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研究成果の概要（和文）：カルパインは、機能タンパク質や構造タンパク質を限定分解することで心筋梗塞を含
む様々な病態に関与する。一方、miRNAはタンパク質の転写後発現調節に関与する。筋芽細胞は筋細胞に分化し
て筋肉の損傷部位を修復する。本研究では、カルパイン阻害や細胞の老化が筋芽細胞の筋異的miRNAである
miR-133aとmiR-1の発現量を低下させ、筋分化能を悪化させることを見出した。これらのmiRNAを過剰発現させる
と筋分化能は回復した。加齢マウスから単離した筋芽細胞においても、miR-133aとmiR-1発現量が低下してい
た。

研究成果の概要（英文）：Calpain, a protease, breaks down functional and structural proteins and 
mediates diseases including myocardial infarction. miRNAs are involved in post-transcriptional 
regulation. This study found a new role of calpain: calpain regulates muscle-specific miRNA 
expression. In C2C12 mouse myoblasts, calpain inhibition or cell senescence downregulated miR-133a 
and miR-1 expression and suppressed myogenic differentiation. Overexpression of miR-133a and/or 
miR-1 ameliorated the differentiation. In addition, primary cultured myoblasts prepared from aged 
mice exhibited a decrease in miR-1 and miR-133a levels compared with younger mice.   

研究分野： 法医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
筋特異的miRNAの発現を調節するというカルパインの新しい役割が見出された。さらに、筋特異的miRNAは加齢に
よっても発現が抑制され、筋芽細胞の筋分化能を低下させることが明らかになった。筋肉が損傷を受けると筋幹
細胞が活性化し、筋芽細胞となって分化し、筋管細胞を形成し、損傷部位を再生する。本研究成果は、心筋梗塞
後の心筋傷害だけでなく、高齢者に見られる骨格筋萎縮（加齢性筋肉減弱症）にも関係していると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
カルパイン（calpain：CPN）は、細胞内 Ca2+要求性のシステインプロテアーゼで、様々な機

能タンパク質や構造タンパク質を限定分解する。CPN の活性化は神経変性疾患、虚血性疾患、
がんなどの多くの疾患の増悪に関与している。急性心筋梗塞の病態を再現する虚血再灌流モデ
ルでは、心筋細胞の細胞質に局在する CPN が活性化する結果、細胞骨格タンパク質であるフォ
ドリンが分解され心筋細胞死（心筋梗塞）を引き起こす（Circ Res 1995;77:603-610）と考えら
れている。 
心筋梗塞後の心臓は、心臓血管周囲の線維化を主とする心臓リモデリングと呼ばれる代償機

構が働くが、これが進行すると心不全に陥り、突然死のリスクが高まる。リモデリングには、線
維化を促進するサイトカインであるトランスフォーミング増殖因子 TGF-β1 とその下流のシグ
ナル経路 TGF-β1/Smad が重要な役割を果たしている。心筋梗塞後、レニン・アンジオテンシ
ン系の活性化により TGF-β1 は前駆体として産生された後、タンパク質分解酵素のプロセシン
グを受け活性化する。CPN は、肺高血圧症モデルマウスにおいて活性化しており、TGF-β1 を
限定分解により活性化させ、TGF-β1/Smad 経路を介してコラーゲン合成や血管平滑筋細胞増
殖を促進する結果、血管リモデリングを進展させる（J Clin Invest 2011;121:4548-4566）。著者
は、前回の科研費研究で血管平滑筋に局在する CPN も心筋梗塞後に活性化することを見出し、
TGF-β1/SmadシグナルのスイッチとなるTGF-β1前駆体のプロセシングに関与していると考
えた。しかし、予想に反して、CPN は TGF-β1 の活性化ではなく、前駆体の産生に関与してい
ること、また TGF-β1 の発現誘導は転写レベルではなく翻訳レベルであることを見出した。こ
れらの結果から CPN の転写後発現調節機構への関与が示唆された。 
 microRNA（miR）は約 22 塩基長の１本鎖 RNA 分子であり、遺伝子の転写後発現調節に関
与している。標的となる mRNA に結合し、不安定化と翻訳抑制によってタンパク質産生を抑制
する。がんの抑制/促進因子の発現調節など、様々な生理現象、疾患の分子機構に関与している
と言われ、近年急速に研究が進展している。そのような中、最近、慢性閉塞性肺疾患をモデルと
した高 CO2 曝露後の気道平滑筋細胞で、細胞内カルシウム上昇から活性化した CPN が、miR-
133a の発現を低下させ、アクトミオシン張力の調節を担うタンパク質 RhoA の発現抑制機能を
低下させるという論文が報告された（Sci Transl Med 2018;10:1662）。これは miRNA を介した
タンパク発現調節という新しい CPN の役割を示した知見である。一方、miR-133a は TGF-β1
の発現を抑制することが知られている。これらの知見から、心筋、平滑筋さらに骨格筋に局在す
る CPN は miR-133a などの筋特異的 miRNA の発現低下を引き起こし、タンパク質発現量を調
節するのではないかと考えられた。 
 ところで、心筋や骨格筋の CPN 発現量は加齢に伴い増加してくることが古くから知られてい
る（Comp Biochem Physiol B 1993;104:63-67）。加齢は虚血性心疾患の予後不良因子であるが、
CPN の加齢による変化との関係は明らかでない。 
 
２．研究の目的 
 
これらの背景から本研究では、CPN が遺伝子の転写後発現調節を担う miRNA の発現量を低下さ

せることでタンパク質発現量を調節し、筋肉細胞の障害に関与するという仮説を検証する。また、
この機構が加齢による影響を受けるかどうか検討する。 
 
３．研究の方法 
 
In vitro の実験では、マウス骨格筋由来 C2C12 筋芽細胞株を用い、継代を繰り返すことで

細胞老化を誘導した。10％のウシ胎児血清を含む Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM)
を増殖培地として 60%–70%コンフルエントになるまで培養した後、分化培地（2％のウシ血清を
含む DMEM）に交換し、筋管細胞への分化を誘導した。miRNA の過剰発現には、5 μM miRNA mimic
を Lipofectamine RNAiMAX Transfection Reagent (Invitrogen)を用いて細胞に導入した。老
化細胞の除去は、10 μM BPTES [Bis-2-(5-phenylacetamido-1,3,4-thiadiazol-2-yl)ethyl 
sulfide] を含む増殖培地で細胞を 48 時間インキュベートした。筋管細胞への分化率（fusion 
index）は、抗 myosin heavy chain (MHC)抗体を用いて分化した筋細胞を免疫染色し、DAPI で染
色された核の数に対する筋管細胞の割合を計測した。miRNA の定量は TaqMan™ MicroRNA Assay 
kit (Thermo Fisher Scientific)を用い、リアルタイム RT-PCR を行った。タンパク質の発現は
ウェスタンブロッティング法を用いて定量した。老化関連酸性 β-galactosidase 活性の測定に
は SPiDER-βGal cellular senescence plate assay kit (Dojindo Laboratories)を用いた。
老化細胞除去後の細胞数は CellTiter-Glo® 2.0 Cell Viability Assay (Promega) を用いて評
価した。 
筋芽細胞の初代培養は、京都府立医科大学動物実験委員会の審査を受け承認された後（承認番



号 M2020-1）、C57BL/6J マウスの骨格筋から単離して行った。 
 
４．研究成果 
 
（１）カルパイン阻害剤の miRNA 発現量と筋分化に対する影響 
まず、マウス骨格筋由来の細胞株である C2C12 細胞を用いて、カルパイン活性と筋細胞障害の

関係について検討した。分化誘導中にカルパイン阻害剤を添加したときの筋分化への影響や
miRNA 発現量の変化について検討した。骨格筋由来の C2C12 細胞株を分化培地に交換すると筋分
化が誘導されるが、分化培地にカルパイン阻害剤 MDL-28170 を添加すると、分化誘導 7日後の細
胞数、fusion index は有意に低下した。また、筋特異的 miRNA である miR-133 や miR-1 の発現
量は分化誘導により経時的に増加したが、カルパイン阻害剤により有意に抑制された。miR-133
と miR-1 の miRNA mimic を細胞にトランスフェクションしたところ、カルパイン阻害剤による
筋分化抑制作用はキャンセルされた。また、内因性カルパイン阻害剤であるカルパスタチンの発
現量を調べると、分化誘導により発現量が減少することが明らかになった。これらの結果から、
カルパインは筋分化誘導中の miR-133a と miR-1 の発現上昇に関与していることが示唆された。 
 
（２）複製老化は C2C12 細胞の筋分化能と筋特異的 miRNA 発現量を低下させる 
 カルパイン活性は加齢とともに増加することが知られている。カルパイン阻害剤添加により、
筋特異的 miRNA 発現量が変化し、筋分化能が低下したことから、加齢による筋分化能低下にも筋
特異的 miRNA 量の変化が関与していると予想した。そこで、C2C12 細胞を 20 回まで継代培養を
繰り返したところ、老化マーカーである p16INK4a と p21 の発現が誘導され、β-galactosidase
活性も増加し、複製老化の誘導が確認された。この加齢モデルについて分化能を評価したところ、
fusion indexは継代10回、20回と繰り返すごとに低下した。また、筋形成マーカーである MyoD、
myogenin、MHC の発現誘導が抑制された。継代の繰り返しは miR-1 および miR-133a の発現量を
低下させ（図 1B）、さらに、筋分化に伴う発現誘導も抑制された（図 1A）。 
 
 

図１ 複製老化の miR-1 と miR-
133a 発現量に対する影響 
 
（A）分化培地に交換後の miR-1
と miR-133a の発現量の変化。継
代 1回、10回、20回目の細胞を
筋分化させた。means ± SE (n 
= 6 dishes). *P < 0.05, **P < 
0.01 （各タイムポイントで継代
1 回目と比較し、Tukey–Kramer 
test で評価). （B）各継代回数
の細胞の分化開始直前（パネル A
の 0日に相当）の miR-1 と miR-
133a の相対量 means ± SE (n = 
6 dishes). **P < 0.01 vs. 
passage 1 (Dunnett’s test). 
[PLoS ONE 2023;18(1):e0280527
より引用] 
 

 
 
（３）筋特異的 miRNA の過剰発現は複製老化による分化能低下を改善する 
 miR-1 と miR-133a の発現量増加が老化細胞の筋管細胞形成不全を改善するのか検討するため
に、miR-1、miR-133a の合成 miRNA mimic を導入し fusion index を測定した。その結果、miR-1
あるいは miR-133a の過剰発現は継代 10 回目の老化細胞の fusion index を増加させた。miR-1
と miR-133a を共に過剰発現させると分化能はさらに改善した。 
 
（４）老化細胞の除去により筋特異的 miRNA 誘導阻害が解除され、分化能が向上する 
 miR-1 と miR-133a の発現誘導が細胞老化によって抑制されていることを確認するために、老
化細胞をグルタミナーゼ阻害剤 BPTES [bis-2-(5-phenyl-acetamido-1,3,4-thiadiazol-2-yl) 
ethyl sulfide]で除去したときの分化能と miR-1 および miR-133a の発現量の変化を検討した。
継代 20回目の老化細胞を BPTES で処理後に生存した細胞の p21 発現量は 60％に減少し、fusion 
index は 3倍、MHC 発現量は 30 倍に増加した。miR-133a 量は有意に増加し、miR-1 量もわずかで
はあったが増加した。このことから、細胞老化による筋特異的 miRNA の発現量の低下が加齢によ
る筋分化能低下に関与していることが示唆された。 
 



（５）老齢マウスにおける miR-1 と miR-133a の発現量 
3 ヶ月齢の若齢マウスと 20ヶ月齢の老齢マウスから筋芽細胞を単離し、miR-1 と miR-133a の

発現量を比較すると、老齢マウスの両 miRNA 量は若齢マウスの約 1/10 に低下していた。 
 
（６）今後の展望 
 筋芽細胞の筋特異的 miRNA である miR-133a と miR-1 はカルパイン活性や加齢の影響を受けて
発現量が変化し、筋分化能を制御することが明らかになった。筋肉は損傷を受けると筋芽細胞が
筋分化して損傷部位を再生する。本研究で得られた知見は心筋梗塞後の心筋傷害のみならず、高
齢者に見られる骨格筋萎縮（加齢性筋肉減弱症）などの病態にも関係していると考えられる。 
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