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研究成果の概要（和文）：老化に伴う筋の変化は筋線維の萎縮だけでなく、同時に筋線維タイプ

の遅筋化が認められているが、そのメカニズムには不明な点が多い状況である。本研究では、

遅筋線維と速筋線維を蛍光タンパクの発色によって明確に識別可能な遺伝子改変マウスを作製

した。今後、この遺伝子改変マウスを用いて、老化に伴う筋線維タイプの変化のメカニズムを

詳細に解析することで、筋萎縮に繋がる現象や指標に関して新たな知見を得ることが可能にな

ると考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）：Not only atrophy of muscle fibers but also fiber type transition from 
fast-type to slow-type has been observed as age-related changes of skeletal muscle, however, 
these mechanism remain to be elucidated. In this study, generation of genetically modified 
mice, which could definitely distinguish between fast-type fiber and slow-type fiber by 
expressions of fluorescence proteins, was performed. In future, it will enable novel findings 
about muscular atrophy-related phenomena and biomarkers by investigating the 
mechanism of age-related change in fiber type using these mice. 
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１．研究開始当初の背景 
 高齢者における日常生活の質を低下させ
る根本的要因は、無意識のうちに進行する筋
萎縮による筋機能の低下である。筋萎縮のメ
カニズムの解明は、その科学的根拠に基づい

た早期予防、リハビリの有効性および効果判
定、新しい運動処方の開発の基盤となり、筋
機能の維持・増進のために必須とされている。 
 筋は非常に可塑性に富んだ組織であり、肥
大や萎縮といった量的変化だけでなく、筋線
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維タイプの変化という質的変化も認められ
る。この現象には筋自体の可塑性だけでなく、
運動神経と筋を繋ぐ神経筋シナプスの可塑
性の低下が影響していると考えられている。
また、筋と運動神経の間には、神経筋シナプ
スを介して順行性または逆行性のシグナル
が作用しており、これらシグナル伝達機能の
破綻が筋萎縮に関与していると考えられて
いるにも関わらず、筋萎縮を対象とした従来
の研究は、筋や運動神経それぞれを独立して
扱う研究が多い状態である。 
 
２．研究の目的 
 老化による筋萎縮では、先行して筋線維タ
イプの遅筋化という現象が認められる。筋萎
縮に繋がる筋の量的および質的変化のメカ
ニズムには不明な点が多いが、本研究では、
これらの変化が神経筋シナプスを介した筋
と運動神経の相互作用である可塑性の変化
によって引き起こされていると仮定した。従
って、本研究の目的は、動物モデルとバイオ
イメージングを用いて、筋萎縮による筋の可
塑性の変化 (特に筋線維タイプの変化) と神
経筋シナプスの biology についての解析を行
うことであり、以下の項目を遂行した。 
 
(1) 筋の質的変化 (筋線維タイプの変化) を
明確にするため、遅筋と速筋の筋線維をバイ
オイメージングで識別する遺伝子改変マウ
スを作製する。 
 
(2) 作製した遺伝子改変マウスを用いて、神
経筋シナプス変性に対する影響を検討する
ため、老化と同様に神経筋シナプスを変性さ
せる動物モデルを作製する。 
 
３．研究の方法 
(1) 速筋線維、遅筋線維が選択的に発色する
遺伝子改変マウスの作製 
 
① 遅筋線維が選択的に発色するマウス 
 遅筋線維を選択的に発色させるために、筋
タンパク質であるミオシン重鎖タンパク 
(MyHC) で遅筋線維に豊富に発現している
Ⅰ型アイソフォームの遺伝子に黄色蛍光タ
ンパクである YFP の遺伝子を付加したノッ
クインマウスを用いた。このマウスは
National Institute of Healthから入手した。 
 
② 速筋線維が選択的に発色するマウス 
 速筋線維を選択的に発色させるために、速
筋線維に豊富に発現している MyHC の IIb
型アイソフォームの遺伝子に赤色蛍光タン
パクである mCherry の遺伝子を付加したノ
ックインマウスを作製した。ターゲティング
コンストラクト (図 1) は、MyHC-IIb 遺伝
子の翻訳開始部位の直前に mCherry cDNA

を挿入し、ES クローンのポジティブ選択用
に FRT 配列で挟んだネオマイシン耐性遺伝
子をイントロン領域に挿入して作製した。さ
らに、ネガティブ選択用にチミジンキナーゼ
遺伝子をコンストラクトの 3’末端に付加した。
このコンストラクトをマウス ES 細胞に導入
し、ターゲティング領域と相同組換えを起こ
したクローンを選択してノックインマウス
の作製を行った。尚、ノックインマウスは、
理化学研究所免疫アレルギー研究センター
の古関昭彦氏の協力を得て作製した。 
 

 
 

 

 
 
 
 
 
(2) 老化による神経筋シナプス変性の動物
モデルの作製 
① 抗原の作製とマウスへの免疫 
 ラット筋細胞の mRNAから
muscle-specific kinase (MuSK) 遺伝子の細
胞外ドメイン領域をPCRでクローニングし、
293F細胞に導入して His-tag付きのリコン
ビナントタンパク質を発現させた。リコンビ
ナントタンパク質をアフィニティークロマ
トグラフィーで精製し、アジュバントと混合
して補体成分 (C5) 欠損マウスに一匹あたり
20 µgを免疫した。2週間後に再度リコンビ
ナントタンパク質を免疫し、体重変化を経時
的に記録して経過をモニターした。 
 
② 神経筋シナプスの形態変化の解析 
 神経筋シナプスの免疫染色はマウスのヒ
ラメ筋を使用した。運動神経の染色には、一
次抗体として抗ニューロフィラメント抗体
と抗シナプトフィジン抗体を用い、二次抗体
として蛍光標識した抗ウサギ抗体を用いた
た。アセチルコリン受容体の染色には、蛍光
標識した α-bungarotoxinを用いた。神経筋
シナプスの観察には、共焦点顕微鏡を使用し
た。 
 また、走査型電子顕微鏡を用いて、前頸骨
筋の神経筋シナプスを観察した。 
 
４．研究成果 
(1) 遅筋線維、速筋線維が選択的に発色する
遺伝子改変マウスの作製 
 入手した MyHC I-YFP ノックインマウスと、



 

 

作製した MyHC IIb-mCherry ノックインマウ
スからそれぞれの足底筋とヒラメ筋を採取
し、蛍光タンパクの発色を蛍光実体顕微鏡で
観察した。足底筋は代表的な速筋で、マウス
では IIb 型線維の占める割合は約 4割であり、
対照的に遅筋線維であるⅠ型線維の割合は
1%未満であると報告されている。一方、代表
的な遅筋であるヒラメ筋は約 6割がⅠ型線維
であり、足底筋とは対照的に IIb 型線維の割
合は 1%未満であると報告されている。図 2に
示されているように、MyHC I-YFP マウスでは
ヒラメ筋で YFP の選択的な発色、MyHC 
IIb-mCherry マウスでは足底筋で mCherry の
選択的な発色が認められた。 
 

 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 さらに、各マウスの発色した筋線維の一部
を採取し、蛍光顕微鏡で観察した (図 3)。明
視野との観察から両マウスの筋において、発
色していない筋線維の存在 (矢印) が認め
られた。足底筋とヒラメ筋はそれぞれ代表的
な速筋と遅筋ではあるが、ともに単一の筋線
維タイプによって構成されているわけでは
なく、中間的な特性を持つIIa型線維やIId/x
線維と共在している。従って、各マウスの筋
に認められる未発色の筋線維は、IIa 型線維
または IId/x 型線維を示していると考えられ、
本研究でのノックインマウスのⅠ型線維ま

たは IIb 型線維が選択的に発色していること
を示唆するものである。 
 従来の筋線維タイプの分類には連続切片
の作製を必要とし、空間的に多くの情報を失
っていた可能性が高い。本研究で作製した遺
伝子改変マウスは、筋の可塑性の変化である
質的変化を in situ の状態で、さらにリアル
タイムで解析するツールとして有用となる
はずである。 
 
(2) 老化による神経筋シナプス変性の動物
モデルの作製 
 MuSK は神経筋シナプスの筋側に発現し、そ
の機能形態に重要であると明らかにされて
いる。本動物モデルは、MuSK のリコンビナン
トタンパクを免疫し、自己抗体を産生させて
マウスの筋に内在している MuSK の機能を抑
制するものである。MuSK を免疫したマウスは
筋萎縮や筋力低下を示しただけでなく、神経
筋シナプスにも大きな変化が認められた。そ
のポストシナプスを観察した結果、正常では
馬の蹄のような形で存在しているアセチル
コリン受容体の凝集が、MuSK の自己抗体産生
による機能抑制によって広範囲に散乱して
いた (図 4)。 
 

 
 
さらにポストシナプスだけでなく、プレシナ
プス側の運動神経終末の sprouting (矢印) 
も顕著であった (図 5)。 
 
 

 

 
 
 
また、神経筋シナプスのポストシナプス 
(筋) 側を走査型電子顕微鏡で観察した結果、
MuSK の機能抑制によってシナプス溝の平坦
化とその中に存在するシナプス襞の減少が
生じており、正常マウスには認められる複雑
なシナプス構造が失われていた (図 6)。 
シナプス襞にはアセチルコリン受容体だけ



 

 

でなく、電位依存性 Na チャネルなど神経筋
伝達に必要な分子が多く局在しており、これ
らシナプス襞の機能的構造の崩壊は神経筋
伝達の効率低下へと繋がる。さらに、図 5で
示したように、ポストシナプスの機能構造維
持を障害する原因は、プレシナプスである運
動神経終末の維持も阻害している。従って、
筋萎縮・筋力低下などの筋機能の低下は、形
態を含めた神経筋シナプスの維持機能が崩
壊し、筋と運動神経の相互作用が抑制される
ことで生じると考えられる。 
 

 
 
 図 7 は若齢マウスと老齢マウス (22 カ月
齢) の神経筋シナプスを共焦点顕微鏡で観
察したものである。MuSK 免疫マウスと同様に、
老齢マウスのポストシナプスではアセチル
コリン受容体の凝集の断片化が生じており、
プレシナプスにおいても sprouting 様の形態
変化 (矢印) が生じている。また、老齢マウ
スの神経筋シナプスを走査型電子顕微鏡で
観察した先行研究においても、図 6と同様に
ポストシナプス構造の単純化が認められて
いる。従って、本研究で作製した動物モデル
と同様に、老化においても神経筋シナプスの
維持機能に異常が起こっていることを示唆
するものである。 
 
 

 

 
 
 自己抗体の産生による神経筋シナプスの
変性モデルは以前より報告されているが、抗
原と自己抗体の複合体形成による補体系の
活性化を介したシナプス組織破壊の可能性
を否定することができない状況であった。し
かし、本研究の動物モデルは補体欠損マウス
を用いているため、そのような影響は完全に
排除されている。従って、本研究で作製した

MuSK の機能抑制による動物モデルは、神経筋
シナプスを介した運動神経と筋の相互作用
を研究する上で、老化よりも早期に誘導可能
な神経筋シナプスの変性モデルになりうる
と考えられる。 
 
 以上、(1) と (2) の成果を生かすことで、
今後は筋萎縮に伴う変化を筋線維タイプの
差異に着目し、各筋線維タイプを支配する運
動神経とそれらを繋ぐ神経筋シナプスに生
じる変化の差異を解析することが可能とな
った。 
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