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研究成果の概要（和文）：コンドロイチン硫酸（CS）の骨格筋分化に対する制御能を明らかにするため、骨格筋
の分化過程を再現できる筋芽細胞C2C12に5種類のCS（CS-A、B、C、Dおよ及びE）を添加し、一定期間分化誘導を
行った。さらに、最も筋分化を抑制したCS種を使用し、濃度を変え分化誘導を行い。筋管中の核数から算出した
筋管係数（FI）値を筋分化の評価指標とした。その結果、検索したすべてのCS種が筋管形成を抑制し、中でも
CS-Eが顕著な抑制を示し、筋管の形成は濃度依存的であった。逆にCSプロテオグリカンのデコリンをC2C12でノ
ックダウンすると、筋分化は逆に促進した。以上よりCSによる筋分化の制御機能が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In order to clarify the control ability of skeletal muscle differentiation 
of chondroitin sulfate (CS), five types of CS (CS-A, B, C, D and E) were added to myoblast C2C12 
which can reproduce skeletal muscle differentiation process, and differentiation was carried out for
 a certain period of time. The value of myotube fusion index (FI) calculated from the number of 
nuclei in the myotubes was used as an index of muscle differentiation. As a result, all CS subtypes 
used in this reserch suppressed myotube formation, among which CS-E showed remarkable suppression. 
Moreover, myotube FI decreased concentration-dependent manner. Conversely, knocking down the decorin
 of CS proteoglycan of C2C12, the muscular differentiation promoted in reverse. From the above, it 
has clarified that CS have a strong potential to regulate the muscle differentiation.

研究分野：糖鎖生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 コンドロイチン硫酸(CS)を筋芽細胞に作
用させ筋分化を誘導すると分化が遅延し筋
管形成が抑制され、逆に CS を分化環境か
ら除去すると筋分化が促進するようだ。し
かし複数ある CSのうち、どの CS種が筋分
化に影響を与え、いかなる機構で作用を発
揮するのかは未解明のままであった。 
 
２．研究の目的 
  
 本研究では骨格筋分化に影響を及ぼす
CS種を同定し、その機能と作用機構を解明
することを目的とする。具体的には、以下
の課題、①骨格筋分化を抑制する CS 種の
同定と細胞応答の解明、②筋分化へのコン
ドロイチン硫酸プロテオグリカンであるデ
コリンの影響とその作用機構の解明、に取
り組む。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 骨格筋分化を抑制する CS 種の同定と
細胞応答の解明 
 筋芽細胞の分化への関与が濃厚と考えられ
る CS種を選定し、その存在下で分化誘導し、
得られた細胞の応答と性状を比較解析し、筋
芽細胞の分化を強力に抑制する糖鎖(CS)を
決定し、分化誘導した細胞の性状を解析し
た。 
 CS-A、B、C、Dおよび Eの存在下で筋芽細
胞である C2C12 を分化誘導したところ、CS-E
を加えた場合、分化の指標である筋管の形成
が有意に抑制されていたことより、CS-E を実
験に用いた。コンドロイチナーゼ ABC
（ChABC）で処理した二単糖 CSを使用し
た。 
 筋への分化能は、筋管あたりの核の数で
ある筋管係数（FI）算出することで評価し
た。 
 
(2) 筋分化への CS プロテオグリカンであ
るデコリンの影響とその作用機構の解明 
 
 CSプロテオグリカンのデコリン遺伝子発
現をノックダウンした筋芽細胞（DKm）を
作成し、筋分化過程でのデコリンの役割を
明らかにした。 
 C2C12 および DKm を分化誘導して一定
期間経過後、形成された筋管を抗ミオシン
重鎖抗体で染め出し FI値を算出した。また、
両細胞の、筋分化や細胞増殖に関連する因
子（myostatin、ActR-IIB、p21）のタンパク
産生量を計測し、また、増殖性と細胞周期
を検討、比較した。 
 
 
４．研究成果 

 実験に用いたすべての CS種（CS-A、B、
C、D および E）が筋管形成を抑制し、中
でも CS-Eが顕著な抑制を示した（図 1）。 

 
 続いて、濃度を変えて CS-Eを添加して、
筋芽細胞を分化誘導した結果、筋管の形成
は濃度依存的に抑制された（図 2）。一方、
ChABC で CS-E を分解すると筋管形成は
抑制されなかった。 
 さらに CS-Eが分化過程のどの時期に筋
分化抑制を示すのか検討するため、分化培
養期間を 3日間毎に、前期（分化誘導開始
後 0-3日）、中期（同 4−6日）、後期（同 7-9
日）に分け CS-Eを添加した結果、中期の
CS-E 添加が最も筋分化を抑制された。以
上から、CS の筋分化抑制機能が裏付けら
れ、CS は筋分化の中期に必要量以上存在
すると筋分化の進行に必要な機構を抑制す
ると考えた。 

  
 CS プロテオグリカンのデコリン遺伝子
を、ノックダウンした細胞 DKm を筋分化



誘導すると、DKmは幅の太い筋管が早期か
ら多数出現した。また、C2C12と比較して
有意に高い FI値を示した（図 3）。 

 
 特異性の確認のために、DKmにデコリン
を加えて分化を誘導すると、FI値は、濃度
依存的に低下し、筋管形成抑制の解除が、
濃度依存的に解消された（過剰な筋管形成
が抑制されるようになった）（図 4）。 
 
 これらのことから、CSプロテオグリカン
であるデコリンが、筋管形成を負に制御し
ていることが考えられた。 
 デコリンの筋管形成への作用部位を確認

するためにデコリン（コアタンパク・糖鎖）、
デコリン糖鎖の CS-B、酵素処理で糖鎖を除
去したコアタンパクをそれぞれ DKm に加
えて分化させると、前二者では分化は抑制
され低い FI値を示したが、コアタンパクと
反応させた DKm の分化は抑制されなかっ
た。このことから、筋分化の制御はデコリ
ン糖鎖が担っていることが示唆された（図
5）。 
 
 さらに筋分化や増殖に関連する因子の産
生量を両細胞で比較したところ、DKmでは
筋管の形成を負に制御し、筋管の形成を抑
制する myostatin とその受容体である
ActR-IIBがいずれもC2C12より低値を示し
た。すなわち、DKmでは myostatinとその
受容体の産生が抑制されることで、筋管形
成が促進していたと推測できる。また、興
味深いことに、CS-Bを加えると、DKmの
myostatin の産生量がタンパクレベルで回
復した。加えて、増殖性および細胞周期の
S期の割合が DKmで高くなっていた。 
 
 以上より、CSは筋分化を負に制御する因
子であること、また、その負の制御は、筋
分化の抑制因子である myostatinを（直接的
あるいは間接的に）調節することで、行っ
ていると考えられた。 
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