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研究成果の概要（和文）：　本研究ではヒト骨格筋細胞分化モデルを用いて、筋繊維特異的な分化機序を明らか
にした。骨格筋細胞分化初期に一過性の高発現が認められたmicroRNA (miR)-494は、分化成熟に伴い有意な発現
量減少が認められた。miR-494過剰発現により、骨格筋細胞分化は好気的代謝活性の高いⅡa型筋繊維形成有意が
有意に抑制され、細胞の酸素消費率を低下させることが見出した。即ち、miR-494発現が過剰である場合は好気
的代謝活性の高い骨格筋線維が減少すると考えられた。以上の筋繊維型特異的な骨格筋細胞分化調節機序より、
miR-494がサルコペニアなどの筋萎縮症に対する創薬標的となり得ることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：  In this study, we have established human induced-pluripotent stem (hiPS) 
cells transfected with MyoD expression vector, which differentiate to myotubes with more than 80% 
efficiencies (MyoD-hiPS cells). Using this system, we have detected a unique microRNA, miR-494 which
 was downregulated after myogenic induction. To explore the therapeutic potential of miR-494, we 
investigated the role of miR-494 during human skeletal myogenesis. In MyoD-hiPS cells transfected 
with miR-494 precursor, the level of type IIa myofiber marker proteins specifically decreased, while
 no change in the total number of cells was observed. In contrast, the expression of both type I and
 type IIx myofiber markers was unaffected by miR-494 overexpression. Furthermore, miR-494 
overexpression suppressed mitochondrial oxygen consumption rate concomitant with the inhibition of 
myotube formation. These results suggest that miR-494 could be a therapeutic target for muscular 
diseases, such as sarcopenia.

研究分野：薬理学
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１．研究開始当初の背景 
	 近年、GPR43 や GPR120 を含む脂肪酸受容体
機能の解析が進められ、インスリン抵抗性環
境下における代謝改善作用が明らかにされつ
つある。本研究代表者はこれまでに、ω-3 長
鎖不飽和脂肪酸受容体である GPR120 遺伝子
改変マウス、および短鎖脂肪酸受容体 GPR43
遺伝子改変マウスを用いた共同研究において、
GPR120 および GPR43 受容体がインスリン感受
性改善作用を有することを報告した。脂肪細
胞に高発現するこれらの受容体作用により、
脂肪組織のみならず肝臓や骨格筋などの代謝
組織においてインスリン感受性が改善し、糖
尿病をはじめインスリン抵抗性症候群の治療
薬としての効果が期待されている。これまで
に得られた知見として我々は、GPR120 あるい
は GPR43 アゴニストによるインスリン感受性
改善作用の１つとして高脂肪食負荷により生
じた脂肪細胞肥大を改善させたことが挙げら
れる。脂肪細胞肥大を生じる原因は脂肪蓄積
量の増大に見合う数量の脂肪細胞が新規供給
されないためと捉えることができることから、
GPR43 あるいは GPR120 作用により幹細胞が活
性化し、新生脂肪細胞の供給数増加の結果と
して細胞肥大が改善した可能性が考えられた。
即ち、即ち、脂肪酸受容体作用により幹細胞
が活性化され、新生細胞供給増加による組織
再生を生じるという仮説を得た。	
	
２．研究の目的	
	 今回我々は、幹細胞としてヒト iPS 細胞か
らの(1)骨格筋細胞分化および(2)血管内皮細
胞分化における脂肪酸受容体作用とその分子
機序を解明することを目的とした。	
	
３．研究の方法	
(1)ヒト骨格筋は収縮速度が遅いⅠ型線維と、
速いⅡ型線維に大別できる。Ⅱ型はさらにミ
トコンドリアが豊富なⅡa型線維と少ないⅡx
型線維に分けられる。2 型糖尿病ではミトコ
ンドリアが豊富で有酸素的解糖能が高いⅠ型
やⅡa 型線維の割合が低くなることが知られ
ており、骨格筋におけるⅠ型およびⅡa 型線
維萎縮を介した基礎代謝低下が耐糖能悪化を
招く例が多く報告されている。筋線維特異的
なヒト骨格筋細胞分化機序は未だ不明の部分
が多い。まず、培養ヒト iPS 細胞に GPR43、
GPR120アゴニストを附置し、幹細胞増殖能（レ
ゾルフィン蛍光アッセイ定量）、分化能（三胚
葉特異的分化マーカー遺伝子発現解析）を定
量した。同時に、G蛋白共役型受容体としての
シグナル伝達因子について、セカンドメッセ
ンジャー阻害剤の附置により、受容体特異的
な作用であることを確認した。また、各因子
に対するインヒビターおよび RNAi を用いた
ノックダウン法により、脂肪酸受容体が幹細
胞機能に与える作用を確認した。次に、多能
性幹細胞から機能細胞への分化過程における
受容体作用を検討するため、骨格筋特異的転
写因子MyoD1を発現させたヒトiPS細胞・iPS-

MyoD 細胞を用いた。即ち、ドキシサイクリン
添加による Tet-	 ON-MyoD1 遺伝子の発現誘導
により、骨格筋細胞分化を開始した iPS-MyoD
細胞および対照 iPS 細胞に対し、時間軸特異
的に GPR43、GPR120 アゴニストを附置した。
上述と同様の方法により、骨格筋細胞および
筋繊維型特異的マーカー（Myh2、Myh7）遺伝子
およびタンパク発現量を分化時間軸において
定量評価するとともに、成熟骨格筋としての
筋管形成効率をミオシン重鎖抗体による蛍光
抗体染色を用いて定量評価・比較した。更に、
筋繊維に特徴的なミトコンドリア活性を測定
するために、フラックスアナライザーを用い
た酸素消費量の測定を行った。	
	
(2)一方で我々は、インスリン抵抗性条件下で
は、血管内皮細胞障害が生じる分子機序をこ
れまで数多く報告してきた。血管内皮細胞は
血管機能の中心的役割を果たしており、糖尿
病合併症の初発部位として、血管内皮障害の
存在は広く知られている。近年、糖尿病患者
の血中における血管内皮前駆細胞数が少なく、
また増殖能が減弱していることが報告されて
おり、インスリン抵抗性下では幹細胞から血
管内皮細胞への分化能が低下していると考え
られた。まず、培養ヒト iPS 細胞に FGF2 およ
び BMP4 附置を行い血管内皮細胞への誘導を
開始した。分化誘導４日目より VEGF および
cAMP 附置を行い、９日目にセルソーターを用
いて VECad+、CD31+細胞の選別を実施した。分
化誘導８日目までの時間軸特異的に GPR43、
GPR120 アゴニストを附置した。上述と同様の
方法により、血管内皮細胞特異的マーカー遺
伝子およびタンパク発現量を分化時間軸にお
いて定量評価するとともに、成熟血管内皮細
胞への分化効率を VECad 蛍光抗体染色により
定量評価・比較した。更に、血管内皮細胞特異
的活性を測定するために、Ach 刺激を用いた
一酸化窒素(NO)産生量の測定を行った。	
	
４．研究成果	
(1)ヒト iPS 細胞のクローンごとの違いを確
認するため、すべての実験において iPS-MyoD
細胞は 2 クローンを使用し、ほぼ同様の結果
が得られた。これにより、細胞クローン間の
違いによる影響は除外できた。ヒト iPS-MyoD
細胞を用いた骨格筋細胞分化過程の網羅的遺
伝子発現解析により、我々は microRNA の１つ
である miR-494 が分化誘導直後に一過性に発
現上昇し、以降は有意に減少することを見出
した。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	



上図のように、miR-494はヒト骨格筋分化誘導
初期(day1)に一過性に発現上昇し、day2 以降
において有意に減少した。この miR-494 発現
の一過性増加現象が、骨格筋細胞分化に与え
る影響を明らかにするため、まず miR-494 阻
害実験で分化初期(day1)の一過性上昇を阻害
したが、成熟した筋管細胞への分化、骨格筋
細胞の酸素消費速度、mitotracker	 red 染色
で染まる筋管細胞の割合には有意な変化を認
めなかった。GPR43 アゴニスト・butyric	acid
附置による miR-494 発現量は変化しなかった
が、GPR120 アゴニストである docosahexae-
noic	acid あるいは GW9508 附置により、miR-
494 発現の一過性増加現象を増大させること
を見出した。	
	
(2)一方、day1 以降も miR-494 を過剰発現さ
せ続けたところ、多核を有する筋管細胞形成
能の低下が観察された。骨格筋細胞の酸素消
費速度が減少し、mitotracker	 red 染色で染
まる筋管細胞の割合も減少した。また、miR-
494 過剰発現によってⅠ型筋線維マーカータ
ンパク(Myh7)発現は有意な変化がなかったが、
Ⅱa 型筋線維マーカータンパク(Myh2)発現は
有意に低下し、NADH 染色および SDH 染色で染
まる筋管細胞の割合も減少した。ミトコンド
リア DNA、ミトコンドリア関連タンパク発現
については有意な変化を認めなかった。更に、
分化 day5 で Myh2 に対する siRNA をトランス
フェクションすることによって Myh2 をノッ
クダウンすると、骨格筋細胞の酸素消費速度
が減少し、mitotracker	 red 染色で染まる筋
管細胞の割合も減少し、NADH 染色および SDH
染色で染まる筋管細胞の割合も減少した。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
(3)分化誘導７日目におけるヒト骨格筋細胞
の酸素消費率について、miR-494過剰発現細胞
と対照細胞を Flux	 Analyzer を用いて定量比
較したところ、miR-494過剰発現細胞では基礎
酸素消費率（basal	oxygen	consumption	rate）
が有意に減少していた。即ち、miR-494 過剰発
現によって有酸素的解糖能の高い骨格筋細胞
の分化形成が阻害されていることが示された。
た だ し 、 最 大 酸 素 消 費 率 (maximal	
mitochondrial	 respiration	 /basal	 oxygen	
consumption	 rate）に有意差は認められず、
miR-494 はミトコンドリア呼吸能自体には影
響を与えないことが示唆された。また、ミト
コンドリア DNA コピー数の検討では miR-494
過剰発現細胞と対照細胞間に有意差は無く、

SDHA	 (succinate	 dehydrogenase	 complex	
subunit	 A) 、 お よ び MnSOD	 (manganese	
superoxide	dismutase)	タンパク発現量は、
単位タンパク量にて補正した場合 miR-494 過
剰発現細胞と対照細胞ともに有意差はなかっ
た。以上の結果、miR-494 はヒト骨格筋細胞分
化の障害を惹起するが、ミトコンドリア生合
成には影響を与えないものと考えられた。	
	
(4)ヒト骨格筋細胞分化に関与する miR-494
の標的遺伝子を探るため、miR-494過剰発現細
胞と対照細胞由来の有酸素的解糖能の高い筋
管細胞を比較検討することにより、有酸素的
解糖能の高い骨格筋細胞形成に重要なタンパ
ク発現量の検討を行った。有酸素的解糖能の
高い筋繊維はⅠ型およびⅡa型筋繊維の中で、
Ⅰ型筋繊維特異的分子マーカーである Myh7
タンパク発現量は miR-494 過剰発現細胞と対
照細胞間に有意差は認められなかったが、Ⅱa
型筋繊維特異的分子マーカーである Myh2 タ
ンパク発現量は miR-494 過剰発現細胞におい
て有意に減少した。更に SDH 活性染色により、
有酸素的解糖能の高い筋管細胞数が有意に減
少していることを見出し、これはⅡa 型筋繊
維相当の筋管細胞数減少という上述の結果と
合致するものであった。以上の成果は	
	 以上より、GPR120 刺激作用は骨格筋細胞分
化において有酸素的解糖能の高い筋繊維形成
を抑制する可能性が示唆された。	
	
(5)ヒト iPS 細胞から血管内皮細胞への分化
誘導実験は既報(PLoS	 One2017,12:e0173271)
に従って、誘導初期のFGF2およびBMP4附置、
および分化誘導４日目以降の VEGF および
cAMP 附置を行い、セルソーターを用いた
VECad+、CD31+細胞の選別を行ったところ、両
者陽性の細胞が幅広く分布しており、明らか
な集団形成が認められなかった。中央値を基
準として選別した細胞を誘導９日目からさら
に継続培養し、14 日目の細胞を血管内皮細胞
機能実験に用いた。しかし、Ach 刺激による血
管内皮細胞由来 NO 産生能は実験毎の反応量
に差が認められ、実験条件の調整による改善
が得られなかった。原因として、セルソータ
ーによる細胞選別に至るまでの過程において、
建艦内皮細胞への分化過程に影響を与える未
知要因が含まれていたと考えているが、本実
験系は今後更に改良を進める予定である。	
	 そこで我々は当初の研究計画を変更し、
GPR120 アゴニストである docosahexaenoic	
acid 負荷ラットを作成し、摘出血管における
血管内皮細胞機能改善効果を評価した。イン
スリン刺激などによる血管拡張作用は、血管
内皮細胞における一酸化窒素（NO）産生を介
するが、インスリン抵抗性環境下では逆に酸
化物質（superoxide等）の産生を亢進させる。
その結果、細胞外では NO 酸化現象による血管
拡張反応抑制を引き起こすが、GPR120 アゴニ
ストは 4-hydroxyhexenal(4-HHE)産生介して
酸化ストレスにより活性化された p38	 MAP キ



ナーゼを抑制することで血管拡張反応を改善
させることを見出した。以上の結果より、
GPR120アゴニストは血管内皮細胞機能障害に
対し、酸化ストレスおよび炎症性反応抑制を
介した血管機能改善効果を有することが示さ
れた。	
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