
様式Ｆ‐１９

平成25年　5月22日現在

機関番号：　14301

研究種目：　挑戦的萌芽研究

研究期間：　2012　

課題番号：　24657154

研究課題名（和文）　筋分化において筋細胞とともに産生される筋形成支持細胞の同定とその役割

研究課題名（英文）

研究代表者

瀬原　淳子（SEHARA ATSUKO)

京都大学・再生医科学研究所・教授
　研究者番号：　60209038

交付決定額
（金額単位：円）

研究分野：　生物学

科研費の分科・細目：　生物科学・発生生物学

キーワード：　筋形成、筋衛星細胞、幹細胞、細胞外基質、細胞間相互作用

１．研究開始当初の背景

２．研究の目的

　骨格筋系列の細胞の運命決定・分化・筋形成に

は、いくつかの転写因子が必須であることが知ら

れる。筋芽細胞を産生する筋前駆細胞で活性化さ

れるPax7／Pax3、筋芽細胞への運命決定に必要な

Myf5やMyoD、筋芽細胞から骨格筋への最終分化・

筋管形成に必要なMyogeninがその代表的なもので

ある。また、筋形成やその再生は、血管系や神経

系など異種細胞集団との細胞間シグナリングによ

り制御されており、Wnt、FGF、EGF ファミリーな

どの細胞間シグナル分子により、筋前駆細胞や筋

芽細胞の産生が制御されることが知られる

（Buckingham M. and Montarras D.,

Cur.Opin.Genet.Dev. 2008）。それに対して、こ

のようにして生じた筋芽細胞が、myogenin依存的

に分化し、互いに融合して多核の筋管を形成する

メカニズムには未解明なところが多く、筋形成が

筋細胞に自立的なプロセスなのかどうかも、現在

のところ不明である。

　我々は、これまで様々な角度からの筋形成機構

の研究を行い、その分子機構の解明に寄与してき

た（Yagami-Hiromasa T. et al., Nature 1995；

Sunadome K. et al., Dev. Cell 2010など）。そ

のひとつのアプローチとして、樹立筋芽細胞株

C2C12細胞の分化によって生ずる、Myogeninを発現

して筋管形成を担う細胞と、それを発現しない細

胞における、発現遺伝子の網羅的な比較をおこ

なった（一部発表済みKurisaki T. et al.,
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研究成果の概要（和文）：筋芽細胞が分化し融合して筋管を形成する機構は未解明な点が多い。本研

究では筋芽細胞C2C12が分化する際、筋管にはならないが筋形成に関与する細胞が生ずることを見い

だした。その細胞で発現する遺伝子の中には筋ジストロフィーの原因遺伝子が含まれ、この遺伝子は

ゼブラフィッシュ胚においても骨格筋に隣接する細胞で発現し、筋形成に必要とされた。このような

細胞が筋衛星細胞の分化に伴い生じてくるのかどうかを検討した。

Identification of muscle support cells generated during muscle
differentiation

研究成果の概要（英文）：Mechanisms of myogenesis induced by myogenin have been elusive. We

have succeeded to isolate myogenin-negative cells from differentiating myoblast C2C12

cells, and have found that those ells express sets of genes different from myogenin-

positive cells by microarray. One of these genes is expressed in regions adjacent to

muscle, and knockdown of this gene significantly affected myogenesis and enhanced

apoptosis in zebrafish, supporting an idea that this gene and cells expressing this gene

are involved in the maintenance or survival of muscle cells. Whether these cells are

generated from muscle satellite cells was examined.



４．研究成果

３．研究の方法

様に、この遺伝子が筋細胞の生存維持に関与する

かどうかを調べた。同様のsiRNAを用いて、培養筋

衛星細胞を処理し、同様の効果が見られるかどう

か、control siRNA処理細胞と共培養することによ

り、筋形成支持能が回復するかどうかを検討す

る。

樹立筋芽細胞株C2C12細胞の分化によって生ずる、

Myogeninを発現して筋管形成を担う細胞と、それ

を発現しない細胞における、発現遺伝子の網羅的

な比較により（一部発表済みKurisaki T. et al.,

J.Muscle Res Cell Motil., 2011）筋芽細胞の分

化に伴い、Myogeninを発現して筋管形成を担う細

胞と発現しない細胞が生ずることがわかってきた

（未発表）。この結果に基づき、後者の細胞の同

定と役割の解明を目指した。 両者の細胞内での発

現遺伝子の網羅的な比較をおこない、myogenin遺

伝子が活性化されない細胞で特異的に強く発現す

る遺伝子群を調べた。その中には筋ジストロ

フィーの原因遺伝子が含まれていた。ゼブラ

フィッシュ胚におけるこの遺伝子の発現をwhole

mount in situ hybridizationにより調べたとこ

ろ、これは骨格筋ではなくそれに隣接する細胞集

団で強く発現することが確認できた。そこでこの

遺伝子を アンチセンスモルフォリーノによって

ノックダウンしたところ、筋形成は抑制され、さ

らにアポトーシスの亢進が見いだされた。一方、

C2C12細胞においても、この遺伝子は筋芽細胞でも

発現するが、筋分化を誘導すると発現が亢進する

細胞と発現が低下する細胞があり、前者は

myogenin非発現細胞であった。さらに、 C2C12細

胞にsiRNAを導入し筋分化を誘導すると、細胞のア

ポトーシスが誘導された。これらのことから、個

体においても培養細胞においても、この遺伝子が

筋形成を行わない隣接する細胞において産生さ

れ、筋形成を行う細胞の生存維持に関わることが

示唆された。この結果は、筋形成には筋細胞自立

的なプロセスに加えて非自立的（non-cell-

autonomous）なプロセスがあることを示唆した。

成体筋組織から樹立され筋衛星細胞株と考えられ

てきたMyoD陽性のC2C12が、分化に伴って異なる細

胞を生ずることは以前から示唆され、一部は幹細

胞様の性質をもつと考えられてきたが（Yoshida

N. et al., J Cell Sci, 1998など）、このような

筋形成をサポートする細胞の産生に関しては報告

が無く、筋分化におけるこの細胞の産生を再生過

程で実証することはきわめて重要であると考え

た。

　そこで、筋分化の過程で支持細胞が産生され、

筋細胞非自立的な制御を行うことを証明するた

め、マウスを用いた分子遺伝学的な手法を取り入

れた。具体的には、筋衛星細胞が MyoD遺伝子を発

現した経歴をもつことを利用して、MyoD-

Cre;R26RRFPマウスを作成した。このマウスでは、

MyoDの発現経歴をもつ細胞がRFP(TdTomato)陽性と

なる。これらの細胞集団を培養し、これを分化さ

せた時に、上記のような性質を持つ細胞、すなわ

ち、それ自体は筋形成を行わないが、筋形成を行

う細胞の生存関与に関わる細胞が、産生されるこ

とを示そうとしている。そして、筋形成を行う細

（１） マウス成体筋からのダブルラベル筋芽細

胞の調製

　まず、このような支持細胞の存在を個体レベル

で明らかにするため、MyoD発現細胞でcre

recombinaseを発現するマウスを作成した。この

マウスとcre依存的に赤色蛍光（TdTomato）を発

現するマウス(ROSA-TdTomato)をかけ合わせ、骨

格筋系譜の細胞を赤色蛍光でラベルできるマウス

（MyoD-Cre;R26RRFP）を作成した（Sakai H. et

al,PLoS ONE 2013）。MyoD-creERマウスを用いる

ことにより、得られた支持細胞内でMyoD の発現

が減退あるいは消失してもRFP発現は維持される

ので、筋系譜由来であることが、より確実にな

る。このマウスから、セルソーターにより

TdTomato陽性(+)筋衛星細胞を採取した。一方、

myogenin活性化細胞を核局在型緑色蛍光（GFP）

発現細胞としてモニターできるマウス

Tg(myogenin::GFP)マウス(Hiramuki Y. et al,

未発表)を作成し、これと上記マウスを掛け合

せ、得られたマウスから、セルソーターにより

TdTomato陽性(+)筋衛星細胞を採取した。

　それらの細胞をディッシュ上で培養し、GFP,

TdTomatoの経時的な発現、あるいは固定サンプル

を用いてMyoD, myogeninの発現を調べ、またそれ

らの細胞の筋形成能を検討している。筋形成能が

ない細胞は、myogenin-GFPを発現しない細胞とし

て産生されるはずである。

（２） 共培養による、筋支持細胞の筋形成促進

能・筋維持能の証明

まず、C2C12 細胞で、支持細胞が産生する筋ジス

トロフィー関連遺伝子の発現をsiRNA の導入に

よって抑制し、ゼブラフィッシュで盛られたと同

J.Muscle Res Cell Motil., 2011）。その結果、

myogenin遺伝子が活性化されない細胞で特異的に

発現する遺伝子群があり、その中に筋ジストロ

フィーの原因遺伝子が含まれること、さらにゼブ

ラフィッシュを用いてその遺伝子が筋形成に関与

することを見いだした。これらの結果は、筋形成

には筋細胞自立的なプロセスに加えて非自立的

（non-cell-autonomous）なプロセスがあること

を示唆する。成体筋組織から樹立され筋衛星細胞

株と考えられてきたMyoD陽性のC2C12は、筋分化

誘導時に不均一な細胞集団となることは以前から

示唆され、一部は幹細胞様の性質をもつと考えら

れてきたが（Yoshida N. et al., J Cell Sci,

1998など）、このような筋形成をサポートする細

胞の産生に関しては報告が無く、筋分化における

この細胞の産生を再生過程で実証することはきわ

めて重要であると考えた。

　本研究は、C2C12 細胞株を用いた上記発見に基

づき、筋形成が、筋分化の過程で産生される支持

細胞による筋細胞非自立的な制御を必要とするこ

とを、マウスを用いた分子遺伝学的な手法を取り

入れて証明する。さらに、それらの細胞で産生さ

れ筋形成に関与する分子群の同定を目指す。この

ような細胞集団の存在は未だ報告されておらず、

筋形成とその再生機構、および関連疾患の発症機

構解明への、ひとつの突破口となることが期待さ

れる。
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図　MyoD-creによって骨格筋系譜を可視化したマ

ウス

胞を示す指標として、 myogenin遺伝子のプロ

モーター下で GFPを発現するトランスジェニック

マウス、Tg (myogenin::GFP)を作成した。まず、

MyoD-Cre;R26RRFPマウスから、RFP（＋）筋衛星

細胞を採取した。それらを培養すると、興味深い

ことに、RFP（＋）筋衛星細胞は最初の２日間は

殆ど分裂しない。ところがそのあと、ほぼ同調的

に数回分裂し、その後筋形成を行うことを確認し

た。また、単離したRFP（＋）細胞の大部分は、

myogenin陽性となることが確認された。現時点で

は、この細胞が筋衛星細胞由来なのか、骨格筋に

隣接する間葉細胞由来なのか、結論は得られてい

ない。もし、後者であるなら、それはRFP(-)細胞

からRFP(＋)細胞とともにRFP(-)細胞が産生され

てくるはずで、このマウスを用いて、そのような

可能性に関しても、検討していきたい。
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