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研究成果の概要（和文）：ゼブラフィッシュの遅筋特異的に発現するAChRに関して機能解析を行った。その結
果、遅筋型AChRが速筋型に比べて高いカルシウム透過性を示すことが示唆された。さらにゼブラフィッシュを用
いて遅筋型AChRのカルシウム透過性を遺伝子改変によって喪失させたところ、発生初期において著しく運動機能
が低下した。運動機能は発生が進むにつれて向上していったため、遅筋におけるカルシウム透過性は発生の初期
段階の運動機能にとって重要であることが示唆された。未成熟な遅筋の収縮機構において、AChRを介して流入す
るカルシウムが重要であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we found that the slow muscle-type AChR shows much 
higher Ca2+ permeability than the fast muscle-type one.To analyze the physiological significance of 
the Ca2+ influx through AChRs of slow muscles, we generated a transgenic (Tg) zebrafish that 
expresses Ca2+ impermeable AChRs in its slow muscles. Loss of the Ca2+ permeability markedly 
decreased locomotor activities at 1-3 days post fertilization (dpf) stages. However, locomotor 
activities of the Tg line improved during development, and 5dpf Tg showed locomotor activities 
comparable to zebrafish that express wild-type (WT) AChRs in their slow muscles.  These results 
suggest that Ca2+ influx through AChRs contributes to slow muscle contraction in early developmental
 stages. 

研究分野： 生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の結果から、遅筋を介したCa2+流入は発生初期の遅筋のCa2+応答の持続に重要であり、これが失われるこ
とで運動機能が大きく低下することが示唆された。これにより、遅筋の収縮プロセスにおいてAChRを介したCa2+
流入が重要であることが新たにわかった。従来の筋収縮機構のモデルに新たな知見が加わったといえる。遅筋の
カルシウム透過性が収縮に重要であるという報告はこれまでにないものであり、筋収縮メカニズムの新たな仕組
みの理解に繋がる成果が得られたと言える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

運動機能を担う骨格筋には速筋と遅筋が存在し、動物の運動制御においては両者の収縮

が精密に制御されることが重要である。 

従来、速筋と遅筋の収縮過程について、運動ニューロンからの刺激の受容から筋収縮まで

のプロセスは共通と考えられてきた。この過程では、神経筋接合部のニコチン性アセチルコ

リン受容体(AChR)が、運動ニューロンと筋を繋ぐ重要な機能を担う。AChR は、、、（も

しくは）サブユニットで構成される 5 量体イオンチャネル型受容体であり、アセチルコリ

ン受容に伴って陽イオンを細胞内に透過させ、膜電位を上昇させる。これにより電位依存性

Na+チャネル(Nav)が開口し、筋細胞が脱分極し、筋小胞体から筋収縮のトリガーである Ca2+

が放出され、筋が収縮する。 

しかし近年、遅筋が速筋とは異なる収縮制御メカニズムをもつ可能性が示唆されている。

2004 年、ゼブラフィッシュにおいて、遅筋が Nav を発現しないという報告がなされた(Ali 

et al., 2004)。これにより、速筋と遅筋の収縮制御過程が異なる可能性が示された。さら

に、骨格筋の AChR は必ずもしくはサブユニットを含むと考えられていたが、2011 年、ゼ

ブラフィッシュの筋から、、、のみで構成されるAChR(新規型AChR)が発見された(Mongeon 

et al., 2011)。私は、いち早く発現分布を解析し、新規型 AChR が遅筋特異的に発現し、速

筋には従来型 AChR のみが発現することを示した(Zempo et al., Science Aｄｖances, 

2020)。 

これらから、遅筋は従来知られていた筋収縮の過程とは異なる未知の収縮メカニズムを

もつ可能性が示唆された。しかし新規型（遅筋型）AChR の機能には未解明な点が多く、遅

筋の収縮にどのように関わるかは不明である。これを解明することは脊椎動物の運動機能

制御の新たな仕組みの理解に繋がるため、極めて重要な意義をもつ。 

AChR の特に重要な性質の 1 つはイオン選択性であり、この性質は、AChR の細孔(イオン

を通す孔)部分のアミノ酸で決まる。AChR 構成サブユニットの中で、とは細孔部の

intermediate ring と呼ばれる個所に非荷電性のグルタミン(Q)をもつが、、、はこの箇

所に酸性のグルタミン酸(E)をもつ。興味深いことに、脊索動物のカタユウレイボヤの AChR

は全サブユニットが当該箇所に Eをもち、さらに Ca2+透過性を示す(Nishino et al., 2011)。

脊椎動物の速筋型 AChR は Ca2+を透過しないため、これは非常にユニークな性質である。さ

らにカタユウレイボヤのこの性質は intermediate ring の E を Q に改変すると失われる。

従って、AChR は、構成サブユニットの intermediate ring がすべて E であれば Ca2+を透過

し、Qが含まれれば透過しないと予想される。すなわち、とを欠く遅筋型 AChR は Ca2+を透

過する可能性が高いと考えた。 

これに基づき、私は、脊椎動物であるゼ

ブラフィッシュの遅筋型 AChR が Ca2+を透

過させる性質をもち、AChR から流入する

Ca2+が遅筋の収縮に重要であると考え、遅

筋の収縮メカニズムについて以下の仮説を

たてた。速筋では、従来知られているよう

に、Nav 開口により細胞が脱分極すること

で筋小胞体上の電位依存性 Ca2+チャネルが



開き、これによってリアノジン受容体から Ca2+が放出される（図参照）。一方、Nav をもたな

い遅筋では AChR から流入した Ca2+が直接筋小胞体のリアノジン受容体を刺激し、Ca2+放出

を引き起こすと考えた。 

 
２．研究の目的 

上記の背景を踏まえ、本研究では「遅筋型 AChR がどのような特徴をもち、その特徴が遅

筋の制御にどのように寄与するか」を学術的「問い」として、Ca2+透過性を中心とした遅筋

型 AChR のチャネル特性と、その遅筋の活動における寄与の解明に取り組むこととした。 
まず①発現系を用いた解析により速筋型、遅筋型 AChR の Ca2+透過性の違いを確認した後、
Ca2+透過性を改変した AChR 構成サブユニットを作製し、この改変型 AChR サブユニットを用
い、②遅筋の AChR の Ca2+透過性を喪失したゼブラフィッシュ系統を作製して筋の活動への
影響を Ca2+イメージングで解析することとした。さらにこの系統を用い③遅筋の Ca2+透過性
の喪失が個体の運動機能に及ぼす影響を、運動解析により明らかにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 

(1)新規型 AChR のチャネル特性の解明 

新規型 AChR の特性を、発現系を用いた電気生理学的手法にて解析した。アフリカツメガ

エル卵母細胞に AChR を発現させ、アセチルコリン投与中に流れる電流を膜電位固定法で記

録した。Ca2+透過性を解析するため、様々な Ca2+組成のリンガー液中で実験し、それに伴う

イオン電流の変化を記録した。これを速筋型、遅筋型で比較し、次に intermediate ring の

アミノ酸を E から Q に改変したを作製した。この改変型サブユニットを含む AChR につい

て、同様の手法で Ca2+透過性の変化を確認した。 

(2)遅筋細胞の活動における AChR の Ca2+透過性の意義を解析 

遅筋の AChR の Ca2+透過性を喪失させたゼブラフィッシュ（稚魚）を用い、Ca2+イメージン

グで遅筋の活動への影響を解析した。遅筋に Ca2+指示薬を導入し、アセチルコリン投与時の

応答を記録した。 

(3)運動機能における Ca2+透過性の意義を解析 

 AChR の Ca2+透過性が運動機能にもたらす影響を解析した。Ca2+透過性を喪失させたゼブラ

フィッシュを用いて運動機能解析を行った。ハイスピードカメラを用いて遊泳速度や遊泳

時の身体の屈曲角度を解析した。 
 
４．研究成果 

速筋型と遅筋型 AChR の Ca2+透過性について電気生理学的手法を用いて解析した結果、遅

筋型の AChR は速筋型と比較して高い Ca2+透過性を示すことが示唆された。改変を加えたδ

サブユニットを含む遅筋型 AChR では Ca2+透過性は認められなかった。次に、遅筋型 AChR の

Ca2+透過性を喪失させた遺伝子改変ゼブラフィッシュを作製し、運動機能を解析した。遅筋

特異的プロモーター制御下で、アミノ酸改変により Ca2+透過性を喪失させた AChR を発現さ

せた。これを用い、受精後 1-3 日齢の稚魚で運動機能を解析したところ、Ca2+透過性を喪失

した個体では遊泳速度や遊泳時の尾の振幅などが著しく低下しており、運動機能が低下す

ることが示唆された。しかし、成長が進むにしたがって運動機能は向上し、受精後５日齢で

は Ca2+透過性を喪失した個体は正常な遅筋型 AChR をもつ個体と同等の運動機能を示した。

これらの結果から、遅筋型 AChR を介して流入した Ca2+は発生初期の遅筋の収縮において重

要な機能をもつと考えられた。 

さらに、この Ca2+流入が遅筋の細胞レベルでの活動に及ぼす影響を Ca2+イメージングによ

って解析した。Ca2+透過性を喪失した個体の遅筋細胞では、アセチルコリン投与によって細

胞内 Ca2+濃度の上昇がみられたが、正常な AChR を発現する遅筋に比べ、上昇した Ca2+濃度



の低下が速く、Ca2+応答がより短い時間で終息することがわかった。この短い Ca2+応答が運

動機能の低下の原因と考えられる。 

これらの結果から、遅筋を介した Ca2+流入は発生初期の遅筋の Ca2+応答の持続に重要であ

り、これが失われることで運動機能が大きく低下することが示唆された。これにより、遅筋

の収縮メカニズムに AChR を介した Ca2+流入が重要であることが新たにわかった。従来の筋

収縮機構のモデルに新たな知見が加わったといえる。 
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