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研究成果の概要（和文）：骨格筋は単核の筋芽細胞が分化・融合した多核の筋線維の集合体であり、生体最大の
エネルギー代謝器官である。本研究では、脱アミノ化酵素Apobec2が筋細胞の「分化」および「エネルギー代
謝」を制御する機構について検証した。C2C12筋芽細胞に対するApobec2の強制発現は、筋芽細胞から筋管への分
化を顕著に抑制した。また、siRNAによるApobec2ノックダウンは、筋細胞におけるミトコンドリアの呼吸を亢進
した。以上から、Apobec2が筋細胞において分化とエネルギー代謝の両方を制御している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Skeletal muscles are composed of multinucleated myofibers that differentiate
 and fuse from mononuclear myoblasts and are the largest energy metabolizing organs in the body. In 
this study, the mechanism by which muscle cell differentiation and energy metabolism are controlled 
by the deaminase enzyme Apobec2 was investigated. Forced expression of Apobec2 in C2C12 myoblasts 
significantly suppressed the differentiation of myoblasts into myotubes. In addition, knockdown of 
Apobec2 by siRNA increased mitochondrial respiration in C2C12 myoblasts. These results suggest that 
Apobec2 may regulate both differentiation and energy metabolism in skeletal muscle cells.

研究分野： 代謝学、畜産物利用学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
筋細胞の分化・代謝の制御機構を理解することができれば、骨格筋量の維持・増加あるいは性質をコントロール
できるようになる。本研究により、筋細胞の代謝・分化の制御機構の一旦が明らかになった。研究成果は、サル
コペニアの予防やスポーツ科学に貢献するだけでなく、昨今注目が集まる培養肉の開発に資すると考える。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
骨格筋は発生段階で単核の筋芽細胞が分化・融合した多核の筋線維の集合体である。筋細胞の
分化・融合の制御は、筋形成調節因子 (MRF : Myogenic Regulatory Family) ファミリー (Myod, 
Myogなど) や Mef2 が筋特異的遺伝子の発現を協調的に調節することで成立する。これら因子
の単一また複数の欠損は、発生段階における筋形成を著しく抑制する。また、TGF-bファミリー
の１つであるMstn (ミオスタチン) や mTOR セリン・スレオニンキナーゼは筋細胞のシグナル
伝達を介して、分化・融合・タンパク質合成を制御することで骨格筋量を調節している。 
近年、筋細胞の「分化」を制御すると考えられていた遺伝子が、実際には「エネルギー代謝」
をも制御することがわかってきた。これまで筋細胞の分化とエネルギー代謝を制御する因子が
多数報告されている。一方で、近年、それら両方を制御するものが報告されている。単一の遺伝
子が筋細胞のステージごと（筋芽細胞、筋管）に、異なる機能（分化、エネルギー代謝）を有す
る生理的意義は不明である。 
Apobec2は筋細胞特異的に発現する AID/APOBECファミリーの１つである。これらファミリー
分子はその脱アミノ化酵素活性により、DNA/RNA を編集することで多様な生理機能を発揮す
る (Salter, Trends Biochem. Sci., 2015)。一方、Apobec2 の脱アミノ化酵素活性は疑問視されてお
り、全く異なる機能を有すると予想されている (Powell, J. Biol. Chem., 2014)。 
これまでの研究から、Apobec2 遺伝子のノックアウト（またはノックダウン）が筋細胞の分化
やエネルギー代謝を負に制御する可能性を見出している。本研究では、Apobec2が未知の分子機
構により、筋細胞の分化とエネルギー代謝の両方を制御する新規メカニズムを明らかにする。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、Apobec2 が筋細胞の分化とエネルギー代謝の両方を制御するメカニズムの検
証を行い、その生理的意義を明らかにすることである。具体的には、Apobec2の強制発現が培養
筋細胞およびマウス骨格筋の分化またはエネルギー代謝制御に与える影響を調べる。また、
Apobec2の結合分子の同定から、その分子メカニズムを明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
（１）培養筋細胞に対する Apobec2 の強制発現が分化およびエネルギー代謝へ与える影響の解
析について：準備研究から、Apobec2 発現ベクター（プラスミドおよびアデノ随伴ウイルス：
AAV6-Flag-Apobec2）を作製した。筋芽細胞株 C2C12に Apobec2を強制発現させた後、低血清培
地にて筋管に分化誘導した。Apobec2は筋分化時の DNA脱メチル化に関係すると考えられてい
るため (Carrió, BMC Biol., 2016)、メチル化特異的 PCR にて筋分化を制御するMyog, Myod遺伝
子などのメチル化レベルを定量した。同時に、各種分化のマーカーの発現量について、ウェスタ
ンブロットおよび qRT-PCR にて定量した。また、筋管については細胞外フラックスアナライザ
ーを用いたミトストレステストにより、エネルギー代謝（ミトコンドリアの呼吸）を評価した。
ミトコンドリア呼吸鎖の発現量をウェスタンブロットにて定量した。 
 
（２）マウス骨格筋に対する Apobec2 強制発現が分化およびエネルギー代謝へ与える影響の解
析について：AAV6-Flag-Apobec2-GFPをマウスの後肢筋に対し筋内注射し、Apobec2強制発現を
行うため、予備実験として、筋芽細胞株 C2C12に導入した。GFP 陽性細胞をカウントし、導入
効率を検証した。 
 
（３）Apobec2 の分子機能の探索：結合分子の同定など：準備研究から、筋管に対して Flag-
Apobec2を用いて免疫沈降し、共沈タンパク質を確認する。得られたバンドを質量分析により同
定し、Apobec2との結合が確認できたものについては、siRNAを用いたノックダウン等により分
化またはエネルギー代謝制御との関係を調べる。 
 
 
４．研究成果 
（１）Apobec2 は筋分化前ではほとんど発現しておらず、分化に伴い、その発現量が増加する。

Apobec2欠損マウスから単離した筋芽細胞(Apobec2-/-)では、初期の筋分化が促進されることがわ

かっている(Ohtsubo, Int. J. Biochem. Cell Biol., 2017)。Apobec2と筋分化の関係を詳細に調べるた

め、C2C12筋芽細胞に対し Apobec2発現プラスミドを導入した。His-tagに対するウェスタンブ

ロットにて、分化前の筋芽細胞に Apobec2 が発現できたことを確認した。細胞の形態観察およ

び qRT-PCR によるマーカー遺伝子の発現量の定量から、Apobec2 の強制発現は筋芽細胞から筋
管への分化を顕著に抑制することが明らかになった。Apobec2は筋分化時の DNA脱メチル化を



 

 

制御すると予想されているため、メチル化特異的 PCR にて筋分化制御に関わる Myog, Myod1, 
Myf5のメチル化レベルを調べたが、Apobec2強制発現は影響を与えなかった。次に、Apobec2と
エネルギー代謝の関係を調べるため、siRNA を用いた Apobec2 ノックダウンと細胞外フラック

スアナライザーを用いたミトストレステストを実施した。siRNA 導入により、筋細胞における

Apobec2発現量はタンパク質レベルで 50%程度減少した。一方で、ミトコンドリア呼吸鎖複合体

のタンパク質発現量に変化は認められなかった。ミトストレステストの結果、コントロールと比

べて Aopbec2ノックダウン細胞では、ミトコンドリアの呼吸が亢進していた。以上から、Apobec2
が筋細胞において分化とエネルギー代謝の両方を制御することが示唆された。 
 
（２）（１）で確認された現象を生体で検証するため、マウス骨格筋への Apobec2強制発現を計

画した。アデノ随伴ウイルスベクター（AAV6-Flag-Apobec2-GFP）の導入効率を筋芽細胞株 C2C12
により確認した。C2C12を低血清培地により筋管に分化させた後、アデノ随伴ウイルスベクター

をトランスフェクションしたが、GFP 陽性筋管はほとんど確認されなかった。筋管に対するアデ

ノ随伴ウイルスベクターの導入効率が低いため、分化誘導前の筋芽細胞および HEK293 に対し
てもトランスフェクションした。その結果、HEK293 では一部 GFP 陽性細胞が観察されたが、

C2C12筋芽細胞においてはほとんど観察されなかった。また、ウェスタンブロットにてタンパク

質発現を確認したが、Flag-Apobec2の発現は確認されなかった。その後、異なる血清型で新たに

ウイルスベクターを構築したが、筋芽細胞への導入効率は改善されなかった。 
 
（３）ゼブラフィッシュ網膜やグリア細胞を用いた研究から、Apobec2の結合分子 (Ubc9, Toporsa, 
Pou6f2) が報告された。しかし、これらは哺乳類の筋細胞ではほとんど発現しておらず、Apobec2
と協調的に機能するとは考えにくい。これまでに、筋芽細胞における Apobec2 強制発現および
免疫沈降から、複数の結合分子を回収した。今後、得られたバンドのタンパク質の同定を実施し

たい。 
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