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研究成果の概要（和文）：低分子量Ｇ蛋白質のRhoAは骨格筋形成に不可欠な分子であるが、筋肥大におけるその役割は
殆ど分かっていない。本研究では、C2C12細胞を用いた筋細胞肥大モデルにおいてRhoAの発現量と活性調節機構につい
て検討した。IGF-1刺激によってRhoAの発現増加と持続的な活性化が認められた。RhoAの活性阻害実験では、IGF-1によ
る筋肥大の抑制が示され、更に複数の筋肉分化に関わるシグナル分子の活性低下が観察された。また、BirA酵素標識法
を本研究に導入したことで複数のRhoA結合蛋白質の同定に成功した。本研究より、IGF-1による筋肥大に関わるRhoAの
活性調節機構の一端を明らかにすることができた。

研究成果の概要（英文）：Rho family GTPase RhoA has been known to be involved in the muscular development 
and reconstruction. However, the role of RhoA in IGF-1-induced muscular hypertrophy remain to be 
revealed. To investigate the regulatory mechanism of RhoA activation, we used muscular hypertrophy model 
of C2C12 cells. After IGF-I treatment, protein level of RhoA was upregulated, and activated RhoA was 
continuously increased in hypertrophic myotubes.RhoA dominant-negative mutant impaired prominent 
hypertrophy, and inhibited IGF-1-depending p38 MAPK activation and M-cadherin-shift, which are required 
for muscular differentiation.These results indicate that RhoA involves in multiple steps of IGF-I-induced 
muscular hypertrophy. To identify the key molecule in this mechanism, we designed RhoA tagged with 
promiscuous biotin ligase BirA and isolated several interesting RhoA binding candidate.
This study clarified one end of the activation mechanism of RhoA related to muscular hypertrophy by 
IGF-1.

研究分野：総合領域
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１．研究開始当初の背景 
低分子量G蛋白質であるRhoファミリーは､

RhoA、Rac1、Cdc42、TC10 など 20 種類が知ら

れており、GTP 結合型 (活性状態) と GDP 結

合型 (不活性状態) の二つの構造を行き来

することで、細胞内シグナル伝達の ON/OFF

を司る分子スイッチとして機能する。その活

性調節機構には、活性化促進因子 (GEFs ど) 

と不活性化因子 (GAPs) に加えて、活性抑制

因子 (RhoGDI) が存在する。 
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Rho ファミリーは、此までにも筋細胞の増

殖・分化と関係があることは知られていたが、

近年、筋肉減退症や廃用性筋萎縮症の筋組織

において、RhoGDI の発現亢進、RhoA 下流の

シグナル分子SRFの低下することが報告され

ており (McCluning et al. J Appl Physiol, 

Sakuma et al. BBA. 2008)、また、筋力トレー

ニング後のヒト骨格筋で RhoA の発現が上昇

することなどの報告(Lamon et al. J Physiol. 

2009) から、特に RhoA は、生体の筋量の維

持と深く関係していることが推測される。 

筋肉増加を細胞レベルで考えると、筋細胞

の供給源である筋芽細胞が増殖し、筋線維に

分化する過程と、分化後の筋線維の肥大化過

程の二つの要因が考えられる。筋肥大のメカ

ニズムには、これまで血中に分泌されるイン

スリン様増殖因子(IGF-1)の作用がよく知ら

れており、IGF-1 の IGF-1 受容体を介した細

胞内シグナル伝達の詳細が明らかに成りつ

つある。しかし、スポーツなどの筋肉運動後

の細胞内シグナル伝達、特に Rho ファミリー

が関わると推測される細胞内分子機序につ

いては、研究開始当時は殆ど分かっていなか

った。このような背景の元、本研究は進めら

れた。 

 

２．研究の目的 

Rho ファミリーである RhoA、Rac1、Cdc42、

TC10 は、細胞内シグナル伝達の ON/OFF を司

る分子スイッチとして、筋細胞の増殖、分化、

エネルギー代謝などに関与している。 

本研究では、筋肉の増加における RhoA の

活性化機構の解明を目指し、筋培養株 C2C12

細胞に IGF-1 の添加試験を行い、RhoA の活性

化と関連分子の機能解析を行った。 

 
３．研究の方法 

C2C12 筋芽細胞を増殖培地(10% FCS、D-MEM、

P/S)で飽和状態に達するまで培養し、その後、

分化誘導培地(2% FCS、D-MEM、P/S)で 48 時

間培養し、筋管へ分化誘導した。IGF-1 は、

最終濃度 100ng/ml になるように添加し、任

意のタイムコースで培養した。IGF-1 刺激に

よる筋肥大の検証は、細胞蛍光免疫染色によ

り行った。筋肉分化マーカーには、抗ミオシ

ン重鎖(MHC)抗体を使用し、核染色には DAPI

を用いた。筋細胞の肥大化は、MHC 陽性の筋

管を選出し、その最大直径と 1筋管あたりの

核数から評価した。 

IGF-1 刺激による RhoA 発現量の変化は、

RhoA 抗体によるウエスタンブロット法と

RT-PCR 法を用いて評価した。RhoA の活性化

については、組換え mDia タンパク質を用い

たプルダウンアッセイ法により、活性型 RhoA

を回収し、ウエスタンブロット法により評価

した。各種遺伝子発現ベクターの細胞への導

入は、リポフェクトアミン2000を使用した。

RhoA 抗体は、主に BD 社を使用し、その他の

シグナル伝達分子については、BD 社、Cell 

Signaling 社、Santa Cruz 社、Sigma 社を用

いた。 

BirA 融合 RhoA は、(Roux et al. J Cell 

Biol 196:801)を参考に、組換え蛋白質発現

プラスミドを作成した。タンパク質のビオチ

ン標識は、BirA-RhoA 発現ベクターを遺伝子

導入後、培養培地に50μMビオチンを添加し、

24 時間培養することで行った。ビオチン化タ



ンパク質の回収は、ストレプトアビジンより

も高い選択性を有するとされる Tamavidin 

2-REV の磁性ビーズを使用した。得られたサ

ンプルは、SDS-PAGE で分離後、銀染色法によ

り結合タンパク質を可視化した。 

O

NHH
N

S

H2N

ATP

AMP

COOH

O

NHHN

S

ビオチン
(Biotin)

標的蛋白質

N
H

O

ビオチン標識蛋白質

リジン残
基

BirAによる近接蛋白質の酵素標識法の原理

BirARhoA

リンカー配列

 
４．研究成果 

1)  C2C12細胞を用いた筋肥大モデルにおける

RhoA の機能解析 

本研究では、C2C12 筋細胞株を用いた筋肥

大モデルにおいて IGF-1 による RhoA の発現

量と活性調節機構について検討した。C2C12

筋管に 100ng/ml IGF-1 を添加し、48 時間培

養した。この細胞を蛍光免疫染色し、顕微鏡

観察した結果、筋管の最大直径はコントロー

ル群と比較して､有意に肥大化が確認された。

また、1 筋管あたりの核数は、IGF-1 刺激に

より増加する傾向にあった。この結果から、

IGF-1 は細胞融合を促進することで筋管の肥

大化を誘導することが確認された(下図)。 

 

IGF-1 刺激による RhoA の活性化について

検証した結果、IGF-1 刺激後 5 分、24 時間、

および 48 時間のいずれのタイムコースにお

いても RhoA の有意な活性化(P<0.05)を検出

した。また、IGF-1 刺激後の RhoA 発現量を検

証したところ、刺激 24 時間後において RhoA

タンパク質の発現量が有意に増加し、IGF-1

受容体特異的キナーゼ阻害剤(Typhostin 

AG1024)により、RhoA の発現増加が抑制され

た。これらの結果より RhoA は、IGF-1 受容体

の下流で機能し、何かしらの経路で活性制御

を受けていると考えられた。 

RhoA の活性化の役割を検討するため、常

時不活性型変異体(RhoA-DN)を C2C12 細胞に

遺伝子導入し、過剰発現による RhoA の活性

阻害の影響を検証した。IGF-1 刺激 48時間後

の C2C12 筋管では、有意に MHC の発現が増加

(P<0.05)し、p38 のリン酸化(P<0.05)が検出

された。また、分化の進行に伴い、M-カドヘ

リンの発現量が減少(P<0.05)した。一方、

RhoA-DN を導入した細胞では、IGF-1 刺激に

よる MHCの増加と p38のリン酸化が抑制され、

M-カドヘリンの発現量の減少が抑制された。 

p38 と M-カドヘリンは、筋分化に関与するこ

とが報告されている(Charrasses et al. M 

Cell Biol 749-759)。 

以上の結果より、RhoA の活性化は M-カド

ヘリンの発現と p38 のリン酸化を調節し、

C2C12 細胞の分化融合を促進することで筋肥

大を促進することが推測された。 

 

2) RhoA の相互作用分子の探索 

さらに、IGF-1 シグナルにおける RhoA の

役割を解明するため、RhoA と相互作用する分

子の同定を試みた。BirA を用いた酵素標識法

は、従来法よりタンパク質間相互作用を高感

度に検出できることが期待される。

BirA-RhoA 変異体を細胞に過剰発現させ、

RhoA と相互作用する分子をビオチン標識し、

それらを Tamavidin 2-REV を用いて精製後、

質量分析計に供することでタンパク質を同

定した。その結果、 BirA-RhoA (WT) 、 

BirA-RhoA 常時活性型変異体(G14V) を過剰

発現させた細胞で､それぞれ多数の結合分子

を同定し、更に RhoA の発現調節に関わる候

補分子の同定に成功した。 



今後は、これらの結合分子の IGF-1/RhoA

シグナルにおける役割を解明するとともに、

RhoA の骨格筋における機能の更なる解明を

進め、高齢者の筋肉減退の改善に繋がる研究

成果として活かしたい。 
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