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研究成果の概要（和文）：高齢者では転倒・骨折による筋損傷後の筋再生能力が低下し、サルコペニアが顕著化
することが知られる。本研究では、老化による骨格筋の性質変化（筋再生能低下）にDNAメチル化が関与する可
能性を検証し、サルコペニア予防・改善に向けた分子基盤の確立を目指した。骨格筋特異的Dnmt3a欠損
（Dnmt3a-KO）マウスの筋サテライト細胞では、GDF5遺伝子プロモーターのDNAメチル化が低下・発現増加が観察
された。さらに、分化能が低下し、筋再生を抑制することが明らかとなった。これらの結果から、筋萎縮時の筋
再生能低下にはDNAメチル化酵素の発現低下によるエピジェネティクス制御が示唆された。

研究成果の概要（英文）：During atrophy such as aging (sarcopenia), the muscle regeneration capacity 
after injury is known to be decreased, which leads to impaired muscle function as well as more 
severe sarcopenia with lower quality of life. In this study, we observed that DNA methyltransferase 
3a (Dnmt3a) expression is decreased after muscle atrophy. The regeneration capacity after muscle 
injury was markedly decreased in Dnmt3a-KO mice. Dnmt3a-KO satellite cell, important for muscle 
regeneration, showed suppressed myotube differentiation. Expression of Gdf5 was markedly increased 
in Dnmt3a-KO mice. The DNA methylation level of the Gdf5 promoter was markedly decreased in 
Dnmt3a-KO satellite cells, suggesting Gdf5 expression is regulated by DNA methylation. Thus, Dnmt3a 
appears to regulate satellite cell differentiation via DNA methylation. This mechanism may play a 
role in the decreased regeneration capacity during atrophy such as in aged sarcopenia. 

研究分野： 分子栄養学

キーワード： 骨格筋　筋萎縮　エピジェネティクス　サルコペニア　加齢

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
加齢により骨格筋内の遺伝子のDNAメチル化が大きく変わることが知られている。しかしながらそのメカニズム
と生理的意義の詳細は不明な点が多い。本研究では、老化による骨格筋の性質変化（筋再生能低下）にDNAメチ
ル化が関与する可能性を検証した。そして、老化に伴うDnmt3aの発現低下によって筋再生能が低下する分子機序
を提示した。本研究はサルコペニアの予防改善のための分子標的同定の手がかりとなるものである。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
我が国をはじめとした多くの先進国では平均寿命（生命寿命）の延びにより超高齢社会が始まっ
ており、健康寿命が平均寿命に近づくことが切望されている。高齢者が自立した生活を送るため
に「寝たきりにならない」ことは重要であり、そのためには骨格筋機能の維持は必須である。骨
格筋機能の維持は認知症の予防・改善に効果があることが知られ、高齢者の健康寿命と密接に関
連するものである。また、高齢者では転倒・骨折による筋損傷後の筋再生能力が低下し、加齢性
筋萎縮（サルコペニア）が顕著化する（寝たきりになる）ことが知られる。一方で、筋肥大を引
き起こす試みは成功していないのが現状である。筋タンパク質の合成・分解以外の何らかのアプ
ローチが必要であると予想されるが、具体的な研究は進んでいない。生物学的な見地から骨格筋
の性質を調べると、加齢により骨格筋内の遺伝子の DNA メチル化が大きく変わることが知られ
ている。しかしながらそのメカニズムと生理的意義の詳細は不明な点が多い。 
本研究では、老化による骨格筋の性質変化（筋再生能低下）に DNA メチル化が関与する可能性
を検証し、サルコペニア予防・改善に向けた分子基盤の確立を目指した。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究は老化による筋再生能低下を DNA メチル化によるエピジェネティクス制御で説明する
試みである。加齢により筋量・筋力が減少するとともに筋損傷からの回復に時間がかかり寝たき
りになりやすい（サルコペニア）。筋損傷からの回復（再生）には筋サテライト細胞（筋幹細胞）
が重要な役割を果たす。老齢時に筋再生能の低下が知られており、筋サテライト細胞の機能が低
下している可能性があるが、その詳細は不明な点が多い。高齢者が自立した生活を送るためには、
骨格筋の維持は必須であり、加齢による筋再生能低下のメカニズムの解明が求められている。 
加齢によりゲノム DNA メチル化が大きく変わることが知られている。DNA メチル化は主にゲ
ノム DNA 中の CpG サイト（5´‐CG‐3´）のシトシンで起こり、遺伝子発現制御、特に、プ
ロモーター領域の DNA メチル化は転写を抑制することが知られている。研究代表者は、様々な
筋萎縮時に骨格筋で Dnmt3a の発現が低下することを見出し、骨格筋特異的 Dnmt3a 欠損を作
製し、筋再生能が低下していることを見出した。そのため、このマウスは老化による筋再生低下
モデルマウスであると考え、解析を行った。 
本研究では、サルコペニア予防に関して、従前の筋タンパク質合成・分解の観点ではなく、老化
による骨格筋の性質変化（筋再生能低下）を DNA メチル化で説明する新しいアプローチで検証
するものである。すなわち骨格筋機能を維持するスイッチとして DNA メチル化が関与する可能
性を検証し、サルコペニア予防・改善に向けた新しい分子基盤の確立に取り組んだ。 
 
 
３．研究の方法 
 
筋萎縮モデル、筋再生モデル 
骨格筋萎縮モデルとして、野生型マウスに除神経、ギプス固定（萎縮モデル）、老齢マウスの骨
格筋を用いた。除神経は、大腿四頭筋に近接する坐骨神経切除を実施した。ギプス固定は、市販
のギプスによりマウス後肢を固定した。老齢マウスは２５カ月齢、若齢マウスは１３周齢を使用
した。カルディオトキシン（10μM, 100μL）をマウスの前脛骨筋または腓腹筋に投与し筋障害
を起こし、２週間後に筋再生能を観察した。 
 
Dnmt3a 骨格筋特異的欠損マウスの作製 
Dnmt3a 遺伝子の flox/flox マウスと、αアクチンプロモーターで骨格筋特異的に Cre リコンビ
ナーゼを発現したトランスジェニックマウスを交配させることにより、骨格筋特異的 Dnmt3a 欠
損マウス（Dnmt3a KO マウス）を作製した。マウス尾部より DNA を抽出し、PCR 法により遺伝子
型を解析した。 
 
筋サテライト細胞の単離 
マウスより長趾伸筋を採取し、単一筋線維法を行い、野生型コントロールと Dnmt3a KO マウス由
来のサテライト細胞の培養を開始した（15 cm dish）。増殖培地で培養後、分化培地で培地交換
を行い分化誘導した。サテライト細胞から RNA 抽出、逆転写（RT）反応、リアルタイム PCR を行
った。さらに Edu 取り込みによる増殖能の検討、顕微鏡観察による筋核数、細胞長、ミオシン抗
体による染色により筋細胞分化の指標を測定した。 
 
DNA メチル化解析 
DNA メチル化はバイサルファイト法にて解析した。ゲノム DNA を抽出しバイサルファイト処理
後、GDF５プロモーター中に設計したプライマーで PCR に供したのち、プラスミドにライゲーシ
ョンしシーケンスを解析することによりメチル化されたシトシンを判定した。さらに、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。 
 
メタボローム解析 
若齢（8 週齢、N=5）及び老齢（28 月齢、N=5）の C57BL/6J 雄性マウスの腓腹筋において、CE-
TOFMS によるメタボローム解析を行った。 
 
４．研究成果 
 
要約：研究代表者は、様々な筋萎縮時に骨格筋で Dnmt3a の発現が低下することを見出し、骨格
筋特異的 Dnmt3a 欠損を作製し、筋再生能が低下していることを見出した。そのため、このマウ
スは老化による筋再生低下モデルマウスであると考え、解析を行った。筋再生時に活性化し、新
しい筋線維を作る未分化の骨格筋幹細胞である筋サテライト細胞に着目し、Dnmt3a-KO マウスに
おいてサテライト細胞で Dnmt3a の発現が低下していることを見出した。また、Gdf5（Growth 
differentiation factor 5）のプロモーター領域の DNA メチル化が減少し、発現が増加させ、
サテライト細胞の分化を抑制することを見出した。本研究において、加齢を含む筋萎縮による筋
再生能低下のメカニズムを DNA メチル化で説明する仮説を提唱した。 
 
筋萎縮モデルにおける DNA メチル化関連遺伝子の発現 
野生型マウスに除神経、ギプス固定（萎縮モデル）を供し、あるいは老齢マウスの骨格筋を用い
て、DNA メチル化関連遺伝子の発現を解析した。Dnmt1, Dnmt3a, Dnmt3b, Ehmt1, Ehmt2, Ezh2
などを検討したところ Dnmt3a の発現が除神経、ギプス固定、老齢マウスの骨格筋で顕著に低下
することが判明した。 
 
Dnmt3a 骨格筋特異的欠損マウスの作製 
骨格筋特異的 Dnmt3a 欠損マウス（Dnmt3a KO マウス）を作製した。骨格筋、脳、肺、肝臓、腎
臓、精巣、脂肪組織などにおける Dnmt3a の発現を調べたところ、骨格筋特異的な欠損が観察さ
れた。一方、Dnmt1 および Dnmt3b の発現に変化は認められなかった。またタンパク質レベルで
の Dnmt3a の発現低下も確認された。 
 
Dnmt3a KO マウスの骨格筋表現型 
Dnmt3a KO マウスの骨格筋の表現型を解析した。コントロールマウスと比較して筋重量、筋組織
切片の染色に大きな差は認められなかった。骨格筋機能と関連する耐糖能試験およびインスリ
ン抵抗性試験においても顕著な差は認められなかった。一方で、コブラ毒であるカルディオトキ
シン投与による筋傷害後の筋再生能力が Dnmt3a KO マウスで明らかに低下していることが判明
した（筋重量および組織切片の観察）。 
 
筋サテライト細胞における表現型 
Dnmt3a KO マウス骨格筋より筋サテライト細胞を単離した。筋サテライト細胞において Dnmt3a
の欠損（mRNA およびタンパク質）が観察された。Dnmt3a KO の筋サテライト細胞ではコントロー
ル細胞と比較し、筋核数・筋線維長・ミオシン抗体で染色される面積が低下していた。すなわち、
筋サテライト細胞の分化能の低下が示唆された。一方で増殖能に関しては、有意差は認めらなか
った。 
 
GDF5 遺伝子の発現と DNA メチル化変化 
Dnmt3a KO の筋サテライト細胞とコントロール細胞を比較しマイクロアレイにより発現変動し
た遺伝子を網羅的に解析した。KO 細胞で最も発現増加していた遺伝子は GDF5（Growth 
differentiation factor 5）であった。GDF5 遺伝子プロモーターのバイサルファイト法による
DNA メチル化レベルを検討したところ、Dnmt3a KO サテライト細胞ではプロモーター領域の DNA
メチル化減少が観察された。一方、IAP など無関係な他の領域の DNA メチル化レベルは変化がな
かった。野生型マウス由来の筋サテライト細胞に DNA メチル化阻害剤である５アザシジジンを
添加したところ内在性の GDF5 の遺伝子発現の増加が認められた。すなわち、GDF５遺伝子は DNA
メチル化によって発現制御されていることが示唆された。 
 
リコンビナント GDF5 による筋サテライト細胞分化への効果 
Dnmt3a KO により発現増加した GDF5 が分化抑制している可能性に手がかりを得るために、リコ
ンビナント GDF5 タンパク質を野生型マウス由来の筋サテライト細胞に添加して表現型を観察し
た。その結果、筋核数・筋線維長・ミオシン抗体で染色される面積が低下しており、筋サテライ
ト細胞の分化能の低下が示唆された。一方で増殖能に関しては、有意差は認めらなかった。 
 
骨格筋と筋サテライト細胞における DNA メチル化解析 
メチル化変化のグローバルな検索は、メチル化感受性酵素（CCGG シーケンスを認識する HpaII）



を用いて解析した。その結果、骨格筋で 23プローブ（遺伝子）が、サテライト細胞で 117 プロ
ーブ（遺伝子）が野生型コントロールマウスに比べて Dnmt3a KO マウスで顕著にメチル化低下し
たことを観察した。この骨格筋でメチル化低下した２３個のうち、ほとんどはサテライト細胞で
もメチル化低下していた。このように、Dnmt3a KO マウスのサテライト細胞は骨格筋と比べて、
多くの遺伝子でメチル化が低いようである。この理由ははっきりしない。しかし、骨格筋はより
ヘテロな細胞（組織）であり、このため、DNA メチル化に影響されない細胞を含むためかもしれ
ない。 
 
老齢マウスの網羅的メタボローム解析 
サルコペニアの骨格筋の特性について手がかりを得るために、老齢マウスの骨格筋においてア
ミノ酸関連化合物を含む代謝産物の網羅的な解析（メタボローム解析）を行った。糖代謝、リン
脂質代謝、ポリアミン代謝、神経伝達物質、アミノ酸代謝等の様々な代謝経路に含まれる代謝産
物で有意な変化が観察された。老齢マウスの骨格筋において糖代謝産物は、解糖系酵素の発現の
減少を伴い有意に減少しており、これらの減少はサルコペニアで観察される速筋優位な減少の
ためであることが示唆された。また、ポリアミン代謝においてスペルミジンやスペルミン（細胞
増殖や核酸・タンパク質の合成を促進する）が老齢マウスで有意に減少しており、これらの減少
が老化の表現型に関与している可能性が示唆された。さらに、神経伝達物質のアセチルコリンと
セロトニン、ヒスタミンは老齢マウスにおいて有意に増加していた。アセチルコリンの増加は、
加齢に伴う神経筋接合部の脱落を代償していることが示唆された。一方で、セロトニンとヒスタ
ミン（痛み物質）の増加は、加齢に伴う筋損傷や再生遅延のためであることが示唆された。コラ
ーゲンの主要成分であるヒドロキシプロリンは、コラーゲン遺伝子の発現減少を伴って老齢マ
ウスで顕著に減少していた。加えて、DNA 等へのメチル基供与体である S-アデノシルメチオニン
は老齢マウスで増加しており、加齢に伴う DNA メチル化変化に関与している可能性が示唆され
た。 
 
まとめ 
本研究では、筋萎縮モデルマウス（老齢、ギプス固定、神経切除）の骨格筋の遺伝子発現を網羅
的に解析することにより、筋萎縮時に骨格筋において DNA メチル化酵素である Dnmt3a が発現低
下することを見出した。骨格筋特異的 Dnmt3a 欠損マウス（Dnmt3a KO マウス）を作製したとこ
ろ、カルディオトキシン投与による筋損傷後の筋再生が低下することが判明した。Dnmt3a KO マ
ウスの筋サテライト細胞では Dnmt3a の欠損により、TGFβファミリーの GDF5（Growth 
Differentiation Factor 5）遺伝子プロモーターの DNA メチル化が低下・発現増加が観察され
た。また、Dnmt3a KO の筋サテライト細胞は分化能が低下し、筋再生が抑制することが明らかと
なった。これらの結果から、筋萎縮時の筋再生能低下には DNA メチル化酵素の発現低下によるエ
ピジェネティクス制御が示唆された。 
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