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研究成果の概要（和文）：骨格筋の再生・形成におけるオートファジーの役割を解析した。再生の実験では、骨格筋の
損傷後すぐにLC3などオートファジーに必要な蛋白質の発現量が増え、小さな小胞を形成した。再生後は損傷前と同じ
くらいに発現量は減少した。骨格筋形成時は筋芽細胞の時はほとんどオートファゴソームが見られなかったが、分化誘
導後オートファゴソームが見られるようになり、筋管細胞を形成するときにはオートリソソームの形成が目立っていた
。これらのことより骨格筋の再生・形成にオートファジーは重要な役割をしていることが分かった。

研究成果の概要（英文）：I analyzed the autophagy in the regeneration and the formation of the skeletal 
muscle. By the experiment of the regeneration, expression of LC3 increased after the damage of the 
skeletal muscle immediately and LC3 formed a small vesicle. Autophagosome was few in a myoblasts at the 
time of the skeletal muscle formation, but autophagosome was increased after differentiation, and 
autophagosome were become autolysosome when myoblasts differentiated into myotubes. These results 
suggested that the autophagy played an important role in the regeneration and the formation of the 
skeletal muscle.

研究分野： 骨格筋の細胞生物学

キーワード： オートファジー　骨格筋形成　骨格筋再生
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１．研究開始当初の背景 
	 骨格筋の形成は、筋芽細胞が増殖、移動、
融合し多核細胞である筋管細胞を形成する
ことからはじまる。その後、骨格筋の成熟過
程でミオシン、アクチンを主成分とする筋原
線維を発達させ、収縮能を獲得する。そのた
め筋の成熟過程においては転写因子の制御
とタンパク質分解により、細胞内のタンパク
質構成が大きく変化する（図 1）。このような
細胞内のタンパク質構成の大きな変化には
選択的かつ大規模なタンパク質の分解機構
が関与していると予想できる。実際、受精直
後や出生直後の大きな細胞内物質構成の変
化が起こる場合や外部からの栄養の供給が
できない時には、細胞の内部で材料を賄うた
めに大規模な
タンパク質と
膜小器官の分
解を行うオー
トファジーの
機構が必須で
あることが知
られている。 
	 近年、大規
模なタンパク
質分解を行う
ことが知られ
ているオート
ファジーには
選択的にタン
パク質を分解
する経路もあ
ることが分か
ってきた。オ
ートファジー
の選択的基質
である p62 に
はユビキチン
を認識・結合
し凝集体を形成する機能がある。オートファ
ゴソームはこの凝集体を認識することによ
り効率よく、必要がなくなりユビキチン化さ
れたタンパク質だけを選択的に取り込むこ
とができる。骨格筋特異的にオートファジー
の形成を阻害したマウスではユビキチン化
タンパク質と p62が凝集体を作り、筋が萎縮
することが分かっている。しかしその分子メ
カニズムと標的分子は未だ解明されていな
い。一方、飢餓時にも骨格筋は萎縮する。こ
れはオートファジーが活性化され筋原線維
を分解することによるものなので、オートフ
ァジーの阻害による筋萎縮とは違う分子メ
カニズムで起こっていることが考えられる。 
 	 MuRF(Muscle RING-Finger Protein)と
呼ばれるリング・フィンガー・タンパク質群
は筋に特異的に発現している。このタンパク
質は標的となるタンパク質にユビキチンを
付加する事で分解を促している。特に
MuRF2、MuRF3は筋形成時に発現量を変え
ることから筋形成に関わっていると考えら

れる。実際、MuRF2、MuRF3のノックアウ
トマウスでは筋の形成の遅れや成熟の阻害
が起こる。さらに MuRF は p62 に結合する
ことからオートファジーによる分解にも大
きく関わっていることが推測されるが詳細
は解明されていない。 
 
２．研究の目的 
研究目的は、骨格筋の発生及び再生におけ
るオートファジーの役割を解析することに
よって、骨格筋の形成及び維持の仕組みを
解明することである。一般に初期発生や細
胞の分化過程においてオートファジーが重
要な役割を果たしていることが知られてい
るが、骨格筋の形成過程におけるその役割
は未だ明らかにされていない。本研究では
骨格筋形成過程におけるオートファジーの
活性化時期と細胞内局在を明確にする。 
 
３．研究の方法 
(1)骨格筋形成の実験には主に筋芽細胞株
C2C12 を用いた。C2C12 は通常の培地から分
化専用の培地に置換することにより筋芽細
胞から筋管細胞への分化が誘導できる。おお
よそ 3日目まではアポトーシスをしながら少
しずつ細胞が増殖し 4日目あたりから融合し
多核の細胞へ分化をし、6−8 日目まで融合を
続けて長大な筋管細胞に成熟していく。この
性質を利用してウエスタンブロッティング、
蛍光抗体や蛍光タンパクを付加した LC3 を用
いてオートファジーの変化を観察した。	 
(2)骨格筋再生の実験にはマウスの前脛骨筋
（TA）を用いた。カルジオトキシン（CTX）
は骨格筋の細胞膜を破壊することが知られ
ている。これを前脛骨筋に注入し骨格筋荷損
傷をあたえ、その再生過程における LC3 及び
p53 の局在を蛍光抗体法を用いて 1-4 週目で
観察した。	 
	 
４．研究成果	 
(1)まず出生後の筋細胞内のオートファジー
の働きを見るため、出生後 3，5，10 日にお
いてのオートファジーのマーカーLC3 及びオ
ートファジーの基質 p63 の発現と局在をウエ
スタンブロット及び蛍光抗体で観測した。ウ
エスタンブロッティングにより出生後の LC3
の発現量は緩やかに減少することが分かっ



た。また定常状態では LC3 の活性型のバンド
はいずれの時期もほとんどオートファジー
が働いていなかった（図 2）。細胞内の局在も
あまり目立ったシグナルは得られなかった。
このことにより出生後の筋形成が落ち着い
た後の定常状態の筋細胞内ではほとんどオ
ートファジーが働いていないことが分かっ
た（図 3）。	 

(2)次に骨格筋損傷時にオートファジーが活
性化しているかどうか CTX を用い検証した。
CTX を前脛骨筋に注入して 1-4 週目の修復過
程におけるオートファジーの動態を抗 LC3 及
び p63 を用いて観察した。まず、注入前の筋
では特に LC3 の集積、p63 の発現増加などは
ほとんど観察されなかった。次に CTX 注入後
の再生初期に当たる 1-2 週目において損傷を
受け再生途中の中心核になっている骨格筋
に LC3 が細胞質全体に強く染色され、さらに
核の周りにきわめて強いドット状のシグナ
ルを観察することが出来た。また、p63 に関
しては中心核になっている骨格筋がすべて
強く染色される訳ではなく、中心核になって
いる骨格筋の中のごく一部だけが強く染色
されることが分かった。また、再生後期に当
たる 3-4 週目においては LC3 と p63 の動態は
CTX 注入前と特に変化は見られなかった。こ
のことにより骨格筋の損傷によりオートフ
ァジーが活性化され、再生初期において骨格
筋修復に必要である事が示唆された（図 4）。	 

(3)筋分化時のオートファジーの働きを観察
するためにマウス筋芽細胞株 C2C12 を用い、
筋線維の形成途中の LC3 及び p62 の発現量と
局在をウエスタンブロッティングと蛍光抗
体方で観察した。ウエスタンブロッティング
により分化前に比べ分化誘導後は LC3 の発現
量は増え p62 は減ることが分かった。筋分化

の指標になるデスミンは分化誘導後徐々に
増えたものの、LC3 活性型及び不活性型の誘
導後の発現量は特に変化は見られなかった
（図 5）。蛍光抗体法により分化誘導後すべて
の培養細胞でオートファジーが活性化され
ているわけではないことが分かった。特に多
角化した物や長細く伸びた細胞の両極の端
に LC3 は局在していた。このことにより筋芽
細胞の融合時または筋管細胞の形態形成な
どにオートファジーが重要な働きをしてい
るのではないかと言うことが考えられた（図
6）。	 

(4)そこでさらに詳しく調べるために筋芽細
胞株 C2C12 を用いてオートファジーの阻害剤
である 3-メチルアデニン（3-MA）を添加して
筋管細胞への文化の影響を調べた。まず 1-3
日目まで3-MAを添加したもの4-6日まで3MA
を添加したもの、何も添加しないもので比較
した。3-MA を添加したものではいずれも筋管
細胞への分化が阻害されていた。さらに詳し
く調べるために、分化 1-5 日それぞれで 3-MA
を加えてそれぞれ分化の違いを比較した。
1-5日目いずれの時に3-MAを添加したときで
も分化が阻害されることが分かった（図 7）。
このことによりオートファジーは筋芽細胞
から筋管細胞への分化いずれの段階におい
ても重要な役割をしていることが示唆され
た。	 
(5)次にオートファジーの促進剤でもあるラ



パマイシンを添加したもの、何も添加しない
ものを用い筋管細胞への分化の影響を調べ
た。まず 1-3 日目までラパマイシンを添加し
たもの 4-6 日までラパマイシンを添加したも
の、何も添加しないもので比較した。ラパマ
イシンを添加したものではいずれも筋管細
胞への分化が阻害されていた。さらに詳しく
調べるために、分化 1-5 日それぞれでラパマ
イシンを加えてそれぞれ分化の違いを比較
した。1-5 日目いずれの時にラパマイシンを
添加したときでも分化が阻害されることが
分かった（図 7）。これらの実験によりオート
ファジーを詐害しても促進しても筋芽細胞
から筋管細胞に分化がうまく出来ないこと
から、骨格筋の分化過程においてオートファ
ジーは厳密に制御されている可能性が示唆
された。	 

	 (6)さらに筋分化過程におけるオートファ
ジーの活性を見るために筋線維芽細胞株
C2C12 を用い、GFP 及び RFP のついた LC3 を
遺伝子導入した。RFP はライソゾームなど pH
の低い場所では蛍光を発さないことからオ
ートファゴソームがライソソームと融合し
ているかを調べることが出来る。分化前の観
察では特にオートファゴソームのような小
胞状の LC3 は観察されず細胞質全体に
GFP-RFP-LC3 が存在していた。分化開始 1-3
日では LC3 は核近傍に小胞状にオートファゴ
ソームとして集まって存在していた。分化開
始 5-7 日では筋管細胞も筋管細胞になってい
ない細胞も LC3 の多くがオートリソソームに
存在しており、少しオートファゴソームも観
察できた（図 8）。いずれも核近傍に集まって
いた。	 
このことにより分化初期からオートファジ
ーは活性化しているようだが、蛋白質分解は
筋管細胞になってからの方が活性化してい
ることが示唆された。	 
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zation/bioreg-function/125.html	 
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