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研究成果の概要（和文）：本課題は，申請者の樹立しラットモノクローナル抗体―3A11-3―の抗原同定による筋
線維タイプの決定機構解明を目的とした。3A11-3抗体が認識する抗原はおそらく新生仔筋組織の細胞膜に局在す
る150-160kDaの膜タンパク質であると考えられた。しかし，3A11-3抗体はIgMであり、IgGのように抗原に強く結
合するものではないため、樹脂をスケールアップしてPull-downすることでは効率的に抗原を回収できず
LC-MS/MSによる抗原同定にはいたらなかった。今後は銀染色によって検出できた電気泳動バンドからのタンパク
質抽出の効率を上げ、LC-MS/MSでの同定を引き続き行っていく。

研究成果の概要（英文）：The antigen recognized by the 3A11-3 antibody is probably a 150-160 kDa 
membrane protein localized in the cell membrane of neonatal muscle tissue. 3A11-3 antibody is IgM 
and does not bind to the antigen as strongly as IgG. Therefore, it is thought that the antigen could
 not be efficiently recovered and identified by LC-MS/MS. As mentioned above, IgM is thought to have
 a weak binding force, so it is possible that the antigen is dissociated by washing the resin during
 pull-down. In the future, we will improve the efficiency of protein extraction from the 
electrophoresis bands detected by silver staining and continue to identify the proteins by LC-MS/MS.

研究分野： 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
これまでの筋線維タイプの決定している因子は，筋原繊維を構成するミオシンやミトコンドリアタンパクなど，
その殆ど全てが細胞内タンパクである。そのため，細胞表面タンパク質が，筋線維タイプにより異なる成果は，
細胞外のシグナルを介して筋線維タイプが決定される可能性を示しており，学術的には非常に新規性の高い成果
である。さらに，本抗原は，筋線維タイプが決定されると，その発現が低下することから，筋線維タイプの維持
ではなく，その決定に関与している可能性が高い。今回は抗原の同定には至らなかったが，その同定により様々
な病態で変化する筋線維タイプの変動機能回目につながる可能性が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
骨格筋の構成細胞である筋線維は代謝経路や収縮装置（筋原繊維）を構成するミオシン重鎖によ
り、速筋タイプと遅筋タイプに分類されている。速筋タイプは、疲労度は高いが瞬発力発揮にす
ぐれている（短距離ランナー型）。一方、遅筋タイプは、瞬発力発揮には不向きだが耐疲労性を
有している（マラソンランナー型）。速筋・遅筋の比率は全部位の骨格筋で同一ではなく、遅筋
が多いヒラメ筋（Soleus muscle）や速筋が多い長趾伸筋 (EDL muscle) など、部位によってそ
の比率は異なる。また、様々な筋疾患特異的に遅筋が速筋に変化したり (slow-to-fast) 逆に速
筋が遅筋に変化したりする (fast-to-slow)。加齢に伴う筋萎縮であるサルコペニアは、現在非
常に注目を集めている研究分野であり、サルコペニアでは速筋に有意な筋萎縮と速筋の遅筋化
が見られる。速筋、遅筋を運命付ける機構を明らかにできれば、遅筋化を促進・制御することで、
加齢による筋萎縮に耐性の筋線維構築に繫がる可能性がある。 
 
 
２．研究の目的 
申請者は、遅筋タイプの筋線維特異的に認識するモノクローナル抗体 3A11-3 を樹立している。
これまでの遅筋特異的な抗体との相違点として 
1)成体での遅筋線維（Soleus）よりも、新生仔時期（Neonatal Hind limb）の遅筋線維で 3A11-
3 の反応性は強い結果。 
2) フローサイトメーターによるスクリーニングで樹立したことから、細胞表面抗原を認識する。 
があげられる。さらに、肝臓、胃、小腸、精巣等の成体組織には 3A11-3 は反応性を示さない。
そのため 3A11-3 抗体が認識する抗原を決定し、その分子の機能解析を行うことを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
1) モノクローナル抗体（3A11-3）の精製 
3A11-3 ハイブリドーマを腹腔投与すること得られた 3A11-3 抗体含有腹水の硫安沈殿産物から
3A11-3 抗体の精製を行った。3A11-3 の抗体アイソタイプは IgM であることが同定されていたた
め、HiTrap IgM Purification HP Column (Cytiva 社)を用いて精製を行った。PBS に 3A11-3 抗
体含有腹水の硫安沈殿産物を溶解し、Binding buffer (20 mM リン酸ナトリウム, 0.5 M 硫酸
カリウム, pH 7.5)で透析することで、硫安および腹水由来のイオン化合物を除去したのち、
HiTrap IgM Purification HP Column に 3A11-3 抗体を結合させた。結合後、同 Binding buffer
でカラムを洗浄後、Elution buffer (20 mM リン酸ナトリウム, pH 7.5)で 3A11-3 抗体を溶出
させた。3A11-3 抗体の精製収量は約 40 mg であった。 
 
2) 3A11-3 抗体固定化セファロース樹脂（3A11-3 セファロース）の作成 
HiTrap IgM Purification HP Column で精製した 3A11-3 抗体を HiTrap NHS-activated セファ
ロース樹脂（Cytiva 社）にカップリングすることで 3A11-3 抗体固定化セファロース樹脂を作成
した。2.0 ml の 3A11-3 抗体(3.5 mg/ml)を、Coupling buffer（0.2 M 炭酸水素ナトリウム, 0.5 
M NaCl, pH 8.3）で十分に透析した。HiTrap NHS-activated セファロース樹脂を 1 mM HCl で
洗浄後、Coupling buffer で平衡化し、3A11-3 抗体を樹脂と 4℃で一晩混合することで、3A11-3
抗体を樹脂に固定化した。0.5 M Tris-HCl, 0.5 M NaCl, pH 8.0 でセファロースの未反応 NHS
基をブロッキングし、0.1 M 酢酸ナトリウム, 0.5 M NaCl, pH 4.0 で洗浄した。このブロッキ
ングと洗浄を３回繰り返した後、PBS で平衡化した。 
 
3) 新生仔筋組織のタンパク質抽出と 3A11-3 抗体固定化セファロース樹脂による pull-down 
3A11-3 抗体を使った細胞の免疫染色では細胞膜も染色されていることから、3A11-3 抗体が認識
する抗原は細胞質タンパク質以外に膜タンパク質であることも考えられる。膜タンパク質は細
胞膜に埋もれた膜貫通領域と細胞内外領域の可溶性領域が存在するが、3A11-3 抗体が抗原の立
体構造を形成した状態を認識する場合は、その抗原となる膜タンパク質の立体構造が壊れると
抗体が認識されない懸念がある。したがって新生仔筋組織（+）のタンパク質抽出では細胞質タ
ンパク質だけでなく膜タンパク質も可溶化した状態に調製することが必要であると考えられる。
イオン性界面活性剤である SDS 等のイオン性界面活性剤は膜タンパク質を変性させるため、膜
タンパク質の立体構造解析のための精製で用いられる非イオン性界面活性剤（DDM, Tween20, コ
ール酸ナトリウム）を用いることとした。新生仔筋組織を液体窒素で凍結し乳鉢ですりつぶし、
最終濃度 1.0 %の非イオン性界面活性剤を含む PBS を加え、新生仔筋組織からの抽出液を回収し
た。比較対象として肝細胞抽出液も回収した。回収したそれぞれの抽出液と 3A11-3 抗体固定化
セファロース樹脂(20µl 体積)を混合し pull-down を行った。Pull-down 時の溶出はグリシンバ



ッファーを用いて溶出し SDS-PAGE 電気泳動を行い銀染色法によるバンドの検出を行った。 
 
 
４．研究成果 
非イオン性界面活性剤 DDM を用いて抽出した新生仔筋組織において 150-160kDa 付近に強いバン
ドを確認し、3A11-3 抗体の抗原である可能性が示された。これらの実験を足がかりに LC-MS/MS
で 3A11-3 抗体の抗原同定のための試料調製を行った。LC-MS/MS で効率的に抗原を同定するため
に微量の電気泳動バンドを銀染色法ではなく、CBB 染色によっても電気泳動バンドを確認できる
ほどの抗原の回収を目指した。 
3A11-3 抗体固定化セファロース樹脂を 200µl にスケールアップ、新生仔筋組織抽出液からの
Pull-down を行い、SDS-PAGE を行い CBB 染色を行った。その結果、CBB 染色では全くバンドを確
認することができなかった。3A11-3 抗体の調製、3A11-3 抗体固定化セファロース樹脂の作成、
新生仔筋組織からのタンパク質抽出をやり直し、同様の実験を行ったが、CBB 染色で確認できる
ほどの抗原量は回収できなかった。一方で、銀染色法により検出されたバンドを切り出し、LC-
MS/MS を実施したが優位なシグナルは検出できず抗原タンパク質を同定することはできなかっ
た。 
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