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I．緒　　言
　平滑筋は内臓および血管の自律的な収縮を
担っており，内容物の移送・排出等が関わる
様々な臓器の生理機能に深く関わっている．中
でも消化管平滑筋は協調的な収縮と弛緩による
蠕動運動により，内容物の移送，混和，貯蔵や
逆流防止などの多彩な機能を遂行している．平
滑筋の収縮は細胞内 Ca2+ 濃度の変化が引き金
になっており，Ca2+ 依存的なアクチン - ミオ
シン収縮制御においてカルモジュリン（CaM）
が重要な役割を果たしている．平滑筋および非

筋細胞における CaM/caldesmon（CaD）は骨
格筋および心筋におけるトロポニンに相当し，
低 Ca2+ では CaD はアクチン - ミオシン相互作
用を阻害する．収縮刺激を受けた細胞内 Ca2+

の上昇により Ca2+ と結合した CaM は CaD に
結合してアクチン - ミオシン結合阻害を解除す
ることにより，平滑筋の収縮が引き起こされ
る 1, 2）．CaD には平滑筋細胞特異的に発現する
高分子型の h-CaD と広範な組織に発現する低
分子型の l-CaD のアイソフォームが存在する．
h-CaD は分化状態の平滑筋細胞のみ発現し，未
分化および脱分化状態では h-CaD は発現せず
に l-CaD のみが存在するため，CaD のアイソ
フォームの変化は平滑筋細胞の分化・脱分化形
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　正常な消化管機能には平滑筋の収縮制御が不可欠
である．平滑筋の収縮制御に caldesmon（CaD）は中
心的役割を担っている．CaDには低分子型（l-CaD）
と高分子型（h-CaD）の 2 つのアイソフォームが存
在する．h-CaD は分化型平滑筋に特異的に高発現
するが，その意義については解明されていない．そ
こで我々は h-CaD を欠失させ，l-CaD のみ発現する
h-CaD 特異的欠失（h-CaD-KO）マウスを作成し解析

した．h-CaD-KOと野生型マウスを比較すると，大
腸の組織形態と CaD以外の平滑筋関連タンパク質の
発現に差異は認めなかったが，食物の消化管通過時
間の延長を示し，蠕動運動の減弱が示唆された．そ
こで大腸を用いた筋収縮実験を行い，平滑筋収縮力
の有意な減弱を見出した．これらの結果から消化
管平滑筋の収縮制御において h-CaD は l-CaD では
代替されない特異的機能を持つことが示唆された．
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質を反映する優れた指標である 3, 4）．高い特異
性から h-CaD 発現は分化した平滑筋において
特別な機能を担っていることが示唆されるもの
の，これまでのin vitro での解析では h-CaD と
l-CaD の分子特性には際立った差異は認められ
ず 5），分化型平滑筋特異的な h-CaD 発現は平
滑筋の機能においてどのような意義を持ってい
るのかは，CaD の発見から 30 年以上を経てな
お未だ解明されていない．
　逆流性食道炎，機能性ディスペプシア，過敏
性腸症候群，偽性腸閉塞等の機能性消化器疾患
の病態には神経性の要因に加えて平滑筋収縮
の機能異常の関与が示唆されている 6, 7）．収縮
能を発揮する分化型平滑筋特異的に発現する
h-CaD の機能に着目した研究はこれらの疾患
の理解へとつながることが期待される．我々は
マウスゲノム中の CaD 遺伝子（Cald1）を組換
え，h-CaD アイソフォームのみを発現不能にし
た h-CaD 特異的ノックアウト（h-CaD-KO）マ
ウスの作成に成功した．h-CaD-KO マウスでは
平滑筋で本来高発現している h-CaD が消失し，
l-CaD のみが発現される．このマウスを用いて
その表現型を解析することにより平滑筋機能制
御における h-CaD の役割を解明することが可
能であると考えられる．

II．研究材料および方法
　1．h-CaD 特異的ノックアウトマウスの作成
　マウスゲノム中の CaD 遺伝子（Cald1）を
組換えることで h-CaD アイソフォームに必要
なエクソンを欠失させ， l-CaD のみを発現する
h-CaD-KO マウスを作成した．具体的には，マ
ウスCald1 遺伝子の h-CaD 特異的な配列を含
むエクソン 3 に対して，l-CaD のエクソン 3 以
降の配列を含む cDNA で置換する遺伝子組み
換え用ベクターを設計した．エクソン 3 以降
の l-CaD cDNA 配列の両端には loxP 配列を配
置し，必要に応じて cre 組み換え酵素発現系統
マウスとの交配によって欠失させることを可能

とした．遺伝子組み換えベクターはエレクト
ロポレーション法によって ES 細胞（C57BL/6
由来）に導入し，ベクター内のネオマイシン
耐性カセット（NeoR）による 薬剤耐性によっ
て陽性細胞をクローニングした．陽性 ES 細胞
は Balb/c 系統マウス由来の胚盤胞へとマイク
ロインジェクションした後に ICR 系統マウス
の仮親に移植した．得られたキメラマウスを
C57BL/6 系統マウスと交配して，生まれた F1
ヘテロマウスを選別し，生殖系列に組み換えが
生じた個体を確立した．マウスの遺伝子型は，
尾先端部の組織片より DNA を抽出し，PCR
法によって決定した．野生型 Cald1 アレルの
検出には CaD-WT プライマーセット（F: 5’-
GGCAGGTCAGCGCAGAAGAG-3’, R: 5’-G
TGCCTCAGCCACTCTTCTCTGC-3’，
増幅長　354bp），h-CaD 欠失アレルの検出に
はNeoRプライマーセット（F: 5’-AGATGGATT
GCACGCAGGTTC-3’， R: 5’-GGTCGAATGG
GCAGGTAGCC-3’，増幅長　392 bp）を使用
した．得られた h-CaD-KO マウスは C57BL/6
系統の野生型（WT）マウスと 8 世代の戻し交
配を実施し，実験に用いた．h-CaD-KO マウス
の作成に関しては大阪大学医学物動物実験委員
会の承認を受けて実施し，大阪大学動物実験施
設より岩手医科大学動物研究センターへと移送
した．
　2．動物実験
　実験には，8 〜 12 週齢の C57BL/6J 系統
WT マウス（日本 SCL）および h-CaD-KO マ
ウスの雄個体を使用した．マウスは岩手医科大
学動物研究センターにて明暗サイクル（7:00 点
灯，19:00 消灯）で飼育し，水及び標準飼料は
自由に摂取させた．マウスからの組織採取に際
してはイソフルランによる深麻酔下で速やかに
安楽死させた後に行った．本研究で行った動物
実験は，岩手医科大学動物実験規定に基づいた
実験計画書を動物実験委員会の承認の上で実施
した．



　3．RT-PCR （Reverse Transcription-
Polymerase Chain Reaction）

　WTマウスおよび h-CaD-KOマウスの大腸を
摘出し，組織片を RNA later（Thermo Fisher 
Scientific）で保存した . 保存した組織片より
TRIzol plus （Thermo Fisher Scientific）を用い
て全RNAを抽出し，SuperScript VILO cDNA 
master mix （Thermo Fisher Scientific）を用
いて逆転写して cDNA を合成した．合成した
cDNAを鋳型として，h-CaD 特異的プライマー
（F: 5’-GGCAAGAGTCGAAGCAGAAC-3’，R: 
5’-GCCTCAGCCACTCTTCTCTGC-3’，増幅
長  162 bp）, CaD 共通プライマー（F:  5’-CACTC
CTAAAGGCTCGTCTCTC-3’，R: 5’-ATCC
GATGCTGCTGGCTTC-3’，増幅長 190 bp）
によって半定量的に CaD mRNA の発現量
を検出した . 内部標準としてGapdh 遺伝子

（F: 5’-CGTGCCGCCTGGAGAAAC-3’，R: 5’-TG
GGAGTTGCTGTTGAAGTCG-3’，増幅長 136 
bp）を用いて標準化した .
　4．消化管の肉眼的所見
　WT マウスおよび h-CaD-KO マウスの食道，
胃，小腸と大腸を摘出し肉眼的所見を両群で比
較した．
　5．消化管の通過時間
　着色料（Fast Green FCF, SIGMA）で緑に
着色した粉末状の標準飼料（MF：オリエンタ
ル酵母）を WT マウスおよび h-CaD-KO マウ
スに経口摂取させ，着色された便が排出される
までの時間を測定した．
　6．大腸の組織学的評価
　WTマウスおよび h-CaD-KOマウスの大腸を
摘出し，4％パラホルムアルデヒド -PBS 溶液
を用いて固定した .パラフィン包埋の後，4 μm
の薄切スライド標本を作製し，Hematoxylin-
Eosin（HE）染色して観察を行った．
　7．ウエスタンブロット解析
　大腸組織は生理食塩水で洗浄の後，SDS サ
ンプルバファー [125 mM Tris-HCl，pH 6.8，

2％ SDS，10％ グリセロール，5％ 2- メル
カプトエタノール，0.01％ ブロモフェノー
ルブルー，1％ プロテアーゼ阻害剤カクテル
（Nacalai），1％ ホスファターゼ阻害剤カクテ
ル（Nacalai）] を用いて組織を破砕・溶解した．
SDS サンプルはポリアクリルアミドゲル（7.5
〜 15％）を用いて SDS-PAGE を行い，PVDF
膜（Millipore）に転写した．5％ スキムミル
クを含む TBS-T（20 mM Tris-HCl，pH 7.5，
150 mM NaCl，0.01 ％ Tween20）で 30 分間
のブロッキング後，抗体反応を行った．一次
抗体は標的タンパク質に対する特異抗体，抗
α-Smooth Muscle actin 抗 体（1A4；Sigma），
抗 calponin 抗 体（hCP; Sigma），抗 SM22 抗
体（ab10135-100; Abcam），抗 β-actin 抗 体
（AC15; Sigma），抗 caldesmon 抗体（D5C8D；
Cell Signaling Technologies）を CanGet Signal 
Immunoenhancer solution（TOYOBO）で希
釈して反応させ，次いで二次抗体として一次抗
体に対応したHRP標識した抗マウスIgG抗体，
抗ウサギ抗体（GE healthcare），抗ヤギ抗体（R
＆ D Systems）を反応させた．PVDF 膜は洗
浄した後，Clarity ECL 溶液（BioRad）による
化学発光をバイオメディカル X 線フィルムを
用いて検出した．β - アクチンの発現量を標準
化に用いた．
　8．大腸平滑筋収縮実験
　摘出腸管の運動の観察はMagnus法にて行っ
た 8）．WT マウスおよび h-CaD-KO マウスから
速やかに大腸を摘出し，これを 95％ O2，5％
CO2， 4℃に平衡化しておいた modified Tyrode
液（NaCl 117 mM，KCl 4.7 mM，CaCl2 2.5 
mM，NaH2PO4 1.2 mM，NaHCO3  2.5 mM，
Glucose 11.5 mM, pH 7.4）に入れて平衡化し
た．実体顕微鏡下で大腸組織に付着している脂
肪組織，血管，結合組織等を取り除いた後，大
腸を 5 mm の長さに切断し，大腸内腔の滞留
した内容物を除去し，リング状標本を作製し
た．この標本の一端を容量 1.5 ml のチャンバー
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の底部に糸つきフックで固定した．さらにもう
一端を同じく糸つきフックを用いて張力測定用
の transducer（UL10；Minebea，Nagano） の
プローブ部に懸垂した．この標本を 95％ O2，
5％ CO2 の混合ガスを通気した pH 7.4，37℃
の modified Tyrode 液で灌流した．平滑筋標
本の張力の粘性による成分を除去するために
筋に 0.5 g の制止張力を加え，これを resting 
tension として収縮誘発物質を投与した場合に
発生する張力変化を transducer にて測定した．
収縮誘発物質として 90 mM KCl（高濃度 K+），
10 μM カルバコール（Sigma）を用いた．収
縮誘発物質を投与して発生した収縮応答を記録
して収縮効果を評価した．
　9．統計学的解析
　それぞれの実験は独立の実験として 3回以上
の試行を実施した．
　食物通過時間および筋収縮実験の定量的解析
については，平均値および標準誤差を求め，平
均 ± 標準誤差，マウスの個体数を N，標本数
を nとして表示した． 
　実験結果の統計処理には両側分布の
Student’s t-test を用い，p < 0.05 を有意差あり
と見なした．

III．結　　果
　1．h-CaD 特異的ノックアウトマウスの作成
　平滑筋における h-CaD の生理的機能を解析
するために h-CaD を特異的に欠失させたマウ
スを作成した．h-CaD および l-CaD はいずれ
もCald1 遺伝子から発現するが，選択的スプ
ライシングによってエクソン 3b を含むことに
よって h-CaD 特異的な配列を含む高分子量型
アイソフォーム h-CaD が合成される（図 1A）．
CaD は細胞分裂にも関与するため，これまで
に完全な遺伝子欠失に成功した報告はない．そ
のため，我々は h-CaD 発現に必要なエクソン
3b を含むエクソン 3 領域に対して，エクソン
3b を含まない l-CaD の cDNA で置換するとい

う方法を取った（図 1B）．これによりエクソン
3b は欠失し，常に低分子量型の l-CaD のみが
発現する．さらに置換に使用した l-CaD cDNA
の両端には loxP 配列を挿入してあり，cre 組
み換え酵素を発現するマウス系統と交配するこ
とによって条件的に完全な CaD 欠失マウスが
作成できる組み換えマウスの作成に成功した．
マウスの遺伝子型は h-CaD に特異的なエクソ
ン 3b領域に対する PCRプライマー（CaD-WT）
および組み換えに使用した遺伝子配列に含まれ
るネオマイシン耐性遺伝子カセット領域に含
まれる PCR プライマー（NeoR）を用いて確認
した（図 1B）．ホモ接合体の h-CaD-KO マウス
ではエクソン 3b 領域を欠失していることが確
認された（図 1C）．さらに大腸組織より RNA
を抽出し，RT-PCR によって mRNA レベルで
CaD の発現を確認した．その結果，h-CaD-KO
マウスにおいて転写レベルで h-CaD の発現が
消失していることが確認された（図 1D）．それ
に対して 2 種の CaD mRNA に共通の 3’末端
部分に対するプライマーで 検出すると，発現
レベルの低下（33.95 ± 2.91％減）は認められ
たものの h-CaD-KOマウスにおいても l-CaD の
発現が認められた．得られた h-CaD-KOマウス
を用いて，本来 h-CaD が高発現している消化
管平滑筋において h-CaD 欠失がどのような影
響を与えるのかに注目して解析を進めた．
　2．消化管の肉眼的所見
　まず最初に，肉眼的観察によって消化管の構
造的な差異や機能異常に伴う所見の有無に着目
し，h-CaD-KOマウスとWTマウスの両者を比
較した．
　食道，胃，小腸，大腸に関して構造的な肉眼
的所見に明らかな違いはなかった．しかし , い
ずれの個体についても，h-CaD-KO マウスの小
腸と大腸内腔には WT マウスと比較して多く
の内容物の滞留を認めた（図 2）．内容物の滞
留は特に大腸 , 直腸など下部消化管で顕著に認
められた .
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　3．食物の消化管通過時間
　h-CaD-KO マウスの消化管内腔に多くの内容
物の滞留を認めたことから，h-CaD 欠失によっ
て消化管に何らかの機能異常が引き起こされ，
食物の消化管通過時間が変化している可能性が
示唆された．これを確認するために WT マウ

スとh-CaD-KOマウスに着色した粉末飼料を経
口摂取させ，排出までの時間を計測することで
消化管通過に要する時間を比較した．その結果，
WT マウスにおける消化管通過時間は 177 ± 
10.3 分 （平均 ± 標準誤差 , N = 8）であるのに
対して h-CaD-KO マウスでは 219.5 ± 12.2 分

Original: h-caldesmon による消化管運動制御

                         

図 1．h-CaD 特異的欠失マウスの作成
 　　 WT および h-CaD-KO マウスの遺伝子型特定のための PCR 結果，および大腸由来 cDNA を用いた RT-

PCR の結果を示す（ホモ接合体，各 2個体）．
　A．h-CaD および l-CaD の特徴および模式図
　B．マウスCald1 遺伝子エクソン 2，3付近の模式図および遺伝子組み換えマウス作成のストラテジー
　C．マウス尾由来のゲノムDNAを用いた PCR結果
　　  B に示した CaD-WTおよびNeoR プライマーセットを用いた PCR結果を示す．
　D．マウス大腸由来の cDNAを用いたRT-PCR 結果
       h-CaD に特異的なプライマーセットおよび CaD 共通配列に対するプライマーセットを用いた RT-PCR の

結果を示す．



（N = 8）であり，有意な消化管通過時間の延
長を認めた（p < 0.01，図 3）．
　4．大腸の組織学的所見
　h-CaDは分化型平滑筋に特異的に高発現する
ため，h-CaD 欠失の影響は平滑筋を中心に出現

することが予想される．h-CaD-KO マウスに認
められる食物の消化管通過時間の遷延と消化管
内腔の内容物の滞留は，平滑筋収縮が担う消化
管運動の異常によることが示唆される．特に大
腸における内容物の滞留が顕著であったことか
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図 2．消化管の肉眼的所見
      WT マウスと h-CaD-KO マウスの食道，胃，

小腸および大腸の肉眼的所見を比較した．
   A．WTマウス消化管の肉眼的所見
   B．h-CaD-KOマウス消化管の肉眼的所見
       黒線（-）で消化管内腔に内容物の滞留が認

められる領域，白矢頭（∇）で内容物を含
まない部位を示す．
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図 3．食物の消化管通過時間
       WTマウスと h-CaD-KOマウスにおいて，経

口摂取した食物が排便されるまでにかかる時
間を消化管通過時間として測定した．（WT: 
N = 8; h-CaD-KO: N = 8）．

図 4．大腸の組織学的所見
        WTおよび h-CaD-KOマウス由来の大腸についてHE染色により組織像を観察した．
   A．WTマウス大腸縦断面のHE染色像（× 200）
   B．h-CaD-KOマウス大腸縦断面のHE染色像（× 200）
   C．WTマウス大腸縦断面のHE染色像（× 400）
   D．h-CaD-KOマウス大腸縦断面のHE染色像（× 400）
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ら，大腸組織を用いて消化管平滑筋について観
察を行った．WTマウスおよび h-CaD-KOマウ
スから採取した大腸組織の切片を HE 染色によ
り組織学的に比較した．大腸における平滑筋に
富む組織として粘膜筋板および固有筋層につい
て精査したが，平滑筋の厚さや筋繊維の配向な
ど組織学的所見について，h-CaD 欠失による明
らかな異常は認められなかった（図 4）．
　5．大腸組織における平滑筋関連タンパク質

の発現変化
　次に筋収縮に関わる平滑筋関連タンパク質の
発現についてウエスタンブロット解析によって
比較した．WTマウスの大腸においては h-CaD
が高レベルで発現し，l-CaD の発現は弱い（図
5）．それに対して h-CaD-KOマウスの大腸では
h-CaD の発現が完全に消失し，l-CaD に置き換
わっていることがタンパク質レベルでも確認さ
れた（図 5）．

　平滑筋に対する分子マーカーとして扱われる
平滑筋収縮関連タンパク質として平滑筋型α -
ア ク チ ン（α-SMA），SM22（transgelin），
calponin の発現について WT マウスと h-CaD-
KO で比較した．大腸組織においていずれの平
滑筋関連タンパク質についても発現レベルに大
きな差は認められなかった（図 5）．
　6．大腸組織の平滑筋収縮力
　CaD は平滑筋に高発現し，Ca2+ 依存的な収
縮制御において中心的役割を担う分子である．
大腸組織における平滑筋収縮力について解析を
実施した．WTマウスあるいは h-CaD-KOマウ
スの大腸から作製したリング状標本を normal 
Tyrode液で灌流したチャンバー内に固定して，
0.5 g の resting tension をかけた条件下で実験
を行った．基線が安定してから標本に脱分極性
の刺激を与える高濃度 K+（90 mM K+）溶液
を 5 分間投与すると，投与後 30 秒で最大収縮
に達する早い収縮応答が発生した．この応答は
高濃度 K+ 投与後，normal Tyrode 液で wash 

                         

図 5．大腸組織における平滑筋関連タンパク質の
発現変化

　    WT および h-CaD-KO マウスの大腸組織か
ら SDS サンプルを調製し，ウエスタンブ
ロット法により解析した． 
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図 6．大腸組織の平滑筋収縮力
　    WT マウスと h-CaD-KO マウスの大腸組織

を用いて平滑筋収縮力を測定し，最大値を
比較した．(WT: N = 5, n = 11; h-CaD-KO: 
N = 5, n = 9). 

　A．90 mM K+ 刺激に対するWTおよび h-CaD-
KO マウス由来大腸の平滑筋収縮力の比較
（最大収縮値）．

　B．10 μMカルバコール刺激に対するWTおよ
び h-CaD-KO マウス由来大腸の平滑筋収縮
力の比較（最大収縮値）．
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out すると 10 分程度で resting tension に戻っ
た．高濃度 K+ 投与による WT マウスにおける
最大収縮値は 1.68 ± 0.2 g（N = 5, n = 11）で
あるのに対し，h-CaD-KO マウスでは 1.10 ± 
0.11 g （N = 5, n = 9）であり有意に低い値を示
した（p < 0.05，図 6A）．高濃度 K+ 投与終了
後に normal Tyrode 液で 15 分灌流し基線が安
定した後に，アセチルコリン受容体作動薬であ
るカルバコール（10 μ M）を投与すると，投
与後 1 分程度で最大収縮に達する応答を認め
た．カルバコール投与による WT マウスにお
ける最大収縮値は 0.84 ± 0.11 g　（N = 5, n = 
11）であるのに対して h-CaD-KOマウスにおい
ては 0.44 ± 0.05 g（N = 5, n = 9）であり有意
に低かった．（p < 0.01，図 6B）．大腸における
平滑筋組織において構造的にも平滑筋関連タン
パク質の発現量についてもh-CaD-KOマウスと
WTマウスとの間には大きな差異は認められな
かったが，h-CaD 欠失は平滑筋の収縮能の低下
という機能的な異常を引き起こすことが示され
た．

IV．考　　察
　CaD は平滑筋における収縮制御の中心的な
役割を担うことが知られているが，その際に主
に機能するのは分化型平滑筋で強く発現する高
分子型アイソフォーム h-CaD である．一方で
上皮や間葉系など広汎な種類の細胞にも発現
が認められるが , その際に発現しているのは低
分子型の l-CaD である．平滑筋細胞においても
脱分化すると速やかに h-CaD の発現が減少し，
l-CaD が発現するようになる 3，4）．このように
h-CaD が厳密に分化型平滑筋に限局して発現
することから , 平滑筋の機能に特別な役割が持
つことが示唆されていた．しかし，生化学的な
解析においては分子量の違いの他に h-CaD と
l-CaD の明確な機能的差異は見出されず 5），こ
れまでは個体レベルの解析が容易ではなかった
ため未だ h-CaD の生理的役割について十分な

解明がなされていなかった．
　今回我々は h-CaD 発現に必要なエクソンを
l-CaD 型の cDNA で置換するという独創的な
手法によって，本来 h-CaD が発現する組織に
おいても h-CaD の代わりに l-CaD のみが発現
するマウス系統の確立に成功した．既に Wang
らのグループが h-CaD に必要なエクソン 3b に
終始コドンを導入する古典的な手法によって
h-CaD が発現しないマウス系統を報告してい
るが , h-CaD 型として転写された分はタンパク
質として翻訳されないために CaD 全体の発現
量としては著しく減少してしまう 9，10）．そのた
め h-CaD と l-CaD の機能的差異だけではなく
CaD 発現低下の影響が複合的に生じてしまう
結果となっている．それに対して我々の作成し
たマウス系統では，本来 h-CaD として転写さ
れた分は l-CaD に置換して発現される工夫が為
されているため，若干の発現量の減少は認めら
れたものの h-CaDとl-CaDというアイソフォー
ムの機能的差異に注目した解析に用いるために
より優れている（図 1D，図 5）．
　本研究では平滑筋に富み，内容物の移送，貯
蔵，攪拌，逆流防止など秩序だった運動制御が
不可欠な消化管に注目した．h-CaD-KO マウス
は肉眼的，組織学的には WT マウスと明らか
な構造的差異を持たなかったが（図 2，4），小
腸と大腸を中心に内容物の滞留を認め，食物の
消化管通過時間の延長が認められた（図 2，3）．
その原因として , 大腸組織で認められた h-CaD
を欠失した平滑筋収縮能の低下の関与が考えら
れた（図 6）．h-CaD-KOマウス由来の大腸組織
では高濃度 K+ 刺激およびカルバコール刺激に
よるリガンド誘起に対する平滑筋収縮力が減弱
していることが示された．つまり，h-CaD-KO
マウスで見られた平滑筋機能異常から，h-CaD
には l-CaD による置換では補償されない特異的
な機能を持つことを強く示唆した．また，本
研究では主に大腸を用いて解析を進めたが，
h-CaD-KO マウスでは小腸にも内容物の滞留を
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認めたことから，h-CaD 欠失は大腸と同様に小
腸などの他の消化管領域における平滑筋収縮に
も影響を与えて消化管通過時間の延長を引き起
こしていることが示唆された．つまり l-CaD で
は代替できない h-CaD による平滑筋収縮制御
は，消化管の運動能制御に重要な役割を担って
いることが明らかとなった．
　固有筋層及び粘膜筋板といった大腸における
平滑筋組織の厚さおよび構造には明らかな違い
がなく，平滑筋収縮装置およびその制御に関わ
るタンパク質の発現量にも大きな違いが認めら
れなかったことから，平滑筋量の減少や平滑筋
収縮関連タンパク質の発現低下によるものであ
る可能性は低いと考えらえる（図 4，5）．すな
わち h-CaD 欠失による筋収縮力低下は器質的
な変化でなくアクチン - ミオシン依存的な収縮
活性制御の機能的変化により生じている可能性
が示唆される．
　平滑筋の収縮制御にはアクチン側制御と , ミ
オシン軽鎖のリン酸化を介したミオシン側制御
がある．CaD はアクチン線維に結合し，Ca2+/
CaM と結合しない状態ではアクチン - ミオシ
ン相互作用を妨げて収縮力の発生を阻害するア
クチン側制御因子として機能する．収縮刺激に
よる細胞内 Ca2+ 濃度上昇に伴い Ca2+/CaM 依
存的に CaD によるアクチン ‐ ミオシン相互作
用の阻害が解除され平滑筋は収縮する．一方で
ミオシン側制御は，Ca2+/CaM によるミオシン
軽鎖キナーゼ（MLCK）の活性化により，ミ
オシン軽鎖がリン酸化され，ミオシン ATPase
活性が上昇して平滑筋収縮が促進される 11）．
　h-CaD と l-CaD の構造的差異は中央部に挿入
される電荷を持つアミノ酸に富んだドメインの
有無のみである 12）． 最低限の要素により構成
されたin vitro の再構成実験においては h-CaD
および l-CaD の間で Ca2+/CaM 依存性のミオシ
ン ATPase 阻害効果に差異を認めない 5）．しか
し，in vivo の平滑筋収縮装置は主要なアクチ
ン，ミオシンに加えてアクチン側，ミオシン側

収縮制御に関わる様々なタンパク質から構成さ
れている．CaD は主要なアクチン側収縮制御
因子であると同時にミオシン結合能も併せ持つ 
（図 1A）．平滑筋細胞内では，中央部の挿入配
列を持つ h-CaD だけが相互作用できる収縮制
御タンパク質が存在し，その相互作用を介して
本来の分化型平滑筋が持つ収縮制御機能を発揮
している可能性がある．今後，h-CaD 特異的に
相互作用する因子の探索など更なる解析によっ
て明らかにしていく必要がある．
　消化管蠕動運動による内容物は指向性移動や
逆流防止など消化管の正常な機能には精巧な
平滑筋の収縮制御が重要である．逆流性食道
炎，機能性ディスペプシア，過敏性腸症候群や
偽性腸閉塞では検査で明らかな異常所見を認め
ないこともあり，神経性の要因に加えて平滑筋
の機能異常の関与が示唆される消化器疾患で
ある 6, 7）．今回，h-CaD-KO マウスの解析から，
h-CaD欠失は器質的な異常を伴わない平滑筋収
縮能の変化が消化管運動性の障害を引き起こす
ことを示し，h-CaD は平滑筋収縮制御に必須の
機能を有することが示唆された．CaD のアイ
ソフォームの変化は平滑筋細胞の分化状態を反
映する優れた指標であり，具体例として動脈硬
化の進行に伴い脱分化した血管中平滑筋層では
h-CaD の発現低下と l-CaD への変化が認められ
る 13）．消化管平滑筋組織において何らかの要
因で h-CaD から l-CaD への発現変化が生じた
場合にはh-CaD-KOマウスに認められたような
消化管運動障害が生じる可能性が考えられる．
機能性消化器疾患は明確な器質的変化を認めな
いため，その原因が十分に明らかにされていな
い．今後さらに病理検体の利用など臨床病態に
基づいた解析を進める必要があるが，本研究の
ような平滑筋の機能異常に注目した解析は原因
未解明の機能性消化器疾患の病態解明につなが
る可能性を持ち，h-CaD-KO マウスが機能性消
化器疾患の解析モデルとして有用となり得る．
逆流性食道炎，機能性ディスペプシア，過敏性
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腸症候群や偽性腸閉塞等の消化管平滑筋の機能
異常が病態に関わる消化器疾患の病態の理解と
効果的な治療法の確立につながることが期待さ
れる．
 

　稿を終えるにあたり，本研究の組織学的解析につい
て技術的支援をいただいた岩手医科大学医学部，病理
診断学講座のスタッフの皆様 , ならびに本研究に用い
た実験動物の飼育・実験補助についてご協力いただい
た岩手医科大学動物研究センタースタッフの皆様に御
礼申し上げます．
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　 Smooth muscle contraction is critically involved 
in gastrointestinal motility. In smooth muscle cells, 
caldesmon (CaD) crucially regulates the Ca 2+-
dependent actomyosin contraction. The two isoforms 
of CaD have been identified: high molecular weight 
CaD (h-CaD) and low molecular weight CaD (l-CaD). 
Although l-CaD is widely expressed in non-muscle 
cells, h-CaD is specifically expressed in differentiated 
smooth muscle cells. In spite of decades of extensive 
studies, the specific function of h-CaD in smooth 
muscle cells in vivo remains unclear. 
　 Here, we established and analyzed h-CaD specific 

knockout (h-CaD-KO) mice. Gastrointestinal transit 
time was significantly prolonged in h-CaD-KO 
mice and stagnated contents were observed in the 
colorectum. Furthermore, smooth muscle-dependent 
contraction was impaired in the colonic tissue of 
h-CaD-KO mice. Our results demonstrate that defects 
in the h-CaD-deficient smooth muscle resulted in 
intestinal motility dysfunction. The present study 
may improve our understanding of pathophysiology 
of functional gastrointestinal disorders with 
dysregulated smooth muscle-dependent motility, and 
help define a novel therapeutic approach.
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