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研究成果の概要（和文）：筋芽細胞から筋管が形成される過程が放射線照射によって阻害される原因の解明、筋管形成
の阻害に対する効果的な防護方法の確立に関し研究した。遺伝子発現解析の結果、筋管形成に関わる転写因子の発現減
少が放射線照射によって筋管形成が阻害される原因であること、X線照射時の筋芽細胞の増殖性、細胞周期分布が放射
線影響に大きくかかわっていること、既に見出しているインスリン様増殖因子以外にも繊維芽細胞増殖因子、肝細胞増
殖因子を、濃度、作用時間を制御しながら用いることで効果的に防護できる可能性があることを見出した。

研究成果の概要（英文）：I investigated the mechanisms and the protection methods of X-ray-induced delay 
of myotube formation. I evaluated the alterations of gene expressions of four key transcription factors 
and demonstrated the decrease in myogenin gene expression related to the X-ray-induced decrease in 
myotube formation. I also find that the cell cycle distributions and cell growth state of C2C12 cells 
affected the effects of X-ray irradiation on myotube formation. In addition, I showed that fibroblast 
growth factor and/or hepatocyte growth factor had the ability to protect the X-ray-induced decrease in 
myotube formation if these growth factors appropriately used in the point of concentration and/or time 
point, and so on.

研究分野：放射線生物学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 筋肉は神経に続いて放射線抵抗性であ
ると考えられているが、放射線治療分野では
放射線による筋肉萎縮の副作用が報告され
ている。 
 
(2) 筋肉の再生は生体内で比較的高頻度で
生じている現象なので、筋肉自体への影響よ
りも、筋肉の再生過程、筋芽細胞から筋管が
形成される過程に対して放射線が影響して
いると仮定した。筋芽細胞から筋管が形成さ
れる過程が放射線によって遅延されること
は既報があり、我々の研究室でも既に確認し
ていた。我々の研究室ではさらに検討を進め
て、インスリン様増殖因子を分化誘導過程に
作用させることで、筋管形成への放射線照射
の影響が軽減できることを見出していた。 
 
(3) しかしながら、インスリン様増殖因子は、
悪性化した腫瘍で発現していることもあり、
腫瘍との関連性が示唆される問題点がある。
また、放射線によって筋芽細胞からの筋管形
成が阻害されるメカニズム、阻害される際の
鍵となる遺伝子変化に関して十分な情報が
得られていない。 
 
２．研究の目的 
(1) 放射線によってどのようなメカニズム
で筋管形成が阻害されているのかを検討す
る。放射線照射によって筋芽細胞から筋管細
胞が形成される筋肉再生現象を滞らせる影
響が出ることは確認できていたが、どのよう
な遺伝子が関連するかに関する研究は進ん
でいなかった。また、未熟な細胞が成熟した
細胞よりも放射線感受性が高いこと、細胞増
殖の激しい細胞の方が、細胞増殖の緩慢な細
胞よりも放射線感受性が高いことは経験的
に導き出されているが（ベルゴニー・トリボ
ンドーの法則）、遺伝子変化レベルでの具体
的なメカニズムは明らかになっていない。こ
のような点を今回の研究で明らかにするこ
とで、将来的には、幹細胞、組織幹細胞、が
ん幹細胞、芽細胞といった未熟な細胞の放射
線応答メカニズムの違いの本質を明らかに
することに繋がることが期待できる。 
 
(2) がんの種類、がんの進行度によっては、
放射線による筋管形成阻害の防護として、イ
ンスリン様増殖因子が使用できない可能性
も生じてしまう。この課題解決に対するアプ
ローチとして、他の増殖因子による防護効果
を検討する。他の増殖因子を検討し、その結
果をインスリン用増殖因子の結果と比較、精
査することで、インスリン様増殖因子の特徴、
作用メカニズムも明らかになることが期待
できる。 
 
３．研究の方法 
(1) 遺伝子発現への影響：マウス由来筋芽細
胞 C2C12を 4.0×104 個/cm2で播種、牛胎児

血清 10%を含む DMEM培地中で 24時間培
養後、線量率 1グレイ/分で X線 2、4グレイ
を照射した。照射直後、培地を、牛胎児血清
2%を含む DMEM 培地に変更することで筋
管細胞に分化誘導した。このとき、インスリ
ン様増殖因子を 50 ng/mL添加または添加し
ない状態で分化誘導を行った。分化誘導 1、2、
7日後、細胞から RNeasy Miniキットを用い
て RNAを抽出後、PrimerScript RTキット
を用いて相補的 DNA を合成し、サイバーグ
リーン I法を用いたリアルタイム PCR（ポリ
メラーゼ連鎖反応）を行うことによって、細
胞中に発現しているメッセンジャーRNA 量
を半定量した。本研究では、筋管分化過程で
重要な役割を果たしている 4 つの転写因子
（MyoD1，Myf-5，myogenin，Myf-6）の発
現を評価した。 
 
(2) 照射前の遺伝子発現状況の違いと放射
線影響の違いの相関：照射前の遺伝子発現状
況の違いは、ATCC から購入した C2C12 細
胞と大日本製薬から購入した C2C12 細胞を
用意することで行った。購入先の異なる
C2C12細胞をそれぞれ 4.0×104 個/cm2で播
種、牛胎児血清 10%を含む DMEM培地中で
24時間培養後、RNeasy Miniキットを用い
て RNAを抽出後、PrimerScript RTキット
を用いて相補的 DNA を合成し、サイバーグ
リーン I 法を用いたリアルタイム PCR を行
うことによって、細胞中に発現しているPax7、
CD34、Pitx2、MyoD1、Myf5、myogenin
遺伝子の発現を評価した。標準化遺伝子には
HPRT-1を用いた。放射線影響の違いは、そ
れぞれの細胞を住友ベークライト製 24 ウェ
ル型・セルディクスに 4.0×104 個/cm2で播
種、牛胎児血清 10%を含む DMEM培地中で
24時間培養後、線量率 1グレイ/分でX線 2、
4 グレイを照射した。照射直後、培地を、牛
胎児血清 2%を含む DMEM培地に変更し、6
日間培養を継続、筋管組織に分化誘導した。
分化誘導後、筋細胞、筋管細胞を、マウス抗
ミオシン抗体を用いた蛍光免疫染色と DAPI
を用いた核染色によって染色し、筋組織に分
化した細胞を同定した。続いて、CCD カメ
ラによって蛍光免疫染色画像を取得し、
ImageJ を用いて、取得した画像中の、抗ミ
オシン抗体陽性部分の面積を算出した。また、
146 μm×109 μm 視野中の総核数を算出し
た。 
 
(3) 線維芽細胞増殖因子、肝細胞増殖因子に
よる放射線防護の評価：C2C12細胞を住友ベ
ークライト製 24 ウェル型・セルディクスに
4.0×104 個/cm2で播種、牛胎児血清 10%を
含む DMEM 培地中で 24 時間培養後、線量
率1グレイ/分でX線2、4グレイを照射した。
照射直後、培地を、牛胎児血清 2%を含む
DMEM培地に変更し、6日間培養を継続、筋
管組織に分化誘導した。その際に、線維芽細
胞増殖因子または肝細胞増殖因子を存在さ



せて筋管細胞を形成させた。筋管細胞形成の
度合いは、マウス抗ミオシン抗体を用いた蛍
光免疫染色とDAPIを用いた核染色によって
染色し評価した。蛍光免疫染色の結果は、
ImageJ を用いて、細胞数、抗ミオシン抗体
陽性面積、Fusion Index（筋管細胞中の細胞
核／全細胞数）について定量した。 
 
４．研究成果 
(1) 遺伝子発現への影響：インスリン様増殖
因子が添加されていない状態でのX線照射に
よる遺伝子発現への影響は、以下のとおりで
ある。MyoD1については、1日目は線量依存
的な変化は見られず、2、7日目は線量増加に
より発現量が増加した。Myf-5については、
1、2、7日目ともに線量増加による明確な傾
向はなかった。Myogenin については、1 日
目は線量依存的な変化は見られないが、2、7
日目は線量増加により発現量が減少した。
Myf-6 については、7 日目には線量依存的な
変化が見られないが、1、2日目は線量増加に
より発現量が減少した。一方、インスリン様
増殖因子が分化誘導中に存在する場合とし
ない場合での遺伝子発現の違いは、以下のと
おりである。MyoD1、Myf5については、イ
ンスリン様増殖因子を添加したことによる
遺伝子発現状況には明確な傾向がみられな
かった。Myogenin については、1 日目の発
現量にはインスリン様増殖因子を添加した
ことによる明確な変化の傾向がみられない
が、2 日目には、インスリン様増殖因子の添
加により発現量が減少する傾向がみられ、7
日目には、添加により遺伝子発現量の増加傾
向が確認できた。Myf-6については、1、2日
目は添加による発現量変化に明確な傾向を
見い出すことは困難であったが、7日目には、
添加によって発現量が増加することが確認
できた。転写因子の発現を時間、空間的に制
御することで筋肉形成が制御されていると
考えられ、筋芽細胞から筋管が形成される過
程で細胞は分化していくが、分化状態によっ
て発現している転写因子が異なる。Myf-5は
最も早期に、myogenin は幹細胞が筋肉に分
化することが運命づけられると、Myf-6は筋
肉形成の後期に発現する転写因子である。今
回の結果ではMyf-5の発現量にはX線の線量
もインスリン様増殖因子の添加も明確な傾
向のある影響を及ぼさなかったので、非常に
早期の細胞の運命決定は最終的な放射線影
響、その防護には関係していないと考えられ
る。一方、myogenin は筋管形成との関連が
強いため、放射線影響、その防護の状況と良
く対応した。興味深いのは、myogenin 発現
量とインスリン様増殖因子の添加の有無の
関係が 2日目と 7日目とで入れ替わっている
ことである。インスリン様増殖因子は筋芽細
胞の増殖と分化の両方を促進できる増殖因
子であるが、2 日目では筋肉への運命決定を
遅らせているように働いている。この時期は
放射線によって有効に分化できる細胞の数

は減少しており、増殖を優先させ、分化に移
る細胞を抑制していると考えられる。その後、
あるタイミングで分化促進が優勢になるこ
とで、放射線に対する防護を行っていると考
えられる。 
 
(2) 照射前の遺伝子発現状況の違いと放射
線影響の違いの相関：ATCC 提供の C2C12
は、X 線を 2、4 グレイ照射しても抗ミオシ
ン抗体陽性部分の面積、細胞核数ともに変化
が見られなかった。一方、大日本製薬提供の
C2C12では、X線照射によって、抗ミオシン
抗体陽性部分の面積、細胞核数の明らかな減
少が見られた。遺伝子発現の解析結果から、
大日本製薬提供の C2C12と比較して、ATCC
提供の C2C12では、Pax7の発現量が増加し
ており、myogenin 発現量が減少していた。
Pax7 は未分化な筋芽細胞のマーカー遺伝子
であり、myogenin は筋細胞に特異的に発現
する遺伝子である。従って、ATCC 提供の
C2C12の方が大日本製薬提供の C2C12より
未分化状態であるといえる。より未分化な
C2C12の方が、放射線感受性が低く、ベルゴ
ニー・トリボンドーの法則と矛盾する結果で
あったので、ATCC 提供の C2C12 と大日本
製薬提供の C2C12 の細胞増殖、細胞周期分
布を評価したところ、ATCC 提供の C2C12
の方が、増殖性が低く、G2 期細胞の割合も
低かった。このことから、細胞の増殖性、放
射線感受性の細胞周期に分布する細胞数が
放射線感受性に非常に影響を及ぼしている
ことが明らかになった。 
 

 
図 1 ATCC 提供の C2C12 細胞の照射前の遺伝子発
現状況。大日本製薬提供の C2C12 細胞に対する比
で示した 
 
(3) 線維芽細胞増殖因子、肝細胞増殖因子に
よる放射線防護の評価：増殖因子を添加しな
い場合、線量を増加させると細胞数、Fusion 
Index 共に減少した。このことから、X線に
よる筋管形成の減少には、細胞数の減少、生
存した細胞の融合の減少の両方が関与して
いることがわかった。線維芽細胞増殖因子は、
高濃度ではX線量が増加しても細胞数が増加
しているが、抗ミオシン抗体陽性面積は激減
しており、高濃度の線維芽細胞増殖因子は筋
管形成に不利なことがわかる。一方肝細胞増
殖因子は、2 グレイ照射時、細胞数、抗ミオ
シン抗体陽性面積、Fusion Indexともに増加
が認められた。4 グレイ照射時では、添加に



よる増加は認められなかった。線維芽細胞増 
 

 
図 2 線維芽細胞増殖因子と肝細胞増殖因子の細
胞数変化に対する影響。C は増殖因子添加なし、
F1、F10、F100 はそれぞれ線維芽細胞増殖因子 1、
10、100 ng/mL 存在させたときの結果、H1、H10、
H100 はそれぞれ肝細胞増殖因子 1、10、100 ng/mL
存在させたときの結果 
 
殖因子と肝細胞増殖因子を共存させた結果
からは、線維芽細胞増殖因子 100 ng/mLで 3
日間処理後、肝細胞増殖因子 10 ng/mLで 3
日間処理した実験群の効果が最も高い可能
性が示唆され、増殖因子の適切な組合せ、適
切な時期での使用は検討の余地があること
と考えられた。 
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