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研究成果の概要（和文）：最終分化を遂げた筋線維におけるNotch2シグナルの機能を解明するため、筋線維特異的Notc
h2細胞内ドメイン過剰発現マウス（N2ICD-Tgマウス）を作製した。N2ICD-Tgマウスは糖負荷試験中の血糖値が高い傾向
にあり、また速筋に筋萎縮を示した。Notch1-4遺伝子のうち、Notch2のみが筋線維に発現した。Notch2遺伝子はサテラ
イト細胞を枯渇させた単離筋線維にも発現することから、検出されたNotch2遺伝子はサテライト細胞由来ではなく、分
化した筋線維由来であることが示された。Notch2シグナルの恒常的活性による骨格筋量の低下は、低い耐糖能につなが
る可能性がある。

研究成果の概要（英文）：To elucidate functional roles of Notch2 signaling in fully-differentiated 
myofibers, we generated transgenic mice overexpressing intracellular domain of Notch2 specifically in 
myofibers (N2ICD-Tg mice). Glucose tolerance test revealed that N2ICD-Tg mice tended to show higher blood 
glucose level compared to control mice. N2ICD-Tg mice exhibited muscle atrophy in fast-type muscle. We 
examined the expression of Notch1-4 genes in myofibers isolated from whole muscle tissues, and found that 
only Notch2 gene was expressed in myofibers. Notch2 gene was also expressed in the isolated myofibers in 
which satellite cells were depleted, indicating that the detected Notch2 genes derived from 
differentiated myofibers instead of satellite cells. Constitutively activated Notch2 signaling induced 
skeletal muscle atrophy, which could be concerned with less glucose tolerance.

研究分野：骨格筋生物学

キーワード： Notch　筋萎縮
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１．研究開始当初の背景 
 過去のゲノムワイドな疫学研究において、
2 型糖尿病患者の NOTCH2 遺伝子をコー
ドする DNA 領域近傍に一塩基多型(SNP)が
存在し、骨格筋やすい臓で NOTCH2 遺伝子
発現が非糖尿病者と異なることから、
NOTCH2 遺伝子が 2 型糖尿病の発症にか
かわる可能性が示唆されてきた。Notch シグ
ナルは幹細胞の維持・分化の調節にかかわる
ことが知られているものの、分化した骨格筋
線維の機能における役割は全く分かってい
なかった。 
 骨格筋におけるインスリンによる糖取り
込みは、全身の糖取り込みの約 80-90%を占
めるとされており、インスリンの血糖降下作
用の主要な役割を担う臓器である。生活習慣
病である 2 型糖尿病はインスリンの作用が
減弱する「インスリン抵抗性」を発端として
いる。体重の約 4 割を骨格筋が占めることか
らも、骨格筋のインスリン感受性を維持・増
強することは、2 型糖尿病の予防に有用な方
策であると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 上記ゲノムワイド疫学研究を鑑み、本研究
は、骨格筋特異的 Notch2 遺伝子改変マウス
を用い、「Notch2 は骨格筋インスリン感受性
の低下させる」という仮説を検証するととも
に、運動トレーニングや食事が Notch2 由来
のインスリン感受性を改善する可能性を追
求することを目的とした。 
 また、これまで Notchシグナルは幹細胞分
野での研究が主となっており、成熟した組織
細胞における存在の有無や機能に関しては
明らかとなっていない。本研究では現在まで
に報告されている Notch1-4 のうち、どれが
成熟した骨格筋細胞に存在するのか明らか
にするとともに、その細胞内での機能につい
て明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 糖負荷試験：マウスを 16時間絶食させた
後、体重 1gあたり 1mgグルコースを腹腔内
投与し、0, 30, 60, 120分後に尾部から採血し
血糖値を測定。 
 
(2) 運動負荷試験：15度の上り勾配をつけた
トレッドミルでマウスを走行させ、走行可能
時間を計測した。トレッドミルの速度は 3分
ごとに 1m/minずつ増加させた。 
 
(3)グリップテスト：水平に設置した網上にマ
ウスを置き、尾部を静かに水平に引き、マウ
スが網に掴めなくなったときに加えた力を
マウスの握力とした。10回連続試行を 3セッ
ト行い、各セットの最大値の平均値を求めた。 
 
(4) Pax7:DTA マウスの作製：タモキシフェ
ンを作用させることで筋サテライト細胞特

異的にジフテリアトキシン Aを発現させ、筋
サテライト細胞を特異的に死滅させること
ができるマウス。 
 
(5) Notch2 細胞内ドメイン過剰発現マウス
(N2ICD-Tg マウス)の作製：ドキシサイクリ
ンを作用させることで、骨格筋細胞特異的に
Notch2 細胞内ドメインを過剰発現させるこ
とができるマウス。 
 
(6)単一筋線維の単離：両端の腱を切断して摘
出した長指伸筋および足底筋をコラゲナー
ゼを含んだ細胞培養液でインキュベーショ
ンし、細胞外マトリクスの主成分であるコラ
ーゲンを分解し、実体顕微鏡下でスポイトを
用いて無傷の単一筋線維を採取。 
 
(7)サテライト細胞の採取と筋管細胞への分
化誘導：(6)で採取した単一筋線維を培養する
ことでサテライト細胞が筋線維の外に遊走
し増殖する。増殖したサテライト細胞を低血
清下で培養することで筋管細胞へと分化す
る。 
 
(8)マウス下肢の除神経：麻酔下で外側広筋を
切開し、坐骨神経を 3mm除去した後、外側
広筋と皮膚を縫合した。対照マウスには擬似
手術を行った。 
 
(9)マウス後肢懸垂：マウスを尾部から懸垂し、
後肢が着地しない状態で保持した。マウスが
前肢のみで自由に行動し、餌と水を自由摂取
できるように懸垂器具を調節した。 
 
４．研究成果 
(1) N2ICD-Tg マウスと野生型マウスに糖負
荷試験を行ったところ、前者は後者に比べて
耐糖能が低い傾向が認められた(Fig. 1)。 

 
Fig. 1 グルコース負荷試験の結果 
 
(2) N2ICD-Tg マウスと対照マウスに運動負
荷試験を行い、走行時間を比較したが、両群
の間に有意差は認められなかった。また、グ
リップテストによって握力を比較したが、両
群の間に有意差は認められなかった。 
 



(3) 筋線維特異的N2ICD-Tgマウスの骨格筋
重量を測定したところ、対照マウスに比べて
前脛骨筋・咬筋・腓腹筋など速筋線維比率の
高い筋に有意な重量の低下が認められた(Fig. 
2(a))。一方、速筋線維比率の低いヒラメ筋に
は筋重量の低下が認められなかった (Fig. 
2(b))。N2ICD-Tgマウスの前脛骨筋の筋横断
面切片において、ラミニン免疫染色を施し筋
線維横断面積を測定したところ、対照マウス
の筋線維横断面積に比べて有意に小さかっ
た。さらに、長指伸筋をコラゲナーゼ処理し
単一筋線維を採取し、DAPI 染色を行い、筋
線維上の細胞核数を計測したところ、
N2ICD-Tgマウスと対照マウスとの間で有意
差は認められなかった。また、N2ICD-Tgと
対照マウスの前脛骨筋横断面の凍結切片に
type IIa, IIbミオシン重鎖免疫組織染色を施
し、筋線維組成の計測および形態的特徴の観
察を行った。N2ICD-Tgマウスの筋線維組成
は type IIb線維の割合が少なく、type IIa線
維の割合が多い傾向にあった(Fig. 2(c))。また、
type IIb 線維が多い筋表層部の面積は
N2ICD-Tgマウスでは対照マウスに比べて顕
著に小さく、type IIa/x線維が多い筋深層部
の面積については両者で大きな違いがなか
った。以上のことから、骨格筋細胞の Notch2
シグナルの恒常的な活性化によって主に
type IIb線維が萎縮することが示唆された。 
 

Fig. 2 (a) 腓腹筋(GAS)・前脛骨筋(TA)・咬筋
(MAS)の筋重量 (b)ヒラメ筋(SOL)の筋重量 
(c) TAの筋線維タイプ比率 
 
(4) 対照マウスの解剖直後に凍結処理した足

底筋の Notch1-4 遺伝子発現の有無を調べた
ところ、全ての Notch 遺伝子が検出された。
ところが、対照マウスの足底筋をコラゲナー
ゼ処理して採取した単離筋線維では Notch2
遺伝子のみが検出された。また、Pax7:DTA
マウス（サテライト細胞枯渇マウス）の単離
筋線維においても Notch2 遺伝子のみ発現が
確認された(Fig. 3(a))。ところが、単離筋線
維の Notch2 タンパク質は検出されなかった
(Fig. 3(b))。以上のことから、成熟骨格筋線
維においては、Notch1-4のうち Notch2遺伝
子のみが発現しているが、タンパク質レベル
では存在していないことが示唆された。 
 

 
Fig. 3 (a) 対照マウスの足底筋全体（右）、対
照マウスの単離筋線維（中）、サテライト細
胞枯渇マウス（左）の単離筋線維の Notch1-4 
mRNA の検出 (b) 凍結保存した足底筋全体
（左）、コラゲナーゼ処理した足底筋全体
（中）、単離筋線維（右）の全長 Notch2(N2FL)
および Notch2 細胞内ドメイン(N2ICD)タン
パク質の検出 
 
(5) ここまでの結果から、成熟骨格筋線維の
Notch2 シグナルは通常は不活性状態である
ものの、筋萎縮を惹起する条件で活性化され
る可能性が考えられた。そこで N2ICD-Tgマ
ウスと対照マウスの前脛骨筋から mRNA を
抽出し、DNA マイクロアレイで遺伝子発現
網羅解析を行ったところ、N2ICD-Tgマウス
に Gdf11 (Growth differentiation factor) 
mRNAの顕著な増加を認めた。腓腹筋・前脛
骨筋・咬筋・ヒラメ筋の Gdf11 mRNA発現
量を qPCR によって定量したところ、
N2ICD-Tgマウスで萎縮していた腓腹筋・前
脛骨筋・咬筋では Gdf11 mRNAは有意に増
加した。一方、N2ICD-Tgマウスで萎縮が認
められなかったヒラメ筋の Gdf11 mRNA発
現量には有意な差はなかった。このことから、
Notch2 シグナル活性化による筋萎縮には
Gdf11が関与している可能性が推察された。 

(a) (b) 

(c) 

(a) (b) 



 
(6) N2ICD-Tg マウスから採取したサテライ
ト細胞を培養し N2ICD を過剰発現させたと
ころ、筋管細胞サイズが減少したが、さらに
Gdf11 siRNA を導入したサテライト細胞で
は筋管細胞サイズが元のレベルに戻った。以
上の結果から、Notch2 シグナル活性化は
Gdf11遺伝子発現を亢進させ、その結果筋萎
縮が引き起こされることが示唆された。 
 
(7) Gdf11がNotch2シグナルのターゲット遺
伝子か否かを明らかにするため、N2ICD-Tg
マウスのサテライト細胞から分化させた筋
管細胞の Gdf11 プロモーター領域に対し、
Notch2 抗体を用いたクロマチン免疫沈降を
行い、Notch2の Gdf11プロモーター領域へ
の結合の有無を調べたが、現時点では結合が
確認できなかった。 
 
(8) 骨格筋組織におけるNotchシグナルの機
能についていくつかの先行研究が存在する。
しかし、いずれの先行研究においても、検出
したNotchが骨格筋組織のどの細胞のNotch
であるか特定していない。すなわち、それら
の先行研究で対象としている Notch シグナ
ルが骨格筋線維のものか、サテライト細胞の
ものか、非筋細胞のものであるか厳密に特定
されておらず、データから得られる結論には
疑問の余地が多い。本研究は Notch1-4 のう
ち Notch2 遺伝子のみが骨格筋線維に発現し、
筋萎縮・筋線維タイプの変換を惹起しうるこ
とを初めて明らかにした研究である。ただし、
野生型マウスにおいて Notch2 タンパク質は
少なくともWestern blottingで検出できるレ
ベルではなく、成熟筋線維においてどのよう
な条件で Notch2 シグナルが活性化するのか
については今後の検討課題である。また、
Notch2 シグナルによる筋萎縮の細胞内メカ
ニズムは明らかではなく、今後さらに研究を
進めてそのメカニズムを明らかにしていく
予定である。 
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