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研究成果の概要（和文）：近年、高齢化に伴う運動器障害による生活の質（QOL）低下につれ、医学的治療を必
要とする人口が増加傾向にあり、その対策は社会的にも重要課題である。しかし、加齢に伴う種々の要因により
進行する筋萎縮・筋肉量減少(サルコペニア)は、そのメカニズム解明が困難であることから、治療法開発が進展
しない。本課題では、治療法開発の困難な加齢による筋力低下をターゲットに、現在も進化発展中であるゲノム
編集技術(CRISPR/Casシステム)の安心・安全な利用を探索しつつ筋肉量増大を図り、要支援・要介護からの開放
やQOL上昇を目指すことを目的として研究を行った。

研究成果の概要（英文）：In recent years, with the decline in quality of life (QOL) due to disorders 
of locomotorium accompanying the aging population, there is an increasing trend of the population 
needing medical treatment, and the measures are socially important issues. However, as muscle 
atrophy and muscle mass reduction (sarcopenia) progressing due to various factors associated with 
aging are difficult to elucidate its mechanism, the therapeutic methods are not progress. In this 
study, we aimed to increase muscle mass while searching for secure and safe use of genome editing 
technology (CRISPR/Cas system), which is still evolving, targeting muscle weakness due to aging, 
which is difficult to develop therapeutic methods. This would lead to release from support and 
nursing, and to raise QOL.

研究分野： 遺伝子工学
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１．研究開始当初の背景 
TGF-スーパーファミリーの一員である

growth differentiation factor (Gdf) 8 は、
骨格筋量増大を呈するそのノックアウトマ
ウスの所見からマイオスタチンと名付けら
れ、その後、筋肥大家畜牛・競争犬など極
度な筋肥大表現型を呈する品種で、同遺伝
子変異が次々と検出・報告され、それはヒ
トも例外ではなかった。 
我々は過去に、家畜牛で検出されたドミ

ナントネガティブ型マイオスタチンを
CAG プロモーター下で強発現させたトラ
ンスジェニックマウスを作製し、明らかな
骨格筋量増大マウスを得た(Nishi et al. 
BBRC, 2002)。これら家畜牛もトランスジ
ェニックマウスも骨格筋増大を認めた一方
で、目立った副作用や負の表現型は認めら
れなかった。このことから、マイオスタチ
ン遺伝子配列改変は、負の事象をもたらす
副作用が生じない可能性が十分考えられ、
また、ヒトでの変異体の存在は安全性とし
ての担保でもあり、筋肉量低下克服へのア
プローチとして、これほど容易で安心・安
全、確実なものはないと予想された。さら
に、我々は、同遺伝子機能抑制による筋疾
患克服を課題に、マイオスタチン配列を標
的とした siRNA を、アテロコラーゲンをデ
リバリーに筋肉注射したところ、やはり筋
肥大化を認めた(Kinouchi et al. Gene Ther, 
2008) 。  一 方 で 、 我 々 は TALEN 、
CRISPR/Cas システムといったゲノム編集
技術に、マウス受精卵において早くから適
用させ、標的配列破壊マウスを作製してき
ており(Yasue et al. Sci Rep, 2014, Mitsui 
et al. Sci Rep, 2016)、成体マウスへの応用
も見据えていた。 

 
２．研究の目的 
近年、高齢化に伴う運動器障害による生

活の質（QOL）低下につれ、医学的治療を
必要とする人口が増加傾向にあり、その対
策は社会的にも重要課題である。しかし、
加齢に伴う種々の要因により進行する筋萎
縮・筋肉量減少(サルコペニア)は、そのメカ
ニズム解明が困難であることから、治療法
開発が進展しない。近年開発されたゲノム
編集技術は、これまで困難だと考えられて
きた遺伝子改変を容易にする生物学の常識
を覆す革命的技術で、培養細胞系や受精卵
のみならず、成体実験動物においても応用
されている。本課題は、治療法開発の困難
な加齢による筋力低下をターゲットに、現
在も進化発展中であるゲノム編集技術
(CRISPR/Cas システム)の安心・安全な利
用を探索しつつ筋肉量増大を図り、要支

援・要介護からの開放や QOL 上昇を目指
すことを目的とした。 

 
３．研究の方法 
（１）成体へのゲノム編集技術の適用として、
gRNA ならびに Cas9 を同時に発現させる
pX330 プラスミドベクターを使用し、マイオ
スタチン標的配列を組み込んだ。 
（２）これらの筋肉への微小気泡とパルス超
音波を用いた音響穿孔法（ソノポレーショ
ン）を利用した局所投与を行うことで、マイ
オスタチンの配列破壊を試みた。ポジティブ
コントロールとして、CAG/GFP ベクターを用
いた。 
（３）筋肉量の観察を行う。 
（４）標的配列破壊が生じているかを、ダイ
レクトシーケンスにより確認する。 
 
４．研究成果 
（１）CRISPR 標的配列の設計（マウスマイオ
スタチン遺伝子） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）ソノポレーションによる CAG/GFP プラ
スミドの導入 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
GFP の発現が認められ、ソノポレーションに
よるプラスミド導入が行われていることが
示された。 
 
（３）筋肉量の変化の観察（右側：マイオス
タチン標的配列 in pX330 ベクター、左側：
コントロールとして CAG/GFP 発現ベクター） 
前脛骨筋 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 

 



咬筋 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
前脛骨筋、咬筋とも、マイオスタチン標的配
列破壊を試みた右側での筋肉量増大は認め
られなかった。 
 
（４）ダイレクトシーケンスによる標的配列
破壊の確認の一例 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
全てのサンプルにおいて、標的配列の破壊は
認められなかった。 
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