
東京農工大学・工学（系）研究科（研究院）・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０５

基盤研究(B)（一般）

2019～2017

筋萎縮進行におけるプロスタノイドの質量分析イメージング解析と治療標的分子の同定

Identification of the target molecules using imaging mass spectrometry analysis 
of prostanoids on muscular atrophy.

８０４０１４５４研究者番号：

稲田　全規（INADA, MASAKI）

研究期間：

１７Ｈ０２１５７

年 月 日現在  ２   ６ ２９

円    13,100,000

研究成果の概要（和文）： 本研究課題の実施により、質量分析および質量分析イメージングによるプロスタノ
イドの解析法の基盤を確立した。In vivoにおける尾部懸垂モデルを用いた検討の結果、筋萎縮には免疫系細胞
によるプロスタノイドの産生亢進が関与することが示された。プロスタノイド産生阻害剤を用いた検討では、筋
萎縮の改善効果が認められた。これら結果より、廃用性筋萎縮の進行にはプロスタノイドが関わることが明らか
となった。

研究成果の概要（英文）： In this research project, we established the separation analytical method 
of the prostanoids by mass spectrometry and mass spectrometry imaging. As a result of examination 
using the tail-suspension model in in vivo, the data was shown that the production of prostanoid 
from the immune system cells participated in muscular atrophy. In the examination using the 
inhibitor of prostanoids production, an improvement effect of the muscular atrophy was observed. 
These data indicated that prostanoids regulated progression of muscular atrophy in the model of 
disuse diseases.

研究分野： スポーツ科学、体育、健康科学

キーワード： 廃用性筋萎縮　プロスタノイド

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
 本研究課題の実施により、質量分析および質量分析イメージングによるプロスタノイドの解析基盤を確立し
た。さらに、廃用性筋萎縮の進行にはプロスタノイドが関与することを明らかとした。将来の廃用性筋萎縮やサ
ルコペニア、ロコモティブシンドロームの治療につながる分子標的としてのプロスタノイド産生阻害剤の開発や
遺伝子治療、天然由来機能性因子を活用し、新規な治療薬や治療因子の開発につなげてゆきたい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 
研究代表者は、これまでに筋・骨格系疾患の発症におけるプロスタノイドの関与とその役割

について検討してきた。プロスタノイドは代謝類縁体を有するファミリーより構成され、機能
性リガンドとして種々の作用を発揮することが知られている。最近、研究代表者らはプロスタ
グランジン E2 (PGE2) が欠失すると炎症が誘導されず骨破壊が起こらないこと、癌転移が抑
制されることを報告してきた。また、これまでに、骨疾患における PGE2 は一貫して骨吸収を
促進することを報告してきた。さらに、近年、PGE2 は、筋損傷における産生上昇や筋ジスト
ロフィーなどの筋疾患への関与が示唆されてきている。一方、筋萎縮におけるプロスタノイド
の関与は不明な点が多い。プロスタノイドは筋組織の局所における産生と近傍の受容体を介し
た作用を示すが、プロスタノイドが主として作用しているかは不明であった。 
そこで、研究代表者らは、プロスタノイドの筋疾患への関与を検討するため、質量分析定量

と新規な技術である質量分析イメージングを融合し、プロスタノイドを筋組織で計測し、不動
性の筋萎縮モデルである尾部懸垂マウスを用いた検討において、筋萎縮と骨破壊に伴ってその
産生が上昇することを明らかにした。この発見により、プロスタノイドは筋損傷のみならず、
筋萎縮にも関与することが考えられるが、その他のプロスタノイドの関与やその発現動態は不
明である。そこで、本研究課題では、筋萎縮におけるプロスタノイドの産生動態を液体クロマ
トグラフィー質量分析 (LC-MS) による定量、質量分析顕微鏡を用いた質量分析イメージング
による組織動態観察を融合し、プロスタノイドが筋萎縮の原因となっているかを検討する。得
られた解析結果をもとに、プロスタノイドの同定を試み、その産生阻害剤を用いた動物薬効評
価を行った。また、これまでに、筋組織は長期臥床やギブス固定など、運動や重力に変調をき
たすと筋量が減少し、不動（廃用）性の筋萎縮を発症することが知られている。筋において、
運動性のメカニカルストレスへの応答では、Z 板に位置するコスタメアのジストロフィン－糖
タンパク質複合体 (DGC) が細胞骨格アクチンと相互作用して、Ca2+流入、一酸化窒素 (NO) 
産生、ERK 活性化、PGE2 産生が起こることが報告されている。また、筋細胞に流路刺激を
与えるとプロスタノイド (PGE2, PGI2)が産生亢進することが明らかとなっていた。さらに最
近、PGE2 の筋損傷への関与が示された。一方、プロスタノイドはファミリー因子より構成さ
れ、筋萎縮において、プロスタノイドが重要かは未だ不明である。 
研究代表者らは、尾部懸垂モデルを用い、不動性筋萎縮および骨萎縮において、炎症性プロ

スタノイドの産生上昇と受容体を介した作用発現の可能性を考察してきた。また、不動性筋萎
縮の機序を解明する目的として、宇宙実験がこれらの不動性筋萎縮発症機構解明の一端を示唆
している。具体的には宇宙飛行したマウスの骨や筋量は、急激に減少すること、2～3 週間の
宇宙滞在で症状が進むことが報告されている。さらに、宇宙滞在マウスの四肢の筋肉を用いた
発現遺伝子の網羅的解析が行なわれ、変動する遺伝子は 184 に及び、プロスタノイド産生や炎
症関連の遺伝子発現も認められる。究極の廃用性筋萎縮モデルである宇宙実験におけるこれら
結果は、研究代表者らが有する不動モデルへの現象的な解析結果との共通点は多い。 
そこで、筋萎縮における炎症性のプロスタノイドの組織動態観察を新規な分子同定技術であ

る質量分析イメージングを用いて、プロスタノイドが不動性筋萎縮の主因となっているかを明
らかにし、これら一連の解析により、不動（廃用）性筋萎縮の治療につながる分子標的を同定
し、将来の治療薬の開発を目指し、本研究課題の研究構想を考えた。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、不動性筋萎縮モデルとして尾部懸垂を用い、筋萎縮におけるプロスタノイドの

産生動態を LC-MS 質量分析による定量、質量分析顕微鏡を用いた質量分析イメージングによ
る組織動態観察を融合し、プロスタノイドが筋萎縮の主因となっているかを明らかにする。さ
らに、質量分析イメージングで同定した標的プロスタノイドの合成酵素の阻害剤を用い、不動
性筋萎縮モデルにおける筋萎縮の改善の有無を調べる。これらプロスタノイドの検出から、そ
の産生阻害剤の効果検証を段階的に進め、演繹的な実験計画により分子標的を同定する。 
これまでに、質量分析イメージングを用いた筋組織解析は世界で例がなく、新規性の高い研

究手法である。研究代表者らは不動性筋萎縮モデルにおいて、プロスタノイドの産生亢進を予
備検討で得ている。筋萎縮における炎症性プロスタノイドの関与を示した報告は少なく、筋萎
縮の治療に際して必須な研究課題である。本課題では、高感度な質量分析技術と新規な質量分
析イメージングを融合させることにより、どのプロスタノイドが筋萎縮の原因となるか解明で
きる。さらに、不動（廃用）性の筋萎縮をはじめとして、種々の筋疾患であるサルコペニア、
ロコモティブシンドロームなどの予防・治療因子の開発へとつなげる。 
研究開始時には、筋組織における多因子のプロスタノイド解析に向けた基礎検討として、筋

組織切片における精製標品を用いた検出法を確立する。マトリックス選択、LC-MS 解析によ
る定量を同時進行で進める。初年度は筋萎縮に最も関与するプロスタノイドの絞り込みを行い、
次年度以降の発現細胞解析を行う。次年度には、尾部懸垂マウス由来の筋組織を用いた質量分
析イメージングを行い、筋萎縮における動態を解析する。既存の解析技術である、In vivo 発
光イメージャー、三次元マイクロ CT を活用し、筋萎縮の表現型と質量分析イメージングによ
る表現型とプロスタグランジン発現との相関解析を行う。さらに、炎症性免疫細胞に焦点を当



て、細胞表面抗原解析により、プロスタノイドを産生する細胞を同定する。最終年度には、決
定された標的となるプロスタノイドに対応する合成阻害薬を動物に投与し、これら薬物投与に
よる筋萎縮への効果を判定する。治療効果の判定は前年度までに検討した質量分析法、画像解
析法、炎症細胞解析により判定する。筋の炎症で増加するマクロファージなどの細胞表面抗原
解析により、プロスタノイドの産生細胞を同定し、プロスタノイド産生細胞におけるプロスタ
ノイドの合成阻害の効果を確認する。これら一連の研究より、不動性筋萎縮の治療につながる
分子標的であるプロスタノイドと産生細胞を同定し、演繹的な実験手法により廃用性筋萎縮の
治療薬開発につながる基礎検討を行うことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
平成２９年度 
（１）精製標品による LC-MS を用いたプロスタノイド解析 
筋組織切片を用い、精製標品による検出法を確立する。マトリックス選択、LC-MS 解析に

よる定量を同時進行で進める。初年度は筋萎縮に最も関与するプロスタノイドの絞り込みを行
い、次年度以降の発現細胞解析につなげる。LC-MS を用いたプロスタノイドの解析では、質
量が近似及び一致する分子の分離が必要となる。最適なカラム選定作業として数種を比較検討
した結果、MS/MS 解析により近似分子の同定が可能となった。これまでに、複数のカラムの
長さ、内径、粒子径を可変させ、移動相 A と B、および溶媒と流速を可変させたグラジエント
分析を行っている。これにより、プロスタノイドの保持時間は決定した。本課題では、同一質
量数を持つプロスタノイドに対して、同時定量の条件を検討した。 
（２）筋組織における LC-MS を用いたプロスタノイド解析 
標準標品の結果をもとに、尾部懸垂マウスより筋組織を採取し、プロスタノイドの濃度測定

を行なった。マウスより採取した筋組織にメタノールを添加する。さらに、内部標準混合液 (プ
ロスタノイド) を添加し、4℃で攪拌する。その後、15,000 rpm で遠心を行い、上清を回収し
た。上清は、固相抽出カラムを用い、不純物の排除・洗浄および濃縮を行う。カラム操作の後
に、LC-MS 質量分析により、筋組織中のプロスタノイドを内部標準法により定量した。さら
に、得られた筋組織より mRNA を抽出し、筋細胞のマーカー遺伝子、炎症性細胞のマーカー
遺伝子、そして、各プロスタノイドの産生酵素の遺伝子を real time-PCR 法により解析し、筋
萎縮におけるプロスタノイド産生に関連する遺伝子発現のプロファイルを検討した。 
（３）質量分析イメージングにおけるプロスタノイドのマトリックス選択 
プロスタノイドのイオン化に適するマトリックスを決定するために、ドライドドロップレッ

ト分析を行なった。プロスタノイドと各マトリックス溶液を混合し、ステンレスプレート上に
滴下した。液滴が乾燥した後に、MALDI-TOF-MS によりポジティブイオンモードおよびネガ
ティブイオンモードで分析した。これら予備検討結果を活用し、複数種のマトリックスを用い
てプロスタノイドのイオン化の最適条件決定と質量分析イメージングを検討した。 
（４）質量分析イメージングによる筋組織におけるプロスタノイド解析 
下腿三頭筋および大腿四頭筋の切片をキャリアを用いてコートスライド上に薄切し、最適化

したマトリックスを切片上に塗布した。乾燥後に質量分析イメージング法により
MALDI-TOF-MS 解析を行った。質量分析イメージングの解像度に影響する測定ポイントの設
定について、最適な条件検討を進め、LC-MS 質量分析との測定結果の融合をはかり、筋組織
におけるプロスタノイド解析の基盤構築を進めた。 
平成３０年度 
（１）In vivo モデル動物を用いた検討 
対照マウスおよび尾部懸垂マウスを用い、筋萎縮の比較解析実験を行なった。尾部懸垂マウ

スから 1～4 週後に後肢の筋肉を採取した。筋は X 線密度測定装置（DEXA 法）、マイクロ CT
による筋の形態計測と三次元体積解析を実施した。 
（２）質量分析を用いたエイコサノイドの定量解析 
標準標品の結果をもとに、尾部懸垂マウスより筋組織を採取し、プロスタノイドの LC-MS

質量分析を行なった。固相抽出カラムを用い、不純物の排除・洗浄および濃縮を行なった。カ
ラム操作の後に、筋組織中のプロスタノイドを内部標準法により分析し、尾部懸垂により萎縮
する筋組織におけるプロスタノイドの定量を行った。 
（３）質量分析イメージングを用いた筋組織におけるプロスタノイド解析 
下腿三頭筋および大腿四頭筋の切片上に最適化したマトリックスを塗布した。乾燥後に質量

分析イメージング装置を用い、尾部懸垂により萎縮する筋組織におけるプロスタノイドの動態
解析を行った。 
（４）プロスタノイド産生細胞の同定と機能相関の解析 
既存の解析技術である、In vivo 発光イメージャー、三次元マイクロ CT を活用し、筋萎縮

の表現型を解析した。これら In vivo 表現型と質量分析イメージングとの相関解析を行った。
研究分担者とこれら結果を踏まえて炎症性細胞の解析を行ない、筋萎縮におけるプロスタノイ
ド産生細胞の同定を試みた。 
平成３１年度 
尾部懸垂マウスにおけるプロスタノイド阻害剤の投与効果の検討 



前年度までに得られた筋萎縮におけるプロスタノイド解析の結果をもとに、プロスタノイド
産生阻害剤をマウスに投与し、筋萎縮の抑制効果を判定した。プロスタノイド産生阻害剤で筋
萎縮の改善効果が認められるか、否かを判定した。さらに、炎症性プロスタノイドの産生細胞
として、マクロファージに焦点を当て、プロスタノイドの産生細胞をコンフォーカル顕微鏡の
細胞表面抗原解析法により調べた。これらプロスタノイドの産生阻害と筋萎縮の抑制効果の相
関を判定した。 
 
４．研究成果 
 
本研究課題では、不動性筋萎縮モデルとして尾部懸垂を用い、筋萎縮におけるプロスタノイ

ドの産生動態を LC-MS 質量分析による定量、質量分析顕微鏡を用いた質量分析イメージング
による組織動態観察を融合し、プロスタノイドが筋萎縮の主因となっているかを明らかにする
ことである。 
研究開始年度である平成 29 年度では、

筋組織におけるプロスタノイド解析に向
けた基礎検討として、質量分析イメージン
グにおけるマトリックス選択、LC-MS 解
析による定量を同時進行で進めた。最初に、
精製標品による LC-MS を用いたプロスタ
ノイド解析に最適なカラム選定を検討し
た結果、MS/MS 解析により近似分子の同
定が可能となった。これによりプロスタノ
イドの保持時間を決定し、近似質量数を持
つプロスタノイドの複数種の同時定量条
件を確立した。また、筋組織における
LC-MS を用いたプロスタノイド解析につ
いて、尾部懸垂マウスより筋組織を採取し、
プロスタノイド測定を行った。その結果、
筋組織においてプロスタノイドの産生を
検出した。mRNA 解析では、炎症性細胞の
マーカー遺伝子、そして各プロスタノイド
の産生酵素の遺伝子発現を解析した。質量
分析イメージングにおけるプロスタノイ
ドのマトリックス選択では、プロスタノイ
ドのイオン化マトリックスの決定として、
ドライドドロップレット分析を行なった。
MALDI-TOF-MS及び MS/MSではポジテ
ィブおよびネガティブイオンモードでの
詳細な分析を行った（図 1）。これら試験に
より、複数種のマトリックスを用いてプロ
スタノイドのイオン化最適条件の決定と質量分析イメージングの基盤を確立した。質量分析イ
メージングによる筋組織におけるプロスタノイド解析では、下腿三頭筋および大腿四頭筋の切
片を作製し、MALDI-TOF-MS 解析を行った。質量分析イメージングの解像度と測定ポイント
の設定について試験し、プロスタノイドの画像解析を行った。さらに項目 1. と 2.で得られた
LC-MS 質量分析の測定結果を併せて解析し、今年度の最終目標である筋組織におけるプロス
タノイド解析の基盤構築を確立した。 

 
 
 
 
 
 

図 1. PGE2 の質量分析イメージング 
A. PGE2 (m/z 351.2) の MS イメージング像と
MS スペクトルを示した。B. PGE2 の MS/MS
イメージング像と MS/MS スペクトルを示し
た。 



平成 30 年度では、不動性筋萎縮モデルとして尾部懸垂を用い、筋萎縮におけるプロスタノ
イドの産生動態を LC-MS 質量分析による定量、質量分析顕微鏡を用いた質量分析イメージン
グによる組織動態観察を融合し、プロスタノイドが筋萎縮の主因となっているかを検討した。
さらに、質量分析イメージングで同定した標的プロスタノイドの合成酵素の阻害剤を用い、不
動性筋萎縮モデルにおける筋萎縮の改善の有無を調べ、これらプロスタノイドの検出から、そ
の産生阻害剤の効果検証を段階的に進め、演繹的な実験計画により分子標的の同定を試みた。
筋萎縮の in vivo マウスモデルを用いた解析を行った。尾部懸垂マウスから 1～2 週後に後肢の
筋肉（大腿四頭筋、下腿三頭筋）を採取し、X 線密度測定装置（DEXA 法）、マイクロ CT に
よる筋の形態計測と三次元体積解析を実施した。尾部懸垂マウスは著しい筋萎縮を示し、同一
サンプルにおけるプロスタノイドの測定解析に供した。また、プロスタノイドの標準標品の結
果をもとに、プロスタノイドの LC-MS 質量分析の定量的基盤構築を行った（図 2）。特に固相
抽出カラムを用い、不純物の排除、洗浄および濃縮、カラム操作の後に、筋組織中のプロスタ
ノイドを内部標準法により分析を可能とした。これら研究結果より、尾部懸垂により萎縮する
筋組織における定量的なプロスタノイド測定法の基盤確立に成功した。さらに、筋組織におけ
るプロスタノイドの発現同定解析では、尾部懸垂により萎縮する筋組織におけるプロスタノイ
ドの産生細胞の動態解析を行った。既存法である In vivo 発光イメージャー、三次元マイクロ
CT 解析を併せて行った結果、筋萎縮におけるプロスタノイド産生細胞を解析した。これらは
炎症性疾患に関わる免疫細胞などで構成されていることが明らかとなった。 
研究最終年度の平成 31 年度では、不動性筋萎縮モデルとして尾部懸垂を用い、筋萎縮にお

けるプロスタノイドの産生動態を LC-MS 質量分析による定量、質量分析顕微鏡を用いた質量
分析イメージングにより観察し、プロスタノイドが筋萎縮の主因となるか否かを検討した。こ
れまでに、プロスタノイドの検出から、その産生阻害剤の効果検証を段階的に進め、演繹的な
実験計画により分子標的の解析を試みてきた。今年度は、その効果検証として、尾部懸垂マウ
スにおけるプロスタノイド阻害剤の投与効果の検討を行った。前年度までに得られた筋萎縮に
おけるプロスタノイド産生の結果をもとに、プロスタノイドの産生阻害剤をマウスに投与し、
筋萎縮の抑制効果を判定した。これら実験の結果、プロスタノイド産生阻害剤の投与マウスで
は筋萎縮の改善効果が認められた（図 3）。さらに、筋組織におけるプロスタノイドの発現解析
により、尾部懸垂により萎縮する筋組織におけるプロスタノイド産生細胞の動態解析を行った。
既存法である In vivo 発光イメージャー、三次元マイクロ CT 解析を併せて行った結果、筋萎
縮におけるプロスタノイド産生細胞に関
わる候補細胞を解析した。これらは炎症性
疾患に関わるいくつかの免疫細胞などで
構成されていることが明らかとなった。さ
らに、産生細胞を調べたところ、血球系細
胞であるマクロファージ系の細胞による
プロスタノイド産生が筋萎縮に関与する
ことが示唆された。細胞培養実験を併せて
行った結果、マクロファージではプロスタ
ノイド合成酵素の産生が亢進していた。 
今後、本研究課題の実施による成果は、

将来の廃用性筋萎縮やサルコペニア、広く
はロコモティブシンドロームの治療につ
ながる分子標的としてのプロスタノイド
産生阻害剤の開発のみならず、SiRNA 導
入、受容体拮抗阻害薬、天然由来機能性因
子を活用し、不動性筋萎縮の新規な治療薬
や治療因子の開発につなげてゆきたい。 

図 3. 筋萎縮に対するプロスタノイド産生 (PN) 
阻害剤の効果 
マイクロ CT により下腿筋量 (mm3) を測定した。
*P<0.05 vs 対照群、##P<0.01 vs 尾部懸垂群。 

図 2. LC-MS によるプロスタノイドの分析 
プロスタノイドの一斉分析を行なった。同一質量電荷比 (m/z 351.4) を持つ PGD2 と PGE2、
LXA4 の分離分析に成功した。LXA4: lipoxin A4, LTB4: leukotriene B4, AA: arachidonic 
acid。 
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