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【まとめ】 

 心血管疾患患者では進行性の骨格筋萎縮

いわゆるサルコペニアが高頻度に発生し,死

亡の独立した危険因子となることが報告さ

れている.筋力トレーニングは,心不全の進

行予防に効果があるとされているが,その機

序は不明である.近年エクソソームに内包さ

れ分泌されるマイクロRNAが臓器間クロスト

ークにおいて重要な役割を担っている事が

報告されており,本研究では骨格筋肥大に伴

い分泌される miRNA の網羅的解析を行った. 

 

 

１． 研究の目的 

 

骨格筋肥大に伴い,エクソソームに内包され

骨格筋細胞外に分泌され候補miRNAを同定し,

その標的細胞と標的臓器における機能を基

礎実験で明らかにすること. 

 

 高齢化社会へと突き進む我が国において,

心不全患者は爆発的に増加することが予想

され,昨今その現象は「心不全パンデミック」

と称されている.薬物療法・非薬物療法の進

歩に伴い,心不全患者の予後は改善してきた

が,5年生存率はがんと同等と報告されてお

り,より有効な治療法が求められている.運

動療法は心不全患者に対する最も基本的か

つ有効な介入手段であり,心臓リハビリテー

ションとして広く普及している.従来は歩行

やランニングを中心とした有酸素運動が推

奨されてきたが,近年はそれに加えて骨格筋

量の維持を目的とした筋力トレーニングも

重要な構成要素の一つとなっている.その理

由として,高齢化社会を迎え,骨格筋量と機

能の低下いわゆるサルコペニアが大きな問

題となってきていることが挙げられる. 進

行性の筋委縮を呈する心不全患者の筋肉量

を維持することは,心不全進行予防にも効果

があることが報告されているが,その分子機

序については不明な点が多い. 

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ていることが

明らかになってきた.申請者はこれまで任意

の時期に骨格筋肥大が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モデ

ルを作製し,骨格筋の発育・肥大が他の臓器

に与える影響について研究を行い,骨格筋か

ら心血管保護因子が分泌され 1,心筋梗塞後

のリモデリング 2や腎臓の線維化・炎症を抑

制すること 3を報告してきた.近年,細胞から

分泌されるエクソソーム,特にエクソソーム

に包まれ分泌されるmiRNAが臓器連関におい

て重要な役割を果たすことが明らかになっ

てきた 4, 5.しかしながら,骨格筋が分泌型

miRNA の供給源であるという報告はほとんど

なく,骨格筋細胞からエクソソームは分泌さ

れるのか?骨格筋肥大に伴いエクソソームの

分泌が増減するのか?内包される miRNA のプ

ロファイルは変化するのか?それらは遠隔臓

器で作用を発揮するのか?という点は全く不

明である.そこで本研究では骨格筋肥大に伴

いエクソソームに内包され分泌される候補

miRNA を同定し,標的臓器での機能解析を行

うことを目的とした. 

 

 

２． 研究方法と経過 

 

 2-1   骨格筋からエクソソームに包まれ

分泌される候補 miRNA を同定する 

 

骨格筋肥大モデルとして,われわれが作成し

報告してきた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) 1を使用

した.Akt1 TGマウスは遺伝子発現制御のため

にTet-Onシステムを利用している.つまりテ

トラサイクリン（あるいはそのアナログであ

るドキシサイクリン）が飲水投与されている

状況でのみ,骨格筋特異的にAkt1遺伝子が過

剰発現する.Akt1 は様々な細胞応答を仲介す

る細胞内シグナルであるが,骨格筋において

は細胞肥大・筋肥大の中心的役割を演じてい

る.骨格筋での Akt シグナルの活性化は主に

タイプ II線維（速筋・白筋）の肥大を惹起

するが,タイプ I線維（遅筋・赤筋）の数や

肥大にはあまり寄与しない。その結果Akt1 TG

マウスは筋肉量と筋力は増加するが,持久力

は増加しない表現型を示し,レジスタンスト

レーニングを再現できるマウスモデルと考



えられる. 

われわれはこれまでの Akt1 TG マウスを用

いた研究において,高脂肪食によるメタボリ

ックシンドローム,心筋梗塞後の心臓リモデ

リング,尿管結紮モデル後の腎障害はAkt1遺

伝子の過剰発現後2週間の時点から有意な改

善が認められることを報告している.したが

って本研究においても,Akt1 による骨格筋肥

大を誘導してから2週間後の骨格筋と血清サ

ンプルを解析する方針とした. 

本研究においても,Akt1 TGマウスにドキシ

サイクリンを 2週間飲水投与し,これまでの

われわれの報告と同程度の骨格筋肥大を惹

起することができた.一方コントロールマウ

スはドキシサイクリンを飲水投与しても骨

格筋サイズは変化しなかった.Akt1 遺伝子の

過剰発現は定量的PCR法とウエスタンブロッ

ト法にて確認した. 

Akt1 の過剰発現により発現が増加した

miRNA が骨格筋局所のみならず,遠隔臓器で

作用を発揮するためには血中での発現量も

増加している必要がある.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.我々

はマウスの血清サンプル中から超遠心法を

用いてエクソソームを単離し,miRNA を抽出

する系を確立した(図 1). 

 
 

抽出した miRNA の発現を miRNA real time 

PCR arrayにて網羅的に比較検討し,骨格筋特

異的誘導型 Akt1 遺伝子過剰発現マウスの血

清サンプル中のエクソソームから抽出され

た exosomal miRNA の PCR array 解析行った. 

 

 2-2  候補 miRNA の標的細胞での機能解

析をする 

 

骨格筋特異的誘導型 Akt1 遺伝子過剰発現マ

ウスの血清から抽出した exosomal miRNA の

real time PCR array から得られた結果を元

に,変動したmiRNAの標的mRNAの機能解析を

KEGG pathway 頻度解析及び,Gene Ontrogy 頻

度解析を元に行い,候補 miRNA の選定を行っ

た. 

 

2-3  ヒト血液サンプル中の候補miRNAの発

現を測定し,運動療法のバイオマーカーとな

りうるかを検討する 

 

熊本大学循環器内科の心血管疾患入院患者

のうち, サルコペニア群,非サルコペニア群

に分け,血液サンプルの血清中のエクソソー

ム分画から基礎実験で同定された候補 miRNA

のヒトでのホモログの発現量を測定する. 

BMI・除脂 肪体重や下腿 CT にて計測した骨

格筋量と候補miRNAの発現量との相関を検討

する.また リハビリテーション前後のサン

プルで心肺機能検査パラメーターとの相関

を検討し, 候補miRNAが臨床的バイオマーカ

ーとなりうるかを検討する. 

 

 

３．研究の成果 

 

3-1  骨格筋からエクソソームに包まれ

分泌される候補 miRNA を同定する 

 

Akt1 TG マウスの血清サンプル中のエクソソ

ームから抽出された exosomal miRNA の PCR 

array解析を行った(図2).骨格筋で発現が高

いと報告されている miR206, miR133a, miR1a

などの発現は Akt1 TG マウス血清中のエクソ

ソームにおいて有意に高値であった.

 
エクソソーム自体の蛋白量はコントロール

マウスと比較し, 骨格筋特異的誘導型 Akt1

遺伝子過剰発現マウスでは増加傾向を示し

たが,有意差は認めなかった(図 3). 



 
Akt1 TG マウスの血清から抽出した exosomal 

miRNA の real time PCR array から得られた

結果を元に,今回の real time PCR array

で,641種類のmiRNAが抽出された.そのうち,

コントロールマウスと比較し,骨格筋特異的

誘導型 Akt1 遺伝子過剰発現マウスで 2倍以

上発現が増加していた miRNA を group 1 とし

て,50種類のmiRNAが検出され,0.5倍以下に

発現が減少していた miRNA を group 2 とし

て,56 種類の miRNA が検出された.得られた

miRNA に対して,Target Scan, miRDB 二つの

データベースを参照し,標的遺伝子予測を実

施し,gene-info, gene2refseq 二つのデータ

ベースでマウス遺伝子情報を取得した.その

結果 group 1 の 50 種類の miRNA から 6930 種

類の標的遺伝子を,group 2の56種類のmiRNA

から8171種類の標的遺伝子を検出した.その

中で, group 1 と group 2 の miRNA がともに

ターゲットにしている標的遺伝子を 4665 種

類検出した. 

 また標的遺伝子群がどのようなpathwayに

多く含まれるかを知るために,KEGG pathway

に出現する頻度の解析を行い,そして標的遺

伝子群の生物学的特徴を知る為に,Gene 

Ontology term の出現頻度による解析を行っ

た(図 4).

 
 

KEGG pathway 頻度解析では 171 種類の

pathwayが有意に出現しており,Gene Ontrogy

頻度解析では,biological process では 5494

種類の GO term が,cellular component では

629 種類の GO term が, molecular function

では 889 種類の GO term が有意に出現してい

た.KEGG pathway 頻度解析と Gene Ontrogy 頻

度解析で得られた結果を元に現在候補 miRNA

の絞り込みを行っている. 

また real time PCR array の結果の

validationを dd PCRで行っており,いくつか

の miRNA は real time PCR array の結果と同

様の結果を示していた(図 5).  

 

 
 

４．今後の課題 

    

Akt1 TG マウスの血清から抽出した

exosomal miRNA の real time PCR array から

得られた結果のvalidationを,本研究室で新

たに系を立ち上げた dd PCR で行っており,早

期に validation を完了する必要がある.in 

vitro でも同様に骨格筋肥大を誘導した培養

骨格筋細胞(C2C12 myotube)でも候補 miRNA

の発現を確認する予定である.またストック

してある各組織サンプルで ddPCR で補 miRNA

の発現解析を行い,候補 miRNA の主な供給源

である分泌臓器を同定する. 

また臨床データとして, 熊本大学循環器

内科の心血管疾患入院患者をサルコペニア

群,非サルコペニア群に分け,患者背景をマ

ッチングし,候補 miRNA の発現を比較するこ

とを短期的な目標として予定している. 

今後の長期的な目標としては,候補 miRNA

の心血管治療の可能性を in vivo で検証する.

心不全モデルマウスや下肢虚血モデルマウ

スを作成し,候補 miRNA をエクソソームに取

り込ませ投与することで心不全抑制や下肢

虚血抑制に寄与するか否かを検討する.また

候補miRNAのmiRNA mimicやmiRNA inhibitor

や knock out マウスを作成し,標的細胞や臓

器での機能解析を行う. 

 臨床応用としては,心血管患者,サルコペ

ニア患者で筋力トレーニング前後での,候補

miRNA を測定し,筋力トレーニングの臨床的

バイオマーカーとなりうるかを検証する. 

骨格筋由来分泌因子は様々な疾患の臨床

バイオマーカーとなることが報告されてき



ている.われわれもこれまで新規骨格筋由来

分泌因子候補であるGrowth differentiation 

factor-15 (GDF-15) 6, 7や

Thrombosphondin-2(TSP-2) 8が心不全患者の

疾患重症度や予後を予測する新規バイオマ

ーカーとなりうることを報告してきた.本研

究で探索した血中の分泌型miRNAも将来的に

臨床的バイオマーカーとなることが期待さ

れる.本研究によって得られた成果は骨格筋

量の維持がなぜ心血管内分泌代謝制御に重

要であるのかを解き明かす鍵になるのみな

らず,新たな治療薬標的の開発へとつながる

トランスレーションリサーチとなりうると

考えられる. 

 

５．研究成果の公表方法 

   

本研究で得られた研究成果については,学

術論文として公表することを予定している. 
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