単位は Å)。 

また、試料濃度で規格化した原点散乱強度の濃度依存性を Fig.1右図に示し

た。この物理量は、試料の単位長さ当たりの分子量に比例する。NTFとWTF

及び RTFの間で値が異なるが、これはトロポニンを組み替えた細いフィラメ

ント中のトロポニン量が 100%ではないことを反映している[2]。WTFと RTF

間には差がみられないため、ヒト心筋トロポニンは両試料とも同程度の効率で

組み込まれていると考えられる。 

 
 

 

Fig.1  (左) 断面慣性半径 (右)原点散乱強度の濃度依存性 



細いフィラメント内でトロポニンは TnT を介してトロポミオシン(Tm)に結合

している。Tm はヒト心筋とウシ心筋においてアミノ酸の相同性は 99%である

が、ヒト心筋 TnT は残基数がウシ心筋よりも 14 多く、さらにアミノ酸相同性

は 86%である。この違いが TnT-Tm間相互作用様式やトロポニンの配置に影響

し、NTFとWTF及び RTF間の Rcの違いに繋がると考えられる。また、トロ

ポニンの変異導入による変化は、Rcの約 1 Åの増加であった。いずれの試料も、

Caの有無による Rcの変化は観測されなかった。これは、変異の有無に関わらず、

Caによる細いフィラメントの構造変化が、動径方向の質量分布に影響しない変

化(トロポミオシンの回転等)であることを示唆している。 

 測定した散乱曲線を Caの有無で比較をすると、0.04 Å-1 < Q < 0.1 Å-1 の範囲

の強度が変化していることが分かる(Fig. 2左図)。この領域の積分強度を取り、

-Ca状態から+Ca状態の積分値を差し引くと、Fig. 2右図に示すように変異体の

方が変化量が大きい。この領域は、細いフィラメントの繊維回折パターンにお

いて第 1層線の極大値が観測される領域に相当する(この領域には、トロポニン

由来の 3次反射も寄与するが、その強度は第 1層線の 5%程度であり、無視でき

るほど小さい)。第 1 層線領域は、トロポニンへの Ca 結合によりトロポミオシ

ンが構造変化することで、その積分強度が減少することが知られている。従っ

て、変異体における積分強度の変化量の増大は、トロポミオシンの構造変化の

規模が野生型よりも大きいことを示唆している。著者らは、トロポニンの K247R

変異が、トロポニン分子全体の揺らぎを増大させることを見出しており[3]、揺

らぎの増大によるトロポニン-トロポミオシン相互作用の変調が、トロポミオシ

ンの構造変化に影響すると考えられる。この構造変化に関するさらに精確な情

報を得るためには、本課題で測定した Q領域よりも high-Q側の散乱曲線を解析

する必要がある。 

 

Fig.2  (左) 測定された散乱曲線 (右) 0.04 Å-1 < Q < 0.1 Å-1の積分強度
の Caによる変化 (-Ca状態から+Ca状態の散乱曲線を引いた) 



 

 

6.今後の課題 

本課題では、ギニエ領域を含む low-Q領域(Q < 0.15 Å-1)の解析を行った。

次のステップとして、変異による細いフィラメントの構造変化をより詳細に調

べるために、high-Q領域の散乱曲線を測定し構造解析を行う予定である。 
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