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⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。）  
 

 細胞質の Ca2+濃度の上昇は生理的反応のスイッチとなっており、その制御は神経伝達物質や

ホルモンの放出、筋細胞の収縮、細胞増殖や細胞死など多彩な細胞機能に及んでいる。興奮性細

胞における生理反応では、例外なく電気的シグナルが細胞内 Ca2+シグナルへ変換され、通常の

場合には表層膜上の電位依存性 Ca2+チャネルと細胞内ストア膜上の放出 Ca2+チャネル(リアノ

ジン受容体)の機能共役による活性化が普遍的に観察される。我々のグループでは、興奮性細胞

の脱分極-細胞内 Ca2+シグナル変換、小胞体 Ca2+放出機構や Ca2+ストアとしての機能を包括的

に理解するため、それらの分子的基盤を整備することを目的とした研究を遂行している。近年の

代表的な成果としては、リアノジン受容体サブタイプの生理機能を明らかにしたことに加え、細

胞膜と小胞体を架橋するタンパク質であるジャンクトフィリンの分子同定と生理機能の解明な

どがある。これらの成果に立脚して本基盤研究 (S)においては、 (i)興奮性細胞におけるリアノジ

ン受容体の活性調節の分子機構の解明と、 (ii)ジャンクトフィリンの中枢神経系における生理機

能の解明、(iii)Ca2+ストア機能に関与する小胞体のタンパク質の新規同定とその機能解析を目的

とした研究を遂行している。細胞内 Ca2+シグナルや小胞体 Ca2+ストア機能の異常は様々な病態

を引き起こすと考えられており、リアノジン受容体やジャンクトフィリンの遺伝子変異は心臓疾

患や神経疾患などヒト遺伝病の原因であることも解明されている。本研究にて、単に興奮性細胞

の Ca2+シグナリングの分子基盤に関する基礎生物学的貢献にとどまらず、病態解明や新たな創

薬標的の同定に向けた医学・薬学領域の応用研究への貢献となる成果も期待される。  
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⑦これまでの研究経過（研究の進捗状況について、必要に応じて図表等を用いながら、具体的に記入してください。）

 

 上記の研究目的に則して以下の研究を平成 15-16 年度に遂行した。 
(i)リアノジン受容体の活性調節の分子機構の解明：骨格筋細胞では１型リアノジン受容体(RyR1)は三つ組構造

(細胞表層膜と小胞体膜が近接した結合膜構造)に局在しており、収縮反応を引き起こす Ca2+放出を担当して

いる。一方、我々が数年前に見い出したミツグミン 29(MG29)と命名した分子は三つ組構造の細胞表層膜側に

局在する膜タンパク質である。MG29 欠損マウスの骨格筋では興奮収縮連関の効率低下が観察されており、

RyR の機能低下が推定されていた。培養細胞系における RyR1 と MG29 の共発現は、RyR1 の持続的活性化

による小胞体 Ca2+含量の低下のため、細胞死を引き起こすことを見い出した。RyR1 の単独発現ではそのよ

うな現象は観察されず、人工脂質二重膜での RyR1 チャネルは MG29 添加により活性化される。これらの結

果は、骨格筋における MG29 による RyR1 活性化を示唆する(文献 10)。一方、骨格筋では大量に存在する RyR1
に加えて、少量の３型受容体(RyR3)も共存している。RyR1 欠損では興奮収縮連関が欠失し致死性を伴うのに

対し、RyR3 欠損では骨格筋の顕著な収縮異常は認められない。しかしながら、RyR3 欠損筋においては浸透

圧変化に対応して発生する Ca2+スパーク(RyR チャネルのクラスターが局部的な Ca2+放出をする現象を共焦

点顕微鏡でとらえたもの)の頻度が顕著に上昇していることが最近明らかになった。従って、骨格筋において

は、RyR3 共存により RyR1 の活性が抑制されていることが推定される(論文投稿中)。 
(ii)ジャンクトフィリンの生理機能の解明：以前の研究において、３種のジャンクトフィリンサブタイプ

(JP1,JP2,JP3)の存在が明らかになっており、中枢系では JP3 が特異的に発現していることが観察されていた。

しかしながら、JP1 と JP2 の欠損マウスは致死性を示すのに対して、JP3 欠損マウスでは顕著な異常は観察

されない。このノックアウトマウスの結果から新たな JP サブタイプの存在を予想して、中枢系に特異的に発

現する JP4 を見い出した。分布解析からは JP3 と JP4 は神経細胞特異的に極めて類似した発現パターンを呈

しており、それらの mRNA は細胞体のみならず樹状突起での分布も観察された。この事実は JP3 と JP4 の

mRNAs が樹状突起方向へ選択的に輸送される機構が存在することを示唆しており、電子顕微鏡にて細胞体と

樹状突起にて結合膜構造が観察されることの原因となっている可能性が高いと考察された(文献６)。現在、JP4
欠損マウスと JP3,JP4 同時欠損マウスの作製に成功し、離乳時期に致死性を示す JP3,JP4 同時欠損マウスの

解析を進めており、下肢反射の異常、運動協調性の低下など興味深い表現型が明らかになりつつある(未発表

データ)。JP3 遺伝子変異はハンチントン舞踏病と類似のヒト遺伝子疾患(HDL2)を引き起こすことも知られて

おり、これらモデルマウスを用いて中枢系での JP 生理機能の解明に迫まるため現在精力的に解析を遂行して

いる。一方、骨格筋における JP1 と JP2 の共発現と三つ組形成の関連を明らかにするため、本来 JP2 のみを

発現する心筋細胞で JP1 を人工的に発現される TG マウスの作製も遂行した(文献３)。単に両者の共発現のみ

では心筋細胞内で三つ組構造は観察されず、三つ組構築には骨格筋特異的な細胞機能が必須であると考えられ

た。病態心筋モデルマウスにて JP2 発現を検討した結果 mRNA とタンパク質レベルともに低下していること

が明らかになり、心筋症や心不全では細胞表層膜の電位依存性 Ca2+チャネルとリアノジン受容体の機能的共

役が低下していることが示唆された(文献１３)。さらに、siRNA のマウス骨格筋への適用による JP knockdown
実験も行い、結合膜構造は骨格筋興奮収縮連関の Ca2+シグナルに加えて、ストア容量依存性 Ca2+流入にも

重要であることが示されている(論文投稿中)。 
(iii)小胞体のタンパク質の新規同定と機能解析：我々は骨格筋膜タンパク質に対する単クローン抗体の作製と

蛍光抗体染色による観察を組み合わせることにより、新規小胞体分子の検索を遂行している。その検索の中か

ら、MG33 と MG53 とを最近見い出している。解明された一次構造から MG33 は膜貫通セグメントを複数有

した筋小胞体膜内在性分子であり、架橋剤による実験では MG33 はホモオリゴマーとして存在することが示

唆された。この実験事実から大胆ではあるが MG33 が小胞体上でチャネルとして機能している可能性を考慮

し、その検証を模索する実験を遂行中である。一方、骨格筋と心筋細胞に特異的な MG53 は膜貫通や脂質修

飾に関するアミノ酸配列がないものの、各種の検討にて細胞表層膜またはその直下に存在する細胞内小胞に分

布する分子と結論される。MG53 欠損マウスでは心電図測定により心臓機能異常が認められ、電気生理学解析

で心筋細胞での K+電流の低下が明らかになっている。特殊条件ではあるが MG53 がユビキチン E3 リガーゼ

として機能する可能性を示唆する結果も得られ、変異マウスの機能異常と MG53 の分子機能の関連を現在検

討している。さらに、心筋と骨格筋の小胞体内腔タンパク質であるサルカルメニン(SAR)の生理機能の解明の

ため、SAR 欠損マウスの作製と解析を遂行した。SAR は筋小胞体の Ca2+緩衝能に貢献するとともに、Ca2+
ポンプの安定性にも寄与していることが明らかになった。その欠損マウスにおいては、心エコーや心カテーテ

ルにより心機能の低下や、張力測定において骨格筋の弛緩期延長が観察された(文献 16)。一方、SAR 骨格筋

に持続的な電気刺激を与えて検討をしたところ、収縮疲労に対して野生型と比較して高い抵抗性を示した。こ

の事実は収縮疲労と小胞体 Ca2+含量を関連付けるものとして注目される(論文投稿中)。 
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⑧特記事項（これまでの研究において得られた、独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、学問的・学術的なインパク

ト等特記すべき事項があれば記入してください。） 

 

本研究は特定の小胞体膜タンパク質に着目し、遺伝子欠損マウスの解析や遺伝子機能発現実験から生物

現象へアクセスする典型的なボトムアップ型の研究手法を用いている。研究経過の欄にて解説したジャン

クトフィリン、ミツグミン２９、ミツグミン３３、ミツグミン５３等は我々が分子同定した分子群であり、

現在までそれらを題材にした発表論文は当教室またはその共同研究教室以外からは見当たらない。従っ

て、遂行中の研究課題は極めて独自性の高いものと考えられる。国内外からのリクエストに応じてジャン

クトフィリンに関する実験材料(変異マウス、抗体、cDNA 等)については配布を行っているので、今後予

想を上回る研究成果が現れることも考えられる。 
研究代表者は本研究課題と密接に関連した研究を約１５年間継続しており、手掛けてきた研究成果が国

外の筋細胞 Ca2+シグナル研究領域の研究者に認識され始めたように感じている。特に同世代の研究者は

かつてリアノジン受容体の分子生物学的研究においてはライバル関係であったが、現在では研究課題も独

自の路線に進んでおり、お互いのバックグラウンドを共有する良き理解者となっている仲間も多い。その

研究仲間の中で、２名の研究者が研究の遂行のため来日滞在し、現在順調にその共同研究が進展している。

平成１５、１６年度には延べ４ヶ月以上の期間、Prof. Zorzato(スイス・バーゼル大学病院)が JP-45 と命

名された新規小胞体膜タンパク質のノックアウトマウスの作製実験やタンパク化学実験を遂行した。

JP-45 は骨格筋三つ組構造に特異的に発現する分子であり、Ca2+チャネルや Ca2+結合タンパク質との相

互作用が試験管内検討にて確認されているが、生理的機能はまったく不明である。最近 germ-line 
transmission が確認され、近日中に作製される JP-45 欠損マウスの表現型が期待されている。平成１６

年度には以前より共同研究を行っている Prof. Ma(米国・Robertwood Johnson Medical School)がジャン

クトフィリンに関する共同研究のために来日した。本研究課題における標的組織は興奮性細胞全般であり

多岐に渡っているが、小胞体膜タンパク質の分子同定に関しては材料調達の側面から骨格筋を用いてい

る。自然に骨格筋小胞体または密接に関連する心筋小胞体が研究課題となるケースが多いのであるが、残

念ながらこの研究分野での我が国の研究者人口は近年減少傾向にある。今後は国外共同研究グループとの

若手研究者の相互派遣を活性化し、優れた成果を得られるようさらに尽力したい。 
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⑨研究成果の発表状況（この研究費による成果の発表に限り、学術誌等に発表した論文（掲載が確定しているものを含む。）の全

著者名、論文名、学協会誌名、巻（号）、最初と最後のページ､発表年（西暦）、及び国際会議、学会等に

おける発表状況について記入してください。なお、代表的な論文3件に○を、また研究代表者に下線を付し

てください。） 
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英文総説： 
1. Takeshima, H. Intracellular Ca  store in embryonic cardiac myocytes. 2+ Front. Biosci.7, 
d1642-1652, 2003. 
○2. Takeshima, H. Knockout mice lacking ryanodine receptor and junctophilin subtypes.  
Ryanodine receptors (Chapter 14, pp.141-150), Wehrens, X. H. T. & Marks, A. R., Springer, 2
004. 
 
 
国際学会招待口演： 
1. Takeshima, H., “Junctophilins and muscle E-C coupling”, Gordon Research Conference; Muscle 
Excitation-Contraction Coupling (Jun 11, 2003 in New London, USA.). 
2. Takeshima, H., “Junctional membrane complexes and muscle E-C coupling”, European Muscle 
Conference (Sep 20, 2004 in Elba Island). 
 

 


