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研究成果の概要（和文）：本研究では筋萎縮病態におけるL型カルシウムチャネルのβサブユニット（CaVβ1）
の役割について検討を行った。これまでの研究で老齢マウスと除神経モデルマウスにおいて，CaVβ1の発現量が
増加することを見いだしていた。検討の結果，増加したCaVβ1はCaVβ1aと呼ばれるバリアントである可能性が
高いこと，この増加がmRNAの増加を伴わない機構で起きていること，などが明らかになった。今回の検討では，
正常マウスにCaVβ1aを強制発現しても筋力の低下は認められなかった。今後さらに詳細な検討が必要であると
考えられる。

研究成果の概要（英文）：We previously found that an expression level of CaVβ1 in the tibialis 
anterior (TA) was significantly increased by sciatic nerve transection. In this study, we revealed 
that the variant of CaVβ with increased expression was likely as CaVβ1a. Quantitative PCR showed 
that a CaVβ1 mRNA level was not increased but significantly decreased by sciatic nerve transection,
 suggesting that increases in CaVβ1 protein was due to post-translational modification. 
Overexpression of CaVβ1a by adeno-associated virus vector in the tibialis anterior muscles of wild 
type mice did not significantly change the contractile forces. Further studies are necessary to 
reveal a role of CaVβ1 in the pathophysiology of muscle atrophy.

研究分野：整形外科学

キーワード： Ｌ型カルシウムチャネル　サルコペニア

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 サルコペニアは不安定性や易転倒性，イン
スリン抵抗性などに関係しており，高齢化が
加速する本邦の医療において重要な病態で
ある。 
 サルコペニアの原因は，ホルモン減少，不
動化，運動神経刺激の減少・異常，栄養不良
などがある。これらに対してはそれぞれホル
モン補充療法，運動，分枝アミノ酸補充など
を行うことで筋肉量が増えることが報告さ
れているが，筋力の回復には現在運動療法以
外の選択肢が存在しない。しかし，高齢者は
他疾患の併発など，運動療法が困難であるケ
ースが多く，薬物治療法の開発が急務である。 
 研究代表者らはこれまでの研究で，老齢マ
ウスと除神経モデルマウスにおいて，L 型カ
ルシウムチャネル（LTCC）の β サブユニッ
ト（CaVβ1）の発現量が増加するという，新た
な事実を見いだした。しかし筋萎縮病態と
CaVβ1 の増加との関連については明らかにな
っていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は，サルコペニアなどの筋萎
縮病態における LTCC の β サブユニット
（CaVβ1）の役割と，治療標的としての可能性
を明らかにすることである。CaVβ1 は LTCC
が正常な機能を果たすために必須のサブユ
ニットであり，筋の興奮収縮連関において重
要な役割を果たしている。そこで CaVβ1が筋
萎縮病態に果たす役割などを解析し，治療標
的となりうるか否かを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（1）除神経モデルマウスの作製：10-13週齢
の雄性 C57BL/6 マウスの坐骨神経を切除し，
2 週間後に無処置の反対側（健側）をコント
ロールとして比較検討を行った。 
（2）マウス骨格筋の収縮力測定 
 麻酔下の C57BL/6マウスの前脛骨筋（TA）
を露出させ，遠位の腱を糸で結紮し、糸を FD
ピックアップ TB611T（日本光電）に固定し
た。針型電極を筋線維に穿刺した後，電気刺
激装置（日本光電）を用いて twitch刺激（1 ms 
duration，10 V），tetanus刺激（1 msec duration， 
100 Hz，100 train，10 V）を行い，筋力を測定
した。張力の解析には PowerLabシステム（バ
イオリサーチセンター）を用いた。測定後の
筋肉は HE染色を行い，断面積を測定した。 
（3）ウェスタンブロッティング 
 各マウスより TA を単離し，液体窒素で急
速凍結した。凍結した組織はプロテアーゼイ
ンヒビターカクテル（ナカライテスク）を加
えたホモジネーションバッファー（20 mM 
HEPES, 320 mM Sucrose, pH 7.4）中でホモジ
ナイズした後，2000 g で 15 分遠心し，沈殿
したデブリスを取り除いた。得られた上清を
100,000 gで1時間遠心し，上清を取り除いた。
沈殿をリシスバッファー（10 mM Tris，150 
mM NaCl，5 mM EDTA，10% グリセロール，

1% Triton X100, pH 7.5）に懸濁し，10,000 g
で 30 分間遠心し，得られた上清をミクロソ
ーム分画とした。得られたミクロソーム分画
を常法に従い SDS-PAGE で電気泳動した後，
PVDF 膜に転写した。非特異的吸着を防ぐた
めにメンブレンをブロッキングワン（ナカラ
イテスク）で処理した後，抗 Cacnb1 エクソ
ン 1 抗体（Stressmarq），抗 Cacnb1 エクソン
14抗体（Sigma）で一晩反応を行った。翌日，
洗浄バッファー（1% Triton X100含有 PBS）
で洗浄した後，HRP標識抗マウス IgG抗体お
よび HRP 標識抗ウサギ IgG 抗体（Jackson 
ImmunoResearch）を反応させ，洗浄を行った。
Immobilon Western Chemiluminescent HRP
（Merck Millipore）を用いて発光反応を行い，
my ECL Imager（Life Technologies）によって
発光を検出した。得られたバンドは ImageJ
を用いて解析・定量した。 
（4）定量 PCR 
 C57BL/6 マウスより TA を単離し，液体窒
素で急速凍結した。凍結した組織から Isogen
を用いて total RNAを抽出した。各 total RNA
を鋳型に SuperScript III First-Stand Synthesis 
System for RT-PCR（インビトロジェン）を用
いて cDNAを合成した。PCR反応試薬として
FastStart Universal SYBR Green Master（ROX）
(ロシュ)を用い，測定機器は StepOnePlus（ア
プライドバイオシステムズ）を使用した。 
（5）蛍光カルシウムイメージング 
 マウスより短趾屈筋を採取し，5 mg/ml の
コラゲナーゼを含む DMEM で 37℃，1 時間
分解した。単離した筋線維をラミニンコート
したガラスボトムディッシュに接着させ，蛍
光カルシウム指示薬 Fluo-4 を取り込ませた。
蛍光は共焦点レーザー顕微鏡 LSM7 Live
（Zeiss）で測定した。電気刺激にはフィール
ド刺激用の電極を用い，twitch 刺激（1 ms 
duration，50 V），tetanus刺激（1 msec duration， 
100 Hz，100 train，50 V）を行った。また，カ
ルシウム非存在下にて，イオノマイシン，シ
クロピゾン酸，EDTA を混合したカルシウム
放出試薬で刺激することで，筋小胞体中のカ
ルシウム量を測定した。 
（6）アデノ随伴ウイルスベクターによる遺
伝子導入 
 CaVβ1 サブユニット遺伝子はマウス骨格筋
cDNA ライブラリよりクローニングした。得
られた cDNA は pCMV-AAV ベクター
（Clontech）に導入した。このプラスミドを，
pRC6と pHelperプラスミドとともに AAVpro
細胞にトランスフェションし，アデノ随伴ウ
イルスを発現させた。ウイルスは AAVpro 
purification kitを用いて精製した。得られたウ
イルス粒子を，正常マウスの TAに注射（2 x 
1010 vg/foot）した。14日後に筋収縮力を測定
した。 
 
４．研究成果 
（1）除神経による CaVβ1サブユニットの増加 
 これまでの検討で，除神経モデルマウスで



は CaVβ1サブユニットが増加することを見い
だしていた。CaVβ1 サブユニットには，エク
ソン 7（エクソン 7Aか 7B）とエクソン 14（エ
クソン 14 の有無）の部位が異なるスプライ
スバリアントが存在する。本研究では，まず
増加している CaVβ1サブユニットがどのバリ
アントであるかを確認するために，これらの
遺伝子を強制発現させた細胞のライセート
と，除神経マウスの筋由来のミクロソームを
用いてウェスタンブロッティングを行った。
はじめに，全てのバリアントに共通の配列で
ある，エクソン 1 を認識する抗体を用いた
（図 1）。その結果，強制発現させたサンプル
では，それぞれの予想されるサイズにバンド
が確認できた。除神経を行ったマウスでは，
発現量の増加が認められた。検出されたサイ
ズはエクソン 7Aを持ち，エクソン 14を持た
ない，CaVβ1aサブユニットと呼ばれるものと
ほぼ等しかった。また，エクソン 14 を認識
する抗体を用いた検討では，除神経マウス由
来のサンプルでシグナルが検出できなかっ
た。これらの結果は，除神経によって増加し
ているバリアントがCaVβ1aサブユニットであ
ることを示唆している。 

（2）定量 PCR による CaVβ サブユニット
mRNAの定量 
 CaVβ1 サブユニットの増加メカニズムを明
らかにするために，定量 PCR による mRNA
量の測定を行った。その結果，除神経側と健
側で，CaVβ1の mRNA量はむしろ有意に減少
していた（図 2）。また他の βサブユニットで
ある CaVβ2，CaVβ3，CaVβ4においても発現量
が増加しているものは認められなかった。こ
の結果から，CaVβ1 サブユニットの増加は，
タンパク質の分解抑制などの，転写の増加に
よらない機構で起きていることが示唆され

た。 
（3）除神経による筋収縮力への影響 
 除神経 2週間後の TA を用いて，in vivo で
の収縮力測定を行ったところ，除神経側での
有意な減少が認められた。また，切片を用い
て測定を行った結果，筋断面積も有意に減少
していた。さらに単位面積当たりの筋張力も
減少していたことから，除神経が筋萎縮のみ
でなく，筋繊維当たりの収縮力が低下してい
ることが示された。 
（4）カルシウムイメージング 
 L 型カルシウムチャネルが正常な機能を維
持することは骨格筋の興奮収縮連関に必須
である。CaVβ1サブユニットは LTCC の膜輸
送に重要な役割を果たしているため，その増
加が興奮収縮連関に影響を与えている可能
性がある。そこで，蛍光色素を用いたカルシ
ウムイメージングを行った。その結果，除神
経側では，電気刺激によるカルシウム上昇が
有意に低下していた。また，筋小胞体中のカ
ルシウム含量を測定したところ，半分程度ま
で減少していた（図 3）。 

（5）アデノ随伴ウイルスによる CaVβ1サブユ
ニットの強制発現 
 CaVβ1 サブユニットの増加が，直接筋の収
縮力に与える影響を明らかにするために，ア
デノ随伴ウイルスベクターを用いた，in vivo
での強制発現を行った。CaVβ1 サブユニット
を組み込んだウイルスを投与した 14 日後，
筋収縮力の測定を行った。しかし CaVβ1サブ

図 1 除神経による CaVβ1サブユニットの増加
とバリアントの同定。（A）TAのCaVβ1の発現量
に対する除神経の影響。C：健側，D：除神経
側。（B）TAのCaVβ1と強制発現した各バリアン
トの比較。左側５レーンは，HEK293 細胞に強
制発現したサンプルである。 

図 2 CaVβ mRNA発現量に対する除神経
の影響。除神経処置後に TA を採取し，定
量 PCR 法にて CaVβ mRNA 量を定量し
た。Mean±SE。*p<0.05，**p<0.01。 

図 3 カルシウムトランジェントに対する除神
経の影響。除神経後に FDB を採取し，コラ
ゲナーゼ処理により単離筋線維とした。
Tetanus 刺激および小胞体カルシウム放出
薬（10 µM イオノマイシン，30 µM シクロピ
アゾン酸，100 µM EDTA）刺激を行い，細
胞内カルシウム濃度の上昇を蛍光カルシウ
ム指示薬 Fluo-4により検出した。 



ユニットの強制発現は筋収縮力に影響を及
ぼさなかった（図 4）。 

（6）考察 
 本研究により，除神経によって骨格筋で増
加する CaVβ1サブユニットが CaVβ1aと呼ばれ
るバリアントである可能性が高いこと，また
その増加は mRNA の転写を介さないメカニ
ズムで起きていることが明らかになった。
CaVβ1サブユニットは LTCC の細胞膜への輸
送に必須であるが，増加した際の興奮収縮連
関への影響については，ほとんど分かってい
ない。今回の実験では，電気刺激によるカル
シウムトランジェントの低下が認められた
が，同時に筋小胞体中のカルシウム含量も著
名に低下していた。このため今回の実験では，
除神経による興奮収縮連関の低下が，LTCC
の機能低下によるものか，筋小胞体の異常に
よるものかは明らかにできなかった。今後，
パッチクランプ法などの実験を組み合わせ
て検討を行う必要がある。 
 アデノ随伴ウイルスを用いて正常マウス
に CaVβ1サブユニットを強制発現させた実験
では，筋力に影響は認められなかった。この
結果は，CaVβ1 サブユニットの増加自体に，
筋力を低下させる効果が無いことを示唆し
ている。一方，除神経処置とウイルスによる
強制発現では，CaVβ1 サブユニットの発現量
や発現後の期間などが異なる可能性もあり，
より詳細な検討が必要である。また，除神経
モデルマウスの CaVβ1サブユニットの発現を
抑制し，筋力の低下や萎縮が抑制されるかど
うかなどの検討を行うことで，薬物治療の標
的になりうるかどうか判断できる可能性が
ある。 
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図 4 CaVβ1aサブユニットの強制発現の筋
力への影響。CaVβ1aをアデノ随伴ウイルス
ベクターで前脛骨筋に強制発現させた。
Tetanus刺激による筋張力と筋断面積から
特異張力を求めた。 


