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研究成果の概要（和文）：骨格筋は、強い収縮力を有する白筋と、ミトコンドリアが豊富で持続的運動が可能な赤筋に
分類される。ファイバータイプ決定のメカニズムについては不明な点が多い。本研究の目的はiPS細胞を用いて、micro
RNAによるミトコンドリア量の調節機構を解明する事である。我々はmiR-494がTFAMやFoxj3を介してミトコンドリア量
を調節することを発見した。ヒトiPS細胞を骨格筋に分化させるとmiR-494は一過性に上昇した後に急激に低下すること
が確認された。miR-494の過剰発現はiPS細胞の筋分化を抑制し、ミトコンドリアが豊富な2Aファイバーを減少させる事
、酸素消費量を低下させる事を見出した。

研究成果の概要（英文）：Skeletal muscle fibers have metabolic and mechanical differences that allow them 
to be classified into different types. Each fiber contains different amount of mitochondria and different 
type of myosin heavy chain. It has not been well understood how muscle fiber type is regulated. Thus, the 
aim of this study was to explore the role of microRNA in the regulation of mitochondria. We have found 
that miR-494 regulates mitochondria biogenesis via TFAM and Foxj3. miR-494 expression was acutely 
increased and gradually reduced after induction of muscle differentiation in iPS cells. Overexpression of 
miR-494 decreased type 2A fiber, mitochondria rich fiber, and also attenuate oxygen consumption.
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  １版



１．研究開始当初の背景 
(1)骨格筋は機能的役割により、強い収縮力
を有する白筋と、ミトコンドリアが豊富で
持続運動が可能な赤筋に分類される。中胚
葉系幹細胞が筋細胞や脂肪細胞に分化する
メカニズムは解明が進んでおり、骨格筋系
への分化を決定づける転写因子として MyoD
の重要性が指摘されている。骨格筋筋繊維
束に存在する satellite cell は筋損傷やト
レーニングにより増殖・遊走し新しい筋繊
維を形成する事によりremodelingを行って
いる。しかしながら筋細胞が最終的に赤
筋・白筋に分化するメカニズム（ファイバ
ータイプ決定）については不明な点も多い。 
(2)近年の分子生物学の進歩により MyoD や
MEF2 等の転写因子が骨格筋分化において中
心的役割を担っている事が明らかとなって
きた。最近になって、miR-1 及び miR-133 と
いった microRNA が SRF や MEF2 といった転
写因子の翻訳後調節を介して骨格筋の発生
に重要な役割を演じている事が報告された。
我々はマウス筋芽細胞の分化過程で
miR-494 が骨格筋分化の過程で減少し、マウ
スの運動時のミトコンドリア調節に関与す
る事を見出した。 
一方、脂肪細胞はエネルギー貯蔵を主とし
た役割とする白色脂肪細胞と、寒冷時の熱
産生を主とした役割とする褐色脂肪細胞に
分類される。近年、白色脂肪細胞が寒冷刺
激で褐色化することが明らかとなり注目を
浴びている。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は iPS 細胞、培養細胞を用いて
ミ ト コ ン ド リ ア 調 節 因 子 と し て の
microRNA の役割を検討することである。骨
格筋については筋ファイバータイプ決定因
子である可能性があり、脂肪細胞においては
脂肪細胞の褐色化に関与する可能性を探索
する 
３．研究の方法 
(1) 京都大学 iPS 研究所より供与いただい
たヒト iPS 細胞株を用いる。骨格筋分化誘導
過程で RNA、DNA、蛋白質を調整。microRNA
の発現を RTqPCR (Taqman microRNA assay)
で確認した。 
ミトコンドリア DNA量については RT-qPCR 法
で、ミトコンドリアタンパク発現量について
は Western blot 法で、ミトコンドリア量に
ついてはミトコンドリア染色を Mitotracker 
Green を用いて染色することにより行った。 
ミトコンドリア機能については Seahorse 
Cell flux analysis で、骨格筋のファイバー
タイプについて NADH 染色と Myosin Heavy 
Chanin1 に対する Western blot で行った。  
 

４．研究成果 
(1)iPS細胞の骨格筋分化の過程でmiR-494は
一過性に上昇し、徐々に減少する事が確認さ
れた。 本現象の後半部分はマウス C2C12 筋
管細胞の分化過程と同様の変化であった。 

 
(2) ヒト iPS 細胞に対し、miR-494 の
precursor を過剰発現させると、筋分化は有
意に抑制された。 

 
(3) ヒト iPS 細胞に対し、miR-494 の
precursor を過剰発現させると、ミトコンド
リア染色が減弱した。 

(4) ヒト iPS 細胞に対し、miR-494 の
precursor を過剰発現させると、酸素消費量
が低下した。 



(5) ヒト iPS 細胞に対し、miR-494 の
precursor を過剰発現させると、IIa 型の筋
繊維である Myh2 発現が減少した。 

 
(6) ヒト iPS 細胞に対し、miR-494 の
precursor を過剰発現させると、NADH 染色陽
性細胞が減少した。 
これらの結果を総合して考えると、miR-494
は骨格筋分化の調節因子である事、特にミト
コンドリアが豊富なIIa型繊維を抑制する作
用が考えられた。筋分化の課程で miR-494 が
減少することを考えると、この脱抑制が筋繊
維のミトコンドリア制御のメカニズムの一
端を担っている可能性がある。 

 
(7) 脂肪細胞分化の課程におけるミトコン
ドリア量の調節。 
3T3L1 脂肪細胞の分化の課程でミトコンドリ
ア量がどの様に変化するかを検討したとこ
ろ、全てのミトコンドリア蛋白質が増加した
わけではないが、多くのミトコンドリア蛋白
が分化過程で増加していた。 
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