
藤田医科大学・総合医科学研究所・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３３９１６

基盤研究(C)（一般）

2018～2016

筋萎縮、筋繊維化、脂肪化病態を制御するTGF-βファミリーの解析

Analysis of TGF-beta family regulating muscle atrophy, fibrosis and fatty 
degeneration

３０２８１０９１研究者番号：

土田　邦博（Tsuchida, Kunihiro）

研究期間：

１６Ｋ０８５９９

年 月 日現在  元   ６   １

円     3,700,000

研究成果の概要（和文）：　マイオジェニンと共に発現誘導されるマイオジェニンのプロモーター由来の長鎖非
翻訳RNAを発見した。TGF-β刺激での発現制御が確認された。RNAトラップ法と質量分析装置解析を駆使して、会
合分子としてDEAD boxタンパク質を同定し、マイオジェニンの活性化機構を明らかにした。核酸阻害で筋萎縮緩
和効果を証明した。RNA-seq法を用いて、筋萎縮阻害効果を有するBMP/GDF ファミリーの発現誘導を示した。ヒ
ト骨格筋由来間葉系幹細胞の培養系でドラッグリポジショニングの手法でスクリーニングし、脂肪化抑制薬と骨
化抑制薬を同定した。飲水投与で効果が確認された。

研究成果の概要（英文）：We have identified a novel antisense lncRNA derived from myogenin promoter. 
It is expressed with myogenin during muscle differentiation and is found essential for myogenesis. 
Using RNA pulldown and comprehensive proteomic analyses, DEAD-box protein, Ddx17, was identified as 
one of the lncRNA interacting proteins. By in vivo electroporation, knockdown of the lncRNA was 
effective to ameliorate neurogenic muscle atrophy. BMP/GDF family member was found upregulated 
during recovery from muscle atrophy by lncRNA knockdown. By using sophisticated differentiation 
culture system of mesenchymal stem cells from human skeletal muscle and drug screening, 
anti-histamine drugs were identified as inhibitors of ectopic fat generation and ectopic bone 
formation in skeletal muscle both in vitro and in vivo.

研究分野：医化学、病態医化学、細胞生物学、非翻訳RNA、ナノメディシン
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
骨格筋は、生体最重量組織であるが、病態では、筋萎縮、異性脂肪化、骨化が見られ、生活の質の低下につなが
る。超高齢化社会を迎えた本邦では、サルコペニアが重要な疾患概念として認知されている。マイオジェニン
は、胎生期の骨格筋で発現され筋形成を担うが、神経損傷時にも発現誘導される重要な転写因子である。本研究
の成果から、新規長鎖非翻訳RNAによるマイオジェニンの新たな制御機構が明らかとなり、筋萎縮緩和に応用可
能であることが解析され、社会的な意義は大きい。独自に開発した培養系による既存薬のスクリーニングで、異
性脂肪化と骨化抑制役候補を見出し、生体でも効果があることを示したことは波及効果が大きい。
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１．研究開始当初の背景 
 骨格筋は、インスリンの主たる作用臓器であり、インスリン抵抗性改善薬の創薬標的である。
しかしながら、骨格筋組織に存在する細胞を直接標的とする治療法は多くないのが現状であった。
骨格筋由来のマイオカイン分泌因子であるマイオスタチンやアクチビンなどのTGF-βファミリ
ーが筋萎縮を誘導することが解析されてきた。マイオスタチン阻害抗体薬が開発され、筋萎縮抑
制効果が検討されている。マイオスタチンとは逆に、TGF-βファミリーのサブファミリーの
GDF5(BMP14)、GDF6(BMP13)に筋肥大促進作用があることが解析されてきた。 
 筋萎縮は、加齢、神経遮断、悪液質、薬剤等によって誘発される。特に、超高齢者社会を迎え
た日本では65歳以上の人口が25％に達しており、サルコペニア（加齢性筋肉減少症）が重要な疾
患概念となっている。脳梗塞後の神経遮断による筋萎縮予防と治療、異所性骨化も重要課題であ
る。また、筋萎縮に伴い、骨格筋内に脂肪細胞が出現し脂肪変性をきたすことが知られている。
筋機能を損ない、身体活動の低下につながる要因となる。遺伝性および非遺伝性の筋萎縮に筋肥
大療法が医学応用される可能性が議論されている。一方、骨格筋に存在する体性幹細胞として、
筋芽細胞の起源となる筋衛星細胞の解析が進んでいたが、我々が発見した骨格筋間質に存在する
間葉系幹細胞 (Nature Cell Biol 12, 2010)は、筋衛星細胞とは異なり筋分化能は低いものの、
脂肪細胞に分化しやすく、また、骨芽細胞や繊維芽細胞にも分化するユニークな細胞であった。
筋衛星細胞の筋分化を補助する作用も有している。欧米では、fibrogenic progenitor (FAP)細
胞とも呼ばれている。 
 骨格筋には異所性骨化が生じることが知られている。難病である進行性骨化性線維異形成症
（FOP）（指定難病272）は、幼少時より全身の骨格筋や周囲の腱、靭帯などが徐々に骨化し、
四肢の関節の可動域範囲が狭くなり、背中が変形し運動能が損なわれる疾患である。脳卒
中や筋外傷、関節置換手術後、透析患者においても、異所性骨化が生じる。この元になる細
胞は、我々が見出した、筋内に存在する間葉系幹細胞である。 
 
２．研究の目的 
 転写因子のマイオジェニンは、MyoDの下流で作用し、筋分化後期に重要な役割を演じている筋
分化制御転写因子の一つである。神経切断時にも、マイオジェニンは発現誘導され、筋タンパク
質の分解と筋萎縮誘導に関与する。本研究では、マイオジェニンの転写誘導機構の解析から新規
の長鎖非翻訳RNAを同定しその作用機序解明を行った。 
 申請者グループが発見した筋内で脂肪化・骨化を担う幹細胞の解析システムを用いる事で病態
の治療法探索の基盤的研究を行った。特にヒト純化初代骨格筋培養細胞システムを用いたドラッ
グリポジショニングによる脂肪変性の抑制剤と骨化の抑制剤の探索に重点をおいた研究遂行を
目的とした。既存薬のスクリーニングであるドラッグリポジショニング法により薬剤候補を網羅
的に探索する研究に相当する。加齢性筋萎縮に関しては、筋萎縮誘導モデルの開発と治療法探索
を目的とした。筋内間葉幹細胞が筋繊維の維持に作用する知見を発展させ、マウスモデルで、筋
内間葉幹細胞を破壊させる実験系を構築し、筋萎縮誘導効果を検討した。 
 
３．研究の方法 
 マイオジェニン遺伝子のプロモーター領域を詳しく解析し、PCR, RACE法で、アンチセンス方
向に発現する新規の長鎖非翻訳RNA (lncRNA)を同定した。培養細胞や組織形成過程での発現変化
を定量PCRで検定した。lncRNAをBrUで標識し、骨格筋核抽出液と混合し、抗体でpull downし精
製後、LC/MS/MS法で、会合分子を同定した。DEAD-boxタンパク質など複数の分子が同定されたた
め、ウェスターン、ChIP, ChIRP法で会合様式やゲノムとの結合を評価した。坐骨神経切除モデ
ルで筋萎縮が生じるが、その系で、lncRNAを核酸で阻害し、筋萎縮の緩和を組織像と横断面積の
計測で評価した。 
 正常ヒト筋由来の骨格筋組織から、セルソーターと低酸素培養法を用いて、筋衛星細胞と間葉
系細胞系譜に分化する幹細胞を分離し高品質で純化して培養する技術を有している。PDGF受容体
α抗体を間葉系細胞の純化に用いた。間葉系幹細胞は、筋分化への寄与は低いが、培養条件に応
じて、骨芽細胞、脂肪細胞に分化する。96ウェルでの培養系で、既存薬ライブラリーから300種
類以上の薬剤をスクリーニングした。脂肪分化培地で脂肪分化させる過程で薬剤を添加し、筋の
脂肪化の抑制剤候補を探索した。第一世代の抗ヒスタミン薬が同定され、濃度依存性や細胞生存
への影響を調べた。さらに、骨分化培地で骨芽細胞に分化させる過程で薬剤を添加し、骨化抑制
剤候補薬を同定した。BMP経路との相関関係を検討した。生体での作用を検討するため、筋肉内
脂肪化モデル、筋近傍異所性骨化モデルを構築し、飲水投与での阻害効果を検討した。 
 
４．研究成果 
 筋発生過程では、HLH型の転写因子である、MyoD,マイオジェニンなどのMyoDファミリーが、絶
妙のタイミングで発現誘導され、筋衛星細胞からの増殖、分化、融合、筋線維形成過程を経て骨
格筋の形成に関与している。神経遮断、筋損傷時の筋萎縮時においては、マイオジェニンの発現
誘導、ユビキチンタンパク質分解系の活性化により筋量の減少が観察される。マイオジェニンの
プロモーター領域から発現する新規長鎖非翻訳RNA核酸を発見した。当該lncRNAは胎児筋発生時



や初代筋培養細胞分化時にマイオジェニンと共に発現誘導される。マイオジェニンの発現誘導に
必須であることが示された。TGF-βファミリー/Smad系がその発現に関与していた。免疫沈降に
よるRNAトラップとLC/MS/MS解析を駆使して、結合分子を探索した。クロマチン免疫沈降法 
(ChIP)を駆使して、MyoDのコファクターでRNA結合タンパク質のDEAD boxタンパク質Ddx17が同定
された。新規lncRNAのマイオジェニンの転写活性化に重要であることを示した。当該lncRNA が
Ddx17とヒストンアセチル化酵素PCAFとの会合を制御するとういう機構が解析された。マウスの
骨格筋に損傷を最小限に抑えながら、阻害核酸を遺伝子導入する条件を決定した。そして、坐骨
神経切断時の筋萎縮過程で、新規lncRNAのノックダウン核酸を導入すると、筋萎縮が緩和される
ことを見出した。その系で、RNA-seq法を用いて、筋肥大効果のあるBMP/GDFファミリーの発現と
そのシグナル伝達の増強が観察されることを示した。 
 正常ヒト筋由来の骨格筋組織から、セルソーターと低酸素培養法を用いて、筋衛星細胞と間葉
系細胞系譜に分化する幹細胞を高品質で純化して培養する技術を有している。その系で、筋衛星
細胞はCD56陽性細胞として純化し、市販のヒト細胞よりも筋分化が顕著に見られる。ミオシン重
鎖の染色と染色イメージングで定量し、筋分化を定量可能な系を構築した。一方、間葉系幹細胞
はPDGF受容体α抗体を純化に用いた。間葉系幹細胞から脂肪細胞、骨芽細胞分化を定量してスク
リーニングする手法を開発した。この系で、FDAで認可された既存薬ライブラリーから300種類以
上の薬剤候補をスクリーニングした。筋の脂肪化の抑制剤候補と骨化抑制剤候補薬を同定した。
脂肪化抑制薬としては、第一世代抗ヒスタミン薬が有力な候補であることがわかり、in vivoで
も、飲水投与においても、脂肪化抑制が確認された。また、マウスの系譜追跡実験により、PDGF
受容体α陽性細胞から脂肪変性が生じることを示した。骨分化阻害薬剤候補も同定した。異所性
骨化誘導モデルを構築した。その系で骨化の抑制が観察された。 
 筋内の間葉系幹細胞を枯渇させるモデルを構築し、表現型を解析した。サルコペニアと類似し
た筋萎縮、体重減少、筋線維タイプの変化などを観察した。筋萎縮の原因となる分泌因子を探索
し、候補因子を同定した。 
 最後に、細胞間コミュニケーションを担う分泌型膜小胞であるエクソソームへのタンパク質送
達についての解析を進捗させた。ユビキチンドメインを有する機能未知のUBL3分子を同定した。
筋芽細胞を含め多くの細胞から発現が見られた。ユビキチンとは異なる翻訳後修飾活性を有する
こと、その活性がUBL3と標的タンパク質のエクソソームへの分泌に重要であることを見出し報告
した。 
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