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研究成果の概要（和文）：骨格筋形成機構を解明することは、骨格筋特性(サイズ、筋線維タイプなど)の操作を可能と
し、その結果食肉生産技術や医療・スポーツ科学分野への貢献が期待される.　我々は筋特異的脱アミノ化酵素APOBEC2
骨格筋での役割について検討した。その結果、①APOBEC2は筋管を形成すると、筋核から筋サルコメアのZ線上に移行す
る。②APOBEC2欠損マウスの筋組織には筋疾患特有の縁取り空胞、ミトコンドリア形態異常が観察される。③APOBEC2欠
損マウスから単離した筋衛星細胞の筋分化は野生型と比べが早い。
以上の結果から、APOBEC2の分子機能は依然不明であるが、正常な筋形成に関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Understanding the mechanism of myogenesis makes it possible to manipulate the 
muscle characteristics (the size of muscle, muscle fiber types etc.) and leads to the contribution to the 
fields of meat production, medicine and sport science. To evaluate APOBEC2 function in skeletal muscle, 
we performed histological, immunohistochemical and electron microscopic observations and gene expression 
analysis. The following results were obtained: 1. APOBEC2 (putative DNA/RNA editing enzyme) migrates to 
z-bands of sarcomere during myotube formation phase. 2. APOBEC2-deficient mice have the degenerating 
fibers, rimmed vacuoles (RVs) and enlarged mitochondria. 3. Satellite cells from APOBEC2-deficient mice 
enter into the differentiation phase early, as compared with those from wild-type mice. Also, the injured 
muscles of APOBEC2- deficient mice showed early regeneration.
 The function of APOBEC2 in muscle is still unknown, but it is likely that APOBEC2 is responsible for 
myogenesis.

研究分野： 農学
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１．研究開始当初の背景 
 
世界的な異常気象や世界経済の拡大、成長

に起因する世界規模の飼料価格の高騰、また
世界経済のグローバル化は、日本の畜産（食
肉生産）農家の経営を圧迫している。このた
め効率的かつ付加価値の高い食肉の生産技
術が求められている。その方策のひとつとし
て考えられるのは、肉用家畜一個体あたりの
筋肉量を増大させることである。これを実現
するためには、骨格筋の形成・肥大・再生の
分子機構を理解した上で、骨格筋の量(サイ
ズ)や肉質などの骨格筋特性を自在に制御す
る技術開発が不可欠である。骨格筋は、衛星
細胞(筋幹細胞)が増殖・分化・融合して筋線
維となり、その筋線維が成熟することで形成
される。これらの過程で種々の因子が複雑に
関与することで骨格筋特性が決定されてい
ると考えられるが、その全貌は未だ解明され
ていない。そのため、特に、骨格筋の肥大・
成長の要となる、「筋特異的タンパク質の発
現制御メカニズムの解明」が最重要課題であ
る。 
当研究室では、未知の筋制御タンパク質の

探索を目的として、骨格筋の様々な特性が変
化することが知られている神経切除による
筋萎縮モデルを用いて、タンパク発現の網羅
的解析（プロテオミクス解析）を行い、筋制
御因子候補として複数のタンパク質を同定
した。同定したタンパク質の一つ、筋特異的
に 発 現 す る APOBEC2 （ AID/APOBEC 
cytidine deaminase family ） は 、 そ の
APOBEC2 欠損型マウスが筋重量の減少、遅
筋型筋線維の増加などの骨格筋の特性変化、
筋萎縮筋疾患様の表現型（筋線維の中心に核
が位置する中心核の存在）を示すことから、
筋制御因子の一つであることを世界に先駆
けて明らかにした(J. Biol. Chem., Sato et al., 
2010) 。近年、ゼブラフィッシュでも 
APOBEC2 のノックダウンにより筋疾患様
の表現型を示すことが明らかとなっており、
当研究室の遺伝子欠損マウスでの結果を支
持するものであった。一方、APOBEC2 には
脱アミノ化酵素としての機能に関する報告
もある。ゼブラフィッシュを用いた研究から、
長い間謎であった DNA 脱メチル化機構が、
脱アミノ化酵素 AID/APOBEC ファミリー 
(AID および APOBEC2) による脱アミノ
化を介して行われることが明らかとなり、大
変注目を集めた （J. Cell Biol., Etard et al., 
2010）。しかし、未だ哺乳類では DNA 脱メ
チル化に関する報告はなく、その解明が待た
れている。 
我々の最近の実験結果で、DNA のメチル

化レベルが低下する筋分化時に APOBEC2 
の発現量が増大すること、また APOBEC2 
は分化した培養筋管細胞（筋収縮はしない）
では、主に Z 線に局在しており、核内には
見られないことを明らかにした（本研究成果
参照）。筋管細胞の核内にはヘテロクロマチ

ン（高度にメチル化され転写不活性な状態）
が存在している。しかし、マウスの生体の正
常な筋肉（定期的に筋収縮する）では核内に 
APOBEC2 が存在しており、神経切除により
筋収縮を制限すると著しく減少する。一方で、
核内の APOBEC2 はユーロクロマチン（非
メチル化、転写可能）と共発現している。こ
れらのことから、APOBEC2 による新奇な筋
制御モデル、すなわち『筋収縮をトリガーと
する DNA 脱メチル化による筋特異的遺伝
子発現制御モデル』を提案した。このモデル
によると、APOBEC2 が機能しなければ、筋
収縮に伴う筋特異的遺伝子の発現が誘導さ
れなくなり、筋肥大や筋再生が正常に機能し
なくなることを示唆している。すでに、
APOBEC2 の欠損が筋萎縮や筋疾患の原因
になることを明らかにしていることから、本
モデルの生体レベルでの妥当性を支持して
いる。 
 
２．研究の目的 
 
近年、エピジェネティクス研究の進展から、

長い間謎であった DNA のメチル化、脱メチ
ル化機構が明らかになりつつある。しかしな
がら、未だ哺乳類においては DNA 脱メチル
化の確固たるエビデンスは得られていない。
我々はこれまでの研究結果から、哺乳類の骨
格筋で筋収縮をトリガーとした DNA 脱メ
チル化による筋特異的遺伝子の発現制御が
起こっていると仮説を立てた。とりわけ筋特
異的脱アミノ化酵素 APOBEC2 がその制御
に重要な役割を果たしている考え、我々は
APOBEC2 欠 損 型 マ ウ ス を 用 い て 、
APOBEC2 の骨格筋内の動態および生理機
能解析と仮説の検証を行うことを本研究の
目的とした。「DNA の脱メチル化による筋分
化制御機構モデル」に基づく骨格筋形成機構
の全貌が解明されれば、筋細胞の分化促進に
よる家畜の筋肉量増大や肉質の向上への応
用、さらに将来的には畜産分野のみならず、
医学・スポーツ分野への応用も期待される。 
 
３．研究の方法 
 
１．培養筋細胞および生体筋組織における
APOBEC2 の局在の検討 
 
C2C12マウス筋芽細胞を10% ウシ胎児血清

を含む DMEM で培養し、増殖させた後、2%ウ
マ血清を含む DMEM により分化させた。3.7% 
PFA で固定し、C2C12 筋管細胞における
APOBEC2 の局在を抗 APOBEC2 抗体および抗
Actinin 抗体を用いて蛍光免疫染色法により
検討した。また、C57Bl/6 マウスの後肢筋を
採取した後 3.7% PFA で固定し、イソペンタ
ンで凍結させ凍結切片を作製し、同じ抗体を
用いて蛍光免疫染色法により局在を検討し
た。次に、単核の C2C12 筋芽細胞においても
分化誘導を行い、メタノールで固定し、5-メ



チルシトシンを検出するためのHCl処理を施
した後、抗 APOBEC2 抗体および抗メチル化シ
トシン抗体を用いて蛍光免疫染色法により
時系列的に局在を検討した。 
 

２． APOBEC2 欠損マウス由来骨格筋線維の構
造観察 
 
野生型および APOBEC2 欠損マウスの縦断

筋組織切片を、筋サルコメアの構造タンパク
質に対する抗体（ Z 線：α-actinin： アク
チンフィラメント： α-actin, ミオシンフ
ィラメント： MyHC-slow および fast）で蛍
光免疫染色し、APOBEC2 欠損による組織レベ
ルでの構造変化を観察した。また、APOBEC2 
欠損マウスの骨格筋組織および筋サルコメ
ア構造の微細な変化を調べるため、走査型電
子顕微鏡観察を行った。APOBEC2 は速筋より
遅筋に多く発現するため、それぞれの筋サル
コメアも観察した。さらに、免疫電顕法を用
いて APOBEC2 の分子レベルでの Z 線上の
局在および骨格筋タンパク質分解系に関与
する諸因子の動態を調べた。 
 
３．生体組織および培養細胞における
APOBEC2 欠損の筋分化への影響 
 
筋衛星細胞は筋肉の幹細胞で、増殖・分

化・融合することにより幼若な筋線維である
筋管を形成し、それが肥大・成長することで
筋組織になる(Curr Opin Cell Biol., Le 
Grand and Rudnicki, 2007)。そこで、野生
型(WT)と APOBEC2欠損型(A2KO)マウスから衛
星細胞を単離・培養し、筋管の形成を比較す
ることで、in vitro における APOBEC2 欠損に
よる筋分化への影響を検討した。18 週齢 
APOBEC2 欠損マウス及び野生型マウスから
衛星細胞を単離して、増殖培地  (20% 
FBS-DEME) にて培養した。細胞が 70% コン
フルエントになったところで分化誘導培地 
(5% HS-DMEM)に切り替え、筋分化を誘導した。
筋分化誘導後 0 日目から 8 日目まで 2 日
毎にウエスタンブロッティング及び蛍光免
疫染色用のサンプルを作製した。なお、WT 及
び A2KO マウスから単離した衛星細胞の分化
能を比較するために、筋分化マーカーとして
MyHC （ミオシン重鎖）と myogenin 抗体を用
いた。 
 続いて、生体筋組織における APOBEC2 欠損
による筋分化への影響を検討するために、WT
と A2KO マウスの筋再生能を比較した。筋肉
は非常に高い再生能を有する器官であり、そ
の再生には衛星細胞が必要不可欠であるこ
とが知られている(Development, Lepper et 
al., 2011)。通常、衛星細胞は休止化状態にあ
るが、筋肉が損傷すると活性化し、細胞培養
系と同様に増殖・分化したのち、損傷箇所へ
融合することで筋損傷を修復する(J. Clin 
Invest., Tedesco et al., 2010)。そのため、筋
再生能を測定することで、生体筋組織におけ

る筋分化能を評価することができる。18週齢
WT 及び A2KO マウスの腓腹筋に筋損傷を誘導
する薬剤である 10μM cardiotoxin (CTX) 
を 500μl 注入し、筋損傷を誘導した。CTX
は筋線維の損傷を選択的に引き起こすが、衛
星細胞や血管、筋肉の神経支配にはほとんど
影響を与えないことが知られている(Biol.  
Cell, Couteaux et al., 1988)。筋損傷後、2、
4、7、9、12 日後にマウスから腓腹筋を摘出
して凍結切片を作製し、HE染色にて筋再生過
程を観察した。 
 さらに、APOBEC2 欠損による筋分化への影
響が筋疾患やマクロファージなどの影響で
ないことを確認するために、マウス筋芽細胞
由来細胞株を用いてAPOBEC2ノックダウン実
験を行った。マウス筋芽細胞由来細胞株を
5.0×103 cells/well で播種し、20% FBS-F10 
で 24 時間培養した。その後、低血清培地(5% 
HS-DMEM)に置換することで筋分化を誘導し、
それと同時にsiRNAをトランスフェクション
した。分化誘導後、2 日目にサンプルを回収
し、real-time qPCR にて APOBEC2 と myogenin
の発現を測定した。 
 
４．APOBEC2 欠損マウスおよび野生型マウス
の総メチル化 DNA 量の検討 
 
APOBEC 2 が筋分化遺伝子の DNA脱メチル化

に関与しているかどうかを探るために、
APOBEC2欠損マウスと野生型マウスのDNA の
総メチル化量をメチル化 DNA マイクロアレ
イを用いて調べた。さらに、APOBEC2 が筋細
胞中で DNA 脱メチル化に関与しているかど
うか、次世代シーケンサーを用いたバイサル
ファイトシーケンス法で検討した。 
 
４．研究成果 
 
１．培養筋細胞および生体筋組織における
APOBEC2 の局在の検討 
 
 単核の筋芽細胞では、APOBEC2 は核内に
局在していた。しかし、分化 9 日目以降の成
熟した C2C12 筋管細胞では APOBEC2 は Z
線上に局在していた(Fig. 1)。分化誘導後直ち
に APOBEC2 の核内でのシグナルは弱まり、
分化が進むほどそれが顕著になった。生体筋
組織では、APOBEC2 は筋核および Z 線上に
局在していた。また、正常マウス（定期的に
筋収縮する）では APOBEC2 は核内に多く存
在しているが、神経切除した筋（筋収縮をし
ない）では著しく減少することが明らかとな
った(Fig. 2)。さらに、筋サルコメア長に依存
して APOBEC2 の局在が変化する様子が
C2C12 筋管細胞で観察された(Fig. 3)。 
従って、APOBEC2 は分化誘導により核内

から細胞質へと移行していき、筋分化がさら
に進み筋管が成熟するにつれてZ線上に局在
するようになり、筋成熟後は筋収縮状態に依
存して筋サルコメア上の局在が変化すもの
と考えられる。 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. APOBEC2 欠損マウス骨格筋線維の構造
観察 
 
筋サルコメアZ線上に局在するAPOBEC2

がその構造維持に関与するかどうかを検討
するために、AP0BEC2 欠損マウスの筋サル
コメアを各種抗体（α-アクチニン、ミオシン
重鎖速筋型および遅筋型）で蛍光免疫染色を
行った。野生型および AP0BEC2 欠損型の両
マウスの後肢筋(ヒラメ筋、長趾伸筋）に対す
る免疫染色の結果、筋サルコメア構造に差は
認められなかった。さらに 透過型電子顕微
鏡で筋サルコメアの超微細構造を観察した
が、野生型および AP0BEC2 欠損型のマウス
で差は見られなかった。以上の結果から、筋
サルコメアZ線上に局在するAP0BEC2それ
自体はサルコメアの構造の維持には関与し
ていないと考えられる。 
次に APOBEC2 欠損マウスの筋組織を詳

細に観察すると、縁取り空胞  (Rimmed 
vacuole)と呼ばれる封入体筋炎などの筋疾患
で認められる特異的な構造体を確認した 
(Fig. 4)。この縁取り空胞がタンパク質分解系
の破綻によるものかどうかを抗ユビキチン
抗体及び抗 LC3 抗体（オートファジーマーカ
ー）を用いて免疫染色を行ったところ、
APOBEC2 欠損マウスで顕著な陽性反応が
認められた (Fig. 5)。さらに、透過型電子顕
微鏡観察から、AP0BEC2 欠損筋では多数の
オートフアゴソ一ムと巨大化した異常なミ
卜コンドリアが観察された。また、AP0BEC2
欠損筋では速筋型である長趾伸筋でも、野生
型に比べ多数のミトコンドリアの存在が認
められた。さらに、オートフアゴ ソームの
二重膜の多くがミトコンドリアを包み込ん
でいる様子が観察された。このことから、
AP0BEC2 欠損筋ではミトコ ンドリアのオ

一トフアジ一であるマイトフアジ一が起こ
っている可能性が示唆された。以上の結果か
ら、AP0BEC2 は骨格筋組織において筋タン
パク質分解系に関与していることが明らか
となった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３．生体組織および培養細胞における
APOBEC2 欠損の筋分化への影響 
 
筋芽細胞株 C2C12 を用いた研究から，

AP0BEC2 のノックダウンが筋分化マ一力一
の発現を抑制することが報告された (Dev. 
Biol., Vonicaetal, 2011) 。 こ の 報 告 は
APOBEC2 が筋分化の制御に関わることを
示している。そこで、APOBEC 2 が筋分化遺
伝子の DNA 脱メチル化に関与しているので
はないかと予想して、まず APOBEC2 欠損
マウス由来の初代培養筋芽細胞を用いて、
APOBEC2 欠損が筋分化へ及ぼす影響を検
討することにした。 
 野生型および APOBEC2 欠損型マウスの
後肢筋から筋芽細胞を単離し、低血清培地に
て分化・筋管形成を誘導したところ、
APOBEC2 欠損型の筋芽細胞の方が野生型
より早く筋管を形成していた (Fig. 6)。そこ
で、それぞれの細胞の筋分化マーカー遺伝子
およびタンパク質の発現量を時系列的に定
量したところ、APOBEC2 欠損型の筋芽細胞
の方が野生型より早い段階で高い値を示し
た (Fig. 6)。筋分化の後期マーカーであるミ
オシンに対する抗体を用いた免疫染色法を
行った結果も、APOBEC2 欠損型の方が野生
型よりも早くミオシン陽性の筋管を形成し
ていた。次に、正常なサルコメア構造を有し
た筋管を形成しているかどうかを調べるた
めに、α-アクチニン、ミオシンに対する抗体
を用いて免疫染色した。その結果、APOBEC2 
欠損型の筋管は野生型と同様に正常なサル
コメアを形成しており、培養液中で筋収縮す
ることを確認した。残念ながら、APOBEC2 
欠損型由来の筋芽細胞が野生型よりも早く
分化した理由は現在のところ不明である。 

APOBEC2 欠損マウスから単離した筋芽
細胞が野生型の筋芽細胞よりも早く分化す

Fig.3. APOBEC2 の培養筋管
内局在 
収縮時（上図）、伸展時（下図） 

Fig.4. APOBEC2 欠損マウスの
縁取り空胞（白サークル内） 

Fig.5. ユビキチンおよび
LC3 の蓄積 



ることが明らかになったことから、もし
APOBEC2 が DNA 脱メチル化機構の一部
を担っていれば、その欠損（DNA 脱メチル
化機構の破綻）は筋分化の抑制に繫がるはず
である（他の APOBEC ファミリー分子は代
償的に発現していない）と推測した。ただし、
この筋分化の促進という現象は、in vitro 環
境で特異的に起こった可能性も考えられる
ため、まず in vivo でも同様に APOBEC2 欠
損が筋分化を促進するか否か、検討すること
にした。野生型及び APOBEC2 欠損マウス
の後肢筋にカーディオトキシンを注入し、筋
損傷を誘導後、筋組織観察及び複数のマーカ
ー分子の定量により筋再生を評価した。その
結果、APOBEC2 欠損マウスの方が野生型マ
ウスよりも早く筋再生が起こっていた。これ
は、in vitro 実験の結果と一致する。特に、
APOBEC2 欠損マウスでは、筋損傷からの再
生時に筋分化マーカーである myogenin の
発現が増加していた。そこで次に、APOBEC2 
欠損が myogenin の発現増加に直接関与し
ていることを証明するために培養筋芽細胞
に対する APOBEC2 特異的 siRNA ノック
ダウン実験を行った。その結果、APOBEC2 
を ノ ックダ ウ ンした 筋 芽細胞 で は 、
myogenin の発現が顕著に増加していた 
(Fig. 7)。以上の結果から、APOBEC2 欠損
は、筋細胞の分化を促進する、言い換えれば
APOBEC2 は筋分化を抑制的に制御してい
る可能性が示唆された。一方で、APOBEC2 
欠損マウスで筋疾患様の表現型と軽度の筋
萎縮が確認されていることから、APOBEC2 
は未知の経路で筋分化や筋萎縮を制御して
いる可能性も考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．筋収縮時における APOBEC2 分子動態
の観察および脱メチル化への影響 

APOBEC2 欠損型の培養筋管は筋収縮可
能であること、また筋分化を促進することが
わかったので、APOBEC 2 が筋分化遺伝子の
DNA 脱メチル化に関与している可能性を探
るために、APOBEC2 欠損マウスと野生型マ
ウスとの間でDNA の総メチル化量に差があ
るかどうかを検討した。現在、次世代シーケ
ンサーを用いたバイサルファイトシーケン
ス法により得られたデータをもとに、
APOBEC2 が筋細胞中で DNA 脱メチル化
に関与するかどうか解析中である. 

 
以上本研究から、APOBEC2 は核内および

筋サルコメアZ線上に局在することが明らか
になった。その欠損は筋サルコメアの構造の
維持には関与しないが、核内にも局在するこ
とから DNA 脱メチル化への関与の可能性
が示唆された。一方、①APOBEC2 欠損型筋
芽細胞では筋分化が促進されたこと、②
APOBEC2 欠損筋ではオートファジーが観
察されたことから、正常な筋形成および恒常
性の維持に APOBEC2 が重要な役割を果た
していることも明らかとなった。 
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