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研究成果の概要： 
運動における骨格筋の役割や相互の関係を調べるために、運動感受性遺伝子 Rcan1 遺伝子のプ
ロモーターを用いた遺伝子改変動物の作出を行った。その結果、短半減期レポーター遺伝子が
組み込まれた 9 系統の動物ファウンダーが得られ、7 系統を維持することに成功した。これら
の動物では、Rcan1 プロモーター制御下に短半減期レポーターの発現が観察された。今後、運
動、姿勢制御における骨格筋の視覚的、定量的解析に寄与することが期待される。 
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１．研究開始当初の背景 

我々の日常生活は、400 を超える骨格筋の
活動に支えられている。骨格筋は、作用の似
た複数の骨格筋がグループを作る。例えば、
足関節の伸筋群、屈筋群は、それぞれ７つと
６つの骨格筋で構成されている。これまでに、
動作の主動筋となる大きな骨格筋の作用は
明らかにされてきたが、より小さな骨格筋が
どのように動員され協調するのか良く分か
っていない。 

骨格筋を構成する筋線維は、収縮速度や代
謝能力の異なる遅筋線維(Type I)と速筋線維
(Type II)に大別される。遅筋線維は、酸化

的リン酸化能や疲労に対する抵抗性が高く、
基本的な姿勢の保持や筋持久力にとって非
常に重要である。齧歯類の全骨格筋における
遅筋線維の分布を検索したところ、遅筋線維
の割合は、７つの下肢骨格筋で非常に高く、
50％以上であることが分かった (人見ら, 
2004)。他の骨格筋での遅筋線維の割合は
20％以下である。７つの骨格筋は、非常に小
さく、従来その役割は不明であった。興味深
いことに７つの骨格筋の作用と部位を検討
すると、安静時の姿勢保持に重要な役割を担
う可能性が推察された。しかし、これらの小
さな骨格筋の役割を明らかにするためには、
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直接、骨格筋の活動状態を観察する必要があ
ると考えられた。 

近年、Ca2+依存性のタンパク質・脱リン酸
化酵素であるカルシニューリンが筋線維の
発達や維持に大きな役割を担うことが明ら
かにされてきた。カルシニューリンは、細胞
内 Ca2+刺激によって活性化され、転写因子 
NFAT を介して、筋線維に特異的な遺伝子群
の発現を誘導する (Chin ら, 1998; Crabtree
ら, 1999; Olson ら, 2000)。これまでに、我々
は、急性運動によるカルシニューリン情報伝
達系の活性化を研究してきた（人見ら, 2003）。  
その結果、カルシニューリンの活性制御因子
で あ る  Regulator of  calcineurin 
1(Rcan1)遺伝子の mRNA 発現が運動刺激に
よって強く誘導されることを見いだした。
Rcan 1 遺伝子の発現制御を検討したところ、
プロモーターの NFAT 結合配列を介してカル
シニューリン情報伝達系によって制御され
ていた。さらに、急性運動による Rcan mRNA 
の発現誘導は、一過性に運動後４時間で強く
誘導されること、非常に低強度の運動によっ
て発現が誘導されること、発現レベルが運動
強度と良く相関すること、筋線維タイプの割
合に関わらず全ての骨格筋で発現誘導され
ることが分かった。実際に、骨格筋にレポー
ター遺伝子を一過性に導入して Rcan 1 プロ
モーター活性を測定したところ、急性運動に
よって活性化を受けることが証明された。こ
れらの結果は、Rcan プロモーターが骨格筋
活動を反映するバイオマーカーになり得る
ことを示唆していた。 
 
２．研究の目的 

運動における骨格筋の役割や相互の関係、
特に主動筋に対して補助的な役割を果たす
小さな骨格筋の役割を調べるために、１）骨
格筋での半減期を最適化した緑蛍光タンパ
クやルシフェラーゼ遺伝子の作成、２）運動
感受性遺伝子 Rcan1遺伝子プロモーター制御
による短半減期レポーター遺伝子の作成、
３）Rcan1 プロモーター・レポーター遺伝子
を導入した遺伝子改変動物(運動レポーター
マウス)の作出を目的とした。 
 
３．研究の方法 
１）レポーター遺伝子の改変 

運動レポーターマウスでは、骨格筋で適切
な半減期を持つレポーター遺伝子を発現さ
せる必要がある。適切な半減期を持つレポー
ターを得るために、蛍光タンパク (EGFP, 
Clontech 社)やルシフェラーゼ(Promega 社)
遺伝子にタンパク質の半減期を短くする
PEST 配列を挿入し、さらに PEST 配列に遺
伝子変異を導入し様々な半減期を持つレポ
ーター遺伝子を作成する。変異の導入には、
PCR 法を用い、クローン化した後に塩基配

列を確認した。 
 
２）改変レポーターの半減期 

CMV プロモーター(CMVpro)を組み込ん
だレポータープラスミドを一過性に培養細
胞株 HEK293 へ導入し、タンパク合成を阻
止するサイクロヘキシミド処理後に緑蛍光
タンパクの減衰を蛍光顕微鏡で、また、ルシ
フェラーゼ活性の減衰を定法に従い検討し
た。  
次に、運動感受性の Rcan1 プロモーター

(Rcan1pro)をレポータープラスミドに組み
込み、Ca２＋イオノフォア処理により一過性
のレポーター発現誘導を確認した。 
 
３） in vivo での改変レポーター発現量と半
減期 

我々が開発してきた骨格筋遺伝子導入法
（人見ら、特願 2003-10167）を用いてマウ
ス骨格筋で改変レポーター遺伝子を発現さ
せて、適切な半減期を持つレポーター遺伝子
を選択した。先ず、CMV プロモーターに組
換えたレポーター遺伝子を ICR マウスの前
頸骨筋に導入し、３日後に骨格筋を採取して
凍結切片を作成、蛍光顕微鏡下に筋線維内で
の蛍光量や発現量を確認した。 
次に、Rcan1 プロモーター緑蛍光レポータ

ー遺伝子を導入し、３日後に動物用トレッド
ミルにて急性運動を負荷する。経時的に骨格
筋を採取し、骨格筋内での蛍光タンパク発現
動態を検討した。遺伝子導入のコントロール
として CMV プロモーター・ルシフェラーゼ
か RCAN1 プロモーター・ルシフェラーゼを
共導入し、骨格筋サンプルの一部から可溶性
タンパクを抽出しルシフェラーゼ活性を測
定した。 
４）運動レポーターマウスの作出と繁殖 

２）で選択した Rcan1 プロモーター・レ
ポーター遺伝子（短半減期緑蛍光タンパク遺
伝子、及び、短半減期ルシフェラーゼ遺伝子）
を調製し、遺伝子改変マウスの作出に供した。
ホストに C57BL/J を用いた。 
 得られたファウンダー動物を野生型
C57BL/J と交配し、遺伝子組換え動物の系統
維持と共に導入遺伝子の発現量を検討する
ための固体の生産を行った。 
 
４．研究成果 
１）短半減期レポーター遺伝子 

In vivo で骨格筋活動を可視化するために
短半減期レポーター遺伝子を作成した。レポ
ーター遺伝子の基本構造を Fig1 に示す。
pEGFP-C1、及び、pGL4Luc をバックボー
ンとしてレポーター遺伝子の上流に運動感
受性 Rcan1 遺伝子エクソン４プロモーター
配列を、レポーター遺伝子の 3’端にインフレ
ームでタンパク質不安定化配列(PEST)を挿



 

 

入した。半減期を調製するため PEST 配列に
種々の遺伝子変異を導入し、不安定化効率を
変化させたレポータープラスミドを作成し
た。 

 

 
２）改変レポーター遺伝子の選択 
 作成した短半減期レポーター遺伝子から
Rcan1 遺伝子プロモーター活性を反映した
レポータータンパク発現応答を示すクロー
ンの選別を行った。先ず、レポーターを恒常
的に発現させることのできる CMV プロモー
ターに組換え、培養細胞に導入しサイクロヘ
キシミド処理によって半減期を測定した。結
果より、レポーター活性の極端に短いクロー
ンや野生型レポータータンパクと半減期が
変わらないクローンを同定し、以下の実験か
ら除外した。次に、培養細胞 Rcan1 プロモー
ターによる発現誘導を培養細胞株で検討し
た。 

Rcan1 プロモーター・ルシフェラーゼ遺伝
子（Rcan1-Luc）を導入後、イオノマイシン
処理（１時間）を行い、処理開始前、開始後
７時間までのルシフェラーゼ活性を測定し
た。 

 

 
その結果、短半減期化したルシフェラーゼ

は、プロモーター活性に応答して活性変化す
ることが確認できた。応答性は、クローンに
よって異なっており、刺激後３～５時間をピ
ークとする Rcan1-Luc クローンを遺伝子改
変動物の作出に用いることにした（Fig2）。 
次に、Rcan1 プロモーター・緑蛍光タンパ

ク遺伝子（Rcan1-GFP）について同様の解析
を行った。イオノマイシンで１時間処理した
後、洗浄してメディウム交換を行った。処理

前、処理後２時間、１２時間に緑蛍光タンパ
クの発現を観察した(Fig3)。 
バックグラウンド、誘導後の蛍光強度、イ

オノマイシン除去後の蛍光減衰特性を比較
したところ、クローン間で大きな差が認めら
れた。Fig3 に代表的なクローンの実験結果を
示す。 e4EGFP/T クローンは、野生型
e4EGFP/wt に比較してバックグランドが十
分に低く、誘導後一過性に蛍光強度が増強す
る。12 時間後には、十分蛍光強度が減衰する。
これに対して e4EGFP/S のように半減期が
極端に短いクローンでは、十分な蛍光強度を
得ることが出来なかった。 

 

 
３）運動レポーターマウス 
以上の結果から遺伝子改変動物の作出に

用いる短半減期レポーター遺伝子を選択し、
動物の作出を行った。 

 
その結果、２匹の短半減期 GFP 遺伝子導

入動物（Tg(GFP)）と８匹の短半減期ルシフ
ェラーゼ遺伝子導入動物（Tg(Luc)）のファ
ウンダーが得られた(Table1)。ファウンダー
動物を元に交配を行ったところ、各１系統、
６系統が確立された。 

繁殖した動物について、導入遺伝子 mRNA
の発現を確認したところ骨格筋（前頸骨筋
(TA)、ヒラメ筋(S)）、心筋(H)、肝臓(L)、大
脳(B)において mRNA の発現が確認された
（Fig4）。 



 

 

 
 以上より、本研究では、Rcan1 運動感受性
プロモーター・レポーター遺伝子を導入した
動物の作出に成功した。今後、系統間の交配
を行い目的に合わせたレポーター発現量の
得られる系統を樹立する予定である。運動や
姿勢制御に動員される骨格筋群を直接、関節
に見ることによって、運動科学、リハビリテ
ーション科学、解剖生理学に寄与することが
期待される。 
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