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研究成果の概要（和文）：本研究では，筋原線維のアクチン線維形成のシグナル伝達機構と分子機構を解明することを
目的とした．心筋筋原線維においては，nebuletteにN-WASPが結合し，この複合体によりZ帯からアクチン線維が形成さ
れることが明らかになった．またこのようにして形成されたアクチン線維の伸長に，Lmod2がかかわっていることが示
唆された．さらにIGF-1シグナリングにより活性化されたN-WASPを介するアクチン線維形成が，病理的な心肥大を抑制
し，正常な心機能の維持に働いていることが示された．

研究成果の概要（英文）：This research project aimed to elucidate signaling and molecular mechanisms of myo
fibrillar actin filament formation. We found that N-WASP bound to the SH3 domain of nebulette (Nebt) in th
e Z bands of cardiac myofibrils. The Nebt-N-WASP complex nucleated actin to form actin filaments from the 
Z-bands. Furthermore, Lmod2 bound to N-terminal region of Nebt and seemed to extend short actin filaments 
preformed by the Nebt-N-WASP complex. GSK-3beta phosphorylated Nebt C-terminal region, N-WASP, and Lmod2, 
possibly resulting in their inactivation or degradation. Transverse aortic constriction caused pathologica
l cardiac hypertrophy, fibrosis, and deterioration of cardiac function in mice. Administration of IGF-1 to
 mice ameliorated these symptoms, whereas that of an N-WASP inhibitor worsened them. Thus, actin filament 
formation induced by N-WASP activated by IGF-1 signaling is required for normal cardiac functions by inter
fering with pathological cardiac phenotypes.
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１．研究開始当初の背景 
 骨格筋や心筋の収縮は生存に不可欠であ
り，これらの収縮を担う筋原線維の形成異
常は，筋疾患や心筋症につながる．また筋
原線維は，おもに長さ約 1 µm のアクチン線
維と約 1.6 µm のミオシン線維から成り，最
も整然とした細胞内構造の一つである．筋
原線維形成の分子機構については，これま
でに多くの研究者が取り組んできたが，ほ
とんど不明であった． 
 インスリン様増殖因子 1 (IGF-1) は筋再生
や筋肥大・心肥大を誘導する作用をもって
いる．筋再生や筋肥大・心肥大においては
筋原線維形成が不可欠である．そこで私た
ちは IGF-1による筋肥大の過程で起こる筋原
線維形成に着目し，次のようなシグナル伝
達機構と分子機構により，骨格筋筋原線維
のアクチン線維が形成されることを明らか
にした (Takano et al., Science 2010)．IGF-1に
より活性化されたホスファチジルイノシト
ール 3-キナーゼ (PI3K)–Akt シグナリングに
より GSK-3β が阻害される．その結果，
GSK-3β による筋原線維蛋白質 nebulin (Neb) 
のリン酸化が起こらない．非リン酸化 Neb
の C末端の SH3ドメインに N-WASPが結合
し，N-WASP が筋原線維の Z 帯に局在化す
る．この Neb–N-WASP 複合体によりアクチ
ン重合核が形成され，Z 帯から Neb (長さ約
1 µm) に沿ってアクチンが重合して，約 1 
µm の長さのアクチン線維が形成される．ま
たこのアクチン線維形成が，さらに筋再生
や筋肥大に必要であることを明らかにした． 
 
２．研究の目的 
 上述のように，骨格筋筋原線維のアクチ
ン線維形成は IGF-1–PI3K–Akt シグナリング
により形成された Neb–N-WASP 複合体によ
りもたらされることをこれまでに解明した．
一方，心筋には Neb は存在せず，代わりに
長さがわずか約 0.15 µm の nebulette (Nebt) 
が存在する．それにもかかわらず，心筋筋
原線維のアクチン線維の長さも，骨格筋の
場合と同様に約 1 µm である．そこで本研究
ではまず，心筋筋原線維のアクチン線維形
成のシグナル伝達機構と分子機構を解明す
ることを目的とした． 
 ヒトでは NEB 遺伝子の突然変異により先
天性筋疾患ネマリンミオパチー (NM) が発
症する．これらの突然変異の中では，特に
SH3 ドメインを含む C 末端側の欠損につな
がるものが多い．しかし NM の発症につな
がる分子機構は不明である．そこで Neb C
末端の SH3 ドメインの機能的な役割と NM
の発症との関係を明らかにするために，SH3
ドメインを欠損させた NebΔSH3 ノックイン 
(KI) マウスの解析を行った． 
 また NEBT遺伝子の突然変異により拡張型
心筋症 (DCM) が発症する．そこでさらに，
マウスにおける心筋筋原線維のアクチン線
維形成と心筋症や心機能との関係を明らか

にすることを目的とした． 
 
３．研究の方法 
(1) 免疫蛍光顕微鏡法： 生後 6–9 週の ICR
マウスを 48 時間絶食させ，0.1 µg/g 体重の
IGF-1 を尾静脈から投与した．還流固定した
後に，心臓を摘出して，左心室心筋の凍結
切片を作成した．N-WASP と Lmod2 の局在
を免疫蛍光染色により共焦点レーザー顕微
鏡を用いて解析した． 
(2) 免疫共沈アッセイと pull-down アッセ
イ： COS-1 細胞に Myc–Nebt とその変異体
および EGFP–N-WASP とその変異体を，ト
ランスフェクションにより発現させた．細
胞を可溶化して，anti-Myc 抗体または anti-
GFP 抗体を用いて免疫沈降を行い，共沈し
た N-WASP または Nebt をイムノブロッティ
ングにより検出した．COS-1 細胞に EGFP–
Lmod2 または mOrange2–Nebt とその変異体
を，トランスフェクションにより発現させ
た．Baculovirus の系で発現させた GST–Nebt
または GST–Lmod2 を用いて，結合した
Lmod2 または Nebt を pull-down アッセイに
より解析した． 
(3) アクチン重合アッセイ： Baculovirus の
系で発現させた GST–Nebt と GST–N-WASP
の GST-tag を，PreScission protease で切断し
除去した．これらの蛋白質を pyrene 標識 G-
アクチンに加えて，アクチン重合を分光蛍
光光度計で解析した． 
(4) In vitroキナーゼアッセイ： 上記のよう
に，baculovirusの系で発現させ GST-tagを除
去した蛋白質に， GSK-3β を加え， [γ-
32P]ATP 存在下で反応させた．リン酸化をオ
ートラジオグラフィーにより検出した． 
(5) 心筋症と心機能の解析： ICR マウスに
大動脈縮窄術 (TAC) を施して，左心室に圧
負荷をかけた．これらのマウスに IGF-1また
は N-WASP 阻害剤の wiskostatin を投与した．
4 週間後に心肥大の状態，線維化，および左
心室から単離した心筋細胞の肥大を解析し
た．また心臓カテーテルを用いて，左心室
の圧と容積を解析した． 
 
４．研究成果 
(1) 心筋筋原線維のアクチン線維形成のシグ
ナル伝達機構と分子機構 
 骨格筋の筋原線維においては，IGF-1 によ
って活性化された PI3K–Akt シグナリングに
よる GSK-3βの阻害を通して，N-WASP が
Neb C 末端の SH3 ドメインに結合した．こ
の Neb–N-WASP 複合体によりアクチン重合
核が形成され，Z 帯から Neb に沿ってアク
チンが重合して，約 1 µm の長さのアクチン
線維が形成されることを明らかにした．そ
こでさらに，依然として不明である心筋筋
原線維のアクチン線維形成の分子機構の解
明に取り組んだ．心筋筋原線維では骨格筋
の場合とは異なり，N-WASP は IGF-1 刺激
の有無にかかわらず，心筋筋原線維の Z 帯



に恒常的に局在していた．この N-WASP の
Z 帯への局在は，IGF-1 刺激に非依存的に
Nebt C 末端に結合することによるものであ
ることが，pull-down アッセイと免疫共沈ア
ッセイにより示された．またこの結合は，
N-WASP の Pro-rich 領域と Nebt の SH3 ドメ
インの特異的な結合によるものであった．
Nebt にはアクチン重合を促進する作用があ
ったが，さらに N-WASP が共存すると顕著
なアクチン重合が起こることが，pyrene-ア
クチン重合アッセイにより示された．すな
わち Nebt と N-WASP は共同してアクチン重
合を促進することが明らかになった．また
電気穿孔法によりマウス心筋に EGFP-アク
チンを発現させると，EGFP-アクチンはまず
Z 帯に取り込まれ，Z 帯から伸長することが
示された．したがって Nebt–N-WASP 複合体
が Z 帯でアクチン重合核を形成し，続いて
Z 帯から Nebt に沿ってアクチンが伸長し，
長さ約 0.15 µmのアクチン線維が形成される
と考えられる (図 1)． 
 

 
図 1 心筋筋原線維のアクチン線維形成の分
子機構とシグナル伝達機構 
 
 しかし心筋筋原線維のアクチン線維の長
さは，骨格筋の場合と同様に約 1 µm である．
そこで Nebt–N-WASP 複合体により形成され
た短いアクチン線維を伸長させる機構を明
らかにするために，心筋培養細胞において
アクチン重合核形成因子またはアクチン伸
長因子として機能することが報告されてい
る leiomodin 2 (Lmod2) に着目した．Lmod2
は Nebt に結合することが，pull-down アッセ
イにより示された．しかし N 末端側のアク
チン結合モジュール 1–3 を欠損させた Nebt
と Lmod2 との結合は低下したことから，
Lmod2 は Nebt N 末端側に結合すると考えら
れる．また絶食させたマウスの心筋筋原線
維では，Lmod2 は Z 帯付近に局在していた
が，マウスに IGF-1 を投与すると，Lmod2
はさらに 1 µm のアクチン線維の先端にも局
在化するようになった．これらの結果から，
Nebtの N 末端側に結合した Lmod2 は，IGF-
1 シグナリングによりアクチン線維を伸長さ
せて，1 µm のアクチン線維を形成すること
が示唆された (図 1)．一方，骨格筋のアクチ
ン線維の長さは 1.1–1.3 µm (骨格筋のタイプ

により異なる) であり，約 1 µmの Nebより
も長い．上記の結果を考慮すると，骨格筋
においては，Neb–N-WASP 複合体により形
成された約 1 µmのアクチン線維の先端 0.1–
0.3 µm の伸長を，Lmod2 が担っている可能
性が考えられる． 
 さらに Neb C 末端は GSK-3β によりリン
酸化されたが，Nebt C 末端，N-WASP，
Lmod2 も GSK-3β により顕著にリン酸化さ
れた．Lmod2 には GSK-3β によりリン酸化
されると考えられるアミノ酸が複数存在す
るが，これらのリン酸化のプライミングキ
ナーゼとして，CK2, CDK1, CaMKII が働い
ていることが示された．Neb C 末端は GSK-
3β によりリン酸化されると N-WASPと結合
できなくなる．したがって Nebt C 末端，N-
WASP，Lmod2 も GSK-3β によりリン酸化
されると，機能が抑制されるか，またはポ
リユビキチン化されてプロテアソームで分
解される可能性が考えられる．しかし IGF-1
が作用すると，PI3K–Akt シグナリングを介
した GSK-3β のリン酸化による阻害を通し
て，Nebt–N-WASP および Nebt–Lmod2 が活
性化や安定化するようになり，アクチン線
維形成が起こると考えられる (図 1)． 
 
(2) Neb C末端 SH3ドメインの機能的な役割
と筋疾患との関係 
 ヒトでは NEB 遺伝子の突然変異により先
天性筋疾患 NM が発症する．また Neb KO
マウスの骨格筋では，筋原線維アクチン線
維の長さが短く不揃いで，ネマリン小体が
形成され，張力が顕著に低下するなどの，
NM 様の表現型が現れる．ヒト NEB 遺伝子
の突然変異の中では，特に N-WASP との結
合にかかわる SH3 ドメインを含む C 末端側
の欠損につながるものが多い．そこで Neb C
末端の SH3 ドメインの機能的な役割と NM
の発症との関係を明らかにするために，SH3
ドメインを欠損させた NebΔSH3 KIマウスの
解析を行った．これらのマウスでは，一見
したところアクチン線維や筋原線維および
骨格筋の異常はみられなかった．また N-
WASP も Z 帯に局在していた．しかし KI マ
ウスの骨格筋では，伸張性収縮を反復して
行った後の等尺性張力が低下していた．す
なわち伸張性収縮による筋損傷を受けやす
くなっていた (論文 2)．この筋損傷が NM
につながる可能性が考えられる．したがっ
てこれらの KI マウスの骨格筋に大きな負荷
を長期間にわたってかけた場合には，典型
的な NM 様の表現型が現れる可能性が考え
られる． 
 
(3) N-WASP を介する筋原線維アクチン線維
形成と心疾患・心機能との関係 
 大動脈縮窄術 (TAC) を施して左心室に圧
負荷をかけたマウスの心臓では，病理的な
心肥大が起こっており，Masson trichrome 染
色で検出される線維化がみられた．さらに



圧・容積比で示される心機能が低下してい
た．しかし IGF-1を作用させると，心肥大と
線維化が抑制されるとともに，生理的な心
筋細胞の肥大がもたらされ，心機能が回復
した．一方，N-WASP 阻害剤の wiskostatin
を作用させると，心肥大と線維化が促進さ
れるとともに，心筋細胞の肥大が抑制され，
心機能が顕著に低下した．したがって，IGF-
1 シグナリングにより活性化または安定化さ
れた N-WASP を介する筋原線維のアクチン
線維形成が，正常な心機能に働いていると
ともに，心筋細胞の肥大をもたらすと考え
られる． 
 さらに，骨格筋と心筋における N-WASP
を介したアクチン線維形成の破綻が，筋疾
患や心筋症につながることを実証するため
に，骨格筋や心筋特異的な誘導性 N-WASP
コンディショナルノックアウト (cKO) マウ
スの作製を進めている．既に， floxed N-
WASP ヘテロ接合マウスを作製した．これ
らのヘテロ接合マウスと骨格筋特異的
MCK–Cre–ERT2 トランスジェニック  (Tg) 
マウスおよび心筋特異的 MyHC–Cre–ERT2 
Tg マウスを交配させて，それぞれ骨格筋と
心筋特異的な誘導性 N-WASP cKO マウスを
得る．これらの cKO マウスにおいて，それ
ぞれ NMや DCMの表現型が現れるかどうか
を解析する． 
 
(4) 新規のアクチン線維形成機構とそれらの
機能 
 これまでは，N-WASP は Arp2/3 複合体の
活性化を介して樹枝状のアクチン線維を形
成することが知られていた．しかし私たち
の先行研究 (Takano et al., 2010) および本研
究により，N-WASP は Neb または Nebt と結
合して，アクチン重合核形成因子として機
能し，枝分かれのない直鎖状のアクチン線
維を形成することが明らかになった．一方，
直鎖状のアクチン線維を形成する因子とし
て，mDia などを含む formin ファミリー蛋白
質が知られている．私たちは，低分子量 G
蛋白質の RhoD により活性化された mDia3C
が，直鎖状のアクチン線維を形成すること
により，細胞間シグナル伝達に働く特殊な
細胞突起 cytonemes (CyN) の形成を引き起こ
すことを明らかにした (論文 3)．CyN によ
る細胞間シグナル伝達は， paracrine と
juxtacrine を補完する，離れた細胞間でも効
率よく働く新たなシグナル伝達の様式であ
る．CyN は多様な細胞外シグナル分子とそ
れらの受容体を介した細胞間シグナル伝達
において，広く働いている可能性が考えら
れる．いずれの CyN においても RhoD–
mDia3C によるアクチン線維形成が働いてい
るのか，それとも各 CyN によって異なった
アクチン線維形成機構が働いているのかを
解明することが重要である． 
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