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研究成果の概要（和文）：代表的な筋芽細胞株C2C12は分化誘導すると、筋管細胞へと分化する細胞と分化せずに筋芽
細胞のままで留まる“リザーブ細胞”の2つのサブポピュレーションに分かれる。リザーブ細胞は、未分化かつ休眠状
態を維持していると考えられており、筋衛星細胞に近い性質を持つと考えられている。この細胞培養系を使って、栄養
飢餓ストレス下における骨格筋幹細胞の機能制御機構について検討した。栄養飢餓ストレスは、筋管細胞に不可逆的細
胞障害、つまり細胞死を引き起こす。一方、リザーブ細胞はそのような過酷なストレス条件下であっても生存すること
ができ、正常な細胞機能を有していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Upon serum deprivation, C2C12 culture contains two different subpopulation, 
multinucleated myotubes and undifferentiated reserve cells, like quiescent satellite cells. Using this 
cell culture system, we investigated the regulatory mechanism for the maintenance of functionality of 
reserve cells under nutrition starvation. Reserve cells exhibited more marked tolerance to nutrition 
starvation than myotubes. Reserve cells did not impair their ability to regulate cell proliferation and 
differentiation, suggesting the maintenance of their cell functionality.

研究分野： 運動生化学
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１．研究開始当初の背景 
 骨格筋は人体で最大の組織であり、男性で
体重の 38%、女性で 30%を占める。その役割
は、運動、エネルギー代謝あるいは糖取込み
である。骨格筋は適応力に富んだ組織であり、
環境の変化に応答して形態的変化、いわゆる
筋肥大や筋萎縮を起こす。筋肥大はレジスタ
ンストレーニングやエクササイズ、筋萎縮は
絶食や老化、除神経、腱切除、ギプス固定、
長期臥床、宇宙飛行等で見られる。また神経
変性疾患である筋萎縮性側索硬化症や遺伝
性疾患である進行性筋ジストロフィー発症
によっても重篤な筋萎縮が観察される。さら
にガン、後天性免疫不全症候群（AIDS）、慢
性心不全・腎不全、糖尿病等の疾患が原因と
なることもある。筋萎縮は筋繊維径と数の減
少および筋力低下を主症状とする。通常、タ
ンパク質の合成と分解は平衡状態にあるが、
筋萎縮時にはタンパク質の分解が合成を上
回る。例えば、筋萎縮誘導 6 時間後にはタン
パク質合成率が 35%低下し、24 時間後には
タンパク質分解率が 49%増加するという報
告がある。つまり筋萎縮はタンパク質合成と
分解のバランスが破綻した結果生じる。 
 一方、筋萎縮条件下で骨格筋幹細胞がどの
ような機能変化を示すかについての研究例
は少ない。骨格筋幹細胞である筋衛星細胞は、
筋繊維の筋形質膜と基底膜の間に存在する
単核の細胞である。通常、筋衛星細胞は休止
状態にあるため“眠れる筋芽細胞”とも呼ば
れる。筋衛星細胞は組織修復に中心的な役割
を果たす。物理的に骨格筋を損傷させると筋
衛星細胞は細胞分裂を開始し、筋前駆細胞群
を形成した後、細胞分裂を停止し，互いに融
合、あるいは既存の筋繊維と融合することに
よって筋繊維の修復に貢献する。しかしなが
ら、萎縮筋では筋衛星細胞が動員されること
がなく、筋繊維の萎縮を軽減させることもな
い。むしろ筋衛星細胞数の減少が報告されて
いる。このような筋萎縮条件下で、筋衛星細
胞の機能はどのように調節されているのか
不明な点が多い。 
 
2．研究の目的 
本研究では、栄養飢餓ストレス下における

骨格筋幹細胞の機能制御機構を明らかにす
ることを目的とした。代表的な筋芽細胞株
C2C12 は分化誘導すると、筋管細胞へと分化
する細胞と分化せずに筋芽細胞のままで留
まる“リザーブ細胞”の 2 つのサブポピュレ
ーションに分かれる。リザーブ細胞は、未分
化かつ休眠状態を維持していると考えられ

ており、筋衛星細胞に近い性質を持つと考え
られている。この細胞培養系を使って研究を
行った。 

 
３．研究の方法 
細胞培養 
 C2C12 細胞を増殖培地 [20%のウシ胎児
血清を含む高グルコースダルベッコ改変イ
ーグル培地 (DMEM)]で培養し、70‐80%コン
フルエントになった時点で、分化培地（2%ウ
マ血清を含む DMEM）で培養し分化を誘導し
た。 
 
栄養飢餓ストレス 
 分化誘導後 96 時間後に十分な筋管細胞が
形成されたことを確認したら、分化培地の代
わりに 1 mM CaCl2 と 0.5 mM MgCl2 を含む
ダルベッコリン酸緩衝整理食塩水  (DPBS) 
に交換し、48 時間継続した。 
 
リザーブ細胞の採取 
 PBS で洗浄後、0.05％トリプシン溶液で全
細胞（筋管細胞とリザーブ細胞）を剥離し、
15ml の遠心管に移した。十分にピペッティン
グ（筋管細胞を破壊することと、筋管細胞に
ついた単核細胞を分離させる目的で行う）し
て、細胞を分散させた。セルストレイナーを
用いて細胞懸濁液の分離を行い、ゼラチンコ
ートした組織培養用ディッシュに播種し、30
分間インキュベータ内で培養した。浮遊して
いる筋管細胞などを PBS で洗い流し、接着し
た細胞を実験に用いた。 
 
細胞数のカウント 
 細胞をパラフォルムアルデヒドで固定し
た後、0.05％クリスタルバイオレット色素で
染色し、洗浄後、メタノールを加え吸光度を
測定した。 
 
イムノブロット 
 全タンパク質と核タンパク質を抽出後、
SDS-PAGE サンプルバッファーで溶解し、イ
ムノブロットを行った。タンパク質を直接法
で検出し、PVDF 膜をスキャンニングし、画
像データを得た。画像解析には ImageJ を用い
て、シグナルを半定量的に解析した。 
 
RT-PCR 
 全 RNA を抽出後、RT-PCR を行った。PCR 
産物をポリアクリルアミドゲル分離し、エチ
ジウムブロマイドで染色して UV 照射しな
がら写真撮影をして、画像データを得た。画



像解析には ImageJ を用いて、シグナルを半定
量的に解析した。 
 
４．研究成果 
In vitro 筋管細胞萎縮モデル 
 本研究では分化培地をカルシウムとマグ
ネシウムを含む DPBS に交換することで、細
胞を栄養飢餓ストレスに曝露させる方法を
用いた。このモデルの妥当性を検討するため、
同一筋管細胞の径を経時的に測定したとこ
ろ、1 時間後に 3%、3 時間後には 15%、6 時
間後には 28%、12 時間後には 60%、24 時間
後には 74%、48 時間後には 80%と著しい萎縮
が観察された。これらの結果は、先行研究の
実験データと一致しており、モデルとしての
妥当性が高いことが示された。 
 
リザーブ細胞の採取方法の検討 
 先行研究にしたがって短時間にトリプシ
ン処理する方法で、リザーブ細胞の採取を行
ってみたが、小さい筋管細胞の混入やリザー
ブ細胞の収量が低いといった問題があった。
そこで新たな採取方法を考案した。詳細は実
験方法に記載してあるが、この方法により、
リザーブ細胞の収量や実験の再現性が向上
した。また、採取されたリザーブ細胞が先行
研究で報告されているタンパク質の発現パ
ターン（Pax7+、MyoD-、myogenin-、MyHC-、
Bcl-2+）であることを確認した。 
 
栄養飢餓ストレスがリザーブ細胞数に与え
る影響 
 栄養飢餓ストレス 48 時間後のリザーブ細
胞数を計測したところ、顕著な減少（-55%）
が観察された。 
 
栄養飢餓ストレスがリザーブ細胞の形状に
与える影響 
 分化培地で培養されていたコントロール
リザーブ細胞を増殖培地で 24 時間培養した
時、細胞はディッシュ表面に伸展接着してお
り、細胞増殖期にある C2C12 筋芽細胞によく
似た形態をしていた。一方、栄養飢餓ストレ
スに曝露されていたリザーブ細胞は 24 時間
増殖培地で培養した後でも、小さく丸い形態
をしていることが多く、伸展接着している細
胞は非常に少なかった。しかしながら 72 時
間後には細胞増殖期にある細胞の形態を呈
していた。これらの結果から、栄養飢餓スト
レスに曝露されていたリザーブ細胞は、増殖
刺激に対する初期の反応性は低いものの、増
殖機能は維持されていると推測された。 

 
栄養飢餓ストレスがリザーブ細胞の増殖・分
化能力に与える影響 
 
 増殖培地で培養 72 時間後までは、栄養飢
餓ストレスに曝露されていたリザーブ細胞
の増殖スピードは、コントロールリザーブ細
胞よりも遅かった。しかしながら、96 時間後
にはコントロールリザーブ細胞とほぼ同数
にまで増殖した。 
次に、リザーブ細胞の分化能力について検

討した。リザーブ細胞を播種した後、80%コ
ンフルエントになるまで培養し、低血清培地
に切り替え分化誘導を行った。どちらのリザ
ーブ細胞とも 24-48 時間後には、細長く伸長
した形態を示した。72 時間後には筋芽細胞は
融合を開始し、144 時間後には多数の筋管細
胞を観察した。また、筋分化制御因子である
MyoD と myogenin、分化マーカーであるミオ
シン重鎖の発現レベルに差は見られなかっ
た。これらの結果から、栄養飢餓ストレスに
曝露されていたリザーブ細胞の分化機能は
維持されていると推測された。 
 
栄養飢餓ストレスがリザーブ細胞の mRNA/
タンパク質の発現レベルに与える影響 
 栄養飢餓ストレスに曝露されても生き残
ったリザーブ細胞の細胞機能は維持されて
いることが明らかになった。その機構を推測
するため、栄養飢餓ストレスがリザーブ細胞
の遺伝子・タンパク質発現に与える影響につ
いて検討した。栄養飢餓ストレスは、Pax7、
MyoR、Sprouty1、Survivin、Foxo1/3a/4のmRNA
発現レベルを高めていた。また、Foxo1/3a タ
ンパク質の核内蓄積が促進されていた。
Foxo1/3a のリザーブ細胞増殖・分化過程にお
ける生理的機能を推測するため、Foxo1/3a の
量的変化を解析した。増殖過程では Foxo1 の
増加と Foxo3a の減少が観察された。分化過
程では Foxo1 の減少と Foxo3a の再増加が観
察された。これらの結果から、Foxo3a はリザ
ーブ細胞の未分化性に関与している一方で、
Foxo1 は分化を抑制することにより、増殖に
寄与していると推測された。 
 
栄養飢餓ストレスは、筋管細胞に不可逆的

細胞障害、つまり細胞死を引き起こす。一方、
リザーブ細胞はそのような過酷なストレス
条件下であっても生存することができ、正常
な細胞機能を有していることが明らかにな
った。mRNA の発現レベルから推測すると、
栄養飢餓ストレス条件で生き残ったリザー



ブ細胞は、コントロールリザーブ細胞と比較
して、筋衛星細胞により近い性質を有してい
ると考えられた。Foxo はストレス応答に関与
していることが示唆されている。Foxo3a の核
内蓄積量の増加は、栄養飢餓ストレスに対す
る適応反応と考えられ、細胞機能の維持に貢
献していると考えられた。 
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