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研究成果の概要（和文）：骨格筋の成熟過程は筋再生や筋疾患発症のメカニズムを解明する上で重要な現象であ
る。多核の骨格筋細胞では，その成熟過程において中心に一列に並んだ核（中心核）が細胞膜直下へと移動する
が，この周辺核化の仕組みは不明である。我々はN-WASPの周辺核化における役割を明らかにするため，骨格筋成
熟過程におけるN-WASPの核外移行の制御機構およびN-WASPと膜変形タンパク質amphiphysin2/BIN1(Amph2) の協
調作用による周辺核化の分子機構を調べた。その結果，N-WASP-Amph2軸によるアクチン制御が周辺核となる中心
核の移動方向を決めるガイドとして機能する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The skeletal muscle maturation process is an important phenomenon in 
elucidating the mechanism of muscle regeneration and disease development. In multinucleated skeletal
 muscle cells, the nuclei arranged in a line at the center (central nucleus) move to just near the 
plasma membrane (PM) during the maturation process, but the mechanism of this peripheral nucleation 
is unknown. To clarify the role of N-WASP in peripheral movement of nucleus, we investigated the 
regulatory mechanism of nuclear export of N-WASP during the skeletal muscle maturation and the 
molecular mechanism of the peripheral movement of nucleus by the cooperative action of N-WASP and 
Amph2. Our results suggest that actin regulation by the N-WASP-Amph2 axis may function as a guide 
for determining the direction of nucleus to move peripherally.

研究分野： 分子細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
多くの骨格筋形成に関わるタンパク質の遺伝子変異は中心核病などの筋疾患に直結する。しかしながら，中心核
病の表現型は原因となる遺伝子変異の結果として起こるにも関わらず，中心核病の原因遺伝子であるAmph2と
N-WASPの周辺核化機構に果たす役割は依然として不明のままである。このため，中心核病の病因がアクチン細胞
骨格の制御と細胞膜の変形の協調作用の破綻である可能性を示した点で本研究は学術的意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
骨格筋は運動や呼吸などの生命活動に必須な役割を果たす組織である。骨格筋の成熟過程
において，多核の筋管細胞における中心核の整列が起こった後に，核の細胞膜近傍への移動 
(周辺核化)および筋線維内での筋原線維形成が起こる（図 1A）。中心核の整列機構について
はキネシン依存的に微小管に沿った核の移動を引き起こすことが知られているが [Metzger, 
T., et al. Nature (2012) 484:120–124.]，周辺核化の駆動力については明らかにされていない。こ
れまでに，我々は筋成熟過程においてアクチン制御タンパク質である N-WASP を介して筋
原線維が形成される分子機構を解明した [Takano, K., et al. Science (2010) 330: 1536–1540.]。成
熟過程の骨格筋内部において中心核周囲は筋原線維で満たされる。すなわち，中心核が筋原
線維の間をすり抜けて移動し，細胞膜近傍へと到達する核配置決定機構の存在が示唆され
た。そこで，我々は骨格筋の形成過程における上記の問題を解決するために，まず，筋再生
過程における N-WASP の局在についての追試をおこなった。筋崩壊を引き起こした後の筋
再生 7 日目では N-WASP は中心核と筋原線維に局在するのに対し，周辺核化が引き起こさ
れる筋再生 14 日目以降になると，N-WASP が核周囲と筋原線維へと移行することを明らか
にした（図 1B）。また，N-WASP の核外移行には Src ファミリーチロシンキナーゼである Fyn
によってN-WASPのY256をリン酸化が関与しており，N-WASP(Y256)のリン酸化はN-WASP
のアクチン重合活性を上昇させることが明らかになっている [Suetsugu, et al. J . Biol. Chem. 
(2003) 278: 42515–42523.]。 
 一方，膜変形にかかわる GTPase である dynamin2 (Dnm2) や BAR ドメインをもつ膜変形
タンパク質である amphiphysin2/BIN1 (Amph2) の遺伝子変異により 中心核病 がもたらさ
れることが解明されている [Fugier, C., et al. Nat. Med. (2011) 17: 720–725.]。中心核病では周辺
核化が起こらずに中心核として留まることで筋成熟が抑制されることから，これらのタン
パク質が周辺核化を引き起こすと推察される。また，Amph2 は骨格筋特有の巨大な細胞膜
陥入構造であるT管の形成およびN-WASPを介したT管と筋小胞体の連結にかかわる [Lee, 
E., et al. Science (2002) 297:1193–1196.]。さらに，Dnm2 や Amph2 はいずれも N-WASP 結合タ
ンパク質であり，我々は N-WASP と BAR ドメインをもつ膜変形タンパク質の協調作用によ
り N-WASP のアクチン重合活性が上昇することを解明している [Takano, K., et al. EMBO J . 
(2008) 27: 2817–2828.]。したがって，細胞膜変形と N-WASP によるアクチン細胞骨格の制御
が協調して中心核へ駆動力を供給して周辺核化を誘導する可能性が考えられた。 

 
２．研究の目的 
骨格筋の成熟過程において Fyn によるリン酸化を受けた N-WASP が核外移行し，T 管形成
を伴った Amph2 や Dnm2 が N-WASP と結合し，N-WASP が作り出すアクチン細胞骨格を駆
動力とした周辺核化を引き起こす可能性および T 管形成の周辺核化における意義について



検討する必要がある。以上のことから，本研究では骨格筋成熟過程における N-WASP のリ
ン酸化修飾や膜変形タンパク質との相互作用を明らかにし，周辺核化を可能とする駆動力
の供給機構を解明することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(プラスミド DNA) 
pEGFP-C1, pmCherry-C1, pShuttle ベクターにそれぞれ N-WASP(Bt), Amph2(Hs)の全長を挿入し，

それぞれの蛍光タグ融合タンパク質として培養細胞に発現させた。N-WASP(Y256E), N-
WASP(Pro), N-WASP(Pro), Amph2(D151N/R154Q), Amph2(K436X)変異体は PCR法により作出し，

同様に pEGFP-C1, pmCherry-C1, pShuttle ベクターに挿入した。プラスミド DNA のトランスフェ

クションには Lipofectamine 3000 (ThermoFisher Scientific)を用いた。 
(骨格筋細胞の培養と観察) 
マウス骨格筋由来細胞株 C2C12 細胞およびヒト子宮頸がん由来細胞株 HeLa 細胞は 10%FBS を

含む DMEM (Sigma) を用いて培養した。C2C12 細胞の分化誘導には 5%ウマ血清を含む培地を

用いた。マウス骨格筋初代培養には局所麻酔薬である塩酸ブピバカインを前脛骨筋に注入する

ことにより局所的な筋崩壊を誘導させた。初代培養には再生３日後の骨格筋を用いた。摘出した

再生筋は 0.5 mg/ml コラゲナーゼ (Sigma), 3.5 mg/ml dispase (Gibco) を含む PBS により消化させ

たのちに，40-m セルストレーナー (BD Bioscience) を用いて未消化物をろ過した。増殖したサ

テライト細胞はガラスベース dish (IWAKI)にマトリゲル（Corning）をコートさせた平面上で増殖

培地（20%FBS, 1% chick embryo extract (MP Biomedical)を含む IMDM (Gibco)）を用いて 2 日間培

養し，分化培地（2%ウマ血清を含む IMDM）に溶かしたマトリゲルを重層することにより 2.5 次

元培養を行った。FV1200 共焦点レーザー顕微鏡(Olympus)による観察には分化開始後５日目の細

胞を用いた。トランスフェクションは初代培養開始１日後に行った。また，再生４日後，７日後，

１４日後の前脛骨筋はリン酸化タンパク質検出のためにウエスタンブロッティンングに用いた。 
（タンパク質リン酸化解析） 
リン酸化タンパク質の解析において上記の組織抽出物に対し，抗リン酸化 N-WASP(Y256)特異的

抗体を用いたウェスタンブロッティングを行った。 
（タンパク質精製とタンパク質間相互作用） 
GST–N-WASP(FL), (Pro), (Pro)は Sf21 昆虫細胞株に発現させて精製した。これらの GST 融合タ

ンパク質を用いて C2C12 細胞に発現させた EGFP–Amph2 との結合を pull-down assay により検出

した。GST–Amph2(wt)および Amph2(D151N/R154Q), (K575X)変異体については精製したのちに

アクチン重合アッセイに用いた。 
（アクチン重合アッセイ） 
GST タグを PreScission protease(GE healthcare)で切断し，精製した N-WASP と Amph2 を用いた。

最終濃度はそれぞれ 25 nM Arp2/3 複合体, 100 nM N-WASP, 100 nM Amph2, 2 M G-actin, 0.2 M 
pyrene-lebaled G-actin とし，XB(10 mM Hepes-KOH(pH7.5), 100 mM KCl, 1 mM EGTA, 1 mM MgCl2, 
100 nM EDTA, 200 nM ATP)中で反応させた。励起波長 365 nm, 蛍光波長 415 nm に設定し，アク

チン重合の様子を蛍光分光光度計により検出した。 
 
４．研究成果 
(1) N-WASP(Y256)のリン酸化状態は核内-核外シャトルを制御する 
筋再生過程においてウェスタンブロッティングを行ったところ，N-WASP(Y256)のリン酸化
は筋再生の過程で亢進しており，さらに再生筋において疑似リン酸化変異体 N-
WASP(Y256E)を発現させた場合，中心核へ局在しないことを確認した。一方で，我々は筋再
生過程において周辺核化が起こる時期に，N-WASP による筋原線維形成を介した筋肥大が
起こることや [Takano, K., et al. Science (2010) 330: 1536–1540.]，C2C12 筋芽細胞の分化過程に
おいて筋原線維自体が核膜を変形させる現象を報告している [Abe, T., Takano, K., et al. J . Cell 
Sci. (2004) 117: 6523–6534.]。したがって，周辺核化の駆動力の供給には N-WASP によるアク
チンフィラメント形成がかかわる可能性が考えられた。 



(2) N-WASP と Amph2 の結合は中心核病の原因となる変異により阻害される 
中心核病の原因遺伝子である Amph2 が N-WASP との結合性に異常をきたしている可能性を検討

するために pull-down assay を行なった。精製した GST–N-WASP(FL),(Pro)と HeLa 細胞に発現さ

せた EGFP–Amph2(wt)は結合したが，N-WASP(Pro)とは結合しなかった（図 2）。したがって， 
N-WASP は Pro-rich 領域を介して Amph2 の SH3 ドメインと結合することが示唆された。一方，

中心核病の原因となる Amph2(D151N/R154Q), 
(K436X)変異体 [Claeys, et al., (2010) Neurology 74: 
519–521., Nicot, et al., (2007) Nat. Genet. 39: 1134–
1139.] では N-WASP との結合が減弱している，ま

たは，その結合が完全に抑制されていることが明

らかになった。すなわち，中心核から周辺核への

移行には両者の結合が必須である可能性が考えら

れた。 
 

図 2. N-WASP と Amph2 の結合 
 
(3) Amph2 は T 管および周辺核周囲に濃縮する 
初代培養骨格筋細胞を2.5次元培養に供し，詳細な条件検討の結果，培養下において周辺核化を

観察することが可能になった。共焦点レーザー顕微鏡による立体構築画像解析により核動態を

調べた結果，培養5日目以降では周辺核化が生じることが観察された。この過程において，発現

させた EGFP–Amph2 がT管および周辺核周囲に存在することを確認した。さらにその一部で

はmCherry–N-WASPとの共存も認められた。つまり，Amph2 の膜変形活性により生じたT管が

N-WASPと共に核の移動方向を決めるガイドとして機能することにより周辺核化を制御する可

能性が示唆された。 
 
(4) 中心核病性Amph2変異体はN-WASP-Arp2/3複合体によるアクチン重合活性を抑制する 
中心核から周辺核への移行にアクチン重合による動力が関わる可能性を検討するためにアクチ

ン重合アッセイを行なった。Amph2とN-WASPの結合によりArp2/3複合体によるアクチン重合

が促進されたが，中心核病の原因となる Amph2(D151N/R154Q), および(K436X)変異体は野生

型Amph2 に比べて N-WASP-Arp2/3複合体 によるアクチン重合の促進が抑制されることが明ら

かになった。したがって，N-WASP は Amph2 と協調して周辺核化に関与する可能性が考えら

れた。 
これらの結果をまとめると，N-WASP は筋再生過程において Fyn によりリン酸化を受けること

により核外に留まることで Amph2 と協調し，Arp2/3 複合体を活性化してアクチン重合を引き起

こす。これらの機構が周辺核となる中心核の移動方向を決めるガイドとして機能する可能性が

考えられる。一方で Amph2 は T 管の形成および N-WASP を介した T 管と筋小胞体の連結に
かかわる [Lee, E., et al. Science (2002) 297:1193–1196.] ため，これらの構造の形成以降に起こる

周辺核化の具体的な分子機構に N-WASP が関与することを確認することは実験的に困難を極め

た。単一細胞レベルで Amph2 や N-WASP の即時的な機能阻害が可能になれば，これらの疑問は

解消されると考えられる。 
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