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研究成果の概要（和文）：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。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った。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した。

研究成果の概要（英文）：The metabolic syndrome is a high-risk group of arteriosclerotic diseases occurring
 such as obese, hyperlipidemia, hypertension and diabetes. It was elucidated that the onset of this metabo
lic syndrome was found in childhood recently. In this study, we established endodermal stem cells from cal
reticulin knockout mice and overexpression mice with tissue-specific calreticulin, and analyzed the functi
on in the calcium signals. We elucidated a mechanism of the onset of the metabolic syndrome from the viewp
oint of calcium signal which was important to the adjustment of the function of gene expression and the pr
otein function.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

Calreticulin はほぼすべての組織の小胞体

内に存在しており、主にカルシウム貯蔵タン

パクとして小胞体タンパクであるSEACA2bや

IP3R と関連しながらカルシウムホメオスタ

ーシスをつかさどっている(Michalak et al. 

Biochemical Journal 1999、Michalak.,et al. 

Cell Calcium 2002)。その他 PDI,BiP,ERp72

などの他のシャペロンと共に、細胞膜に存在

するチャンネルや受容体を構成するタンパ

クのシャペロンとしての働きや、転写調節、

細胞接着、アポトーシスの誘導などその機能

は多岐にわたっている。(Michalak.,et al. 

Cell Calcium 2002)。 

 今回我々は、calreticulin 発現量の変化と

不整脈との関係を解明するために、cre-loxP

システムを用いて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を作製した。このト

ランスジェニックマウスは生後 1週目から

QRS 間隔の延長を認めて、PR 間隔の延長、徐

脈を生じ、生後 6～10 週で死亡した。組織学

的には、このトランスジェニックマウスは心

不全を起こしており両心房、両心室の内腔は

拡大していた。RT-PCR の結果、洞房結節にお

いて活動電位をおこすイオンチャンネルで

ある HCN1 の発現量が低下していた。今回作

製したトランスジェニックマウスは、これま

で報告されている不整脈モデルマウス、心不

全モデルマウスと異なる病態を示す新しい

モデルマウスである。さらに、小胞体タンパ

クである calreticulin の心臓の機能維持に

おける役割を解明する上で有用なモデルマ

ウスと考える。 

 

２．研究の目的 

Calreticulin の欠損マウスを作成し、そのホ

モ体は胎生致死となることがわかった。しか

しヘテロ体は野生型と表現型が同じである

ため、欠損マウスはヘテロ体で維持すること

が可能である。この欠損マウスと

calcineurin の constitutive active form を

心臓特異的に発現したトランスジェニック

マウスを交配することによって全身に

calreticulin が欠損した lean マウスを得て

いる。また時間、組織特異的過剰発現トラン

スジェニックマウスは、cre-loxP システムを

用いたトランスジーンによる発現調節系を

用いて作成した。このトランスジェニックマ

ウスを肝細胞、膵臓β細胞などのそれぞれの

組織に特異的に cre recombinase を発現する

トランスジェニックマウスと交配させるこ

とにより、 calreticulin の過剰発現を発生、

成長の各段階に誘導可能である。このトラン

スジェニックマウスはすでに作成し、心臓に

おける過剰発現とその表現型を確認してい

る。また、それぞれの組織で cre recombinase

を発現するトランスジェニックマウスもす

でに分与を受けている。さらに私は、マウス

の内胚葉系組織から肝細胞、膵内分泌細胞な

どへ分化する内胚葉系幹細胞を分離、分化誘

導する技術を確立している。一方で、

calreticulin欠損ES細胞を作成し、肝細胞、

膵臓、インスリン産生β細胞、心筋細胞、脂

肪細胞などを分化誘導可能であることが確

認されている。これらの体性幹細胞、ES細胞

を用いて、それぞれの細胞へ分化させる過程

においてカルシウムシグナルの異常による

各組織の病態を明らかにすることができる

と考えられる。 

 
３．研究の方法 

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。まず、

Calreticulin の発現レベルを肝細胞、膵臓

β細胞、脂肪細胞のそれぞれにおいて調節で

きるトランスジェニックマウスを作成する。

これは loxP 配列とストップコドンにより制

御された calreticulin 過剰発現トランスジ



ェニックマウスと、組織特異的 cre 

recombinase 発現マウスとの交配により行う。

これらのマウスから、唾液腺をはじめとする

内胚葉系組織から得られる幹細胞を分離す

る。そして幹細胞における calreticulin 調

節遺伝子群の発現と、分化誘導によって得ら

れる細胞機能を評価する。 

 

Calreticulin の発現レベルを肝細胞、膵臓

β細胞、脂肪細胞のそれぞれにおいて調節で

きるトランスジェニックマウスを作成する。

これは loxP 配列とストップコドンにより制

御された calreticulin 過剰発現トランスジ

ェニックマウスと、組織特異的 cre 

recombinase 発現マウスとの交配により行う。

この交配に用いるトランスジェニックマウ

スはすでに作成している。また、組織特異的

cre recombinase発現マウスとして、肝細胞、

膵臓β細胞、脂肪細胞特異的なプロモーター

である、アルブミンプロモーター、インスリ

ンプロモーター、aP2 プロモーターの制御下

に cre recombinase を発現するトランスジェ

ニックマウスを準備している。 

これらのトランスジェニックマウスを用い

て、肝細胞特異的に cre recombinase を発現

するマウスと交配し、肝細胞特異的な

calreticulin 過剰発現マウスを作成する。こ

のときタモキシフェンをマウスに投与する

と、時間特異的に cre recombinase が発現し

組織特異的な calreticulin 発現が可能とな

る。トランスジーン由来の calreticulin の

発現は、トランスジーンの 3’端に存在する

小胞体残留シグナルの 5’側に挿入した

hemagglutinin (HA)タグにより検出する。こ

の HA タグは、すでに calreticulin によるカ

ルシウムシグナル調節を障害しないことを

in vitro において確認している。このトラン

スジェニックマウスにおいて、肝臓、膵β細

胞、脂肪細胞における糖、脂質代謝について

解析する。一方で Calreticulin 欠損マウス

は、脂肪組織の発生が障害されるとともに、

糖、脂質代謝異常をおこすことが示唆されて

いる。それゆえ、過剰発現マウスにおいても

糖の産生、貯蔵やインスリンの産生、分泌、

脂質の肝臓への取り込みや分解、アディポサ

イトカインの産生などに異常をきたすこと

が予想される。さらに、これらのマウスから、

唾液腺をはじめとする内胚葉系組織からす

でに確立した方法を用いて内胚葉系幹細胞

を分離する(Hisatomi and Nakamura et al. 

Hepatology 2004, Matsumoto and Nakamura et 

al. Clon Stem Cells 2006)。そして幹細胞

における calreticulin 調節遺伝子群の発現

と、分化誘導によって得られる細胞機能を評

価する。これらの方法を用いることによって、

calreticulin 欠損マウス、過剰発現マウスの

内胚葉系幹細胞を分離し、そのカルシウムシ

グナルの解析をおこなうことが可能となる。 

膵臓β細胞特異的に cre recombinase を発現

するマウスと交配し、膵臓β細胞特異的な

calreticulin 過剰発現マウスを作成する。ま

た、脂肪細胞特異的プロモーターである aP2

プロモーターの制御下に cre recombinase を

発現するマウスとも交配を行い、脂肪細胞特

異的な calreticulin 過剰発現マウスを作成

する。これらのマウスにおいても表現型を解

析する。心筋細胞特異的に cre recombinase

を発現するマウスと交配することにより、心

臓特異的な calreticulin 過剰発現マウスを

作成している。このマウスは cre-loxP シス

テムを利用することにより繁殖系としての

維持が可能となり、解析に十分な個体数や心

筋細胞を集めることが可能となる。 

次に、この組織特異的 calreticulin 過剰発

現トランスジェニックマウスの脂肪細胞、膵

臓ラ氏島、血管内皮細胞、心筋細胞を分離す

る。脂肪細胞の分離にはコラゲナーゼ/KRB バ

ッファーよる細胞分散を用いた初代培養法、

ラ氏島の分離にはコラゲナーゼによるラ氏

島回収法、血管内皮細胞の分離には PSP 培養



法などを用いる。これらの過剰発現細胞では、

カルシウムシグナルの異常による糖、脂質代

謝異常、細胞膜レセプターやチャンネルの異

常による代謝制御の異常などが出現するこ

とが考えられる。これらの異常を、アディポ

サイトカイン、血糖、血中インスリンや脂質

の変化、細胞膜レセプターの発現量や糖鎖に

よる修飾異常の有無、細胞内カルシウム濃度

の変化などを解析することにより評価する。 

 
４．研究成果 

1：トランスジェニックマウスの表現型 

loxP-CRT トランスジェニックマウスと、

NKx2.5-cre トランスジェニックマウスとを

交配した結果、生まれてくるマウスの数は野

生型マウスの交配で生まれる数と明らかな

差はなかった。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、Ｎｋｘ2.5-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、

Nkx2.5-CRT トランスジェニックマウスの心

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。 

 
 

 

 

 

図 1 時間、空間的 calreticulin 過剰発現マ

ウスの作成  タモキシフェン投与により

任意の時期に calreticulin の過剰発現を誘

導することが可能である 

 

脳、胸腺、肺、肝臓、胃、膵臓、腸管、腎臓

にトランスジーン由来の calreticulin は発

現していなかった。脾臓にはトランスジーン

由来の calreticulin がわずかに発現してい

た(data not shown)。また、Nkx2.5-CRT トラ

ンスジェニックマウスと野生型マウス、それ

ぞれの心室からタンパクを抽出し、抗

calreticulin 抗体を用いたウエスタンブロ

ットを行った。Densitometry を用いた発現量

の解析の結果、NKx2.5-CRT トランスジェニッ

クマウスの心室では野生型マウスの心室と

比較して、calreticulin が約 44 倍過剰発現

していた。NKx2.5-CRT トランスジェニックマ

ウスの胎生 15 日目と生後 1週目における全

身および心臓の形態を観察したが明らかな

異常は認めず、生後 6週目までは野生型マウ

スと同様な体重増加を示した（生後 6週目の

Nkx2.5-CRT トランスジェニックマウス雄の

体重 18.4±1.5ｇ；平均±標準偏差(n=11)、

野生型マウス雄の体重 19.76±1.7ｇ；平均±

標準偏差(n=9)、生後 6週目の Nkx2.5-CRT ト

ランスジェニックマウス雌の体重 17.2±2.6

ｇ；平均±標準偏差(n=9)、野生型マウス雌

の体重 17.2±1.3g；平均±標準偏差(n=12)）。

しかし、Nkx2.5-CRT トランスジェニックマウ

スは生後6～10週で突然死することが分かっ

た。突然死した Nkx2.5-CRT トランスジェニ

ックマウスの中には、生後 7週目頃に著明な



浮腫を呈するマウスが存在した。 

 

   

 

 

図 2  Calreticulin 欠損マウスにおける糖・

脂質代謝異常：Calreticulin 欠損マウス(斜

線)では高脂血症と低血糖を認めた。内胚葉

系幹細胞のリン酸化シグナルにより細胞増

殖が制御される。 

 

２：各組織の形態、組織像 

Nkx2.5-CRT トランスジェニックマウスと野

生型マウスの間で心臓の重量の差はなかっ

た(生後 3週目における Nkx2.5-CRT トランス

ジェニックマウスの心臓の重量 38.3mg±

1.9mg；平均±標準偏差(n=3)、野生型マウス

の心臓の重量 40.6mg±1.1mg；平均±標準偏

差(n=3)、生後 7週目における Nkx2.5-CRT ト

ランスジェニックマウスの心臓の重量

60.6mg±5.8mg；平均±標準偏差(n=3)、野生

型マウス 66.9mg±1.7mg；平均±標準偏差

(n=3))。生後 7週目の NKx2.5-CRT トランス

ジェニックマウス、野生型マウスの心室、心

房の切片を用いて、ヘマトキシリン＆エオジ

ン染色を行った。NKx2.5-CRT トランスジェニ

ックマウスの心筋細胞の形態を見ると、細胞

の空胞化やひ薄化は認められず、野生型マウ

スと比べて心筋細胞の形態に変化は見られ

なかった。Nkx2.5-CRT トランスジェニックマ

ウスの心室、心房の切片を用いてＰＡＳ染色

を行ったところ、野生型マウスと比べて心筋

細胞の形態およびPAS陽性細胞に変化はなか

った。また、生後 7週目の NKx2.5-CRT トラ

ンスジェニックマウスにおける肺、肝臓、脾

臓、腎臓の組織を用いてヘマトキシリン・エ

オジン染色を行った。野生型マウスと比較し

て、NKx2.5-CRT トランスジェニックマウスの

肺、脾臓、腎臓、肝臓の間質にうっ血が見ら

れたが、各臓器の形態に変化はなく、組織の

壊死や変性は見られなかった。特に肺の組織

像を見ると、間質の毛細血管の拡張を伴うう

っ血が見られた。肺胞浮腫は見られなかった。

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。 

     

  

 

 

図3 時間的空間的calreticukin過剰発現マ

ウスの細胞においてカルシウムシグナルは

著明に増加している。 

 

３： アポトーシス解析 

生後 5週目、7週目の Nk2.5-CRT トランスジ

ェニックマウス、野生型マウスのそれぞれの

心室、心房のパラフィン切片を用いて、



TUNNEL 染色(ApopTag○RPlus Peroxidase In 

Situ Apoptosis Detection Kit)を行った。

Nkx2.5-CRT トランスジェニックマウスの心

室、心房を観察すると TUNNEL 染色陽性の細

胞数は、野生型マウスの TUNNEL 染色陽性の

細胞数と差はなかった 
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