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ABSTRACT

　We have found that macrophage migration inhibitory factor （MIF） is secreted from 
C2C12 myotubes into culture media. In order to evaluate roles of MIF on glucose 
metabolism in skeletal muscle, extensor digitorum longus and soleus muscles were 
isolated from mice and treated with recombinant MIF in in vitro muscle incubation 
system. MIF itself did not affect to glucose transport in both type of muscles. However, 
glucose transport induced by half-max dose of insulin was diminished by co-existence 
of MIF in the buffer of soleus muscle incubation. These results suggest that MIF is a 
negative regulator of insulin-induced glucose transport in skeletal muscle. These results 
show that MIF is a novel myokine contributing to glucose metabolism and can be a 
new target molecule for prevention and treatment of diabetes.
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　要　旨

　本研究では，Macrophage Migration Inhibitory 

Factor （MIF）は骨格筋から分泌される新たなマ

イオカインで，骨格筋自身に作用して，インスリ

ンによって誘発される糖の取り込みを抑制するこ

とを明らかにした．MIFは分子量が約 12kDaの

低分子で，これまでは骨格筋に発現することは知

られていなかったが，マウスの異なる種類の下肢

骨格筋に発現することをウェスタンブロッティン

グ法で確認した．つぎに，in vivoエレクトロポー

レーション法で，マウス下肢骨格筋にタグを付し

たMIFを発現させたところ，血液中にそれが検

出され，骨格筋から分泌されることが示された．

MIFは単独では骨格筋の糖輸送に影響を与えな

かったが，インスリン刺激で生じる糖輸送を抑制

した．これらの結果は，MIFが骨格筋の糖代謝

調節に関わるマイオカインの 1つであることを示

すとともに，糖尿病の予防・治療の新たな標的分

子となる可能性を示唆する．

　緒　言

　我々はこれまでに，骨格筋から分泌される新規

ホルモン様タンパク質（総称してマイオカイン．

myo = 筋，kine = 作動物質）の探索を行ってきた 1, 

2）．その過程で，マウス骨格筋細胞から培養液中

に Macrophage Migration Inhibitory Factor （MIF）

が浸出する可能性を，質量分析によって突き止め

た．MIFは本来，マクロファージの遊走を止め

るサイトカインとして，T細胞で発見された因子

である．したがって，生体防御機能を多様に（免疫・

炎症・解毒など）調節する T細胞由来因子MIF

が，骨格筋からも分泌されることを示した結果で

あった．そもそもこれまでは，骨格筋はホルモン

様タンパク質等を分泌する臓器とはみなされてこ

なかった．しかし我々の所見は，骨格筋が内分

泌器官である可能性を示す．2008 年にMillerら

は，MIFは心臓から分泌されて自己分泌的に心

臓自身に作用し，AMPキナーゼを介して心臓保

護作用を発揮することを報告している 3）．骨格筋

では AMPキナーゼの発現量が比較的多く，糖輸

送促進調節を含んだ多彩な生理機能を担っている
4）．したがって，マイオカインとしてのMIFは，

やはりオートクライン的に骨格筋自身に作用し何

らかの生理機能を調節している可能性が考えられ

る．そこで本研究では，骨格筋が内分泌器官とし

て担う未知の機能の証明に挑戦した．具体的には，

（1）MIFが骨格筋から分泌されるマイオカイン

かどうかを検証する，（2）MIFが糖代謝調節に

関連する新規因子であるかどうかを検証する，の

2つの課題に取り組んだ．

　1．研究方法

　１．１　細胞培養および培養液の回収

　マウス由来筋芽細胞株 C2C12（ATCC）を，

10％ウシ胎児血清と 1% Antibiotic Antimyotic 

（Invitrogen） を 添 加 し た DMEM 増 殖 培 地

（Invitrogen）3ml の 入 っ た 4well デ ィ ッ シ ュ

（Nunc）に播種し，5％ CO2・37℃でインキュ

ベーションした．ディッシュには細胞がよく接

着・分化するように BD matrigelTM マトリックス

（BD Biosciences）のコートを施した．播種から

2－ 3日後，細胞がコンフルエントになった時点

で，2％仔ウシ血清（Invitrogen），1％ Antibiotic-

Antimyotic，1％MEM非必須アミノ酸（Sigma）

を添加した DMEM（分化培地）に培地を交換し，

分化を誘導した．分化培地は毎日交換した．MIF

の分泌は microvesicleと呼ばれる微小胞に含有さ

れた状態で行われると考えられることから，それ

を上清に残存させるために以下の分画を行った．

細胞を培養した液を 1,000gで 5min遠心し，一旦

液を回収してからさらに 15,000gで 15min遠心し

た．回収した培養液中のタンパク濃度を，後のウ

エスタンブロッティング用に最適な濃度にするた
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めに，5kDa以上のタンパク質を透過しないフィ

ルター Vivaspin20（Sartorius stedim biotech）を

使用し濃縮した．濃縮液の回収時にはピペットを

用いて液量を測定した．

　1．2　マウス下肢へのMIF の強制発現

　HAタグで標識したMIFの cDNAを pCAGGS

発現ベクターに組み込みんだ．これを麻酔下のマ

ウス前頚骨筋および腓腹筋に，in vivoエレクト

ロポレーション法 5）を用いて強制発現させた．4

日後に再びマウスに麻酔して，腹膜を切開し，心

臓から直接血液を採取した．血液は 30 分以上氷

上に静置し，3,000gで 10min遠心して，上清の

血清を回収した．血液採取後，マウスの両脚の前

脛骨筋および腓腹筋を回収し，lysis bufferを加え

てホモジェナイズした．その後，チューブを遠心

し，上清の可溶化液を回収した．全ての動物実験

および遺伝子組み換え実験は首都大学東京研究倫

理委員会の審査を受け承認されたうえで行った．

　1．3　MIF による骨格筋培養細胞の刺激

　分化 5 日目の C2C12 細胞に培養液 1mlあた

りそれぞれ 0，10，100，1000ng/mlになるよう

に PBSで希釈したリコンビナントMIF（R&D 

Systems）を全量が 300μlになるように添加して

5％ CO2・37℃で 2時間インキュベーションした

後，Dish 1 レーンごとに lysis bufferによって細

胞を回収した．　

　1．4　ウエスタンブロッティング

　濃縮液中のMIFをウエスタンブロティング

で定量した．回収した上清濃縮液を同液量 16％

Tris-Tricineポリアクリルアミドゲルにロードし，

電気泳動した．泳動したタンパク質は PVDF膜

に転写し，ブロッキング液（5%スキムミルクを

添加した TBST）を用いて室温で 1時間ブロッキ

ングした．その後，ヤギ由来マウスMIF一次抗

体（R&D Systems），ウサギ由来 HA-タグ一次抗

体（Clontech），ウサギ由来マウスリン酸化 Akt

一次抗体（Thr308, Cell Signaling） ，あるいはウ

サギ由来マウスリン酸化 c-Jun一次抗体（Cell 

Signaling）を 1000 倍希釈して 4℃で 8 時間イン

キュベーションした．二次抗体には Horseradish 

Peroxidase（HP）を結合させたヤギ IgG抗体

（Millipore）を用い，1,000 倍希釈して常温で 1時

間インキュベーションした．その後，Enhanced 

chemiluminescence（ECL）（PerkinElmer）を反応

させ，暗室でフィルムにタンパク質のバンドを現

像した．

　1．5　骨格筋組織への糖取込み量の測定

　マウス下肢のヒラメ筋を摘出し，試験管内の

培養液に酸素供給下で浸した．20 分間の安定化

後に一度培養液を新たなものに交換したうえで，

無刺激，MIF刺激，インスリン刺激，あるいは

MIF＋インスリン刺激の 4条件を設定しそれぞ

れ 20 分間インキュベーションした．その後の 10

分間のインキュベーションにより，ヒラメ筋への

糖取込みを測定した 6）．

　2．研究結果

　代表的な培養骨格筋細胞である C2C12 細胞を

筋管に分化させて培養したところ，培養時間に依

存して，培養液のMIF含有量が増加することが

ウェスタンブロットの結果によって明らかになっ

た（図 1）．この結果は，骨格筋細胞からMIFが

分泌されていることを示す．

　そこで，実際に生体内でも同様に骨格筋から

MIFが分泌されているかを明らかにするために，

in vivoエレクトロポレーション法を用いてMIF

をマウスの前頚骨筋および腓腹筋に強制発現させ

た．この方法では，外来性の遺伝子を骨格筋に高

率で取り込ませ，数日内でタンパク質を発現させ

ることができる 5）．MIFは T細胞などからも分

泌されることから，血液中に骨格筋由来のMIF
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が分泌されるかを見分けるために，HAタグで標

識したMIFを発現させた．MIF抗体を用いてタ

ンパク質の発現状態を確認したところ（図 2），

前頚骨筋でも腓腹筋でも，HAタグ標識された

MIF（図 2Aの上のバンド）が内在性のMIF（図

2Aの下のバンド）と同程度に発現していること

が確認された．しかし血液中には内在性のMIF

のみが検出され，HAタグ付加のためにやや上方

にシフトしているMIFは検出できなかった（図

2A）．MIF抗体よりも感度の高い HA抗体でウェ

スタンブロッティングを行うと，HAタグ標識さ

れたMIFが血液でも確かに検出された（図 2B）．

この事は，骨格筋からは血液にMIFが分泌され

てはいるが，血液中に占める大部分のMIFの由

来は骨格筋以外であることを示唆している．した

がって，骨格筋から分泌されるMIFは，内分泌

的に遠隔の臓器を標的に作用しているのではな

く，自己・傍分泌的に骨格筋細胞自身かその近傍

の組織に作用している可能性が示唆される．

　そこで，MIFによって骨格筋の細胞内情報伝達

が変化し得るかどうかを，その活性化レベルの指

標となるタンパク質のリン酸化を指標にして，主

な細胞内分子を精査した．その結果，MIFの添

加によって Aktのリン酸化は抑制され（図 3A），

c-Junのリン酸化は促進された（図 3B）．いずれ

図1　C2C12細胞から培養液中に分泌されたMIF
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図3　MIF刺激によるC2C12細胞の情報伝達物質の活性変化
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のタンパク質もリン酸化されることで活性が上昇

することから，MIFは前者を含む経路を抑制し，

後者を含む経路を促進することが明らかとなっ

た．

　骨格筋は血糖値の調節に主要な臓器で，糖の約

7割を使用する 7）．Aktは，細胞内情報伝達経路

のインスリン受容体の下流で糖取り込みを調節す

る鍵となる分子である．図 3に示された結果は，

MIFがインスリン刺激によって惹起される骨格

筋の糖取込みを抑制する可能性を示唆している．

そこで我々が開発した in vitro糖取込み測定法を

用いて 6），マウス・ヒラメ筋への効果を検証した．

その結果，MIFは単独では糖の取り込みに影響

を与えないが，インスリンによって促進した糖取

込みを抑制することが明らかになった（図 4）．

　3．考　察

　本研究における主な新規発見は以下の 4つで

ある．（1）MIFは骨格筋から分泌される新たな

マイオカインである．（2）骨格筋から分泌され

たMIFは循環血液中にも入るがその量は少なく，

自己・傍分泌的な働きを持つ．（3）実際にMIF

は骨格筋自身に作用し，Aktのリン酸化を抑制し，

c-Junのリン酸化を促進する．（4）MIFはインス

リンによる糖取込みを抑制する．これらの結果を

まとめたのが図 5である．すなわち，MIFはイ

ンスリンによって促進される糖の取り込みを抑制

する因子であり，糖尿病の治療および薬の開発の

新たな標的分子となる可能性を持つ．そもそも

MIFに関してこれまで分かっている事は少なく

（表 1），骨格筋における発現は知られていなかっ

たし，もちろんそのマイオカインとしての機能も

不明であった．本研究の成果はその一端を明らか

にできたことである．

　本研究の次の課題の 1つは，AMPキナーゼを

介した糖取込み調節に対しても，MIFが作用を

有するかどうかである．これに関してはプレリミ

ナリーではあるが，一部示唆的な結果を得てい

る．筋収縮はインスリンと同様に，糖取込みを促

進させる強力な刺激であり，AMPキナーゼがそ

の調節に関わっていると考えられている 4）．MIF

の遺伝子を削除したノックアウトマウスの骨格筋

では，筋収縮によって生じる糖取込みが，正常マ

ウスのそれと比較して高い傾向を示す結果を得て

図4　骨格筋に及ぼすMIFの影響
* p < 0.05, ** p < 0.01
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図5　骨格筋におけるMIFの新たな機能

表 1　これまでに知られていたMIFの情報

• MIFは T細胞から分泌されるサイトカインとして 
  発見された
• 12 kDa の小さな分子
• ヒトの血中濃度は 0.2-0.5 nmol/l.
• 骨格筋から分泌されることは知られていなかった
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いる（データ未掲載）．これは，骨格筋がMIFを

分泌しなくなったために抑制が解除され，糖の取

り込みがより促進されたことを示唆している．こ

のように，通常は骨格筋細胞の機能を抑制的に調

節しているマイオカインとして，マイオスタチン

が知られている．マイオスタチンは骨格筋の肥大

を抑制する因子であるため，そのノックアウトマ

ウスでは，著しい筋肥大が生じる．そのため，そ

の受容体の抑制剤はカヘキシアやサルコペニアと

いった筋萎縮に伴う生理機能の低下を改善するた

めの手法として注目を浴びている9）．したがって，

MIFの糖取込み抑制効果を担っている受容体に

関しても注目されるところである．残念ながら

MIFの受容体については未だ不明な点が多いが，

CD74 の 2 つのアイソフォーム（P31, P41）がそ

の候補として推察されている 10, 11）．今後の全容

解明が待たれるところである．

　MIFの分泌機構もまた今後明らかにされるの

が待たれる．特に筋収縮がMIF分泌のトリガー

となっているかどうかは興味の持たれるところで

ある．単球においてMIFは主に細胞膜上の ATP

結合カセットトランスポーター A1（ABCA1）を

介して細胞外へ分泌されることが報告されてい

る 12）．またMIFは，細胞内ゴルジ装置関連タン

パク質の p115 と結合し細胞外に分泌される可能

性も推察されている．さらに単球やマクロファー

ジで p115 を欠損させるとMIFの分泌が減少する

との報告がある 13）．したがって，骨格筋からの

MIF分泌と p115 および ABCA1 との関連につい

ても今後検討する必要性がある．

　4．結　論

　本研究では，MIFは骨格筋から分泌される新

たなマイオカインであることを明らかにした．そ

の機能は自己・傍分泌によって骨格筋を標的とし，

インスリンによる糖取込みを抑制する．MIFの

作用の抑制は，インスリン抵抗性を改善させる方

策の一つとして応用可能である．
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