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研究成果の概要（和文）： 

筋ジストロフィーモデルマウスにマイオスタチン特異的 siRNA を投与し、RNA 干渉に
よる筋機能回復に対する有効性を確立することを目的とした。筋ジストロフィーモデルマウ
ス (mdx マウス) の咬筋にマイオスタチン特異的二本鎖 siRNA の局所投与を行ったところ、筋
線維は肥大し、筋活動量も増大していた。以上より、RNA 干渉を用いたマイオスタチン遺伝
子抑制は、筋ジストロフィーモデルマウスの骨格筋萎縮の改善に有効であることが明らかとな
った。 

 

 

研究成果の概要（英文）： 

The purpose of this study was to evaluate the efficiency of a myostatin-targeting siRNA 

(Mst-siRNA) for the recovery of muscle functions using muscular dystrophy model mice. 

The injection of the Mst-siRNA into the masseter muscle induced an increase in muscle 

mass and a muscle activity. These results suggested that the administration of Mst-siRNA 

might be a candidate for the treatment of muscular atrophy. 
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１．研究開始当初の背景 

進行性筋ジストロフィーは骨格筋の進行
性変性をきたす遺伝性疾患群の総称で、その
中で最も頻度が高く重篤な症状を呈する病

型 が Duchenne 型 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー
(Duchenne muscular dystrophy : DMD) で
ある。DMD は伴性劣性の遺伝形式をとり、
新生児 3500 人に 1 人の頻度で男性のみに発
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症する。原因遺伝子の変異により筋線維膜構
成成分の一つであるジストロフィンが欠損
し、膜の脆弱化が起こり、それにより筋線維
が萎縮、変性、壊死することにより筋力が低
下する。臨床経過は常に進行性で予後はきわ
めて悪く、ほとんどの症例は 20 代には心不
全や呼吸器不全により死亡する。骨格筋の収
縮張力は骨での適応反応を引き起こすため
骨格筋の進行性萎縮は身体活動の低下ばか
りでなく、形態的不均衡を招来することが
指摘されている。そのため DMD は顎顔面
骨格の成長においても影響を及ぼし、舌筋
線維の壊死に伴う脂肪組織の増大による歯
列幅径の不調和や、閉口筋機能の低下によ
る骨格性開咬が生じることが知られている。   
本疾患には副腎皮質ステロイド投与やリ

ハビリテーションが行われるが、病因に基づ
く根本的な治療法は確立されていない。近年、
細胞内の標的遺伝子の発現を特異的に抑制
する RNA 干渉という現象が発見され、数々
の遺伝子機能の解析に用いられるようにな
ってきた。また、マイオスタチン (Myostatin 

以下 Mst) は細胞の増殖や分化機構に関与す
る TGF-βスーパーファミリーに属する遺伝
子として発見され、骨格筋形成の抑制遺伝子
として注目されている。我々の研究グループ
ではこれまで、マイオスタチンに対する RNA

干渉が筋芽細胞の増殖および分化を促進し、
さらには個体レベルにおいて骨格筋量の調
節に有用であることを報告した  (Kinouchi 

et al., 2008)。本結果をもとに、RNA 干渉に
よるマイオスタチン遺伝子のノックダウン
は筋ジストロフィーをはじめとした難治性
筋疾患の新規治療法の開発に発展し得ると
考えた。 

 

 

 

２．研究の目的 

筋ジストロフィーモデルマウスにマイオ
スタチン特異的 siRNA を投与し、運動生理
学、免疫組織化学的および生化学的解析を行
い、RNA 干渉による骨格筋量制御法の有効
性を確立することを目的とした。 

 

 

 

３．研究の方法 

(1) 筋ジストロフィーモデルマウスの咀嚼筋
性状解析 

25 週齢の C57BL/6 野生型雄性マウスと筋
ジストロフィーモデルマウス (mdx マウス) 

それぞれ 10 匹の咬筋活動の測定を行った。
筋 活 動 の 測 定 に は 送 信 器 

(TL11M2-F20-EET, 12 mm× 9 mm× 17 

mm, 3.9g; Data Sciences International 

(DSI), St. Paul, USA)、受信ボード (RPC-1, 

DSI)、データ取得システム  (Dataquest 

A.R.T., DSI) から構成されるテレメトリー
長時間自動計測システムを使用した。全身麻
酔下で筋電図記録用送信器をマウス背部に
埋め込み、双極電極を右側咬筋に埋入し、筋
膜表面で固定した。筋活動は術後 1 週間の回
復期間ののち、3 日間連続測定し、筋活動の
評価は振幅の最大値をもとに設定される活
動レベルごとに 1 日の総活動時間の割合 

(duty time) を算出した。 

測定終了後、マウスを屠殺し右側咬筋を摘
出した。筋重量測定後、厚さ 10μmの凍結切
片を作製した。H-E 染色を行い光学顕微鏡に
て観察を行い、筋線維断面積を画像ソフトウ
ェアを用いて計測した。 

 

 

(2) 筋ジストロフィーモデルマウスへの
siRNA 導入による筋機能回復効果の検討 

25 週齢の mdx マウス 10 匹を使用した。
右側咬筋に Mst-siRNA とアテロコラーゲン
複合体の局所投与を行い、2 週間後に両側の
咬筋を摘出し、その筋重量を測定するととも
に、解剖学的および生化学的解析を行った。   
解剖学的検索として、厚さ 10μmの凍結切

片を作製した。H-E 染色を行い光学顕微鏡に
て観察を行い、筋線維断面積を画像ソフトウ
ェアを用いて計測した。 

生化学的検索として、摘出した咬筋から
mRNA を抽出しリアルタイム定量 PCR によ
るマイオスタチンおよび筋分化マーカーで
あるMyoDおよびmyogenin遺伝子発現の検
討および抗マイオスタチン抗体を用いたウ
エスタンブロットによるマイオスタチンの
発現の検討を行った。 

また、咬筋の活動量の変化を検討するため、
Mst-siRNA の投与前および投与 2 週間後に
右側咬筋の終日筋活動をテレメトリー長時
間自動計測システム 3 日間連続測定した。 

 
 
 
４．研究成果 
(1) 筋ジストロフィーモデルマウスの咀嚼筋
性状解析 

5%と 50%の両活動レベルにおいて mdxマ
ウスが野生型マウスに比べ有意に高い活動
を示した (5%:p<0.01; 50%:p<0.05)。   

また、筋重量および筋線維断面積ともに
mdx マウスが野生型マウスに比べ有意に 

(p<0.01) 小さい値を示した。 

以上より、筋ジストロフィーモデルである
mdx マウスでは骨格筋の正常な発育が阻害
された結果、機能的に補うため筋活動量が増
加していることが明らかとなった。 
 
 



 

 

(2) 筋ジストロフィーモデルマウスへの
siRNA 導入による筋機能回復効果の検討 

siRNA の局所投与を行った側の咬筋は肥
大し、対照側と比較して筋重量が有意に増加
した (p<0.05) (図 1)。筋線維についても対照
群と比較して有意に肥大していた (p<0.01) 

(図 2)。 

 

 

 
 

 

 
 

 

次いで、定量リアルタイム PCR 法による
解析結果として、Mst-siRNA 投与側では対照
側と比較してマイオスタチン遺伝子発現が
有意に小さく (p<0.01)、発現が抑制されてい
ることが確認された。また、筋組織への分化
マーカーであるmyogeninとMyoD遺伝子の
発現が有意に増加していた (p<0.05)。ウエス
タンブロットによりタンパクレベルでもマ
イオスタチンの発現が減少していることが
示された。 

投与前と投与 2週間後の咬筋終日筋活動を
比較すると、5%レベルで投与後筋活動量が有
意に増大していた (p<0.05) (図 3)。この活動
亢進は siRNA 投与による筋産生の向上によ
るものと考えられた。 

以上より、RNA 干渉を用いたマイオスタ
チン遺伝子抑制は、筋ジストロフィーモデル
マウスの骨格筋萎縮の改善に有効であるこ
とが明らかとなった。 
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