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研究成果の概要（和文）：サルコペニアは、筋肉量や筋力の低下によって引き起こされる身体機能の低下を指
す。HIV感染者は、薬剤性、ウイルスによる免疫系の損傷や炎症でサルコペニアのリスクが高まると言われてい
るが詳細は不明である。今回はその成因について細胞実験で解明することを目的とした。マウス筋芽細胞である
C2C12細胞を使用し、分化誘導すると、筋管細胞に分化した際に認められるミオシン長鎖が免疫染色で認められ
たが、抗HIV薬を添加して分化誘導をするとミオシン長鎖が染色されず、分化が抑制されていることが観察でき
た。さらに抗HIV薬による細胞増殖能への影響を調べた。抗HIV薬を添加すると細胞増殖能は低下することが判明
した。

研究成果の概要（英文）：Sarcopenia refers to decreased physical function caused by decreased muscle 
mass and strength. HIV-infected persons are kwown to be at increased risk of sarcopenia as a result 
of medication,and viral damage and inflammation of the immune system, but the details are unknown. 
The purpose of this study was to elucidate the origin of this phenomenon through cell experiments. 
When mouse myoblast C2C12 cells were used and induced to differentiate, myosin long chains, which 
are observed when differentiated into myotube cells, were observed by immunostaining. It could be 
observed that the long chains were not stained and the differentiation was suppressed wne cells were
 cultured with anti-HIV drugs. Furthermore, the effect of anti-HIV drugs on cell proliferation was 
investigated. Addition of anti-HIV drugs was found to reduce cell proliferation.

研究分野： 感染症

キーワード： サルコペニア　HIV　筋芽細胞　加齢

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の研究では、一部の抗HIV薬や筋芽細胞から筋管細胞・筋繊維への分化の抑制につながる可能性が示唆さ
れ、サルコペニアの予防や今後の抗HIV療法の選択にも繋がる結果となった。近年のHIV治療において、副作用の
少ない薬剤が開発され治療の中心となっている。しかし、体重増加などの副作用が報告されているが原因は不明
な点が多かった。HIV患者は生涯内服を継続するため、健康寿命延長のために副作用の少ない薬剤の選択が重要
である。今回の結果はHIV感染者のより副作用の少ない治療薬の選択や、治療指針に影響を与え、HIV感染者に有
意義な結果を残すことができると考えられる。

※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 
サルコペニアは、筋肉量や筋力の低下によって引き起こされる身体機能の低下を特徴とする状
態を指す。通常、加齢による自然な現象として起こるが、慢性疾患や身体的な非活動性、栄養不
良などの要因によっても引き起こされる。ヒト免疫不全ウイルス（HIV）は、CD４陽性リンパ
球に感染し、減少させることによって細胞性免疫不全を引き起こす。HIV 感染者は、ウイルス
による免疫系の損傷や炎症の結果として、サルコペニアのリスクが高まると言われている。ウイ
ルスの慢性感染によって、炎症性サイトカインの放出や体組織のタンパク質代謝の変化が起こ
り、筋肉量の低下が進む可能性が指摘されている。さらに、抗レトロウイルス療法（ART）が行
われウイルス量が検出感度未満となっても、薬剤による副作用としてサルコペニアが引き起こ
されている可能性が示唆されている。 
 
２．研究の目的 
HIV 感染者のサルコペニアの成因について細胞実験で解析し、そのメカニズムを解明すること
を目的とした。サルコペニアは成熟した筋繊維の減少や委縮によって引き起こされる。HIV 感
染者では既知の因子以外の原因、特に抗 HIV 薬によってサルコペニアが促進されていると考え
られ、実際にいくつかの抗 HIV 薬を内服開始すると脂肪が蓄積されることが知られる。しかし、
筋量と抗 HIV 薬の関連については不明な点が多く、今回の研究では抗 HIV 薬が分化にどのよ
うな影響を与えるか、またその原因やメカニズムを同定することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
マウス筋芽細胞である C2C12 細胞を使用し、分化過程での抗 HIV 薬の影響を評価した。現在各国
のガイドラインで推奨されている抗 HIV 薬を中心に、これらが C2C12 細胞の分化、筋肉特異的遺
伝子の発現、および筋線維形成に及ぼす影響を下記の方法で検討した。C2C12 細胞は増殖メディ
ウム（10％%FBS を含む DMEM）で培養した後、血清分化培地（2％ウマ血清を添加した DMEM 培地）
による分化誘導を行い、5日目以降に筋管が形成されていることを確認し実験に使用した。抗 HIV
薬は、現在各国ガイドラインで第一選択薬のものを中心に選択し、分化メディウムに添加し、
C2C12 細胞の分化プロセスへの影響を評価した。 
 
(1)蛍光免疫染色による筋繊維形成観察 
C2C12 細胞を各種培地で一定期間培養した後、2%PFA で固定を行った。0.5% triton-X100 で細胞
の浸透化を行った後、2%BSA でブロッキングを行った。その後 1次抗体に抗ミオシン重鎖サブユ
ニット抗体、2次抗体に Alexa Fluor® 488 抗マウス抗体を使用し、蛍光免疫染色を行い観察し
た。 
 
(2)LDH assay, MTT assay による細胞増殖能や細胞障害性の評価 
C2C12 細胞を 96well プレートに播種し、各種培地で一定期間培養した後 LDH assay、MTT assay
を行った。LDH assay には ROCHE Cytotoxicity Detection Kit を、MTT assay には Nacalai MTT 
細胞数測定キットを使用し、それぞれ添付文書に従い測定を行った。 
 
(3)リアルタイム CR法による筋分化誘導因子の解析 
C2C12 細胞を 12well プレートに播種し、各種培地で一定期間培養した後、フェノール・クロロ
ホルム抽出法により RNA を回収した。ReverTra Ace® qPCR RT Master Mix（TOYOBO）で cDNA 
を合成した後に、リアルタイム PCR 法によって筋分化誘導因子測定を行い、相対定量解析を行
なった。 
 
４．研究成果 
サルコペニアを呈する骨格筋組織においては、筋芽細胞から筋管細胞・筋繊維への分化が抑制さ
れていることが考えられる。我々は、C2C12 に分化メディウムを加えることで筋繊維が形成され
ることを確認し、その次に分化メディウムに各種抗 HIV 薬を高濃度添加した。その後、6日目に
ミオシン重鎖サブユニット抗体で免役染色を行い、筋細胞の形成、融合を観察した。通常の増殖
メディウムでミオシンが染色されていない一方、分化メディウムにおいては緑色に蛍光染色さ
れていることが認められ、筋繊維への分化が確認できた。また、抗 HIV 薬のうち、インテグラー
ゼ阻害剤 A,B,C を添加した分化メディウムで培養した細胞は、薬剤が高濃になると筋管細胞・筋
繊維への分化が阻害・遅延することが示された（図１）。その一方で薬剤 Dを添加したものでは、
通常の分化メディウムで培養した細胞と同じ程度への分化が確認できた。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１。C2C12 細胞を各種メディウムで培養を行い、抗ミオシン重鎖抗体で染色を行った。 
 
また、抗 HIV 薬の細胞障害性によって筋繊維への分化が阻害されている可能性を考え、MTT assay
による細胞障害性、細胞増殖能の評価を行った。LDH assay ではいずれの抗 HIV 薬でも細胞障害
性は示されなかった一方で、MTT assay では前述のインテグラーゼ阻害剤を高濃度添加した細胞
では吸光度が低下しており、細胞障害性はないものの細胞増殖に影響する可能性が示唆された
（図 2）。 
 

 
図 2 C2C12 細胞を各種メディウムで刺激した後、MTT assay を行った。抗 HIV 薬 A,B,C では有
意に吸光度の低下が認められ、細胞増殖能が低下していることが示唆された。 
 
C2C12 が分化する過程で、myogenin をはじめとする筋細胞特異的遣伝子群の発現を誘導する転
写因子の活性化が認められることが知られる。抗 HIV 薬によってこれらの転写因子の発現量が
どのように変化するか RT-qPCR 法によって測定した。抗 HIV 薬の中で myogenin は抗 HIV 薬 Aに
よって発現量が低下を認めた一方、B、C の薬剤に関しては低下を認めなかった。また、その他
の転写因子に関しては陽性コントロールである分化メディウム刺激群と有意差は示されなかっ
た。 
本研究結果は C2C12 細胞に抗 HIV 薬を添加することによって、筋管細胞の形成を遅延、阻害して
いることが示された一方で、筋分化に関連する転写因子の遺伝子発現の変化は現段階では明ら
かにならなかった。これらの結果は抗 HIV 薬が筋芽細胞の分化を完全に阻害するわけではなく、
増殖速度や分化速度を低下させることが示唆された。そのため培養期間を長期に取ることで筋
細胞が十分に分化する可能性がある。しかしながら、筋芽細胞の分化が遅延すれば成熟した筋繊
維は低下するため、これら抗 HIV 薬がサルコペニアの成因の一つになっていることが予想され
る。今後は実臨床での患者データも収集し、抗 HIV 薬とサルコペニアの関連について明らかにす
る予定である。 
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