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研究成果の概要（和文）：人口増加や気候変動による食糧危機が叫ばれるなか、良質な動物性
タンパク質の安定供給は人類の生存に極めて重要である。このため家畜・家禽１個体当たりの
骨格筋量を増加させ、食肉の生産性（生産効率・量）を飛躍的に向上させる安全安価な技術開
発が待たれている。本研究では、筋肥大誘導の最大の標的である分子機構「筋幹細胞の活性化・
休止化の機構」の分子基盤を解明し、また、これを食品成分で制御できる可能性を提示した。

研究成果の概要（英文）：Skeletal muscle regeneration and work-induced hypertrophy rely on molecular
events responsible for activation and quiescence of resident myogenic stem cells, satellite cells.  The
present studies of satellite cells in culture and in vivo demonstrated the essential role of hepatocyte
growth factor (HGF) in the activation cascade of events including Ca-calmodulin complex formation,
nitric oxide synthase (cNOS-1) activation, NO radical production, matrix metalloproteinase (MMP)
activation, HGF release with associated extracellular segments of proteoglycans, and HGF binding to
the high-affinity receptor, c-met.  These experiments also revealed that HGF could induce satellite cell
quiescence by stimulating myostatin expression, however, the HGF concentration required (over 10-50
ng/ml) is much higher than that for activation (2.5 ng/ml).  Considering that HGF is produced by
satellite cells and other cells in response to muscle damage, local concentrations of HGF bathing satellite
cells may reach a threshold sufficient to induce myostatin expression.  This time-lag may delay action
of the negative feedback signaling in proliferating cells during initial phases of muscle regeneration,
therefore, the time-coordinated increase in extracellular concentrations of HGF is a key modulator for
the two contrary pathways having low and high thresholds.  According to this scenario, the cell
activation and quiescence may be a temporally coordinated sequence of events centering on the actions
of HGF on myogenic cells.  By understanding the “mechano-biology” of satellite cells, we will be able
to design new procedures that specifically target activation and quiescence to enhance muscle growth
and repair, contributing to the meat-animal production and human sports and health sciences aimed to
enhance physical performance and medical therapies for muscular dystrophy and age-related atrophy.  
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１．研究開始当初の背景
骨格筋の肥大・再生は、筋肉の幹細胞であ
る衛星細胞の増殖活性に依存している。衛
星細胞は、1) 通常、休止期に保持されてい
るが、物理刺激を受けると細胞分裂周期に
復帰（活性化）し増殖を開始する。また 2) 増
殖した衛星細胞は自律的に休止期に移行（休
止化）し増殖を停止する特徴を持つ。この
相反機構により骨格筋の大きさは制御され
ており、実際、休止化因子マイオスタチン
の遺伝子をノックアウトし休止化を阻害す
ると骨格筋は劇的に肥大することが知られ
ている。本研究代表らのグループはこれま
でに、活性化機構に関して、物理刺激をト
リガーとした「肝細胞増殖因子(HGF)と一酸
化窒素(NO)ラジカルに依存的な機序」を調
べてきたが、休止化の分子機構（マイオス
タチンの発現機構）は全く不明であった。
これらの仕組みを解明できれば、活性化を
促進し休止化を抑制する画期的な筋肥大促
進技術が創出されると期待される。

２．研究の目的
筋肥大誘導の最大のターゲットである分子
機構「衛星細胞の活性化機構および休止化
機構（マイオスタチンの発現機構）」の分子
基盤を解明し、これを機能性食品成分で制
御できる標的分子を見出すことを目的とし
た（研究期間内に実施）。この機能性成分を
補助飼料（サプリメント）として家畜・家
禽に給餌し、安全・安価かつ要時的にナチ
ュラル筋肥大を誘導する画期的な技術開発
を志向しており、将来、骨や腱の成長・発
達および脂肪交雑と協調した筋肥大誘導シ
ステムを構築し、次世代の食肉生産制御技
術を創生することを最終目標に設定した。
以て、優れた動物性タンパク質資源の効率
的な生産に資することを目標とする。

３．研究の方法
①実験系：衛星細胞の初代培養系を用いた。
即ち、９-10か月齢の成熟したSprague-
Dawley種の雄ラット骨格筋から、Allenら
の方法（1997）の改良法（Tatsumi et al.
2006）に従い、休止期に同調した衛星細胞
を単離した。得られた衛星細胞標品の純度
をc-metとPAX7の発現を指標として検定し
（Allen et al. 1991）、97%以上の標品を
実験に供試した。
②物理刺激の負荷方法：培養液は10%正常
ウマ血清を含むDMEM基礎培地であり、播種
24時間後の衛星細胞に対して、FLEXERCELL
FX-2000システムを用いて伸展刺激を２時
間、断続的に負荷した。これまでの実験と
同様に、伸展率を25%に設定し、これを５
秒間保持した後、２秒間で開放するパター

ンを繰り返した。
③活性化・休止化アッセイ：常法に従い、
ブロモデオキシウリジン（BrdU）のパルス
標識法により増殖期にある衛星細胞の割合
を測定した。
④mRNA・タンパク質の発現解析：リアルタ
イム RCR、western blotting、細胞免疫染
色により、各種標的分子の発現および分泌
を調べた。

４．研究成果
①衛星細胞の活性化機構：物理刺激をトリ
ガーとした活性化機構に、マトリックスメ
タロプロテイナーゼ (MMP)と呼ばれる酵素
が関与していることを明らかにした（FIG. 1
参照）。MMP には 20 種以上のサブタイプがあ
るが、そのうち MMP2 が一酸化窒素ラジカル
(NO)依存的に酵素活性を発現し、細胞外マ
トリックスからの衛星細胞活性化因子 HGF
の遊離に関与していることを実証した。即
ち、HGF は細胞外マトリックスの主要成分で
あるプロテオグリカンの糖鎖に結合・保持
されており、プロテオグリカンのコアタン
パク質を MMP2 が切断すると、HGF が細胞外
マトリックスから遊離すると考えられた。
　また、NO 合成酵素の活性化にはカルシウ
ムイオンの流入（細胞内カルシウムイオン
濃度の上昇）とカルモジュリンが必須であ
ることを、カルシウムイオン導入剤および
カルモジュリン特異的阻害剤などを用いた
実験により明らかにした（FIG. 2 参照）。



　これらの研究成果により、これまでに追
究してきた衛星細胞の活性化機構が、物理
刺激をトリガーとして作動する「カルシウ
ムイオン・カルモジュリン・NO合成酵素・NO・
MMP2・HGF・HGF 特異的高親和性受容体 C-MET
を要素とするカスケード」であることが解
明された（FIG. 4 パネル A参照）。
②衛星細胞の休止化機構：ラット骨格筋か
ら単離した衛星細胞の初代培養系を用いて、
活性化因子 HGF の濃度が 10 ng/ml を超える
と細胞増殖が抑制され、休止化することを
見出した（FIG. 3 参照）。この現象は休止化
誘導因子であるマイオスタチンの中和抗体
の添加によりキャンセルされたことから、
HGF による休止化誘導がマイオスタチンの発
現・分泌に完全に依存していることが明ら
かとなった。事実、高濃度 HGF によってマ
イオスタチンの発現・分泌が誘導されるこ
とは RT-PCR、ウェスタンブロッティング、
細胞免疫染色により確認された。

　次に、高濃度HGFによるマイオスタチン発
現機構を追究するため、neuropilin-1 (Npn-
1)と呼ばれる細胞膜受容体に着目した。Npn-
1の生理活性を阻害する中和抗体を培養液に
添加すると、マイオスタチンの発現および細
胞の休止化が完全にキャンセルされたことか
ら、Npn-1がHGFの低親和性受容体である可能
性が示唆された。事実、HGFで処理した衛星
細胞の溶解物に対してNpn-1特異的モノクロ
ーナル抗体で免疫沈降を行なうと、HGFが検
出されたことから、Npn-1は直接的あるいは
間接的にHGFと結合することがわかった。
Npn-1の細胞外ドメインにはへパラン硫酸プ
ロテオグリカンの糖鎖と類似した陽電荷クラ
スター構造が存在することから、これにHGF
が結合するとマイオスタチン発現シグナルが
発生するものと推測された。
　筋が損傷や物理刺激を受けると、衛星細
胞、肝臓や脾臓で HGF の合成が開始される

ことが知られている。従って、筋肥大・再
生の過程で衛星細胞周辺の HGF が高濃度に
達すると推測され、HGF が Npn-1 からなる低
親和性受容体に結合するとマイオスタチン
が発現し、細胞が休止化するという分子機
構が示唆された（FIG. 4 パネル B 参照）。こ
の休止化機構モデルに従えば、受容体 Npn-1
のアンタゴニストによりマイオスタチンの
発現を抑制できる可能性があり、これによ
り衛星細胞の休止化抑制、即ち、細胞の増
殖活性を高い状態で保持し筋肥大を劇的に
誘導することができると予想される。本研
究では、このアンタゴニスト活性をもつ成
分を食品やその製造残渣に見出すことを指
向し、牛肉の塩水加熱抽出液やリンゴ幼果
のポリフェノールなど幾つかの食品素材を
試行したが、期待のマイオスタチン発現抑
制活性は認められなかった。他の食品素材
の網羅的な検索が待たれた。
③活性化と休止化の時系列的進行モデル：
衛星細胞の活性化は 2.5 ng/ml という極低
濃度の HGF で最大に誘起されることから、
前述の通り細胞外マトリックスから遊離す
る HGF により火急的に衛星細胞が活性化さ
れると考えられた。 続いて、衛星細胞や肝
臓、脾臓などで合成分泌される HGF により
衛星細胞周辺の HGF 濃度が遅延的に高くな
り休止期に誘導されると予想された。 これ
はまさに「HGF 濃度依存的な相反反応」を提
起するものであり、休止化機構は、HGF とマ
イオスタチンの遺伝子発現・タンパク質合
成に要するタイムラグを利用した遅延型作
動装置であり、活性化と休止化の相反反応
は物理刺激で共作動するようプログラムさ
れていると予想された。

 FIGURE 4.  Delayed action model for satellite cell quiescence.  
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