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研究成果の概要（和文）：筋細胞膜カベオラ構成蛋白質 caveolin-3はシグナル分子と結合しその活性を制御する。わ
れわれは肢帯型筋ジストロフィーモデルとして筋萎縮を表現型とする変異caveolin-3 （CAV-3P104L）マウスを作出し
た。骨格筋ではcaveolin-3が欠損し、nNOS活性は亢進していた。nNOS活性亢進が、筋萎縮発症に促進的に働くか、抑制
的に働くか検証するため、nNOS/caveolin-3二変異マウスを作出した。二重変異マウスでは、CAV-3欠損マウスと比較し
、筋萎縮と筋力低下が増強した。caveolin-3欠損によるnNOS活性亢進は筋萎縮を抑制している。

研究成果の概要（英文）：Caveolin, an intergal membrane protein of the plasma membrane caveolae, binds to 
and regulates nitric oxide synthases (NOS) in several cells and tissues. However, interaction of 
caveolin-3 and neuronal NOS (nNOS) in myofiber has remained unknown. We previously generated a model of 
limb-girdle muscular dystrophy by overexpressing the disease-causing mutant caveolin-3 (CAV-3P104L) in 
skeletal muscle. Loss of caveolin-3 resulted in atrophic myopathy with increased sarcolemmal nNOS 
activity, indicating caveolin-3 binding and suppression on nNOS in myofiber. Here, we generated and 
characterized the double mutant mice showing both deficiency of nNOS and loss of caveolin-3 
(CAV-3P104L+/+, nNOS-/-). The double-mutant mice exhibited a reduction in the muscle mass and strength in 
comparison with the mutant caveolin-3 mice. Thus, increased sarcolemmal nNOS activity by the loss of 
caveolin-3 could prevent muscle atrophy in the pathogenesis leading to LGMD1C.
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１．研究開始当初の背景 

骨格筋萎縮(muscule atrophy あるいは

muscle wasting)は、筋ジストロフィーや

筋萎縮性側索硬化症などの神経筋疾患ば

かりでなく、慢性閉塞性肺疾患、脳卒中、

癌など様々な疾患で生命予後を規定する

病態である。近年、骨格筋萎縮に至る分

子機構が明らかとなってきたが、治療法

は皆無であり早急な開発が期待されてい

る。 

 代表的な筋ジストロフィーであるデュ

シェンヌ型筋ジストロフィー(DMD)では

筋細胞膜（鞘膜）下のジストロフィン欠

損によってジストロフィン糖蛋白質複合

体（DGC）の構成成分の一つである神経 

型一酸化窒素合成酵素(nNOS)蛋白質が欠

損する。最近、ジストロフィー欠損マウ

ス(mdx)では nNOS の欠損が骨格筋の二次

的血流障害を惹起して筋変性と筋疲労を

促進するという “two hit hypothesis”

が提唱されている(Kobayashi, et al. 

Nature 456, 511-515, 2008)。更に、細

胞膜 DGC に破綻がないジスフェルリン欠

損肢帯型筋ジストロフィー(LGMD)2B、メ

ロシン欠損先天性筋ジストロフィー

（MDC）1A、ステロイド糖尿病、廃用性筋

萎縮、加齢性筋萎縮（サルコペニア）、驚

くべきことに、筋萎縮性側索硬化症など

の神経原性筋萎縮においても筋鞘膜nNOS

蛋 白 量 が 著 減 す る と 報 告 さ れ 

(Hedderick, et al. Neurology 76, 

969-967,2011)、筋鞘膜 nNOS 活性と筋萎

縮病態との関連について注目が集まって

いる。一方で nNOS 欠損マウスの骨格筋で

は骨格筋萎縮や筋ジストロフィー変化が

生じない（Brenman, et al. Cell 82, 

743-752, 1995）、また NO供与体の投与に

よっても mdx マウスの筋萎縮が改善しな

いといった nNOS と筋萎縮の関連に否定

的な報告もあり、筋萎縮の分子機構にお

ける nNOS の役割については、なお結論が

出ていないのが現状である。 

 カベオリン(caveolin)はオリゴマーと

なって細胞膜のフラスコ状陥入構造カベ

オラを形成するだけでなく、NOS など様々

なシグナル伝達分子と結合しその活性を

制御する重要な足場蛋白質である。このう

ち血管内皮細胞ではカベオリン-１が内皮

型 NO 合成酵素（eNOS）と直接結合し活性

を抑制することが NO による血管運動調節

の一翼を担う（Balakumar, et al. JMCC, 

2011, Rpib ahead of print）。一方、正常

骨格筋ではカベオリン-3がnNOSと結合す

ることが証明されていたが、その意義は長

らく不明であった（Vernema, et al. JBC, 

272, 28187-28190, 1997）。1998 年にカベ

オリン-3 遺伝子変異による常染色体優性

肢帯型筋ジストロフィー1C (LGMD1C)家系

が初めて報告され(Minetti, et al. Nat 

Med 18, 365-368)、われわれは筋特異的プ

ロモーター下にこの家系で認められたド

ミナントネガティブ変異カベオリン-3

（CAV3P104L）を発現するトランスジェニッ

クマウス（ CAV3P104L Tg ）を作出した 

(Sunada, Hum Mol Genet 10, 173-178, 

2001)。このマウスの骨格筋は萎縮してカ

ベオリン-3は著減しnNOS蛋白量と筋鞘膜

局在には変化がないものの、筋鞘膜 nNOS

活性[NADH Diaphorase(NDP)法]は著明に

亢進していた。すなわち正常な筋鞘膜にお

けるカベオリン-3によるnNOS活性抑制機

構(図 2)を明らかとした。この結果は後に、

患者骨格筋でも証明された(Kubish, et al. 

Ann Neurol 53, 512-520, 2003)。 

 

 
２．研究の目的 

本研究は、このカベオリン-3 欠損による

nNOS 活性亢進(脱抑制)が、筋萎縮病態に

促進的に作用するのか、あるいは抑制的に

作用するのか、について検証する。すなわ



ち、カベオリン-3 欠損筋において nNOS を

欠損させると筋萎縮が増強するか？抑制

されるか？により、是非を検証することを

目標とする。これにより、筋萎縮分子機構

での nNOS 活性の役割、ひいては nNOS 上流

の制御分子であるカベオリン-3 の役割の

解明に繋げる。 

 
 
３．研究の方法 

  カベオリン-3 欠損 LGMD1C モデルマウス

と nNOS 欠損マウスを交配し二重欠損マウス

を作出する。カベオリン-3 欠損マウスの筋萎

縮性ミオパチーが二重欠損マウスで増悪す

るか改善するかについて骨格筋を解析する。

これによって nNOS 活性亢進がカベオリン-3

欠損に起因する筋萎縮に抑制的に働いてい

るか、促進的に働いているかについて病態機

構への関与を解明する。 

 これと併行して、筋萎縮モデル（坐骨神経

切除）におけるカベオリン-3 及び nNOS 欠損

について解析するを標的とした分子治療の

基盤を確立する。 

 
 
４．研究成果 

 まず、カベオリン-3欠損マウス（CAV3P104L 

Tg：CAV3P104L+/+）と、nNOS欠損マウス（nNOS 

exon 1欠損：nNOS-/-）を交配し、野生型

（CAV3P104L-/-/nNOS+/+）、カベオリン-3欠損

（CAV3P104L+/+/nNOS+/+）、カベオリン-3/nNOS

二重欠損（CAV3P104L+/+/nNOS-/-）、nNOS欠損

（CAV3P104L-/-/nNOS-/-）の4種類の表現型を示

すマウスを作出した。6-16週齢の体重及び握

力の増加は、野生型及びnNOS欠損マウスは同

等であった。これらと比較して、カベオリン

-3欠損マウスは、成長が有意に減少し、カベ

オリン-3/nNOS二重欠損マウスは、カベオリン

-3欠損マウスと比較しても、より有意に減少

を認めた。16週齢の骨格筋解析では、カベオ

リン-3欠損マウスでは、野生型及びnNOS欠損

マウスと比較して、骨格筋量が減少し、単一

筋線維断面積・筋線維数の減少が認められた。

カベオリン-3/nNOS二重欠損マウスでは、カベ

オリン-3欠損マウスより有意に減少を示した。

カベオリン-3欠損マウスでは、骨格筋の 

nNOS蛋白質量は野生型と比較して同等であっ

たが、筋細胞膜のnNOS活性（NDP染色）は著明

に亢進し、骨格筋粗分画のnNOS活性（トリチ

ウム・シトルリン法）も亢進を示した。一方、

カベオリン-3/nNOS二重欠損マウスおよび

nNOS欠損マウスでは、筋細胞膜及び骨格筋粗

分画のnNOS活性は消失を認め、血管型

NOS(eNOS)及び、誘導型NOS(iNOS)の代償性発

現は認められなかった。すなわち、カベオリ

ン-3欠損によるnNOS 活性亢進は、筋萎縮発症

に抑制的に作用すると結論できる。さらに、

野生型、カベオリン-3欠損、nNOS欠損、カベ

オリン-3/nNOS二重欠損マウスの一側座骨神

経を切除し、1週間後に小動物CTで骨格筋断面

積（下腿中央）、2週間後に前脛骨筋とヒラメ

筋の筋重量・単一筋線維断面積を測定した。

カベオリン-3欠損マウス及びnNOS欠損は野生

型コントロールと比較して座骨神経除神経後

の骨格筋断面積、筋重量、単一筋線維断面積

は有意に減少した。カベオリン-3/nNOS二重欠

損マウスでは、カベオリン-3欠損マウス及び

nNOS欠損と比較して、さらに減少が著明であ

った。カベオリン-3 及びnNOSは、神経原性筋

萎縮を抑制している可能性が示された。nNOS

とその上位制御分子カベオリン-3による骨格

筋萎縮抑制のより詳細な分子機構解明のため、

現在、骨格筋遺伝子発現解析に取り組んでい

る。 
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