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研究成果の概要（和文）：本研究は、骨格筋のβ2アドレナリン受容体(β2-AR)シグナルの役割の解明を目的と
している。β2-ARシグナルの活性化は、FoxO1 mRNAおよびタンパク質の発現量を急速に減少させることが判明し
た。続いて、β2- ARシグナルの活性化による急速なFoxO1 mRNAの発現量減少の作用機序解明を目的として、
microRNAのマイクロアレイを行った結果、β2-ARシグナルの活性化によ り103種のmicroRNAの発現量が有意に変
動することが明らかとなった。また、103種のうちの2種のmicroRNAの導入により、FoxO1 mRNAの発現量が減少す
ることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The aims of this study were to investigate the role of beta2-adrenergic 
receptor (AR) signaling in regulation of FOXO1 mRNA expression in skeletal muscle. We showed that 
beta2-AR activation by using its selective agonist (clenbuterol) rapidly decreases FOXO1 mRNA 
expression both in chick myotubes and C2C12 myotubes. Further, we performed microRNA (miRNA) 
microarray analysis and identified that 103 miRNAs were significantly changed in C2C12 myotubes 
stimulated with 1 μM clenbuterol for 1 h. Two of the 103 miRNAs successfully decreased FoxO1 mRNA 
expression in C2C12 myotubes, respectively. Our results indicated that the beta2-AR signaling has a 
role to suppress FOXO1 mRNA expression via regulating miRNA expression.

研究分野： 栄養生化学

キーワード： 骨格筋　タンパク質分解　FOXO　microRNA
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１．研究開始当初の背景	 
	 長期的な飼料穀物の需給のひっ迫が懸念
される状況下で、肉用家畜（肉用牛、豚、肉
用鶏など）には、更なる産肉性の向上や飼料
効率の改善によって経済性を高めることが
求められている。産肉性の向上とは、体タン
パク質蓄積量の増加による骨格筋量の増加
とみなすことができ、体タンパク質の蓄積は、
タンパク質量の合成量と分解量の差で表さ
れる。そのため、骨格筋のタンパク質の合成
と分解の制御が可能となれば、家畜の肉生産
量を向上させる技術の開発に貢献できる。	 
	 骨格筋タンパク質の合成促進および分解
抑制を惹起する成長因子として、インスリン
様成長因子（IGF-I）がよく知られている。
IGF-I は、IGF-I 受容体を介して、AKT をリン
酸化する。リン酸化により活性型となった
AKT は、mTOR などを介してタンパク質合成を
促進させる。同時に、活性型 AKT は、転写因
子 FOXO をリン酸化し、FOXO の細胞内局在を
変化（核外へ移行）させる。その	 結果、FOXO
の転写活性が低下し、標的遺伝子である
atrogin-1/MAFbx および MuRF1（E3 ユビキチ
ンリガーゼ）の発現量が減少し、ユビキチン
プロテアアソーム（UPS）系タンパク質の分
解量が減少する。	 
	 転写因子 FOXO は、骨格筋の UPS 系タンパ
ク質分解量の調節において中心的な機能を
担うことから、「転写因子 FOXO の標的遺伝子
に対する転写活性の新規調節機構の解明」は、
肉用家畜の産肉性向上のための基盤情報と
なる。既往の研究から、標的遺伝子に対する
FOXO の転写活性は、リン酸化、アセチル化、
およびユビキチン化などの翻訳後修飾によ
って調節されることが明らかにされている。	 
	 アドレナリンは、G タンパク質共役型受容
体であるアドレンリン受容体を介して様々
な組織において機能する。哺乳類や鳥類では、
β2アドレナリン受容体（β2-AR）作動薬によ
る β2-AR の活性化が転写因子 FOXO の標的遺
伝子である atrogin-1/MAFbx や MuRF1 の遺伝
子発現量を減少させることが知られている。
しかしながら、β2-AR およびその下流シグナ
ルが転写因子 FOXO に及ぼす影響については
不明である。	 
	 
２．研究の目的	 
	 本研究では、骨格筋および骨格筋細胞にお
ける β2-AR の活性化が転写因子 FOXO に及ぼ
す影響を明らかにすること目的とした。	 
	 
３．研究の方法	 
	 
（１）鶏初生ヒナに対するβ2-AR 作動薬の投
与 が 骨 格 筋 の 転 写 因 子 FOXO お よ び
atrogin-1/MAFbx	 mRNA 発現量に及ぼす影響	 
	 12 羽の 1 日齢初生ヒナ（ROSS308）を 6 羽
ずつクレンブテロール投与区と対照区の 2群
に分けた。クレンブテロール投与区には、体
重 1	 kg あたり 0.1	 mg となるようにクレンブ

テロールを投与した。対照区には、PBS を投
与した。飼料と水は自由摂取とし、クレンブ
テロール投与の 3時間後に解体を行った。	 
	 	 
（２）鶏初生ヒナに対するアドレナリン、
β1-AR 作動薬、β2-AR 作動薬、およびβ3-AR
作動薬の投与が骨格筋の atrogin-1/MAFbx	 
mRNA 発現量に及ぼす影響	 
	 骨格筋におけるタンパク質分解の抑制作
用がβ2-ARs シグナル特異的か否かを調べる
ために、鶏初生ヒナに対するアドレナリン、
β1-AR 作動薬、およびβ3-AR 作動薬の投与を
行い、骨格筋の atrogin-1/MAFbx	 mRNA 発現
量に及ぼす影響を調べた。30 羽の 1 日齢初生
ヒナ（ROSS308）を 6 羽ずつ 5 群に分けた（ア
ドレナリン区、β1-AR 作動薬区、β2-AR 作動
薬区、β3-AR 作動薬区、および対照区）。ア
ドレナリンおよび各β-AR 作動薬（ドブタミ
ン、クレンブテロール、BRL37344）の投与は、
体重 1	 kg あたり 0.1	 mg の濃度で行った。対
照区には、PBS を投与した。飼料と水は自由
摂取とし、投与の 3 時間後に解体を行った。	 
	 
（３）β2-AR 作動薬が鶏初代培養筋管細胞に
おける転写因子 FOXO の mRNA およびタンパク
質発現量に及ぼす影響	 
	 鶏 13 日胚の大腿筋から調整した筋芽細胞
から筋管を形成させた後、クレンブテロール
（1μM）を添加した培地中で	 1 または	 3 時
間培養した。FOXO1	 mRNA およびタンパク質の
発現量をウエスタンブロッティング法およ
びリアルタイム PCR 法を用いて分析した。	 
	 	 
（４）β2-AR 作動薬が C2C12 筋管細胞におけ
る転写因子 FOXO の mRNA およびタンパク質発
現量に及ぼす影響	 
	 マウス由来の筋芽細胞（C2C12 細胞）を定
法により筋管形成させた後、クレンブテロー
ル（1μM）を添加した培地中で	 1 または	 3
時間培養した。FOXO1	 mRNA およびタンパク質
の発現量をウエスタンブロッティング法お
よびリアルタイム PCR 法を用いて分析した。	 
	 
（５）β2-AR 誘導性の FOXO1	 mRNA の分解に
影響を及ぼす可能性のある miRNA の発現解析	 
	 microRNA（miRNA）は、20〜25 塩基で機能
を持つ微小 RNA で、近年様々な機能を持つこ
とが明らかにされている。ヒトでは、14 種類
の miRNA が FOXO1	 mRNA の分解に影響を及ぼ
すことが報告されている。そこで、本実験で
は、1 時間のクレンブテロール刺激により
FOXO1	 mRNA の発現量減少が確認された C2C12	 
筋管細胞において発現が変動する miRNA をマ
イクロアレイ法により調べた。加えて、クレ
ンブテロール刺激により変動が認められた	 
miRNA	 のうち、FoxO1	 mRNA	 の	 3’UTR	 との
結合が推測される miRNA を Target	 Scan によ
り解析した。	 
	 
（６）骨格筋細胞への miRNA のトランスフェ



クションが FOXO1	 mRNA の発現量に及ぼす影
響	 
	 クレンブテロール刺激により変動が認め
られた	 miRNA	 のうち、Target	 Scan により
FoxO1	 mRNA	 の	 3’UTR	 との結合が推測され
る miRNA（miRNA	 mimic）を C2C12	 筋管細胞
に導入し、	 FoxO1	 mRNA	 の発現を調べた。	 
	 
４．研究成果	 
（１）鶏初生ヒナに対するβ2-AR 作動薬の投
与 が 骨 格 筋 の 転 写 因 子 FOXO お よ び
atrogin-1/MAFbx	 mRNA 発現量に及ぼす影響	 
	 β2-AR 作動薬（クレンブテロール）投与 3
時間後の骨格筋における FOXO1 および
atrogin-1/MAFbxのmRNA発現量をリアルタイ
ム PCR 法により分析した結果、クレンブテロ
ー ル 投 与 区 に お い て FOXO1 お よ び
atrogin-1/MAFbx	 mRNA発現量の減少が認めら
れた。これらの結果より、骨格筋におけるβ

2-AR の活性化は、FOXO1	 mRNA 発現量の減少を
介して atrogin-1/MAFbx の発現を負に調節し、
タンパク質分解を抑制する可能性が示唆さ
れた。	 
	 
（２）鶏初生ヒナに対するアドレナリン、
β1-AR 作動薬、β2-AR 作動薬、およびβ3-AR
作動薬の投与が骨格筋の atrogin-1/MAFbx	 
mRNA 発現量に及ぼす影響	 
	 投 与 3 時 間 後 の 骨 格 筋 に お け る
atrogin-1/MAFbxのmRNA発現量をリアルタイ
ム PCR 法により分析した結果、アドレナリン
およびβ2-AR 作動薬（クレンブテロール）を
投 与 し た ヒ ナ に お い て 骨 格 筋 の
atrogin-1/MAFbx	 mRNA発現量の減少が認めら
れた。また、β1-AR 作動薬（ドブタミン）の
投与は atrogin-1/MAFbx	 mRNA 発現量に	 
影響を及ぼさなかったが、β3-AR 作動薬
（BRL37344）の投与は atrogin-1/MAFbx	 mRNA
発現量を有意に増加させた。	 
	 これらの結果より、骨格筋においてアドレ
ナリンは、β 2-AR の 活性化を介して
atrogin-1/MAFbx の発現量を減少させ、タン
パク質分解を抑制する可能性が示唆された。	 
	 
（３）β2-AR 作動薬が鶏初代培養筋管細胞に
おける転写因子 FOXO の mRNA およびタンパク
質発現量に及ぼす影響	 
	 鶏初代培養筋管細胞において β2-AR 作動
薬（クレンブテロール）は、培地添加の１お
よび 3 時間後に FOXO1	 mRNA を有意に減少さ
せた。FOXO1 タンパク質の発現量は、培地添
加の 1時間後には影響は認められなかったが、
培地添加の 3時間後に有意な減少が認められ
た。加えて、atrogin-1/MAFbx	 mRNA の発現量
は、培地添加の 1時間後には影響は認められ
なかったが、培地添加の 3時間後に有意な減
少が認められた。これらの結果より、鶏の骨
格筋細胞におけるβ2-AR の活性化は、リン酸
化による FOXO1 の転写活性の調節に加えて、
FOXO1	 mRNAおよびタンパク質の発現量減少を

介して atrogin-1/MAFbx の発現量を負に調節
する可能性が示唆された。	 
	 	 
（４）β2-AR 作動薬が C2C12 筋管細胞におけ
る転写因子 FOXO の mRNA およびタンパク質発
現量に及ぼす影響	 
	 本実験では、鶏初代培養筋管細胞における
結果と同様の結果を得た。すなわち、C2C12
筋管細胞においてβ2-AR 作動薬（クレンブテ
ロール）は、培地添加の１および 3時間後に
FOXO1	 mRNA を有意に減少させた。FOXO1 タン
パク質の発現量は、培地添加の 1時間後には
影響は認められなかったが、培地添加の 3時
間後に有意な減少が認められた。加えて、
atrogin-1/MAFbx	 mRNA の発現量は、培地添加
の 1 時間後には影響は認められなかったが、
培地添加の 3時間後に有意な減少が認められ
た。	 
	 これらの結果より、マウスの骨格筋細胞に
おいても、β2-AR の活性化は、リン酸化によ
る FOXO1 の転写活性の調節に加えて、FOXO1	 
mRNA およびタンパク質の発現量減少を介し
て atrogin-1/MAFbx の発現量を負に調節する
可能性が示唆された。	 
	 
（５）β2-AR 誘導性の FOXO1	 mRNA の分解に
影響を及ぼす可能性のある miRNA の発現解析	 
	 1 時間のクレンブテロール刺激により
FOXO1	 mRNA の発現量減少が確認された C2C12	 
筋管細胞において発現が変動する miRNA をマ
イクロアレイ法により調べた結果、64 種が有
意に増加し、39 種が有意に減少することが明
らかとなった（合計 103 種の microRNA に有
意な変動が認められた）。有意な増加が認め
られた 64 種の miRNA のうち、19 種の miRNA
に FOXO1	 mRNA の 3’UTR 領域と結合する可能
性が推測された。	 
	 
（６）骨格筋細胞への miRNA のトランスフェ
クションが FOXO1	 mRNA の発現量に及ぼす影
響	 
	 （５）において、FOXO1	 mRNA の 3’UTR 領
域に対して結合する可能性が推測された 19
種の miRNA のうち、発現の増加量が大きかっ
た 4 種の microRNA を、トランスフェクショ
ン法により C2C12 細胞へ導入した。その結果、
2 種の microRNA の導入により、FoxO1	 mRNA
の発現量が有意に減少することが明らかと
なった。	 
	 	 
本研究により、骨格筋におけるβ2-AR の活性
化は、miRNA の発現量増加を誘導し、転写因
子 FOXO1	 mRNA 発現量を急速に減少させるこ
とが明らかとなった。その結果、FOXO1 タン
パク質の発現量が減少し、FOXO1 の標的遺伝
子である atrogin-1/MAFbx の発現量の減少を
介して骨格筋タンパク質の分解が抑制され
る可能性が示唆された。	 
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