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研究成果の概要（和文）：ヒトの筋肉は加齢により減弱するが、魚類では、筋線維が生涯増え続ける。 こうし
た魚の「終生成長」は、魚の成長と哺乳類の加齢性筋肉減弱を理解する上で重要だが、その機構は不明である。
 本研究では新生筋線維維で発現する遺伝子に着目し、その発現には、筋修復に関わるNFATが寄与することを示
した。 また、加齢に伴い、魚類筋肉でMSTN/GDF11およびTORシグナルが低下することを示した。 逆にTORの活性
化は筋肉における老化を促進した。 こうした結果は、TORシグナルによる老化抑制とNFATおよびMSTN / GDF11シ
グナルによる筋幹細胞の維持が、魚類筋肉の終生成長の分子基盤であることを示している。

研究成果の概要（英文）：In human, muscle strength declines as aging. This is called as sarcopenia, a
 decrease in muscle mass and a reduction in regenerative ability associated with aging. On the other
 hand, in fish, the number of muscle fibers is increased throughout lifespan and regenerative 
ability is maintained high. Such 'indeterminate growth' of fish is important in understanding fish 
growth and mammalian sarcopenia, its molecular mechanism is unknown. We focused on a torafugu gene 
which is expressed in neonatal muscle fibers. In vivo reporter assay of the gene revealed that a 
NFAT has a significant role in the indeterminate growth. Transcriptome analysis also showed 
age-related reduction of MSTN/GDF11 and TOR signal in zebrafish muscle. TOR activation in zebrafish 
caused accerelated aging in muscle. Our results indicate that senescence suppression by TOR signal 
and maintenance of muscle stem cell by NFAT and MSTN/GDF11 signal are the molecular basis of the 
indeterminate growth of fish muscle.

研究分野：水圏生物工学

キーワード： 筋肉　魚　終生成長　老化
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
筋肉は成長に伴って大きくなり、また損傷を
受けても再生する。ただし、哺乳類では出生
後は既存の筋線維が太くなるだけで筋線維
の数は増えず、大きな損傷を受けると完全に
は元に戻らない。また、老化に伴って筋量は
減少し、筋肉の再生能力も衰える。これは加
齢性筋肉減弱症（サルコペニア）と呼ばれ、
運動能の低下や代謝の低下による生活習慣
病リスクの増大等、高齢者の健康に大きな影
響を与える。一方、魚では、‘終生成長’とも
表されるように、成魚でも筋線維の数が増え
続け、再生能力も高く維持される。この違い
はどこから生まれるのだろうか？筋肉の再
生/成長は筋肉に存在する筋衛星細胞の働き
による。通常、未分化な状態で休眠している
筋衛星細胞は、筋肉の損傷などの刺激で活性
化して筋線維へと分化する。哺乳類において、
老化による筋量の減少や再生能力の低下は
筋衛星細胞の活性の低下によることが明ら
かになってきている。したがって、魚類と哺
乳類の筋衛星細胞の違いが、再生/成長能力の
違いにつながっていると予想できる。魚でも
筋線維への分化能を有する筋衛星細胞様の
細胞が報告されている。これらは筋衛星細胞
に特有の Pax7 を発現し、筋肉の損傷に応答
し、その部位に集合する。したがって魚類で
も筋衛星細胞が筋肉の再生/成長に寄与する
と考えられるが、哺乳類と比較した魚類筋衛
星細胞の特徴は明らかでない。申請者は、筋
衛星細胞が筋線維へと分化したマーカーで
あるミオシン重鎖（myosin heavy chain, MYH）
の解析から、魚類の筋形成や成長に関する研
究を進めてきた。種々の MYH の発現制御機
構を解析し、多様な筋肉構造が作られる分子
ネットワークの一部を解明すると共に、筋線
維を速筋や遅筋といったタイプ別に可視化
したトランスジェニック魚を作っている。ま
た、魚類の特徴である成魚で筋線維数が増加
する現象につき、新しく作られた筋線維で特
異的に発現する MYH を発見し、その発現を
制御するプロモーターを同定した。こうした
技術と知識を生かし、筋衛星細胞やそこから
新しく作られた筋線維を可視化し、その観察
系や細胞内外で働く分子の網羅的解析系を
立ち上げることで、魚類の筋衛星細胞の特徴
を分子レベルで詳細にとらえられると考え
た。 
 
２．研究の目的 
本研究は、魚類の筋衛星細胞の詳細な解析か
ら、魚類の筋肉が示す強い再生と成長能力の
秘密に迫ることを目的とする。具体的な項目
は次の 3 点、1）魚類筋衛星細胞の解析系を
確立する、2）魚類筋肉における遺伝子発現
を網羅的に解析して、当該細胞の活性に影響
を及ぼす因子を調べる、3）得られた知見を
哺乳類と比較し魚類の特徴を明らかにする、
である。これら結果から、魚類筋肉の高い再
生能力と成長能力を説明するモデルを構築

することを目指した。 
 
３．研究の方法 
新生筋線維を可視化するトランスジェニッ
ク系統の作出 
新しく作られた筋線維で特異的に発現する
MYH である MYHM2528-1につき、5’RACE を
行って転写開始点を決定した。また、当該遺
伝子のプロモーター領域 P2100（翻訳開始点
上流 2100bp）を PCR で増幅して緑色蛍光タ
ンパク質（EGFP）発現ベクターに挿入した。
これをゼブラフィッシュ胚に顕微注入し、
EGFP を発現する胚をスクリーニングした。
発現ベクターはトランスポゼース Tol2 の認
識配列を有するものを用い、顕微注入時に
Tol2 mRNAを同時に注入することで、遺伝子
導入効率を上げた。― 
 
欠損変異体を用いた in vivoプロモーターアッ
セイ 
魚類の終生成長に関わる遺伝子発現に寄与
する cis制御因子を同定するため、P2100コン
ストラクトを用いて欠損変異体を作成した。
MYHM2528-1 のプロモーターである翻訳開始点
上流 2100bpにはMyoD、Pax3、MEF2、およ
び NFATの結合配列が予測されている。これ
ら転写因子はいずれも、魚類を含む脊椎動物
の筋形成や筋成長の筋特異的遺伝子の発現
制御に関わることが知られる。これら転写因
子の結合予測配列の機能を調べるため、
P2100 コンストラクトを用いて inverse PCR
により各部位を個別にあるいは複数部位を
組み合わせて欠損させ、ゼブラフィッシュ受
精卵に顕微注入し、EGFP の発現パターンの
変化を観察した。 
 
ミオスタチン（MSTN）および GDF11の発現
解析 
2 ヵ月齢（幼魚）、7 カ月齢（若齢魚）、16 ヵ
月齢（成魚）、および 39ヵ月齢（老齢魚）の
ゼブラフィッシュ RW系統につき、各月齢 5
個体から体幹部骨格筋を採取し全 RNA を抽
出した。ゼブラフィッシュの GDF11、MSTNa、
および MSTNb から遺伝子特異的プライマー
を設計し、GAPDH を内部標準としてリアル
タイム PCRによる発現量の定量を行った。 
 
トランスクリプトーム解析 
2 ヵ月齢（幼魚）、7 カ月齢（若齢魚）、16 ヵ
月齢（成魚）、および 39ヵ月齢（老齢魚）の
ゼブラフィッシュ RW系統につき、各月齢 5
個体から体幹部骨格筋を採取し、Miseq およ
び Hiseqシーケンサを用いて RNAseqを行っ
た。リードは ensembleのゼブラフィッシュゲ
ノムデータベース（GRCz10）にマッピング
し、Rを用いて発現パターンの解析を行った。
また、ラット各組織における月齢別の
RNAseqデータ（Yu et al., 2013）を用い、ゼ
ブラフィッシュと同様の解析を行った。 
 



成長ホルモン（GH）を過剰発現するトランス
ジェニック系統の作出 
Target of rapamycin（TOR）を活性化するため、
成長ホルモン（GH）の過剰発現個体の作出を
行った。EF-1αプロモーターの下流でティラ
ピアの GHを発現する発現ベクターを構築し、
ゼブラフィッシュ受精卵に顕微注入した。マ
ーカーとして EF-1αプロモーターの下流で
GFP を発現する発現コンストラクトも同時
に注入し、GFP蛍光から遺伝子導入胚をスク
リーニングした。野生型個体を掛け合わせ、
生殖系列に外来遺伝子が導入された個体を
選別し、トランスジェニック系統を確立した。
トランスジェニック個体については、TORの
活性化をマーカー遺伝子の発現や、シグナル
カスケードにあるタンパク質のリン酸化レ
ベルをウェスタンブロットで観察すること
で確認した。また、トランスジェニック魚に
おける加齢の進行を、LC3抗体を用いたオー
トファジーの定量および SA-β-Gal 染色で検
討した。 
 
４．研究成果 
新生筋線維を可視化したトランスジェニッ
ク系統の確立 
MYHM2528-1 プロモーターが仔魚期およびそれ
以降の hyperplasiaによる筋形成に働くことを
調べるため、P2100 コンストラクトを用いて
ゼブラフィッシュでトランスジェニック系
統 Tg:MYHM2528-1:EGFPを確立し、EGFPの時
間的および空間的な発現パターンを解析し
た。Tg:MYHM2528-1:EGFP において、EGFP の
発現は受精後 1日から始まり、受精 2日に孵
化した後、その発現は体節部骨格筋全体に広
がった。一般に、魚類においては、遅筋と速
筋は体節部骨格筋で異なる位置を占めてお
り、速筋は体節全体に分布するが遅筋は体節
表層にのみ弓状に分布する。両筋肉は成長の
様態も異なっており、仔魚期において、速筋
では筋節表層側で活発に hyperplasiaによる筋
線維の形成が起きる。一方、遅筋は仔魚期に
は体節表層に一層の細胞層として分布して
おり、背側および腹側の端から hyperplasiaに
よ り 新 し い 筋 線 維 が 作 ら れ る 。
Tg:MYHM2528-1:EGFPの仔魚（受精後 3日）に
おける EGFPの発現を遅筋および速筋それぞ
れの免疫染色により観察したところ、EGFP
を発現する筋線維の分布は上述の仔魚期に
おいて hyperplasiaによる筋線維形成が行われ
る位置とよく一致した。一方、仔魚期以降は、
速筋においては筋前駆細胞が既存の筋線維
の間に散在し、そこから新しい筋線維が形成
されるため、新生筋線維の分布はモザイク状
になる。仔魚期以降の遅筋においては、筋形
成が行われる部位は速筋と遅筋を分ける筋
隔膜付近にあり、そこから新生筋線維が生み
出される。Tg:MYHM2528-1:EGFPの幼魚期およ
び成魚における EGFP陽性の筋線維の分布を
明らかにするため免疫染色を行ったところ、
幼魚期初期（受精後 20日，体長 10mm）の速

筋において、EGFP の発現は既存の太い筋線
維の間にモザイク状に存在する小さい筋線
維で観察された。また、遅筋においては、速
筋と遅筋の間の筋隔膜近くの筋線維で EGFP
の発現が観察された。こうした発現パターン
は、上述の仔魚期以降の筋形成部位の位置と
よく一致しており、また、トラフグにおける
MYHM2528-1 の発現パターンとも一致した。と
ころで、遅筋と速筋では孵化後の hyperplasia
による新生筋線維の形成が続く期間が異な
ることも知られる。速筋においては新生筋線
維の付加はある体サイズになると止まるが、
遅筋においては生涯に亘って新生筋線維が
付加され続ける。こうした速筋と遅筋の成長
様式の違いと一致して、Tg:MYHM2528-1:EGFP
における MYHM2528-1 プロモーターの活性
（EGFP の発現）は、速筋において幼魚期後
期（体長 17mm）と成魚（体長 25mm）では
観察されなくなった。一方、遅筋においては
EGFP の発現が、幼魚期後期および成魚でも
観察された。仔魚期およびそれ以降の筋成長
と関連した EGFPの発現は、初期遅筋前駆細
胞である adaxial cellの観察やヘッジホッグシ
グナル阻害実験でも確認された。 
 
新生筋線維形成における NFATの寄与 
欠損変異体を用いた in vivoレポーターアッセ
イにより、MyoD、Pax3、MEF2、および NFAT 
の予測結合部位が MYHM2528-1のプロモーター
活性に寄与することが示された。また、本研
究ではこれら 4種の転写因子がゼブラフィッ
シュおよびトラフグの筋形成過程で実際に
発現していることを、RT-PCR により確認し
た。特に NFATは、ほ乳類骨格筋の再生時に
働くことで注目される。ほ乳類では出生後に
新生筋線維形成による筋成長（hyperplasia）
はほとんど起きないが、怪我や病気で筋肉が
損傷を受けた時には、新しい筋線維が作られ
筋肉が再生する。この時、新生児型および胚
型と呼ばれる MYH が特異的に発現するが、
Daou ら（2013）は新生児型および胚型 MYH
の発現誘導に NFATが重要であることを明ら
かにした。MYHM2528-1 プロモーター活性にも
NFAT の結合部位が寄与するという本研究の
結果は、魚類の骨格筋においては筋再生時に
働くシグナル経路が構成的に活性化してお
り、それが終生成長につながっている可能性
を示す。ただし、これら転写因子の結合予測
部位を全て欠損しても MYHM2528-1のプロモー
ター活性は完全にはなくならず、他の因子も
活性に寄与するものと考えられる。 
 
ミオスタチン（MSTN）と GDF11の発現解析 
筋肉の再生や成長に関わる筋衛星細胞の増
殖、分化を制御しているのが TGFβファミリ
ーに属する MSTN および GDF11 である。
MSTNと GDF11は同じレセプターを共有し、
smad2/3 経路を活性化することで、筋線維形
成と筋肥大を負に制御する。当該経路はサル
コペニアとの直接的な関連が議論されてお



り、老齢ラットの骨格筋では、mRNAレベル
で MSTNは減少するものの GDF11 は顕著に
増加し、総和としてレセプターへの結合が増
え筋形成が抑制されると考えられている。ゼ
ブラフィッシュゲノムにはGDF11遺伝子と 2
種類の MSTN 遺伝子 MSTNa および MSTNb
が含まれるが、加齢によるこれらの発現変化
は調べられていない。先で用いたゼブラフィ
ッシュ各月齢区 3個体につき、骨格筋におけ
る MSTNa、MSTNb および GDF11 の発現量
を real-time PCRで定量した結果、MSTNaは
各月齢区間で有意差はなかったが、MSTNb
については 16ヵ月齢から 39ヵ月齢までは有
意に減少し、既報のラットと同様の傾向を示
した。一方、GDF11 の mRNA 量は、ラット
でみられるような加齢に伴う発現量の増加
は認められず、16ヵ月齢以降むしろ減少する
傾向が示された。これらの結果は、ゼブラフ
ィッシュ骨格筋の GDF11 および MSTN量が
加齢に伴い総和として減少することを示す。
哺乳類とは異なり、魚類ではMSTNと GDF11
量を増加させないことで、老化に伴う骨格筋
の減衰を抑制することが考えられた。 
 
トランスクリプトーム解析 
ゼブラフィッシュ骨格筋において、加齢に伴
う発現変動遺伝子は 42 個検出されたが、こ
れらはラット骨格筋の加齢に伴う発現変動
遺伝子群とは一致せず、両者で加齢に伴う遺
伝子発現変化が大きく異なると考えられた。
また、これら遺伝子発現パターンを用いた階
層的クラスター解析および主成分分析解析
では、ゼブラフィッシュの若齢魚区と老齢魚
区の各個体は混在し、両区の遺伝子発現パタ
ーンがよく類似することが示された。一方、
マウス骨格筋においては、同様の解析で若齢
個体と老齢個体が明確に区別された。ゼブラ
フィッシュとラットにおけるこうした違い
は、魚類と哺乳類の骨格筋の老化の違いを反
映する可能性がある。ただし、Miseq で行っ
たシーケンスでは低発現量遺伝子が検出で
きていないなど、魚類とほ乳類との違いにつ
いてはさらに検討が必要であると考えた。 
そこで、骨格筋についてデータ量を増やす
とともに、骨格筋以外の組織についても検討
するため、先の 3つの月齢に 7ヵ月齢区を加
え、4つの月齢区各 5個体から骨格筋、心臓、
肝臓、鰓および脳を採取し、Hiseq シーケン
サで RNAseqを行った。各リードにつき、前
段と同様の処理で、各遺伝子の発現パターン
の解析を行った。全遺伝子発現パターンの階
層的クラスター解析の結果、データは組織別
に区分された。心臓、肝臓、鰓および脳につ
き、各月齢区間での発現変動遺伝子はそれぞ
れ 1377、397、486、2596 個検出された。骨
格筋においては 471個検出され、このうち若
齢魚区と老齢魚区間では 24 個であった。同
様の解析でラット骨格筋において若齢区と
老齢区間の発現変動遺伝子は 1191 個あり、
このうちゼブラフィッシュの 24 個と共通す

るのは 2個であった。ゼブラフィッシュでは
加齢に伴い複数の HSP 遺伝子の発現が上昇
していたが、シャペロン遺伝子は人為的な過
剰発現処理による寿命延長効果が哺乳類を
含む複数の生物種で報告されている。また、
ゼブラフィッシュでは、複数のリボソームタ
ンパク質が加齢に伴い減少したが、ラットで
はリボソームタンパク質が加齢に伴って増
加し寿命を抑制すること、また魚類を含め
MSTNは筋線維形成や筋肥大といった筋成長
を抑制することが知られる。HSPおよびリボ
ソーマルタンパク質の発現は TOR シグナル
の制御を受けることが知られる。TORは酵母
からヒトまで保存された、成長と寿命のバラ
ンスを制御するシグナルカスケードである。
TOR が活性化されるとリボソーマルタンパ
ク質の発現が上昇し成長が促進される一方、
HSPの発現は低下し、細胞のストレス耐性が
低下し、寿命は短くなる。魚類筋肉では、TOR
の抑制による加齢の抑制が起きており、これ
が筋肉の終生成長や再生能力の高さに寄与
していることが考えられた。 
 
TORの活性化による加齢の促進 
GH の過剰に発現するゼブラフィッシュのト
ランスジェニック系統につき、TORの活性化
を S6 キナーゼのリン酸化レベルの上昇で確
認した。この時、GH トランスジェニック系
統では、筋肉でオートファジーが低下してお
り、SA-β-Galにより染色レベルが上昇するな
ど、ほ乳類等と同様の加齢の進行が認められ
た。以上の結果から、魚類骨格筋では TOR
の抑制により、哺乳類でみられるような筋肉
の加齢症状が抑制されていることが考えら
れた。 
 

 
 

図 2．新生筋線維を GFP で特異的に可
視化したトランスジェニック魚. 

図 3．ゼブラフィッシュ筋肉における全
発現遺伝子の PCA 解析．老齢魚と若齢魚
が区別されず、老化による変化があまり
ないことがわかる． 



まとめ 
本研究では魚類筋肉示す終生成長や高い再
生能力について、新生筋線維特異的に発現す
る遺伝子のプロモーター解析および TGF-β
ファミリーの発現解析を行い、ほ乳類で筋損
傷時に活性化する経路の恒常的活性化が魚
類の終生成長に寄与している可能性を示し
た。また、これには哺乳類と異なり、
MSTN/GDF11 経路の発現レベルが加齢で上
昇しないことが関連していることが考えら
れた。また、老齢魚骨格筋の発現遺伝子の網
羅的解析および GHトランスジェニック魚の
解析からは、TORシグナルの活性抑制が老齢
魚では起きており、これが HSPの発現上昇や
リボソーマルタンパク質の発現低下など魚
の筋肉の老化抑制につながることが考えら
れた。以上より、魚類の骨格筋では
MSTN/GDF11 の発現抑制による筋衛星細胞
の活性維持と TOR の抑制による老化抑制が
起きており、これらが魚類の終生成長および
高い再生能力の分子的基盤と考えられる。 
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