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研究成果の概要（和文）：「筋細胞と脂肪細胞の関係」ならびに「筋細胞と神経細胞の関係」に焦点を当て、これらの
細胞が分泌する生理活性因子を介したローカルな細胞間コミュニケーション機構を追究した。①筋細胞及び脂肪細胞が
産生・分泌する生理活性因子の時系列的発現パターンを明らかにした。②筋細胞が分泌するミオスタチンが脂肪細胞の
成熟化を抑制する機構を明らかにした。③生理活性因子と相互作用し細胞間コミュニケーションを調節する細胞外マト
リックス分子を同定した。③筋再生過程において、筋衛星細胞はHGF依存的に神経軸索ガイダンス因子Sema3Aを合成・
分泌することで運動神経末端の再接着を制御していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：As skeletal muscle tissue consists of not only muscle cells but also other types 
of cells, including nerve cells and fat cells, the formation of skeletal muscle must be precisely 
regulated by these types of cells. Thus, we investigated the mechanisms of cell-cell communications in 
skeletal muscle. Myogenic cells secreted more than 400 proteins and approximately 8% of them were 
categorized as myokines. The levels of myokines that promote myotube formation peaked during early 
differentiation, whereas myokines contributing to repellent activity against nerve cells or suppression 
of adipogenesis decreased after differentiation. Myostatin secreted from myotubes suppressed the lipid 
accumulation in adipocytes. Some extracellular molecules modulated the action of myostatin to adipocytes. 
Satellite cells, resident myogenic stem cells, controlled neuritogenesis by up-regulating a secreted 
neural chemorepellent semaphorin 3A, which were induced by HGF that was secreted from macrophages.

研究分野： 筋細胞生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

骨格筋は筋・脂肪・神経組織などから成り、
各組織は筋・脂肪・神経細胞などにより構築
されている。骨格筋の発達過程ではこれら異
種細胞が骨格筋組織内で協調し、バランス良
く組織構築することで、運動器官として機能
する骨格筋を形成する。食肉の主体は家畜骨
格筋であるため、骨格筋を形成する各細胞の
量、質、分布は食肉の品質（赤肉量、霜降り、
キメなど）に直接影響する。赤肉（骨格筋）
量の増加は、組織幹細胞である筋衛星細胞が
活性化・増殖し、筋線維の数や直径が増大す
ることで起きる。霜降りは骨格筋内で脂肪細
胞が構築する脂肪組織の分布および量で決
まる。食肉の食感の一つであるキメは遅筋型
筋線維の割合が高いほど細かくなる。この筋
線維型は筋線維に接合する運動神経細胞で
決定される。すなわち、骨格筋の発達過程に
おける筋・脂肪・運動神経細胞の動態が組織
構築を制御し食肉の質と量を決定する。 
 骨格筋発達に関するこれまでの研究では、
骨格筋組織を構成する個々の細胞に焦点を
当て、その増殖や分化に及ぼす要因解析が行
われてきた。しかし、細胞種ごとに増殖・分
化様相を検討しても、また、特定の増殖因子
だけに着目しても、骨格筋で起こる複雑な組
織構築や形態形成の全容を解明することは
困難である。 
 本研究では、①同一個体内の異なる部位の
骨格筋においては筋肉内脂肪蓄積および筋
線維型の発現が一様にならないこと、②骨格
筋内において筋・脂肪・神経の各細胞は隣接
して存在すること、③各細胞は増殖因子など
の生理活性因子を分泌することから、骨格筋
の質および量は全身性のサイトカインの影
響よりも、むしろ、「骨格筋組織を形成する
各種細胞が分泌する生理活性因子を介した
ローカルな細胞間コミュニケーションによ
り規定される」という仮説を提起した。 
 
２．研究の目的 

 本研究では、筋細胞（筋線維、筋衛星細胞）、
脂肪細胞および運動神経細胞が分泌する生
理活性因子を介した細胞間コミュニケーシ
ョンを in vitro で実証し、また、細胞外マ
トリックスの調節機能を究明することで、家
畜骨格筋の質および量を決定する分子機構
を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 

(1)筋細胞と脂肪細胞のローカルコミュニケ
ーション機構の解明 

 ①細胞間コミュニケーションを担う生理活
性因子の時系列的発現解析 

 増殖期および分化初期〜後期の各ステー
ジの筋細胞が産生・分泌する生理活性因子を
MALDI-TOF MAS 等によって網羅的かつ時系列
的に解析した。また、脂肪細胞が産生・分泌

する生理活性因子についても同様に分析し、
発現パターンのプロファイリングを行った。 

②生理活性因子を介した筋−脂肪細胞間コミ
ュニケーション機構 

 筋細胞と脂肪細胞間のコミュニケーショ
ンを担う生理活性因子として主にミオスタ
チンを対象に、両者の共培養系ならびに筋管
培養上清を用いた実験系で検討した。また、
このときの筋分化マーカーおよび脂肪分化
マーカーの発現様相をRT-PCR等で解析した。 

③細胞間コミュニケーションにおける細胞
外マトリックスの機能 

 産生細胞から分泌された生理活性因子が
標的細胞に作用するプロセスで、細胞外マト
リックスがどのような調節機能を発揮して
いるのかを解明することを目的に、生理活性
因子および膜受容体と相互作用する細胞外
マトリックス分子を表面プラズモン共鳴法
で検索したのち、相互作用が認められた細胞
外マトリックス分子については、その親和性
を反応速度論的に解析した。また、その細胞
外マトリックス分子による筋−脂肪細胞間調
節機構を in vitro で検討した。 

(2)筋衛星細胞と運動神経細胞末端のローカ
ルコミュニケーションの制御機構の解明 

 組織幹細胞である筋衛星細胞と運動神経
細胞末端のコミュニケーション機構につい
ては、衛星細胞が分泌する神経細胞ガイダン
ス因子（忌避因子 Sema3A と誘引因子 Netrin）
を主な解析対象とした。 

①細胞間コミュニケーションを担う生理活
性因子の発現プロファイル 

 運動神経細胞から分泌される生理活性因
子に関しては、マウス脊髄細胞および神経細
胞株 PC12 の成長に伴う発現プロファイルを
解析した。 

②神経細胞ガイダンス因子(忌避性・誘引性)の
時系列的な発現機構の解明 
予備実験から提起された以下の作業仮説；
「筋衛星細胞で忌避因子 Sema3A と誘引因子
Netrin が時系列的に発現・分泌される。これ
ら因子の時系列的な発現は HGF, FGF2, 
TGF-b1, 2, 3 によって調節されている」を検
証するため、筋衛星細胞の初代培養系および
動物実験系を用いて、いくつかの因子が
Sema3A と Netrin の発現に与える効果と要求
時期（増殖期・分化期・休止期）、濃度依存
性、相加・相乗効果、既知の受容体の関与を
検討した。 

③神経細胞ガイダンス因子の発現を担う生
理活性因子の細胞膜受容体の同定 
 筋衛星細胞における神経細胞ガイダンス因
子の発現調節に関与すると予想される HGF, 
FGF2, TGF-b1,2,3 の膜受容体を同定するため、
これらの増殖因子に結合する細胞膜表面タン
パク質を免疫沈降法により回収し、質量分析
計により同定した。 



４．研究成果 

細胞間コミュニケーションを担う生理活性
因子の時系列的発現パターン 

 骨格筋細胞の増殖・分化・成長の各過程に
おいて分泌されるタンパク質/ペプチドの網
羅的かつ定量的な解析を行い、発現プロファ
イルを作成した。同定した437個のタンパク
質/ペプチドのうち、分泌性因子は38個であ
った。分泌性因子の内訳は成長因子、細胞外
マトリックス、およびタンパク質分解酵素阻
害剤などであった。これらの生理活性因子の
うち、筋管形成、血管新生および神経新生に
関わる因子の発現量は筋分化初期にピーク
があり、一方、神経細胞の忌諱や脂肪形成抑
制に働く因子の発現量は分化後に増加する
傾向がみられた。 
 脂肪前駆細胞であるマウス3T3-L1細胞の
増殖・分化・成長の各過程において分泌され
るタンパク質/ペプチドの網羅的かつ定量的
な解析を行い、発現プロファイルを作成した。
同定した215個のタンパク質/ペプチドのう
ち、分泌性因子は86個であった。分泌性因子
の内訳は成長因子、細胞外マトリックス、タ
ンパク質分解酵素阻害剤、およびエクソソー
ム構成タンパク質などであった。コラーゲン
を主体とする細胞外マトリックス成分の分
泌が分化と共に増加する傾向が示され、脂肪
細胞が積極的に細胞外マトリックスを形成
することが示唆された。 
  
生理活性因子を介した筋−脂肪細胞間コミュ
ニケーション機構 

 脂肪細胞を筋細胞と共培養すると、脂肪細
胞の脂肪蓄積が抑制される傾向が認められ
た。特に、筋管と共培養した脂肪細胞では、
細胞質に形成された脂肪滴のサイズが有意
に小さくなった。共培養時に抗ミオスタチン
抗体あるいはアンタゴニスト（フォリスタチ
ン）を添加すると、筋管による脂肪細胞分化
抑制作用は抑制されたことから、筋管が産
生・分泌するミオスタチンがパラクリン的に
脂肪細胞に作用することが示唆された。また、
脂肪細胞の細胞膜表面にミオスタチンの受
容体であるActRIIBが局在していることを共
焦点レーザー顕微鏡で観察した。筋管と共培
養した脂肪細胞における C/EBPb, C/EBPa, 
PPARg,アディポネクチンおよびペリリピン 1
の mRNA 発現量は単独培養の脂肪細胞のそれ
らの発現量に比べて低く、また、これらの
mRNA 発現量の減少傾向はリコンビナントミ
オスタチンを脂肪細胞に添加した場合にも
認められたことから、筋管から分泌されたミ
オスタチンによって脂肪細胞の分化・成熟が
抑制されていることが示唆された。 
 
細胞間コミュニケーションにおける細胞外
マトリックスの機能 
 筋細胞と脂肪細胞の細胞間コミュニケー
ション物質の一つとして考えられるミオス

タチンについて、各種細胞外マトリックス分
子との相互作用を調べた結果、活性型ミオス
タチンはデコリン、ラミニン、各種コラーゲ
ンと相互作用することを確認した。その中か
らミオスタチンシグナルに対するラミニン
の影響をレポーターアッセイで調べた結果、
ラミニンはミオスタチンによる細胞内シグ
ナルを減ずることが示された。また、筋細胞
と脂肪細胞間のコミュニュケーション因子
の一つと考えられるデコリンをノックダウ
ンした筋芽細胞の性状を検討した結果、デコ
リンをノックダウンすると筋細胞の増殖や
筋管の形成が促進され、この効果にはデコリ
ンの糖鎖（コンドロイチン硫酸 B）が寄与し
ている可能性を明らかにした。 
 マウスとラットのグリセロール注入後の
筋再生を比較検討した結果、マウスの筋中に
グリセロールを注入すると、注入後すぐに脂
肪組織に一時期置換されるが、ラットでは脂
肪組織形成を経ずに瘢痕化する。このとき、
マウスおよびラットのグリセロール注入筋
組織を観察すると、ラットの注入部位では
TGF-b1が分布していたことから、このTGF-b1
が、脂肪分化を抑制し筋組織の線維化誘導す
る主因子であると考えられた。以上のことか
ら、生体骨格筋における筋細胞−脂肪細胞間
のコミュニケーションツールとして TGF-b1
が働いており、デコリンは TGF-b1 に強く結
合することから、筋再生時の筋細胞と脂肪細
胞間のコミュニケーションの仲介者として
デコリンが重要な役割を果たしている可能
性が示唆された。 

 
筋衛星細胞と運動神経細胞末端のローカル
コミュニケーション機構 

 筋再生過程において、衛星細胞は HGF 依存
的に神経軸索ガイダンス因子 Sema3A を合
成・分泌し、その後、TGF-β3 によって発現
が抑制されることを明らかにした。また、
Sema3A 発現のシグナリング受容体が細胞膜
貫通型プロテオグリカンであることを見出
した。さらに、筋芽細胞の分化培養液に
Sema3A-siRNA を添加し Sema3A 発現をノック
ダウンすると、アセチルコリン受容体
（nAChR）サブユニットγ, εの発現が有意
に抑制されることを、RT-qPCRおよび western 
blotting 解析により明らかにした。他のサブ
ユニットα, β, δおよび MuSK, rapsyn の
発現には変化は認められなかった。また、筋
芽細胞が分化・融合しできる筋管において
nAChR の機能的凝集化（クラスラリング）は
神経接着に必須であるが、この現象が Sema3A
のノックダウンによって阻害されることも
明らかになった。この実験結果は、nAChR に
特異的に結合する Alexa488 標識αバンガロ
トキシンを用いた蛍光顕微鏡観察により得
られたものであり、極めて有効な実験手法で
あった。また、Sema3A のシグナリン軸を構成
する筋特異的転写制御因子 myogenin を同様
にノックダウンしてもnAChRのクラスラリン



グは正常に進行することから、myogenin 非依
存的な細胞内シグナリングによってnAChRク
ラスラリングが制御されていると考えられ
た。これらの結果は、分化初期の衛星細胞（筋
芽細胞）が分泌する神経軸索ガイダンス因子
Sema3A が運動神経末端の再接着制御に重要
な役割を果たしていることを示唆している。 
 さらに、先のHGFが抗炎症性マクロファー
ジ(M2)に由来することから、衛星細胞・運動
神経末端・M2の細胞間コミュニケーションの
重要性が示唆されたので、この点を検討した。 
抗炎症性マクロファージ(M2)に由来する肝
細胞増殖因子(HGF)を筋芽細胞の細胞膜貫通
型プロテオグリカン(シンデカン)2, 4が受容
するとSema3A発現が誘導されることを明ら
かにし、M2マクロファージ-衛星細胞(筋芽細
胞)-運動神経末端の機能的連動（異種細胞間
コミュニケーション）によって神経支配の再
構築が制御されていることが明確になった。 
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