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研究成果の概要（和文）：本研究ではヒト大腿より筋生検で得られた骨格筋からmRNAを抽出し、次世代シーケン
スを用いて、遺伝子転写産物を網羅的に同定した。その結果を既知のヒト・ゲノムと比較し、新規転写産物を選
別した。アミノ酸情報を得て、分泌様タンパク質の構造をもつ分子を探索した結果、全く未知の分子が3つ同定
された。そのうちの1つにターゲットを絞り特異的抗体の作製を試みたが、上手く働かなかったため、この分子
のHAタグ付き発現ベクターを作製し、培養骨格筋細胞に発現させた。培養上清を濃縮しHA抗体でウェスタンブロ
ッティングを行ったところ特異的バンドが得られたため、この分子は全く新規のマイオカインであることが示唆
された。

研究成果の概要（英文）：Messenger RNA obtained from human skeletal muscle tissue was provided to 
Next Generation Sequence (RNAseq) to identify gene transcripts exhaustively. The transcripts were 
compared to human genome information to seek transcripts that had not reported yet. Then, secretion 
protein-like molecules were estimated from amino acid sequence of the transcripts. Finally, we found
 3 secretion protein-like molecules expressed in skeletal muscle. One of the 3 was focused in the 
subsequent study. Unfortunately we did not achieve susses to make a specific antibody for the 
molecule. Therefore HA-tagged expression vector of the molecule was generated and expressed in 
cultured skeletal muscle cells. The expressed protein was detected in conditioned culture medium by 
Western blotting used HA-antibody. These results suggest that the molecule is a novel myokine 
secured from skeletal muscle. 

研究分野：代謝内分泌科学　運動分子生物学
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１．研究開始当初の背景 

 ヒト・ゲノム計画終了後は基本的に新規の
遺伝子が発見されることは無いと考えられ
てきた。しかし次世代シーケンス解析の発展
もあり、読み残した遺伝子や、組織特異的な
スプライシング・ヴァリアントの探索の余地
ができてきた。 

 

２．研究の目的 

 これまでに見逃されていた全く新規のマ
イオカインの発見に挑む。 

 

３．研究の方法 

(1), 骨格筋の RNAseq 

 ヒトも外側広筋からニードル・バイオプシ
ーにて骨格筋サンプルを得た。筋サンプルは
採取後速やかに液体窒素で冷凍した。冷凍筋
サンプルをホモジナイズし mRNA を回収し
た。クオリティーの高いものを 3 サンプル選
出し、次世代シーケンス（RNAseq）に供し
た。次世代シーケンスはタカラバイオ株式会
社ドラゴンジェノミクスセンターに委託し
た。得られたシーケンス情報をヒト・ゲノム
と比較し、これまでに報告の無い転写産物を
同定した。 

(2), バイオインフォマティクス解析 

 上記で得られた新規転写物の中からタン
パク質をコードしている物を選ぶための解
析プログラムを作成した。塩基配列の読み枠
を 1 個ずらした計 3 つの読み枠でアミノ酸に
変換し、明らかな cording sequence を持つ物、
すなわち明確な Kozak 配列があり、かつ 24

アミノ酸に以上のタンパク質に変換される
物を選出した。さらに、開始コドンの上流に
同じ読み枠で終止コドンが確認できるもの
を優先的に選出した。得られた転写産物の中
から既知の物を除外し、残ったものを未知の
転写産物と定義した。 

定義されたものの中から、分泌タンパク質
を予測するプログラムを作成した。シグナル
ペプチドを有し、細胞膜貫通領域が無く、
核・ミトコンドリア等の細胞内小器官への移
行シグナルを持たない分子を選出させた。 

(3), 新規マイオカインの存在の確認 

 mRNA レベルおよびタンパク質レベルで
の発現を確認した。 

 
４．研究成果 
(1), RNAseq の結果、リード数は 2 億 6 千か
ら 3 億 6 千の範囲にあった。全サンプルの
transfigの和集合に対してcuffcompareを用
いて基地遺伝子との対応付けを行ったとこ
ろ、未知の転写産物と思われるケースが 7 千
あった。また、新規アイソフォームの可能性
がある物が 11680 得られた。 
(2), 上記の新規転写産物をバイオインフォ
マティクス解析に供したところ、分泌タンパ
ク質と予測された分子が 3つあった。 
(3), 3 つの候補タンパク質のうち、予測確度
の最も高いと考えられた 1つに集中して以後

の研究を進めた。新規分泌タンパク質の存在
を証明するために、特異的抗体の作成をおこ
なったが、上手く作用するものは得られなか
った。PCR 法でそのタンパク質をコードする
cDNA が確認できたため、全長の cDNA をクロ
ーニングした。その cDNA の N-末端あるいは
C-末端に HA タグを付加した発現ベクターを
作成し、培養骨格筋細胞 C2C12 に発現させた。
培養上清を回収・濃縮し、ウェスタン・ブロ
ッティングに供したところ、HA 抗体にて予測
されるサイズにバンドが確認された。これら
の結果は、今回発見した新規転写産物が、新
規マイオカインであることを示唆する。 
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