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研究成果の概要（和文）：新規マイオカイン候補（#30020）が、骨格筋でタンパク質に翻訳され、分泌され、生
理的な役割を生じさせるかどうかを検証した。ヒト骨格筋では#30020の遺伝子発現が確認されたが、マウスなど
他の動物種では発現が確認されなかった。ヒト骨格筋細胞やマウス骨格筋へ＃30020を強制発現させることによ
り、タンパク質発現の検証を試みた。強制発現させた＃30020のタンパク質発現は確認されたが、内因性のタン
パク質の発現の確認(検出)はできなかった。またヒト骨格筋細胞の上清中への分泌も検出できなかった。以上の
ことより、#30020がタンパク質として分泌され、生理的役割を担っている可能性は低いと考えられる。

研究成果の概要（英文）：This study was investigated whether a new myokine candidate #30020 is 
actually synthesized in the skeletal muscle, secreted and played physiological roles. #30020 gene 
was expressed in human skeletal muscle cells, but not mouse skeletal muscle cells. When HA-tagged #
30020 gene was overexpressed in mouse skeletal muscle by in vivo electroporation, #30020 protein 
expression was detected by an HA-antibody. To detect endogenous #30020, a direct antibody against #
30020 was produced. Although overexpressed #30020 was detected by the HA-antibody, endogenous #30020
 could not be detected by the direct antibody. We also tried to detect secretion of #30020 in the 
supernatant of human skeletal muscle cells, but could not detect any signal of #30020. These results
 suggest that #30020 is unlikely to be a new myokine.

研究分野：マイオカイン研究

キーワード： 骨格筋　マイオカイン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒト骨格筋特異的に発現し、分泌構造を有するタンパク質＃30020が新規のマイオカイン候補として挙がってい
たため、複数の方法を用いてその可能性を検証した。しかし、期待されたようなタンパク質ではないことが明ら
かとなった。一方、本候補分子の検出や機能の解明のために用いた実験手法は、現在別のマイオカインの検証に
役立っている。現在行っているマイオカイン候補は、大変興味深い結果を得ているため、今回の研究を進めるに
あたって使用した手法が他のマイオカインの研究に役立っているという点で、大きな学術的意義があったと考え
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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

骨格筋は運動器としての機能以外にも分泌器官としての役割を有しており、種々の生
理活性物質を分泌することによって、脂肪燃焼の促進、血糖値の調節、癌の抑制など、健康に有
益な効果を生み出している。骨格筋から分泌される生理活性物質は総称してマイオカインと呼
ばれており、これまでに複数が報告されている。これらマイオカインのほとんどは、骨格筋以外
の臓器では分泌タンパク質として知られていたが、じつは骨格筋からも分泌されることが明ら
かになったものである。これまで、全く新規なマイオカインの発見がなされたケースはない。申
請者は次世代シークエンサーを用いて、ヒト骨格筋のトランスクリプトーム解析を実施し、これ
まで読み落とされていた「新規の分子」である可能性の高いペプチド・タンパク質を発見した。 
 
２．研究の目的 

本研究は、このマイオカイン候補分子（仮称＃30020）について、実際に分泌され、生
理的役割を担っているのかを明らかにすることを目的とした。＃30020が、健康に有益な効果を
全身に届けているマイオカインの新メンバーであれば、それを指標にした運動療法の開発や創
薬など、臨床的研究へ発展していくことが期待できる。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト骨格筋から#30020 のクローニング 
次世代シークエンス解析から得られた#30020 の遺伝子配列を元に PCR 法を用いたクローニング
を行った。さらに、今後の実験ツールとして使用するために N 末、C 末に HA-tag を付加した発
現ベクター(それぞれ、#30020-pCAGGS,N-HA-#30020-pCAGGS, C-HA-#30020-pCAGGS)も作製した。 
 
(2)マウス下肢への強制発現 
片側のマウス前脛骨筋に Tag つきのベクターを、もう片脚には empty ベクターをエレクトポレ
ーション法で導入し、強制発現させた。2週間後に骨格筋を摘出し、#30020 がタンパク質として
発現しているかを、HA 抗体を用いたウェスタンブロッティングによって検出した。 
 
(3)特異的抗体の作製とタンパク質発現の検証 
＃30020 分子のペプチド断片に対する抗体を作製した（MBL ㈱医学生物学研究所に依頼）。発現
の確認には、（１）で作成したベクターを（２）で強制発現させた筋組織、ヒト培養骨格筋細胞
である Hu5/KD3 細胞を用いた。 
 
(4)質量分析法を用いた検証 
＃30020 を強制発現させたサンプルとヒト骨格筋サンプルを電気泳動により分離し、銀染色を行
った。これまで HA 抗体で得られているバンドと同じ位置にあるバンドを切り出し、質量分析に
供した。 
 
(5)局在の確認（免疫染色法） 
＃30020 の骨格筋での局在を明らかにするため、強制発現させた骨格筋から凍結横断切片を作製
し、HA抗体ならびに（３）で作成した＃30020 の抗体で局在の確認を行った。 
 
(6)分泌の確認 
＃30020 が分泌されることを明らかにするために、ヒト骨格筋細胞である Hu5KD3 細胞を分化さ
せ、培養上清を回収し、遠心濃縮法により上清を濃縮し、ウェスタンブロッティングよって細胞
上清に分泌されるかの検証を行った。 
 
４．研究成果 

次世代シークエンス解析から得られた#30020 の遺伝子配列を元にヒト骨格筋から PCR
法を用いたクローニングを行ったところ、予想通り 5.7ｋの遺伝子がクローニングできた。これ
を今後の実験ツールとして使うため、タグが付加されていないベクター、N末端または C末端に
HA タグをつけたベクターを作製した。作製したベクターが機能するかを調べるため、in vivo エ
レクトロポレーション法によってマウス下肢に強制発現させた。一週間後に、骨格筋を回収して
タンパク質を抽出し、ウェスタンブロッティング法を用いて目的の分子が発現するかを HA 抗体
で確認したところ、図１に示すように、目的の位置にバンドが確認され、タンパク質として発現
していることが明らかになった。 

次に、＃30020 に対する直接抗体を作製した。＃30020 抗体を作製するためのペプチド
断片は、高次構造予測で分子表面に露出している可能性が高い部位（MGISITTSQGC）を選択し、
この部位に対する精製抗体を作製した。作製した特異的抗体をもちいて、ヒト培養骨格筋細胞
Hu5/KD3、N 末端または C末端に HAタグをつけたベクターを強制発現したマウス骨格筋をサンプ
ルとし、ウェスタンブロッティング法にて、過剰発現させた#30020 と内因性#30020 のタンパク
質の発現検証を行った。HAタグをつけたベクターを過剰発現させたマウス骨格筋サンプルでは、
HA 抗体によりバンドが検出されたが、作製した＃30020 抗体では HA抗体で確認される位置にバ
ンドを確認することができなかった(図 2)。作製した抗体では HA 抗体にくらべて力価が低い可



能性が考えられるため、より効率的に＃30020 を発現させたサンプル（薬剤選択耐性のベクター
へ#30020 をサブクローニングし、C2C12 細胞に強制発現させ薬剤選択して残った＃30020 を高発
現した細胞のみのサンプル）を用いて再度検証したが、検出することができなかった（data not 
shown）。 

抗体の問題で検出できないのか、あるいは発現量が低くて検出できないレベルなのか
を明らかにするために、質量分析法にて検証を行った。HA タグをつけたベクターを過剰発現さ
せたマウス骨格筋サンプルは HA 抗体を用いた免疫沈降法により濃縮し、SDS-PAGE で分離した。
ゲルを銀染色にて染色したところ、図 1で発現が確認された位置にバンドが得られたため、その
部分を切り出して質量分析法での検出を試みた。しかし、質量分析法においても標的とするペプ
チド断片のピークを得ることができなかった。 

さらに骨格筋細胞内での発現位置を確認するために、HA 抗体または、＃30020 抗体を
用いて免疫染色法にて局在の確認を行った。しかし、いずれの方法によっても明確なシグナルを
得ることができなかった(図 3)。 
 

  
#30020 がマイオカインとして分泌される分子であるかについても検証した。＃30020 をマ
ウス C2C12 細胞に過剰発現させた細胞、またはヒト由来培養骨格筋細胞 Hu5/KD3 の培養上清を
回収し、遠心濃縮法により上清を濃縮して、ウェスタンブロッティング法において分泌を検証し
た。しかし、予測される目的の位置にバンドは観察されなかった（data not shown）。 
 
以上の結果から、#30020 は強制発現によってタンパク質として発現が確認された一方で、
内因性のタンパク質発現は確認されなかった。また、強制発現した細胞の培養上清を用いても分
泌が確認されなかった。質量分析法を用いても検出されなかったことを考慮すると、＃30020 は
極めて発現量が低く、検出が困難である可能性が高いと考えられた。よって新規マイオカイン候
補として考えられた＃30020 は、マイオカインとしての発現や分泌の可能性は極めて低いと考え
られる。 
 
 
 

図 1 #30020 のタンパク質発現
確認 
 
＃30020 ベクターをマウス下肢
に強制発現させた筋を回収し、
HA 抗体を用いて発現を確認し
た。N-HA:N 末端に HA タグをつ
けた DNA の強制発現筋組織、C-
HA:C末端にHAタグをつけたDNA
の強制発現筋組織 Empty:empty 
vector を発現させた筋組織 

図 2 作製した#30020 抗体による
タンパク質発現確認 
 
Hu5/KD-ヒト骨格筋培養細胞、N-
HA:N 末端に HA タグをつけた DNA
の強制発現筋組織、C-HA:C 末端に
HAタグをつけたDNAの強制発現筋
組織、Empty:empty vector を発現
させた筋組織 

図 3 タンパク質局在確認 
＃30020 をマウス下肢に強制発現させ
た筋組織を回収し、免疫染色法にて発
現を確認した。HA 抗体と作製した作
製した＃30020抗体を用いた。 
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