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研究成果の概要（和文）： 
ラット筋芽細胞株を通常環境 (1G群) または微小重力環境(CL群) で 5日間分化誘導した後，

さらに 5 日間，重力環境を変えない群 (1G/1G 群，CL/CL 群) と変える群 (1G/CL 群，CL/1G
群) で培養を継続した．1G/1G 群は筋芽細胞が筋管細胞に分化したが，CL/CL 群では筋分化が
抑制された．また，通常環境から微小重力環境に移すと (1G/CL 群) 分化が後退し，逆に微小
重力環境から通常環境に戻すと (CL/1G 群) 分化が一気に促進された． 
 
研究成果の概要（英文）： 

L6 rat myoblast cells were induced differentiation in 1G environment (group 1G) or 10-3G 
environment (group CL).  After 5 days induced differentiation, cells were divided into two more groups 
and cultured for another 5 days.  Subject was continued to culture in same environment (group CL/CL, 
group 1G/1G), the other subject was exchanged culture environment of the cells (group 1G/CL, group 
CL/1G).  Microgravity inhibited myoblast differentiation by morphological observation and molecular 
biological analysis.  The cells in group 1G/CL suppressed differentiation when cells in 10-3G 
environment, while the cells in group CL/1G began differentiation when cells in 1G environment.   
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１．研究開始当初の背景 
近年，世界的に物理的刺激に対する細胞，

生体応答に関する研究が注目され，その機序
の解明と物理的刺激を用いた治療の効果検
証が行われている．宇宙飛行士にみられる筋
萎縮や骨萎縮のような宇宙適応症候群は，地
上の 1G 環境から宇宙の 10-3G 環境に適応す

るために起こる生理的変化である．このよう
な宇宙医学の研究から重力が細胞の増殖・分
化に大きな影響を与えることが分かってき
た．三菱重工業株式会社が共同開発した重力
分散型模擬微小重力装置 (3D-クリノスタッ
ト) は，宇宙開発の技術を利用し，地上でス
ペースシャトル内と同じ 10-3G の微小重力環
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境を再現できる装置である．申請者の所属研
究室でも，これまで重力・磁気・電気・超音
波などの物理的刺激に対する細胞応答につ
いて，独自の研究手法を開発して研究を行い，
物理的刺激によって，細胞の分化や増殖がコ
ントロールできることを報告している．  
これまでに研究代表者は，筋の分化促進に

関する研究を行い，そのメカニズムとして，
細胞接着分子が関与している可能性を見出
した．細胞接着斑 (focal contact) は，α-アク
チニン，パキシリン等，物理的刺激センサー
として働いているとも考えられており，重力
低下 (微小重力環境) という物理的刺激によ
る筋分化抑制メカニズムにも関係している
と推察される． 
 
 
２．研究の目的 
本研究では，重力依存性に筋の分化抑制メ

カニズムの解明を目標に，重力による物理的
刺激センサー分子について検討することに
より，重力という観点から，筋萎縮のメカニ
ズムを検証し，長期臥床による筋萎縮への対
策に繋げたい． 
 
 
３．研究の方法 
（１）細胞培養 
 ラット骨格筋由来の筋芽細胞である L6 細
胞株を用いた．通常の 1G 環境で増殖させた
後，通常の 1G 環境下 (1G 群) または 3D-ク
リノスタット (図 1) を使用した微小重力環
境下 (clinostat: CL 群) で 5 日間分化誘導した
後，その細胞をさらに 5 日間，重力環境を変
えない群 (1G/1G 群，CL/CL 群) と入れ替え
る群 (1G/CL 群，CL/1G 群) で培養を継続し
た． 

 
（２）形態観察 
倒立型位相差顕微鏡 (TE300 Eclipse: Nikon 

Co., Japan) および多機能顕微鏡  (BZ-9000 
BIOREVO: KEYENCE Co., Japan) を用いて，
細胞の形態変化を経時的に観察した． 
 
（３）分化マーカーの mRNA 発現解析 
(RT-PCR) 
 分化誘導 5 日後 (Day 5) と 10 日後 (Day 
10) に Isogen を用いて培養細胞から RNA を
抽出した．濃度測定後， SuperScriptTM II 
(Invitrogen Co., USA) を使用して逆転写反応
を行った．作成した cDNA を鋳型とし，BD 
AdvantageTM 2 PCR Kits (BD Bioscience 
Clonteck, USA) を使用して PCR を行い，筋分
化マーカーおよび筋分化抑制マーカーの
mRNA 発現を解析した． 
 
（４）分化マーカーのタンパク質発現解析 
(Western blot) 

2 x サンプリングバッファー  (125mM 
Tris-HCl (pH 6.8), 20% グリセロール, 2% ド
デシル硫酸ナトリウム, 4% 2-メルカプトエタ
ノール, 0.02% ブロモフェノール・ブルー) に
て培養細胞を回収した．濃度測定後，12.5％
ポリアクリルアミド・ゲルにて SDS-PAGE を
行った．ゲル中のタンパク質をニトロセルロ
ース膜に転写し，4℃で一晩ブロッキングし
た．使用した一次抗体と希釈倍率は，以下の
通りである．抗 MyoD 抗体  (1:1,000)，抗
myogenin 抗体  (1:1,000) ，抗 myf-6 抗体 
(1:1,000) (いずれも Santa Cruz Biotechnology 
Inc., USA) ．内部標準タンパク質には，β-ア
クチン抗体 (1:1,000) (Sigma-Aldrich Co.) を，
二次抗体には西洋ワサビペルオキシダーゼ 
(HRP) 標識抗ラビット IgG 抗体 (1:10,000) 
(Cell Signaling Technology, Inc., USA) を使用
した． 
 
（５）細胞内シグナル伝達の解析 

p38MAPK (Thr180/Tyr182) と SAPK/JNK 
(Thr183/Tyr185) のリン酸化を Western blot に
より解析した．解析には，PhosphoPlus® MAP 
Kinase Antibody Kit (Cell Signaling Technology, 
Inc., USA) を使用した． 
 
 
４．研究成果 
（１）微小重力環境の形態変化への影響 

図 1 三次元重力分散型模擬微小重力 
発生装置 (3D-クリノスタット)  
直行二軸のまわりに試料を 360°回転さ
せ，重力ベクトルを時間軸で積分するこ
とにより 10‐3 G の環境をつくることが
できる． 



 

 

 分化誘導 5 日後 (Day 5)，1G 群は筋管細胞
が観察された (図 2)．CL 群では，筋管細胞が
観察できなかった．分化誘導 10日後 (Day 10)，
重力環境を変えなかった 1G/1G 群では，筋管
細胞が発達し，太い筋管細胞が観察された．
CL/CL 群では，細い筋管がみられた．重力環
境を変えた 1G/CL 群では，形成されていた筋
管細胞が細くなり，筋分化が後退しているよ
うにみえた．一方，CL/1G 群では，Day 7 よ
り筋管が形成され，Day 10 には太い筋管細胞
が観察された． 
 
（２）微小重力環境の筋分化マーカー発現へ
の影響 
 分化誘導 5 日後 (Day 5)，CL 群では筋分化
抑制マーカーである msx1 の発現がみられた
(図 3)．分化誘導 10 日後 (Day 10)，1G/1G 群
は筋分化マーカーの発現がみられ，CL/CL 群
では筋分化マーカーの発現が弱かった (図 4)．
1G/CL 群では，筋分化マーカーの発現が弱く
なり，msx1 の発現もみられた．CL/1G 群では，
Day 5 と比較して筋分化マーカーの発現が強
かった． 
 

（３）微小重力環境の細胞内シグナル伝達へ
の影響 
 分化誘導 10 日後 (Day 10)，1G/1G 群では
細胞分化を促進する p38MAPK の活性がみられ
たが，微小重力環境にあった 1G/CL 群および
CL/CL 群では活性がみられなかった (図 5)．
一方，CL/1G 群は，p38MAPK が強く活性化さ
れた．ストレス反応に関連する SAPK/JNK の
活性には差がなかった． 
 
（４）微小重力環境における遺伝子発現への
影響 

図 4 微小重力環境の筋分化マーカー発
現への影響 (Western blot) 
筋分化マーカー  (MyoD, Myogenin, 
Myf-6) のタンパク質発現を示す． 

図 5 微小重力環境の細胞内シグナル伝
達への影響 (Western blot) 
細胞分化とストレス反に関わる p38MAPK

お よ び ス ト レ ス 応 答 に 関 わ る
SAPK/JNK のリン酸化活性を示す． 

図 2 微小重力環境の形態変化への影響 
分化誘導開始前 (Day 0)，分化誘導 5 日
後および 10 日後の細胞形態を示す． 

図 3 微小重力環境の筋分化マーカー発
現への影響 (mRNA) 
筋分化マーカー (myogenin, myf-6) およ
び筋分化抑制マーカー  (msx1) の
mRNA 発現を示す． 



 

 

ヒト間葉系幹細胞とマウス胚性幹細胞を
1G 環境と微小重力環境で 7 日間培養し，
Human Gene 1.0 ST Array あるいは Mouse 
Gene 1.0 ST Array (いずれも Affymetrix 社) 遺
伝子発現を比較した．得られたデータは，log
対数による発現量を用いて，1G 群と CL 群の
比較を行い，2 倍以上変化があった遺伝子に
ついて検討した．その結果，共通して微小重
力環境で発現が減少する遺伝子は 37，増加す
る遺伝子は 19 あることが分かった (data not 
shown)．特に，共通して発現が減少する遺伝
子の約半数は，アクチンフィラメントや細胞
接着分子等の細胞骨格構成に関連する遺伝
子であった． 
 
（５）まとめ 
本研究では，分化誘導中に筋芽細胞の培養

重力環境を変えることにより，筋分化への影
響を検討した． 

通常の 1G 環境で分化誘導すると (1G 群, 
1G/1G 群)，筋芽細胞から筋管細胞に分化し，
時間の経過とともに太くなり，筋分化マーカ
ーの発現も確認できた．しかし，微小重力環
境では (CL 群, CL/CL 群)，Day 10 に細い筋管
細胞が観察できる程度であり，分化マーカー
の発現も弱く，分化抑制マーカーの発現があ
ることから，筋分化が抑制されたと考えられ
る． 

分化誘導中に重力環境を変えた 1G/CL 群
では，Day 10 の筋管細胞は Day 5 と比較して
細く，筋分化マーカーの発現が弱く，筋分化
抑制マーカーが発現した．一方，CL/1G 群で
は，Day 10 には Day 5 ほとんどみられなかっ
た筋管細胞が観察できた．細胞分化に関与す
る細胞内シグナル伝達である p38MAPK の活性
化が高く，この経路が関与している可能性が
考えられる． 
重力環境の違いによる筋分化状態の変化

は，細胞が細胞自身の置かれた重力環境の変
化を感知し，細胞内シグナル伝達に影響を与
えたものと考えられ，物理的刺激センサー分
子群が筋細胞の増殖・分化に関連することを
強く示唆するものである．微小重力により低
下した物理的刺激センサー分子群への重力
刺激，細胞骨格の発現を，電気刺激や伸長刺
激，あるいは薬剤等で 1G 環境と同程度に戻
すことができれば，筋萎縮を予防できるか可
能性があると考えられる． 
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