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研究成果の概要（和文）：本研究は、低酸素環境下におけるコレシストキニン(Cck)遺伝子発現および分泌動態
を解析することで、Cck遺伝子の生物学的、生理的役割を明らかにすることを目的とした。Cck遺伝子は筋分化と
ともに発現が上昇してくることが明らかになっていたため、低酸素誘導因子Hif1aをノックダウンさせた状態で
筋分化を誘導したところ、発現の著しい低下が観察された。Cck遺伝子は三次元的に培養すると発現が上昇し、
低酸素曝露でその発現が増強することから分泌動態についても検討したが、培地内の顕著な同定に至らなかっ
た。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to clarify the biological and physiological role 
of the Cck gene by analyzing the cholecystokinin (Cck) gene expression and secretion dynamics under 
hypoxic conditions. When muscle differentiation was induced under hypoxia-inducible factor Hif1a 
knockdown, a marked decrease in Cck gene expression was observed. Since Cck gene expression is also 
upregulated in three-dimensional culture and enhanced by hypoxia, we tried to detect the secretory 
product, but could not identify it remarkably  in the culture medium.

研究分野：運動生理学

キーワード： マイオカイン　低酸素　コレシストキニン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
国内外の研究動向では、食欲抑制に関与するマイオカインは全く同定されておらず、骨格筋細胞におけるコレシ
ストキニン(Cck)の発現、分泌動態および分子制御についての報告は皆無であった。本研究の研究成果から分化
した筋細胞に対する低酸素曝露はCck遺伝子の発現を上昇させ、低酸素特異的な転写因子であるHif1aノックダウ
ンでCck遺伝子の発現が著しく抑制されることが明らかとなった。このことから運動および低酸素環境における
食欲抑制現象を骨格筋-Cckを軸とした生理学的生体制御として部分的に提唱することができた。

※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 

近年では収縮依存的に筋細胞から種々のマイオカインが分泌され、筋そのものや脂肪細胞な

ど他の臓器の機能に影響を与える分泌器官として重要な働きをしていることが明らかにされて

いる。しかしながら、骨格筋から分泌される新規生理活性物質の探索において、生体筋に近い

生体外代謝環境の構築が困難なことから、十分な解析が行われていなかった。代表者は独自に

開発した三次元培養筋に対して高強度運動を模倣した急性の高頻度電気刺激を印加し、発現上

昇する遺伝子群を検討したところ、意外にも食欲抑制ホルモンとして知られるコレシストキニ

ン(Cck)による細胞内シグナリング(CCKR signaling map)を同定した。先行データから三次元培

養筋において Cck 遺伝子の構成的発現および分泌が観察され、低酸素培養下で強く誘導される

ことが明らかとなった（T.Nakamura et al.2021）が、細胞内分子制御について十分な解析が行

われていない。 

 

２．研究の目的 

 本研究は、低酸素誘導因子を破壊した三次元培養筋を作成し、低酸素環境下におけるコレシ

ストキニン遺伝子発現および分泌動態を解析することで三次元培養筋に発現するコレシストキ

ニン遺伝子の生物学的、生理的役割を明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

１）低酸素誘導因子 Hif1α遺伝子破壊骨格筋細胞株の作製 

計画当初、低酸素誘導因子 Hif1α遺伝子破壊株の作製として CRISPR-Cas9遺伝子改変技術を

活用することを計画していたが、強い筋分化抑制を起こす可能性が考えられたために計画を変

更して一時的な遺伝子発現抑制系として Hif1α siRNAを利用した遺伝子のノックダウンによる

発現抑制系の確立と評価を遂行した。 

 

２）低酸素誘導因子 Hif1α遺伝子ノックダウン細胞株の解析 

１）において、Hif1α siRNAを利用した遺伝子抑制系を確立したが３次元化培養筋の導入が技

術的に確立されていない。先行研究から筋分化に伴って Hif1αが増加することが知られてお

り、さらに Cck 遺伝子も平面培養系において筋分化とともにその発現が上昇するため、平面培

養系の筋分化期間における Cck 発現や Hif1αノックダウン株の検証を行った。 

 

３）Hif1α遺伝子ノックダウン細胞株がコレシストキニン発現に与える影響 

２）の平面培養系における Hif1α遺伝子ノックダウンの影響を検証した。 

 

４．研究成果 



 

siRNAを利用した Hif1α遺伝子のノックダウンによる効果検証を行

ったところ、Hif1αの発現を 50%低下させることに成功した

（Fig.1）。Hif1α遺伝子のノックダウンが筋分化抑制に働く可能性も

あるため、筋特異的な転写因子である Myogenin,MyoD1、および総ミオ

シンの発現量を評価したところ、コントロールと比較してその発現が増

加していることが明らかとなった。また、Hif1α遺伝子のノックダウ

ンが細胞周期関連遺伝子群の発現に影響を与える可能性を検討したが、

コントロールと比較して変動していないことが明らかとなった。さらに

Hif1α遺伝子のノックダウンが Hif1αターゲット遺伝子に与える影響

を検討したところ、ターゲット遺伝子の１つである Pdk1 遺伝子発現の

低下が観察できた。 

Cck 遺伝子発現は、筋分化とともに発現が上昇することが明らかとなって

いるため、Hif1α遺伝子のノックダウンが強い筋分化抑制を起こすと発現制

御の解析が困難になる。本研究で遂行した Hif1α遺伝子のノックダウン

では、少なくても筋分化抑制は生じていなかったため、Cck 遺伝子発現

の影響を検証した。その結果、Hif1α遺伝子ノックダウンは筋分化中の

Cck 遺伝子の発現の著しい発現低下を誘導することが明らかとなった 

(Fig.2)。この効果は Hif1α自身の発現低下よりも大きな影響を与えて

いた。また、生体筋では、Trim33が Cck 遺伝子を強く抑制していること

が知られている。そこで、Hif1α遺伝子のノックダウンが Trim33遺伝

子発現に与える影響を検討したところ、変動は観察できなかった。この

ことから、Hif1α遺伝子ノックダウンによる Cck 遺伝子発現の著しい低

下には Trim33遺伝子発現変動は関与していないことが明らかとなった。 

また、Cck 分泌動態として先行データから平面培養では培地中に微量で

あるが検出されたために、まず３次元化した培養筋内の Cck および培地

中に放出された Cck の同定を試みた。その結果、培養筋内の Cck は検出

されたものの、培地内の Cck は検出することはできなかった。また、当初電気刺激により Cck

発現経路の活性化が生じていたために、電気刺激負荷に伴う筋収縮の効果を再検証したとこ

ろ、細胞内の構成的な発現上昇および培地中への分泌も検出されなかった。以上の事から、Cck

タンパク質は、平面培養筋および３次元培養筋において一定量の構成的な発現が確認できるも

のの細胞外への分泌は非常に少ないか、分泌されない可能性があることが示唆された。今後は

Cck タンパク質の検出感度をあげて、低酸素曝露による Cck タンパク質の発現や分泌動態につ

いて詳細な検証を続ける予定である。 
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Fig.1 Hif1αノックダウンの効果 

NC:Control siRNA, PC:Hif1α siRNA  
**p<0.01 n=6/group  

Fig.2 Hif1αノックダウンが Cck 遺伝子発現

に与える影響 NC:Control siRNA, 

PC:Hif1αsiRNA ****p<0.0001 n=6/group 
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