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研究成果の概要（和文）：マウス筋芽細胞株C2C12にスフィンゴミエリン合成酵素Sms1，Sms2の強制発現によっ
て筋核数の多い巨大な筋管が形成されること，siRNAを用いたノックダウンによって筋管形成が抑制されること
を明らかにした。Sms1の強制発現によって，筋分化制御因子MyoD，Myf5，myogenin，MRF4の発現量に大きな変化
は見られなかった。その一方で，筋細胞融合関連タンパク質myomaker陽性シグナルの増加が検出された。スフィ
ンゴミエリン合成酵素の強制発現によってもたらされるスフィンゴミエリンの増加は，筋分化でなく，筋細胞の
融合を促進し，巨大な筋管が形成されることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We found that forced expression of sphingomyelin synthases Sms1 and Sms2 in 
the mouse myoblast cell line C2C12 resulted in the formation of large myotubes with a high number of
 myonuclei, and that siRNA-based knockdown suppressed myotube formation. MyoD, Myf5, myogenin, and 
MRF4 were not significantly altered by forced expression of Sms1. On the other hand, an increase in 
myocyte fusion-related protein myomaker positive signal was detected, indicating that the increase 
in sphingomyelin induced by forced expression of sphingomyelin shynthetases promotes myocyte fusion 
and the formation of giant myotubes rather than muscle differentiation.

研究分野： 細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
骨格筋はわれわれが体を動かすために必要な組織であり，加齢に伴う運動機能の低下を防ぐためには骨格筋の再
生能と可塑性のメカニズムを解明し，筋量を維持する方法を開発することが有効と考えられる。骨格筋の機能を
担う筋線維は多数の筋前駆細胞の融合によって形成され，筋肥大の際には既存の筋線維に新たな筋前駆細胞が融
合する。本研究では，骨格筋の細胞融合に膜脂質の一種であるスフィンゴミエリンが関与することを明らかに
し，筋肥大の促進に役立てられる可能性を示すことができた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 

骨格筋はわれわれが体を動かすためばかりでなく，姿勢の維持や呼吸のためにも必要な組織

である。骨格筋の機能は筋線維と呼ばれる巨大な細胞が担っている。骨格筋は損傷を負っても

短期間のうちに筋線維を再生する。また，負荷を与えると肥大する一方で，不使用状態が続く

ことで萎縮するという可塑性を持つ。骨格筋の量（筋量）と健康寿命には正の相関があること

（Srikanthan and Karlamangla, 2014）から，私は骨格筋の再生能と可塑性を利用して筋量維

持の方法を開発することができれば，健康増進に貢献できると考えた。 

骨格筋の再生能は筋サテライト細胞と呼ばれる骨格筋幹細胞の働きによる。平静時には活動

を停止している筋サテライト細胞が活性化し，多数の筋前駆細胞を生み出すと，筋前駆細胞同

士の融合によって未熟な筋線維である筋管が形成される。一方で，筋肥大は筋線維のタンパク

質合成が増加することによって始まり，細胞質が十分に拡大すると筋サテライト細胞に由来す

る筋前駆細胞の融合によって新たな核を獲得する。筋再生，筋肥大に共通するのは筋前駆細胞

による細胞融合である。筋前駆細胞の融合には接着タンパク質やプロテアーゼが関与すること

は明らかにされているものの，そのメカニズムは十分には解明されていない。 

細胞融合は細胞膜の融合を伴うため，膜脂質の存在にも目を向ける必要がある。生体膜を構

成する脂質の分子種は多種多様であり，それぞれの脂質分子が固有の役割を担っている可能性

がある。実際に，ホスファチジルセリンは筋前駆細胞の融合の際に細胞表面に露出し，細胞融

合に必要であることが明らかにされている（Hochreiter-Hufford et al, 2013）。私はリン脂

質とスフィンゴ脂質の両方の性質を備えた脂質スフィンゴミエリンに注目した。スフィンゴミ

エリンは細胞膜を構成する主要なリン脂質の一つであり，シグナル分子となるセラミド等の貯

蔵体としての働きに加えて，他のスフィンゴ脂質やコレステロールと形質膜状で会合し脂質マ

イクロドメインを形成する。脂質マイクロドメインは細胞接着や細胞内情報伝達系の集積所と

して重要な役割を果たすと考えられている。 

私はこれまでに，細胞表面のスフィンゴミエリンが筋サテライト細胞の活性化にともなって

減少すること，活性化した筋衛星細胞が休眠状態に戻る際にはもとのレベルまで回復すること

を報告した（Nagata et al, 2006）。そしてスフィンゴミエリンの代謝産物であるスフィンゴシ

ン-1-リン酸が筋サテライト細胞の活性化を促進することを明らかにした（Nagata et al, 200

6）。その一方で，スフィンゴミエリンが筋分化，特に筋前駆細胞の融合に関与している可能性

も考えられたため，本研究を計画した。 

 
 
 
２．研究の目的 

 

本研究はスフィンゴミエリンの合成系に注目し，筋分化におけるスフィンゴミエリンの役割

を明らかにするとともに，スフィンゴミエリン合成系をターゲットにすることで筋肥大の促進

や筋萎縮の抑制を実現する方法の開発を目指した。 

 スフィンゴミエリンは生体内において合成と分解によって調整される。スフィンゴミエリン

の合成はスフィンゴミエリン合成酵素SMSによって触媒される。SMSには細胞内局在の異なる2種

類が存在し，Sms1はゴルジ体に局在し，Sms2はゴルジ体および形質膜に局在する。 



そこで本研究では筋細胞におけるスフィンゴミエリン合成酵素の役割に注目し，筋前駆細胞

が融合する過程でスフィンゴミエリンが果たす役割を解明し，骨格筋の大きさを維持する場面

でのスフィンゴミエリン合成系の必要性を明らかにすることを目的とした。 

 
 
３．研究の方法 

 

マウス骨格筋由来の細胞株 C2C12 細胞を用いて実験を行った。C2C12 細胞は高血清条件では無

限増殖能を示すが，低血清条件にすることで容易に筋分化を誘導することができる。 

マウス Sms1 あるいは Sms2 の強制発現には，テトラサイクリン発現誘導システム Tet-On を用

いた。そのためには，CMV プロモーター制御下にリバーステトラサイクリン制御性トランス活性

化因子（rtTA）を安定的に発現する C2C12 細胞に，tetO 反復配列をもつテトラサイクリン応答

因子（TRE）の下流に Sms1 あるいは Sms2 の遺伝子ををコードする応答発現プラスミドをトラン

スフェクションし，安定発現株を選別し，C2Tet-Sms1 細胞および C2Tet-Sms2 細胞を樹立した。

一方，Sms1 あるいは Sms2 のノックダウンは siRNA のトランスフェクションによって誘導し，定

量的 RT-PCR によっていずれも 1 割程度に転写産物量が減少したことを確認した。 

細胞の増殖，分化は各マーカーの免疫細胞化学的染色によって検出した。増殖については EdU 

(5-ethynil-2'-deoxyuridine; 5-エチニル-2'-デオキシウリジン)取り込み，あるいは細胞核数

によって，分化については筋分化を制御する転写因子 MyoD，myogenin，と横紋筋型ミオシン重

鎖（sMyHC）によって判定した。また，脂質マイクロドメインはコレラ毒素 B サブユニット（CTB）

により，M-cadherin，β-catenin，p120 catenin，Myomaker の蛍光抗体法によって検出した。 

筋分化関連遺伝子，筋細胞融合関連遺伝子については，定量的 RT-PCR によって転写産物量を

比較した。C2Tet-Sms1 細胞から RNA を抽出し，逆転写反応によって調製した cDNA を鋳型として

定量的 PCR を行い，比較 CT法によって測定した。 

 
 
４．研究成果 

 

マウス骨格筋細胞株 C2C12 に Tet-On 発現誘導システ

ムを用いてスフィンゴミエリン合成酵素 Sms1 あるいは

Sms2 を発現する細胞株 C2Tet-Sms1 細胞，C2Tet-Sms2細

胞を樹立した。これらはテトラサイクリン系抗生物質ド

キシサイクリン（Dox）によって，Sms1 あるいは Sms2 の

発現を誘導することができる。強制発現した Sms1 はゴ

ルジ体に，Sms2 は形質膜を中心とする細胞膜系に局在

し，いずれもスフィンゴミエリン結合タンパク質ライセ

ニンの細胞表面への結合が顕著に増大した。 

Sms1，Sms2 の強制発現によって通常よりも筋核数の多

い巨大な筋管が形成された（図 1，2）。対照的に，siRNA

を用いて Sms1 あるいは Sms2 をノックダウンすると，筋

管形成が抑制された（図 3）。なお，Sms2 に比べて Sms1

をノックダウンした場合に強い影響が見られたことか

ら，通常の筋形成においては Sms1 が中心的な役割を担

0 μg/mL 1 μg/mL Dox 
 
 
 
 

図 1．C2Tet-Sms1 細胞 

0 μg/mL 1 μg/mL Dox 
 
 
 
 

図 2．C2Tet-Sms2 細胞 



っていると考えられる。そこで，以降

の実験は Sms1 を中心に解析を行っ

た。 

Sms1 の強制発現を行っても，筋分

化制御因子 MyoD および myogenin，あ

るいは横紋筋型ミオシン重鎖の発現

量は，タンパク質レベルでは大きく

は変化しなかった。これらはいずれ

も転写産物レベルでは増加傾向が見られたものの，統計的に有意な変化ではなかった。このこと

から，Sms1 は筋分化を促進するのではなく，筋細胞の融合を促進すると考えた。 

そこで，筋細胞の融合に関与するタンパク質 myomaker（Millay et al，2013），myomixer の検

出を試みた。これらは転写産物レベルでの顕著な増加は見られなかったが，免疫細胞化学的検出

では Sms1 強制発現によって myomaker 陽性シグナルが増加したことから，Sms1 の強制発現によ

ってもたらされたスフィンゴミエリンの増加は，筋細胞の融合を促進することが明らかになっ

た。 

スフィンゴミエリンは脂質マイクロドメインの構成要素であり，スフィンゴミエリン合成量

の変化によって脂質マイクロドメインの動態が変化する可能性が考えられた。脂質マイクロド

メインの動態が，筋細胞表面の接着タンパク質等の局在を制御することによって筋細胞融合を

調節することが報告されている（Mukai and Hashimoto，2013）。そこで， M-cadherin，β-catenin，

p120-catenin の局在を免疫細胞化学的に検出したが，Sms1 強制発現による変化は見られなかっ

た。その一方で，コレラ毒素 B サブユニット（CTB）によって脂質マイクロドメインの検出を試

みたところ，Sms1 強制発現によって CTB 陽性シグナルが減少することが明らかになった。 

以上の結果により，スフィンゴミエリン合成酵素の強制発現によるスフィンゴミエリンの増

加は，脂質マイクロドメインのダイナミックな変化に影響を与え，myomaker の細胞内局在を変

化させることによって，筋細胞の融合が促進することが考えられる。 
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図 3．Sms1，Sms2 ノックダウンによる影響 
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