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研究成果の概要（和文）：速筋で発現するACTN3遺伝子にはR型とX型の遺伝子多型が存在する。異所性の翻訳終
止コドン（PTC）をもつX型のmRNAは細胞内でナンセンスコドン依存性mRNA分解（NMD）により分解されるため、
XX型のヒトではコードタンパク質であるalpha-actinin-3が発現しない。本研究では、PTCを読み飛ばすリードス
ルー物質（アミノグリコシド系抗生物質）によって、X型のACTN3 遺伝子からR型と同じ全長サイズの
alpha-actinin-3を発現できることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：A nonsense mutation of the ACTN3 gene generates a premature termination 
codon (PTC) and produces R/X polymorphism in humans. Since the X mRNA which contains a PTC is 
degraded by the cellular nonsense-mediated mRNA decay (NMD) system, ACTN3 XX genotype does not 
produce alpha-actinin-3 protein. Here we show that the readthrough drugs such as aminoglycosides 
could produce a full-length alpha-actinin-3 protein from the ACTN3 X gene. 

研究分野： 代謝栄養学、分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
ACTN3 遺伝子は筋肉とくに速筋の筋原線維の
Z 膜を構成する 901 アミノ酸から成るタンパ
ク質 alpha-actinin-3 をコードする。ヒトの
ACTN3 遺伝子には R 型と X 型が存在する。R
型 mRNA は alpha-actinin-3 の 577 番目のア
ミノ酸にアルギニン（R；コドンは CGA）を、
X型は翻訳終止コドン（X；コドンは UGA）を
コードする。X型の mRNA はその異所性の終止
コドン（premature termination codon；PTC）
でリボソームが翻訳を停止するため細胞内
で mRNA 品質管理機構（NMD 機構）の標的とな
り分解される。このため、X型 mRNA からは短
い配列のalpha-actinin-3さえも作られない。
ヒトでは、ACTN3 アレルの組合せに RR 型、RX
型、および XX 型の 3 型が存在するが、XX 型
では速筋内にalpha-actinin-3が発現しない。
R型アレルの保有者（とくに RR 型）は短距離
走など瞬発・パワー系競技に最適と考えられ
ている。一方、XX 型は筋肉量が少なく日本人
ではスポーツ（とくに走る競技）に向かない
という報告が多い。さらに、XX 型と加齢によ
る筋肉量や筋機能の低下のしやすさとの関
連性も指摘されている。申請者は、X型 mRNA
上で翻訳時にリボソームがPTCを読み飛ばせ
ば（この現象をリードスルーという。この場
合翻訳時にPTC部分にはいずれかのアミノ酸
がコードされるため翻訳は停止せず続行す
る）、mRNA 分解を回避し R 型に近似した全長
のalpha-actinin-3タンパク質を発現すると
考えた。リードスルー法はデュシェンヌ型筋
ジストロフィーや嚢胞性線維症などの様々
な遺伝性疾患の治療研究において検証され
てきたが、ACTN3 の遺伝子多型に対しての効
果についてこれまで報告はされていない。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、PTC を読み飛ばす作用を示すリ
ードスルー物質によって、X型の ACTN3 遺伝
子から R型と同じ alpha-actinin-3 タンパク
質を発現できるか否かを明らかにすること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（1） 細胞培養 
 
 実験にはヒト胎児由来の腎細胞株 HEK293
を用いた。細胞は、10％ウシ胎仔血清 (FBS)
と 1％Penicillin/Streptomycin を含んだ
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
を用いて 37℃、5％CO2条件下で培養した。後
述の方法で発現プラスミドのトランスフェ
クションを行った。トランスフェクション後
の細胞に、G418、ゲンタマイシンあるいはカ
フェインを添加した。G418、ゲンタマイシン
およびカフェインの溶媒は水とした。 

 
（2） プラスミド 
 
ACTN3 R 型の成熟（mature）-mRNA をコード
する配列 R， ACTN3 X 型の mature-mRNA をコ
ードする配列 X，ACTN3 R 型の pre-mRNA をコ
ードする配列 Rpre および ACTN3 X 型の
pre-mRNAをコードする配列Xpreを挿入した発
現プラスミドを作成した。各配列の 5’端に
は DYKDDDDK タグ、3’端には Myc エピトープ
タグをコードする配列が融合している。それ
ぞれのプラスミドを HEK293 細胞にトランス
フェクションした。 
 
（3） 細胞ライセートの調製とイムノブ
ロット 
HEK293 細胞ライセートを、4℃、15,000 rpm

で 20 分遠心分離し、上清を回収しタンパク
質サンプルとした。抽出したタンパク質サン
プル濃度は、BCA protein assay kit (Pierce, 
Rockford, IL)を用いて測定した。タンパク
質サンプルは SDS-PAGE で電気泳動した後、
Immobilon-P メンブレン (Millipore, 
Bedford, MA)に転写した。転写後、メンブレ
ンを 5％スキムミルク in TBS-T 
[Tris-buffered saline containing 0.05% 
Tween20]で 1時間ブロッティング操作を行っ
た。一次抗体をスキムミルクに希釈し一晩
4℃でインキュベートした。TBS-T でメンブレ
ンを洗浄後、二次抗体を 1時間室温で反応さ
せ、基質 [Amersham ECL Select detection 
kit (GE Healthcare Japan, Tokyo, Japan)]
を用いて検出を行った。 
 
（4） 細胞ライセートの調製と免疫沈降 

 HEK293 細胞に NP40 Lysis Buffer [10 mM 
Tris-HCl (pH7.4), 150 mM NaCl, 0.5 mM EDTA, 
10 mM NaF, 1% Nonidet P-40, 1 mM 
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 4 
µg/ml leupeptin, 4 µg/ml aprotinin]を添
加し、遠心分離後、上清を回収しタンパク質
サンプルとした。膨潤させた protein 
A-sepharose と anti-DYKDDDDK tag 抗体また
はanti-Myc-tag抗体を混合し1時間4℃でイ
ンキュベートした。その後タンパク質サンプ
ルを加えて一晩 4℃でインキュベートした。
遠心後上清を除去して NP40 Lysis buffer で
沈殿を洗浄し、遠心後上清を除去した沈殿に、
Sampling Buffer [62.5 mM Tris-HCl (pH6.8), 
2% SDS, 0.005% bromophenol blue, 10% 
glycerol, 5% β-mercaptoethanol]を加えて
95℃で 5分インキュベートした。遠心後上清
を電気泳動しImmobilon-Pメンブレンに転写
した。5％スキムミルク in TBST にてブロッ
キング後、一次抗体を一晩 4℃でインキュベ
ートし、上述のとおり二次抗体を 1時間室温
で反応させ、基質を用いて検出を行った。 



 
４．研究成果 
 
（1）外来性ヒト ACTN3 発現細胞の作成 
 

X型 ACTN3遺伝子のリードスルーを検討す
るためには、X 型 ACTN3 遺伝子を発現するヒ
ト細胞が必要である。しかし、このような細
胞（とくに XX 型の骨格筋細胞）の入手は困
難であるため、我々は、外来性の ACTN3 遺伝
子を培養細胞株に発現する方法を確立した。
本研究で用いた外来性ヒトACTN3遺伝子は次
のとおりである。①ACTN3 R型の成熟（mature）
-mRNA をコードする配列 R，②ACTN3 X 型の 
mature-mRNA をコードする配列 X，③ACTN3 R
型の pre-mRNA をコードする配列 Rpre，および
④ACTN3 X 型の pre-mRNA をコードする配列
Xpre。それぞれを哺乳類細胞用発現ベクターに
組み込み、HEK293 細胞にトランスフェクショ
ンした。各配列の 5’端には DYKDDDDK タグ、
3’端には Myc エピトープタグをコードする
配列が融合している。HEK293 細胞に空ベクタ
ー (Ev)、ACTN3 R 型 mature-mRNA (R)、ACTN3 
X 型 mature-mRNA (X)、ACTN3 R 型 pre-mRNA 
(Rpre)、あるいは ACTN3 X 型 pre-mRNA (Xpre)
をコードするプラスミドを遺伝子導入した。
細胞から抽出したタンパク質サンプルに対
して、anti-DYKDDDDK タグ抗体、anti-Myc タ
グ抗体を用いてイムノブロットを行った。
Anti-DYKDDDDK タグ抗体で検出した結果、R
を 導 入 し た 細 胞 で は 全 長 サ イ ズ の
alpha-actinin-3 タンパク質バンド（約 100 
kDa）が検出された。Xを導入した細胞では短
いサイズのalpha-actinin-3タンパク質バン
ド（約 80 kDa）が検出された。Rpreを導入し
た細胞では全長のalpha-actinin-3タンパク
質バンドが検出された。Xpre を導入した細胞
ではalpha-actinin-3タンパク質バンドは検
出されなかった。これは、Xpre がスプライシ
ングを受けた後、NMD によって分解されたた
めと考えられる。実際、NMD 機構を高濃度カ
フェインで阻害すると、Xpre 導入細胞で短い
サイズのalpha-actinin-3タンパク質バンド
（約 80 kDa）が検出された。外来性タンパク
質の C 末を認識する anti-Myc タグ抗体を用
いた結果、R および Rpre を導入した細胞では
全長サイズのalpha-actinin-3タンパク質バ
ンドが検出されたが、X や Xpre を導入した細
胞ではalpha-actinin-3タンパク質は検出さ
れなかった。このように、外来性に R型ある
いは X 型の ACTN3 遺伝子を発現する HEK293
細胞の実験系を確立した。 
 
（2）X 型 ACTN3 遺伝子の PTC に対するリー
ドスルー薬の影響 
 

 X 型 ACTN3 の PTC に対してリードスルーを
起こすことが可能か否かを検討するために、
まず Xを用いた検討を行った。リードスルー
薬として、ゲンタマイシンおよび G418 を用
いた。Ev あるいは X を導入した HEK293 細胞
に、ゲンタマイシンあるいは G418 を作用さ
せ、細胞からタンパク質を抽出した。
Anti-DYKDDDDK抗体あるいはanti-Myc抗体を
用いてイムノブロットを行ったところ、どち
らのリードスルー薬でも濃度依存的に全長
サイズ（Rと同じサイズ）の alpha-actinin-3
タンパク質発現量が増加した。 
今回、外来性の alpha-actinin-3 タンパク

質に対して免疫沈降法を導入した。ゲンタマ
イシンあるいは G418 を作用させた HEK293 細
胞 の タ ン パ ク 質 抽 出 物 に 対 し て 、
anti-DYKDDDDK タグ抗体、あるいは anti-Myc
タグ抗体の組み合わせで免疫沈降とイムノ
ブロットを行ったところ、これらリードスル
ー薬によって、X から全長サイズ（R と同じ
サイズ）の alpha-actinin-3 タンパク質が発
現することを確認した。 
 以上の結果から、リードスルー薬（ゲンタ
マイシンやG418）は X型 ACTN3 遺伝子のPTC
をリードスルーできると考えられた。 
 
（3）X 型 ACTN3 遺伝子の発現に対するリー
ドスルー薬の影響 
  
 先述したように、X 型の ACTN3 遺伝子は、
pre-mRNA のスプライシング後に、細胞に備わ
る NMD 機構によって mRNA が分解される。Xに
対してリードスルー薬（ゲンタマイシンや
G418）の効果を確認することができたことか
ら我々は、X型 ACTN3 の本来の配列である Xpre

に対するリードスルーの効果を検討した。Xpre

を導入したHEK293細胞に、G418を作用させ、
anti-DYKDDDDK タグ抗体を用いて外来性
alpha-actinin-3 タンパク質を免疫沈降させ
た。このタンパク質サンプルに対して
anti-Myc タグ抗体を用いてイムノブロット
を行ったところ、全長サイズ（R と同じサイ
ズ）の alpha-actinin-3 タンパク質は検出で
きなかった。そこで、高濃度カフェインの存
在下で HEK293 細胞に G418 を作用させたとこ
ろ、同じ条件の免疫沈降‐イムノブロットに
よって全長サイズ（R と同じサイズ）の
alpha-actinin-3 タンパク質が検出された。
以上のことから、Xpre を発現する細胞では、
NMD 機構を阻害した条件でリードスルー薬を
投与することで、検出可能レベルの全長
alpha-actinin-3 タンパク質が発現すること
が明らかとなった。 
 
このように本研究では、X型 ACTN3 遺伝子か
ら R型と同じ全長の alpha-actinin-3 タンパ



ク質を発現できることを明らかにした。
ACTN3 遺伝子の X 型アレルは、スポーツ・運
動能力との関係のみならず、サルコペニアや
骨粗鬆症などの疾患発症との関連性も指摘
されている。X 型 ACTN3 遺伝子のリードスル
ー法を確立することで、ACTN3 の XX 型の人々
に対して、これら疾患を制御する新しい手段
の開発へとつながることが期待される。 
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