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研究成果の概要（和文）：骨格筋の修復・再生は骨格筋幹細胞によって行われる．骨格筋幹細胞

の自己複製は個体の生涯にわたって骨格筋を維持するために必須の現象である．本研究では骨

格筋幹細胞由来の株細胞 C2C12 を用いて，未分化かつ休眠状態を維持するリザーブ細胞がア

ダプタータンパク質 Grb2，グアニンヌクレオチド交換因子 Sos，低分子量 G タンパク質 Ras

を介する情報伝達系によって形成されることを明らかにした．このことから，筋再生の過程で

活性化した骨格筋幹細胞が Grb2-Sos-Ras 依存的に休眠状態へと移行することによって，骨格

筋幹細胞の自己複製が行われることが示唆された． 

 
研究成果の概要（英文）：Skeletal muscle stem cells, usually called satellite cells, play central 

roles in skeletal muscle repair and regeneration. The self-renewal of satellite cells supports 

a remarkable regenerative potential of skeletal muscle. In this research, it was 

demonstrated that formation of reserve cells, which are quiescent and undifferentiated 

C2C12 myogenic cells, were controlled by Grb2-Sos-Ras mediated signaling pathways, 

suggesting that skeletal muscle satellite cells are maintained as a result of quiescence of 

activated satellite cells via those signaling pathways. 
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１．研究開始当初の背景 

われわれの体を構成するほぼ全ての組
織・器官には体性幹細胞が存在し，成長や細

胞の入れ替わり，損傷修復のために働いてい
る．個体の生涯にわたって組織の再生能を維
持するためには，体性幹細胞は厳密な管理の
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下で維持されていると考えられる．つまり，
平静時には休止状態にある幹細胞は必要時
に過不足なく活性化され，必要な数の前駆細
胞を産生すると同時に自身をも複製する必
要がある．体性幹細胞の活性化や自己複製の
制御に関わる分子機構の解明は，生命を支え
る再生現象を理解するためにはもちろんの
こと，再生医療への応用の上でも極めて重要
な課題となっている．本研究課題では体性幹
細胞の自己複製機構の解明を目指し，その解
析系として骨格筋に注目する．筋衛星細胞と
も呼ばれる骨格筋幹細胞は最近その自己複
製能が in vitroおよび in vivoで証明された．
筋衛星細胞は特別な装置なしに高純度の単
離が可能であることに加え，通常の条件では
骨格筋にしか分化しないことから多分化能
を示す他の体性幹細胞に比べて扱いが容易
である．また，幹細胞を休止状態のまま単離
することが可能であるため，幹細胞の活性
化・不活性化の遷移過程の解明に適している．
さらに，筋衛星細胞は他の体性幹細胞に先駆
けて老化に伴う再生能低下の分子機構が示
されたこともあり，再生医療や老化研究にお
いて中心的な対象となることが予想される． 

 

 

２．研究の目的 

骨格筋幹細胞の自己複製機構として，1) 環
境の非対称性に起因する分化運命の決定，2) 

細胞内因子の発現に起因する分化運命の決
定，3) 細胞内因子の局在に起因する非対称分
裂，4) 活性化した骨格筋幹細胞の休眠状態へ
の移行，5) 骨格筋以外の幹細胞（血球系幹細
胞や血液血管前駆細胞）から骨格筋幹細胞へ
の分化，といったモデルが提唱されている．
これらは排他的なモデルではなく，現実には
複数の機構が関与していると想像されてい
る．マウス筋芽細胞株 C2C12 は骨格筋研究
において一般的に用いられている細胞であ
り，分化形質を示す筋管と休眠状態の骨格筋
幹細胞と同様の形質を示すリザーブ細胞の 2

種類の細胞が均一な細胞集団から形成され
る．そこで本研究では骨格筋幹細胞自己複製
機構として 4) 活性化した骨格筋幹細胞の休
眠状態への移行，に注目し，C2C12 培養系を
用いてリザーブ細胞形成に関与する刺激・情
報伝達系を明らかにすることを目的とした． 

 

 

３．研究の方法 

 マウス筋芽細胞株 C2C12は 20％胎児ウシ血
清を含む DMEM中で継代培養し，分化誘導を
行う際には細胞播種の 24時間後にインスリ
ン，トランスフェリン，亜セレン酸ナトリウ
ム，ウシ血清アルブミンを含む DMEMに培養
液交換した．各種阻害剤の添加あるいは
siRNA のトランスフェクションは培養液交換

と同時に行った．72 時間後に細胞をホルマリ
ン固定し，筋分化調節因子 MyoDおよび抗ア
ポトーシス因子 Bcl-2 の免疫染色を行った．
筋分化した細胞は MyoD陽性/Bcl-2 陰性，リ
ザーブ細胞は MyoD 陰性/Bcl-2陽性として判
定し，全核数に占める各種細胞の割合を算出
した． 
 
４．研究成果 

マウス骨格筋由来の筋芽細胞株 C2C12を用
いて骨格筋幹細胞の休眠状態への移行また
は休眠状態の維持に関与する因子を探索し
た．増殖状態，筋分化状態，休眠状態となる
ように培養した C2C12細胞から RNAあるいは
タンパク質を抽出し，RT-PCR 法やウェスタン
ブロッティング法によって解析を行った．先
行研究に照らし合わせて休眠状態の誘導ま
たは維持に関与していると予想される分子
に注目したところ，Klf-4 と Tie-2 について
興味深い結果が得られた．Klf-4 は休眠状態
の細胞，つまりリザーブ細胞において，増殖
中の細胞や筋分化した細胞に比べて有意に
高い発現が認められた．一方，Tie-2は mRNA
レベルでは細胞の状態にかかわらず一定の
発現が認められたものの，タンパク質レベル
では増殖細胞の培養上清のみに可溶性 Tie-2
と思われるバンドが検出されることがわか
った．Klf-4 および Tie-2 の役割については
さらなる研究の発展が期待される． 

また，特定の遺伝子産物の機能を調査する
ためにジーンサイレンシング法が有効と考
え，C2C12 細胞に対する siRNA トランスフェ
クションの最適化を試みた．特に，休眠状態
の維持に関わる分子の機能を明らかにする
ために，休眠状態の細胞に対するジーンサイ
レンシング法の確立が必須と考えた．そして，
トランスフェクションの直前に適切な前処
理を行うことで休眠状態の細胞にも効率的
なトランスフェクションが可能であること，
実際に Grb2 アダプタータンパク質のノック
ダウンが可能であることを証明した（Nagata 
et al 2010）．この方法を利用することによ
り，骨格筋幹細胞の休眠状態の維持および活
性化を制御する分子機構の解明が大きく進
展すると期待している． 

C2C12 細胞を用いて骨格筋幹細胞の休眠状
態への移行または休眠状態の維持に関与す
る因子を探索する中で，情報伝達系からのア
プローチを試みた．ERK，JNK，p38 MAPK，PI3K 
，Akt の阻害を行ってもリザーブ細胞形成に
変化は生じなかったが，Grb2 のノックダウン
によりリザーブ細胞が顕著に減少した．MEK
阻害剤，Raf-1阻害剤，Rb/Raf-1 相互作用阻
害剤，Ras 阻害剤を用いた実験により，
Raf-MEK-ERK シグナルの阻害はリザーブ細胞
化に関与しないこと，低分子量 G タンパク質
Rasの阻害は Grb2ノックダウンと同等の結果



 

 

をもたらすことを明らかにした．これらの結
果から，Grb2-Sos複合体によって活性化され
た Rasが Raf-MEK-ERK以外の情報伝達系を介
してリザーブ細胞化を引き起こすことが考
えられる． 
さらに，筋分化調節因子 MyoD をノックダ

ウンすることで，ほぼすべての細胞がリザー
ブ細胞化することを明らかにした．MyoD の機
能が Ras によって抑制されることから，リザ
ーブ細胞形成においては Grb2-Sos 複合体に
よる Rasの活性化とそれに引き続いて起こる
MyoD の機能抑制が重要な役割を担っている
と考えられる． 

本研究により，活性化された骨格筋幹細胞
が再び休眠状態に戻る過程の一端を解明す
ることに成功した．骨格筋幹細胞の自己複製
は個体の生涯にわたって骨格筋再生能を維
持するために必要な過程であり，その解明は
筋疾患や老化による筋再生能の低下を克服
するために役立つものと期待している． 
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