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研究成果の概要（和文）：骨格筋組織は、運動器としての役割以外に、糖質あるいは脂質の代謝も担うが、男女間で量
的に異なる。女性ホルモン（エストロゲン）がその要因としてあげられるが、詳細は不明である。本研究では、女性ホ
ルモン（エストロゲン）が転写因子であるエストロゲン受容体（ER）αを介して脱ユビキチン化酵素19（USP19）の発
現を亢進し、筋分化を抑制することを明らかにした。さらにERαとそのアイソフォームであるERβによるUSP19の発現
調節機構を明らかにし、ERβアゴニスト活性を持つ食品成分によるUSP19の発現制御についても評価した。またUSP19に
よる筋分化抑制の作用機構についても検討した。

研究成果の概要（英文）：Skeletal muscle is the most abundant tissue in the body. Body composition and body
 size are different between males and females. Sex hormones are thought to be responsible for gender-speci
fic differences in skeletal muscle mass, but their specific effects remain poorly characterized. Estrogen 
receptor (ER) alpha and ERbeta have been identified in skeletal muscle. Although estrogens seem to act on 
skeletal muscle through ER isoforms, the roles of E2 and the two ER isoforms in skeletal muscle remain unc
lear. In this study, I demonstrate that E2 inhibits myogenic differentiation of mouse C2C12 myoblasts and 
mouse satellite cells and increases the expression of USP19 in skeletal muscle in vitro and in vivo. Furth
ermore, I demonstrate that USP19 is induced by the nuclear ERalpha and inhibits myogenesis by acting as a 
deubiquitinating enzyme. I also analyzed the roles of the two ERs and ERbeta agonist in USP19 expression.

研究分野：
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 体重の約 40%を占める骨格筋組織は、骨格
筋は姿勢の保持や運動器としての機能以外
に，糖の取り込みやエネルギー代謝の役割も
担っているので，骨格筋量の維持・増加は運
動機能を改善するだけでなく，肥満や糖尿病
などの生活習慣病の予防・治療につながると
考えられている。女性は男性よりも骨格筋量
が少なく、この男女間の性差を誘発する要因
として性ホルモンが挙げられる。男性ホルモ
ン（アンドロゲン）は詳細な機構は不明であ
るが骨格筋の増強に関与することが知られ
ている。一方で女性ホルモン（エストロゲン）
に関しては骨格筋量におよぼす効果は不明
である。 
 エストロゲンと結合した転写因子のエス
トロゲン受容体（ER）は、標的遺伝子に存在
するエストロゲン応答配列（ERE）に結合し、
標的遺伝子の発現を亢進する。ER には 2 つ
のアイソフォーム ERと ERが存在する。
これまでに ERは乳がん細胞の増殖促進に
作用し、ERは逆に増殖抑制に作用すること
から、これらの受容体は互いに拮抗的に働く
と考えられている。エストロゲンは ERと
ERの両方に作用するが、植物エストロゲン
と呼ばれるエストロゲン様生理活性を持つ
大豆イソフラボン（ゲニステイン、ダイゼイ
ン）は、ERよりも ERに高い親和性を持つ。
しかしこれらのリガンドが ERと ERのど
ちらをより活性化するのかについては組織
または細胞に依存しており、これらのリガン
ドの作用機構は複雑である。近年、骨格筋で
ER の２つのアイソフォームが発現している
ことが報告されたが、その役割は不明である。
これまでに国内外の研究者が骨格筋形成に
おける性ホルモンの作用を研究しているが
詳細な分子機構は不明であり、また食品機能
性成分と筋形成の関係についての情報はほ
とんどない状況である。 
 
２．研究の目的 
 骨格筋組織が形成されるときは、サテライ
ト細胞（筋衛星細胞）が増殖する、サテライ
ト細胞が筋芽細胞へ分化する、筋芽細胞が融
合し多核化した筋管細胞を形成する、筋管細
胞が集合して骨格筋組織を構成する筋繊維
となる、という特徴的な過程を経る。通常骨
格筋ではミオシン重鎖（MHC）やトロポミ
オシンのような筋を構成するタンパク質の
合成と分解のバランスが保たれており，骨格
筋は一定の重量を維持している。しかしタン
パク質の合成速度が低下あるいは分解速度
が亢進してこのバランスが破綻すると，筋構
成タンパク質の量が低下し，骨格筋の萎縮が
誘発される。骨格筋量の分解を担う主要な経
路としてユビキチン-プロテアソーム系があ
る。 
 ユビキチン-プロテアソーム系とは，ユビ
キチン活性化酵素、ユビキチン結合酵素、そ
してユビキチンリガーゼの 3つの酵素が連携

して標的タンパク質にユビキチンと呼ばれ
るペプチドを結合し（この過程をユビキチン
化と呼ぶ）、さらにユビキチン化された標的
タンパク質を 26S プロテアソームが認識し
て分解するシステムのことである。骨格筋量
が減少するときは骨格筋特異的ユビキチン
リガーゼの発現が上昇し、骨格筋構成タンパ
ク質や筋分化に関わる因子へのユビキチン
化が亢進し、それらのユビキチン化されたタ
ンパク質がプロテアソームによって分解さ
れる。その結果、骨格筋の細胞内のタンパク
質の分解が亢進する。一方、ユビキチン-プロ
テアソーム系は、ユビキチン化反応の逆反応
を触媒する酵素、つまりユビキチン化タンパ
ク質からユビキチンを解離する反応を触媒
する酵素である脱ユビキチン化酵素（USP）
によっても制御されている。USP は、ユビキ
チン分子を再利用するためにユビキチンを
回収する役割以外にユビキチンリガーゼと
拮抗的に作用してユビキチン化タンパク質
をプロテアソームによる分解から保護する
役割も担う。よってユビチキン付加反応だけ
でなく、脱ユビキチン化反応もユビキチン-
プロテアソーム系の維持に重要である。しか
しながら、脱ユビキチン化酵素の骨格筋にお
ける役割やその発現機構は不明な点が多い。 
 これまでに、エストロゲンの 17-エストラ
ジオール（E2）が、マウス筋芽細胞株（C2C12
細胞）が筋管細胞へと分化することを抑制す
ること、さらに E2 によって筋分化が抑制さ
れるときに USP19 の発現が亢進することを
見いだしたので、本研究ではエストロゲンと
USP19 との関係に注目して、エストロゲン
の筋形成における役割と食品成分である植
物エストロゲンの筋形成における機能性を
明らかにするために、以下の３つの課題に取
り組んだ： 
(1) E2 による USP19 の発現調節機構の解

明 
(2) USP19 による筋分化抑制機構の解明 
(3) E2 様作用を持つ食品成分（植物エスト

ロゲン）の USP19 発現調節機構の解明 
 
３．研究の方法 
 実験方法を以下に記載する。 
(1) 細胞培養法：マウス筋芽細胞株C2C12

細胞を、37℃、5% CO2/95% air、100%
湿度の条件下で10%牛胎児血清を含む
DMEM（増殖培地）で培養した。筋芽
細胞を筋管細胞に分化させるときは、
90%コンフルエントにまで筋芽細胞を
増殖培地で培養後、2%馬血清を含む
DMEM（分化培地）で培養した。分化
培地は１日おきに培地交換した。一方、
エストロゲンの効果を評価する時は、デ
キストランコートした活性炭で処理し
た馬血清を含むDMEM（DC-分化培地）
で培養した。 

(2) 動物：ddYメスマウスを室温（23±2℃)、
湿度(60±10%)、明暗周期 (12時間周期)



で飼育した。水と餌には自由に摂取でき
る環境とした。全ての動物実験は、公立
大学法人大阪府立大学動物実験規定を
遵守して実施した。 

(3) サテライト細胞の単離：サテライト細胞
は新生仔と若齢のマウスの後肢筋肉か
ら単離した。 

(4) E2補充療法：ddYメスマウス（7週齢）
を３群に分け、そのうち2群を卵巣摘出
（OVX）し、OVX+Veh群とOVX+E2群
と呼び、もう１つは疑似手術したsham
群とした。OVX+Veh群とSham群には
vehicleを投与し、OVX+E2群にはE2を
筋肉注射した。 

(5) タンパク質同定：C2C12細胞をE2存在
下または非存在下でDC-分化培地で培
養し、細胞破砕液を調製した。蛍光２次
元電気泳動により、E2存在下で発現の亢
進したスポットからタンパク質を抽出
し、ハイブリッド型リニアイオントラッ
プ/TOF-MSで分析し、得られてデータ
はMascot MS/MSイオンサーチアルゴ
リズムで解析した。 

(6) 免疫蛍光解析：C2C12細胞を培養後、4%
パラフォルムアルデヒドで固定した。筋
構成タンパク質であるMHCに対する抗
体と反応させ、その後、蛍光標識した２
次抗体と反応させ、蛍光顕微鏡で観察し
た。 

(7) ウエスタンブロット解析：C2C12細胞を
破砕後、タンパク質をSDS-PAGEで分離
し、ウエスタンブロットに供した。ER、
ER、MHC、トロポミオシン、USP19
抗体と反応させた。 

(8) 細胞分画：C2C12細胞をE2存在下また
は非存在下でDC-分化培地で培養し、細
胞を破砕した。破砕液を遠心分離して、
細胞質ゾル画分、核画分、顆粒画分に分
画した。 

(9) 定量的リアルタイムPCR（qRT-PCR）：
総RNAを抽出し、逆転写反応に供した。
得られたDNAを使ってqRT-PCRにより
mRNAレベルを定量した。 

(10) プラスミド：野生型ERの発現ベクター、
核内だけで発現する変異型ER発現ベ
クター（ER-NLS)、野生型ER発現ベ
クター、野生型USP19発現ベクター、脱
ユビキチン化酵素活性を欠失した変異
型USP19発現ベクター（USP19(C548A）
とUSP19(C548S)）、USP19の欠損変異
型USP19発現ベクター、USP19のプロ
モーター領域を含むレポーターベクタ
ー（pUSP19-wERE）とその変異型レポ
ーターベクター（pUSP19-mERE）、を
作製した。 

(11) in vitroトランスフェクション：C2C12
細胞を70%コンフルエントまで増殖培
地で培養後、siRNAまたは前述のプラス
ミドをトランスフェクションした。 

(12) in vivoトランスフェクション：アテロコ
ラーゲンと複合体を形成させたコント
ロールsiRNAを左後肢に、USP19 
siRNAを右後肢にトランスフェクショ
ンした。 

(13) 筋萎縮の誘発：USP19は筋萎縮時に発現
が亢進するので、このようなときの
USP19の発現調節機構を検討するため、
坐骨神経を切除して、筋萎縮を誘発させ
た。 

(14) ダイゼイン投与：ddYメスマウス（7週
齢）を４群に分け、そのうち３群を卵巣
摘出（OVX）し、OVX+Veh群、OVX+E2
群、OVX+E2+Daid群と呼び、もう１つ
は疑似手術したsham群とした。
OVX+Veh群とSham群にはvehicleを投
与し、OVX+E2群とOVX+E2+Daid群に
はE2を筋肉注射した。OVX+E2+Daid
群はダイゼインを混餌として与えた。 

 
４．研究成果 
 前述した３つの課題を検討して、得られた
成果を以下に記載する。 
(1) E2 による USP19 の発現調節機構の解

明 
① E2 によって C2C12 細胞の筋分化が抑

制されたので、ERアゴニスト（PPT）
または ERアゴニスト（DPN）の筋分
化に及ぼす影響を検討するため、PPT
またはDPNを含むDC-分化培地で培養
したところ、ERアゴニストが E2 と同
様に形態的に筋分化を抑制した。このと
き、ERアゴニストは筋分化マーカー
である筋構成タンパク質（MHC とトロ
ポミオシン）の発現も抑制した。 

② E2 による筋分化抑制効果は形態的にも
筋分化マーカー的にもサテライト細胞
でも同様の結果が観察された。 

③ E2 による筋分化抑制効果は、ER アン
タゴニスト（ICI 182,780）によって阻
害されたことから、E2 による筋分化抑
制に ER が関与することが示唆された。 

④ E2 による筋分化抑制が誘発されている
ときに USP19 の発現が亢進したので、
USP19 の発現に及ぼす E2 の効果を検
討したところ、C2C12 細胞でもサテラ
イト細胞でも USP19 の発現は E2 に依
存して増加することが判明した。 

⑤ E2 による発現亢進が in vivo でも起こ
るかを検討するため、マウスを OVX 処
理したところ、OVX により腓腹筋とヒ
ラメ筋において USP19 の発現が sham
マウスに比べて低下し、OVX マウスに
E2 を投与したところ、USP19 の発現レ
ベルは sham マウスレベルにまで回復
した。 

⑥ Sham 群に比較して OVX+Veh 群の骨
格筋量に有意な差は認められなかった
が、OVX+E2 は OVX+Veh 群よりも腓
腹筋とヒラメ筋の量が低下した。 



⑦ C2C12 細胞で USP19 を siRNA でノッ
クダウンすると形態的にも、筋分化マー
カー的にも、筋形成が促進した。 

⑧ E2 による USP19 の発現亢進は、ICI 
182,780 によって阻害された。 

⑨ E2 と同様に PPT が USP19 の発現を亢
進した。しかし DPN は USP19 の発現
に影響しなかった。 

⑩ E2 による USP19 の発現亢進における
ERの関与を検討するため、C2C12 細
胞で ERを高発現させたところ、
USP19 の発現が亢進し、筋分化が抑制
された。 

⑪ ERをノックダウンしたC2C12細胞で
は E2 による USP19 の発現亢進効果と
筋分化抑制効果が観察されなかった。 

⑫ C2C12 細胞で、ERは E2 によって核
内に移行したので、核内でだけ発現する
ERをC2C12細胞では発現させ
たところ、USP19 の発現が亢進し、筋
分化が抑制されたことから、ERの作
用箇所は核内であることが判明した。 

⑬ メスマウスの後肢筋肉でUSP19をノッ
クダウンすると、ヒラメ筋と腓腹筋の量
が増加したことから、USP19 による筋
量の調節は in vivo でも起こっているこ
とが判明した。 

⑭ 以上の結果をまとめると、USP19 は E2
が ERに結合し、その結果として発現
を亢進することが判明した。また
USP19 の発現はメスマウスの筋量を
E2 に依存して低下させることも明らか
となった。 

(2) USP19 による筋分化抑制機構の解明 
① USP19 を C2C12 細胞で高発現させる

と、形態的にも、筋分化マーカー的にも、
筋分化が抑制された。 

② USP19 の脱ユビキチン化酵素活性を欠
失した変異型USP19（USP19(C548A）
または USP19(C548S)）を高発現させ
ると筋分化マーカーの発現が増加した。 

③ E2 存在下では細胞内全体でのユビキチ
ン化タンパク質のレベルが低下した。 

④ ユビキチン化タンパク質のレベルを野
生 型 USP19 は 低 下 さ せ た が 、
USP19(C548A）または USP19(C548S)
は逆に増加させた。 

⑤ E2 によって低下したユビキチン化タン
パク質レベルは、USP19 をノックダウ
ンすると増加した。 

⑥ USP19 の欠損変異体を用いて、USP19
のアミノ酸配列494-1342番目の領域に
筋分化抑制活性があることを明らかに
した。 

⑦ USP19 のプロモーター領域を持つレポ
ーターベクター pUSP19-wERE を
C2C12細胞に形質転換したところ、 E2
によってレポーター活性が上昇した。 

⑧ プロモーター領域を解析し、ERが結
合すると推測される塩基配列に変異を

導 入 し た レ ポ ー タ ー ベ ク タ ー
pUSP19-mERE を作製したところ、こ
の pUSP19-mERE は E2 に応答しなか
った。 

⑨ 坐骨神経切除によって後肢筋肉を萎縮
させると USP19 の発現が亢進した。こ
の萎縮は抗酸化剤によって抑制される
ことから、USP19 の発現亢進に活性酸
素が関与することが示唆された。 

⑩ 以上の結果から、USP19 は脱ユビキチ
ン化活性を利用して、筋分化を抑制して
いることが判明した。また筋分化を抑制
するために USP19 はその構造上、N 末
端側に位置する CS ドメインを必要と
せず、C 末端側に位置する USP ドメイ
ン（脱ユビキチン化活性部位と MYND 
Zn フィンガードメインを含む）を必要
とすることが判明した。さらに ERは
USP19 のプロモーター領域の ERE に
結合して、USP19 の発現を亢進してお
り、今回その ERE を同定した。 

(3) E2 様作用を持つ食品成分（植物エスト
ロゲン）の USP19 発現調節機構の解明 

① ERを C2C12 細胞で高発現させると、
E2 による USP19 の発現亢進が抑制さ
れ、筋分化抑制も解除された。 

② ERをノックダウンするUSP19の発現
が亢進し、筋分化が抑制された。これら
の効果は、E2 存在下でさらに亢進した。 

③ C2C12 細胞とサテライト細胞において
E2によるUSP19の発現亢進はDPNが
共存すると抑制された。 

④ ERと ERは C2C12 細胞とサテライ
ト細胞（新生子と若齢マウス由来のどち
らとも）で同じレベルで発現していた。 

⑤ 植物エストロゲン活性を持つ大豆イソ
フラボンのゲニステインとダイゼイン
の C2C12 細胞における ER活性と
ER活性を測定した。E2 では ER活性
＞ER活性、ゲニステインでは ER活
性=ER活性であったが、ダイゼインで
は ER活性＜ER活性であり、筋細胞
ではダイゼインが ERアゴニスト活性
を持つことが判明した。 

⑥ E2 による USP19 の発現亢進と筋分化
抑制はダイゼインによって抑制された。 

⑦ OVX マウスへの E2 投与による筋量低
下と USP19 発現亢進は、ダイゼインを
摂取させることによって抑制されたが、
ゲニステインにはそのような効果はな
かった。 

⑧ 以上の結果をまとめると、これまでに
USP19 の発現を亢進するのは主に骨格
筋が萎縮するときであり、実際に坐骨神
経切除による筋萎縮を誘発させると後
肢筋肉においてUSP19の発現が亢進し
た。このとき抗酸化剤により USP19 の
発現が抑制されたので、USP19 の主要
な誘発因子は活性酸素であると推測さ
れた。しかしながら E2 による筋形成阻
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