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研究成果の概要（和文）：本研究では、筋収縮により分泌が調節される新規マイオカインを探索することを目的
とした。定量プロテオーム解析法により、骨格筋細胞を収縮させることにより分泌が増加した12分子、減少した
2分子をマイオカイン候補分子として選択した。その中から市販抗体が利用できる１0分子に対して、骨格筋での
発現と分泌を検証したところ、候補とした分子の全てが骨格筋で発現していることが明らかになった。また8分
子に関しては培養上清中に分泌されていることが確認された。しかし、いずれの分子も収縮による調節性の分泌
は確認できなかった。従って、これらは構成性に分泌されるマイオカインに分類されると推測される。

研究成果の概要（英文）：Recent research suggests that myokines, secreted proteins derived from 
skeletal muscle, play an important role in mediating the exercise benefit. The goal of this study is
 to discover novel myokines whose secretion is regulated by muscle contraction. The quantitative 
proteome analysis identified 14 proteins. Of those, secretion of 12 proteins was up-regulated and 2 
proteins were down-regulated by muscle contraction. Ten proteins for which commercially available 
antibodies can be used were selected and investigated the expression in the skeletal muscle cells 
and secretion from the skeletal muscle cells. All of the 10 proteins were expressed in the skeletal 
muscle cells, while 8 of 10 proteins were secreted to the cultured medium. Contrary to the proteome 
result, secretion of any proteins was not regulated by muscle contraction in the western blotting or
 ELISA. In conclusion, eight novel myokines which are constitutively secreted from skeletal muscle 
were found in this study.

研究分野：運動分子生物学
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１．研究開始当初の背景 

これまで動きを生むための器官としか見
なされていなかった骨格筋から、様々な生理
活性物質(総称して「マイオカイン」と呼ばれ
る)が分泌されるとの報告がされるようにな
ってきた。マイオカインの分泌は運動により
増加するとされており、マイオカインは骨格
筋と他臓器とのコミュニケーションを司る
ことによって、運動による健康の増進効果の
一端を担っていると考えられている。しかし、
報告されているマイオカインのほとんどは、
筋収縮が分泌のトリガーとなるかの直接的
な証明がされていない。また、それらは本当
に骨格筋細胞由来なのか、その周辺細胞由来
なのかの明確な証拠がないまま、「筋収縮に
よりマイオカインが分泌されることが健康
を増進させる」との仮説が先行している。 

申請者は、これまでに、培養骨格筋細胞を
分化させ、電気刺激を与えることで、筋細胞
を収縮させることに成功した。この筋細胞収
縮モデルを用い、収縮させた細胞の培養上清
を定量性のないショットガンプロテオーム
法で解析し、骨格筋から多数のマイオカイン
が分泌されることを発見した。 

 

２．研究の目的 

本研究では、上記の系を応用し、定量性の
あるプロテオーム解析により筋収縮によっ
て分泌が調節される新規マイオカインを発
見することを目的とした。これにより、実際
にマイオカインが筋収縮により分泌するか、
あるいは、筋収縮に関係なく分泌されるかを
明確にすることができる。 

 

３．研究の方法 

（１）筋収縮によって分泌が調節されるマイ
オカインの同定 
培養骨格筋細胞（C2C12 細胞)を成熟した筋

管になるまで分化させた。分化 5日目に、収
縮を与えずに１時間静置させた細胞の培養
上清、電気刺激により収縮させた細胞の培養
上清をそれぞれ回収し、遠心濃縮した。これ
らのサンプルは、定量プロテオーム解析用に
ラベルし（iTRAQ 法）、高感度のフーリエ変換
型質量分析計 Orbitrap により解析した。 
（２）バイオインフォマティクスの手法を用
いたマイオカインの選定 
プロテオーム解析により収縮で分泌が調

節されると判断された分子をバイオインフ
ォマティクスによる構造解析に供し、シグナ
ル・ペプチドを有し、膜貫通領域（疎水領域
/αへリックス構造）が 1 カ所以下で、核・
ミトコンドリア・小胞体への局在配列を持た
ない分子を選定し、収縮により分泌が調節さ
れるマイオカインとした。 
（３）細胞を用いた発現の確認 
プロテオーム解析とバイオインフォマテ

ィクス解析によって選択されたタンパク質
が、実際に収縮刺激によって骨格筋細胞から
分泌されるかを明らかにするために、分化さ

せた C2C12 細胞を電気的に収縮させた細胞上
清ならびに、lysate を回収した。培養上清は
遠心濃縮法により約 7 倍に濃縮した。Lysate
は超音波破砕の後、13,000 xgで遠心分離し、
上清をサンプルとした。骨格筋での発現、ま
たは培養上清中への分泌は、ウェスタンブロ
ット法または、ELISA 法により検証した。 

 
４．研究成果 
（１）定量プロテオーム法を用いたマイオカ
インの同定 
定量プロテオーム解析の結果、1173 分子が

培養上清中に検出された。そのうち収縮によ
り分泌が 1.2 倍以上増加したタンパク質は
124 分子、0.6 倍以下に減少したものは、24
分子であった。これら選定したタンパク質の
中から、実際に分泌される構造を有している
ものを選定するため、バイオインフォマティ
クスによる構造解析 (Signal P, TMHMM, 
Target P) に供した。その結果、1.2 倍以上
増加したタンパク質は 14 分子、0.6 倍以下に
減少したものは 2分子であった（図１）。 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 解析対象の分子選択の流れ 
 
（２）C2C12 細胞を用いた発現と分泌の確認 
選択されたマイオカイン候補の中から、市

販抗体が入手できるものを本研究の解析対
象とした。解析対象は 1.2 倍以上増加したも
ので 10 分子、0.6 倍以下に減少したものでは
1 分子となった（表１）。選択された分子はこ
れまでに骨格筋で発現していることの報告
はない。これらのタンパク質が実際に骨格筋
細胞で発現しているかについては、C2C12 細
胞の lysate を用いて検証した。その結果、
対象とした 10 分子は全て骨格筋細胞に発現
していることが明らかになった（表１，図 2）。
１分子については、ウェスタンブロッティン
グにより、検出することができなかった。分
子量が他の分子と比べて小さいため（5-6 K）、
電気泳動のゲルのボトム付近になりバンド
が乱れてしまったためと考えられた。この分
子は、市販の ELISA キットが利用できること
から、ELISA 法により測定したところ、現在、
予備検討の段階ではあるものの、発現が確認
された（図 2B）。 



表１ プロテオーム解析から得られたマイ
オカイン候補分子 

 
骨格筋で発現が確認された分子が実際に

分泌されるか、また分泌が収縮によって調節
されるかの検証を行った。解析対象 10 分子
のうち 8 分子は培養上清中に検出され、分泌
されていることが確認された（図 3）。また、
lysateのサンプルでELISA法により発現が確
認された P01325 は培養上清中でも存在が確
認できた（図 2B）。対象とした分子のうち 2
分子に関しては、培養上清中では確認ができ
なかった。2分子とも lysate では目的のバン
ドが検出されている。したがって、これらは
分泌されない可能性、あるいは、上清中に分
泌されるが分泌量が少ない（または抗体の力
価が悪い）ため、ウェスタンブロットでの検
出が難しかったと考えられる。 
今回、解析対象の分子は、iTRAQ 法では骨

格筋細胞の収縮により分泌が上昇する分子、
あるいは低下する分子として検出されてき
た。しかし、いずれの分子においても、ウェ
スタンブロット法では収縮による分泌の調
節は観察されなかった。定量プロテオーム解
析で差が得られても他の手法を用いて定量
すると、差が得られないことは頻繁に観察さ
れている。この理由として、ウェスタンブロ
ッティングの検出感度では、分泌されたマイ
オカインのわずかな量の差を見分けること
ができなかった可能性、あるいは、分泌され
ているが筋収縮による調節性の分泌ではな
い可能性が考えられる。後者の可能性は、こ
れまでのマイオカインの研究からも矛盾し
てない。先行研究では収縮させていない骨格
筋細胞の培養上清から多量のタンパク質が
分泌されることがショットガン法を用いた
プロテオーム解析、ならびにウェスタンブロ
ッティング法で明らかになっている。これら

の分子は、収縮させても分泌の調節が観察さ
れておらず、構成性に分泌されるマイオカイ
ンであるとされている。本研究の結果と合わ
せると、マイオカインは特に刺激がなくとも
構成性に分泌される種類のものが多く、調節
性分泌されるものは少ないのかもしれない。
運動により適切な筋量を維持しておくこと
が構成性マイオカインの分泌量の維持に結
びつくなら、「調節性」でなくても「構成性」
であることがマイオカインとして重要な意
味を有している可能性がある。収縮により分
泌が減少するものに関しては、この仮説は当
てはまらないが、運動により発現量を減少さ
せることで循環血液中の量を調節している
ことも考えられる。収縮で分泌が低下するも
のとして発見された P01325 に関しては、今
後、別の研究費を申請することで引き続きマ
イオカインの研究を進める予定である。 

 

図 2（A） C2C12 細胞の lysate を用いたウ
ェスタンブロッティング。対象となる 10 分
子について検証し、骨格筋細胞に発現してい
ることを確認された。（B）ELISA 法によって
P01325 分子の発現は確認された。 
 
図 3 培養上清における分泌の検証 
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