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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、主のたんぱく分解系であるプロテアソーム機能不全が骨格筋に与え
る影響について明らかにすることであった。骨格筋および筋幹細胞でのプロテアソーム機能不全は、筋再生不全
を起こし、幹細胞プールの減少をもたらした。以上により、骨格筋におけるタンパク分解系不全は骨格筋恒常性
の破綻をもたらすことを示した。また、タンパク分解系の機能不全は、老化と関連することが示唆され、今後の
更なる解析が必要である。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to clarify the effects of proteasome 
dysfunction, a major protein degradation system, on skeletal muscle. Proteasome dysfunction in 
skeletal muscle and muscle stem cells caused muscle regeneration failure and resulted in decreased 
stem cell pool. Thus, protein degradation in skeletal muscle resulted in disruption of skeletal 
muscle homeostasis. In addition, dysfunction of protein degradation system is suggested to be 
related to aging, and further analysis is needed in the future.

研究分野： 筋細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトの体において、骨格筋は体重の約40%を占める最も大きな臓器である。骨格筋では健康な状態を保つために
日々損傷と再生が繰り返されており、この筋再生に欠かせないのが筋幹細胞である。筋幹細胞を正常に保つ仕組
みの解明は、骨格筋そのものを正常に保つメカニズムの解明につながる。本研究では、タンパク質分解系が骨格
筋の幹細胞を維持するために必須であり、それらの破綻は筋再生不全を引き起こすことを明らかにした。これら
の成果は、幹細胞研究の基礎的な理解と再生医療への応用につながる可能性があると考えます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
我が国は未体験の超高齢社会に突入している。ますます進行する超高齢化社会においてサル

コペニア (加齢に伴う筋萎縮) に伴う運動機能低下が多くの要介護者を生み、社会問題化が加
速することは必至である。興味深いことに、骨格筋量そのものが、心血管疾患率、がん発症率、
認知機能低下率との負の相関を示し、健康寿命の長さと強い相関が得られている。すなわち、
筋量調節機構の解明により筋量そのものの維持・増進ができれば、高齢者の QOL を保ち、国民
の生産性を向上させ、我が国の発展・維持につながる。 
 骨格筋量は合成と分解のバランスで決定され、筋萎縮は合成系の抑制または分解系の活性化
によると考えられていた。申請者は、骨格筋においてのみ分解系の主であるプロテアソーム不
全を起こすことのできる遺伝子改変マウスを作出し解析したところ、驚くことに、骨格筋は分
解系の抑制により筋肥大するのではなく、むしろ筋萎縮を起こし、さらには筋線維内に中心核
が常時存在する筋再生不良を呈した (Kitajima et al. J Cell Sci 2014)。すなわち、プロテ
アソームによる適切なタンパク分解は、むしろ筋量維持に重要であることを明らかにした。骨
格筋恒常性維持機構におけるタンパク分解系の役割は、未だ不明な点が多くあり、更なる研究
が必要不可欠である。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、主のたんぱく分解系であるプロテアソーム機能の不全が骨格筋に与える影
響について明らかにすることであった。 
 
３．研究の方法 
筋幹細胞特異的にプロテアソーム機能不全を起こすために、筋幹細胞特異的な Pax7 プロモー

ター下流に Cre 組換え酵素を挿入した Pax7-CreERT2 マウスおよび骨格筋特異的な mlc1f-Cre
マウスに、Rpt3f/f マウスを掛け合わせて筋幹細胞特異的および骨格筋特異的プロテアソーム
機能不全マウスを作出した。 
 

４．研究成果 
まず、コントロールマウスと骨格筋特異的プロテアソーム機能不全マウスの筋重量の比較を

行った。腓腹筋および前脛骨筋の筋重量は、コントロールマウスと比較して、骨格筋特異的プ
ロテアソーム機能不全マウスでは、有意に小さい値を示した。骨格筋萎縮の組織学的な評価を
行うため、laminin 抗体を用いて筋横断面の蛍光免疫組織化学染色を行ったところ、コントロ
ールマウスと比較して、骨格筋特異的プロテアソーム機能不全マウスでは、筋線維が小さいこ
とが分かった。 
 たんぱく質分解系の不全は、アミノ酸にも影響を与えていると考え、上記の萎縮筋を用いて
アニオンモードとカチオンモードの 2つの方法でメタボローム解析を行った。アニオンモード
では 65個、カチオンモードでは 69 個の代謝物質の検出を行った。アニオンモードでは、骨格
筋特異的プロテアソーム機能不全マウスとコントロールマウスで有意に差がでた物質は 26 個
であり、検出限界未満のため検出不可能であった物質が 15個であった。カチオンモードでは、
骨格筋特異的プロテアソーム機能不全マウスとコントロールマウスで有意に差がでた物質は
38 個であり、検出限界未満のため検出不可能であった物質は 7個であった。これにより、骨格
筋特異的プロテアソーム機能不全マウスでは、骨格筋において分解系不全のため代謝異常を起
こしているという可能性を示唆した。今後は、得られた代謝データを元に個々の代謝物の更な
る検証が必要である。 
筋再生中には壊れた筋タンパク質などが新しい筋タンパク質に置き換わるため、タンパク分

解系の不全マウスでは、筋再生不良を起こすと仮説をたてた。一般的に筋再生実験で用いられ
ているカルディオトキシンを前脛骨筋に筋注することで筋再生実験モデルとした。結果は、コ
ントロールマウスと比較して骨格筋特異的プロテアソーム機能不全マウスでは、筋再生不良を
呈した。筋再生中には多くのユビキチン化タンパク質が蓄積しており、骨格筋特異的プロテア
ソーム機能不全マウスではこれらが除去されずに骨格筋内に蓄積していた。筋再生後の筋横断
面の免疫染色では、筋の繊維化が進んでいることも確認した。また、intact な骨格筋でのマイ
クロアレイのデータ比較では、骨格筋特異的プロテアソーム機能不全マウスにおいてコラーゲ
ンを主とする結合組織の遺伝子発現や細胞周期関連の遺伝子発現が有意に変動していた。これ
らを踏まえ、さらに詳細に検討するために、筋再生に大きく寄与する骨格筋幹細胞の解析を進
めた。 
 骨格筋幹細胞でのプロテアソーム機能の影響を明らかにするために、骨格筋幹細胞特異的に
プロテアソーム機能不全を起こすマウスを作出した。骨格筋幹細胞特異的プロテアソーム機能
不全マウスの骨格筋幹細胞のみを FACS（fluorescence activated cell sorter）を用いて単離
し、Rpt3 遺伝子発現を定量 PCR により評価した。ノックアウトでは、コントロールと比較して
有意な Rpt3 遺伝子発現の抑制を示した。さらにノックアウト群では遺伝子抑制が確認できたた
め、同様のモデルを用いてプロテアソーム活性の評価を行ったところ、ノックアウトでは、コ
ントロールに比べてキモトリプシン様およびトリプシン様プロテアソーム活性が有意に抑制さ
れていることを確認した。以上により、骨格筋幹細胞特異的プロテアソーム欠損マウスモデル
は、筋幹細胞特異的に Rpt3 遺伝子欠損が起こり、プロテアソーム活性を抑制することが明らか



になり、妥当なモデルであることが確認できた。 
ノックアウトマウスはプロテアソーム活性を抑制することが明らかになったため、筋再生に

おけるプロテアソーム機能の役割を明らかにするために筋再生実験を行った。筋再生 3、7、14
日目に前脛骨筋のサンプリングを行ったところ、再生 7、14 日目では顕著に再生筋が小さいこ
とが観察された。そこで、筋重量を定量したところ、再生 7、14日目においてノックアウトで
は、コントロールと比較して有意に筋重量が減少していることが分かった。さらに体重の影響
を除くために、体重あたりの筋重量を定量したところ、上記と同様に再生 7、14日目において
ノックアウトでは、コントロールと比較して有意に減少していた。ノックアウトでは、筋重量
が回復してきていないことが明らかなったため、免疫組織化学染色による筋組織像の観察を行
った。再生 14 日目に collagen I による筋横断面の染色を行ったところ、ノックアウトでは
collagen I が顕著に染まっていることが確認でき、繊維化が進行していることが明らかになっ
た。以上により、骨格筋幹細胞特異的な Rpt3 遺伝子欠損マウスでは、顕著な骨格筋再生不良を
呈することが示された。 
 骨格筋幹細胞特異的プロテアソーム機能不全マウスでは、顕著な筋再生不良を呈した。骨格
筋の再生は、筋幹細胞が主に担っているため筋幹細胞を FACS を用いて定量した。それにより、
ノックアウトにおいてコントロールと比較して、筋幹細胞プールが減少していることが分かっ
た。以上により、骨格筋幹細胞特異的プロテアソーム機能不全マウスでは、筋幹細胞プールが
減少しており、Rpt3 が関与するプロテアソーム機構は筋幹細胞の維持機構に必須であることが
示唆された。 
 近年、プロテアソームと老化についての知見も報告されている。本研究の筋幹細胞特異的な
プロテアソーム機能不全マウスの筋幹細胞では、老化遺伝子としても有名な p53 発現が有意に
亢進していた。p53 は細胞内の多彩なイベントに関与しており、細胞周期の停止や細胞死の誘
導などにも関わることが広く知られている。本研究でも、p53 の経路が活性化し、細胞周期を
停止し細胞死を誘導し、その結果、幹細胞プールの減少に至っていることが考えられる。培養
系では、p53 の発現を抑制することで細胞死を抑制し、細胞数の維持につながることも突き止
めた。今後は、さらにマウス個体レベルでも、骨格筋幹細胞特異的なプロテアソーム機能不全
マウスに p53 遺伝子をダブルノックアウトすることで筋幹細胞プールの維持につながるかどう
かの検証も必要である。これまでに、タンパク質分解系の不全や p53 は老化との関連も指摘さ
れており、今回の知見は骨格筋幹細胞とタンパク質分解系、さらには老化をつなぐ研究の端緒
になると考え、更なる解析が必要である。 
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