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研究成果の概要（和文）：骨格筋は収縮時に細胞膜に張力がかかり、これは時に細胞膜を破綻さ

せる。修復は小胞によるが、その小胞の由来は明らかではない。我々は骨格筋内の小胞の膜へ

の融合にかかわる蛋白の検索と収縮性線維と細胞膜を繋ぐ線維系の一構成蛋白のβ-シネミン

を欠くマウスの作成・解析をおこなった。前者では VAMP2 という蛋白が、従来知られていなか

った骨格筋の分化マーカーとなること、VAMP5 が成熟後の骨格筋で働いていることを明らかに

した。また、β-シネミンは正常の骨格筋の発生、通常の飼育下や中程度の運動負荷時の骨格筋

の維持には必須ではないことが明らかになった。 

 

研究成果の概要（英文）：Sarcolemma is exposed to tensile strength when skeletal muscle 

fiber contracts and it sometimes makes tears in sarcolemma. The repair is carried out 

by the fusion of vesicles. But the origin of the vesicles for repair is not known. We 

studied VAMPs (vesicle associated membrane proteins) in skeletal muscles and found that 

VAMP2 is a unique marker for muscle differentiation and VAMP5 works in mature muscle fibers. 

In addition, we studied the functions of beta-synemin in skeletal muscles in vivo which 

is not only a constituent of intermediate filaments but also a link molecule between the 

filaments and sarcolemma. We found that beta-synemin is not necessary for muscle 

development and maintenance under usual breeding condition as well as moderate exercise 

loading.  
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１．研究開始当初の背景 
(1) 骨格筋細胞は収縮に特殊化した細長い
細胞であり、細胞内に収縮のための筋原線維
と呼ばれる線維系を高度に発達させている。
骨格筋細胞は収縮時に周囲を包む細胞膜に
対して強い張力が働くと言われている。この
張力に対して、骨格筋細胞は筋原線維と細胞
膜の間をつなぐ細胞骨格系を発達させると
ともに、張力による細胞膜の破綻に対する特
殊な修復機構を持っている。細胞膜（筋形質
膜）の修復については小胞によりおこなわれ
るとされているが、その小胞がどこからどの
ようにして運ばれてくるかについては明ら
かではない。我々の研究室では骨格筋の細胞
内の小胞の繋留・融合をとおして膜のターン
オーバーに関与するタンパク SNARE複合体の
うち、VAMP(Vesicle Associated Membrane 
Protein)の系統的な解析を始め、骨格筋に発
現する VAMP アイソフォームを調べた。VAMP
は７種類のアイソフォームが知られている
が、VAMP1～3 については、成熟骨格筋では
VAMP2 が筋衛星細胞に発現すること、VAMP1
は骨格筋内の神経に、VAMP3 は筋内の血管内
皮に発現していることを見出し報告した。そ
れ以外には文献的にイムノブロット法によ
り VAMP5、培養下の筋細胞（生体内の筋細胞
に比べ十分な分化度に到達しない）の免疫染
色により VAMP5、7 の存在が示されているに
過ぎない。 
 
(2)骨格筋の筋原線維と細胞膜間をつなぐ細
胞骨格については、その一つに desmin、
synemin、paranemin などによって構成される
ヘテロ多量体の中間径フィラメントがあり、
これら中間径フィラメントは筋原線維と細
胞膜をつなぐことにより骨格筋細胞にかか
る物理的負荷に対する筋形質膜の安定化に
も寄与していると考えられている。中間径フ
ィラメントがその機能を発揮するためには、
中間径フィラメントを構成する分子と
Z-disc や筋形質膜上でアンカーとなる分子
の相互作用が重要である。しかしながら中間
径フィラメントと Z-disc あるいは筋形質膜
との分子的な連関についてはいまだ不明な
点が多い。 
 
２．研究の目的 
(1) 骨格筋の VAMP についてはこれまでの研
究成果を基礎に生体内の骨格筋に発現して
いるアイソフォームの分布、機能を検討する
ことを目的とする。具体的にはVAMP2とVAMP5
に対象を絞り、①VAMP2 については、その局

在が明らかになった筋衛星細胞は、成体の骨
格筋が再生する際に、筋芽細胞として働く。
そこで、本研究では、骨格筋の分化過程にお
ける VAMP2 発現と分布の変化を調べ、VAMP2
小胞の役割についても検討する。②VAMP5 に
ついては、生体内の骨格筋における分布、筋
再生過程での発現状態の検討を通し、その機
能を明らかにする。 
 
(2) β-synemin は筋組織におけるヘテロ多
量体の中間径フィラメント構成分子である。
これまでに desmin、plectin といった中間径
フィラメント構成分子・修飾タンパクやα
-dystrobrevin といった形質膜の裏打ち分子
と結合することが報告されている。このこと
からβ-synemin は中間径フィラメントと
dystrophin-糖タンパク複合体とを結び付け、
中間径フィラメントを形質膜に繋ぎ止める
役割を持っていることも推測されている。し
かしこれらのデータは in vitro でのものが
多くβ-synemin の生体における機能はいま
だ明らかにはなっていない。本研究のβ
-synemin についての目的は、その機能を個体
レベルおよび組織レベルで明らかにするこ
とである。 
 
３．研究の方法 
(1) ①VAMP2 については以下の３つのモデル
を用いた。ラット胚での筋発生、単離した筋
衛星細胞の分化過程、および、培養筋芽細胞
C2C12 細胞の分化過程である。これらにおい
て、抗体染色や RNA 干渉を行った。②VAMP5
については正常および筋ジストロフィーモ
デルマウスにおける組織切片の蛍光抗体染
色、再生筋における抗体染色などにより解析
をおこなった。 
 
(2) β-synemin については、その機能を個体
レベルおよび組織レベルで明らかにするた
め、遺伝子欠失マウス作成の定法に基づきβ
-synemin 欠失マウスを作製した。その表現型
解析にはヘマトキシリン－エオジン染色（HE
染色）による組織切片、血中クレアチンキナ
ーゼ（CK）値、凍結切片における蛍光抗体染
色をおこなった。また、マウス用トレッドミ
ルによる運動負荷をかけた後、血中 CK 値お
よびエバンス・ブルーの生体染色による骨格
筋細胞膜傷害の検索、HE 染色による骨格筋組
織像の検討をおこなった。 
 
４．研究成果 
(1) ①VAMP2 について： 胚における筋発生で



は、胎生 12 日目で筋節に VAMP2 陽性細胞が
あらわれた。16 日目および出生直後の未成熟
な骨格筋では、筋管細胞が VAMP2 陽性であっ
た（Tajika Y, et al 2008）。筋衛星細胞は、
成熟骨格筋では静止状態にあり、単離すると
活性化・増殖し、筋管細胞へと筋分化する。
この過程において、VAMP2 は、静止期の筋衛
星細胞と筋分化過程の筋管細胞に多く発現
し、増殖期には検出されなかった。C2C12 細
胞は、増殖と筋管細胞への分化を示すが、
VAMP2 は増殖期には少なく、筋分化と共に増
加することが分かった。静止期の筋衛星細胞
のマーカーとして、Pax7 や M-cadherin など
が知られているが、いずれの発現も静止期に
限定され、筋分化が進むと減少する。VAMP2
は、静止期の衛星細胞にあるが、いったん減
少し、筋分化と共に再び発現する。筋衛星細
胞のマーカーとしては、これまでにないユニ
ークな発現パターンを示すものである（図
１）。 
VAMP2 の筋分化における役割を探るため、
C2C12 細胞で RNA 干渉を行い、筋管細胞の形
成を観察した。これまでのところ、VAMP2 の
発現を抑制しても、筋管細胞は通常に形成さ
れることまで確認した。現在、ジストログリ
カンやインテグリンなど、骨格筋に特徴的な
膜タンパク質のソーティングへの影響につ
いて、解析を行っている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図１）筋衛星細胞のマーカーとの比較 
Pax7 は静止期の筋衛星細胞に発現し、その後
の筋分化過程では、減少する。Myf5、MyoD、
myogenin は、一過的に発現する。Desmin、
myosin は、筋分化と共に増加する。一方、
VAMP2 は、静止期の筋芽細胞と、筋管細胞に
発現する。 
 
 ②VAMP5 について：1)VAMP5 は蛍光抗体法に
よると野生型マウスに比べて筋ジストロフ
ィーのモデルマウスの一つの mdxマウスで多
く発現していた。2)VAMP5 の骨格筋線維内の
発現は細胞膜に沿った細胞辺縁にやや多く、
径の小さい筋線維でより強い発現がみられ、
筋線維型との関係を調べたところ、タイプⅡ
A線維で強く発現していた。3）筋分化との関
係を見るために実験的筋再生過程を調べた

ところ、再生 7日目まではほとんど発現はな
く、3 週目で強く発現する線維が出現、6 週
目で発現する線維数も増加するとともに、筋
線維当たりの発現量も多くなった。以上から
VAMP5 は骨格筋では成熟後の線維で何らかの
膜小胞輸送に関与しその機能を果たしてい
ることが考えられた。 
 
(2) β-synemin 欠失マウス（KO マウス）は
メンデル比どおりに出生し、外見上明らかな
異常は見られずこれまでのところ正常に発
育している(図 2A、C)。β-synemin タンパク
の発現消失についてはウェスタンブロット
にて確認した(図 2B)。 
 

 
まず基本的な骨格筋における表現系を解析
するため血清 CK値および HE染色による前脛
骨筋の組織像の観察を行った。図 3A に示す
ように KOマウスの血清 CK値は野生型マウス
と比べて有意な差は認められなかった．また
前脛骨筋の組織像についても野生型マウス
と比べて有意な差は見られず、中心核や筋線
維の大小不同といった骨格筋線維の破壊・再
生像は観察されなかった（図 3B）。 
 

 
また骨格筋以外の表現型を検討するため、脳
（小脳）、脾、腎、肝についてパラフィン包
埋切片を作成し、HE 染色を行って観察した。
その結果、検討したいずれの臓器でも、野生
型マウスと KO マウスの間に有意な差は認め
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られなかった(図 4)。 

さらに詳しい組織学的解析をするため、骨格
筋細胞膜局在分子である caveolin-3、中間径
フィラメント構成分子である plectin、
Z-disc 構成分子であるα-actinin の免疫染
色を行った。これらの分子の局在は野生型マ
ウスとβ-synemin 欠失マウスの間で有意な
差を認めなかった(図 5)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
β-synemin 欠失マウスに運動負荷をかけた
際の筋損傷についてトレッドミルを使って、
野生型との比較で検討した。血中 CK 値、エ
バンス・ブルーによる生体染色、組織像にお
いて、個体差はみられるものの、現在までに
有意な細胞膜、筋線維損傷の所見は得られな
かった。 
 これらの結果からβ-synemin は正常な骨
格筋の発生、通常飼育環境下、および中程度
の運動負荷時における骨格筋組織の維持に
は必須でないことが明らかとなった． 
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