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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、骨格筋特異的なアンドロゲン応答能を説明するパイオニア因子を取
得するべく以下の研究成果を得た。マウス筋芽細胞由来C2C12細胞よりFLAG-AR安定発現株を樹立し、アンドロゲ
ン応答能を有する骨格筋細胞株を得ることに成功した。この細胞を筋管細胞に分化させDHT刺激を行ったサンプ
ルを用いてRIME法による相互作用因子探索を行い、20種類のAR結合候補因子を得た。さらに、同細胞にてARの
ChIP-seqを行い染色体上のAR結合領域を同定し転写因子モチーフ解析を行った。以上より、目的因子の候補とし
て5遺伝子まで絞り込むことができた。今後さらなる絞り込みを行い、目的因子の同定を行う。

研究成果の概要（英文）：In this research project, we achieved the following results in order to 
identify a pioneer factor that explain the androgen response capability specific to skeletal muscle.
 We established a stable FLAG-AR expressing line derived from mouse myoblast C2C12 cells and 
successfully obtained a skeletal muscle cell line capable of responding to androgens. Using samples 
treated with DHT after differentiating these cells into myotubes, we conducted a search for 
interacting factors using the RIME method and identified 20 candidate AR-binding factors. 
Additionally, we performed AR ChIP-seq in the same cells to identify AR binding regions on the 
chromosomes and conducted transcription factor motif analysis. From these results, we were able to 
narrow down the candidates to five genes. We will further refine our search and identify the target 
factors.

研究分野： 分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
超高齢化社会を迎えた本邦における健康寿命の延長は社会的に喫緊の課題である。要支援の主な原因となる転倒
/骨折を予防するためには筋力強化が重要である。現在のところ、筋力強化に資する代表的な分子はアナボリッ
クステロイドであるアンドロゲンであるが、心血管イベントを中心に多様な副作用リスクを有し問題である。運
動効果をより増強させる、もしくは運動なしでも筋力増強が可能となるシグナルは超高齢化社会にとって有用で
あると考えられることから、本研究課題にて同定するARパイオニア因子は、サルコペニアなどの筋力低下疾患に
対する副作用の少ない治療法開発につながることが期待される。

※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 
筋力増強作用を有するシグナル分子の代表として、アナボリックステロイドホルモンである

アンドロゲンがあげられる。これまでの臨床研究の成果から、アンドロゲンは同化ホルモンとし
て筋量を増加させるだけでなく、筋力をも増強させる作用があることが明らかにされている。し
なしながら、アナボリックステロイドとしてのアンドロゲンの常用にはきわめて多様かつ深刻
な副作用が報告されている。なかでも心血管イベントの増加が代表的であるが、これらの副作用
を排除してアンドロゲンシグナルによる筋力増強のみに機能する分子メカニズムを明らかにす
ることができれば、転倒予防などを主な目的とした治療法の開発につながると考えられる。この
ためには骨格筋におけるアンドロゲン作用の分子メカニズムの理解が不可欠となってくる。 
アンドロゲンの筋肉組織への作用としては、筋肥大と筋力の増大がよく知られている。全身性

および骨格筋特異的アンドロゲン受容体（AR）ノックアウトマウスの解析結果から、アンドロ
ゲンによる筋力増強作用は骨格筋における AR の機能を介していることが明らかとなっている。
したがって、アンドロゲンによる筋力の調節メカニズムの理解には、骨格筋における AR の機能
を理解する必要がある。しかしながら、骨格筋における AR の標的遺伝子、クロマチン構造調節
の分子メカニズムの詳細はほとんど不明であった。 

 
２．研究の目的 
 AR をはじめとする核内受容体は、これまでリガンドと結合することで DNA 上の固有の結合
配列に結合し標的遺伝子の発現を制御すると考えられてきた。しかしながら、近年これらの結合
配列近傍には“パイオニア因子”と呼ばれる別の転写因子の結合配列が存在し、パイオニア因子
の非存在下では核内受容体は標的遺伝子の転写をオンに出来ないことがわかってきた。すなわ
ち、パイオニア因子と呼ばれる転写因子群の存在が核内受容体の組織特異的な転写制御能を規
定することが明らかとなってきた(Jozwik 
and Carroll, Nat Rev Cancer, 2012)。 
パイオニア因子は不活性なクロマチン

にも直接結合することが可能であり、さら
にクロマチン構造をオープンにする活性
を有している。これらの機能により、核内
受容体をはじめとする転写因子群がそれ
ぞれの標的遺伝子プロモーターへアクセ
スすることが可能となる。例えば、乳腺や
前立腺においては、核内受容体の結合配列
近傍に転写因子FOXA1の結合配列が存在
し、FOXA1 がパイオニア因子としてこの
配列に結合し適切なクロマチン構造を形
成して初めて核内受容体が標的遺伝子の
発現をオンにすることができる。（図１上
部）。 
 これらの知見から、骨格筋においても
AR は何らかのパイオニア因子によってそ
の標的遺伝子の誘導能を規定されている
と予想できるがその詳細はまったく不明
である（図 1 下部）。この骨格筋における AR のパイオニア因子は、アンドロゲンによる筋力増
強作用において非常に重要な役割を持つと考えられ、その発見は先に述べた副作用のない筋力
増強法の開発のための重要な基礎的知見となることが期待される。そこで本研究では、この骨格
筋における AR のパイオニア因子を同定し、骨格筋におけるアンドゲン応答の作用メカニズム
を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 骨格筋における AR のパイオニア因子の同定：培養細胞（マウス骨格筋由来 C2C12 細胞
に AR を安定発現させたもの）を用いて、相互作用因子取得の手法である RIME 法により AR のパ
イオニア因子を質量分析で同定する。パイオニア因子の機能解析のために、培養細胞において取
得因子をゲノム編集で欠損させ、アンドロゲン応答への影響を評価する。 
(2) 骨格筋における AR のパイオニア因子と AR の標的遺伝子の同定：培養細胞を用いて AR
の ChIP-seq 解析を行い、AR およびパイオニア因子の骨格筋における標的遺伝子を網羅的に決定
する。モチーフ解析を行うことで、AR 結合部位の近傍に結合配列を有する転写因子を抽出する
ことで AR パイオニア因子の候補を得る。 
 
 

図 1 骨格筋特異的新規パイオニア因子の概念図 



 
４．研究成果 
 骨格筋細胞における AR パイオニア因子取得のために、材料となる細胞株として FLAG-AR を安
定的に発現するマウス筋芽細胞由来 C2C12 細胞を樹立した。この細胞株は、筋管細胞への分化能
には変化がないが、分化後の DHT 投与により骨格筋特異的な AR の標的遺伝子を発現誘導できる
ことを確認した。これまで、アンドロゲン応答能を持った骨格筋細胞株は存在しなかったため、
有用な細胞株を樹立することができた。（図 2） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 続いて、この C2C12-FLAG-AR 細胞を用いて AR パイオニア因子を取得すべく RIME 法による結
合因子の探索を行った。分化後細胞を DHT 刺激し 6時間後に細胞を回収し実験を行った。その結
果、約 20 種類の候補因子を取得することに成功した（図 3） 
 

図 3 RIME法によるAR相互作用因子の同定 

IgG をコントロールに抗 AR 抗体により有意に濃
縮されてくる因子群を右上の領域に示した（Fold 
Change (AR/IgG) > 2, P-value < 0.05）。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 さらに、この細胞株において AR の標的遺伝子を同定するために ChIP-seq を行った。その結果、
既知の骨格筋特異的 AR 標的遺伝子 Mylk4 のコード領域を含む多数のピークを得ることに成功し
た。シーケンスデータから HOMER によるモチーフ解析を行い、AR 結合領域近傍に存在する転写
因子結合配列を得ることにも成功している。 
 上記の実験より得られた候補遺伝子群について、C2C12-FLAG-AR 細胞からゲノム編集により遺
伝子欠損株を作製し、アンドロゲン応答能を評価する実験を現在行っている。この実験から、骨
格筋特異的なアンドロゲン応答と規定する AR パイオニア因子が同定できると考えられる。 

図 2 アンドロゲン応答能を持った骨格筋細胞株の樹立 
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