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研究成果の概要（和文）：超高齢化社会を迎え、サルコペニア肥満などの加齢性疾患者の増加が問題になってい
る。本研究では、サルコペニア肥満発症の原因の解明のため、脂肪細胞と筋芽細胞の相互作用による筋分化抑制
及び脂肪分化の促進の作用メカニズムを検討した。加齢に伴い、脂肪組織のadipokineの発現は上昇し、それは
脂肪細胞によるものではなく、免疫細胞に大きく影響を受けることが明らかとなった。また、筋分化において
は、IGFのコントロールが重要であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In the super-aging society, the increase in the incidence of age-related 
diseases such as sarcopenic obesity becomes a problem. To elucidate the pathogenic mechanisms of 
sarcopenic obesity, the relationship of inhibition of myogenic differentiation with promotion of 
adipogenic differentiation by the interaction between adipocytes and myoblasts was examined in the 
study. The expression levels of adipokines in adipose tissues increased with aging and were 
influenced by immunocytes, not by adipocytes. Myogenic differentiation was controlled by 
insulin-like growth factor expression.

研究分野： 細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
現在、日本の総人口の 27.3％が 65 歳以上

の高齢者であり、2025 年には 30％を超える
と予想されている（平成 29 年版高齢社会白
書：内閣府）。超高齢化社会を迎え、サルコ
ペニアやメタボリックシンドロームなどの
加齢性疾患者の増加が問題になっている。サ
ルコペニアとは、進行性・全身性の骨格筋量
及び骨格筋力の低下を特徴とする症候群の
ことであり、それに肥満が伴うとサルコペニ
ア肥満といわれる。現在、高齢者の約 3割が
このサルコペニア肥満に該当するといわれ、
40歳以上の4人に1人がサルコペニア肥満も
しくはその予備軍と言われている。サルコペ
ニアは日常生活に支障をきたし、転倒から寝
たきり状態になることもある。高齢者は内臓
脂肪が蓄積しやすく、サルコペニア肥満と糖
尿病をはじめとする各種疾病の罹患率とが
関連することから、サルコペニア肥満の予
防・治療対策が重要な課題となっている。 
サルコペニア肥満の原因は、加齢によるホ

ルモン分泌の低下、幹細胞数の減少、インス
リン様成長因子（IGF）などの成長因子の分
泌減少や炎症性アディポカインの作用によ
るといわれているが、詳細はよく分かってい
ない。IGF-1 は筋芽細胞・筋細胞に対して筋
タンパク質の合成を導き、それにより骨格筋
が肥大し成熟することから、骨格筋の維持・
増量にとって重要な因子である。一方、脂肪
組織から分泌される炎症性アディポカイン
は、骨格筋量減少の要因となっている。しか
し、脂肪組織と骨格筋における炎症性アディ
ポカインの作用、そして加齢による IGF の分
泌量低下が筋分化及び脂肪分化にどの様に
影響を与えるのかについては不明である。ま
た、筋組織再生には IGF の作用が重要である
が、細胞外に存在する IGF のほとんどは単独
で存在しておらず、IGF 結合タンパク質
（IGFbp）と結合し、この IGFbp が IGF の作
用をコントロールしているといわれる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、IGF-1 とアディポカイン、マ

イオカインに着目し、脂肪組織（脂肪細胞）
と骨格筋（筋芽細胞）の相互作用による筋分
化抑制及び脂肪分化の促進の機序を解明す
ることによって、サルコペニア肥満発症の原
因を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）マウス：通常のマウスとして C57BL/6
を、肥満糖尿病マウスとして C57BLKS/J lar-
＋Leprdb/＋Leprdbを使用した。 
（２）筋芽細胞：C2C12（理化学研究所 バイ
オリソース研究センター）を使用した。増殖
培地として、10％牛胎児血清（FBS）含有

Eagle's Minimal Essential Medium（E-MEM）
もしくは Dulbecco's Modified Eagle Medium 
(DMEM)（low glucose 及び high glucose）を
使用した。条件によって、fibroblast growth 
factor（FGF）-2 を添加した。 
（３）筋分化：C2C12 の増殖培地の FBS 濃度
を 2%にした培地を使用し、筋分化を誘導した。
条件によって、fibroblast growth factor
（FGF）-2 を添加した。 
（４）脂肪組織由来間質細胞（ASCs）の調整：
マウス鼠蹊部の脂肪組織を摘出し、コラゲー
ナーゼタイプＩによる処理で細胞を採取し
た。この細胞を脂肪組織由来細胞として用い
た。脂肪組織由来細胞を 10％FBS 含有 DMEM
で 3継代培養し、大量培養した細胞を ASCs
として用いた。 
（５）血清の調整：上記３．（４）の脂肪組
織を摘出する際に、イソフルラン麻酔下で心
臓採血を行い、キャピジェクトを使用し遠心
分離によって血清を得た。 
（６）脂肪細胞への分化：プレートに細胞を
播種し、脂肪細胞分化誘導培地（20 µg/ml イ
ンスリン、1.0 µM デキサメサゾン、0.5 mM 3-
イソブチル-1-メチルキサンチン、0.5 mM イ
ンドメタシン、10％FBS 含有 DMEM（high 
glucose））及び脂肪細胞維持培地（20 µg/ml
インスリン、10％FBS 含有 DMEM high 
glucose））で 3日おきに交互に培地交換する
ことによって、脂肪細胞に分化させた。 
（７）血清及び培養上清中に含まれる増殖因
子及びサイトカインを Bio-Plex 及び ELISA
によって測定した。 
（８）筋管形成能については、抗myosin heavy 
chain（MHC）抗体及びジアミノベンジジンを
使用したの免疫染色によって画像化し、画像
解析によって定量した。 
（９）各 mRNA の発現は、細胞から抽出した
total RNA から cDNA を作製し、RT-PCR によ
って定量した。 
（１０）C2C12 に対する siRNA のトランスフ
ェクションは、 Xfect™ RNA Transfection 
Reagent を使用した。 
 
４．研究成果 
（１）糖尿病マウスの血中アディポカインと
筋管形成能 
8週令及び15週令の肥満糖尿病マウスの血

中アディポカインを定量し比較した。週齢が
上がると炎症性アディポカインである IL-6、
MCP-1 濃度が増加したが、adiponectin、
leukemia inhibitory factor や、加齢と共に
発現が低下するといわれる IL-2、IL-4、IGF-1
濃度には大きな変動はなかった。さらに糖尿
病マウスの皮下脂肪組織中に存在する筋繊
維様細胞の筋管形成能について in vitro で
評価したところ、8 週令よりも 15 週令のマ



ウスの方が、MHC を発現する筋管の形成が少
ない傾向が観察された。これらの結果は、既
知の報告と同じであり、炎症性アディポカイ
ン発現とその作用機序については、今後も検
討する必要がある。 
 
（２）若齢・高齢マウス及び糖尿病マウスの
脂肪組織由来細胞及び ASCs からのアディポ
カインの分泌 
それぞれのマウスから採取した脂肪組織

由来細胞（passage 0）を 2 日間培養した。
その上清中のアディポカインを定量したと
ころ、若齢マウスより糖尿病マウスの方が、
複数のアディポカインの分泌量が著しく高
かった。また、ASCs が分泌するアディポカイ
ン量を測定したところ、若齢及び糖尿病マウ
スもともに脂肪組織由来細胞よりも多くの
炎症性アディポカインの分泌量が低下した
が、低下率は糖尿病マウスの方が高かった。
初代培養（passage 0）の脂肪組織由来細胞
には炎症細胞が多く含まれ、それを継代する
ことにより炎症細胞が除去されたと考えら
れる。フローサイトメトリーの解析によって
も、どの細胞群においても脂肪組織由来細胞
の 50%以上が血球系細胞であったが、3 継代
すると血球計細胞は 0%となった。よって、脂
肪組織の炎症細胞が炎症性アディポカイン
の分泌に影響を与えていると考えられた。
IGF-1 の分泌量も同様に定量したところ、若
齢及び糖尿病マウスともに脂肪組織由来細
胞よりも脂肪組織由来間質細胞の方が低く
なったが、低下率については同程度であった。
IGF-1 の分泌には、炎症細胞の影響と別の機
序があるのではないかと示唆された。 
                                                                            
（３）FGF-2 による C2C12 の筋及び脂肪分化
に対する影響 
FGF-2 は、脂肪分化を促進させる作用を有

するとの報告がなされている。そこで、FGF-2
の C2C12に対する筋分化及び脂肪分化の影響
を調べた。C2C12 の継代時及び分化誘導時に
FGF-2 を添加し、脂肪細胞分化誘導培地及び
脂肪細胞維持培地で培養したところ、C2C12
の継代時に FGF-2 を添加した場合において、
わずかな細胞が脂肪細胞に分化したが、多く
の細胞は筋管を形成した。FGF-2 が C2C12 に
おいて脂肪細胞への分化を促すことは見出
せなかった。また、FGF-2 が筋分化と連動し
て発現するIGFの発現に対しても影響を与え
ることはなかった。グルコースの取り込みに
はインスリンが大きく作用していており、筋
分化及び脂肪分化ともにグルコースの取り
込みによって分化が促進される。脂肪細胞分
化誘導及び脂肪細胞維持培地にはインスリ
ンが添加されており、FGF-2 がこのインスリ
ンの作用を脂肪分化へと導くことなく、本来

の性質である筋への分化を促進したと考え
られた。 
 

（４）C2C12 における筋分化前後の IGF と
IGFbps の発現変化 
C2C12の筋分化前後のIGFとIGFbpsのmRNA

の発現変化を調べた。分化前よりも分化後に
おいて IGF の発現が上昇した。また、IGFbp5, 
6 においては、筋分化前後で発現が変わらな
かったが、IGFbp2, 4 は、筋分化後に発現が
上昇した。siRNA によって C2C12 の IGFbp2, 4
の発現をノックダウンした後、筋分化を誘導
させた。その筋分化能について mRNA の発現
レベルで検討したところ、ノックダウンによ
る筋分化の発現マーカーに変動は見られな
かった。 
 
（５）培地条件で異なる筋分化 
培地の違いによるC2C12の筋分化能の影響

を検討した。筋分化誘導７日後の筋分化マー
カーの mRNA 発現を調べたところ、DMEM（low 
glucose 及び high glucose）使用した場合と
比べて、EMEM を使用した場合において、筋分
化マーカー（MyoD、MHC）及び IGF の発現が
高くなった。また、C2C12 は、継代数が少な
い細胞群ほど筋管形成能が高くなる傾向が
観察された。さらに、マイオカインである
IL-6 と myostatin の mRNA の発現を調べたと
ころ、IL-6 の発現は筋分化とは相関がなかっ
たが、myostatin は筋分化が進むほど、その
発現が高くなった。この結果から、筋分化が
促進されると共に筋肉の発達を抑制する
myostatin の発現も亢進されたことから、筋
肉の質を調べるためには、筋分化の発現だけ
でなく、抑制する myostatin の発現も調べる
ことが重要ではないかと示唆された。 
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