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研究成果の概要（和文）：	
 

	
 マイオスタチンは骨格筋量を負に制御するサイトカインである。我々はマイオスタチンノッ

クアウト（KO）マウスの骨格筋において microRNA の網羅的発現解析を行ない、これまでにマイ

オスタチン KO マウスで発現が増加している複数の新規 microRNA の同定に成功している。一方

で、骨格筋量の調節におけるこれらの microRNA の役割は不明であった。本研究では、我々が同

定した microRNA の中でも、IGF1/Akt シグナルとの関係が深い miR-486 に注目して解析を進め

た。解析の結果、miR-486 が骨格筋におけるマイオスタチンの新規標的因子であり、また miR-486

が C2C12 細胞の筋管の大きさの調整に関与している事が明らかとなった。本研究により、これ

まで不明であったマイオスタチンによるIGF1/Aktシグナルの抑制にmiR-486が関与している可

能性が示唆された。	
 

	
 
研究成果の概要（英文）：	
 
	
 Myostatin	
 is	
 a	
 negative	
 regulator	
 of	
 skeletal	
 muscle	
 mass.	
 We	
 previously	
 identified	
 

several	
 microRNAs	
 differentially	
 expressed	
 in	
 skeletal	
 muscle	
 of	
 myostatin	
 knockout	
 mice.	
 

However,	
 the	
 role	
 of	
 the	
 microRNAs	
 in	
 the	
 regulation	
 of	
 skeletal	
 muscle	
 mass	
 remains	
 

unknown.	
 In	
 this	
 study,	
 we	
 analyzed	
 the	
 function	
 of	
 microRNA	
 in	
 myostatin-deficient	
 muscle	
 

hypertrophy.	
 We	
 especially	
 focused	
 on	
 miR-486,	
 since	
 miR-486	
 is	
 reported	
 to	
 be	
 a	
 positive	
 

regulator	
 of	
 IGF1/Akt	
 signaling	
 in	
 skeletal	
 muscle.	
 We	
 showed	
 that	
 canonical	
 myostatin	
 

signaling	
 negatively	
 regulates	
 miR-486	
 expression	
 at	
 the	
 transcriptional	
 level.	
 

Furthermore,	
 gain	
 and	
 loss	
 of	
 function	
 of	
 miR-486	
 demonstrated	
 the	
 involvement	
 of	
 miR-486	
 

in	
 the	
 regulation	
 of	
 C2C12	
 myotube	
 size.	
 Our	
 results	
 suggest	
 that	
 miR-486	
 is	
 a	
 potent	
 

intermediary	
 molecule	
 that	
 connects	
 myostatin	
 and	
 IGF1/Akt	
 signaling	
 in	
 the	
 regulation	
 

of	
 skeletal	
 muscle	
 mass.	
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１．研究開始当初の背景	
 
	
 筋ジストロフィーや筋ミオパチーは、筋
変性により全身の骨格筋量が減少し起立・

歩行が不能となり最終的には死に至る筋疾
患であるが、これらの疾患に対する有効な
治療法は未だ存在していない。マイオスタ
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チンは骨格筋の量を負に制御するサイトカ
インである。我々のグループは、マイオス
タチンの機能を特異的に阻害するタンパク
質を開発し、筋ジストロフィーモデルマウ
スの筋力を回復する事に成功している。そ
の一方で、マイオスタチンの阻害によりな
ぜ骨格筋量が増加するのかその詳細な分子
機構は解明されておらず、マイオスタチン
阻害を安全かつ有効に臨床応用するために
も早急な分子機構の解明が必要である。	
 
	
 microRNA はタンパク質をコードしない
約 22 塩基の RNA であり、発生・分化・増殖・
疾患など様々な生命現象に関与する事が知
られている。近年、血管平滑筋細胞におけ
る microRNA 量の制御に TGF-beta シグナル
が関与する事が報告された（Davis	
 et	
 al.	
 
Nature	
 2008）。TGF-beta とマイオスタチン
は、細胞内シグナル伝達に転写因子 Smad
を利用する等、非常に類似したシグナルで
ある事が知られている。そこで我々は、マ
イオスタチンと microRNA との関係性を明
らかにするため、マイオスタチン KO マウス
において microRNA の網羅的発現解析を行
い、これまでにマイオスタチン KO マウスで
発現が増加している複数の新規 microRNA
の同定に成功している。しかしながら、マ
イオスタチン KO マウスで観察される骨格筋
の著しい増加に、これらの microRNA がどの
ように関与しているのか、その役割は不明で
あった。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
(1)マイオスタチンがどのようにして
microRNA の量を調節しているのか、その分
子機構を明らかにする。また、同定した
microRNA による骨格筋量調節作用を検証
する。	
 
	
 
(2)難治性筋疾患に対する新規治療法開発
のため、microRNA を利用して人工的に骨格
筋量を増加させることが可能であるかを検
証する。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
	
 本研究では、我々が同定した複数の
microRNA の中でも、IGF1/Akt シグナルとの
関わりが報告されている miR-486 に特に注
目して解析を進めた。	
 
	
 
(1)マイオスタチンシグナルがどのようにし
て miR-486 の量を制御しているのかを明らか
にするため、KO マウスと筋芽細胞株 C2C12 を
用いて miR-486 とマイオスタチンシグナルと
の関係性の解析を行なった。	
 
	
 
(2)miR-486 は PTEN 遺伝子を標的とする事が
知られている。そこでマイオスタチン KO マ

ウスの骨格筋における PTEN タンパク質と	
 
mRNA の発現を定量した。	
 
	
 
(3)マイオスタチン KOマウスで発現が増加し
ており、PTEN 遺伝子を標的としうる miR-486
以外の microRNA を、バイオインフォマティ
クスを利用して探索した。	
 
	
 
(4)microRNA による筋量調節作用を評価する
ために、C2C12 細胞の筋管の大きさに対する
microRNA の影響を解析した。	
 
	
 
(5)	
 In	
 vivo での microRNA による筋量調節作
用を評価するため、マウス骨格筋へ microRNA
を遺伝子導入するための最適な手法につい
て検討した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)マイオスタチン KO マウスにおける
miR-486 量の増加が、miR-486 の転写活性化
によるものかを検討するため、miR-486 の一
次転写産物(pri-miR-486)量の測定を行なっ
た。その結果、マイオスタチン KO マウスの
骨格筋では pri-miR-486 量が増加している事
が判明した。miR-486 は Ank1.5 遺伝子のイン
トロン領域に存在し、miR-486 と Ank1.5 は骨
格筋では同時に発現することが報告されて
いる。そこで、マイオスタチン KO マウスに
おける Ank1.5 の発現をリアルタイム PCR に
より定量したところ、野生型マウスと比べ KO
マウスでは Ank1.5	
 mRNA の有意な増加が認め
られた。次に、Ank1.5 の発現に対するマイオ
スタチンの影響を C2C12 細胞において評価し
た。100	
 ng/ml のマイオスタチンを C2C12 細
胞に処理した結果、Ank1.5 の発現の有意な低
下が認められた。	
 
	
 骨格筋での miR-486 と Ank1.5 の発現は、
Ank1.5 遺伝子の上流 1	
 kbp に存在するプロモ
ーターにより制御されている。そこで次に、
このプロモーターの活性に対するマイオス
タチンの影響の解析を行なった。その結果、
100	
 ng/ml のマイオスタチン処理により、プ
ロモーター活性が 50%ほど低下する事が示さ
れた。また、マイオスタチンシグナルの構成
因子である Smad3 や ALK5 を過剰発現した場
合にも同様の抑制作用が認められた。さらに、
マイオスタチンシグナルの細胞内抑制因子
である Smad7 の過剰発現により、マイオスタ
チンにより抑制されたプロモーター活性が
回復した事から、マイオスタチンは Smad 因
子を介して miR-486/Ank1.5 の発現を転写レ
ベルで抑制している事が示された。	
 
	
 
(2)miR-486 は心筋・骨格筋細胞において PTEN
遺伝子を標的とする事が報告されている。そ
こでまず、miR-486 が直接 PTEN	
 mRNA の 3'非
翻訳領域に作用する事をルシフェラーゼア



ッセイにより確認した。次に、5週齢と 13 週
齢のマイオスタチン KO マウスにおいて PTEN
のタンパク質と mRNA をウエスタンブロット
とリアルタイム PCR により定量した。その結
果、5 週齢のマイオスタチン KO マウスでは
PTEN タンパク質と mRNA の顕著な低下が認め
られた。一方、13 週齢の KO マウスにおいて
は PTEN の減少は認められなかった。興味深
い事に、PTEN が減少している 5週齢のマイオ
スタチン KO マウスでは、Akt のリン酸化の増
加が認められた。	
 
	
 
(3)これまでに miR-486 の他にも複数の
microRNA が PTEN を標的とする事が報告され
ている。そこで、5週齢のマイオスタチン KO
マウスで発現が変動し、PTEN を標的としうる
miR-486 以外の microRNA を同定するため、バ
イオインフォマティクスを用いて再度
microRNA の探索を行なった。PTEN を標的と
する事が報告されている複数の microRNA の
発現をマイオスタチン KO マウスと野生型マ
ウスにおいて比較定量したところ、miR-93 の
発現が 5 週齢のマイオスタチン KO マウスで
特異的に増加している事が明らかとなった。
これらの結果から、5 週齢のマイオスタチン
KO マウスで見られた PTEN の減少には
miR-486 だけでなく、miR-93 の働きが重要で
ある事が示唆された。	
 
	
 
(4)我々が同定した microRNA による骨格筋量
調節作用を、C2C12 細胞の筋管を用いて評価
した。まず、microRNA 全般が C2C12 細胞の筋
管の大きさの調整に関与しているかを明ら
かにするため、microRNA の生合成に必須な
Dicer1 の阻害を行なった。C2C12 細胞の筋管
に Dicer1 に対する siRNA を導入したところ、
Dicer1 タンパク質の減少と共に、筋管の直径
の有意な減少が観察された。この事から、
C2C12 細胞の筋管の大きさの維持に microRNA
が必要とされる事が示唆された。次に、
miR-486とmiR-93を筋管へと導入したところ、
それぞれの microRNA の導入により筋管の直
径の有意な増加が認められた。また、miR-486
の活性を Inhibitor により阻害した場合には、
筋管の直径が減少した。これらの結果から、
C2C12 細胞の筋管の大きさの調節に miR-486
と miR-93 が関与している事が明らかとなっ
た。	
 
	
 
(5)	
 In	
 vivo での microRNA による骨格筋量調
節作用を評価するため、アテロコラーゲン、
レンチウイルス、エレクトロポレーションを
用いて、マウス骨格筋への遺伝子導入効率の
評価を行った。それぞれの手法による遺伝子
導入効率を比較した結果、エレクトロポレー
ションを用いた場合に高頻度に骨格筋へと
プラスミド DNA を導入することが可能であ

る事を確認した。次に、エレクトロポレー
ションで導入した因子により、骨格筋量に
変化が生じるかを明らかにするために、フ
ォリスタチン遺伝子をエレクトロポレーシ
ョンにより骨格筋へと導入し、その影響を
評価した。フォリスタチンは顕著な骨格筋
量増加作用を示す事が既に知られている。
エレクトロポレーションにより骨格筋へフ
ォリスタチンを導入する事には成功したが、
フォリスタチンによる骨格筋量増加作用は
認められなかった。我々が行なったエレク
トロポレーション条件では、骨格筋への高
効率な遺伝子導入が可能だが、処置後に多
数の再生筋線維が観察された。よって、エ
レクトロポレーションにより筋肉がダメー
ジを受けてしまい、フォリスタチンによる
筋量増加作用が阻害されたと考えられる。
これらの結果を踏まえて、現在は筋肉への
ダメージが少なく、効率的な遺伝子導入条
件の検討を行なっている。	
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