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研究成果の概要（和文）： 

運動不足による筋量減少には、筋量決定サイトカイン（ミオスタチン）分子の酵素（プロテア
ーゼ）による活性化が必須と考えられている。このミオスタチン活性化酵素として、新規酵素
(MSPL)を発見した。本研究では、MSPLの機能を詳細に解析することで、筋量減少の分子メカニ
ズム解明を目指した。培養細胞株を用いた実験では、ミオスタチン活性の制御は MSPL活性で制
御しうることを証明した。MSPL遺伝子欠損マウスを用いた実験では、当初、筋萎縮に抵抗性を
示すと考えたが、筋湿重量の変化では、野生型マウスに比べ有意な差は見られなかった。現在、
個体数を増やして再現性を確認するとともに、ミオスタチンタンパク質の発現変化と活性化状
態の解析を続けている。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Muscle mass was decreased by disuse and this condition was thought to regulate by 
myostatin. Myostatin, a member of TGF-β superfamily, has been well characterized as a 
negative regulator of muscle growth and development. Myostatin is synthesized as a 
precursor protein and activated by cellular proteases on the cell surface. In this study, 
as candidate processing proteases for myostatin activation, we could identify a novel 
protease, MSPL (type II transmembrane serine protease). Interestingly, treatment with 
MSPL inhibitor to the cells expressing myostatin revealed that a part of it could start 
differentiation. This result suggested that myostatin activation was regulated by the 
regulation of MSPL enzymatic activity. To confirm the involvement of MSPL for myostatin 
activation in vivo, we generated MSPL deficient (MSPL-/-) mice. Unfortunately, from the 
studies of MSPL-/- mice in unloading condition, no significant differences were observed 
in the wet weight muscle volume in MSPL-/- mouse compared than in MSPL+/+ (Wild-type) mouse 
(n=1). However, we need to confirm this result by repeating experiments (at least n >3). 
The expression and activation of myostatin in MSPL-/- mice are currently being 
investigated. 
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１．研究開始当初の背景 

運動（トレーニング）による筋負荷活動は、
成長ホルモンやインスリン様成長因子(ＩＧ
Ｆ-1)など様々な生理活性物質の働きを促し、
筋原線維を増殖・成長させている。これに対
し、抗重力活動の減少、低活動状態の持続は、
筋萎縮(筋量減少)とそれに伴う筋力、持久力
の低下を引き起こす。双方の事象とも、筋細
胞には機械的ストレスとして作用し、細胞は
それに応答して自らの機能を制御している
と考えられる。しかしながら、増殖を促す生
理活性物質の作用機序に比べ、筋量減少の分
子機構の詳細は未だ解明されていない。そこ
で、筋量決定サイトカインとして知られるミ
オスタチンの身体活動レベルに応じた変動
を調べた。ミオスタチンは細胞内で不活性型
前駆体として合成された後、プロテアーゼに
よる切断(プロセッシング)を受け、活性型に
変換される。またこの変換は、細胞膜局在の
プロテアーゼによって起こることが強く示
唆されている。そこで、細胞膜局在のプロテ
アーゼ群でかつミオスタチンの活性化に関
与する分子を網羅的に調べた。画期的な結果
として、膜結合型セリンプロテアーゼに属す
る MSPL(mosaic serine protease long form)
が、細胞膜上でミオスタチンを活性化する新
規酵素として同定できた。つまり、細胞膜上
に不活性型前駆体として停滞するミオスタ
チンが、筋肉の低活動状態の持続に応答した
MSPLによって活性化・放出されることで、自
己または周囲の細胞の増殖・分化を負に制御
することが示唆された。以上の知見から、本
研究では、筋細胞膜に局在した膜結合型セリ
ンプロテアーゼが、運動不足や寝たきりなど
の筋活動の低下を感知し、さらにはその周辺
の筋量をも決定する分子機構の詳細を明ら
かにする。MSPLの活性や発現量の変化を指標
に、機械的ストレスに対する筋細胞の応答変
化（増殖・分化）を明らかにすることができ
れば、効果的な運動療法やトレーニングの開
発に通じる。加えて、MSPLの選択的かつ効果
的阻害物質は、現段階では薬物療法による回
復が困難とされる廃用性筋萎縮の予防・治療
に応用されるものと信じる。 
 

２．研究の目的 

本研究では、申請者らが見出した細胞膜局
在の新規プロテアーゼ MSPL が、運動不足や
寝たきりなどの筋活動の低下を感知し、その
周囲の筋量を決定する分子機構の詳細、およ
びその過程で見られる MSPL 活性化や立体
構造の変化の詳細を明らかにする。具体的に

は、(1) MSPL およびミオスタチン安定発現
細胞株を用い、機械的ストレスに対する応答
性の変化を、MSPL 活性や発現量および活性
型ミオスタチン量を指標に解析する。(2) 筋
活動により MSPL と細胞外マトリックス間
に生み出される「ずり応力」と活性型 MSPL

量の変化を構造変化とともに明らかにする。
(3) MSPL ノックアウトマウスが筋萎縮に抵
抗性を示すことを実証する。 

 

３．研究の方法 

（１） 安定発現細胞株を用いた解析： 

解析に先だち、既に様々な培養細胞株にお
ける MSPLの遺伝子発現量を RT-PCR法で解析
し、MSPL 遺伝子発現が認められない細胞
(ECV304 細胞：血管内皮細胞の一種)を見出し
た。そこで、本細胞における MSPL 安定発現
細胞株の樹立に取り組み、これに成功した。
野生株を比較対照に、この MSPL 安定発現
ECV304 細胞を模擬微重力環境で培養し、プロ
セッシングされたミオスタチン量を検討す
るとともに、細胞の増殖様式の変化を評価す
る。また、申請者らはミオスタチン安定発現
C2C12 筋芽細胞の樹立にも成功している。こ
のミオスタチン安定発現細胞は分化誘導し
ても野生株に比べほとんど分化しない。この
細胞を模擬微重力環境に暴露し、重力ストレ
スによって変化した活性型 MSPL 量の変化が
ミオスタチンのプロセッシングにどの様な
影響を与えるのかを検討する。また、このモ
デル系を用いて MSPL 活性阻害剤の効果も評
価し、より特異的性の高い阻害剤を検索する。 
（２） 筋活動に応じた新たな膜プロテアー

ゼ活性化機構の提唱： 
 MSPL活性化機構を実証するため、コラーゲ
ンやラミニン、フィブロネクチンなど種々の
細胞外マトリックス存在下で培養した MSPL
安定発現培養株に機械的ストレス(模擬微重
力環境)を与え、MSPLの酵素活性がどのよう
に変化するかを解析する。その際、酵素活性
に見られる変化が構造変化によるものか否
かを電子顕微鏡観察等で検討する。 
（３） ノックアウトマウスの機能解析： 
MSPL 遺伝子のノックアウトマウスを用い、

酵素欠損が骨格筋に与える影響から、機械的
ストレスへの応答における MSPL の重要性を
in vivo で実証する。9週齢の野生型 C57BL/6J
マウスおよび MSPL ノックアウトマウスを坐
骨神経切除術に供し、模擬微小重力環境を後
肢筋で再現する。その際、骨格筋組織の応答
性（筋湿重量の変化）や筋萎縮関連遺伝子お
よびタンパク質の発現変動を経時的に評価



 

 

した。 
 
４．研究成果 

（１） 安定発現細胞株を用いた解析： 

ミオスタチン活性化酵素は、ミオスタチン
分子内のプロセッシング部位(-RSRR-配列)
を特異的に認識できる酵素であることが必
須である。ミオスタチン活性化候補酵素遺伝
子をミオスタチン発現細胞にトランスフェ
クションし、得られた培養上清をウエスタン
ブロッティング法で解析した結果、膜結合型
セリンプロテアーゼである MSPLおよび PCフ
ァミリーメンバーである Furinによって、活
性型ミオスタチン産生を認めた (図 1)。  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１．プロテアーゼによるミオスタチンの活性化 

MMSTD; 分子量基準。矢印()は、Pro-form; ミオ

スタチン不活性前駆体、Mature-form; 活性型ミオ

スタチンを示す。 
次 に 、 模 擬 微 小 重 力 環 境 下 ( ３

D-Clinorotation)に暴露した際の応答とし
て、ミオスタチン活性化酵素の mRNA 発現変
化を検討した。コントロールには、静置培養
を同時間行ったものを用いた。結果、無重力
ストレス応答による MSPL mRNA発現量の変化
に有意差は認められなかった(図 2)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2. 模擬微小重力環境下におけるミオスタチン活性化

酵素遺伝子の発現量変化 

PCR法(A) 及び Real-time PCR法(B)により、酵素遺伝子

発現量を解析した。内部標準として GAPDH量で補正し比

較した。 

この結果から、模擬微小重力環境で見られ
る活性型ミオスタチンタンパク質の増大は、

無重力ストレスに応答した mRNA 合成の増大
に依存した結果ではなく、既存するミオスタ
チン前駆体の活性化酵素によるプロセッシ
ング自体が増大したことによると考えられ
た。 
次に、ミオスタチン安定発現筋細胞株に対

し、MSPL阻害剤を一定濃度で添加し、細胞増
殖・分化への影響を検討した。ミオスタチン
安定発現筋細胞株は分化誘導に応じないが、
興味深いことに、MSPL阻害剤添加群では細胞
に分化（筋管形成）がみられた(図 3)。これ
は、ミオスタチンの活性化が MSPL 阻害剤に
よって阻害されたため、ミオスタチンによる
分化抑制が解除されたことを初めて示した
結果である。つまり、ミオスタチン活性の制
御は MSPL 活性で制御しうることが明らかと
なった。 

 
 

 

図 3. ミオスタチン活性化酵素阻害剤による細胞増殖・

分化への影響 

ミオスタチン安定発現筋細胞株の増殖培地を、活性化酵

素阻害剤を添加した 2%馬血清を含む分化誘導培地に切

り替え培養を継続した。その際の細胞増殖・分化の状態

を顕微鏡下で観察した。分化誘導後５日目の細胞の様子

を図に示す。 

（２） 筋活動に応じた新たな膜プロテアー

ゼ活性化機構の提唱： 

 種々の細胞外マトリックス存在下で培養
した MSPL安定発現培養株に機械的ストレス
(模擬微重力環境)を与えたが、明らかな MSPL
酵素活性の変化を確認するにはいたらなか
った。そのため、より特異的性の高い阻害剤
の検索を目的とした、MSPL の結晶構造解析を
現在進めている。 
（３） ノックアウトマウスの機能解析 
 MSPL ノックアウトマウスを坐骨神経切除
術に供し、模擬微小重力環境を後肢筋で再現
し、Extensor digitorum longus (長趾伸筋), 
Tibialis anterior ( 前 脛 骨 筋 ), 
Gastrocnemius (腓腹筋)および Soleus (ヒラ
メ筋)における筋湿重量の変化を経時的に測
定した。結果、野生型マウスと比べ有意な差
は見られなかった。当初、MSPLノックアウト
マウスでは、ミオスタチンの活性化が起こら
ず、筋萎縮に抵抗性を示すことを考えたが、
残念ながら筋湿重量の変化では、有意差を得
るにはいたらなかった。しかしながら、検討
した個体数はわずかに n=1 であり、現在、個

ミオスタチン 

安定発現株 

ミオスタチン安定発現株 

+ プロテアーゼ阻害剤 

野生株 



 

 

体数を増やして再現性を確認している。 
ミオスタチンおよび筋萎縮関連遺伝子の

発現変化：野生型マウスに坐骨神経切除を行
った際の myostatin の遺伝子発現の変化は、
1-3 日目の増大の後、0 日目（神経切除前レ
ベル）を下回る発現抑制が見られた。また、
ミオスタチンタンパク質の発現変化は、遺伝
子発現の変化と同様、1-3 日目で増大する傾
向を示したが、Mature-form（活性体）に対
し、Pro-form（前駆体）は 7 日目より減少、
10-14 日目では感度以下の発現まで減少した。
MSPL ノックアウトマウスにおけるミオスタ
チンタンパク質の発現変化と活性化状態に
関しては、現在解析中である。今回の実験で
得られた遺伝子発現や、タンパク質発現の変
動に対しても、個体数を増やして再現性を確
認するとともに、ミオスタチン活性（シグナ
ル伝達タンパク質(Smad2, 4)のリン酸化量）
の変化についても解析し、in vivo における
ミオスタチン活性化への MSPL の寄与を結論
付けたい。 
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