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研究成果の概要（和文）：加齢性筋萎縮症（サルコペニア）は、高齢者の寝たきりや要介護状態につながる主要
な危険因子となっており、高齢者の筋量維持は健康寿命延伸の実現に向けた最重要課題の一つである。骨格筋量
を負に制御する最も主要な因子として、骨格筋から分泌されるマイオスタチンが知られている。したがって、マ
イオスタチンシグナルの抑制はサルコペニアに対する予防効果が期待できるが、そのシグナルを抑制する食品由
来成分は同定されていない。本研究では、ヒトiPS細胞から分化誘導した骨格筋細胞に対してマイオスタチンシ
グナル抑制活性を有する複数の食品由来成分を同定した。

研究成果の概要（英文）：Sarcopenia, age-associated skeletal muscle atrophy is a major risk factor 
leading to disability for the elderly. Its prevention is one of the most important issues for 
extending healthy life expectancy. Myostatin is the most important factor that negatively regulate 
skeletal muscle mass. Therefore, inhibiting myostatin signal is a plausible strategy to prevent 
sarcopenia. In this study, I attempted to identify food-derived factor that prevent myostatin signal
 and found several food-derived chemicals that protect human iPS cell-derived myocytes from 
myostatin.   

研究分野：食品科学

キーワード： サルコペニア　iPS細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
サルコペニアは、高齢者の寝たきりや要介護状態につながる主要な危険因子となっており、健康寿命延伸の実現
には高齢者の筋量維持が重要である。マイオスタチンは骨格筋量を負に制御する最も主要な因子であり、マイオ
スタチンシグナルの阻害は筋ジストロフィーやサルコペニアの治療標的として着目されている。一方、サルコペ
ニアを予防するには運動による筋力の維持・増強だけでなく、食が果たす役割も小さくない。本研究では、ヒト
に対して真に有効性を発揮する食品成分を探索するため、ヒトiPS細胞から分化誘導した骨格筋細胞を用いて、
マイオスタチンシグナルを抑制する食品成分を同定した。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
体重の約 40％を占める骨格筋は、運動機能を発揮する上で必須の役割を果たしているほか、

血中の糖質の 70〜80％を取り込む代謝臓器としても極めて重要な役割を担っている。したがっ
て、骨格筋量の減少を防ぐことは、運動機能だけでなく代謝恒常性を維持する上でも重要である。 
超高齢社会に突入したわが国において、高齢者の Quality of Life の向上を実現する上で、健

康寿命の延伸は極めて重要な課題となっている。加齢製筋萎縮症（サルコペニア）は高齢者の寝
たきりや要介護状態につながる主要な危険因子となっており、高齢者の身体機能維持、つまり筋
量の維持は、健康寿命の延伸を実現する上で重要な課題である。筋萎縮を予防するには、日常的
な運動のほか、適切な食習慣も重要な役割を果たしている。日常的な運動が困難な高齢者にとっ
て、食による筋萎縮の予防は特に重要である。また、医療費を抑制するためにも、薬に頼らない
日常生活における「食」による筋量維持は魅力的な筋萎縮予防戦略と考えられる。 
骨格筋量を制御する重要な因子として、骨格筋自身が分泌する TGFbファミリー因子のマイオ

スタチン（MSTN）が知られている（1）。MSTN は骨格筋量を負に制御する最も主要な調節因子で
あり、筋ジストロフィーやサルコペニアなどの患者に認められる筋萎縮を抑制する治療標的の
一つとして着目されている（2）。MSTN の血中レベルと筋量が逆相関することや、高齢者で血中
MSTN レベルが高いことが報告されている（3,4）。近年、MSTN とアミノ酸配列の相同性の高く、
TGFbファミリーに属する GDF11 も筋萎縮やフレイルを促進することが報告されている（5）。した
がって、MSTN シグナルを抑制することは筋萎縮を抑制する魅力的な戦略であると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
筋萎縮の予防において、食の果たす役割は小さくない。現在のところ、MSTN シグナル阻害活

性を有する食品成分は報告されていない。そこで、本研究課題では食による筋萎縮の予防を目指
し、MSTN シグナルを抑制する食品成分を同定すること目的とした（図 1）。また、ヒトに対して
真に筋萎縮予防効果を発揮する食品成分を探索するため、スクリーニングではヒト iPS 細胞か
ら分化誘導した骨格筋細胞を活用し、研究を実施した。 
 
３．研究の方法 
 
(1) ヒト iPS（hiPS）細胞の骨格筋細胞への分化誘導 

hiPS 細胞（hiPSC409B2tet-MyoD及び hiPSC414C2tet-
MyoD）は、京都大学 iPS 細胞研究所臨床応用研究部
門・櫻井英俊博士よりご供与いただいた。hiPS 細
胞の骨格筋細胞への分化誘導は、既報に従った（6）。 

 
(2) レポーターアッセイ 

Smad2/Smad3 応答配列を含む pCAGA12-Luc（7）及
び pCMV-bgal を HEK293T 細胞に導入し、標準的な
方法に従ってホタルルシフェラーゼ活性とbgal 活
性を測定した。ホタルルシフェラーゼ活性は，bgal
活性で補正した。 
 

(3) MSTN 依存的な Smad2/Smad3 の活性化 
Smad2/Smad3 の活性化は、抗 Smad2/Smad3 抗体（#5678, Cell Signaling Technology）及

び抗リン酸化 Smad2/Smad3 抗体（#8828, Cell Signaling Technology）を用いて、ウエスタ
ンブロットによる Smad2/Smad3 のリン酸化で評価した。また、Smad2/Smad3 の細胞内局在を
抗 Smad2/Smad3 抗体（#5678, Cell Signaling Technology）を用いて免疫蛍光染色した後、
共焦点顕微鏡にて観察し、Smad2/3 の核内移行を評価した。 
Smad2/3 標的遺伝子（SERRPINE1，CDKN2B，CXCR4）の発現は、リアルタイム PCR（StepOnePlus, 

Applied Biosystems）にて解析した。ISOGEN（ニッポンジーン）を用いて抽出した RNA より
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit（Applied Biosystems）を使って cDNA を
合成した。合成した cDNA を鋳型に Smad2/Smad3 標的遺伝子の発現を解析した。各遺伝子の
mRNA レベルは 18S rRNA 量で補正した。 

 
(4) 細胞傷害アッセイ 

24-ウェルプレートに播種し、分化誘導した hiPSC409B2tet-MyoD及び hiPSC414C2tet-MyoD由来骨
格筋細胞を MSTN（富士フィルム和光純薬）もしくは GDF11（PeproTech）とともに培養した



 

 

後，Cell Counting Kit-8（同人化学）を用いて生細胞数を測定した。 
 

(5) 食品由来成分のスクリーニング 
本実験で使用した食品成分ライブラリーは、所属研究室が保有する 293 種類の食品由来化

合物から構成されている。一次スクリーニングは上述のレポーターアッセイを用いて行なっ
た。pCAGA12-Luc 及び pCMV-bgal を導入した HEK293T 細胞を MSTN（20 ng/ml）及び食品成分
（50 µM）と 16 時間培養した後、ホタルルシフェラーゼ活性を測定した。二次スクリーニン
グは、hiPSC414C2tet-MyoD由来骨格筋細胞を用いて、上述の細胞傷害アッセイにて行った。 
 

４．研究成果 
 
(1) hiPS 細胞由来骨格筋細胞を用いた MSTN および GDF11 の活性評価 

MSTN は、筋量を負に制御することが広く知られている（1）。GDF11 は MSTN と非常に高い
相同性を有する TGFbスーパーファミリー分子であり、筋萎縮に関与することが近年明らか
にされた（5）。そこで、まず hiPSC 由来骨格筋細胞を用いて、MSTN 及び GDF11 による
Smad2/Smad3 活性化を解析した。hiPSC409B2tet-MyoD及び hiPSC414C2tet-MyoD由来骨格筋細胞を
MSTN もしくは GDF11 と 45 分間インキュベートし、Smad2/Smad3 のリン酸化をウエスタンブ
ロットにて評価した。その結果、両者の骨格筋細胞において、MSTN もしくは GDF11 による
Smad2/Smad3 のリン酸化が惹起されることが明らかになった（図２）。Smad2/Smad3 のリン酸
化は、MSTN 及び GDF11 のレセプターである 
ALK4/ALK5 阻害剤（SB431542）で抑制され
た。Smad2/Smad3 の活性をさらに評価する
ため、その核内移行についても解析した。
その結果、MSTN 及び GDF11 刺激によって
Smad2/Smad3 が核内に蓄積する様子が観察
された。また、MSTN 及び GDF11 は、
Smad2/Smad3 標的遺伝子である SERRPINE1
や CDKN2B、CXCR4 の遺伝子発現を誘導する
ことが示された。以上の結果から，hiPSC 由
来骨格筋細胞において、MSTN 及び GDF11 は
Smad2/Smad3 を活性化することが明らかと
なり、以下で述べる MSTN 活性を抑制する
食品成分の探索に適していると判断した。 
 

(2) MSTN シグナルを抑制する食品成分の同定 
MSTN シグナルを抑制する食品成分を探索するため、一次スクリーニングでは HEK293T 細

胞を用いて、Smad2/Smad3 応答配列から構成される CAGA12 レポーターアッセイを行なった。
まず、HEK293T 細胞における MSTN 依存的な CAGA12 レポーター活性を測定した。その結果、
HEK293T 細胞を MSTN 存在下で 16 時間処理することでそのレポーター活性が 20〜30 倍程度
上昇することが確認された。また、この MSTN 依存的なレポーター活性の上昇は SB431542 に
よって 90%以上阻害されることが確認された。   
以上のことから、HEK293T 細胞を用いた CAGA12 レポーターアッセイによって、MSTN シグ

ナル阻害活性を有する食品成分の探索が可能であると判断し、293 種類の食品由来成分を用
いた一次スクリーニングを実施した。その結果、MSTN 依存的な CAGA12 レポーター活性を
70％以上抑制する食品成分として、34 種類の食品成分が同定された。続いて、hiPSC 由来骨
格筋細胞を用いた二次スクリーニングを行なった。二次スクリーニングでは、MSTN による細
胞傷害を指標に一次スクリーニングで得られた 34 化合物について評価した。その結果、MSTN
による細胞傷害を 20％以上阻害する食品成分が 5 種類同定された。その中の 3 種類の化合
物は、MSTN による細胞傷害を 50％以上阻害する活性を有していた。 

 
(3) 食品成分による MSTN シグナルの抑制 

同定された食品成分の中で hiPS 細胞由来骨格筋細胞に対する MSTN 依存的な細胞障害を
軽減する活性が特に強く認められた食品成分 X について、さらに解析を進めた。その結果、
食品成分 X は MSTN 依存的な Smad2/Smad3 のリン酸化と Smad2/Smad3 標的遺伝子の発現を顕
著に抑制した。また、MSTN 依存的な細胞障害を濃度依存的に軽減する効果を有していた。 

 
(4) 総括 

健康寿命の延伸を実現する上で、サルコペニアの予防は極めて重要な課題である。本研究
では、サルコペニアを含む筋萎縮を促進する効果を有する MSTN の活性を抑制する効果を有
する食品成分の探索を hiPS 細胞由来骨格筋細胞を用いて実施した。その結果、hiPS 細胞由
来骨格筋細胞において、MSTN シグナルを抑制する複数の食品成分の同定に成功した（図 1）。
特に強い活性が認められた食品成分 X は、MSTN 依存的な Smad2/Smad3 のリン酸化や



 

 

Smad2/Smad3 標的遺伝の発現を顕著に抑制した。本研究では hiPS 細胞由来骨格筋細胞を用
いていることから、ヒト骨格筋においても同様の活性を有することが期待される。 
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