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研究成果の概要（和文）：骨格筋は様々な臓器保護作用を有するタンパク質を分泌することが明らかとなってきている
。私たちは骨格筋肥大に伴い発現が増加する遺伝子をプロテオミクス解析し、いくつかのタンパクが筋肉肥大に伴い分
泌が亢進することを見出した。それらの中には血管新生作用を有するものや、慢性心不全の重症度や生命予後のバイオ
マーカーになる可能性があることが明らかとなった。また、骨格筋からはタンパク質だけでなくマイクロRNAと呼ばれ
る遺伝子発現の調節に重要な役割を果たす物質が分泌されることが明らかとなってきた。私たちは骨格筋肥大に伴い増
加するマイクロRNAも探索し、いくつかの骨格筋由来マイクロRNA候補を同定した。

研究成果の概要（英文）：It has been shown that skeletal muscle is not only a motor organ but also 
endocrine organ that secretes various cardio-renal protective factors. We demonstrated that skeletal 
muscle growth reduces renal damage in a mouse model of obstructive kidney disease. This improvement 
appears to be mediated by an increase in eNOS signaling in the kidney. Base on proteomic approach, we 
identified that several factors are secreted form growing skeletal muscle. We found that the Factor-1 
served as a muscle-derived angiogenic factor, and Factor 2 and 3 could be a biomarker for the patients 
with heart failure. We also performed comprehensive analysis of muscle-derived miRNAs. We found that 
miR-215, miR-9, miR-96 are potential factors which secreted from growing muscle.

研究分野：循環器内科
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

慢性心不全や腎不全患者では進行性の骨格

筋萎縮が高頻度に発生し、死亡の独立した

危険因子であることが知られており、それ

らの患者に対する非薬物療法の一つとして

リハビリテーションの有用性が確立されて

きている。運動療法の内容に関しても従来

はウォーキングやランニングを中心とした

有酸素運動が推奨されてきたが、近年はそ

れらに加えて骨格筋量の増大を目的とした

レジスタンストレーニングを行うことの有

用性、安全性が報告され、運動トレーニン

グの重要な要素の一つとなっている。これ

らの運動トレーニングは運動耐容能と骨格

筋萎縮を改善するのみならず予後をも改善

することが報告されているがそのメカニズ

ムについては不明な点が多い。  

我々はこれまで心筋から分泌される液性

因子、特にナトリウム利尿ペプチドファミ

リーの臨床病態における意義について世界

に先駆けて研究を行ってきた。血管拡張作

用と利尿作用を有する ANP・BNP は心筋に病

的ストレスが加わるような病態で産生・分

泌が亢進し、結果として心不全の重症度と

相関し心筋梗塞後の予後の独立した予測因

子となることなどを明らかにしてきた。 現

在、臨床の現場で BNP は心不全マーカーと

して広く利用されているが、我々の研究成

果はナトリウム利尿ペプチドファミリーの

バイオマーカーとしての地位の確立に大き

な貢献を果たしたと考えられる。 

心筋細胞が液性因子を分泌するという概

念は骨格筋細胞にも適応することが可能で、

近年骨格筋は “マイオカイン”と称される

様々な生理活性物質を分泌しうることが明

らかになってきた。われわれはこれまで任

意の時期に骨格筋肥大が誘導可能な骨格筋

特異的誘導型 Akt1 遺伝子過剰発現マウス

(AKT1 TG マウス)を使って骨格筋の発育、

肥大が他の臓器に与える影響について研究

を行い、代謝調節因子である FGF-21、血管

新生作用を有する Fstl-1、骨格筋再生を促

進する Insl-6 が骨格筋より分泌されてい

ることを報告してきた。 

 

２．研究の目的 

“心臓は内分泌臓器である”というわれわれ

が提唱してきたコンセプトをさらに発展さ

せ、骨格筋からの”パラクライン因子“の

同定とそれらの心血管系への作用を解明す

ることを目的として、以下の 3つの研究を

並行して行った。 

A 腎臓病モデルマウスにおける骨格筋量増

加の影響についての検討 

B 骨格筋由来分泌因子のプロテオミクスに

よる網羅的検索 

C 骨格筋由来の miRNA の網羅的解析 

 

3． 研究の方法 

A 腎臓病モデルマウスにおける骨格筋量増

加の影響についての検討: 腎障害モデルと

して片側尿管結紮モデル(UUO)とシスプラ

チンによる薬剤性腎障害モデルを作成した。

骨格筋肥大を 1週間誘導した後これらの腎

障害モデルを作成し、筋肥大の腎障害に与

える影響について比較検討した。 

B プロテオミクス解析による骨格筋由来分

泌因子の網羅的検索：骨格筋特異的誘導型

Akt1 遺伝子過剰発現マウスの筋肉サンプ

ルをマイクロアレイと iTRAQ 法にて網羅的

に解析し、新規骨格筋由来分泌タンパクを

スクリーニングした。Akt1 により発現が亢

進していた遺伝子のうち、分泌シグナルを

有するものでかつ細胞膜貫通ドメインを持

たないものを、骨格筋由来分泌因子の候補

としてリストアップした。 

C 骨格筋由来マイクロ RNA(miRNA)の網羅

的解析: Akt1 を 2 週間過剰発現した後の骨

格筋および血清から miRNA を抽出し、PCR 

array を用いて miRNA 発現をコントロール



マウスと網羅的に比較検討した。さらに

Exosome isolation kit を用いて血清から

エクソソーム分画の抽出を行い、その後エ

クソソーム由来の miRNA を抽出した。骨格

筋と血清でともに発現が亢進していたもの

を骨格筋組織由来分泌型 miRNA 候補とした。

また培養骨格筋細胞 (L6 myoblast)を使用

し、細胞培地中のエクソソームを回収し、

エクソソーム由来の miRNA を抽出した。 

 

4. 研究成果 

A 腎臓病モデルマウスにおける骨格筋量増

加の影響についての検討 

野生型マウスおよび AKT1 TG マウス両群で

腎臓組織の PAS 染色を行い、半定量的スコ

アリングを行ったところ、AKT1 TG マウス

結紮腎における尿細管障害の程度は野生型

マウスと比較して有意に軽減していた。UUO

による結紮腎の線維化も野生型マウスと比

較して AKT1 TG マウスで有意に抑制されて

いた。腎臓組織をウエスタンブロットと定

量的リアルタイム PCR で評価したところ、

UUO により惹起される線維化関連遺伝子の

発現上昇が AKT1 TG マウスでは有意に減弱

していることが確認された。 

次に腎機能低下を誘導するモデルとして

シスプラチン腎症モデルを作製した。野生

型マウスではシスプラチンの投与により著

明な BUN の上昇を認めたが、AKT1 TG マウ

スではこの上昇が有意に抑制されていた。

さらに、クレアチニンクリアランスは野生

型マウスと比較し、AKT1 TG マウスで保た

れる傾向が確認された。 

我々は、UUO 手術を行った野生型マウス

および AKT1 TG マウスの骨格筋を用いてサ

イトカインアレイを行い、発現の変化を網

羅的に解析した。その結果、多くのサイト

カイン発現が野生型マウスと比較し AKT1 

TG マウス骨格筋で有意に上昇しているこ

とが確認された。増加したサイトカインに

は腎臓保護的に作用するもの(IL-2 や

IL-10 など)のみならず、腎疾患に負に作用

する可能性のあるもの(TNF-αなど)も含

まれていた。心臓や腎臓に保護的に作用す

ることが知られている新規骨格筋由来液性

因子である follistatin like-1(Fstl-1)は

UUO7 日後の骨格筋で AKT1 TG マウスで野生

型マウスと比較して有意な上昇を認めた。 

AKT1 TG マウス結紮腎において血管新生

シグナルのひとつである eNOS のセリン

1177 のリン酸化による活性化が有意に亢

進していることが明らかとなった。腎臓で

のeNOS活性化がUUOによる腎障害の抑制に

直接的に関与しているかを検討するため、

野生型マウスと AKT1 TG マウスに NOS 阻害

薬である L-NAME (1mg/ml)を 2 週間飲水投

与し、投与開始の 7日目に UUO 手術を行っ

た。UUO7 日後の腎臓における線維化関連遺

伝子、炎症関連遺伝子の mRNA 発現評価では、

骨格筋での Akt1 過剰発現による腎保護効

果が L-NAME の投与により消失していた。こ

れらの結果から Akt1 による骨格筋量増加

の腎保護作用は Fstl-1 などの eNOS の活性

化作用を有する分泌因子による NO 産生を

介している可能性が示唆された（発表論文 

4）。 

 

B プロテオミクス解析による骨格筋由来

分泌因子の網羅的検索 

我々はマイクロアレイ及び iTRAQ 法を用い

て新規骨格筋由来分泌タンパクを網羅的に

検索し、候補タンパクとして 3つの factor

をスクリーニングした。Factor-1 は様々な

ストレス刺激により誘導され生体防御反応

に関与することが報告されている。我々は

Factor-1 が Akt1 過剰発現マウスにおいて

タンパクレベルで 7.4 倍増加していること、

また Akt1 を過剰発現した細胞培地におい

て増加していることを見出した。 

Akt1 過剰発現マウスでは下肢虚血後の血



管新生が増加するが、この作用は Factor-1

の阻害薬で完全にキャンセルされたことか

ら、骨格筋での Akt1 過剰発現による血管新

生作用は Factor-1 を介している可能性が

示唆された。 

我々は Factor-1 flox マウスを

Acta1-Cre マウスと交配し、骨格筋特異的

Factor-1 ノックアウトマウスを作成した。

このマウスに対し、下肢虚血モデルを作製

し、虚血後の血管新生に与える骨格筋由来

Factor-1 の影響を検討した。骨格筋特異的

Factor-1 ノックアウトマウスはコントロ

ールマウスと比較して下肢虚血後の血流回

復が遅延したが、その程度は Factor-1 の阻

害薬投与時と比較して軽度であった。以上

の結果から骨格筋以外の組織に由来する

Factor-1 の関与も示唆された。 

Factor-2 は細胞-細胞外マトリックス間

の相互作用に関与するマトリセルラー蛋白

の一種である Thrombospondin-2(TSP-2)で

あった。我々は、 心肥大や線維化に関与す

る TSP-2 の血中濃度が、拡張不全心不全

(HFpEF)患者において有用なバイオマーカ

ーと成り得るかを検討した。 心臓カテーテ

ル検査目的に当院へ入院した HFpEF 患者を

対象とした。 全対象患者における血清

TSP-2 値の中央値は 19.2(四分位範囲

14.4-26.0)ng/mL であった。 血清 TSP-2 値

は NYHA 分類と有意に相関していた

(p<0.001)。 全対象患者を TSP-2 の中央値

で 2群に分類したところ、 血漿 BNP 値、 血

清高感度トロポニン T濃度、 および右心カ

テーテル検査による肺動脈楔入圧が TSP-2

高値群で低値群に比べ有意に高値であった。

平均 727 日の観察期間において、 24 例

(16%)に心血管イベントの発生を認めた。 

イベントの内訳は、 死亡 6例、 非致死性

心筋梗塞 0例、 脳卒中 6例、 心不全入院

15 例であった。 カプランマイヤー曲線に

て、 TSP-2 高値群で低値群と比べ有意に無

事故生存率が低いことが示された(ログラ

ンク検定:p=0.006)。同様の結果は収縮不全

心不全(HFrEF)患者でも認められた（発表論

文 1, 6）。現在 TSP-2 の骨格筋組織特異的

ノックアウトマウス作成を進めている。 

Factor-3 は近年様々な心血管疾患の診

断や予後評価に有用であると報告されてい

る Growth differentiation factor 

15(GDF-15)であった。GDF-15 は心臓のみな

らず骨格筋からも発現し、Akt1 の過剰発現

により mRNA 発現が増加することが明らか

となった。我々は、GDF-15 が拡 HFpEF 患者

の予後予測因子として有用か否かを検証し

た。左室拡張障害患者 150 名の血清サンプ

ルを用い、GDF-15 値を測定したところ、血

清 GDF-15 値は New York Heart Association

機能分類や血漿 BNP 値、血清高感度トロポ

ニン T値と有意に相関していた。 次に、心

不全の有無で HFpEF 群および心不全のない

拡張障害患者群(LVDD群)の2群に分けたと

ころ、HFpEF 群の血清 GDF-15 値は LVDD 群

と比較し有意に高値であった。カプランマ

イヤー法にて主要心血管イベントのリスク

を評価したところ、GDF-15 高値群で有意に

イベントリスクが増加していた。HFpEF 群

のみで解析した場合も同様の結果であった。 

Cox 比例ハザード解析を行ったところ、

GDF-15 を含むいくつかの因子が有意な予

後予測因子として同定され、多変量解析に

おいても年齢、心房細動の存在、BNP、心エ

コーでのE/e’値と共にGDF-15が独立した

予後予測因子であった。また GDF-15 は肥大

型心筋症と高血圧性心肥大の鑑別にも有用

であった（発表論文 5, 7）。今後、GDF-15

に関しても骨格筋特異的ノックアウトマウ

スを作成し、心血管疾患制御の分子機序を

解明する方針である。 

 

C 骨格筋由来の miRNA の網羅的解析 

AKT1 TG マウスとコントロールマウスの腓



腹筋から miRNA を抽出し PCR Array にて発

現を網羅的に比較検討した(n=4)。網羅的解

析を行った 940 個の miRNA のうち、AKT1 TG

マウスの骨格筋組織で統計学的に有意に発

現が上昇していたものは 9つの miRNA であ

った。Akt1 の過剰発現により発現が増加し

た miRNA が骨格筋局所のみならず、遠隔臓

器で作用を発揮するためには血中での発現

量も増加している必要がある。血中の

miRNA はエクソソームに内包されて血中へ

分泌されるため、われわれは AKT1 TG マウ

スとコントロールマウスの血中からエクソ

ソームを抽出し、その中の miRNA 発現を比

較検討した。その結果、骨格筋内で発現上

昇を認めた 9つの miRNA のうち、miR-215

は 2.0 倍、 miR-9 は 3.7 倍、 miR-96 は 5.2

倍 AKT1 TG マウスの血中での発現量が増加

していることが明らかとなった。 

これらは Akt1 を過剰発現した L6 

myoblasts の培養上清でも発現が増加して

いたことから,miR-215, miR-9, miR-96 の 3

つの miRNA は骨格筋肥大に伴い発現が増加

し,エクソソームに包まれ分泌される可能

性が示唆された。 
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