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ラ ッ ト内 喉 頭 筋 に お け るsuperfastmyosinheavychainの 発 現

塩 谷 彰 浩 1)・ 福 田 宏 之 1)・ 神 崎 仁 1)・Pau1W.Flint 2)

Superfast Myosin Heavy Chain in Rat Laryngeal Muscles

Akihiro Shiotani 1), Hiroyuki Fukuda 1), Jin Kanzaki 1

and Paul W. Flint 2)

The existence of superfast myosin heavy chain ( MHC) , found in jaw-closing muscle and extra-
ocular muscle (EOM) , was also found in rat laryngeal muscles. Immunostaining and western blot
using anti-EOM superfast MHC antibody were performed to identify and localize superfast MHC in
rat laryngeal muscles. Specific reactivity of laryngeal II L MHC was confirmed by western blot. By
immunostaining, all fibers in the thyroarytenoid muscle reacted with EOM superfast MHC anti-
body. A scattered pattern of positive fibers was observed in the vocalis, the posterior crico-
arytenoid and the lateral cricoarytenoid muscles. EOM superfast MHC was not detected in the
cricothyroid muscle. Co-expression of EOM superfast MHC and type II B MHC was observed, and
expression of EOM superfast MHC was seen in laryngeal muscle innervated only by recurrent laryn-
geal nerve, with the highest density of EOM superfast MHC in the thyroarytenoid muscle. The ex-
pression of EOM superfast MHC in rat laryngeal muscle is consistent with the functional demands
for airway protection and glottic closure reflex. The MHC phenotype, or relative composition of
myosin heavy chains, reflected the physiologic demands on each laryngeal muscle.
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は じ め に

猫 に お け る 筋 の最 大 収 縮 速 度 をcontractiontimeを 指

標 に し て 比 べ て み る と,後 肢 の 速 筋 の 速 さ(25ms)1)に く

ら べ,jaw-closingmuscle(11～13ms)2),extraocular

muscle(EOM)(7.5～10ms)3)は 明 ら か に 速 い こ と が 報

告 さ れ て い る.内 喉 頭 筋 に つ い て も,特 に 甲 状 披 裂 筋

(TA)(9～21ms)4・5)も 明 らか に 速 い と い え る.筋 の 最 大

収 縮 速 度 を決 定 す る蛋 白 の ひ とつ にmyosinheavychain

(MHC)蛋 白が あ り6～8),MHCの 発 現 型 や 組 成 割 合 は そ

の 筋 に対 す る 機 能 的 要 求 を 反 映 す る と さ れ る9・10).下 肢 の

速 筋 よ り も さ ら に 速 い 筋 の 存 在 は,下 肢 の 速 筋 と は 異 な っ

た さ ら に 速 い 収 縮 速 度 を もつMHCの 存 在 を示 唆 して い る.

近 年,四 肢 の 速 筋 よ り明 ら か に速 い 収 縮 速 度 を持 つ,新 し

いtypeのMHCが 発 見 さ れ,superfastMHCと 名 付 け

ら れ た.こ れ は,猫 のjaw-closingmuscle 11), 牛, 猫,

ラ ッ トのEOM12)で 発 見 さ れ た.

本 研 究 の 対 象 と な っ た ラ ッ トの 骨 格 筋 に お け るMHCは

現 在 ま で に,slowtypeのtypeI,fasttypeのtypeH

A,HX,HBがSDS-PAGE法 や 免 疫 組 織 染 色 法 に よ り

確 認 さ れ て い る13).superfasttypeに つ い て はEOMに 存

在す るtypeEOMが 確 認 され てい るの みで あ る12).

一 方
,ラ ッ ト喉 頭 にお い て,1995年Delgaudioら14)に

よ り,SDS-PAGE(ポ リア クリ ラマ イ ド電気泳 動)上 の非

定型 的MHC蛋 白のバ ン ドがTAと 後輪 状 披 裂 筋(PCA)

に発現 してい る こ とが報 告 され た.こ れ は従 来の 四肢筋 に

見 られ るtypeI,HA,HX,HBと は異 なる非典 型 的 な

MHCで,彼 等 は こ れ を喉 頭 特 有 のMHCと し,Larynx

のLを とって,typeHLと 命 名 した.

この よ うな喉頭 にお け る特 有 のMHCは,声 門閉鎖 反射

の よ うな速い 運動 を可能 にす る,superfastMHCで あ る

可能 性 を示 唆 す る もの で あ る.そ こで 本研 究 で は,type

IILMHCがsuperfastMHCで あ るか否 か を検 討 す る た

め,EOMのsuperfastMHCを 認 識す る抗EOMsuper-

fastMHC抗 体 を用 い た ウエ ス タ ンブ ロ ッ ト法 を行 い,

さ らに,superfastMHCを 発 現 す るmusclefiberの 局

在 を探索 す るため,同 抗体 を用 い た免疫 組織 染色 を行 った.

方 法

組 織準備

Sprague-Dawleyラ ッ ト(体 重200～250g)を 用 い,過

量 のペ ン トバ ル ビ タールで安 楽死 させ,即 座 に喉頭 を摘 出
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した.SDS-PAGEお よ び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ トの た め に は,

後 輪 状 披 裂 筋(PCA),甲 状 披 裂 筋(TA),声 帯 筋(VOC),

外 側 輪 状 披 裂 筋(LCA),輪 状 甲状 筋(CT)を 顕 微 鏡 下 に

摘 出 した.免 疫 組 織 染 色 の た め に は,液 体 窒 素 に よ り,摘

出 喉 頭 全 体 をOCT中 に凍 結 させ た.

SDS-PAGEお よ び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト

既 報 告 の 方 法 を用 い た15～17).す な わ ち,摘 出 さ れ た そ れ

ぞ れ の 筋 を 各 々 別 に,0.1M KCL,5mM EGTA,5rmM

EDTA,1mM dithiothreitolを 含 むbuffer中 で 粉 砕 後,

遠 心 分 離 し,沈 渣 を150mM tris,4%SDS,10% β 一mer

captoethanolを 含 むpH6.8のbufferに 溶 解 しサ ン プ ル 、

溶 液 を 作 製 し た.次 に,0.75mm厚 の5.5%acrylamideと

35%glycerolを 含 むseparating gelと3%acrylamide

stacking ge1を 用 い ポ リ ア ク リ ラ マ イ ド電 気 泳 動(So-

dium dodecyl sulfate polyacr1amide gel electrophore-

sis,SDS-PAGE)を 行 っ た.泳 動 用bufferに は0.3%tris,

1.44%glycero1,0.1%SDSを 用 い,7mAの 定 電 流 で22

～24時 間 泳 動 した .泳 動 後 のgelは 銀 染 色(SilverStain

Plus Kit,Biorad,Herclus,CA)に て 蛋 白 バ ン ド を可

視 化 し た.MHC蛋 白 の 相 対 的 組 成 割 合 は 銀 染 色 後 のge1

をNIH Image1.58fを 用 い てdensitometryを 行 い,求

め た.

ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ トはSDS-PAGEgel上 のMHC蛋 白

バ ン ドを35mAの 定 電 流,1時 間,摂 氏4度 で セ ミ ド ラ イ

型 電 気 プ ロ ッ ト装 置 を 用 い,PVDF (polyvinylidene

difluoride)膜 に 転 写 した.こ の 膜 を 洗 浄 後,5%nonfat

drymi1kを 含 むTTBS溶 液(Tween 20 in tris-buffered

saline)中 で1時 間 室 温 で ブ ロ ッ ク し,さ らに,こ の ブ ロ ッ

ク 溶 液 で 希 釈 し た 一 次 抗 体 で あ る マ ウ ス 抗MHC抗 体

(4A6:anti-extraocular superfast, BF-F3: anti-rat

type IIB, SC.71: anti-rat typeIIA, BA-D5: anti-rat

type I)と 室 温 に て2時 間 反応 させ た.次 に洗 浄後,ブ ロ ッ

ク溶 液 で 希 釈 し た 二 次 抗 体 で あ るalkaline phosphatase

標 識 抗 マ ウ スIg抗 体(Southern Biotechnology Associ-

ate,Birmingharm, A1abama)と 室 温 で45分 反 応 後,al-

kaline phosphatase kit (Biorad)に て シ グ ナ ル を 検 出

した.

尚,使 用 した 一 次 抗 体4A6はDr.F.Y.Hoh,Univer-

sity of Sydeny,Australiaよ り御 好 意 に よ り供 与 さ れ,

ま たBF-F3,SC-71,BA-D5はDr.S.Schiaffino, Uni-

versity of Pauda, Italy よ り,Regeneron Pharmaceu-

ticals(Tarrytown,NY)を 通 じ,供 与 さ れ た.

免 疫 組 織 染 色

厚 さ10～12umの 新 鮮 凍 結 切 片 を作 製 後,ヤ ギ 血 清(Bio-

genex,San Ramon,CA)に て30分 間 ブ ロ ッ ク を行 な い,

希 釈 した マ ウ ス抗MHC抗 体(ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ トに使 用

した もの と同 じ抗 体)を 一 次 抗 体 と して 用 い,2時 間 室 温

に て 反 応 さ せ た.洗 浄 後,二 次 抗 体 と して ビオ チ ン化 抗 マ

ウ ス エg抗 体(Biogenex)を 用 い,さ ら にperoxidase標

識streptavidin (Biogenex)に て 反 応 後, DAB kit

(Vector,Burlingame,CA)に て 発 色 さ せ, hematoxylin

に てcounterstainし,封 入 検 鏡 し た15).

結 果

SDS.PAGEお よ び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト

図1に,左 側 に 銀 染 色 後 のSDS-PAGEgel,右 側 に ウ

エ ス タ ン ブ ロ ッ トを示 す .

銀 染 色 後 のSDS-PAGE gel上 のMHCバ ン ドの 位 置 に

図1　 左: 銀 染色 後 のSDS-PAGEge1そ れぞ れの 内喉頭 筋 にお けるMHCtypeの 発現 を示 す .

右:TA (上 段)とPCA(下 段)サ ンプル にお ける銀染 色 され たSDS-PAGE(レ ー ン1)と ウエ スタ ンブロ ッ ト(レ ー

ン2～5)を 示す .ウ エ ス タ ンブロ ッ トに用 い られ た抗 体(SC-71:抗typeHAMHC抗 体 ,BF.F3:抗typeHB

MHC抗 体,BA-D5:抗type I MHC抗 体,4A6:抗EOMsuperfastMHC抗 体)を 上段 に示 す .各 抗 体 の各MHC

typeに 対 す る選択 的反 応が 見 られ てい る.

文献15)よ り転載
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つ いて は,過 去 に報 告 した よ う に15～17),最 も遅 く(最 も

gelの 上 段側 に)泳 動 され るMHCバ ン ドはtypeHAで,

続 いてtypeIIX,HB,IIL,1で あ る.TAで はHBと

IILの2つ のMHCの み発 現 して お り,そ の 内側 に あ る

VOCや 同 じ声帯 内転 筋 のLCAで は他 のMHC typeを 発

現 して い た.声 帯外 転 筋 のPCAは 全 て のMHC typeを

発 現 してい た.唯 一 の 上 喉 頭神 経 支 配 のCTはtype HL

MHCの 発 現 を欠 いてお り,HLMHCは 反 回神 経 支 配 筋

のみ に発現 してい た.

ウエ ス タ ンブ ロ ッ トでは,今 回使 用 した各 一次抗 体 と各

MHCバ ン ドの 反 応 性 を確 認 した.代 表 サ ンプ ル と して

TA,PCAを 示す.レ ー ン1は 非 特異 的蛋 白染色 で あ る銀

染 色,レ ー ン2～5が 各種MHC抗 体 を用 いた ウエス タ ン

プ ロ ッ トであ る.SC-71,B}F3,BA-D5が そ れ ぞ れ選 択

的 にtypeHA,HB,1の バ ン ドと反応 した.EOMに 発

現 す るsuperfast MHCを 認識 す る4A6は 選 択 的 にtype

IILと 反 応 した.以 上 に よ りラ ッ トの 内喉頭 筋 には発 現 す

るtype HL MHCはEOMに 発 現 す るsuperfast MHC

と同一 のMHCで ある こ とが示 された.

表1にdensitometryで 求 め た 各 内 喉 頭 筋 に お け る 各

MHCの 相対 的 成分構 成 を示す.最 大収 縮 速度 に大 き な影

響 を及 ぼす と思 わ れ るtype HLの 組 成 に つ い て は, TA

は30%以 上がsuperfasttypeで あるHLで,VOC,LCA,

PCAで は約7か ら8%の 割 合 であ った.CTで はtype n

Lは 発現 してい なか った.

免疫 組織 染色

図2に 弱 拡大 の連続 切片 にお け る免疫組 織染 色 の結果 を

示 す.上 段 左 が,抗EOM superfastMHC抗 体 に よ る染

色 結果 で あるが,superfast fiberの 分布 状 況 はTAで は

全 て のfiberが 陽性,LCA,VOCで は分散状 に陽性であ っ

た.ま た ここに は示 してい ないがPCAに お い て も分 散 状

に陽性 で あっ た.CTに は陽性fiberは 見 られ なか った.

抗typeHB抗 体 に よる染 色 で は,VOC, LCA, PCA,

CTに お いて は分散状 に陽性 であ った が,TAに お い て は

全 て のfiberが 陽性 であ っ た.他 の抗type HA MHCや

抗type I MHCの 抗 体 を用 いた染 色 では,VOC, LCA,

PCA,CTに お いて は分 散状 に陽性 であ っ た が,TAで は

全 て のfiberが 陰i生で あった.し た が って,TAに お い て

は,全 てのfiber内 にsuperfast MHCとtype HB MHC

の2つ のMHCが 同 時 に発 現 して お り,MHCのco-

expressionが 観察 された.

図3に,LCAに お ける強 拡大 の連 続 切 片 の免 疫 組 織 染

色 の所 見 を示す.番 号 あ るい は矢印 は同 じfiberを 示 す.

た とえ ば1番 や2番 のfiberで はsuperfast MHCが 発 現

してお り,同 時 にtype HB MHCも 発 現 して い た.し か

しtypeHAやtypeIは 発 現 して い な か っ た ・ この よ う

に,superfast MHCの 発現 には,ほ ぼ全 て の場 合 に お い

てtype HBの 発 現 が 伴 って い た.し か し,3番 のfiber

の ようにtypeHBは 発現 して もsuperfast typeは 必 ず発

現 して い る とは 限 らなか った.superfast MHCとtype

IIAやtypeIと のco-expressionは 見 られ な か っ た が,

極 く稀 に,4番 のfiberの よ うにsuperfast MHCの み 陽

性 で他 のMHC typeは 陰性 の もの も見 られ た.現 在 の と

ころtype HX MHCに 対す る特異 抗体 が存 在 しな いた め,

この よ う なfiberに お い て はtype HX MHCとEOM

superfast MHCのco-expressionの 可 能性 が 否 定 で き な

か っ た.ま た,矢 印 のfiberの よ う に,superfast MHC

以外 のtypeHAとtypelのco-expressionも 見 られた ・

こ れ ら のTAやLCAに 見 ら れ たEOM superfast

MHCとtype HB MHCのco-expressionの 所 見 はPCA

やVOCに も共 通 して観 察 された.

図2　 各MHCtypeに 対 す る一 次 抗 体 を用 い て免 疫 組 織

染色 を行 った半 側喉頭 の前 額 断連続 切片 を示 す.左 上

の 輪 郭 図 は各 筋 の 位 置 を示 す(TA:甲 状 披 裂 筋,

VOC:声 帯 筋,LCA:外 側輪 状披 裂筋,CT:輪 状 甲

状 筋,T:甲 状 軟 骨,C:輪 状 軟骨).左 上 は抗EOM

superfast MHC抗 体,右 上 は抗type IIB MHC抗

体,左 下 は 抗type IIA MHC抗 体,右 下 は抗type

IMHC抗 体 を用 い て免疫染 色 した組 織切 片 を示す.

文 献15)よ り転載
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考 察

モ ノ クロー ン抗 体 で あ る4A6は 猫 のEOMに 発 現 す る

superfast MHCに 対 す る抗 体 で,猫,兎,ラ ッ ト,ヒ ヒ,

猿 のEOMのMHCと 選択 的 に反 応す る18・19).また,兎 の

甲状 披 裂筋 のMHCと 反応 す る こ とも示 されて いる18).本

研 究 におい て は,ラ ッ ト喉頭 に見 られた非 典型 的MHCで

あるtype nL MHCと4A6が 選 択 的 に反応 す る こ とが,

ウエス タンブ ロ ッ ト上 で観 察 され,ラ ッ ト内喉頭 筋 にお け

るEOM superfast MHCの 発 現が 証明 され た.先 に述 べ

た ように,甲 状披 裂 筋 はEOMやjaw-closing muscleに

匹敵 す る速 い最大収 縮 速度 を持 って お り,内 喉頭 筋 にお け

るsuperfast MHCの 発現 は妥当 と言 え る.

内喉頭 筋 の収 縮特 性 を観 察 した 過 去 の 報 告4・20・2l)によ

れ ば,最 大収 縮 速度 はTAに おい て最 も速 く,CTに お い

て最 も遅 く,LCAは その 中 間であ る.こ の 川頁列 は,本 研

究 におい て観 察 され たHL (superfast) MHCの 割 合 の 高

さの川頁列,TA>LCA>CT(表1)に 一 致 し,superfast

MHCの 発 現濃 度 が実 際の最 大収 縮速 度 の決定 に関 与 して

い る と思 われ た.

こ の 速 い 運 動 に深 く関 与 す る と思 わ れ るtype HL

(superfast) MHCと 遅 く持 続 的 な運 動 に深 く関 与 す る と

思 わ れるtype I (s10w) MHCの 組 成 割 合 は,各 内喉 頭

筋 の機 能や役 割 を特 徴 づ けて い る.TAは 最 も速 いtype

IILの 組成 割合 が 内喉頭 筋 中最 も高 く,さ らにfast type

の中で も最 も速 いtypeHBと の2つ のMHCの み か ら成

り,声 門 閉鎖反 射 の ような速 い運 動 に適 したMHC構 成 で

あ る とい え る.も うひ とつ の 主 た る声 帯 内 転 筋 で あ る

LCAは,type nL MHCはTAに 比 べ 低 く,TAに は発

現 して いな いtype I MHCが 発 現 して お り,TAほ ど速

くない運 動 に適 したMHC構 成 を示 し,声 門閉鎖 反射 よ り

も通 常 の発声,嚥 下 等 に伴 う声 門 閉鎖 に深 く関与 してい る

可能 性が あ る.VOCは,type HLの 割合 はTAよ り低 く,

よ り遅 い運動 に適 して い るMHC構 成 は,声 門 閉鎖反 射 よ

りも発声 にお け る同筋 の優位 性 を示す もの と思 わ れ る.唯

一 の声 帯 外 転 筋 で あ るPCAもTA比 べtype 且L MHC

が少 な く,type I MHCが 多 い構 成 と な って い る.こ れ

も同筋 が 呼吸筋 と して の性格 が強 く,持 続 的 に働 くため の

MHC構 城 と考 え られ る.CTはtype HLの 発現 を欠 い て

お り,ま たtype Iの 割合 は 内喉頭 筋 中 最 も高 く,補 助 的

に働 く呼 吸筋 と しての性格 を強 く反映 した もの と思 われる.

また,免 疫 染色 組 織 所 見 に お い て,type HL MHCと

type HB MHCと のco-expressionが 見 られた.MHCの

co.expressionと は,2つ 以 上 のMHCが1つ のmuscle

図3　 強 拡大 のLCAに お け る,各MHCtypeに 対す る一 次抗 体 を用 い た 免 疫

組織 染 色の 連続切 片 を示 す.左 上 は抗EOMsuperfast MHC抗 体,右 上

は抗type HB MHC抗 体,左 下 は 抗type IA MHC抗 体,右 下 は抗

type I MHC抗 体 を用 い て免疫 染 色 した組織 切片 を示 す.番 号 や 矢 印 は

連 続切 片上 にお け る同一一のmusc1e fiberを 表 わす.

文 献15)よ り転 載
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fiberに 発 現す る現 象 で あ る22).こ の 現 象 は,slow type

とfast typeの 組 み 合 わせ やfast type同 志 の組 み 合 わ

せ で も観 察 され22),犬 の 内喉頭 筋 にお いて も最近 報告 され

た23).現 在 の とこ ろ そ の生 理 的 意 義 は 不 明 で あ る が,

superfast typeで あ るtype HL MHCとfast typeの 中

で最 も速 いtype HB MHCのco-expressionは 速 い運 動

に適応 す るた め,機 能 的 に洗 練 され たmuscle fiberを 作

り出す ため の結 果か も しれ ない.

内喉頭 筋 の 中で唯 一の 上喉頭 神経 支 配で あ るCTに お け

るtype HL MHCの 発 現 の欠 如 は,注 目に値 す る.他 の

筋 は全 て反 回神経 支 配筋 であ り,そ の 全 て がtype HLを

発現 して いた ことか ら,type HLの 発現 は神 経支 配 に よ り

規定 されて い る ように見 え る.ま た,反 回神 経支 配筋 は第

6鯉 弓 由来,上 喉頭 神経 支 配筋 は第4鯉 弓由 来で あ り,筋

芽細 胞 の発生 母 地 に よ る違 い と も考 え られ る.Hohら24)

はsuperfast MHCを 発 現 す る猫 のJaw-closing muscle

をsuperfast MHCを 発 現 して い ない下肢 の筋 内 に移植 し

たが,支 配 神経 とは無 関係 にsuperfast MHCを 発現 し続

け た.こ の こ とか ら,superfast MHCの 発 現 は発 生 母 地

に規 定 され る と した が,ラ ッ トの 内 喉 頭 筋 に お け る

superfast MHCの 発現 を規 定 す る因子 につ い て は今 後 の

検討 を要 す る課題 で あ る.

ま と め

1.　 ラ ッ ト 内 喉 頭 筋 にsuperfast (type HL) myosin

heavychainの 発 現 が み られ,喉 頭 特 有 のtypeHLMHC

はsuperfast typeと 思 わ れ た.

2.　 superfast myosin heayy chainは 反 回 神 経 支 配 筋 の

み に 発 現 し て お り,superfast myosin heavy chainの 発

現 は 神 経 支 配 あ る い は 発 生 起 源 に よ り規 定 され て い る と思

わ れ た.

3.　 superfast myosin heavy chainの 濃 度 はTAに お い

て 最 も高 く,内 喉 頭 筋 に お け るsuperfast myosin heavy

chainの 濃 度 の 順 列 は,過 去 に 報 告 さ れ て い る最 大 収 縮 速

度 の順 列 に一 致 した.

4. superfast myosin heavy chainとtype HB myosin

heavy chainのco-expressionが 同 一 のmuscle fiber内

で み られ た.
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