
地方独立行政法人東京都健康長寿医療センター（東京都健康長寿医療センター研究所）・東京都健康長寿医療セ
ンター研究所・研究員

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８２６７４

基盤研究(C)（一般）

2021～2019

高品質な培養ヒト筋細胞を用いたサルコペニアの予防・治療法の開発

Development of a method for the prevention and treatment of sarcopenia using 
high-quality cultured human muscle cells.

５０７５００８０研究者番号：

周　赫英（Zhou, Heying）

研究期間：

１９Ｋ１１７１０

年 月 日現在  ４   ６ ２７

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：ヒトの筋衛星細胞を用いてIn vitroで筋管細胞を作成し、280種類の天然由来生理活
性物質を筋管細胞に直接作用させた結果、筋肥大効果のある化合物35種類を見出した。これらの化合物は今後サ
ルコペニアに対する予防・治療に有効な物質であると期待される。また、細胞表面マーカーCD82発現は筋衛星細
胞の筋管形成能力を反映することを確認し、CD82陽性細胞をさらに細分画することで高品質なヒト筋衛星細胞を
濃縮することが可能になる。免疫不全筋ジストロフィーマウスに移植をしたところ、CD82高発現細胞を移植した
マウス骨格筋にヒト由来の筋線維が、CD82低発現細胞を移植した骨格筋より多く再生された。

研究成果の概要（英文）：We generated myotubular cells in vitro using human myosatellite cells, and 
directly applied 280 naturally occurring bioactive compounds to the myotubular cells. As a result, 
we found 35 compounds with muscle hypertrophic effects. These 35 compounds are highly expected to be
 effective substances for prevention and treatment of sarcopenia in the future.
In addition, we confirmed that the cell surface marker CD82 expression reflects the myotube-forming 
ability of muscle satellite cells. Taking advantage of this feature, they were able to enrich 
high-quality human muscle satellite cells by further fractionating CD82-positive cells. When 
transplanted into immunodeficient muscular dystrophy mice, more human-derived myofibers 
(human-specific spectrin-positive myofibers) were regenerated in the skeletal muscles of mice 
transplanted with CD82 high-expressing cells than in those transplanted with CD82 low-expressing 
cells.

研究分野： 骨格筋

キーワード： 筋再生

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
骨格筋は運動や身体活動を司る組織であり、その機能低下はQOLやADLの低下に直結する。健康長寿を実現するた
めにはサルコペニアの予防・治療が極めて重要となる。天然由来栄養素をヒト骨格筋細胞に直接作用させ、35種
類の筋肥大効果がある化合物を特定し、これらの物質を用いて今後ヒトに適用される予防・治療法開発に研究を
進める。
また、骨格筋の優れた再生能力を利用し、より高品質なヒト筋幹細胞を濃縮し、in vitroおよび 生体内での骨
格筋再生に対する効果を検証した。ヒト筋幹細胞の品質を反映する細胞表面マーカーを指標に高品質な幹細胞を
濃縮することで、高効率な細胞移植治療の実現につながると期待できる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通）

１．研究開始当初の背景
健康寿命を延伸するため、日常的な身体活動を担う骨格筋が鍵を握っている。加齢に伴い筋肉量
の減少や筋機能の低下はサルコペニアと呼ばれ、OOL や ADL の低下に直結し、死亡や要介護
化のリスクが高まる。超高齢社会を迎えた日本国において、健康長寿を実現するためには筋萎縮
の抑制、筋量・筋機能回復は一つ大きな課題となっている。そのため、サルコペニアに対する有
効な予防・治療法の開発は国民の健康の維持・増進のために極めて重要である。サルコペニアの
要因の一つは栄養不足である。高齢者における低栄養によって、低体重、サルコペニアが顕在化
してくる。臨床への早期展開および高齢者への早期適用の観点から、サルコペニアの予防・治療
には栄養素などの天然由来成分の効果に期待している。栄養素による筋肥大・抗萎縮効果を観察
するには、株化細胞や動物細胞はヒト細胞と生理活性物質に対する応答性や有効濃度が異なる
ため、ヒト細胞を用いる研究が求められる。
一方、骨格筋は優れた再生能力を有してある。基底膜と筋細胞膜の間に、通常静止状態の筋衛星
細胞と呼ばれる筋幹細胞が局在し、損傷が生じると活性化され、増殖、分化、融合を経て新しい
筋線維を形成することで骨格筋を再生する。加齢によるサルコペニアの病態においては、筋衛星
細胞数の減少や機能の低下がみられる。骨格筋に再生する方法として、細胞移植治療が期待され
ている。細胞レベルで十分な筋分化能力を持つ、純化された筋衛星細胞（もしくは筋芽細胞）を
体内に移植することで、骨格筋に関する細胞移植医療の実現につながると期待する。

２．研究の目的
本研究は、ヒトに適用されるサルコペニアに対して効果的な予防・治療法の開発を目指している。
ヒトの筋衛星細胞を用いて筋管細胞を作製し、天然由来生理活性物質の筋肥大効果または抗萎
縮効果を検証し、サルコペニアに対する予防・治療に有効な物質を見出す。
同時に、骨格筋の優れた再生能力を利用し、ヒト由来の筋幹細胞を移植再生医療への応用も視野
に、ヒト筋幹細胞の質に比例した発現をする細胞表面マーカーCD82を用いて、より高品質なヒ
ト筋幹細胞を濃縮する方法の開発も試みる。

３．研究の方法
①高品質ヒト筋衛星細胞の確定
ヒト骨格筋から筋幹細胞を単離、培養する技術は既に確立され、in vitroで筋管細胞に分化誘
導することは可能である。倫理委員会承認の下で提供を受けたヒト骨格筋から細胞を増幅培養
する。セルソーターを用いて、ヒト筋衛星細胞に特異的なマーカーであるＣＤ56とＣＤ82に対
する抗体染色を行い、細胞を純化・分取する。品質管理(これらの細胞を増殖させ、分化誘導し、
分化能の評価を行った後)を経て、品質が保証された筋衛星細胞を研究に供する。

②筋肥大応答の確認および高品質ヒト筋管細胞を用いた天然生理活性物質ライブラリーのスク
リーニング
上記の高品質株を増殖、筋管細胞へ分化誘導し、形成された筋管細胞に、まず既知の筋肥大作用
を有する薬剤を作用させ、筋肥大効果を確認する。その後、ヒト筋管細胞を 96-well プレートで
培養し、食品成分を含む 280 種類の天然由来生理活性物質を添加し、３日間直接作用させる。ミ
オシン重鎖の免疫蛍光染色を行い、筋管細胞の面積をハイスループットイメージングシステム
で定量し、化合物による筋肥大効果を評価する。

③細胞表面マーカーCD82 の遺伝子発現レベルにより、ヒト筋衛星細胞の分化能を確認する。さ
らに FACSを用いて、CD82高発現のロットを、CD82発現に応じて、高発現分画と低発現分画に更
に分離し、高品質なヒト骨格筋幹細胞を濃縮する。これらの細胞を継代培養観察し、継代培養に
よる CD82 遺伝子発現の変化と分化能との関連性を調べる。

④In vitroにおいて CD82 遺伝子機能と筋分化能との関連性を検討するため、レンチウイルスベ
クターを用いて、ヒト筋衛星細胞においての CD82 遺伝子過剰発現を行う。レンチウイルスベク
ターにヒト CD82 遺伝子を導入し、ヒト細胞にその CD82 遺伝子強制発現したレンチウイルスを
感染させる。感染した細胞を単離し、CD82 遺伝子強制発現による筋分化関連遺伝子の変化、細
胞増殖および分化能への影響を解析する。

⑤CD82 遺伝子発現レベルと筋分化能との関連性を生体内で検証する。CD82発現レベルの異なる
ヒト筋衛星細胞由来の筋芽細胞を、免疫不全筋ジストロフィーマウスの骨格筋に移植し、ヒト特
異的ラミン、ヒト特異的スペクトリン抗体免疫染色を行い、CD82 シグナルの強弱による筋再生
能力の相違を検討する。

４．研究成果 



①栄養素をヒト筋細胞に直接作用し、筋管細胞の面積を比較検討した結果、筋肥大効果があ
る 35 種類の天然物由来化合物を特定した（表１）。中には、筋管を肥大させた作用を持つ物
質だけではなく、筋管の数を増加させた効果を持つ物質も含まれた（図１）。

Area - pixel Nuc count in Myotube CHEM_NAME 

15015922 3727.5 Demecolcine 

14003026 2906.5 Luteolin 

13841601 3693.5 Colchicine 

13490701 2355.5 1alpha 25-Dihydroxyvitamin D3 

13439689.5 2866.5 Pristimerin 

12240196.5 2791.5 Podophyllotoxin 

11539809.5 2185.5 20-Hydroxyecdysone

11094731 1929 ACACETIN 

10478573 1913 Dihydromyricetin 

10443211 1977 Psoralen 

10409873 1879 APIGENIN 

10115174.5 2098.5 Auraptene 

9892549 1843 (-)-Arctigenin 

9813204.5 2146.5 Ergosterol 

9779065 1933.5 GLYCERYL LAURATE 

9661883.5 1956.5 Lupeol 

9646572 1889 STREPTOZOTOCIN 

9603446 1939.5 D-alpha-Tocopherol succinate

9565810 2233.5 Maslinic 

9520936 2196.5 Ellagic 

9494582 1471 Hypericin 

9455081 1796.5 Esculin hydrate 

9438484 1951 L-THEANINE

9426839 2087.5 Forskolin 

9384429 2213.5 Kinetin 

9349154.5 2036.5 Ergocalciferol 

9334259.5 1782 Papaverine hydrochloride 

9183043.5 1723.5 Fusidic acid sodium salt 

9182007.5 2070 Resveratrol 

9166545.5 1829.5 Cyclopiazonic acid 

9162537.5 2190 Rosmarinic 

9144145 2011.5 Hesperidin 

8957506.5 2048 Chrysin 



8917997 1986.5 Melatonin 

8750245.5 1963.5 Shikonin 

8705504.5 1986 (+/-)-Catechin 

8465154.5 1994.5 (-)-Epicatechin 

8401179 1813.5 Caffeine 

6292013.6 1179.4 Negative Control (SR1-DMEM) 

8063282.9 1374.5 Positive Control Clenbuterol; 10uM 

表１．筋肥大効果が確認された化合物リスト

図１．化合物添加により筋肥大効果（一部データ） 

②CD82 遺伝子発現は幹細胞性の指標である Pax7 の発現レベルとよく相関する(図２)。CD82 高
発現細胞の分化がよく、巨大な筋管細胞が形成され、CD82 の発現は筋形成能を反映する。CD82
の発現が元々高い高品質ロットを、CD82 の発現レベルに応じて高発現分画と低発現分画にさら
に分離したところ、高発現分画で Pax7、MyoG 遺伝子の発現がより高く、分化能も高かったこと
が確認された。

図２．異なる分化能を持つヒト筋衛星細胞における CD82、Pax7 遺伝子発現。

CD82 高発現分画細胞を分離し、継代培養したところ、高発現分画細胞は一定の割合で維持され
たが、低発現へと転ずる細胞が出現した。一方、CD82 低発現分画細胞を継代培養しても、高発
現分画が出現することはなかった。CD82 の発現は継代培養を重ねると不可逆的に低下するが、
継代培養による幹細胞の品質低下を反映している（図３）。 
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図３．CD82 高発現分画細胞と低発現分画細胞を継代培養した筋管写真 

③CD82 遺伝子を約 20 倍過剰発現させたが、Pax7、MyoD 遺伝子発現の連動は認められなかった。
一方、CD82 遺伝子強発現細胞における MyoG 遺伝子発現は大きく上昇した。細胞増殖アセイの結
果、CD82 を過剰発現させると、細胞増殖が促進された。また、分化した筋管細胞の面積をハイス
ループットイメージングシステムで定量比較したところ、CD82 強制発現した細胞から形成された
筋管面積はコントロール群と比べ、有意に増加した。

図４．CD82 遺伝子強制発現による筋分化関連遺伝子の発現変化と細胞増殖の違い 

④マウス生体内移植の解析結果、CD82 発現が異なるヒト細胞を移植したマウスの筋重量に有意
な差はなかった。移植した骨格筋組織を、ヒト特異的ラミン抗体とヒト特異的スペクトリン抗体
で免疫染色をした結果、CD82 発現が低いヒト細胞は移植されたマウス骨格筋の間質や筋細胞の
外に生着し、筋線維に形成することは殆どなかった。一方、CD82 高発現のヒト筋細胞を移植し
たマウス骨格筋に、ヒト由来の筋線維は多数確認された（図５）。

CD82 低発現細胞移植  CD82 高発現細胞移植 

図５．免疫不全筋ジストロフィーマウス骨格筋中のヒト筋衛星細胞（緑）とヒト筋線維（赤）
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まとめると、35 種類の筋肥大効果がある栄養素について、今後マウスを用いて生体内での効果
と安全性を確認し、ヒトに適用できるよう慎重に検討する必要がある。また、CD82 高発現ヒト
筋衛星細胞は増殖能も分化能も優れているが、生体内で形成されたヒト筋線維数は移植された
細胞数に比例しないことから、細胞移植治療の実現に向けて、更なる研究が必要と考える。
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