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学位論文内容の要旨

  動物性タンバク質の主要な供給源である食肉を効率的に生産するためには、食肉の主体である骨格

筋の発達を人為的に促進させることが一一一つの方法であり、そのためには骨格筋の形成及び成長のメカ

ニズムの解明が必要である。骨格筋の主体は筋原線維であり、筋源線維は各種構成タンバク質により

高度に細織fヒさね筋II鷆露り基本単位であるmレコメアによって構築されている。そのため喟陣iiifiafZ,成

機溝を明らかにするにはサルコメア構造の形成繊購を理解する必要がある。そこで本論文においては

隣り合う｀丱レコメアを連結することにより筋原線維の連続した構造を構築しているZ線に着目し、

培甍喟骼筋報脆を用いた免疫螢光抗体法および遺伝子工学轗痔繊こより、Z線を構成するタンバク質

h゚ めレコメア構逋こ組み込まれていく過程を追究することにより、筋原線維形成機構の解渺めための

知見を得ることを目的とした。得ら加た結果は以下の通りである。

（1）培養筋縄珥包におけるZ線およびサルコメアの形成

間接螢光抗体法および電子顕微鏡観察によって鶏胸筋由来の初代撒細胞におけるサルコメアの形成過

程を追究した。ヅ7レコメア形成過程におぃてミオシンを中心とした太いフィラメントおよびZ線と

細いフィラメントの前駆雉であるI・Z・Ibodyはそれぞれ｜J々 に形成され、その後両！者カ淵曲魯わさるこ

とによルサッレコメアカ繊されることを確認した。また5つの主要なZ線構成タンバク質がすべて

筋形成紗膜駟黼で複台体を形成していた。筋形成の袗J期段階でIよI・Z．Ibod・yの中´幽鄒分すなわちZ

線前駆体｜よ形態！婚吼こオ雀ナーな大きさく02～0，8ロm）を蚕すカt筋形成ザ）進行に伴い幅ト0．1〃mの

均一の成熟Z線となってサルコメア構造に組み込まれた。これらの事実は、筋形成の初期圏囀こお

いて複合体を形成したZ線構成タンパク質は、け7レコメアの形成過程において成熟したZ線に再構

築されることを示している。

(2)Z線構成タンバク貿変異体の培盞曜挿各筋;吋蝕こおける発現

アルファアクチニン、タイチンのN端およびネブリンのC端はZ線の主要な構成タンバク質である。

これらのZ線構成タンバク質がZ線に組み込まれるためにはそれぞれのタンバク質の髑斑静霞喊カ瀘

要であると考えられる。そこで、各タンバク質のいずれの領曦が重要なのかを明らかにするために上

記3種磐移）構成タンバク質のいくっカヤ）特定頒1或からなるミュータントタンバク質を鶏舶I筋由来の初

代i瀧吋包に発現させるという方法を開発し、その局在様式とZ線構造を観察することにより発現させ

たミュータントタンバク貿すなわち各タンバク質の特定領域カ鷺珊勳嚇維形成にどのような影響を及jま

すのかについて検討した。
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l）アルフんアクチニン

アクチン結合領域（ABD）、ニ量体形成に必要な4f圃のスベクトリン樟髞り返し構造4Srめ、およびタ

イチン結台領域の3種の特定領域からなるアルフんアクチニンはZ線を構成ける主要なタンバク質

である。アルファアクチニン分子¢燦籔薗露或から構成される5種類のMYC櫚磯ミュータントタンバ

ク質を鶏胸筋由来の初代筋細胞に発現させた。ミュータントタンバク質はアルフんアクチニン分子が

冲疎もつべき特定領閤狂）いすマtかカ蝴しているために、これを発現した筋細胞ではサッレコメアは異

常な構造を示すこと、あるいはサルコメアゐ職されないことが予想されたが、いずれのミュータン

トタンバク質を発現させた場合も形態学的には正常なZ線を形成することカ竕かった。1あるいは2

つの特定領域が欠損した場合でも、欠損されたヒ汐ヤ）領域においてアルファアクチニン以外のZ線

構成タンバク質と結合可能なためミュータントタンバク質がZ線で発現したものと考えられる。

2)タイチン

タイチン分為ま1分子でZ線からM線まで延びる巨大タンバク質で、そのN端はZ線に厨白する。

タイチンは他のZ線構成タンバク質であるアルフんアクチニンと詞謝蚋で結台することから、両者

｜まZ線中で相互作用があると考えられている。Z線に局在するタイチン分子のN端部う弧こは、そのア

ミノ酸配列に基づぃた特徴的な繰り返し構造を有する。この繰り返し構造に基づぃた特定領域からな

る5種類のミュータントタンバク質を鶏舶赫由疎ザ境ffS5i細胞に発現させた。5種類のミュータント

タンバク質のうちZ糠に発現したものは1種類のみで、その際に形成されたサルコメアは形態的に

正常あった。Z線に発現したミュータントタンバク質に含まれる特定領曦は試験管内でアルフんアク

チニンと結合することカ辮されていることを考瘧すると、ミュータントタンバク質中のこの領域が

Z線内に布在するアルフんアクチニンと結台することによってZ線で発現したものと考えられる。

3）ネブリン

骨格筋のサルコメアにおいてネブリン―分子はZ線から細いフィラメントに沿って細いフィラメン

トの先端まで存注している。またネブリンは約35のアミノ醐残漕勧ゝらなるモジユールを約200個有

するタンバク質である。Z線内音睨こ局在するネプリンC端は9個のモジューツレ、セリン残基を多く含

んだ領域(SeおよびSH3領域で構成されている。ネブリンは最：恕0分子量をもつアクチン結合タン

バク質で試験管内における結合実験から1個のモジュールがアクチン1分子と結合することが報告さ

れている。Z線付近の特定頒曦からなるMYC楞識した8個のミュータントタンバク質を鶏胸筋由来

の初代筋細胞に発現させた。4個のミュータントタンバク質炯睦択的にZ線に組み込まれ丶ネブリ

ンがZ線に組み込まれるには特定領域が必要であることカ潸っかった。また、ネブリンは代表的なア

クチン結合タンバク質であるのにも関わらず、割矚食されたミュータントタンパク質で細いフィラメン

ト上に発現をするものはなかった。

  1）、2）および3）の結果から、Z線は構成タンパク質炯硼隙なく密接に結合した堅牢な集合体

であるという従来の考えとは異なり、各Z線構成タンバク質と他の構成タンバク質との結合部位は互

いにS~されておらず、外因性のタンバク質カ驚給しうるゆとりを持った構造であることヵ瀲され

た。

以ヒの結果から、筋原線維形成過程において、v̂レコメアを構成する太いフィラメント、および細い

フィラメントとZ線から構成されるI-Z-Iバンドはそれぞれ独立に形成された後、サルコメアとして

組．み込まれること、Z線構成タンバク貿1ま筋原線維形成の移闃穐邸翫こ複合体を形成した嚮とlその成議6瞳

程で再構築されることカ朔らかになった。また、Z線構成タンパク質はそれぞ・れ特徴的な構造をもつ

特缶繊を有するが、いす抑のタンハク質の場合も限定された特定領域がZ線の形成に排他的に重要

であるというネ繰ぼ得られなかった。これらの知冠よ、筋原綜維の形成磯構を解明する上で多くの情

報を提供するものである。
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    学位論文題名

The studies on the development of skeletal muscle cells．

- The assembly of Z bands during myofibrillogenesis

                  in skeletal muscle cells -

  本論文は、図33、表1、引用文献121を含み、7章からなる総頁数119の英

文論文であり、別に4編の参考論文が添えられている。

  本論文は、動物性夕ンハク質の主要な供給源である食肉の主体である骨格筋の

筋原線維形成機構の解明を目的として、筋原線維の連続した構造を構築している

Z線に着目し、培養骨格筋細胞を用いた免疫螢光抗体法および遺伝子工学的手法

により、Z線を構成するタンバク質が筋原線維の基本単位であるサルコメア構造

に組み込まれていく過程を追究した研究成果をとりまとめたものである。

得られた結果の概要は以下の通りである。

（1）培養筋細胞におけるZ線およびサルコメアの形成

鶏胸筋由来の初代纐胞におけるサッレコメアの形成過程を追究し、1）サルコメ

ア形成過程におぃてミオシンを中心とした太いフィラメントおよびZ線と細いフ

ィラメントの前駆体であるI-Z，I構造｜まそれぞれ別々に形成され、その後両者が

組合わさることによルサルコメアカ麗戚されること、2）5つの主要なZ線構成

タンバク質がすべて筋形成初期の脚皆で複合体を形成し、筋形成の進行に伴い成

熟 Z線 と な っ て サル コ メ ア 構 造 に 組み 込 ま れ る こ と を 示し た 。

（2）Z線構成タンバク質変異体の培盞津挿各筋紐t胞における発現



1）Z線の主要な構成タンバク質であるアルフんアクチニン分子の特定領域から構

成される5種類の変異体タンパク質を鶏胸筋由来の初代筋細胞に発現させた。い

ずれの変異体タンバク質を発現させた場合も形態学的には正常なZ線を形成した。

2）1分子でZ線からM線まで延びる巨大タンパク質であるタイチンは、N端が

Z線に局在する。ジイチン分子のN端部分に存在する特徴的な繰り返し構造に基

づぃ）た特定領域からなる5種類の変異鰆タンバク質を鶏胸筋由来の初代筋細胞に

発現させたが、Z線に発現したもの1ま1種類のみで、その際に形成されたサルコ

メアは形態的に正常あった。

    ヤ

3）Z線から細いフィラメントに沿って細いフィラメントの先端まで存在している

ネブリンのC端ぼz線を構成している。Z線付近の特定領域からなる8個の変異

体タンパク質を鶏胸筋由来の初代ゴ瓣田包に発現させた。4f固の変異体タンバク質

が選択的にZ線に組み込まれ、ネブリンがZ線に組み込まれるにtよ特定領域ij泌

要であることがわかった。また、ネプリンは代表的なアクチン結合タンバク質で

あるのにも関わらず、試験された変異体タンバク質で細いフィラメント上に発現

    J

をするものはなかった。

  1）、2）および3）の結果Iま、Z線は構成タンバク質が間鱇なく密接に結合し

た堅牢な集合体であるとぃう従来の考えとは異なり、各Z線構成タンパク質と他

の構成タンバク質との結合部位は互いに飽和されておらず、外因性のタンパク質

が 結 合 し う る ゆ と り を 持 っ た 構 造 で あ る こ と を 示 し て い る 。

以上のように、本翻ニ究は、筋原線維形成過程における太いフィラメントとZ線

と細いフィラメントの前駆体であるIーZ－I構造との関係を明らかにし、これまで

いくっかのモデルが提案され未解決の課題であるサルコメア形成過程における構

成タンバク質の集合機構の解明に大きな糸口を提供した。さらに、Z線の構造に

関しても新たな実験事実に基づき従来の概念を否定する新たな構造を提案してい

る。これらの知見｜ま、骨格筋筋原線維の形成機構を解明する上で多くの情報を提

供するものてあり、学術ヒ高く評価される。

  よって、審査員一同は、尾嶋孝一が博士（農学）の学位を受けるに十分な資格

を有するものと認めた。


