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研究成果の概要（和文）：骨格筋細胞は、多核の長大な細胞である。この細胞の形態形成や維持に関わる小胞輸送シス
テムを解析する。骨格筋細胞に発現する、小胞輸送関連蛋白質のひとつに着目し、ノックアウトマウスを作出した。遺
伝子を欠損したヘテロ接合体やホモ接合体は、死産が多く見られた。骨格筋では、明確な形態異常は見つからなかった
が、肺を観察したところ、完全な無気肺もあれば、一部領域が無気肺で、死亡している例が見つかった。さらに、脳で
は、脳室の閉鎖や拡張といった形態異常が見つかった。通常の解剖作業では見つけにくい形態異常が見つかった。ノッ
クアウトした分子が骨格筋以外の組織で形態形成に関わることを示唆した。

研究成果の概要（英文）：Skeletal muscle cells have long, cylindrical shape. Development of the skeletal 
muscle cells is thought to be regulated by the intracellular membrane traffic, however, the membrane 
trafficking system in skeletal muscle cells is not fully understood. To gain an insight, I generated the 
knock-out mice lacking a member of SNARE proteins. The heterozygote and homozygote mice were often died 
around the birth. Skeletal muscles in mice lacking the molecule of interest seem to be normal. I found 
morphological defect in respiratory system and nervous system. These findings suggest that a member of 
SNARE proteins function in the development of respiratory system and nervous system, but not in skeletal 
muscles.

研究分野：骨格筋の細胞生物学

キーワード： 骨格筋　SNARE蛋白質
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１．研究開始当初の背景 

 

 骨格筋細胞は、細胞内に筋小胞体、T 管系と

いった特有な内膜系を発達させ、筋原線維によ

る運動を調節している。筋形質膜は一様でなく、

神経筋接合部や筋腱結合部といった特殊な領

域がある。また、筋形質膜のジストログリカンやイ

ンテグリンなどの膜蛋白質は、収縮運動での形

質膜損傷を防いでいる。このような骨格筋細胞の

形態形成や膜蛋白質のターンオーバーの際に、

膜小胞輸送が働いていると考えられるが、それら

を解析した報告はない。そこで、私は、骨格筋細

胞における膜小胞輸送の全体像を明らかにしよ

うと、SNARE 蛋白質の VAMP ファミリーに注目し、

研究を進めている。 

 SNARE 蛋白質は、膜小胞の繋留と融合を担う

蛋白質群である。3 つのサブファミリー（膜小胞の

VAMP ファミリー、ターゲット膜の Syntaxin ファミリ

ー、細胞質の SNAP25 ファミリー）が複合体を形

成 し 、 膜 小 胞 と タ ー ゲ ッ ト 膜 を 引 き 寄 せ る 。

SNARE 蛋白質の発現パターンは、細胞種によっ

て異なり、個々の SNARE 蛋白質は、細胞内で特

定の膜輸送過程に働くと考えられている。 

本申請研究で解析する VAMP5 は、1998 年に

EST データベース上で発見され、クローニングさ

れた（Zeng Q, Mol Biol Cell, 1998）。mRNA が骨

格筋と心筋に多く検出されたことから、VAMP5 は

筋特異的なメンバーと位置づけられた。しかし、

これ以降、VAMP5 の蛋白質発現や機能を解析

した報告はない。なお、VAMP ファミリーは、全 7

種類のメンバーからなる。VAMP1、2、3、7、8 に

関しては、欠損マウスを使った解析が行われ、神

経系、泌尿器系、内分泌系、免疫系などでの機

能が知られている（Nystuen AM, Neurogenetics, 

2006; Schoch S, Science, 2001; Yang C, Mol Cell 

Biol, 2001; Sato M, Traffic, 2011; Wang, C, Dev 

Cell, 2004）。 

 これまでに私は、VAMP2, 3, 4, 5, 7 および 8 

が、成熟骨格筋細胞もしくは分化途中の骨格筋

細胞に発現することを明らかにし、順次解析をす

すめている。VAMP5 に関しては、組織分布と細

胞内局在を明らかにした。VAMP5 蛋白質は、骨

格筋および心筋において筋形質膜直下に多く分

布することや、骨格筋では筋線維タイプによって

発現量が異なり、速筋線維により多いといった特

徴を見出した。 

 さらに、培養筋芽細胞株 C2C12 細胞を用いて、

筋分化初期における VAMP5 の役割と分布を解

析した。VAMP5 の発現は、単核の筋芽細胞には

なく、細胞融合の後、多核の筋管細胞で見られ

る。RNA 干渉法で VAMP5 の発現抑制をしても、

細胞融合過程には影響しなかった。VAMP5 の

細胞内分布を二重染色法で解析したところ、

VAMP5 の一部は、形成途中の T 管に分布する

ことや、三つ組を構成する分子（ジヒドロピリジン

受容体、リアノジン受容体）と共存することを見出

した（未発表）。 

 これらより、VAMP5 は筋分化初期には働かず、

成熟骨格筋および筋管細胞以降の分化過程に

おいて、筋形質膜の安定性や細胞内膜系の形

成に関与する可能性が考えられる。 

 

２．研究の目的 

VAMP5 ノックアウトマウスの作製と解析を計画す

る。先述の培養細胞では、筋管細胞形成までの

筋分化初期しか解析できない。ノックアウトマウス

を用いることで、筋分化後期の成熟過程や、成

熟骨格筋を解析することができる。VAMP5 ノック

アウトが、骨格筋細胞の内膜系形成や、筋形質

膜の安定性に、どのような影響を及ぼすかを明ら

かにする。 

 

３．研究の方法 

コンベンショナル・ノックアウトマウスを作出した。

国際プロジェクト（International Knockout Mouse 

Consortium）より、相同組換えをおこした ES 細胞

クローン、4 クローンを入手した。この ES 細胞は、

VAMP5 のすべてのエクソンを含む約 11 kbp の

領域を欠損する。胚盤胞にインジェクションする

ことで、キメラマウスを得た。交配を経て、ヘテロ

接合体欠損マウスが出生した。続いて、ヘテロ接

合体同士の交配を行った。野生型、ヘテロ接合

体、ホモ接合体マウスを得た。肉眼レベルでの観

察に加え、主要臓器の切片を用いた顕微鏡観察

を行った。全身を網羅的に形態観察するため、

ブロックフェースイメージング装置の開発を開始

した。 

 

４．研究成果 

キメラマウス作出と、ヘテロ接合体の作出に成功

し、ヘテロ接合体同士の交配から、73 匹のマウス

仔を得た。遺伝子型は、野生型：ヘテロ接合体：

ホモ接合体の比が、10:13:1 であり、メンデル比

（1:2:1）から大きく外れた結果になった。また死産

が多く、胎生期には発達しているが、出生前後で

死亡することが考えられた。死因を究明するため、



肉眼レベルの解剖と、臓器切片の顕微鏡観察を

行った。骨格筋組織では肉眼レベルでの形成異

常は認められなかった。出生時に呼吸をはじめ

ない個体や、不規則呼吸がみられたことから、肺

の切片を作成し、観察したところ、完全な無気肺

もあれば、一部領域が無気肺で、死亡している

例が見つかった。肺以外でも、全身をくまなく形

態形成の成否を観察できるように、ブロックフェ

ースイメージング装置の新規開発をすすめてい

る。マウス個体をまるごと 3D データとし、パソコン

上で解剖できる手法である。現在、装置は試作

の段階であるが、脳室の閉鎖や拡張といった、

通常の解剖作業では見つけにくい形態異常が

見つかった。今後は、呼吸器系、神経系以外で

の形態異常についても明らかにしていく。また、

装置をハイスループットにするための改良に取り

組み、形態異常の程度や頻度を明らかにする予

定である。 
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