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研究成果の概要（和文）：申請者はこれまで骨格筋の新規萎縮因子を探索した結果、骨格筋では機能未知の受容
体が萎縮とともに増加していることを明らかにした。その分子機能を明らかにするために、マウス骨格筋から単
離した筋幹細胞を培養し、siRNAを用いて受容体の発現を抑制したところ、細胞の増殖が促進し、この受容体は
筋細胞の増殖能力を負に制御することを見出した。同じ実験系で、遺伝子発現の網羅的な発現解析および代謝物
の一斉定量解析を行い、受容体によって制御される細胞増殖の情報伝達機構を解明した。骨格筋以外の組織では
この受容体は炎症反応を惹起することが知られていたが、筋細胞増殖ではそれとは異なる新規経路が関わってい
ることが示された。

研究成果の概要（英文）：We searched for new factors associated with skeletal muscle atrophy and 
discovered that there is an increase in receptors of unknown function during this process. To better
 understand the molecular function of these receptors, we performed experiments using mouse skeletal
 muscle stem cells, where we inhibited the expression of receptors using siRNA. The results showed 
that cell proliferation was promoted and that these receptors had a negative effect on the 
proliferative ability of muscle cells. We also performed comprehensive gene expression analysis and 
simultaneous quantitative analysis of metabolites in the same experimental system to elucidate the 
signaling mechanism of cell proliferation regulated by the receptor. Although the receptor was 
previously known to induce inflammatory responses in other tissues, our research revealed a novel 
pathway involved in myocyte proliferation that is distinct from the previously known pathway.

研究分野： 運動生化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
加齢や不活動による骨格筋の萎縮は、運動能力を低下させて生活の質を落とすだけでなく、種々の疾患を誘因す
るため、筋萎縮の原因を解明し、具体的な対抗策を講じることが求められている。筋幹細胞の増殖力を低下させ
る受容体の発見とその機能解析は、筋萎縮の新たな機序の解明につながる。特に受容体の場合は、拮抗する化合
物が発見されれば、運動を模倣するような新薬や食品化合物の発見に結びつき、その波及効果は大きい。本研究
では、筋萎縮を誘導する受容体の作用機序の一端を明らかにし、健康や医療に応用される可能性を示すことがで
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。



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

 
超高齢社会に突入した我が国にとって、健康寿命の延伸は喫緊の課題である。高齢者が要介護

状態に陥る原因に、加齢にともなう骨格筋の萎縮（サルコペニア）があげられる。筋の萎縮は、
運動能力を低下させて生活の質を落とすだけでなく、種々の疾患を誘因するため、筋萎縮の原因
を解明し、具体的な対抗策を講じることが求められている。 
申請者はこれまで、筋量の維持に重要な骨格筋の幹細胞（骨格筋の「もと」となる未熟な細胞）

は、高濃度のグルコース（糖）環境では増殖能力が低下することを見出した。また、独自に筋萎
縮の原因因子を探索した結果、筋幹細胞には糖の受容体が発現し、それが糖濃度を感知して筋萎
縮を誘導する働きを持つという手がかりをつかんでいる。一方で、血糖値が高くなる疾患である
糖尿病に罹患すると原因不明の筋萎縮が生じる。その機序は明らかにされていないが、以上の申
請者の新知見を考慮すると、高血糖に反応して細胞炎症を引き起こす糖受容体が、糖尿病性筋萎
縮に関与している可能性が推察される。 
運動は、たとえ低強度でも、血糖値を降下させる効果がある。したがって、不活動（運動不足）

によって高血糖状態が続くと筋が萎縮し、逆に、運動で血糖値が降下すると筋萎縮は防止される
という仮説が立てられる。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、骨格筋に発現する糖受容体が、高血糖に反応して筋萎縮を誘導する新規因子

であることを証明することである。さらに、「運動が筋萎縮を予防できるのは、血糖降下によっ
て筋萎縮のスイッチ（糖受容体）が解除されるため」、という仮説を検証し、これまでに無い新
しい筋萎縮予防の方策を確立する。 
 
 
３．研究の方法 
 
（1）培養細胞における糖受容体の発現抑制の検討 
マウスの骨格筋（長指伸筋）から筋線維を単離し、酵素処理によって筋幹細胞を播種した。高

グルコース培地（最終濃度 19 mM）と低グルコース培地（最終濃度 2 mM）をそれぞれ調製し、グ
ルコース濃度の異なる条件で培養した。糖受容体に特異的な siRNA をリポフェクション法
（Lipofectamine3000）によって細胞に導入し、受容体の発現を抑制した。増殖マーカーである
EdU を取り込ませて、EdU 陽性細胞数を測定した。また、細胞から RNA とタンパク質を抽出し、
受容体や増殖マーカー、また炎症反応に関わる分子の発現量をリアルタイム PCR およびウエス
タンブロッティングによって測定した。 
 
（2）糖濃度および受容体発現による遺伝子発現および代謝物の網羅的解析 
上記の方法で培養した筋芽細胞から RNA を抽出し、RNA シーケンス解析を行った（DNA チップ

研究所に委託）。DAVID 等のパスウェイ解析ツールを用いて、糖濃度や受容体の有無による細胞
内伝達機構の変化を抽出した。また、細胞から代謝物を抽出し、メタボローム解析を行った（ヒ
ューマンメタボロームに委託）。 
 
（3）生体内における受容体作用の解析 
野生型マウスと糖尿病モデルマウス（KK-Ay）の片脚の前脛骨筋に Cardiotoxin を注射し、筋

損傷を誘発させた。損傷 5日目に前脛骨筋を摘出し、タンパク質を抽出した。ウエスタンブロッ
ティングによって受容体の発現量を比較した。また、受容体が筋再生に及ぼす影響を明らかにす
るため、筋再生中のマウス骨格筋に siRNA を導入した。 
 
 
４．研究成果 
 
（1）受容体の発現抑制による細胞増殖の変化 
マウス長指伸筋由来の筋芽細胞を培養 6 日目に継代し、リポフェクション法によって受容体

の siRNA を Transfection した。siRNA は配列の異なる 3 種類を用意し、同時に比較した。
Transfection してから 24 時間後に RNA を抽出して受容体の mRNA 量を測定したところ、いずれ
の siRNA も受容体の発現量を 50-70%程度抑制していたが、siRNA-2 が最も発現抑制効果が高か
ったため、以降の実験は siRNA-2 を使用した。同じサンプルで増殖マーカーである Ki67 の mRNA
発現量を測定したところ、受容体の発現抑制によって Ki67 は増加していた。また、同じく増殖
マーカーとして用いられている PCNA（proliferating cell nuclear antigen）のタンパク質発



現量をウエスタンブロッティングで定量し、PCNA も受容体の発現抑制によって増加したことを
確認した。さらに、EdU 陽性細胞数を測定し、全細胞数（DAPI による定量）に対する割合を算出
した。その結果、EdU 陽性細胞数の割合は受容体の発現によって低下したことから、受容体は筋
芽細胞の増殖を抑制する因子であることが示唆された。 
 
（2）受容体が細胞増殖を制御する機序の解析 
筋細胞以外では、その受容体はカベオラを構成するタンパク質を介して情報伝達を起こし、細

胞炎症を惹起することが示唆されている。その鍵タンパク質のリン酸化をウエスタンブロッテ
ィングで定量したが、受容体の発現抑制による変化は認められなかった。したがって、筋芽細胞
による受容体を介した細胞増殖の変化は、既知のパスウェイではないことが示唆された。 
そこで、受容体を発現抑制した細胞とスクランブル siRNA を導入した細胞から RNA を抽出し、
RNA シーケンス解析を行った。現在、そのデータを解析し、受容体が制御する情報伝達機構を同
定する予定である。 
一方で、筋芽細胞の増殖変化の機序を探るために、糖濃度の違いによる RNA シーケンスとメタ

ボローム解析を行った。高濃度のグルコースによって亢進した経路の中には、炎症反応に関わる
インターロイキン系、ケモカイン系が同定された。また、グルコースだけでなくモノカルボン酸
などの代謝物の輸送体が発現増強されていることが明らかになった。また、メタボローム解析の
結果、解糖系や酸化系リン酸化経路には顕著な変化が認められなかったものの、ATP や ADP が低
濃度の条件で増加していることが分かった。さらに、グルタミン代謝経路が糖濃度によって変化
していることが示唆された。以上の結果は、糖濃度が筋芽細胞の増殖を制御する新たな機序を示
唆し、受容体の発現抑制による遺伝子発現の変化とあわせてその詳細な解析を進めている。 
 
（3）生体内における受容体発現抑制の影響 
野生型と KK-Ay マウスで前脛骨筋における受容体の発現量を比較したところ、安静状態では

KK-Ay の受容体の発現量が有意に増加していた。筋損傷後 5日目の前脛骨筋では、損傷させてい
ない安静脚に比べて受容体の発現量が有意に増加したが、KK-Ay マウスではその増加量が抑制さ
れる傾向にあった。 
続いて、生体内で受容体の発現抑制が筋芽細胞の増殖を促進するかを検証するため、筋再生中

のマウス骨格筋に siRNA を導入した。筋損傷誘導薬を前脛骨筋に注射し、24 時間後にアテロコ
ラーゲンを用いて siRNA-2 を注射した。注射後 3日、8日、12 日後に筋を回収して、増殖マーカ
ーを定量したところ、いずれの条件でも siRNA 導入による変化は認められなかった。ただし、受
容体の発現量が siRNA によって明確には低下していなかったため、siRNA 導入の条件を見直す必
要がある。遺伝子導入による発現増加の実験モデルへの切り替えも含めて、今後解析方法を検討
しながら解析を進めていく。 
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