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研究成果の概要（和文）：申請者らが以前に発見し報告したミツグミン２３(MG23)は小胞体と核

膜に発現する機能不明な 23kDaの膜タンパク質である。MG23は様々な細胞系で検出され、骨格

筋、心臓、脳といった興奮性組織で発現が顕著である。 MG23の機能解明を目指して、イース

トによる組み換え MG23タンパク質の大量培養、精製の系を立ち上げ、MG23 は 6 回対称構造で

中心に穴のあいたボウル様の構造をとることを予想した。さらに、精製タンパク質の電気生理

的解析により、陽イオンチャンネルであることを見出した。 

 
研究成果の概要（英文）：Mitsugumin 23 (MG23) is a 23 kDa transmembrane protein localized 
to the sarcoplasmic/endoplasmic reticulum and nuclear membranes in a wide variety of cells. 
Single-particle three-dimensional reconstruction revealed that MG23 forms a large 
bowl-shaped complex equipped with a putative central core. After reconstitution into 
planar phospholipid bilayers, purified MG23 behaved as a voltage-dependent 
cation-conducting channel.  
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１．研究開始当初の背景 

申請者らはウサギ骨格筋小胞体膜を抗原と
するモノクローナル抗体ライブラリーを作
製し、蛍光抗体染色により未同定な膜タンパ
ク質を見出してきた。この方法で見出した
MG23 は小胞体膜と核膜に分布していたが、
機能は不明であった。 

２．研究の目的 

機能不明な MG23 の生理機能解析が研究目
的である。小胞体膜上の MG23 は N 末にシ
グナルペプチドを有し、その切断により生じ
る成熟型は約 19kDa で、複数回の膜貫通セ
グメントを有することが推定される。イオン
チャネル活性の有無は解析すべき重要な目
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的であり、生理機能を調べる上でノックアウ
トマウス作製も急務である。 

細胞質のカルシウム濃度の上昇は生理的反
応のスイッチとなっており、その制御は神経
伝達物質やホルモンの放出、筋細胞の収縮、
細胞増殖や細胞死など多彩な細胞機能に及
んでいる。興奮性細胞における生理反応では、
電気シグナルは例外なく細胞内カルシウム
シグナルへ変換され、表層膜上の電位依存性
カルシウムチャネルと細胞内ストア上のカ
ルシウム放出チャネル（リアノジン受容体）
の機能共役によるシグナル変換が普遍的に
観察される。骨格筋においては興奮収縮連関
のために小胞体のカルシウムストアとして
の機能が極めて特化されており、大量調整可
能な小胞体における構成タンパク質群の解
析が最も進んでいる。しかしながら、その筋
小胞体分画のタンパク質群においても、今な
お機能不明な分子が山積みされており、それ
らの細胞内カルシウムシグナリングへの貢
献を解明することが学術的に求められてい
る。我々の研究室は興奮性細胞における電気
シグナルーカルシウムシグナル変換、小胞体
のカルシウム放出機構やカルシウムストア
機能の分子レベルからの理解に多大に貢献
しており、カルシウムシグナルに寄与すると
推定される分子群の新規同定から分子基盤
を整備する研究を継続している。私が参加し
た代表的な研究成果としては、骨格筋特殊膜
構造の形態を維持して間接的にカルシウム
シグナリングを調節するミツグミン２９
(MG29)の発見と機能解析、細胞膜と小胞体
を架橋するタンパク質であるジャンクトフ
ィリンの発見と生理機能の解明、小胞体カル
シウム容量を細胞質へ伝える機能が推定さ
れる新規膜タンパク質であるカルミンの発
見、小胞体カルシウム放出と同調して発生す
るカウンターイオンとしてのカリウムの膜
透過を担う TRICチャネルの発見などがある。 
 

３．研究の方法 

(1)精製、チャネル活性測定、構造解析：比
較的容易に大量の筋肉を得られるウサギを
材料として MG23の精製を行う。ウサギ骨格
筋より膜タンパク質を調整し、可溶化の後抗
体カラムに吸着させ非特異的結合を洗浄し
た後、ペプチドを加え競合的に溶出する。得
られた精製物はオリゴマーを形成していな
いかどうかを確認するクロスリンク実験や、
人工脂質二重膜法によるチャンネル活性測
定、構造解析を行う。構造解析は共同研究に
て電子顕微鏡像の単粒子解析による三次元
構造の再構築を行う予定である。同時に、酵
母を用いて組換え MG23の精製も並行して行
う。 
(2)ノックアウトマウスの作製と解析：ノッ
クアウトマウスを作製し、明らかな表現系が

認められた場合は早急にその解析を行う。組
織学的解析は必須である。また明らかな表現
系が認められない場合は、MG23が高発現して
いる筋肉に焦点を絞り研究計画をたてる。具
体的には、組織学的解析、張力測定、運動能
力測定などをまずはじめに予定している。 
 
４．研究成果 
 (1)精製、チャネル活性測定、構造解析：ウ
サギ骨格筋と酵母を用いた組換え MG23 の精
製を行った。これまでの検討で部分精製 MG23
を再現性よく回収することが可能となった。
得られた精製 MG23 を化学架橋薬処理するこ
とにより、MG23はホモ６量体をとることが示
唆された。 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

この情報と精製タンパク質の電子顕微鏡観
察像を用いて単粒子解析を行い、MG23 は 6

回対称構造で中心に穴のあいたボウル様の
構造をとることを予想した。さらに、精製タ
ンパク質の電気生理的解析により、電位依存
性のカリウム、カルシウム透過能を備えた陽
イオンチャンネルであることを見出した。 
(2)ノックアウトマウスの作製と解析：ノッ
クアウト(KO)マウスを作製しその解析を行
った。MG23KOマウスは明らかな表現系はなく
交配も可能であったが、筋肉は質重量が減少
し張力回復の異常が観察された。また組織学
的以上として筋肉 SRの膨潤が観察された。 
 



 

 
  図２MG23 ノックアウトマウス作製スト
ラテジー、及びサザンブロット、PCR, RT-PCR, 
ウエスタンブロット 
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