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研究成果の概要（和文）：本研究では、チオレドキシンが骨格筋から分泌されるマイオカインであるかを検証した。培
養骨格筋細胞は刺激を与えない状態でもチオレドキシンを分泌した。細胞を低強度の電気刺激で収縮させた時はチオレ
ドキシンの分泌は増加しなかったが、高強度で刺激すると有意に分泌が増加した。一方、高強度刺激では細胞障害活性
も増加しており、漏出による分泌の増加であると考えられた。さらに、チオレドキシンがエクゾソーム経路で分泌され
ているかについて検証したが、エクゾソーム画分には検出されず、別の経路で分泌されていることが示された。
以上よりチオレドキシンは構成性に分泌されるマイオカインであることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：This study investigated whether Thioredoxin (TRX) is one of the myokines secreted 
by skeletal muscle. Secretion of TRX was observed without any stimulation or with stimulation of the low i
ntensity of electric pulse. On the other hand, that was increased with stimulation of the high intensity o
f electric pulse concomitantly with an increase in LDH activity, a marker of cell injury, suggesting that 
an increased secretion of TRX was attributed to the leakage due to the cell damages. We also studied wheth
er TRX-1 was secreted via exosome vesicles, a major mechanism of unconventional secretion because TRX-1 is
 known as one of the secreted proteins without signal peptide sequence signaling. However, TRX-1 was not s
ecreted via exosome vesicles.
In summary, TRX is constitutively secreted myokine, but not regulated by the muscle contraction.
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１．研究開始当初の背景 
 
近年、筋収縮によって骨格筋からホルモン

様の蛋白質が分泌されることが示唆され、総
称してマイオカインと呼ばれている。しかし、
過去の研究ではヒトを対象に血液や筋組織
を解析しており、骨格筋からの分泌、あるい
はマイオカインの存在について、明白な証拠
は得られておらず、マイオカインの存在は仮
説の域を出ていなかった。申請者は、培養骨
格筋細胞を血液成分（血清）を使用せずに成
熟（分化）させる培養条件を発見し、これら
に電気刺激装置を組み合わせることで、筋細
胞を生体外で収縮させることに成功した。こ
の系を用いて筋収縮後に培養液を回収し、プ
ロテオーム解析をしたところ、酸化・還元作
用を有するレドックス制御スーパーファミ
リーに分類されるチオレドキシン、グルタレ
ドキシン、およびペルオキシレドキシンが同
定された。また予備実験において、筋収縮が
それらの分泌を促進することが示唆された。 
 
２．研究の目的 

 
本研究の目的は、プロテオーム解析で発見

されたマイオカイン候補分子の中からチオ
レドキシンに注目し、その筋収縮による分泌
の機序を解明することである。本研究の目的
は以下の 2 つである。 
（１） チオレドキシンが骨格筋から構成性
に分泌されるか、調節性に分泌されるかを明
らかにする 
（２）チオレドキシンの分泌機構を明らかに
する。 
 
３．研究の方法 
 
（１）培養骨格筋細胞（C2C12 細胞)を成熟し
た筋管になるまで分化させた。分化5日目に、
a）収縮を与えないで 1, 3 または 6 時間置い
た後に回収した上清、b）様々な刺激条件に
よって電気的に収縮させ、回収した上清を遠
心濃縮し、それらに含まれるチオレドキシン
をウェスタンブロッティングにより定量し
た。また、lactate dehydrogenase(LDH) 活
性を測定し細胞障害の指標とした。プロテア
ーゼ阻害剤を添加することによる分泌への
影響は、培養上清中にプロテアーゼインヒビ
ターカクテル (Sigma, St. Louis, MO) また
はコントロールとして Dimethyl sulfoxide
を終濃度 0.75%になるように加えた。 
 
（２）分泌経路の検証のため、超遠心法によ
り細胞の培養上清からエクゾソームを分画
し、ウェスタンブロッティングによりチオレ
ドキシンの存在の有無を検証した。またチオ
レドキシンの分泌を阻害することが報告さ
れているメチルアミン存在下における分泌
も検証した。 
 

４．研究成果 
 
（１）チオレドキシンの構成性分泌 

チオレドキシンは2つのサブタイプの存在
が知られている。1, 3 または 6 時間静置し
た細胞から得られた培養骨格筋細胞の上清
では、チオレドキシン‐1、‐2ともに時間依
存的な分泌が観察された（図 1）。これは、チ
オレドキシンが、少なくとも構成性に分泌さ
れるマイオカインであるということを示し
ている。以降の実験は主に細胞質に存在する
とされているチオレドキシン-1 に関して実
施した。 

 

（２）チオレドキシンの電気刺激による分泌
調節 

分化させた培養骨格筋細胞を様々な刺激電
圧・時間（10 V ・1 時間, 10 V ・3 時間, 30 
V ・3 時間, または 12 V・ 24 時間）で収縮
させ、収縮により分泌の増加が観察されるか
の検証を行った。 

図 2に 10 V・ 1 時間刺激をした時に上清に
検出されたチオレドキシンの定量値を示し

図 1 チオレドキシン 1 または 2 の時
間経過ごとの分泌。培地を交換してか
ら、1,3,6 時間静置後の細胞培養上清
を回収し、ウェスタンブロッティング
に供した。 

図 2 電気刺激によるチオレドキシン
分泌 
C2C12 細胞は 10V で１時間収縮させ、上
清を回収・濃縮しウェスタンブロット
に供した(n=4-5)。 



た。収縮によるチオレドキシンの分泌増加は
観察されなかった。また、他の刺激時間でも、
分泌の増加は観察されなかった (data not 
shown) 。 

 
筋収縮による分泌が見られない原因とし

て、収縮でプロテアーゼが同時に分泌され、
それらによりチオレドキシンの分解が起き
ている可能性も考えられた。そこで、プロ
テアーゼ阻害剤を培地に混在させ、分泌の
検証を行った。図 3に示すように、プロテ
アーゼ阻害剤存在下では、安静時・収縮時
にかかわらず、プロテアーゼ阻害剤を混在
させない時よりも多くのチオレドキシンが
検出された。これは、チオレドキシンが構
成性に分泌されると同時に分解も進んでい
ることを示している。一方、プロテアーゼ
阻害剤の存在下においても収縮による分泌
の増加は観察されなかった (図 3)。 

 
次に、より激しい条件（50Ｖ・ 1 時間）

で細胞を収縮させチオレドキシン分泌が増
加するかを検証した。その結果、培養上清
への分泌の有意な増加が検出された（図4a）。
しかし、これらの激しい刺激条件下では同
時に細胞障害の指標である LDH 活性の有意
な上昇も観察された(図 4ｂ)。激しい刺激
によるチオレドキシン分泌の増加は、細胞
の損傷による漏出と考えられる。 
 
(3)分泌メカニズムの検証 
チオレドキシンには、一般的な分泌蛋白

質が持つＮ末端分泌シグナル配列が無いた
め、これまで知られている分泌タンパク質
とは異なった新規のメカニズムで分泌され
ると考えられる。近年、そのメカニズムと
してエクソソームによる分泌経路が知られ
ている。エクソソームは直径 100nm 以下の
小胞で、多くの細胞が分泌し遠隔臓器への

情報伝達を担っていることが示唆されてい
る。そこで、チオレドキシンがエクソソー
ムにより分泌されているかについての検証
を行った。 
 

超遠心法でエクソソームを分画したとこ
ろ、図 5a に示されるようにエクソソーム画
分の指標となる Alix のバンドが得られ、分
画が正確に行われていることが示された。
一方、チオレドキシンはエクソソーム画分
には検出されず、それ以外の上清画分に観
察された。これらの結果は、チオレドキシ
ンがエクソソームとは別の経路で分泌され
ていることを示す。また、以前の報告にメ
チルアミン処理がチオレドキシンの分泌を
阻害するとの報告があることから、メチル
アミン存在下でチオレドキシン分泌が阻害
されるかの検証を行ったが、分泌の阻害は
見られなかった（図 5b）。従って、チオレ
ドキシンは、これまで知られている経路と
は全く別の経路を通して分泌されているこ
とが示唆される。チオレドキシンは、他の
細胞においてもその分泌メカニズムは明ら
かにされておらず、骨格筋に関しても新規
の経路で分泌されている可能性がある。 
 
 

図 3 プロテアーゼインヒビタ
ー存在下におけるチオレドキ
シンの分泌 (n=9-10). 

(a) 

(b) 

図 4  激しい刺激条件下におけるチ
オレドキシン分泌増加。C2C12 細胞は
50V で 6時間刺激した(n=4, 
*;p<0.05)。 
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図 5 チオレドキシンの分泌経路 
(a)各画分におけるチオレドキシン。エ
クソソーム画分ではチオレドキシンは
検出されなかった。 
(b)メチルアミン存在下でのチオレドキ
シンの分泌 (n=4).メチルアミンはチオ
レドキシンの分泌に影響しなかった。 
Sup; 上清画分 Exosome; エクソソー
ム画分 
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(b) 


