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研究成果の概要（和文）：年齢とともに起こる、筋肉の衰え（筋肉量の減少や筋力の低下）を引き起こすサルコ
ペニアに対しては、現在のところ運動療法や栄養療法といった方法しかない。本研究では、サルコペニアに対す
る新たな治療法を確立することを目的とした。そのための方法として、骨格筋の萎縮や発育低下に関与すると考
えられているタンパク質を標的として直接的な作用により下流へのシグナル伝達を抑制する新規の抗体作製と標
的タンパク質やそのシグナル下流に存在するタンパク質に対して直接的に作用して抑制する新規化合物を探索す
るためのスクリーニング方法の確立と化合物の探索を行った。

研究成果の概要（英文）：Exercise and nutritional therapies are the main treatments for sarcopenia, 
which is age-related loss of skeletal muscle mass and simultaneous occurrence of muscle weakness or 
decreased physical function. The purpose for this study is to develop new treatments for sarcopenia.
 The approaches for this purpose are 1) to make new antibodies for the target protein, which is 
thought to be involved in skeletal muscle atrophy and hypotrophy, to suppress the signal cascade, 
and 2) to develop a screening method for and find compounds to directly suppress the target protein 
or the downstream proteins. 

研究分野：病理学

キーワード： サルコペニア

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
サルコペニアが引き起こされる分子的メカニズムは解明されておらず、根本的な治療法は存在しないため、食事
療法や運動療法が主体となっている。本研究では、骨格筋の萎縮や発育低下に関与すると考えられているタンパ
ク質を標的とした治療法の開発を目指すことで、サルコペニアの原因の一端についても明らかにすることができ
ると考えられる。また、サルコペニアの進行により生じる転倒によるけが（骨折等）は、安静状態を強いられる
ことで廃用性筋萎縮も引き起こされ、更なる「生活の質」の低下につながる。治療法の開発は、早期の介入によ
る転倒などの防止や運動療法が行えないといった状態に対しても有効な治療手段となりえる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 
骨格筋量の維持は、運動機能の保持だけでなく、身体の恒常性に重要な役割を果たす。超
高齢社会に突入したことで、老化により骨格筋の衰えが生じる「サルコペニア」が深刻な問
題となっているが、治療法は現在のところ栄養療法と運動療法しかない。サルコペニアが進
行すると転倒による骨折などにより安静を強いられることで廃用性筋萎縮が進行するとい
う悪循環に陥り、更なる「生活の質」の低下を引き起こす可能性がある。中には、運動療法
を行うことができずに骨格筋の萎縮が進行することもあるため、治療法の確立は急務であ
ると考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、骨格筋の発育低下や萎縮に関
与するタンパク質を標的とした治療薬によ
るサルコペニアに対するより積極的な治療
法の確立を目指し、以下の２つのアプローチ
で研究を進めた（図１）。 
 
（１）標的タンパク質に対する新規抗体による
下流へのシグナル抑制 

 
（２）標的タンパク質及びその下流にあるタン
パク質を直接的に阻害する新規化合物
の探索 

 
 
３．研究の方法 
 
3.1 標的タンパク質に対する新規抗体の作製 
  
標的タンパク質に対する抗体作製のために、細胞外領域においてヒト、ラット、マウスで高
度に保存されている領域の中からペプチド配列を設計した。ペプチドをマウスに投与し、ハイ
ブリドーマを作製した。分離されたハイブリドーマ培養上清を投与ペプチドを用いた ELISA に
供し、ペプチドへの抗体結合能を評価した。高い結合能が確認された抗体に対し、筋芽細胞の
lysate を用いてウェスタンブロットにて確認を行った。 
 
3.2 新規抗体による骨格筋細胞への影響 
  
抗体自体の細胞への結合及び影響を確認するために、筋芽細胞にハイブリドーマ上清及び
精製抗体を添加し、24 時間後に細胞を回収して lysate を得た。更にリガンド添加に対する抗
体の影響を調べるため、筋芽細胞への精製抗体添加 24 時間後、リガンドを添加して更に培養
してから lysate を調製してウェスタンブロットに供した。 
 
3.3 新規抗体の遺伝子配列の決定 
  
ハイブリドーマより RNA を調製し、5’RACE 法により遺伝子配列を決定した。 
 
3.4 新規化合物探索のためのスクリーニング法の開発 
 
  多くの化合物に対して対応可能なスクリーニング法を開発するため、標的タンパク質及び
その下流にあるタンパク質に対して阻害効果のある化合物を探索するために、筋芽細胞を用い
た免疫染色法と ELISA 法を組み合わせた方法の開発を試みた。筋芽細胞を 96 ウェルプレート
に播種して 37℃で１日培養した。翌日既知の阻害物質（コントロールは溶媒のみ）を添加した
培地に交換して 1時間 37℃で培養後、リガンドを添加して 2時間培養した。その後、培地を除
去して細胞をプレート上で固定し、通常の免疫染色と同様に過酸化水素処理、ブロッキングを
行い、順次 1 次抗体、2 次抗体を添加して発色を行い、マルチプレートリーダにて吸光度を測
定した。スクリーニング法の開発にあたり、検出対象タンパク質の選定、細胞固定法、最適細
胞播種濃度を検討した。 



 
3.5 新規化合物の探索 
 
  3.4 で開発したスクリーニング法を用いて大阪大学より提供していただいた化合物ライブ
ラリーを用いて阻害効果を試験した。 
 
 
４．研究成果 
 
4.1 標的タンパク質に対する新規抗体の作製 
  
ペプチド投与マウスより作製されたハイブリドーマは 700 個以上の細胞が得られた。この
中から培養上清を使用したELISAで高い結合反応がみられたハイブリドーマ上清を筋芽細胞の
lysate を用いてウェスタンブロットを行い、市販抗体により確認された標的タンパク質のバ
ンドと同じ位置に確認された抗体を選出した。 
 
4.2 新規抗体の筋芽細胞への影響 
 
筋芽細胞へのハイブリドーマ上清を添加した時（コントロールは、培地のみ）、標的タンパ
ク質の発現低下がみられた。更に精製抗体添加によって新規抗体が細胞へ結合することが確認
されたが、コントロール抗体においてもこの現象がみられた。更に培養上清添加時にみられた
標的タンパク質の発現量の低下は、精製抗体の添加においてはみられなかった。しかしながら、
コントロール抗体ではみられない現象が、精製抗体の添加により観察された。 
リガンド添加実験においてリガンド添加後の培養時間を検討した結果、添加 2 時間後が最
適であることが判明した。この時間は化合物スクリーニング法の反応時間にも適用した。標的
タンパク質の下流タンパク質の活性化について2経路に関してウェスタンブロットで確認を行
った。その結果、一方の経路は活性の抑制が確認されなかったが、他方の経路は活性化の抑制
が確認された。 
 
4.3 新規抗体の遺伝子配列の決定 
 
  決定した遺伝子配列に関しては、現在未登録状態である。得られた遺伝子は、細胞発現用の
ベクターへクローニングして培養細胞による抗体産生の準備を行っている。 
 
4.4 新規化合物探索のためのスクリーニング法の開発 
 
対象タンパク質の選定は抗体の性能に依存するため、スクリーニングの前にウェスタンブ
ロットによるチェックを行って選出した。その後、抗体が免疫染色への適応があるかを調べた。
細胞の固定方法に関しては、ホルマリン、パラホルムアルデヒド、メタノールを検討した結果、
対象タンパク質に対してはメタノール固定が最適であった。これらの結果を踏まえて細胞筋芽
細胞の最適播種細胞数の検討を行ったところ、96ウェルプレートに対して2.5 x 103 cell/well
が最適であった。 
 
4.5 新規化合物の探索 
 
スクリーニングの結果、対象タンパク質を活性化するものと阻害するものがいくつか検出
されたが、経路を阻害することが知られているコントロール阻害剤（提供された化合物プレー
トの端のウェルにあらかじめ添加）がうまく機能しないという問題が発生した。提供された化
合物量はスクリーニング 1回分しかなかったため、詳細な検討はできなかった。結果について
は問題解決後に再検討が必要であるため、既報の報告書には、現在のところ有効な化合物は得
られていないと報告している。 
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