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研究成果の概要（和文）：本研究では、骨格筋の性質の決定に遺伝子配列の変化を伴わないDNAメチル化による
エピジェネティックな遺伝子発現制御が関与する可能性の検証を目指した。PGC1αの過剰発現により骨格筋の顕
著な赤筋化が生ずる。マイクロアレイによる網羅的発現解析の結果、TCA回路、酸化的リン酸化、脂肪酸代謝、
BCAA代謝などがPGC1αによって制御されることが判明した。メチル化シトシン抗体による免疫沈降と、独自に設
計したプロモーターアレイを組み合わせて、網羅的解析手法を確立した。PGC1α過剰発現により一群の遺伝子プ
ロモーターのメチル化変化が観察された。これは赤筋化によるDNAメチル化変化を示唆するものである。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the involvement of epigenetic regulation (DNA 
methylation) in the determination of the constitution and metabolism of skeletal muscles. The 
overexpression of a transcriptional regulator PGC1a in skeletal muscles, typically observed 
following a long period of time-exercise, causes red fiber formation. Microarray analysis of the 
change in gene expression showed that PGC1a regulates the TCA cycle, oxidative phosphorylation, and 
fatty acid and branched-chain amino acid metabolism. We established a genome-wide DNA methylation 
analysis based on the combination of immunoprecipitation by a methyl-cytosine antibody and detection
 using a promoter genome array, which we originally designed. PGC1a overexpression in the skeletal 
muscle showed DNA methylation-mediated change in multiple gene promoters, possibly caused by red 
fiber formation.

研究分野：分子栄養学
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１．研究開始当初の背景 
 
DNAメチル化はゲノムDNAの後天的な修飾
であり、エピジェネティクス制御の代表的な
機序である。遺伝子プロモーターの DNA メ
チル化により一般的に遺伝子発現の低下が
観察される。研究代表者らは以前、マウス新
生仔の肝臓では、高脂肪組成である母乳の摂
取に伴い、核内受容体 PPARαの標的遺伝子
であるβ酸化に関する一群の遺伝子の DNA
メチル化が低下し、遺伝子発現が増加し、脂
質利用が活発になることを見出した。すなわ
ち、食事の変動に対する適応に核内受容体と
DNA メチル化が機能することを報告した。
PPAR にはアイソフォームが存在し、骨格筋
においては PPARδが高発現し、その活性化
によりミトコンドリアの増加と赤筋化が生
ずることが報告されている（Cell Metab 
4:407,2006）。PPAR を含む核内受容体は転写
共役因子 PPARγ co-activator 1α（PGC1α）
によって活性化され、PGC1αの発現によって
赤筋化が生じる。単発の運動により PGC1α
とPPARδ遺伝子のDNAメチル化のわずかな
低 下 が 報 告 さ れ て い る （ Cell Metab 
15:405,2012）。また転写因子 Forkheadbox O1
（FOXO1）の過剰発現により、筋萎縮が生じ
ると共に赤筋の遺伝子発現が減少する。研究
代表者は、長期の運動継続によって生じる代
謝適応に PGC1αや FOXO1とDNAメチル化
が関与するのではないかと予想した。一方、
筋細胞および筋サテライト細胞（筋再生に重
要な幹細胞）の分化には DNA メチル化の関
与が古くから示唆されている。このように骨
格筋および筋サテライト細胞において DNA
メチル化が変動し、骨格筋量や骨格筋機能に
関与する可能性があるが、詳細は不明な点が
多かった。 
 
２．研究の目的 
 
継続的な運動により骨格筋ではミトコンド
リア量の増加・赤筋化が生じ、エネルギー代
謝が活発になる。赤筋化には核内受容体の関
与が報告されている。一方、加齢や寝たきり
などにより筋萎縮が生じ、同時に筋形成能が
低下する。この分子メカニズムの詳細は不明
である。このように、中長期的な環境変化に
適応して、骨格筋の機能的性質（≒「体質」）
が決定される。本研究では、この骨格筋の「体
質」の決定に遺伝子配列の変化を伴わない
DNA メチル化によるエピジェネティックな
遺伝子発現制御が関与する可能性の検証を
目指した。具体的には、核内受容体および転
写共役因子 PGC1αによって、継続的な持久
運動への適応的に DNA メチル化により遺伝
子発現制御される可能性を検証し、その分子
機構を明らかにする試みである。また、DNA
メチル化酵素の発現変動により、筋再生に重
要な筋サテライト細胞の表現型への影響を
解析し、その生理的・病態生理的意義を解明

するものである。 
 
３．研究の方法 
 
１）PGC1αや FOXO1の遺伝子改変マウスの
骨格筋における DNA メチル化の生理的・病
態生理的な変動を網羅的に解析する。また
PGC1αおよび核内受容体とDNA脱メチル化
因子の相互作用を検討する。さらに２）筋サ
テライト細胞を用いて、筋障害時の筋再生の
機序を解析し、骨格筋量の減少（加齢による
サルコペニアなど）における DNA メチル化
の病態生理的意義を検討し、DNAメチル化に
着目した骨格筋代謝のエピジェネティクス
制御を明らかにする。具体的には以下のよう
な項目である。 
 
遺伝子改変マウスの網羅的 DNA メチル化・
発現解析 
PGC1α過剰発現・KOマウスのマイクロアレ
イにおいて発現変化している遺伝子のバイ
オインフォマティクス解析を行う。MIAMI
法等により PGC1α・FOXO1遺伝子改変マウ
スでメチル化減少している遺伝子をリスト
アップする。 
 
核内受容体を介した DNA 脱メチル化のメカ
ニズム解析 
骨格筋代謝で重要な核内受容体である PPAR
等について、DNA 脱メチル化関連因子類
（TDG, Tet, Dnmtなど）とタンパク質相互作
用するか否かを検討する。核内受容体 GST
融合タンパク質と in vitro 合成 35S ラベル
DNA 脱メチル化関連因子類との相互作用を
調べる。 
 
老化などによる筋再生低下と Dnmt3a 機能の
解析 
（野生型マウスで）筋再生が起きにくくなる
場合の原因のひとつに Dnmt3a の機能低下が
あるのではないかという仮説を検証する。例
えば、老化したマウスでは筋再性能が低下す
ることが知られる。老化したマウスの骨格筋
から筋サテライト細胞を単離し、筋再生に関
連する遺伝子の DNA メチル化および発現を
検討する。さらに、筋再生が低下した状態の
モデルマウスとして、白筋化を伴う筋萎縮が
生じる FOXO1 過剰発現マウスの骨格筋より
筋サテライト細胞を単離し表現型と Dnmt3a
および筋再生関連遺伝子の発現を検討する。 
 
４．研究成果 
 
過剰発現マウスにおけるマイクロアレイ解
析に関して（PGC1α）： 
転写共役因子 PGC1αは、骨格筋等において
運動により発現増加し、ミトコンドリアの生
合成・筋線維タイプの変化・脂肪酸酸化促進
など、エネルギー代謝や運動に関連する遺伝
子発現を活性化することが知られている。骨



格筋で特異的に PGC1αを過剰発現させたト
ランスジェニックマウス（PGC1α-Tg マウ
ス）は PGC1αの過剰発現により骨格筋の顕
著な赤筋化が生じ、持久運動能力が向上する。
本研究では、このマウスの表現型を説明する
遺伝子発現変化を調べるためにマイクロア
レイ法を用いて網羅的な遺伝子発現解析を
行い、PGC1α-Tgマウスで発現増加した遺伝
子についてバイオインフォマティクス解析
を行った。その結果、分岐鎖アミノ酸
（branched-chain amino acids；BCAA）代謝経
路、酸化的リン酸化、TCA回路、脂肪酸代謝
といったミトコンドリア機能に関わる経路
が検出された。これらの結果から、運動によ
り生じるPGC1αの発現増加はTCA回路を中
心としたエネルギー利用に関与している可
能性が示唆された(PLOS ONE 2015)。バイオ
インフォマティクス解析により、PGC1α-Tg
マウスの骨格筋において増加した、BCAA代
謝経路の遺伝子に結合しうる転写因子を調
べた。その結果、PPARそして ERRなどを含
むいくつかの核内受容体が検出された。それ
らのデータは、PGC1αが様々な核内受容体を
介して代謝を亢進していることを示唆して
いる。 
 
PGC1αKOマウスを用いた解析 
遺伝子改変マウスの網羅的手法による発現
変動解析 
PGC1αKOマウス骨格筋について、マイクロ
アレイおよび次世代シーケンサーの網羅的
発現解析を行った。PGC1αは転写コアクチベ
ーターであるため、KO で発現減少する遺伝
子に着目した。KO で減少した 176 遺伝子が
どういう機能をもった遺伝子群か調べるた
め、パスウェイ解析を行ったところ、TCA回
路、酸化的リン酸化、脂肪酸代謝、BCAA代
謝などが検出された。また我々の以前の研究
で PGC1α-Tg により BCAA 代謝が活性化す
ること（PLOS ONE 2014）、TCA回路が活性
化すること（PLOS ONE 2015）を示している
が、KOはTgと逆向きの表現型を示しており、
gain of function だけでなく、loss of function
の実験によって、PGC1αの機能が明らかにな
った。 
 
FOXO1 過剰発現マウスの網羅的メチル化解
析 
FOXO1 の過剰発現マウスでは赤筋遺伝子の
発現低下が観察される。このマウスの骨格筋
をに関して、CCGG配列におけるメチル化感
受性酵素 HpaII とゲノム DNA マイクロアレ
イの原理を利用した網羅的な DNA メチル化
解 析 法 で あ る MIAMI 法 （ Oncogene 
25:3059-3064, 2006）を用いて、ゲノムワイド
なDNAメチル化変化を解析した。その結果、
1.5倍以上メチル化増加したプローブが 26個、
半分以下に減少したプローブが 40 個検出さ
れた。しかし、通常の MIAMI 法の解析では
５倍以上のメチル化増加、1/5 以下のメチル

化減少が見られるため、顕著な DNA メチル
化変化は観察されなかったと判断した。 
 
網羅的 DNAメチル化解析手法の確立 
網羅的に DNA メチル化を解析する手法とし
て、CCGGを認識するメチル化感受性酵素を
利用した MIAMI 法がある。これに加えて、
メチル化シトシン抗体による免疫沈降と、独
自に設計したプロモーターアレイを組み合
わせて、遺伝子のプロモーター部分のメチル
化変化を網羅的に解析する手法を今回確立
することができた。PGC1α過剰発現マウスと
野生型コントロールマウスの骨格筋を比較
すると、一群の遺伝子プロモーターのメチル
化変化が観察された。これは赤筋化による
DNAメチル化変化を示唆するものである。今
後、これらの具体的な解析を進めることによ
り、持久的運動によるエピジェネティクス変
化の全貌が明らかになることが期待される。 
 
筋サテライト細胞における Dnmt3aの解析 
老化などによる筋再生低下と Dnmt3a 機能の
解析を試みた。そこで、老化したマウス（２
６ヶ月令）の骨格筋から筋サテライト細胞を
単離し、初代培養を行い、遺伝子発現を検討
した。しかしながら、DNAメチル化酵素の発
現変動は見られなかった。これはおそらく、
培養を行うことによって細胞の性質が変化
した為ではないかと考えている。また、PGC1
αの過剰発現マウスなどにおいても筋サテ
ライト細胞の遺伝子発現を検討したが、筋サ
テライト細胞を初代培養することでトラン
スジーンの発現が見られなくなり、解析がで
きなかった。筋線維に付着した状態の筋サテ
ライト細胞を解析する系の確立が必要であ
ることが判明した。 
 
FOXO1 過剰発現マウスの筋サテライト細胞
の解析 
骨格筋は人体の中で、最も優れた再生能力を
有する組織の一つである。この再生を可能に
しているのが骨格筋幹細胞の筋サテライト
細胞である。筋分化と DNA メチル化制御は
古くからその関連が示唆されている。本研究
では、筋萎縮時に発現増加する FOXO1 が筋
再生遅延の原因ではないかと考え、筋芽細胞
と遺伝子改変マウスを用いて筋再生遅延に
おける FOXO1 の寄与について調べた。その
結果、C2C12 (FOXO1-3A-ER)筋芽細胞のTAM
処理群で p57及び Gadd45αの mRNAレベル
が増加し、増殖能の低下が見られた。ゆえに、
FOXO1 の活性化によって筋芽細胞の増殖が
抑制されることが示された。次に不活動モデ
ルとして FOXO1-Tgマウス及び野生型 (WT)
マウスで筋損傷を誘導したところ、Tgマウス
で筋重量、筋断面積の再生遅延が見られた。
このことから、FOXO1 は骨格筋の再生を阻
害している可能性が示唆された。C2C12とマ
ウス筋損傷実験の結果から、FOXO1 による
筋芽細胞の増殖抑制が不活動時における骨



格筋再生遅延の原因のひとつである可能性
が示唆されたFOXO1はGadd45の遺伝子発現
を増加させることを見出しているが、Gadd45
は DNA 脱メチル化に関与するという報告が
あり、この関与を明らかにすることは今後の
検討課題である。 
 
 
核内受容体を介した DNA 脱メチル化のメカ
ニズム解析 
骨格筋代謝で重要な核内受容体である PPAR
と、DNA 脱メチル化関連因子類（TDG, Tet, 
Dnmt など）とタンパク質相互作用するか否
かを検討した。PPARと GST融合タンパク質
を大腸菌を用いてリコンビナントを作成し
た。また核内受容体の転写共役因子 SRC1や、
DNA 脱メチル化関連因子類（TDG, Tet）や
DNAメチル化酵素 Dnmt3a、Dnmt3aを in vitro
で合成し 35Sラベルした。それらの相互作用
を検討したところ、PPARと TDGの相互作用
が観察された。また PPAR と Dnmt3a の相互
作用も観察された。これらの結果は、核内受
容体と DNA メチル化・脱メチル化関連因子
類が複合体を形成して作用することを示唆
している。さらなる詳細な分子機序の解明が
必要である。 
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