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研究成果の概要（和文）：骨格筋の筋原線維を細胞膜につなぎ止める細胞骨格の電子顕微鏡による解析を、細胞内の可
溶性蛋白を洗い流す等の処置により線維構造を見やすくしておこなった。アクチン線維および中間径線維が筋原線維と
細胞膜をつないで走り、細胞膜では膜直下の暗調斑と連結する像が認められた。これらの繊維構造は筋ジストロフィー
のモデルマウスでは減少していた。また骨格筋の中間径線維の構成要素であるシネミンについて、生体内での機能を調
べた。マウスでは筋持久力、速筋・遅筋比率に関係すること、ジストロフィンとの二重欠損では生殖能力の落ちること
が明らかになった。発生期の魚では受精後56～72時間の心臓に発現していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Using transmission electron microscope, we investigated anchoring system between m
yofibrils and sarcolemma by washing out cytoplasmic soluble proteins with various methods. Actin and inter
mediate filaments links between myofibrils and sarcolemma and many of them are anchored to the subsarcolem
mal densities. These filamentous structures were less common in skeletal muscles of mdx mice. We also inve
stigated the functions of synemin that is a component of intermediate filaments in skeletal muscle. Throug
h experiments, it may relate to the endurance of skeletal muscle and the change of fiber types. Furthermor
e we investigated relationship of dystrophin and synemin. We found that deficiency of dystrophin and synem
in affected fertility. During the development of Zebrafish embryo, it expressed in the heart from 56 to 72
 hours after fertilization.
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１． 研究開始当初の背景 
(1) 骨格筋の筋原性と細胞膜をつなぐ細胞

骨格についてはほとんどが蛍光抗体法によ

る光学顕微鏡レベルのものであり、電子顕微

鏡レベルの詳細な研究は細胞膜直下の特殊

領域あるいは筋原線維の Z 盤周囲に限られ、

またそれらが Duchenne 型筋ジストロフィー

のモデルマウスのmdxマウスでどうなってい

るかの観察はおこなわれていない。 

 (2) 一方、細胞骨格の一種である中間径フ

ィラメントは主として細胞形態の形成・維持

に働く。synemin は骨格筋、心筋、神経細胞

などに多く発現するタイプ IV 型の中間径フ

ィラメントである。synemin は骨格筋では光

学顕微鏡レベルでZ盤に局在することが知ら

れており、筋原線維の形成・維持に関与する

と考えられていた。しかし synemin 単体では

フィラメントが形成できず、骨格筋内におけ

る生理的な機能についてはまだ解明されて

いない。そこで生理的な機能を解析するため、

synemin ノックアウトマウスを作成するとと

もにゼブラフィッシュ胚での発現の検討を

おこなった。 

 
２． 研究の目的 
(1) 骨格筋における筋原線維—細胞膜間をつ

なぐ細胞骨格要素および細胞膜裏打ちにつ

いて電子顕微鏡レベルで検討するとともに

mdx マウスで変化が見られるかを解析する。 

(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。また現在、シネ

ミン・ノックアウトマウスは我々の研究室で

すでに確立され、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

ところ正常に発育することが分かっている。

さらにシネミン・ノックアウトマウスでは、

骨格筋の形態への影響は、光学顕微鏡レベル

では認められなかった。 

そこで、本研究では、運動負荷時の骨格筋へ

の影響を調べる。さらに、裏打ちを形成する

ジストロフィンとの二重欠損マウスを作成

し、骨格筋の形成や安定性に対する影響を解

析する。それと同時に発生期におけるシネミ

ンの役割を調べるためゼブラフィッシュに

おいて、シネミンをクローニングし、胚にお

ける発現を検討する。 

 
３． 研究の方法 
(1) 野生型マウスあるいはmdxマウスについ

て急速凍結ディープエッチ法(QF-DE 法)ある

いは超薄切片法で細胞膜—筋原線維をつなぐ

細胞骨格要素および細胞膜裏打ちについて

解析をおこなう。 

(2) シネミン・ノックアウトマウスに関して

は、まず形質膜の裏打ち構造に関連する蛋白

質の発現量変化をウエスタンブロッティン

グにより解析した。つぎにトレッドミルを用

いた運動負荷（図 1）後にエバンス・ブルー

を尾静注し筋損傷を調べた。トレッドミルを

用いて持久力を野生型マウスと比較した。さ

らに筋繊維特異的な発現をするミオシンの

抗体を用いて、遅筋・速筋の構成比の違いを

調べた。 

         

図１ トレッドミルと運動負荷方法 
 

二重欠損マウスについては、まずジストロフ

ィン欠損マウスである mdx マウスとシネミ

ン・ノックアウトマウスを交配して作製した。

さらに作製されたマウスを HE 染色及び電子

顕微鏡による観察により形態観察を行った。 

ゼブラフィッシュについては哺乳類のシネ

ミンと相同遺伝子の検索をおこない、そのク

ローニング後、in situ hybridization で胚

における局在を経時的に検討した。 
 
４． 研究成果 



(1) QF-DE 法では筋形質膜のカベオラ周囲に

アクチンと考えられる線維が走行し、細胞膜

裏打ちとも結合するととともに、一部中間径

線維も認めることができた。超薄切片法では

筋原線維と細胞膜間にアクチン線維および

中間径線維の存在が見られ、これらは細胞膜

直下の発達した裏打ち、即ち暗調斑に接続す

る像も観察された。mdx マウスではこれらの

線維の数の減少と試料処理によっては細胞

膜—筋原線維間が離開する傾向が認められた。 

 

図 2  mdxマウスの細胞膜−筋原線維間(Triton 処理後) 

 

(2) シネミン・ノックアウトマウスの解析 
シネミン・ノックアウトマウスの骨格筋の
微細構造を観察するために電子顕微鏡によ
る前脛骨筋の形態観察を行ったが、特に異
常は見られなかった。 
シネミン・ノックアウトマウスには表現型
の異常が顕著に見られない事から、関連す
る蛋白質が機能補完している可能性を考え、
前脛骨筋と脳を試料としてウエスタンブロ
ッティング法を用いて野生型との比較を行
った。しかし、蛋白の発現量に顕著な変化
は見られなかった。 
次いで、シネミン・ノックアウトマウスに運

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。

エバンス・ブルーによる生体染色において有

意な細胞膜損傷の所見は得られなかった。 

さらにシネミン・ノックアウトマウスの持久
力テストを野生型と比較して行ったところ、

有意にシネミン・ノックアウトマウスの持久

力が下がっていることが分かった（図 3）。 

 
図 3 持久力テスト結果 

 

次に持久力の低下は筋線維の違いにあると

考え、速筋及び遅筋特異的な発現をするミオ

シンの抗体を用いて、遅筋・速筋の構成比の

違いについてヒラメ筋を用いて調べた。ヒラ

メ筋においてはシネミン・ノックアウトマウ

スは野生型に比べ速筋が減っているという

ことが分かった（図 4）。速筋の割合が減少し

ているのに持久力が低下している理由とし

ては、筋全体の減少や下り坂効果による速筋

への負担増加が原因であると考えられる。 

 
図 4 野生型マウスとノックアウトマウスにおけ

る筋線維型の相違 

 

シネミンは筋原線維のZ盤や細胞膜直下のコ

スタメアに局在していることが知られてい

るため、その欠損は骨格筋の維持や筋原線維

の形態に影響すると考えられた。しかし運動

負荷後にも特に顕著な変化は観察できなか

った。これはシネミンが単体でフィラメント

を形成できず、デスミンに付属してフィラメ



ントを形成する中間径フィラメントである

ためと考えられる。 

今回、シネミンが欠損することによりマウス

の持久力が有意に低下することが分かった。

さらに運動後に筋原線維の状態、筋損傷を比

べても野生型と差違がないことからシネミ

ンは骨格筋及び筋原線維の形態・維持では無

く、持久力に関係する他のファクターに関与

することが示唆された。 

(3) ジストロフィン・シネミン・二重欠損マ

ウスの解析 

ジストロフィン及びシネミンの二重欠損マ

ウスを得るため mdx マウスとシネミン・ノッ

クアウトマウスを掛け合わせ、ダブルヘテロ

マウスを作成した。さらにダブルへテロマウ

スを掛け合わせてジストロフィンとシネミ

ンの二重欠損マウスを得ることに成功した。 

解析に必要な二重欠損マウスを効率よく得

るため、得られた遺伝子欠損マウスを用い交

配を続けた。β-シネミン及びジストロフィ

ンがヘテロザイゴートのオスと二重欠損マ

ウスのメスを一週間同じケージに入れ1年交

配させたところ、1 度だけ妊娠をした。さら

にシネミン及びジストロフィンがヘテロザ

イゴートのオスとシネミン欠損・ジストロフ

ィンのヘテロザイゴートのメス及びβ-シネ

ミン及びジストロフィンがヘテロザイゴー

トのメスと 1 年交配させたが、1 度だけしか

妊娠は確認できなかった。これによりβ-シ

ネミン及びジストロフィンの不全が生殖機

能に影響するのではないかということが示

唆された。 

得られた 6週齢の野生型、二重欠損マウス及

びジストロフィンのノックアウト・シネミン

ヘテロザイゴートを用いて凍結切片を作成

して生殖器、筋において HE 染色を行い観察

した。しかし生殖器には特に差が認められな

かった。骨格筋は二重欠損マウス及びジスト

ロフィンのノックアウト・シネミンヘテロザ

イゴートにおいて野生型と比べ中心核が多

いものの、二重欠損マウス及びジストロフィ

ンのノックアウト・シネミンヘテロザイゴー

トに差が見られない事から特にシネミンの

欠損による影響では無いと考えられる。 

今回、ジストロフィン及びシネミンの二重欠

損マウスを作る際、ジストロフィン及びシネ

ミンの完全な欠損でなくても妊娠がしづら

くなることが分かった。しかし HE 染色によ

る生殖器の形態観察では特に異常は見られ

なかった。しかし、それぞれのシングルノッ

クアウトではこの様なことが起こらないこ

とから、シネミンとジストロフィンには何ら

かの相互作用または相乗作用があると考え

られる。 
(4) ゼブラフィッシュ胚におけるシネミン
発現の解析 
ゼブラフィッシュ胚において、シネミン相同
分子は受精後56〜72時間後の心臓に発現し、
骨格筋には発現していないことが明らかに
なった。 
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