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研究成果の概要（和文）：坐骨神経切除後のマウスのヒラメ筋において、筋小胞体カルシウムＡＴＰａｓｅ
（ＳＥＲＣＡ）の機能を抑制するサルコリピンおよびホスホランバンが顕著に増加することを確認した。一方、
長趾伸筋ではホスホランバンの増加は確認できたものの、その程度はヒラメ筋に比べて軽微であり、サルコリピ
ンの増加は確認できなかった。また、ヒラメ筋ではＳＥＲＣＡ２が軽微に増加したのに対し、長趾伸筋では
ＳＥＲＣＡ１が減少した。さらに、上記の変化は筋湿重量の減少と並行して確認された。これらの結果から、両
筋におけるＳＥＲＣＡを介した細胞質から筋小胞体へのカルシウムイオンの取り込み能は筋萎縮の進行とともに
低下したことを示唆している。

研究成果の概要（英文）：Sarcolipin (SLN) and Phospholamban (PLN) inhibit the activity of 
sarco/endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase (SERCA). SLN and PLN proteins markedly increased in mouse 
soleus (Sol) muscle following denervation. The increase in PLN, but not SLN, protein was also 
observed in denervated extensor digitorum longus (EDL) muscle. However, the denervation-induced PLN 
level in EDL muscle was lower than Sol muscle. At the same time, increase in SERCA2 and decrease in 
SERCA1 were observed in denervated Sol and EDL muscles, respectively. These changes were become 
prominent according to decrease in the muscle wet weights. Increases in SLN and/or PLN were likely 
to be contributed to enhance the cytosolic calcium concentration in atrophying muscle fibers 
further, rather than trigger the elevation of the cytosolic calcium concentration.

研究分野：骨格筋生理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、マウスのヒラメ筋および長趾伸筋において坐骨神経切除後の筋湿重量の減少と並行してＳＥＲＣＡ
の機能抑制タンパク質が増加することを確認した。この結果から、両筋におけるＳＥＲＣＡを介した細胞質から
筋小胞体へのカルシウムイオンの取り込み能は筋萎縮の進行とともに低下したことが考えられる。したがって、
ＳＥＲＣＡの機能抑制タンパク質の増加は、筋萎縮開始時に筋細胞質内のカルシウムイオン濃度を上昇させる要
因ではなく、筋萎縮進行中に筋細胞質内のカルシウムイオン濃度を高いまま維持する、またはさらに上昇させる
要因となっていることが示唆される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
先行研究の結果からは、不活動や各種疾患に伴う筋細胞質内カルシウムイオン濃度の上昇が
タンパク質分解酵素であるカルパインを活性化させ筋萎縮誘発の引き金となっている可能性が
示唆されている。筋細胞内では、カルシウムイオンは通常、筋小胞体内に貯蔵されており、筋
小胞体からリアノジン受容体を通じて細胞質に放出されたカルシウムイオンは筋収縮を誘導す
る。その後、細胞質内のカルシウムイオンは筋小胞体膜に存在する筋小胞体カルシウム ATPase 
(SERCA)の働きによって、再び筋小胞体内に取り込まれる。不活動や筋疾患に起因して筋細胞質
内のカルシウムイオン濃度が上昇する分子メカニズムとして、リアノジン受容体のニトロシル
化に伴いカルシウムイオンの筋小胞体からの流出が活性化される現象が先行研究により確認さ
れている。これに加えて、SERCA の機能低下も筋細胞質内のカルシウムイオン濃度を上昇させ
る一因となっている可能性が考えられるが、この仮説に関する十分な研究結果は報告されてい
ない。 
 
２．研究の目的 
筋萎縮過程に筋細胞質内のカルシウムイオン濃度が上昇する分子メカニズムを明らかにする
ため、SERCA の機能を抑制することが知られているサルコリピンおよびホスホランバンに着目
し、坐骨神経切除手術を施したマウスの萎縮過程にあるヒラメ筋と長趾伸筋における両タンパ
ク質の役割を追究する。 
 
３．研究の方法 
野生型マウス（C57BL/6J 系統、10 週齢、オス）の右の坐骨神経を切除し、3、7、14 日後に
ヒラメ筋および長趾伸筋を摘出した。また、同マウスの左後肢には、右後肢の坐骨神経切除手
術と同じタイミングで、偽手術を施しコントロールサンプルを得た。摘出した骨格筋は湿重量
を測定した後、速やかに液体窒素中で凍結し、解析に用いるまで−80℃のディープフリーザー内
で保管した。 
骨格筋内タンパク質は、各骨格筋を Lysis Buffer（8 M urea, 50 mM NH4HCO3, 4% sodium 
deoxycholate, protease inhibitor）中でホモジナイズすることにより抽出した。骨格筋のホ
モジナイズには、BioMasher II および PowerMasher II（ニッピ（株））を使用した。その後、
各骨格筋より抽出された等量のタンパク質を用いて、ウェスタンブロッティング法により各種
タンパク質の筋萎縮に伴う経時的発現変動を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 坐骨神経切除後のヒラメ筋と長趾伸筋の湿重量変化 
 図 1 に示す通り、
坐骨神経切除後の筋
湿重量の減少（筋萎
縮）は、ヒラメ筋お
よび長趾伸筋で確認
された。しかし、そ
の萎縮の進行は両筋
肉で異なり、ヒラメ
筋では萎縮が急激に
進行し、坐骨神経切
除後14日程度でプラ
トーに達するのに対し、長趾伸筋では徐々に萎縮が進行することが明らかになった。また、偽
手術脚より摘出したヒラメ筋および長趾伸筋では筋湿重量の顕著な変化は確認されなかった。 
 
(2) カルシウムハンドリングに係わるタンパク質の経時的発現変動 
マウスのヒラメ筋において、坐骨神
経切除後にサルコリピン（図 2）およ
びホスホランバン（図 3）の発現量が
顕著に増加することを確認した。一方、
長趾伸筋ではホスホランバンの発現
量の増加は確認できたものの、その程
度はヒラメ筋に比べて軽微であり、サ
ルコリピンの発現量の増加は確認で
きなかった（図 2, 3）。ホスホランバ
ンは 5量体を形成することが知られているが、坐骨神経切除後のヒラメ筋および長趾伸筋にお
いては単量体の発現量が増加した（図 3）。また、坐骨神経切除脚のヒラメ筋では遅筋に多く発
現する SERCA2 の軽微な増加が確認されたのに対し、長趾伸筋では速筋に多く発現する SERCA1
の減少が確認された。さらに、これらのタンパク質発現の変動は筋湿重量の減少と並行して確
認され、偽手術脚より摘出したヒラメ筋および長趾伸筋では確認されなかった。上記の結果は、
両筋肉における SERCA を介した細胞質から筋小胞体へのカルシウムイオンの取り込み機能が、



坐骨神経切除により誘発された筋萎縮の進行とともに低下することを示唆している。したがっ
て、坐骨神経切除後の SERCA の機能抑制タンパク質の増加は、筋萎縮のきっかけとなる筋細胞
質内のカルシウムイオン濃度の上昇を開始させる要因ではなく、筋萎縮進行中に筋細胞質内の
カルシウムイオン濃度を高いまま維持する、またはさらに上昇させる要因となっていることが
考えられる。 
 
(3) 筋萎縮進行中に筋細胞質内カルシウムイオ
ン濃度が高く維持させることの影響 
(2)に示した SERCA およびサルコリピン、ホス
ホランバンに加えて、筋細胞質内のカルシウム
イオン濃度を低下させる機能を有する以下のタ
ンパク質についても坐骨神経切除後の発現量の
変動を確認した。しかし、いずれのタンパク質
についても顕著な発現量の変動は確認されなか
った。したがって、坐骨神経切除に伴い上昇し
た筋細胞質内のカルシウムイオン濃度は、萎縮
が進行する間も高いまま維持された、またはさ
らに上昇した可能性が高い。 
・ Na+/Ca2+ exchanger, Plasma membrane Ca2+ ATPase： 細胞膜に発現し、細胞質内のカルシ
ウムイオンを細胞外に排出する機能を有する。 
・ Mitochondrial calcium uniporter： ミトコンドリアに発現し、細胞質内のカルシウムイ
オンをミトコンドリア内に取り込む機能を有する。 
・ Parvalbumin： 細胞質内に発現し、カルシウムイオンと結合して錯体を形成する。筋弛緩
や細胞内カルシウムシグナルに関与することが知られる。 

 
筋細胞質内のカルシウムイオン濃度の慢性的な上昇は、タンパク質分解酵素であるカルパイ
ンを活性化し筋萎縮誘発の引き金となることに加え、筋線維タイプの遅筋化にも寄与すること
が報告されている。そこで、筋線維タイプの遅筋化に関与する転写因子であり、脱リン酸化さ
れることによりその機能が活性化されることが知られている Nuclear factor of activated T 
cells (NFAT)について、坐骨神経切除後のヒラメ筋および長趾伸筋におけるリン酸化状態を調
べた。その結果、両筋肉においてリン酸化 NFAT の発現量が低下していることが確認された。ま
た、両筋肉において、ミトコンドリアの生合成にかかわる Peroxisome proliferator-activated 
receptor-gamma coactivator α (PGC-1α)の発現量が増加していることも確認された。実際に
遅筋型ミオシン重鎖アイソフォームの発現量やミトコンドリアの量および機能が増加している
か等については今後の研究において確認する必要があるが、以上の結果は坐骨神経切除後のヒ
ラメ筋および長趾伸筋において筋線維タイプの遅筋化を促す機構が活性化されていることを示
唆している。坐骨神経切除後のヒラメ筋で確認された SERCA2 の発現量増加は、この影響に起因
する変化である可能性があると考える。 
 
 さらに、筋細胞質内のカルシウムイオン濃度の上昇は骨格筋の収縮機能においても重要であ
る。カルシウム存在下で結合したミオシンとアクチンの相互作用により筋肉が収縮し、ATP と
ミオシンが結合することにより結合したミオシンとアクチンが離れる。したがって、筋細胞質
内のカルシウムイオン濃度の変化に加えエネルギー状態を調べることにより、坐骨神経切除後
のヒラメ筋と長趾伸筋の筋機能の変化を推察することができるのではないかと考えた。そこで、
細胞内のエネルギーセンサーとして機能し、AMP/ATP 比が上がることによりリン酸化される
AMP-activated protein kinase（AMPK）のリン酸化状態を調べたところ、坐骨神経切除後のヒ
ラメ筋および長趾伸筋においてリン酸化 AMPK の発現量が高まっていることを確認した。この結
果は、筋線維内の AMP の増加または ATP の減少またはその両方によってもたらされたと考えら
れる。以上の結果から、坐骨神経切除後の骨格筋を構成する筋線維は細胞質内のカルシウム濃
度が高まると同時にミオシンと結合できる ATP が少ない状態にあるため、収縮した筋肉が弛緩
しにくくなっていることが推察される。したがって、SERCA の機能抑制タンパク質の増加が寄
与する筋萎縮進行中の高い筋細胞質内カルシウムイオン濃度は、筋肉の拘縮にも関与している
可能性があると考える。 
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