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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、細胞表層膜と小胞体が近接した結合膜構造における

イオンチャネルの機能共役に関する分子的理解である。その目的に向けて、i)結合膜形成因子

ジャンクトフィリンの神経・筋細胞における基本的機能、ii)その欠損マウスにおける生理機能

の障害、iii)その構造異常によるヒト疾患、さらには、iv)チャネル機能共役を支持する機構な

どに着目した研究を遂行した。 

 
研究成果の概要（英文）：The aim of this project is to understand the molecular basis of channel 
crosstalk in junctional membrane complexes between the plasma membrane and the endo-/ 
sarcoplasmic reticulum. In particular, this project focused on i) biological roles of junctophilin 
subtypess as proteins producing junctional membrane complexes, ii) physiological abnormalities 
observed in knockout mice lacking junctophilins, iii) human diseases caused by mutated 
junctophilins, and iv) the new mechanisms supporting the junctophilin-mediated channel crosstalk. 
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 直接経費 間接経費 合 計 
2005 年度 6,500,000 0 6,500,000 

2006 年度 18,800,000 0 18,800,000 

2007 年度 14,700,000 0 14,700,000 

2008 年度 14,700,000 0 14,700,000 

2009 年度 14,700,000 0 14,700,000 

総 計 69,400,000 0 69,400,000 
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１．研究開始当初の背景 
 神経・筋組織の興奮性細胞には、細胞表層
膜と小胞体が密着した結合膜構造が電子顕
微鏡により古くから観察されている。形態学
的には骨格筋の triad junction や神経細胞
の subsurface cistern などと命名されてい
るが、極めて類似した特徴を示す結合膜構造
の生物学的意義や形成の分子機構などにつ
いては、長い期間不明であった。近年の細胞

生理学の進展により、横紋筋細胞の結合膜構
造は、細胞膜上の電位依存性 Ca2+チャネル（ジ
ヒドロピリジン受容体）と筋小胞体 Ca2+放出
チャネル（リアノジン受容体）の機能共役に
重要な構造基盤であることが提唱されてき
た。一方、本研究の開始直前には、我々のグ
ループにおける筋小胞体タンパク質の検索
実験にてジャンクトフィリン(JP)が見出さ
れ、その結合膜構造の形成活性が明らかにさ
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れた。 
上記の学術的背景の中で、結合膜構造に関

して興奮性細胞横断的な構築原理の共通性
やその中で形成されるイオンチャネル機能
共役における生理学的な重要性が予見され
たため、本研究が立案された。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、細胞表層膜と小胞体が近

接した結合膜構造におけるイオンチャネル

の機能共役に関する分子的理解を推し進め

ることと設定した。その目的達成に向けては、

i) 結合膜形成因子として新規同定された JP

の神経・筋細胞における生物機能を明らかに

し、ii) JP サブタイプ遺伝子欠損マウスにお

ける神経・筋組織の生理機能の障害を検討し、

iii) JP サブタイプの遺伝子変異や調節異常

に起因するヒト神経・筋疾患を検索するとと

もに、iv) 結合膜構造中のチャネル機能共役

を支持する新規機構についても解析するこ

となどが立案された。 

 本研究開始時期では、我々のグループ以外

には JP サブタイプに関する生化学的データ

は有しておらず、そのデータに基づき設定さ

れた上記の研究目的は極めて独自性や先見

性の高いものとなった。 
 
３．研究の方法 
(1)分子生物学的実験：神経・筋組織に発現
している 4種の JPサブタイプについて、cDNA
およびゲノム DNA クローニング、特異的抗体
の調製、遺伝子欠損マウスの作成などを遂行
した。また、イモリ初期胚や培養細胞におけ
る DNA 発現実験による JP の基本的な生物機
能についても検討した。 
(2)形態学的実験：遺伝子欠損マウスの神
経・筋組織の解析では、光学顕微鏡による一
般組織学的観察、共焦点顕微鏡による免疫組
織化学的観察や、電子顕微鏡による微細膜構
造異常の検討が行われた。これらの実験では、
埼玉医科大学駒崎准教授との共同研究が行
われた。 
(3)細胞生理学的実験：遺伝子欠損マウスか
ら分離された神経・筋組織や細胞については、
張力測定、蛍光 Ca2+測光、パッチクランプ電
流測定などが、米国 NJ 州立大 Ma 教授との部
分的な共同研究にて行われた。また、遺伝子
欠損マウスの個体レベルでの検討として、心
電図や心カテーテル測定や行動薬理学実験
も遂行された。 
(4)ヒト遺伝子解析：心筋症、筋ジストロフ
ィーやハンチントン病患者における JP 遺伝
子変異の検索は、女子医科大学倫理委員会の
承認を得て松岡教授や松下研究員との共同
研究にて遂行された。 
(5)新規小胞体タンパク質の検索：我々は以

前より単クローン抗体と組織染色を組み合
わせて、ウナギ骨格筋から小胞体膜タンパク
質を新規同定する手法を確立している。同様
の検索実験を継続した。 
 
４．研究成果 
(1)JP の基本的な生物学的機能 

 心筋細胞においては、細胞表層膜の脱分極
が電位依存性 Ca2+チャネル(VDCC)の開口を導
き、細胞内へ流入する Ca2+が小胞体リアノジ
ン受容体チャネル(RyR)を活性化し、大量に
放出される Ca2+がトロポニンに作用すること
で収縮反応が開始する（上図参照）。この機
構は Ca2+-induced Ca2+ release (CICR)と呼ば
れ、結合膜構造が形成し、その構造中に VDCC
と RyR が共局在・機能共役することにより成
立している。JP は細胞表層膜と結合し、小胞
体膜を貫通することで結合膜構造の形成に
寄与しており、その膜構造形成が VDCC と RyR
の機能共役による CICR の成立に不可欠であ
ることが明らかにされた。 
一方、各組織における cDNA クローニング

により、4種の JP サブタイプの存在も明らか
にされた。具体的には、骨格筋特異的な JP1、
平滑筋、心筋と骨格筋に分布する JP2、神経
細胞に共発現する JP3 と JP4 のサブタイプ群
である。基本的な JP サブタイプの分子構造
の共通性から、JP サブタイプはそれぞれの発
現細胞群における結合膜構造の構築に寄与
することが強く示唆された。 
 
(2)興奮性細胞における JP の生理的機能 
 心筋細胞では JP2 が結合膜構造を構築し、
上述の CICR を成立させている。JP2 欠損マウ
スは心拍動開始直後の初期胎生期に、CICR の
破綻により心不全となり死亡することが判
明した。本研究開始に先立ち観察された本結
果は、様々な興奮性細胞において結合膜構造
には極めて重要な生理機能が秘められてい
ることを示すものである。 
成熟した骨格筋細胞には triad junction

と呼ばれる結合膜構造が形成され、JP1と JP2
が共発現している。triad junction は生後の
骨格筋成熟化とともに形成され、その形成と
呼応するように JP1 発現が上昇する。心筋と
類似の結合膜構造が JP2により成立した後に、
骨格筋では JP1 も参加することで、triad 
junction へと結合膜構造も成熟化すること



 

 

が示唆される。事実、JP1 欠損マウスは新生
致死性を示し、その変異骨格筋においては
triad junctionの形成不良とチャネル共役の
減弱と想定される収縮効率低下が観察され、
その考察が支持された。 
 神経細胞においては、相補的な機能を有す
る JP3 と JP4 が結合膜構造構造を成立させて
いることが mRNAs の分布から示唆される。事
実、JP3 と JP4 の単独遺伝子欠損マウスは致
死性を示さないが、両者の同時欠損(JP-DKO)
マウスにより離乳時期の致死性が観察され
た。”練り餌”飼育によりこの致死性が回避
されることが判明して、以下に示す中枢系に
おける JP の生理機能が解明された。記憶学
習能力が障害されている JP-DKOマウスでは、
海馬領域の神経可塑性（長期増強）が障害さ
れていた。電気生理学解析により、RyR によ
る Ca2+放出で活性化する SK チャネルと呼ば
れる Ca2+依存性 K+チャネルが開口不全となっ
ていることが、JP-DKO マウスで確認された。
また、JP-DKO マウスは運動学習障害も示し、
小脳プルキンエ細胞における神経可塑性（長
期抑圧）にも異常を示した。詳細検討の結果、
RyRの Ca2+放出で活性化するSKチャネルの機
能が低下していることが再び示された。これ
らの実験により、神経細胞の JP と Ca2+依存性
のチャネル共役として、表層膜 Ca2+透過性チ
ャネル（NMDA 型グルタミン酸受容体チャネル
や電位依存性 Ca2+チャネルなど）、小胞体 RyR
チャネルと SK チャネルが機能共役している
ことが判明した。この結合膜中のチャネル機
能共役は基本的な神経情報伝達を障害する
ことはないが、神経興奮直後に発生する後過
分極 afterhyperpolarization と呼ばれる非
興奮相を形成して、可塑性の成立に寄与する
ことが解明された（下図参照）。 

 平滑筋細胞に発現する JP2の生理機能につ
いては、未だに明確でない点が多く残されて
いる。上記の神経細胞と類似した様式のチャ
ネル機能共役で、RyR による Ca2+放出で活性
化する BK チャネルと呼ばれる Ca2+依存性 K+

チャネルの開口による過分極性情報伝達が
種々の平滑筋細胞系で報告されている。JP2
部分欠損の平滑筋細胞にて、BK チャネル活性
低下による過分極入力の欠落が予見された
が、その仮説を支持するデータは膀胱平滑筋
では得られなかった。今後、平滑筋特異的な

JP2 欠損マウスの作成による再検討が必要と
される。 
 
(3) JP の変異や機能異常とヒト疾患 
 ヒト神経・筋疾患への JP の関与に関する
指針を得る目的で、各種の心筋症モデルマウ
スにおける JP2 発現を検討した。肥大型心筋
症モデルである心室特異的活性化 H-ras TG
マウスと拡張型心筋症モデルである筋特異
的 LIM 欠損マウスにおいて、JP2 発現の顕著
な発現低下が認められた。この結果に基づき、
ヒト心筋症患者における JP2遺伝子異常の検
索を行った。エクソン部のシークエンスの結
果、２つの独立した日本人肥大型心筋症家系
において JP2 遺伝子に Gly505Ser の点変異が
見出され、統計学的検証で心筋症原因変異と
結論された。我々の論文報告の後、米国にお
ける孤発性肥大型心筋症患者に複数のアミ
ノ酸置換を引き起こす遺伝子変異も報告さ
れている。アミノ酸置換による JP2 機能変調
の詳細は不明であるが、心筋症の原因として
JP2 遺伝子変異が見出されたことは、新たな
分子診断法や出生前診断法の確立を伴う医
療貢献として意義深い。 
 一方、米国ジョンスホプキンス大学のグル
ープからは、HDL2 というハンチントン病類似
疾患の患者において triplet repeat 挿入変
異による JP3遺伝子の破壊症例が複数報告さ
れた。最近行われた我々の国際共同研究の成
果として、若年の JP3 欠損マウスには顕著な
中枢症状はないが、加齢とともに運動失調な
どの異常が増悪することが確認された。従っ
て、JP3 遺伝子破壊と加齢による変調が、HDL2
の原因であることが示唆される。 
 
(4) チャネル共役を支持する新規機構 
 上述の結合膜構造でのチャネル機能共役
の中心には、常に RyR による小胞体 Ca2+放出
が存在する。RyR が大量に存在する筋小胞体
から、その Ca2+放出機能をサポートする膜タ
ンパク質を検察することは合理的と言える。
RyR による効率的な Ca2+放出を可能とする小
胞体カウンターイオンチャネルとして TRIC
チャネルが数年前に同定された。最近の研究
成果により、TRICチャネルはRyRのみならず、
IP3 受容体チャネルの Ca2+放出の効率化にも
不可欠であることも判明するに至っている。 
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