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研究成果の概要（和文）： 
Calreticulin は肝細胞、膵臓β細胞、脂肪細胞などにおいて、糖、脂質代謝の調節に関与し
ている。本研究では、時間、組織特異的 calreticulin の過剰発現を tamoxifen により誘導可能
なトランスジェニックマウスを作成した。そして、calreticulin 欠損マウスと、時間、組織特
異的 calreticulin の過剰発現マウスのカルシウムシグナルにおける機能の解析を遺伝子発現
やタンパク質の機能の調節に重要なカルシウムシグナルの観点から解析した。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Calreticulin(CRT) is a Ca2+-binding protein of the endoplasmic reticulum and essential 

for cardiac development. Cardiac-specific overexpression of calreticulin by α-myosin 

heavy chain promoter results in complete heart block and sudden death in transgenic mice. 

Here, to investigate further mechanism of calreticulin, we generate transgenic mice that 

cause temporal and spatial overexpression of calreticulin using cre-loxP system. The mice 

were cross-bred with Nkx2.5-Cre mice which express cre recombinase under control of Nkx2.5 

promoter, a transcription factor essential for early cardiac development. Overexpression 

of calreticulin was associated with PR interval and QRS interval prolongation, 

bradycardia, sudden death between 6-week-old and 10-week-old. Furthermore, some of the 

NKx2.5-CRT transgenic mice revealed marked edema in 7-week-old. In conclusion, 

overexpression calreticulin in the heart is associated with a decrease in HCN1 expression 

and calreticulin plays an important role of HCN1 gene regulation. 
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１．研究開始当初の背景 
Calreticulin(CRT)はほぼすべての組織の小
胞体内に存在するカルシウム結合蛋白であ
り、その主な機能としては細胞内カルシウム
ホメオスターシスの維持やシャペロン活性
があげられる。Calreticulin ノックアウトマ
ウスは、心臓の発生に必要な転写因子の発現
が障害され胎生致死である。一方、心筋細胞
において calreticulin を過剰発現させると、
生後 3 週前後に進行性の徐脈、房室ブロック
を起こして死亡する。今回我々は、組織の発
生や機能獲得における calreticulin の役割を
解明するために cre-loxP システムを用いて
任意の組織特異的に calreticulin を過剰発現
するトランスジェニックマウスを作製した。
特に、心臓発生における calreticulin の役割
をさらに解明するために、心臓発生に必要な
転写調節因子である NKx2.5 のプロモーター
下に calreticulin を過剰発現するトランスジ
ェニックマウスを作製した。このトランスジ
ェニックマウスを解析することにより、
calreticulin の発生、機能獲得における役割
を明らかにすることが可能となった。 
 
２．研究の目的 
メタボリックシンドロームは、肥満、高脂血
症、高血圧や糖尿病などの合併によって起こ
る動脈硬化のハイリスク群である。最近この
メタボリックシンドロームの発症が小児期
にまでさかのぼって指摘されることが明ら
かになってきた。私はこれまでにカルシウム
シグナルの調節タンパクである calreticulin
の欠損マウス、過剰発現マウスの作成と、そ
の表現型の解析をおこなってきた。その結果、
calreticulin は肝細胞、膵臓β細胞、脂肪細
胞などにおいて、糖、脂質代謝の調節に関与
していることが明らかになった。一方で私は、
肝細胞、膵内分泌細胞へと分化する内胚葉系
幹細胞の分離、分化誘導法を確立した。そこ
で本研究では、calreticulin 欠損マウスと、
時間、組織特異的 calreticulin の過剰発現マ
ウスから内胚葉系幹細胞を確立し、そのカル
シウムシグナルにおける機能の解析を行う。
そしてメタボリックシンドロームの発症の
メカニズムを、遺伝子発現やタンパク質の機
能の調節に重要なカルシウムシグナルの観
点から解明する。さらに小児期発症メタボリ
ックシンドロームの治療に応用しうる肝臓、
膵臓、脂肪細胞などの障害の発症の基本概念
を確立することを目標とする。 
 
３．研究の方法 
 Cre-loxP システムを使って、組織特異的に
calreticulin を過剰発現するトランスジェ
ニックマウスを作製した。CAG プロモーター
下に２つの loxP 配列で挟まれたクロラムフ

ェニコールアセチルトランスフェラーゼ
(CAT)遺伝子とストップコドンを持ったプラ
スミドに、pcD-CRT-HA プラスミド(Nakamura 
et al.JCI 2001)由来の CRTcDNAを挿入した。
このプラスミドには HA tag を挿入している
ので、HA tag を検出することにより、トラン
スジーン由来の calreticulin が発現してい
ることが確認できる。このプラスミドを用い
てトランスジェニックマウス作成用のトラ
ンスジーンとした。作成した loxP-CRT トラ
ンスジェニックマウスはと心臓発生初期に
発現する転写調節因子である NKx2.5 プロモ
ーターのコントロール下に cre recombinase
を発現させた NKx2.5-cre マウス（Victor 
Chang Cardiac Research Institute Dr. R. P. 
Harvey より供与）とを交配させて、心臓特異
的に calreticulin を過剰発現するトランス
ジェニックマウス (NKx2.5-CRT トランスジ
ェニックマウス) を作製した。全ての動物実
験は、熊本大学医学部附属動物実験施設
（Center for Animal Resources and 
Development, Kumamoto University and 
animals）の実験動物ガイドライン（Guide for 
Care and Use of Laboratory Animals）に沿
って行った。 
 
４．研究成果 
NKx2.5-CRT トランスジェニックマウスの心
臓の形態を観察すると、野生型マウスと比べ
て、両心室、両心房の内腔が拡大していた。
トランスジェニックマウスの心筋細胞にお
けるこれらの変化は、拡張型心筋症および心
不全に特徴的な変化である（Perriard et al. 
Trends Cardiovasc. Med. 2003）。心臓の mRNA
を用いた quantitative real-time PCR を行
ったところ、野生型と比べてトランスジェニ
ックマウスの心臓では心不全のマーカーで
ある ANP,BNP が有意に増加していた。肥大型
心筋症のマーカーであるα-MHC、β-MHC はト
ランスジェニックマウスと野生型マウスの
間では有意差は認めなかった。NKx2.5-CRT ト
ランスジェニックマウスで観察された諸臓
器のうっ血は心不全によるものと考えた。さ
らに loxP-CRTトランスジェニックマウスと、
albumin-cre マウスとを交配した。loxP-CRT
トランスジーンに HA tag を挿入しているの
で、HA tag を検出することにより、トランス
ジーン由来の calreticulin が発現している
ことが確認できる。そこで、albumin-CRT ト
ランスジェニックマウスの脳、心臓、胸腺、
肺、肝臓、胃、膵臓、脾臓、腸管、腎臓、そ
れぞれの組織のタンパクを抽出して、抗 HA
抗体を用いたウエスタンブロットを行った。
その結果、albumin-CRT トランスジェニック
マウスの肝臓特異的にトランスジーン由来
の calreticulin が発現していることを確認



した。 
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