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研究成果の概要（和文）：シスプラチン誘発筋萎縮マウスにおいて骨格筋および血漿中でmir-5129-5pがともに
発現増加されることを網羅的解析により明らかにしたが、種差により患者のサンプルを用いた応用研究にまで至
れなかった。一方、シスプラチン誘発筋萎縮時に骨格筋でIGF-1をターゲットとするmir-29-3pファミリーの発現
増加とIGF-1発現が減少し、タンパク質合成経路が抑制されていることを明らかにした。さらに、IGF-1を補充す
ることで筋萎縮が抑制されることを明らかにした。以上より、骨格筋中のmir-29-3pファミリーの発現増加はシ
スプラチンによる筋萎縮時の診断マーカーになり得ることが示唆できた。

研究成果の概要（英文）：Comprehensive analysis revealed that mir-5129-5p was upregulated in both 
skeletal muscle and plasma in cisplatin-induced muscle atrophy of mice. However, this miRNA was not 
expressed in humans. Therefore, due to the species difference, applied research using serum samples 
of patients was not possible. On the other hand, it was clarified that the expression of the 
mir-29-3p family targeting IGF-1 and the expression of IGF-1 decreased in skeletal muscle in mouse 
of cisplatin-induced muscle atrophy, and the protein synthesis pathway was suppressed. Furthermore, 
it was suggested that cisplatin-induced muscle atrophy is suppressed by supplementing with IGF-1. 
This study suggested that the increased expression of the mir-29-3p family in skeletal muscle could 
be a diagnostic marker for cisplatin-induced muscle atrophy.

研究分野： 薬理学

キーワード： シスプラチン　副作用　筋萎縮

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がん患者において進行性の骨格筋萎縮は予後予測因子となる。がん闘病中患者のこの骨格筋萎縮に対し、「簡便
な診断マーカーにて、筋萎縮をより早く診断できるか」、「どう筋量を維持するか」が、臨床上の重要な課題で
ある。そこで本申請では、シスプラチンの筋萎縮発症におけるバイオ（診断）マーカーを新たな視点である 
miRNA にて探索し、さらには筋萎縮の発症機序の解明を試みた結果、骨格筋中のmir-29-3pファミリーの発現増
加はシスプラチンによる筋萎縮時の診断マーカーになり得ることが示唆できた。

※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 
近年日本の社会は、急速に高齢社会へと変貌を遂げた。がんの発生は加齢と共に増加するため、
がんの罹患率が急速に増加している。適切な抗がん剤選択により生存効果の延長が見込まれる
ようになっているが、副作用の強い抗がん剤治療では、副作用による患者の quality of life 
(QOL) の著しい低下により、治療を中断するケースが多い。最近の報告より、抗がん剤副作用
経験者のうち副作用対策への薬剤が処方された患者は半数程度に留まり、その効果も限定的で
あるため、がん患者の副作用軽減に対するアンメットメディカルニーズは非常に高いことが明
らかとなった (上園ら)。現在、申請者は抗がん剤の副作用の中でも、筋萎縮、疲労感／倦怠感、
下痢、味覚障害、食欲不振などを研究し、新たな抗がん剤の副作用の発現機序を明らかにして
いる (Sakai et al., PLoS ONE. 2013; Sakai et al., Toxicol Appl Pharmacol. 2014; Sakai 
et al., Pharmacol Res. 2014; Sakai et al., Clin Exp Pharmacol Physiol.2016; Sakai et al., 
Basic Clin Pharmacol Toxicol. 2016)。がん化学療法中には、体がだるい、ひどく疲れるとい
った疲労感／倦怠感が頻発し、抗がん剤治療を受けた患者の 7 割以上が体験すると言われてい
る。抗がん剤による疲労感／倦怠感は、中枢および末梢組織の機能低下など、多くの原因で起
こると考えられるが、詳細な機序は不明である。申請者は、これまで、この疲労感／倦怠感の
発症メカニズム解明の一環として、新たな視点から抗がん剤が骨格筋組織に影響を及ぼすこと
により引き起こされるのではないかと仮説を立て、抗がん剤投与時の骨格筋組織への影響を検
討している。一方、がん患者において骨格筋量が予後と相関すること、ならびに進行性の骨格
筋萎縮が全身状態の増悪を反映することが報告されている。さらに、最近では、コンピュータ
断層撮；CT による骨格筋量測定値の経時的変化は、切除不能・再発大腸がん患者の新たな予後
予測因子となる可能性も示唆されている（吉川ら, 第 52回日本癌治療学会学術集会）。 

申請者らは、複数種の抗がん薬をマウスにそれぞれ投与し、大腿四頭筋と後肢筋の重量なら
びに筋線維断面の直径を測定したところ、投与した抗がん薬の中でも、シスプラチンの投与に
より骨格筋質量ならびに筋線維断面の直径が有意に減少することを申請者らは初めて明らかに
した。この両者の低下はシスプラチンの体重減少と同等にまで体重を減少させた食事制限モデ
ルマウスよりもさらに減少していた。この結果は、シスプラチンによる摂食量／栄養摂取低下
により引き起こされる筋萎縮だけではなく、シスプラチン自体が骨格筋に対し、直接作用し筋
萎縮を引き起こす可能性が考えられる。さらに、この知見における重要な点は、がんは悪液質
により骨格筋量が減少することが知られている。さらに、我々の知見から、多くのがん腫に使
用される key drug のシスプラチンが筋萎縮を引き起こすということは、シスプラチンを投薬
されるがん患者の骨格筋量は極めて減少しやすい状態にあることを示唆しているため、シスプ
ラチンに感受性が高い患者には、早期の対応が必要である。そこで、多種の遺伝子発現変動を
解析したところ、食事制限コントロールと比べて、シスプラチン投与群では筋萎縮原因遺伝子
として分類される Muscle RING Finger-1 (MuRF1)ならびに muscle-specific E3 ubiquitin 
ligases (Atrogin-1, MAFbx)[両者ともに E3 Ubiquitin Ligases]の遺伝子発現が著明に増加し
ていた。さらに、種々の解析結果より、シスプラチンを投与したマウスの骨格筋では、Forkhead 
box(s) (Foxos) を介した signaling が活性化され、Atrogin-1 ならびに MuRF1 の転写が亢進
している結果を得ている。（Sakai et al., Toxicol Appl Pharmacol. 2014）。 

さらに、2014-2016 年に採択された文部科学省科学研究費若手研究Bにより、DNA microarray 
等により多角的解析を行ったところ、シスプラチンを投与した骨格筋中では、Atrogin-1 なら
びに MuRF1 の顕著な遺伝子発現増加だけでなく、 biological pathway 解析により 
ubiquitin-proteasome-degradation pathway に関連する遺伝子発現増加ならびに横紋筋収縮 
(striated muscle contraction) pathway に関連する遺伝子発現低下が引き起こされているこ
とを明らかにし、シスプラチンによる筋萎縮には multiple な因子が関与していることを明ら
かにできた。本知見より、一対一というよりも一対多数の遺伝子変化に影響を与える microRNA
（miRNA）がこの病態に関与していることが予想できる。 
 
２．研究の目的 
前述したように、がん患者において進行性の骨格筋萎縮が全身状態の増悪を反映することが報
告され、がん患者の新たな予後予測因子となる可能性が示唆されている。しかしながら、この
骨格筋萎縮の発症機序は未だ解明されていない。がん闘病中患者のこの骨格筋萎縮に対し、「簡
便な診断マーカーにて、筋萎縮をより早く診断できるか」、「どう筋量を維持するか」が、臨床
上の重要な課題である。申請者らは最近、抗がん剤治療の key drugs のシスプラチンが骨格筋
萎縮を引き起こすことを初めて明らかにした。一方、近年、miRNA における研究が進むにつれ、
疾患／病態によって固有の mRNA 発現パターンを示すことが明らかになってきており、miRNA 
のバイオマーカーとしての利用に期待が高まってきている。そこで、本申請研究では、シスプ
ラチン投薬中に発現変化する miRNA を筋萎縮のバイオマーカー（診断マーカー）として探索し、
発現変動する miRNA から新規なシスプラチンによる筋萎縮の発症機序を解明を試みた。 
 



３．研究の方法 
(1) シスプラチン誘発筋萎縮時の miRNA  profiling 
シスプラチン (3 mg/kg, i.p.)を 1-4 日間（1 回/day）連日投与し、体重測定を行う。溶媒処
置群、食事制限群およびシスプラチン投与群をそれぞれ設定し、比較検討を行い、それらの統
合的結果を筋萎縮の指標とする。4 日目に骨格筋質量、骨格筋筋線維断面径を解析する。溶媒
処置群、食事制限群、シスプラチン投与群から大腿四頭筋を摘出し、骨格筋組織、血液から 
mirVana™ miRNA Isolation Kit または microRNA Extractor(R) SP Kit (Wako)を用い miRNA を
抽出する 
 
(2)シスプラチンによる筋管細胞およびそれらの培地の miRNA  profiling 
骨格筋由来筋線維芽細胞 (C2C12 myoblasts)を 2% horse serum 条件下にて分化させた筋管細
胞 (C2C12 myotubes) にシスプラチン (5 and 15 µM for 24 hr)を処置する。本条件は、シス
プラチン投与マウスの大腿四頭筋を用いた筋萎縮マーカー (MuRF1 および Atrogin-1 等が発
現増加することを確認している。C2C12 myotubes、培地、Exosome Isolation Kitおよび mirVana™ 
miRNA Isolation Kit を用い miRNA を抽出した。以上のサンプルにおいて 3D-Gene® Mouse miRNA 
Oligo chip解析 (Toray)により発現変化 miRNA の profiling を行った。 
  
(3)シスプラチン処置 C2C12 筋管細胞に対する recombinant mouse IGF-1 の効果 
(2) の方法に従い、C2C12 myoblasts を myotubes に分化させ、シスプラチン (5 and 15 µM for 
24 hr)を処置する。細胞を回収し種々の遺伝子発現ならびにタンパク質発現を解析した。 
 
(4)シスプラチン誘発筋萎縮に対する recombinant human IGF-1 製剤 (メカセルミン)の効果 
(1)の方法においてシスプラチンを投与する 30 分前にメカセルミン (5 mg/kg, s.c.) を投与
し、4 日目に溶媒処置群、食事制限群、シスプラチン投与群から大腿四頭筋を摘出し、骨格筋
質量、骨格筋筋線維断面径、種々の遺伝子発現ならびにタンパク質発現を解析した。 
 
 
４．研究成果 
これまでに我々の研究グループは主要な抗がん薬であるシスプラチン投与により骨格筋萎縮が
引き起こすことを明らかにした（Sakai et al., Toxicol Appl Pharmacol. 2014）。microRNA 
(miRNA) は最近、多くの疾患において診断マーカーになる可能性を示唆する報告が多くされて
いる。そこで、シスプラチンの筋萎縮発症時における骨格筋および血漿中で変化する miRNA を
探索した。 C57/BL6 雄性マウスを用い、4 日
間、1日 1 回 シスプラチン (3 mg/kg, i.p.) 
を投与した。コントロールとして、シスプラ
チンの代わりに生理食塩水を投与した群 
(Vehicle)、およびシスプラチン投与による
体重減少と同等にまで食事制限により体重
を減少させた (DR) 群を用いた。最終投与の 
24 時間後に大腿四頭筋ならびに血漿サンプ
ルから total RNA を単離し、miRNA Oligo 
chip にて、miRNA の網羅的発現変動を解析
した。また、各種 miRNA 発現を 定量的 
RT-PCR にて解析した。  
シスプラチン投与により骨格筋において 

58 種の miRNA 発現が亢進し、一方、血漿で
は、169 種の miRNA 発現が増加した (図 1)。
DR 群では変化せずシスプラチン投与により
骨格筋、血漿サンプル中共通に増加した 
miRNA として mir-5129-5p が挙げられた。さ
らに、血漿サンプルよりエクソソーム分画を
単離し、エクソソー ム中の mir-5129-5p を
比較検討したところ、血漿サンプルと同様な
結果が得られた（図 2）。以上の結果より、
シスプラチンは骨格筋、血漿サンプル中の多
種多様な miRNA 発現に影響を引き起こし、
血漿中のエクソソームで変化する miRNA は
シスプラチンによる筋萎縮時の診断マーカ
ーとして有用である可能性があることを明らかにした。しかし、本研究において骨格筋および
血漿中ともに発現増加する mir-5129-5p の発現には種差がありヒトにおいて存在しない miRNA
だった。 
他にシスプラチンが誘発する筋萎縮において診断マーカーとして有用な miRNA を我々が得

た網羅的解析データから、mir-29-3p ファミリーが候補に挙がった。まず、C2C12 myotubes に
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図1. ⾷事制限 (DR) および cisplatin (Cis) を投与したマウスの⼤腿四頭筋および⾎漿中で
変化するmiRNA 数. 
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大腿四頭筋 血漿エクソソーム C2C12 myotubes

図2. ⾷事制限 (DR) および cisplatin (Cis) を投与したマウスの⼤腿四頭筋、⾎漿由来エク
ソソームおよび cisplatin を処置した C2C12 myotube 中のmir-5129-5p の発現変化.

Predicted consequential pairing of target region (top) and miRNA (bottom) 

Position 937-944 of IGF1 3' UTR 5'   ...UGUUUUUUAGUACAAUGGUGCUA... 
mmu-miR-29a-3p 3'       AUUGGCUAAAGUCUACCACGAU  

Position 937-944 of IGF1 3' UTR 5'    ...UGUUUUUUAGUACAAUGGUGCUA... 
mmu-miR-29b-3p 3'       UUGUGACUAAAGUUUACCACGAU  

Position 937-944 of IGF1 3' UTR 5'   ...UGUUUUUUAGUACAAUGGUGCUA... 
mmu-miR-29c-3p 3'       AUUGGCUAAAGUUUACCACGAU  

表1. mir-29-3p family と IGF-1 3’-UTR の結合部位



おいて、シスプラチン処置により mir-29-3p ファミリーの発現が変化するか否かを検討した結
果、シスプラチンの濃度依存的に mir-29(a,b および c)-3p の発現増加を確認した。この
mir-29(a,b および c)-3p は、IGF-1 をターゲットとすることが知られている（表 1）。我々の以
前の研究より、シスプラチンによる筋萎縮のメカニズムとして骨格筋中のタンパク質合成経路
の抑制ならびにタンパク質分解経路の亢進が引き起こされて筋萎縮を惹起していることを示唆
し骨格筋タンパク質合成において重要な因子である骨格筋の IGF-1 遺伝子の発現がシスプラ
チンの投与によりに減少していることを明らかにしている (Sakai et al., Toxicol Appl 
Pharmacol. 2014)。一方、運動負荷は骨格筋の 
IGF-1 発現量を増加することがシスプラチンに
よる筋萎縮が抑制される原因の一つであること
も明らかにした（Sakai et al., Pflugers Arch. 
2017）。そこで、シスプラチン処置 C2C12 
myotubes において IGF-1 の発現を解析したと
ころ、mir-29-3p ファミリーの発現増加とは逆
に有意に減少していた。この効果はシスプラチ
ンの濃度依存的に引き起こされていた（図 3）。
そこで、シスプラチン処置により筋萎縮原因遺
伝子の MuRF1 および Atrogin-1 が発現増加す
ることは以前に明らかにしているが、IGF-1 の
補充がこれらの発現変化に影響をおよぼすか否
かを検討したところ、IGF-1 の共処置によりこ
れらの発現増加を抑制した(図 4)。これらの効
果が in vivo で引き起こされるかどうかを解
析するため、シスプラチン誘発筋萎縮モデルマ
ウスを用いて検討を行った。mir-29-3p ファミ
リーは、シスプラチンを処置したマウスの大腿
四頭筋においても発現上昇していることを見出
した(図 5)。さらに、シスプラチン処置によっ
て骨格筋中の IGF-1 の発現抑制が引き起こさ
れていることも明らかにしている。我々に研究
グループは、IGF-1 による骨格筋タンパク質合
成経路に関与するリン酸化 Akt および p70S6 
kinase の量がシスプラチン投与により抑制さ
れることは以前に報告しているが（Sakai et al., 
Toxicol Appl Pharmacol. 2014）、 IGF-1 の共
処置により回復することを確認し(図 6)、大腿
四頭筋重量ならびに筋線維断面径も有意に回復
できることを明らかにした。 

本研究の結果より、シスプラチン誘発筋萎縮
モデルマウスにおいて骨格筋および血漿中で
mir-5129-5p が発現増加されることを網羅的解
析により明らかにしたが、種差によりヒトにお
いて応用できかった。しかし、シスプラチン誘
発筋萎縮時には mir-29(a,b および c)-3p 発現
増加に伴い、骨格筋において IGF-1 発現が減少
し、タンパク質合成経路が抑制されていること
を明らかにした。さらに、IGF-1 を補充するこ
とで筋萎縮が抑制される可能性が考えられた。
したがって、骨格筋中の mir-29(a,b お よ び
c)-3p の発現増加はシスプラチンによる筋萎縮
時の診断マーカーになり得ることが示唆できた。
しかしながら、本研究ではシスプラチン誘発筋
萎縮時における血液由来の診断マーカーを発見
できずに、患者サンプルへの応用実験まで至る
ことはできなかった。また、今後、シスプラチ
ン処置による mir-29-3p family の発現増加の
意義や詳細な機能を解析していく必要がある。 
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図6.マウス⼤腿四頭筋におけるシスプラチン誘発 Aktおよび p70S6 kinase リン
酸化体量の減少に対する recombinant human IGF (rhIGF-1; メカセルミン)の効果
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