
京都大学・ウイルス・再生医科学研究所・特定助教

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）

１４３０１

基盤研究(C)（一般）

2020～2018

オプトジェネティクス酸化ストレス誘導法による筋萎縮メカニズムの解明と治療薬探索

Elucidation of muscular atrophy mechanism by optogenetics oxidative stress 
induction method and search for therapeutic agents

１０５８８２６３研究者番号：

佐藤　文規（Sato, Fuminori）

研究期間：

１８Ｋ０６０２９

年 月 日現在  ３   ６ ２３

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：　骨格筋における酸化ストレスが筋萎縮に繋がる過程および機構を解析することが本
研究の目的であり、個体を用い複雑系を維持した状態で、骨格筋におけるミトコンドリア障害（ROS産生過多）
が骨格筋にどのような影響を与えるかを調べ、そのことによって引き起こされる筋萎縮過程を解析することが必
須である。
　ゼブラフィッシュ個体を用いて上記の実験系の確立を試みたが、骨格筋のミトコンドリア特異的に光照射誘導
よりROSを産生するタンパク質を発現するゼブラフィッシュ系統を樹立することができなかった。研究遂行のた
めには、発現制御をより厳密に操作可能な発現制御システムを導入し、再度ゼブラフィッシュ系統を樹立する必
要がある。

研究成果の概要（英文）： The purpose of this study is to analyze the process and mechanism by which 
oxidative stress in skeletal muscle leads to muscular atrophy. Therefore, it is essential to 
investigate how mitochondrial disorders (overproduction of ROS) in skeletal muscle affect skeletal 
muscle while maintaining a complex system using Individual organism, and analyze the muscular 
atrophy process caused.
 An attempt was made to establish the above experimental system using zebrafish, but it was not 
possible to establish a transgenic zebrafish line that expresses a protein that produces ROS by 
light irradiation in skeletal muscle mitochondria. In order to carry out the research, it is 
necessary to introduce an expression control system that can control expression control more 
strictly and to establish a transgenic zebrafish strain again.  

研究分野： 発生生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　酸化ストレスによる骨格筋萎縮を生体内のミトコンドリア特異的なROS産生誘導により解析した研究はこれま
でほとんどなく、さらにROS産生の誘導方法として光照射を用い、実験対象動物としてゼブラフィッシュを用い
たものはない。
　新たな骨格筋萎縮機構の解明に貢献するだけでなく、高効率な治療薬スクリーニングなどへの流用も可能であ
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 
  

細胞小器官であるミトコンドリア内では常に ATP 産生に伴い ROS が発生している。通常はス
カベンジャによって速やかに除去されるが、様々な条件下で ROSの産生過多が誘導され、細胞傷
害を引き起こす。 
骨格筋においてはその動力源となる ATPの消費量が多く、ATP の安定的な供給は骨格筋の機能

的発達・維持にとって必須である。そのためミトコンドリアの機能不全は ROSの産生過多を誘導
し、それに起因する細胞障害は筋萎縮という形で表面化する。ROS産生過多に対しては酸化スト
レスに対する初期の応答反応に引き続き骨格筋萎縮が誘導されると考えられているが、この過
程に関しては不明な点が多く残されている。その結果、ROS を起因とする筋萎縮に対しては ROS
そのものを除去することによる予防が主流となっており、筋萎縮の直接的な原因の解明や、それ
らを対象とした予防法・治療法の開発は進んでいない。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
 ミトコンドリアで発生する ROS を起因とする筋萎縮に対して予防法・治療法の開発が進展し
ない要因として、骨格筋は多様な間質細胞・細胞外基質に加えて、収縮制御を担う運動神経・感
覚神経や血管系で構成され、運動器としての機能単位である腱および骨など、様々な組織（細胞
種）が隣接し、さらには運動（メカニカルストレス）や代謝が大きく関与する複雑系であること
が考えられる。これらのことから、個体を用い複雑系を維持した状態で、骨格筋におけるミトコ
ンドリア障害（ROS産生過多）が骨格筋にどのような影響を与えるかを調べ、そのことによって
引き起こされる筋萎縮過程を解析することが新規の予防法・治療法の開発必要不可欠である。 
そこでヒトやマウスと同様な骨格筋組織を有し、モデル生物として個体レベルの解析に有用

な小型水棲生物であるゼブラフィッシュを用いて、骨格筋のミトコンドリア特異的に ROS の産
生過多を誘導し、筋萎縮過程の詳細を解析することを研究の目的とした。 
 
 
 
３．研究の方法 
 
ゼブラフィッシュは発生初期からしばらくの

間 (3週間程度) は体の透明度が高い点、また色
素欠損系統に関しては成熟後も体の透明度が高
い点を生かした、光による ROS産生誘導の方法が
最適と考え、その作製を試みた。励起光照射
（580nm）により高い ROS 産生能力を持つミトコ
ンドリア局在型 mitoSuperNova蛍光タンパク質と
様々な組織・細胞に特異的に発現させるのに有効
な Gal4-UAS システムを組み合わせた、光誘導型
の組織特異的ミトコンドリア ROS産生トランスジ
ェニックゼブラフィッシュを作製し、さらに多数
の個体へ励起光を照射するための超高輝度 LED照
明を作製した。この光誘導型の骨格筋特異的ミト
コンドリア ROS産生トランスジェニックゼブラフ
ィッシュと骨格筋可視化トランスジェニックゼ
ブラフィッシュ（骨格筋を膜局在型 GFPで標識し
ており、共焦点顕微鏡により容易に筋径測定が可
能）の掛け合わせによって得られる個体を用い
て、骨格筋ミトコンドリア特異的かつ持続的な
ROS 産生過多が骨格筋の発生・発達・維持・萎縮
に及ぼす影響の詳細を明らかにする。具体的には
（図 1）、ROSの直接的な影響を調べるために運動
量や給餌量などには特に変化が生じないように
循環水槽により通常条件下で飼育し、実験区には
580nm（対照区は 470nm）の LED照明を照射する。
応答機構から筋萎縮までの過程を詳細に調べる
ために経時的なサンプリングを実施し、筋径の測定、骨格筋トランスクリプトーム解析および骨
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格筋プロテオーム解析を実施する。これらの結果と既に得られている様々な骨格筋萎縮条件下
の骨格筋トランスクリプトーム解析の結果を比較・検討することによって ROS 産生による筋萎
縮誘導過程の解明を試みる。 
 
 
 
４．研究成果 
 
(1)骨格筋特異的にミトコンドリア局在型 SuperNova を発現するトランスジェニックゼブラフィ
ッシュの作製 
 骨格筋特異的にミトコンドリア局在型 SuperNovaの発現を誘導するために Gal4-UASシステム
を用いた。Gal4 を骨格筋特異的に発現する Gene/Enhancer Trap系統をライブラリー検索により
選択した。これと UAS:MitoSuperNove トランスジェニックゼブラフィッシュを掛け合わせるこ
とにより骨格筋特異的にミトコンドリア局在型 SuperNova を発現するトランスジェニックゼブ
ラフィッシュを作製した。(図２) 

核染色（DAPI）により確認したところ、細胞質内にミトコンドリアと同様の特徴的な形態を示す
SuperNovaの蛍光が確認され。（図３） 

 
(2) 多数の個体へ励起光を照射するため
の超高輝度 LED 照明を作製 
 高輝度 LED を用いてゼブラフィッシュ
個体を対象とした SuperNova 励起用の照
明を作製した。長時間の照射により水温
の上昇が認められたが、冷却プレートを
使用することにより水温上昇を抑制する
ことが確認できた。（図４）また、大型の
循環型水槽を使用することにより同様に
水温上昇を招くことなく、長時間の励起
光照射が可能であることが確認された。 
 

(3)系統樹立過程（継代）における

SuperNova発現量の減少 
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(1)(2)の結果より実験条件が確定したことから、UAS:MitoSuperNoveトランスジェニックゼブ

ラフィッシュ系統樹立（バッククロスによるコンジェニック化）に向けた継代を進めたところ

MitoSuperNoveの著しい発現量の減少が確認され、十分な ROS 産生を誘導できないレベルまで発

現量が低下してしまった。これは励起光照射がない状態においても MitoSuperNove が何かしら

の細胞障害を引き起こしていることや、Gal4-UAS による発現が骨格筋以外においても誘導され

ていることなど様々な原因が考えられるが特定することは非常に困難である。 

 

以上のことから、今後本研究に使用可能な骨格筋特異的にミトコンドリア局在型 SuperNovaを

発現するトランスジェニックゼブラフィッシュを作製するには、Gal4-UAS システムによる骨格

筋特異的な発現制御だけではなく、遺伝学的（Cre-loxP など）および誘導的（Tet-On など）な

発現制御により導入遺伝子の発現そのものを ON/OFF する操作を可能とするシステムを組み入れ

る必要があると考えられる。 
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