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研究成果の概要（和文）：本研究により、タンパク質メチル化酵素Mettl21eのノックアウトマウスの骨格筋組織
を解析することで、Mettl21eが骨格筋量の維持に必要な新たな筋量制御因子であることを明らかにした。また、
Mettl21eの基質となる骨格筋タンパク質を同定することで、骨格筋タンパク質のメチル化修飾を介してMettl21e
が骨格筋量を制御していることを明らかにした。遺伝子導入効率の問題からMettl21eを用いてヒト骨格筋細胞を
肥大化させることはまだ成功していないが、実験手法を改善することでMettl21eをヒトの筋萎縮に対する新たな
治療法へと応用することが可能であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：By analyzing the skeletal muscle tissue of the knockout mouse of protein 
methyltransferase Mettl21e, I revealed that Mettl21e is a novel regulator of skeletal muscle mass. I
 also identified a skeletal muscle protein as a substrate for Mettl21e and found that Mettl21e 
regulates skeletal muscle mass through the methylation of muscle protein. Although the use of 
Mettl21e to increase the size of human skeletal muscle cells has not yet been successful due to the 
issue of gene transfer efficiency, it was suggested that Mettl21e could be applied to new treatments
 for human muscle atrophy by improving the method.

研究分野：医化学一般
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研究成果の学術的意義や社会的意義
疾患や老化によって引き起こされる骨格筋の量の減少（筋萎縮）は、疾患での生存率やQOL（クオリティ・オ
ブ・ライフ）を低下させるだけでなく、社会的な生産性の低下にもつながる。しかしながら、筋萎縮に対する安
全で有効な治療薬は未だ存在しない。本研究により、骨格筋量の制御とタンパク質のメチル化修飾の意義が明ら
かとなったことで、将来的には特定のタンパク質のメチル化修飾を標的とした筋萎縮に対する新たな創薬が可能
になると考えられる。

※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。



１．研究開始当初の背景 
疾患や老化によって引き起こされる骨格筋の量の減少（筋萎縮）は、疾患での生存率や QOL
（クオリティ・オブ・ライフ）を低下させる要因となるだけではなく、社会的な生産性の低下に
もつながる社会的な問題である。しかしながら、筋萎縮に対する安全で有効な治療法は未だ存在
していない。運動やトレーニングにより骨格筋の量を増加（筋肥大）させることは筋萎縮の緩和
に有効であるが、体力の衰えた高齢者や患者がこれらの行為を行うことは難しい。そのため骨格
筋量を制御する分子機構を明らかにし、筋肥大を誘導することで失った筋量を回復させる安全
な治療法を開発することは、医学的にも社会的にも非常に需要が大きい。 
 我々はこれまでに、マイクロアレイを用いた骨格筋組織における網羅的な遺伝子発現解析に
より、筋肥大マウスの骨格筋で発現が最も増加している遺伝子として Mettl21e 遺伝子を同定し
ている。Mettl21e 遺伝子はタンパク質メチル化酵素をコードし、骨格筋に特異的な発現を示し
た。我々のこれまでの研究から、Mettl21e 遺伝子にマウス骨格筋を肥大させる作用があること
が示されているが、Mettl21e 遺伝子がどのような分子機構で筋量を制御しているのかその詳細
に関しては未だ明らかではない。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、Mettl21e 遺伝子を欠損した Mettl21e ノックアウト(KO)マウスの骨格筋組織の解
析から、Mettl21e 遺伝子が骨格筋の肥大を誘導するメカニズムを解明することと、Mettl21e 遺
伝子を標的にしたヒト骨格筋の筋肥大誘導法を開発することを目的とした。 
 
1) 骨格筋量制御における Mettl21e 機能の解明 
ゲノム編集により Mettl21e タンパク質が欠損したマウスを作製し、Mettl21e の欠損による筋
量や筋力、筋タンパク質の合成・分解経路への影響を検証する。 
 
2) Mettl21e によりメチル化修飾される筋タンパク質の同定 
高感度プロテオミクス解析により、Mettl21e によりメチル化修飾される筋タンパク質の網羅的
な同定を試みる。 
 
3) Mettl21e 遺伝子を標的にした筋肥大の誘導法の開発 
Mettl21e 遺伝子がヒト骨格筋細胞に対しても筋肥大を誘導できるかを、ヒト骨格筋細胞を用い
た実験により明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
1) Mettl21e KO マウスを用いた Mettl21e 機能の解明 
ゲノム編集技術(CRISPR/Cas9)により、マウス Mettl21e 遺伝子の Exon3 にアデニン 1 塩基が
挿入された Mettl21e KO マウスを作製した。Mettl21e KO マウスと同腹の野生型マウスについ
て、体重、筋重量、筋断面積、筋繊維数、筋張力の比較と、HE 染色による筋組織の観察を行い、
Mettl21e 遺伝子の欠損による骨格筋への影響を評価した。 
 
2) Mettl21e によりメチル化修飾される筋タンパク質の同定 
Flag-tag 配列を付加したマウス Mettl21e 遺伝子を、エレクトロポレーションによりマウスの
前脛骨筋へと遺伝子導入した。次に Flag 抗体を用いて Flag-Mettl21e を免疫沈降することで
Mettl21e と結合するタンパク質を精製し、超高分解能フーリエ変換型質量分析装置（Orbitrap 
Fusion）によりそれぞれのタンパク質を同定した。 
9 週齢のオス Mettl21e KO マウスと野生型マウスの前脛骨筋を単離し、プロテオミクス解析に
用いるタンパク質溶解液を調製した。トリプシンによるタンパク質の切断後に、Orbitrap Fusion
によりプロテオミクス解析を行い、Mettl21e によってメチル化修飾されるタンパク質の同定を
試みた。また、マウス Mettl21e リコンビナントタンパク質を大腸菌によって作製した。作製し
たリコンビナントタンパク質を用いて、同定した骨格筋タンパク質の in vitro メチル化反応を行
った。Mettl21e による骨格筋タンパク質のメチル化修飾の検出は、リジン残基へのモノメチル
化修飾を特異的に認識する抗体を用いたウエスタンブロッティング法により行った。 
 
3) Mettl21e 遺伝子を標的にした筋肥大の誘導法の開発 
Flag-tag 配列を付加したヒトの Mettl21e 遺伝子の全長配列を人工合成によって合成し、トラ
ンスポゼースによる遺伝子組換えが可能な pSBtet ベクターへと導入した。ヒト骨格筋細胞に作
製した pSBtet-hMettl21e を遺伝子導入することで、ドキシサイクリンでヒト Mettl21e 遺伝子
を発現誘導可能なヒト骨格筋細胞の樹立を試みた。導入した遺伝子の発現は、Flag 抗体を用い
た免疫細胞染色法により確認した。 
 
 
４．研究成果 



1) Mettl21e KO マウスの骨格筋組織の解析 
9 週齢の Mettl21e KO マウスでは同腹の野生型マウスと比べて、15%ほどの筋力の低下と、10-

20%ほどの前脛骨筋、ヒラメ筋、長趾伸筋、大腿四頭筋、腓腹筋の筋量の減少が観察された。筋
繊維数の変化や HE 染色による筋への損傷は観察されなかった。Mettl21e KO マウスに除神経
による筋萎縮誘導処理を行ったが、野生型マウスと比べて Mettl21e 遺伝子の欠損による筋萎縮
への影響は観察されなかった。 
 
2) Mettl21e によってメチル化修飾されるタンパク質の同定 
内在性のマウス Mettl21e の免疫沈降を行うために、Mettl21e を認識する抗体の作製を行った。
具体的には、大腸菌を用いて Mettl21e リコンビナントタンパク質を発現させ、このリコンビナ
ントタンパク質を抗原としてウサギに免疫し Mettl21e 抗体を作製した。しかしながら、検出感
度と特異性の問題から作製した抗体では内在性の Mettl21e を検出することはできなかった。そ
こで、Flag タグを付加した Mettl21e をマウス骨格筋へとエレクトロポレーションによって遺
伝子導入し、Flag 抗体による免疫沈降を利用して Mettl21e 結合タンパク質を精製し、質量分析
法によりそれぞれのタンパク質を同定した。その結果 50 種類の Mettl21e 結合タンパク質を同
定することに成功した。 
また別のアプローチとして、Mettl21e KO マウスの骨格筋抽出液を用いて同腹の野生型マウス
と比較プロテオミクス解析をすることで、Mettl21e の骨格筋でメチル化修飾が減少している骨
格筋タンパク質を同定した。さらに、Mettl21e リコンビナントタンパク質を用いた in vitro メ
チル化反応系を構築し、Mettl21e によってメチル化修飾される詳細なアミノ酸部位を同定した。 
 
3) Mettl21e 遺伝子を標的にした筋肥大の誘導法の開発 
まずヒトの Mettl21e 遺伝子のスプライシング構造を理解するために、ヒトとチンパンジーの

Mettl21e 相同遺伝子のエクソン 3 領域の比較を行った。それぞれの領域を pcDNA3 ベクターに
クローニング後に、Hela 細胞、293 細胞, ヒト myoblast に遺伝子導入し、ヒトとチンパンジー
の Mettl21e 遺伝子のスプライシング様式の違いの検出を試みた。しかしながら、両者のスプラ
イシング様式に差は認められなかった。そこで次に、ヒト骨格筋組織から RNA を抽出し、PCR
によってヒト Mettl21e 相同遺伝子のエクソン 3 領域を増幅したところ、スプライシングによっ
て生じる約 250 bp のバンドを検出することに成功し、ヒトにおいても Mettl21e 遺伝子が正常
に発現していることを明らかにした。 
次に Mettl21e 遺伝子によってヒトの骨格筋細胞を肥大させることが可能であるかを検証する
ために、Flag-tag 配列を付加したヒトの Mettl21e 遺伝子の全長配列を人工合成によって作製
し、ヒトの Mettl21e 遺伝子を誘導によって発現できるヒト骨格筋細胞の作製を試みた。しかし
ながら、遺伝子導入効率が十分ではないためにヒトの Mettl21e 遺伝子を発現するヒト骨格筋細
胞は作製することはできなかった。今後は一過性にヒト Mettl21e 遺伝子をヒト骨格筋細胞へと
過剰発現し、ヒト骨格筋細胞の大きさへの影響を精査することで、Mettl21e によるヒト骨格筋
の肥大効果をより詳細に検証する予定である。 
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