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研究成果の概要（和文）：本研究は、筋萎縮症の発症メカニズムを解明することを目的とし、筋萎縮症モデル動
物を用いて研究を行った。我々は、筋萎縮症モデルラットの次世代シーケンス解析により、核-細胞質間輸送に
関与する因子をコードする遺伝子の変異が、筋萎縮症の発症に関連する可能性を示唆する結果を得た。この結果
に基づき、当該遺伝子変異が引き起こす筋萎縮が、加齢に伴う筋肉量の低下であるサルコペニアにおける筋萎縮
と同様の表現型を示すか否かを評価するため、該当遺伝子に一塩基置換を導入したノックインマウスを作製し、
検証を行った。ノックインマウスの骨格筋を組織学的および分子生物学的に解析した結果、速筋線維に優位な萎
縮が実際に観察された。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to investigate the pathogenic mechanisms underlying 
amyotrophy using animal models. Employing next-generation sequencing, we identified mutations in a 
gene encoding a nuclear-cytoplasmic transporter that may contribute to amyotrophy in rat models. To 
determine whether this mutation causes a sarcopenia-like phenotype, we generated knock-in mice 
carrying a single nucleotide substitution in the identified gene. Histological and molecular 
analyses revealed that the knock-in mice exhibited predominantly fast-twitch muscle atrophy. These 
findings suggest that the identified gene may play a crucial role in the development of amyotrophy 
and sarcopenic muscle atrophy.

研究分野：分子生物学

キーワード： 疾患モデル動物

  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、BUF/Mna系ラットに認められる筋萎縮の発症原因が核-細胞質間輸送因子における変異によるもので
あることを明らかにした。これまで核-細胞質間輸送因子の変異による筋萎縮発症の報告はなく、新たなモデル
動物として確立した。本研究の成果は、サルコペニアの新たな発症メカニズムの解明につながり得るものであ
る。さらには、寝たきり高齢者の予防や健康寿命の延伸にも繋がると考えられることから、学術的にも社会的に
も意義が大きい成果と言える。

※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 
 
BUF/Mna 系ラットは、常染色体優性遺伝様式で骨格筋萎縮を 100％発症し、同時に胸腺腫や腎糸
球体硬化症様病変も併せ持つラットとして 1977 年に樹立された。その後、松山らにより骨格筋
萎縮の発症を制御する遺伝子座の領域を保有するコンジェニックラットが樹立され、このコン
ジェニックラットが 100％筋萎縮を発症する一方で、原系の BUF/Mna 系ラットに見られた胸腺腫
等他の病変は発症しないことが確認された。このことから、筋萎縮は他の病変によるものではな
く、独自の発症原因によるものであることが証明された。系統樹立から約 35 年の間に、筋萎縮
の発症に関与する遺伝子が存在する可能性のある領域が 1 番染色体のマーカーD1Rat53 の遠位
2cM の領域まで絞り込まれたものの、決定的な遺伝子の特定までは至っていない。 
 
２．研究の目的 
 
我々は、これまでに筋萎縮発症ラットの次世代シークエンス解析により同定した遺伝子変異情
報を 62種類のラット系統と比較することで、核－細胞質間輸送因子における変異が筋萎縮発症
に関連するのではないかと推察した。そこで本研究では、筋萎縮発症ラットで見つかった核－細
胞質間輸送因子の変異を有するノックインマウスを作製し、その表現型を確認することで、筋萎
縮発症の原因が核－細胞質間輸送因子における変異であることを証明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（1） 骨格筋特異的に変異型核-細胞質間輸送因子を発現させたノックインマウスの作製 

核－細胞質間輸送因子の一塩基変異により実際に速筋線維優位の筋萎縮が起きるのか
を確かめるため、骨格筋特異的に変異型核-細胞質間輸送因子が発現するようにノック
インマウスを作製した。ノックインマウスは、近交系の C57BL/6N を用いて CRISPR-Cpf1 
(Cas12a) system と i-GONAD 法により作製した。 
ゲノム編集によるノックインの有無は、Guide-it Knockin screening kit (タカラバイ
オ社) により確認を行った。 
 

（2） ノックインマウスの表現型の確認 
生後 10 か月齢のオスのノックインマウスの後肢より、腓腹筋およびヒラメ筋を採取し
て重さを計測した後に凍結ブロックを作製した。コントロールは野生型マウスを用い
て比較した。凍結ブロックからはクライオスタットで8μmの厚さの凍結切片を薄切し、
蛍光免疫染色により Laminin、TypeⅠ、Ⅱa、Ⅱbを染色した。蛍光免疫染色した検体は
蛍光顕微鏡(キーエンス, BZ-X800)で画像を取得し、ImageJ で筋横断面積を算出した。 
同様の実験を生後 11 週齢の BUF/Mna 系ラットおよびコントロールとして ACI/N ラット
を用いて実施し、マウスの結果と比較した。 
 

（3） ノックインマウスの筋力評価 
握力測定には、マウス・ラット用握力測定装置（メルクエスト社）を使用した。マウス
の場合は 3 か月齢、6 か月齢、10 か月齢、ラットの場合は 3 か月齢、6 か月齢と経時的
に握力を測定し、コントロール動物の結果と比較した。 
 

（4） ノックインマウスの網羅的遺伝子発現解析 
10 か月齢のノックインマウスおよび野生型マウスの後肢腓腹筋から RNA を抽出し、RT-
PCR を用いて cDNA を合成した。その後、RNA-seq による遺伝子発現解析を行い、さらに
GSEA 解析の結果を基に、ノックインマウスで有意に発現量が減少している遺伝子を特定
した。これらの発現変動遺伝子に関しては、real-time PCR を用いてその量を定量化し
た。 

 
４．研究成果 
 
（1） ノックインマウスの作製 
施術数 3匹のうち 2匹で妊娠が確認でき、帝王切開により 3匹の産仔を得ることができ
た。そのうちメス 2匹が離乳まで育ったため、マウス尾部組織より DNA を抽出し、ノッ
クイン領域の遺伝子配列を確認したところ、一塩基置換をホモで有するものとヘテロで
有するものを 1匹ずつ得ることができた。 
それぞれのノックインマウスをオスの C57BL/6N と交配し、仔を兄弟間でさらに交配す
ることで、一塩基置換をホモで有するものとヘテロで有するものを複数匹準備した。 



 
（2） ノックインマウスの表現型の確認 
 
速筋線維を多く含む腓腹筋では、野生型に比べてノックインマウスで筋重量の有意な減
少を認めた。一方で、遅筋線維を多く含むヒラメ筋では、野生型とノックインマウスで
筋重量に差は認められなかった。 
ノックインマウスで筋重量の減少がみられた腓腹筋の筋線維横断面積を計測し、体重で
補正した値を比較した（CSA/BW2/3）。筋線維横断面積についても野生型よりノックインマ
ウスで減少傾向にあった。 
さらに線維ごとの違いを確認するために、蛍光免疫染色により TypeⅠ、Ⅱa、Ⅱb を染色
し、それぞれの線維型での横断面積を算出した。TypeⅡb 線維の筋横断面積は、計測す
る部分で面積が異なる傾向があり、TypeⅡb 線維が密集する部分で比較したところ、野
生型に比べてノックインマウスで筋横断面積が小さくなっていることが確認できた。 
 
 

（3） ノックインマウスの筋力評価 
 
組織学的評価および分子生物学的評価においてノックインマウスで筋萎縮が認められ
たことから、ノックインマウスにおいて実際に筋力低下が認められるか否かについても
検討を行った。筋萎縮が認められる前から経時的にメルクエスト社の握力測定装置を用
いて実施したが、全期間を通じて握力の低下は確認できなかった。同様に BUF/Mna 系ラ
ットでも本機器で握力を測定したところ、対照動物である ACI 系ラットと比べて握力の
低下は確認できなかった。本機器では同時に上肢、下肢を統合した筋力が握力として測
定される。BUF/Mna 系ラットでは速筋優位な筋萎縮を引き起こすため、本機器での評価
は困難であったと推察した。 
 

（4） ノックインマウスの網羅的遺伝子発現解析 
 
RNA-seq および GSEA の結果に基づき、Myogenesis 等に関連する分子の発現がノックイ
ンマウスで低下する傾向が観察された。Myogenesis に関連する分子の遺伝子群では、ノ
ックインマウスで発現量が有意に低下しているとされた Myh1、Myh2、Myh4、Myh7 遺伝子
を選択し、real-time PCR によりこれらの遺伝子の発現量を定量化した。発現量に有意
差は認められなかったが、ノックインマウスにおいて野生型マウスと比較して減少傾向
が認められた。組織学的検討では、ノックインマウスにおいて速筋優位の萎縮が観察さ
れたが、速筋優位に限らず、筋線維を構成する Myh 全体の減少が確認された。 
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