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Abstract: This study is designed to elucidate molecular mechanism of microgravity−induced muscle at-

rophy and develop the countermeasures. In 2006, we had examination to evaluate whether our plan was

suitable for space experiment in the International Space Station (ISS) and passed it. Then, we made

mockup of equipments, such as sample holders and reagent suppliers, which will be used in ISS. In

ground−based experiments, we examined mechanism of microgravity−induced expression of an

ubiquitin ligase Cbl−b, a main regulator of muscle atrophy.
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概 要

本研究では、これまで多く指摘されている宇宙空間での筋萎縮に注目し、微小重力による筋

萎縮の新規メカニズムを実証し、その予防の可能性を探ることを目的としている。今年度は、

ISSにおけるフライト実験実施に向けた実験計画のベースライン化審査会を開催し、実験供試

体の開発フェーズへの移行が承認された。これを踏まえ、サンプルホルダーや固定前処理器具

の検証モデルを製作した。また、地上予備実験として、フライト実験でターゲットとしている

Cbl－bに関連したユビキチン－プロテアソーム系の上流部分の探索や過重力に対する影響に

ついて検討を行った。

１． はじめに

１９９８年に打ち上げられたスペースシャトル（STS−90）による実験で、無重力により萎縮したネズミの骨格筋

では特殊なタンパク質分解経路（ユビキチン－プロテアソーム経路）だけが活性化することを見出した。このタ
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ンパク質分解経路は分解しようとするタンパク質をユビキチンというペプチドで標識する（ユビキチン化）とい

う特徴があり、この宇宙フライトネズミの骨格筋でも多くのタンパク質がユビキチン化され分解されていること

がわかった。この現象は、骨格筋において増殖因子、中でも IGF−1に抵抗性を示し、その結果筋萎縮関連遺伝

子（Atrogin−1や Atrogenes）の発現が増大し、筋萎縮が誘導されると考えられてきた。しかしながら、どのよう

な因子が IGF−1の抵抗性を誘導するかは不明であった。地上予備実験により、Cbl−bというユビキチンリガーゼ

が IRS−1をユビキチン化し分解を亢進することがその抵抗性の原因であることを明らかにした。平成１８年度は

Cbl−bの発現調節機構を解析し、Cbl−bは無重力のストレスを感知し、酸化ストレス（ROS）、Erk1/2Egrを介し

て発現が調節されていることを明らかにした。この上流には、Unloading Stressの感知に重要な分子が存在する

可能性が大きい。フライト実験を通じて、微小重力によりユビキチン化されやすい情報伝達物質とその反応を誘

導する酵素についても検討し、無重力による筋萎縮の新規メカニズムの全容を解明する予定である。

２． 成果の概要

２．１． 実験計画のベースライン化作業

本フライト実験候補テーマは、２０００年にフライト候補テーマと選定されて以来、フライト実験に向けた実験計

画の詳細化作業を行ってきた。第１章で述べたとおり、さまざまな確認事項や検討事項についての対処法を示

し、実験計画書（ベースライン版）の案を作成した。本フライト候補テーマについても実験供試体への開発フェー

ズへの移行に関して平成１８年７月２８日に審査会を開催した。審査の結果、科学的・技術的実現性について十分検

討されていると評価でき、問題なく開発フェーズに移行できることが確認された。

２．２． 地上予備実験の実施

フライトに向けた地上予備実験として、以下の項目について実施した。

２．２．１． 骨格筋における Unloadingストレス感知の分子機構

寝たきり患者や宇宙飛行士にとって、Unloadingによる骨格筋の萎縮は深刻な問題であり、そのメカニズムの

解明と治療法の開発が急務である。一般的に筋萎縮はタンパク質合成と分解のインバランスにより起こると考え

られている。私達は、骨格筋における３つの主要な分解系（ユビキチン‐プロテアソーム系、カルシウム‐カル

パイン系、リソソーム系）の中でも、ユビキチン‐プロテアソーム依存性筋タンパク質分解経路が、Unloading

による筋萎縮で重要な働きをしているということを示してきた。

ユビキチン－プロテアソーム依存性タンパク質分解経路は、分子量８，６００のペプチドであるユビキチンがユビ

キチン活性化酵素（E1）、ユビキチン結合酵素（E2）、ユビキチンリガーゼ（E3）を介し、基質分子に結合する

こと（ポリユビキチン化）から開始される。このシステムの律速酵素であるユビキチンリガーゼ群の中で、私達

の研究グループは Cbl−bが廃用性筋萎縮の原因因子の１つであることを明らかにした（論文投稿中）。Cbl−bは、

中央にユビキチンリガーゼとしての機能を特徴づける RINGフィンガードメインを、N末端にリン酸化したチロ

シンとの結合ドメインを有し、受容体型チロシンキナーゼシグナル伝達を負に調節する働きを持つことが知られ

ている。Unloading環境に曝露した骨格筋では、この Cbl−bの発現が上昇し、骨格筋の増殖分化を司る IGF−1の

シグナル分子 IRS−1の分解を亢進した。その結果、骨格筋細胞は IGF−1に抵抗性を示し、Unloadingによる筋萎

縮が誘導された。

以上のように、Cbl−bの筋萎縮原因遺伝子としての機能が解明される一方、その発現調節機構については未だ

不明のままである。どのように Unloadingストレスが Cbl−b遺伝子の発現を上昇させるのかを解明することは、

骨格筋がどのように機械的ストレスを感知しているかの解明につながるはずである。本研究では、骨格筋固有の

機械的ストレス感知の分子機構の解明を目的とし、Cbl−bの Unloadingストレスによる発現調節機構について検

討した。
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２．２．２． 試料および方法

２．２．２．１． 活性酸素種の検出

ラット横紋筋芽細胞 L６細胞を３７℃、５％CO２の条件下で、増殖培地（１０％牛胎児血清を含む Dulbecco’s modi-

fied Eagle’s medium（DMEM））を用いて２４時間培養した。培地を Hanks’ Balanced Salt Solution（4 mM NaHCO３, 137

mM NaCl, 5 mM KCl, 0.8 mM MgSO4, 0.3 mM Na2HPO4、5.5 mM glucose、0.4 mM KH2PO4、1.26 mM CaCl2 ; HBSS）

に換え、１０μMの酸化ストレス検出薬 5−（and−6）−carboxy−2’、7’−dichlorodihydrofluorescein diacetate（carboxy−H2

DCFDA）mixed isomers（Molecular Probes）と等量の DCFDA排出阻害剤 Pluronic�F−127（Invitrogen）を添加し、

３７℃、２０分間反応した。培地を HBSSに換え 3D−clinorotation（後述）刺激後、蛍光顕微鏡で観察した。5mM N−

Acetyl−L−cysteine（NAC）は carboxy−H2 DCFDAと同時期に添加し HBSS交換時に新たなものに交換した。

２．２．２．２． プラスミド作成とルシフェラーゼアッセイ

ヒ ト ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ よ り プ ラ イ マ ー 5’−CACCACCCTGGTTGTCCACAGG−3’と 5’−

CTTTCGGCGCCGTAGCTGTCCA−3’を用いて Cbl−b遺伝子の上流－２０７２bpから＋２４９bpを pGL3−Basic Vector

（Promega）に組み込みプラスミドを作成した。同様に 5’−CACCGAGCTCGGCATTGGCTCA −3’と５’−

CTTTCGGCGCCGTAGCTGTCCA −3’を 用 い て 上 流－１１１bpか ら＋２４９bpま で の cDNAを、5’−

CACCGGTACCCTGGGTCCTGT −3’と 5’−CTTTCGGCGCCGTAGCTGTCCA −3’を用いて上流－５９bpから＋２４９bp

までの cDNAを合成し、プラスミドに subclone化した。制限酵素 SmaⅠ/ XhoⅠフラグメント（－２９２bpから

＋２４９bpまでの cDNA）と、MluⅠ/ XhoⅠフラグメント（＋２１７bpから＋２４９bpまでの cDNA）をそれぞれ pGL

3−Basic Vectorに組み込んだ。

赤毛ザル腎細胞 COS７細胞を３７℃、５％CO２の条件下で、１００μg／mlストレプトマイシン、１００IU／mlペニシ

リン Gを含む増殖培地を用いて２４時間培養した。無血清の増殖培地に替え、FuGENE6（Roche）を用いて上述の

ベクターをトランスフェクションした。４時間後、１０μM過酸化水素下で２４時間培養し、lysis buffer（Promega）

２００μlで細胞を回収した。細胞破砕後、４℃、１２，０００g、２分間の条件で遠心した上清１０μlと Luciferase Assay

Reagent（Promega）２０μlを混合し、ルミノメーターで測定した。

２．２．２．３． ゲルシフトアッセイ

COS7細胞を１０μM H２O２または PBSで３時間処理し、130 mM NaCl、5 mM KCl、8 mM MgCl２、0.5 mM DTTを

含む 10 mM Tris−HCl washing buffer）で細胞を回収した。遠心後、5 mM KCl、0.5 mM MgCl２、0.5 mM DTTを含

む 20 mM HEPES−KOH（hypotonic buffer）で細胞を破砕した。さらに、遠心後の沈殿物を 500 mM NaOH、1.5 mM

MgCl２、0.2 mM EDTA−NaOH、２５％Glycerol、0.5 mM DTTを含む 20 mM HEPES−KOH（extraction buffer）で４℃、

１時間攪拌した。遠心後、上清を 0．5 mM EDTA−NaOH、50 mM KCl、１０％Glycerol、0.5 mM DTTを含む２0 mM

HEPES−KOH（binding buffer）で透析し、核蛋白抽出液とした。75 pmolの合成 oligo nucleotideを T4 kinase（Nip-

pon Gene）を用いて γ−[32P]ATP（Amersham biosciences）で標識し、プローブを作成した。核タンパク抽出液とそ

れぞれの Probeを binding solution（5mM MgCl２、２．５％Glycerol、1mg BSA、１％NP−40、50mM KCl）中で３０分混

和し、６％アクリルアミドゲルで１４０V、１．５時間泳動した。ゲルを乾燥後、オートラジオグラフィで解析を行っ

た。

２．２．２．４． 3D−clinorotation（三次元培養法）

L6細胞を３７℃、５％CO２の条件下で、１００μg／mlストレプトマイシン、１００IU／mlペニシリン Gを含む増殖培

地を用いて、ほぼ１００％コンフルエントまで静地培養した。ウェル内を培地で満たし密閉後、小型クリノスタッ

ト PMS−Ⅵの試料台に固定した。X軸１１．０rpm、Y軸１３．０rpmの条件で回転培養した。コントロールとして、他

の条件はそのままで静地培養したものを用いた。一部の実験では１０μMの mitogen−activated protein kinase

（MAPK）経路阻害剤（Calbiochem）を１時間前処理した。

２．２．２．５． Real−time reverse transcription−polymerase chain reaction（RT−PCR）法
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総 RNAに終濃度１μM oligo−dT primer、１０μM random primer、０．５mM dNTPs（Promega）、１００UM−MLV reverse

transcriptase（Promega）を加え４２℃、６０分間、９５℃、５分間逆転写反応を行い、cDNAを合成した。合成した cDNA

に Power SYBR Green PCR Master Mix（Applied Biosystems）とプライマーを加え、PCR反応を行った。内部標準

として glyceraldehyde 3−phosphate dehydrogenase（GAPDH）を用いた。PCR反応は、まず５０℃、２分間プレヒー

トし、９５℃、１０分間でタックポリメラーゼを活性化させた。その後、９５℃、１５秒間の熱変性、６０℃、１分間のプ

ライマーとの結合、cDNA伸長反応を４０サイクル繰り返した。

２．２．２．６． ウェスタンブロット法

タンパク質（３０μg）を SDS化後、ポリアクリルアミドゲルで電気泳動を行った。ゲル中のタンパク質をセミ

ドライブロッティング装置（ATTO）を用いて Polyvinylide difluride（PVDF）膜（Bio−Rad）に転写した。転写後、

PVDF膜を４％精製ミルクカゼインで１時間ブロッキングし、０．０５％Tween−20を含む PBS（PBS−T）で洗浄し

た。次に、膜を一次抗体（抗 Egr抗体（Santa Cruz Biotechnology）、抗 Cbl－b抗体（Santa Cruz Biotechnology）、

抗MAPK抗体（Cell Signaling））と３７℃で１時間反応させた。洗浄後、さらに二次抗体［抗ウサギ IgG抗体（Am-

ersham）、または抗マウス IgG抗体（Amersham）］と３７℃で１時間反応させた。洗浄後、Enhanced Chemilumines-

cence検出システム（Amersham）を用いて抗体と反応したタンパク質を検出した。

７） RNA干渉法による遺伝子のノックダウン

L6細胞を３７℃、５％CO２の条件下で、増殖培地を用いて２４時間培養した。培地を Opti−MEM（GIBCO）に替

え、Lipofectamine2000（Invitrogen）を用いて１００nMの合成 Egr−1、Egr−2、Egr−3 siRNA（B−Bridge International,

Inc.）をトランスフェクションした。７２時間後、示した時間 3D−clinorotation培養した。その後グアニジンイソチ

シアン酸－フェノール−クロロホルム混合溶液（Nippon Gene）により総 mRNAを抽出した。

２．２．３． 結果

２．２．３．１． 酸化ストレスによる Cbl−b発現の誘導

酸化ストレスによる Cbl−b mRNAの発現量を検討した。L6筋芽細胞において、１００μMと２５０μMの H２O２処理

をしたところ、それぞれ６時間と１２時間をピークとする Cbl−b mRNAの増大を確認した。

２．２．３．２． 模擬微小重力（３D−clinorotation）による酸化ストレスの誘導

酸化ストレス感知試薬（carboxy−H2 DCFDA）を前処理した L6筋芽細胞を 3D−clinorotationに曝露させ、細胞

内の蛍光強度を観察した。コントロール（Vehicle処理）では蛍光を発する細胞は見られなかった。一方、3D−cli-

norotationに供した L6細胞は、H２O２処理した細胞と同程度の酸化ストレスの蓄積が観察された。N−Acetyl−L−cys-

teineの前処理によりこの蛍光は消失した。

２．２．３．３． ヒト Cbl−bプロモーター解析

ヒト Cbl−b遺伝子の酸化ストレス応答領域をルシフェラーゼアッセイにより解析した。Cbl−b遺伝子の上流

－２０７２bpを含むルシフェラーゼベクターは、H２O２処理に応答してルシフェラーゼ活性を増加させた。上流－２９２

bpおよび－１１１bpを含むルシフェラーゼベクターも同様に H２O２に応答したが、上流－５９bpおよび＋２１７bpを含

むルシフェラーゼベクターは、H２O２に応答しなかった。この知見により、Cbl−b上流遺伝子の酸化ストレス応答

領域は上流－１１１bpから－６０bpに存在することがわかった。

そこでこの領域を３つのプローブに分け、ゲルシフトアッセイを行った。H２O２処理後の L6細胞の核抽出タン

パク質に、Probe 1および Probe 2に結合するものはなかった。ところが、Probe 3は H２O２に反応する核タンパク

質の結合をとらえることができた。さらに、Probe 3の変異体Mt 1およびMt 2のうちMt 2のみこの核タンパク

質と結合しなかった。この結果より、未同定の転写調節因子は、Egr−1や Sp1のコンセンサス配列に結合するこ

とが示唆された。

最後に、これらの転写調節因子に対する抗体を用いてスーパーシフトアッセイを行った結果、Egr−1、Egr−2、

Egr−3の抗体は、Probe 3と結合する核タンパク質の量を有意に減少させた。一方、Sp1の抗体は Probe 3と核タ
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ンパク質との結合に影響を与えなかった。以上の所見より、Cbl−b遺伝子の主要な転写調節因子は Egrであるこ

とがわかった。

２．２．３．４． Unloadingストレスによる Egrおよび Cbl−bの発現

L6筋芽細胞の 3D−clinorotationによる Egrおよび Cbl−b mRNAの発現パターンを検討した。興味深いことに、

3D−clinorotation後１．５時間で Egrの発現量がピークに達し、そのさらに１．５時間後に Cbl−b mRNAの発現量が増

大した。これらの 3D−clinorotationによる誘導はタンパク質レベルでも確認できた。さらに、L6筋管細胞を 3D−

clinorotationに曝露した場合でも、L6筋芽細胞を H２O２処理した場合でも、Egrと Cbl−b mRNAの反応は同じで

あったことから、筋芽細胞も筋管細胞も Unloadingストレスに対する応答機構はほぼ同じであると考えられた。

２．２．３．５． Unladingストレスによる Egr発現誘導シグナル経路の特定

Unloadingストレスがどのようなシグナル経路を介して Egr発現を誘導しているかについて、Egrの発現に重

要であるMAPキナーゼ経路を中心に検討した。3D−clinorotationに曝露後、約３０分でMAPキナーゼ ERK、JNK、

p３８のすべてがリン酸化したので、MAPキナーゼシグナルのそれぞれの経路に特異的な阻害剤を用いて、Egr発

現に関与する主要なMAPキナーゼ経路を特定した。Egr mRNAの発現は ERK経路の阻害剤によってのみ有意に

抑制された。これらの所見から、Unloadingストレスによる Egrの発現は、MAPキナーゼ ERKシグナル経路を

介していることが示された。

２．２．３．６． Egr遺伝子ノックダウンによる Cbl−b mRNA発現への影響

Unloadingストレスにより活性化する Egr群のうち、どの Egrが最も重要な働きをしているのかを検討するた

め、Egr−1、Egr−2、Egr−3の siRNAを用いて Cbl−b mRNA発現に対する影響を解析した。まず初めに、それぞ

れの siRNAの特異性を確認した。それぞれの siRNAは標的遺伝子の発現量を特異的に約３０％まで抑制した。し

かしながら、Egr−1、Egr−2、Egr−3それぞれの siRNA処理では 3D−clinorotationによる Cbl−b mRNAの発現上昇

を抑制できなかった。次に、すべての siRNAを同時に処理すると Cbl−b mRNAの発現上昇が著明に抑制された。

以上の結果から、Egr−1、Egr−2、Egr−3は Unloadingストレスによる Cbl−b発現の主要な転写調節因子であり、

それぞれは互いに代償できることが示唆された。

２．３． 課題とその対策

地上予備実験を含め現時点で行える準備は着々と進んでいる。今後は、実験供試体を利用した実験試料の適合

性試験等を行い、フライトに向けた準備を進めていく予定である。以下は、地上研究で得られた結果に対する考

察である。

今年度の地上研究により、微小重力モデルである 3D−clinorotationにより H２O２処理と同程度の酸化ストレスが

L6筋芽細胞内に蓄積することを証明した。ヒト Cbl−b遺伝子の転写開始点から上流－７０bp付近に酸化ストレス

応答領域が存在することを明らかにした。さらに、その酸化ストレス応答領域には転写調節因子 Egr−1、Egr−2、

Egr−3が結合することから、これら Egr群が Unloadingストレスの重要な感知分子の一つであることが示唆され

た。

L6筋管細胞を 3D−clinorotationに曝露した場合でも、L6筋芽細胞を H２O２処理した場合でも、Egrと Cbl−b

mRNAの反応は同じであった。これにより、筋芽細胞や筋管細胞の Unloadingに対する感知機構はほぼ同じであ

り、Egr群が重要な働きをしていることが示唆された。

本研究において、Egr−1、Egr−2、Egr−3それぞれの siRNA処理では 3D−clinorotationによる Cbl−b mRNAの発

現上昇を抑制しなかった。しかしながら、すべての siRNAを同時に処理すると Cbl−b mRNAの発現上昇が著明

に抑制された。このことから、Egr−1、Egr−2、Egr−3は Unloadingストレスによる Cbl−b発現の主要な転写調節

因子であり、それぞれは互いに代償できることが示唆された。

今回の実験結果から、3D−clinorotation刺激が細胞内に酸化ストレスを発生させ、それに引き続いてMAPK経

路が活性化していると考えられた。さらに阻害剤の添加実験により、Unloadingによる Egrの発現が、ERKシグ
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ナル経路を介していることを明らかにした。しかしながら、Unloadingストレスがどのように酸化ストレスを誘

導するのかは不明である。近年、TGF−β刺激が培養細胞内に H２O２を発生させることが報告されており、筋膜上

の受容体が酸化ストレス誘導に関与しているのかもしれない。今後、細胞内酸化ストレス発生機序についてさら

なる検討が必要である。

本研究により、酸化ストレス、ERK経路に続く転写調節因子 Egrの活性化が Unloadingストレス感知の重要な

経路であることが明らかとなった。機械的刺激をシグナル伝達分子に変換し、遺伝子発現を制御するこの経路

は、廃用性筋萎縮の治療法を開発するための新規の分子ターゲットとなりうると考えた。また、この経路の解明

により、骨格筋における再生の活性化や障害の抑制を目的とする薬剤の開発や、効果的な運動トレーニング法の

確立につながると確信している。今後は、機械的ストレス感受性を持つ受容体や、受容体直下ではたらくシグナ

ル伝達因子の検索、細胞内酸化ストレスの発生機序の解明などを中心に検討し、Unloadingストレス感知の分子

機構の全貌を明らかにしたい。

３． まとめ

本フライト実験候補テーマは、２００９年初頭のフライト実験実施を目指して準備を進めており、今年度は実験計

画のベースライン化が承認され、開発フェーズに移行した。また、地上実験で得られた結果も、フライト実験の

価値を高めるための予備データとして蓄積されてきている。

平成１９年度は、今年度制作した実験供試体の検証モデルを用いて各種適合性試験（用いる培養細胞と細胞培養

容器の適合性、培地や固定液の交換効率の確認）や実験手順の詳細化作業を行う予定である。また、地上予備実

験として、（１）疑似微小重力環境を用いて、フライト実験で予定している手順をシミュレートし実験的に検証、

（２）Cbl−b調節機構のさらに上流の分子（真の Unlaoding Stressの受容体）の探索を行う予定である。
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