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研究成果の概要（和文）：内臓臓器を構成する平滑筋細胞の運動はミオシンのリン酸化により制御されている。CPI-17
はミオシンホスファターゼの内因性抑制蛋白質であり、ミオシンのリン酸化を調節する。CPI-17は血圧調節や消化管な
どの運動制御や、高血圧や気管支炎、発がんなど様々な病態への関与が示唆されている。本研究では、CRISPR/Cas9ゲ
ノム編集システム技術により、世界で初めてCPI-17KOマウスとCPI-17のリン酸化制御しているアミノ酸の点変異ノック
インマウスの作出に成功した。今後、これらの遺伝子改変動物を使ってCPI-17の生理学的および病態生理学的機能解析
を行う。

研究成果の概要（英文）：Motility of smooth muscle cell is regulated by phosphorylation of myosin, which 
is modulated by myosin light chain kinase and myosin phosphatase. CPI-17 is an endogenous inhibitory 
protein of myosin phosphatase. Phosphorylated CPI-17 at Thr38 inhibits myosin phosphatase activity. The 
CPI-17 signaling is known to regulate pathophysiological functions such as hypertension, asthma and 
cancer in addition to regulate physiological functions such as blood pressure and intestinal motility and 
so on. However, production of mutant mice targeting CPI-17 were not succeeded in the world. In the 
present study, we approached to make mutant mice targeting CPI-17 by using CRISPR/Cas9 system. We 
succeeded to establish three mutant mice targeting CPI-17, CPI-17 knock-out, constitutive active CPI-17 
(CA[T38E]CPI-17) knock-in and dominant negative CPI-17 (DN[T38A]CPI-17) knock-in mice. We started to 
clarify physiological and pathophysiological functions of CPI-17 by using these mutant mice.

研究分野： 薬理学
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１．研究開始当初の背景 

内臓平滑筋の収縮はミオシンのリン酸化

制御による。RhoA/Rho kinase 系と CPI-17 系

によるミオシンホスファターゼ(PP1 PPase)活

性調節が、このミオシンのリン酸化を制御し、

様々な疾患の要因となっている。さらに、1) 

CPI-17 はガン抑制蛋白質 Merlin のリン酸化

を制御してガン化に関与すること（Nature 

2006）、2) 血管病変に重要な平滑筋脱分化を

制御する転写因子 MEF2/Myocardin/SRF のリ

ン酸化制御をすること（JBC 2012）など、全

く新しい病態生理機構に関与する可能性が

近年提唱され始めた (図１)。しかし、多く

の遺伝子改変動物の作出が容易になった現

代においても、CPI-17 の遺伝子改変動物の作

出は成功に至っておらず、CPI-17 が担ってい

る生理学的機能や病態生理学的機能を in vivo

のレベルで実証できず、関連分野の研究に大

きな遅れをもたらしている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（図１）CPI-17/PP1PPase 系の関与が現在 
想定される疾患 

 

２．研究の目的 

本研究は、遺伝子同定以来 30 年近い今日

まで世界で成功していない、ミオシンの脱リ

ン酸化酵素（ホスファターゼ；PP1 PPase）の

内在性抑制タンパク質である CPI-17KO マウ

スを作出し、生理的な血圧制御や消化管運動

制御、ならびに高血圧、動脈硬化、気管支喘

息、消化器運動障害、分娩異常、さらにはガ

ンの病態進行における CPI-17/PP1 PPase 制御

系の役割を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

申請者は、予備研究としてすでに世界に先

駆けて CPI-17 遺伝子欠損 ES 細胞の樹立に成

功している。そこで、ES 細胞を使った通常の

方法により CPI-17 KOマウスの作出を試みる。 

また、得られた KO マウスを用いて、正常

血圧の測定や、消化管運動や子宮運動の測定

などの生理学的機能解析を実施する。 

 バルーンカテーテルによる頸動脈内皮障

害血管リモデリンモデル、喘息モデルなど

を作出し、CPI-17 の病態生理学的役割につ

いて解析する。 

 

４．研究成果 

 初年度は、CPI-17 遺伝子欠損 ES 細胞を用

いてキメラマウスの作製を試み、さらには

CPI-17 欠損マウスの作製に従事した。しかし、

キメラマウスの作出に成功しなかった。その

原因について様々な検証を行ったが原因を

突き止めるに至らなかった。 

そこで、ES 細胞を用いることをあきらめ、

あらたに CRISPR/Cas9 ゲノム編集システム

技術を導入し、CPI-17 変異マウスの作製に着

手した。これまでの研究成果より、CPI-17 は

Thr38 のリン酸化により活性化され、標的タ

ンパク質であるミオシンホスファターゼ触

媒サブユニット PP1cδと結合し、ホスファタ

ーゼ活性を直接抑制することが知られてい

る。そこで、Mutagenesis により Thr38 を

Glutamic acid に置換した Constitutive active 

CPI-17（以下 CA[T38E]CPI-17）と、Thr38 を

Alanine に置換した Dominant negative CPI-17

（以下 DN[T38A]CPI-17）、CPI-17 の全欠損

（以下 CPI-17 KO）のコンストラクトを作製

し、それらを使って 3 種類の CPI-17 ミュータ

ントマウスの作製をデザインした （図２）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（図２）CRISPR/Cas9 ゲノム編集システム 
    使った CPI-17 遺伝子改変動物 

 

ゲノム編集への手法変更により、当初の研究

 

CRISPR/Cas9ゲノム編集システム

疾患関連遺伝子多型の作製／修復が
簡便に行える次世代型遺伝子改変技術
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計画は大きく遅れ、CPI-17 を標的とした遺伝

子改変動物の作出は次年度へ持ち越された。 

しかし、最終的に CPI-17 KO マウスの作出に

成功した。雌雄の出生率や成長曲線をはじめ、

野生型と KO マウスとの間に大きな表現形の

相違は認められなかった。最終的に、得られ

た CPI-17KO マウスを SPF 化するために業者

へのクリーニングを依頼し、クリーニングを

完了したヘテロマウスを得、最終的にホモマ

ウスによる繁殖を軌道に乗せた。 

 一方、CA[T38E]CPI-17 と DN[T38A]CPI-17

の knock-in マウスについては、オフターゲッ

ト効果が出現してしまい、当初、knock-in マ

ウスの作出は困難であった。しかし、その後、

酵素活性条件などを修正するなど、細かい実

験系の調整を行うことで、最終的に両

knock-in マウスの作出に成功した。得られた

knock-in マウスの雌雄の出生率や成長曲線な

どの表現形は野生型マウスとの間に大きな

相違は認められなかった。最終年度末に、両

系統の SPF 化の依頼を行い、5 月初旬にヘテ

ロマウスとしてクリーニングを完了して再

入手する予定である。 

 以上、研究期間の 2 年間で、世界で初めて

CPI-17 KO マウスと、CA[T38E]CPI-17 と

DN[T38A]CPI-17 の 2 系統のミュータント

CPI-17 knock-in マウスの作出に成功し、

CPI-17 の生理学的、病態生理学的機能を

解明する重要なツールを得た。  

研究期間は終了してしまうが、今後、これ

らの CPI-17 遺伝子改変動物を用いて下記の

点についてさらに解析を行い、CPI-17 の生理

学的ならびに病態生理学的機能について in 

vivo のレベルで解明していく。 

・テレメトリーシステムを用いた無拘束下で

の生理的血圧変動における CPI-17 遺伝子改

変動物の影響の解析。 

・生理学的消化管運動機能における CPI-17

遺伝子改変動物の影響の解析。 

・分娩時の子宮運動における CPI-17 遺伝子改

変動物の影響の解析。 

・高食塩負荷高血圧モデルにおける CPI-17

遺伝子改変動物の影響の解析。 

・腸炎疾患における CPI-17 遺伝子改変動物の

影響の解析。 

・頸動脈内皮細胞傷害血管リモデリングモデ

ルにおける CPI-17 遺伝子改変動物の影響の

解析。 

・気管支喘息モデルにおける CPI-17 遺伝子改

変動物の影響の解析。 
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