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学位論文内容の要旨

筋 肉 の 収 請 は ト ロ ポ ニ ン と い う タ ン バ ク 貫 に よ っ て 一 翻 さ れ て い る 。   ト ロ ポ ニ ン 誼

ト ロ ポ ニ ン C、   ト ロ ポ ニ ン I、   卜 ロ ボ ニ ン Tの 3っ の サ ブ ュ ニ ッ ト か ら 構 成 さ れ て い

る 。   卜 ロ ボ ニ ン Cは Hg2’ イ オ ン や Caz+イ オ ン を結 合 す る 。   ト ロ ポ ニ ンIは 筋 肉 収 艢を

妨 げ る ー き を す る 。   ト ロ ポ ニ ン T強 ト ロ ポ ニ ン Cと ト ロ ポ ニ ン Iを 轄 び 付 け る 。 弛 綴

状 Iの 筋 肉 細 胞 内 で は 、   ト ロ ボ ニ ン cは Hg2゙ イ オ ン を 轄 台 し て い る 。 神 経 伝 達 系 か ら

の 命 令 が あ る と 、 筋 肉 細 胞 内 の Caz゙ イ オ ン 浬 度 が 急 激 に 上 がる 。   こ のと き ト ロ ポ ニン

CはH暮2．を1し、蕃わりにCa2゙ を結台する。  トロポニンCのH g2゙ 轄合状態からCae゙ 結

台状lIへの構造嚢化が、  トロポニンIの収艢阻害を解除する。これが筋収艢発生の一

構であると考えられている。 lg85年に、  トロポニンC強N側の球状ドメインとC儲の

球 状 ド メ イ ン が aヘ リ ッ ク ス で 轄 ぼ れ た 「 亜 鈴 型 構 造 」 を し て い る こ と が 躙 ら か に さ

れた・本研究の目的は、Hg2゙ やCa2゙ の結合に伴いトロポニンCの構造と性貫がどのよ

うに窪化し、  その蜜化がトロポニンエにどのように伝わるかを明らかにすることであ

る・  この目的のために用いた実験手法は、  近年飛■的に発展した1次元と2次元の

iH -NMR分光法である．

  本一文は5章より構成されている。

  第1章では、  卜ロポニンCの生理的役割や他の分光学的手法により既に田らかにさ

れている事柄を記述している。  また、  トロポニンCと良く似たアミノ酸配列を持っ他

のCa2．‐結合タンバク貫（例：カルモデュ‘リン）との比較にっいても記述している。

  第2章では、  Ca2゙ 結合状慧、Hぢ2．結合状態、およびCaむ、Hg2゙ イオンを結合してい

な｀、（アポ）状慧のトロポニンcの構造にっいて記述して｀、る。  これらの構造と、  既
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に闢らかにされているアポ状態とCaz．結合状態のカルモデュリンの構造との比較を行

っている。  2次元NMRのバルスシーケンスに新たな水消しパルスを付加することで、

トロポニンCの高分解飴NOESYスベゥトルを得た。  この章で明らかにされた主な

点は以下の遷りである。

    1）アポトロポニンCのC一ドメインに誼．高放構造が形成されていない。一方、N

    一ド メ イ ン に は 、 亀 水性 懐輩 と逆 平行 ぢシー トが 形成 され てい る。

  2）Caz゙ 轄台型トロポニンCのC債ドメインとN一ドメインに、  亀水性領域と逆平

    行胃シートが形成されている。N翻ドメインの疏水性領域と逆平行ぢシートの

    構造は揺らいでいる。

  3）Hg2゙ 結合聖トロポニンCのC儷ドメインとN億ドメインの両方に、  疎水性領域

    と逆平行ロシートが形成されている。  このN側ドメインの疎水性領域は、  ア´ポ

    ト ロ ポ ニ ン Cの N側 ド メ イ ン の 疎 水 性 領域 と 同 じ 構 造 を し て い る 。

  第3章では、  トロポニンCのCa2．結合とHg2゙ 結合に関する性質と特徴が記述されて

いる。  アポトロポニンCに対してCa2゙ イオンやHぢ2．イオンを徐々に加えていったとき

に、  トロポニンCのiH－NMRスペクトルがどのように変化するかを調べた。  この章

で明らかにされた主な点は以下の逓りである。

    1）トロポニンCのC一ドメインの2っのCa2．結台部位は、  N側ドメインの2っの

    Ca2゙ 結台部位よりも強くCa2．イオンを請合する。

    2）C一ドメインの2っのCa2．結合部位のうちどちらかー方にCa2’が結台すること

    により、  C一ドメインの構造変化が起こる。

    3)N一ドメインの2っのCaz゙ 結合部位のうちどちらか一方にCa2゙ が結合すること

    により、  N儲ドメインの構造袞化が起こる。

    4） Ca2゙ 結合に伴うC儲ドメインの構造変化の速さは10－20s-1以下、  N翻ドメイン

    の構造変化の速さは600s-1以上と見積られる。

    5）トロポニンCの4っのCa2゙ 結合部位は、  Hg2゙ 結台部位でもある。  これらのH暮2＋

    轄合の強さ誼、lxl03H-1～lxlOsH-1と見積られる。

    6）Hg2゙ 結合に伴うC儷ドメインの構造変化の遠さは20ー30s-i以下、  N側ドメイン

    の構造嚢化の遠さは1000sー‾以上と見積られる。

    第4章では、  トロボニンCと、  トロポニンIのトロポニンC結合部位(96―116番目）
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に 相 当 す る 合 成 ペ プ チ ド （ CN4と 略 ） と の 相 互 作 用 が 調 べ ら れ て い る 。   Ca2゙ 結 合 状

態 と Hg2t結 合 状 態 の 卜 ロ ポ ニ ン Cに そ れ ぞ れ CN4を 加 え 、   そ れ ぞ れ に つ い て ト ロ ボ

ニ ン Cの 1次 元 と 2次 元 の iHー NMRス ペ ク ト ル の 変 化 を 調 べ た 。   こ の 章 で 明 ら か に

さ れ た主 な 点 は 以 下 の通 り で あ る 。

1） Ca2゙ 結 台 型 ト ロ ポ ニ ン Cで は 、   C餔 ド メ イ ン と N側 ド メ イ ン の 両 方 が CN4と

相 互 作 用 す る 。   こ の 相 互 作 用 に 伴 い N儲 ド メイ ン の 講 遺 は安 定 化 す る 。

2)Hぢ 2゙ 結 台 型 ト ロ ポ ニ ン Cで 誼 、   C儲 ド メ イ ン だ け が CN4と 結 台 す る 。   C側 ド

メ イ ン と N翻 ド メ イ ン の 構 造 の 安 定 性 は こ の 相 互 作 用 に よ り 聖 わ ら な い 。

3） Ca2． 結 合 型 ト ロ ボ ニ ン Cと CN4の 相 互 作 用 の 強 さ は 1． lx10sHー ｜ と 見 積 ら れ る 。

これに比べてHg2゙ 結台型トロポニンCとCN4の相互作用の強さは0．9xlOdH

と、  10倍程度小さぃ。

第 5章 で は 、 第 1章 か ら 第 4章 ま で の 結 粟 を も と に 、   Hぢ 2゙ と Caz゙ の 結 台に 依 存 し た

卜 ロ ポ ニ ン Cと ト ロ ポ ニ ン Iの 相 互 作 用 に つ い て 考 察 を し て い る 。   さ ら に 、   こ の 相 互

作用によって実纛の筋肉収縮がどのように調節されているかという考察が試みられて

いる。

付 Iで は 、   ト ロ ポ ニ ン cが ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 作 り 自 己 会 合 を す る こ と 、  モ れ が こ

れ ま で の ト ロ ポ ニ ン Cに 対 す る 研 究 結 粟 を 不 明 ■ に し て い た こ と を 記 述 し て い る 。   さ

らに、  トロポニンCに対する還元荊の添加が、  この自己会合を驂ぐことを証明してい

る。

本 研 究 か ら 、 Hgを ゛ や Ca2゙ の 結 台 に 伴 う ト ロ ポ ニ ン Cの 構 造 韲 化 は、   C儷ド メ イ ン と

N儲 ド メ イ ン で そ れ ぞ れ 婁 な っ て い る こ と が 明 ら か に な っ た 。   ト ロ ポ ニ ン Cと ト ロ ポ

ニンIの相互作用の変化は、  N側ドメインの構造変化によりもたらされることが示さ

れた。
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学位論文審査の要旨
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    学位論文題名

H－NHR Study of Rabbit SkeletalHuscle Troponin  C

（iH―NHRによるウサギ骨格筋トロボニンCの研究）

  トロポニンは筋収縮にかかわる蛋白貫である。  トロポニンは卜ロポニンc.  トロポニ

ンI.  トロポニンTの'3つのサブュニットから構成されてい、る。  トロボニンCはMg2＋イ

オンやCa2+イオンを轄合して筋収縮を制御する。  トロポニンIは筋肉収縮を妨げる蝕き

をする。1970年代にトロポニンCがトロポニンIの筋収縮阻害作用を解除することが示

唆された．NMR分光法を用いたトロポニンCの研究は1977年に英国の研究者らにより

始められた。しかし、  トロポニンCのNMRスペクトルは極めて複雑なため、十分な研

究がなされていない。学位申甜者はトロポニンCの自己会合を防ぐことにより、詳しい

研究が可誌であること をみいだし、2次元NMRの手法を応用することでトロポニンC

の詳細な構造解析を行うことに成功した。強文では、  卜ロポニンCの筋肉弛綴状憲（

Hg2゙ 結合状1）と筋肉収縮状態（Ca2゙ 結合状態）での構造と性貫の違いを明らかにして

い る 。 更 に 、 モ の 違 い が ト ロ ポ ニ ン Iに ど の よ うに 伝わ るか を 調べ てい る。

    論文は5章より構成されている。第1章では、  これまでのトロボニンCについての研

究を概観し、Mぢ2゙ やCa2゙ を結合したトロポニンcについての構造解析の重要性を指摘し

ている。

    第2章では、Ca2゙ 結合状態、Hg2＋結合状態、およびCaい、Hg2＋を結合していない（ア
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ポ ） 状 態 の 卜 ロ ポ ニ ン Cの 構 造 に つ い て 記 述 し て い る 。 こ こ で 明 ら か に さ れ た 点 は 以 下

の 通 り で あ る 。   1） ア ポ ト ロ ポ ニ ン Cの C側 ド メ イ ン に は 高 次 構 造 が 形 成 さ れ て い な い 。

一 方 、 N側 ド メ イ ン に は 、 疎 水 性 領 域 と 逆 平 行 ロ シ 一 卜 が 形 成 さ れ て い る 。 2） Ca:+桔

合 型 ト ロ ボ ニ ン Cの C側 ド メ イ ン と N儷 ド メ イ ン に 、 醸 水 性 領 域 と 逆 平 行 ロ シ ー ト が 形

成 さ れ て い る 。 N個 ド メ イ ン の 疎 水 性 領 域 と 逆 平 行 ぢ シ ― ト の 構 造 は 揺 ら い で い る 。

3）  Hg2+結 合 型 ト ロ ポ ニ ン Cの C側 ド メ イ ン と N翻 ド メ イ ン の 両 方 に 、 疏 水 性 領 域 と 逆

平 行 声 シ ― ト が 形 成 さ れ て い る 。 こ の N側 ド メ イ ン の 疎 水 性 領 域 は 、 ア ポ ト ロ ポ ニ ン c

の N翻 ド メ イ ン の 疏 水 性 領 域 と 同 じ 構 遣 を し て い る 。

第 3章 で は 、   ト ロ ポ ニ ン Cの Ca 2'結 合 と Hぢ 2゙ 結 合 に 闘 す る 性 貫 と 特 徴 が 記 述 さ れ て い

る 。 以 下 の 点 が 明 ら か に さ れ た 。   1） ト ロ ポ ニ ン Cの C儷 ド メ イ ン の 2っ の Cl2+結 台 部

位 は 、 N館 ド メ イ ン の 2っ の Ca2+結 合 部 位 よ り も 強 く Ca2゙ イ オ ン を 結 台 す る 。 2)C儷

あ る い は N儷 ド メ イ ン の 2っ の Ca2+結 合 部 位 の う ち ど ち ら か 一 方 に Ca2゙ が 結 合 す る こ と

に よ り 、 各 々 の ド メ イ ン に 構 遣 変 化 が 起 こ る 。   3)ト ロ ポ ニ ン Cの 4っ の Ca2+結 台 部 位

は 、 Hg2+結 合 部 位 で も あ る 。

第 4章 で は 、   ト ロ ポ ニ ン Cと 、   ト ロ ポ ニ ン Iの 卜 ロ ポ ニ ン C結 台 部 位 (96-116番 目 ） に

相 当 す る 合 成 ペ プ チ ド （ CN4と 略 ） ） と の 相 互 作 用 が 爾 べ ら れ て い る 。 以 下 の 事 柄 が

明 ら か に さ れ た 。   1）  Ca2+結 台 型 ト ロ ポ ニ ン Cで は 、   C側 ド メ イ ン と N側 ド メ イ ン の 両

方がCN4と相互作用する。この相互作用に伴いN翻ドメインの構造は安定化する。2）

Hg2＋結合型卜ロポニンCでは、  C側ドメインだけがCN4と結合する。C倆ドメインと

N翻ドメインの構造の安定性はこの相互作用により変わらない。3） Ca2+轄台型トロポ

ニンCとCN4の相互作用の強さは1．lx10うH―1と見積られる。Hぢ2+結合型トロポニンc

とCN4の相互作用の強さは0．9xl0414-1で、Ca2+結合型トロポニンCより1桁小さい。

第 5章 で は 、 第 1竃 か ら 第 4章 ま で の 結 果 を も と に 、 Flg2゙ と Ca 2'の 結 台 に 依 存 し た ト

ロ ポ ニ ン Cと 卜 ロ ポ ニ ン Iの 相 互 作 用 に つ い て 考 寮 を し て い る 。

本 簡 文 は 、   ト ロ ポ ニ ン Cと ト ロ ポ ニ ン Iの 相 互 作 用 の 変 化 が Hg 2+と Ca2+の 結 合 に 伴 う

トロポニンCのN側ドメインの構造変化によりもたらされることを初めて明らかにした

も の で 、 今 後 の 研 究 に 指 針 を 与 え る も の と し て 高 く 評 価 さ れ る 。

  参考論文はいずれも本鷺文に関係潔いものである。審査員一同は申請者が博士（理学）

の学位を得る充分な資格があると認めた。．
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