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研究成果の概要（和文）：本研究では、サルコペニア発症に関わる１つの要因として、骨格筋の組織幹細胞に着
目し、ラットから単離した筋サテライト細胞を用いて、脂肪分化を抑制する素材候補を得ることができた。単離
した筋サテライト細胞は筋分化条件下では筋への分化を示す、筋管を掲載した一方、脂肪分化条件下培養する
と、細胞内に脂肪滴を蓄積した脂肪細胞様の形態を示した。脂肪分化培養条件にケルセチン配糖体を添加したと
ころ、添加濃度依存的な脂肪分化誘導の抑制が認められた。上記素材などの生体内での効果を検討するため、下
り走させたラット用いた筋損傷モデルについて検討した。

研究成果の概要（英文）：Muscle satellite cells are known as muscle tissue stem cells that are 
required for muscle maintenance at adulthood. The primary cells isolated from rat lower limbs 
muscles have fused each other and formed myotubes under myogenesis culture conditions. However, the 
cells showed adipocyte morphology with lipid droplets accumulation in the cytoplasm after culture in
 adipogenesis medium. Using this adipogenesis induction conditions, I searched material that show 
activity to suppress the adipogenesis phenotypes. By addition of quercetin, as glycoside, to the 
culture, accumulation of lipid droplets and triglyceride content of the cells and mRNA levels of 
transcriptional regulators, like PPAR-gamma were suppressed in a dose dependent manner, even in 
adipogenesis induction medium.

研究分野： 細胞生物学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
加齢によって筋肉量や筋力の自然発生的低下が起こることが知られている。それらが一定基準以上に認められる
場合には、加齢性筋肉減弱症（サルコペニア）とされ、転倒の危険性が高まるだけでなく、自立した生活自体が
困難な状況に陥る場合がある。高齢化か進む現在、高齢者の自立した生活を長期にわたって維持することは、重
要な課題の一つである。サルコペニア発症に繋がるメカニズムとともに、筋再生や筋肥大の分子機序を明らかに
することは、サルコペニア発症予防の素材探索と効果の科学的根拠明らかにすることとともに、サルコペニアや
寝たきりの予防や改善、介護者の筋量低下予防への貢献が期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
骨格筋は体を支え、運動機能を司ると同時に基礎代謝機能を担う組織である。骨格筋は過度な
運動による損傷や、長期入院や宇宙飛行などの不活動に起因した萎縮が起っても、健常者であ
れば数週間のうちに修復・再生されて機能回復するといった、可塑性に富んだダイナミックな
組織である。その一方で、肥満、高脂血症、糖尿病などの生活習慣病患者では筋肉量の減少が
病態悪化に繋がることが示されている。また、加齢による筋肉量や筋力の自然発生的低下が、
一定基準以上に認められる場合は加齢性筋肉減弱症（サルコペニア）とされ、転倒の危険性を
高めるだけでなく、身体活動そのものを低下させ自立した生活自体が困難な状況に陥らせる場
合がある。高齢者の自立した生活を長期にわたって維持することは、重要な課題の一つである。
しかしながら、サルコペニアの発症に繋がるメカニズムの詳細は明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
骨格筋の組織幹細胞である筋衛星（サテライト）細胞は、筋損傷後の修復や筋の肥大に寄与す
る細胞として、成体の筋量・筋機能維持に重要な役割を担っている。本研究では、組織幹細胞
の増殖能・多分化能などの機能に着目し、筋再生時に必要な細胞の増殖・分化刺激の応答に関
わる転写因子の細胞内局在制御について解析するとともに、組織幹細胞の機能維持効果のある
素材、もしくは機能低下を抑制する素材の探索を試みる。 
 
３．研究の方法 
(1) 初代培養筋サテライト細胞は筋の他、脂肪などへの多分化能を持つと報告されていた。そ
こで、筋再生促進や脂肪分化抑制活性を示す素材の探索を試みた。ラット下肢骨格筋より単離
した、筋サテライト細胞を筋分化培地、脂肪分化培地でそれぞれ培養した。細胞の筋分化能は
筋分化培地で培養後 4-7 日後に形成される筋管細胞の数で評価した。脂肪分化については脂肪
分化培地中で培養し、細胞質内の脂肪滴の蓄積といった形態変化を観察するとともに、トリグ
リセリド含量を継時的に測定した。トリグリセリドの定量には和光純薬のラボアッセイ TMトリ
グリセライド(GPO・DAOS 法)を用いてグリセリンを標準とし、トリオレイン相当量として算出
した。タンパク質の定量には Thermo Scientific 社の Pierce BCA Protein Assay Kit を用いウ
シ血清アルブミンを標準とした。細胞溶液中の脂質による影響を避けるため、2%SDS を加えて
タンパク質定量を行った。 
(2) 上記素材などの生体内での効果を検討するため、下り走筋損傷モデルについて検討した。
下り走による筋損傷のモデルの実験条件は Armstrong らの報告（J Appl Physiol Respir 
Environ Exerc Physiol. 1983）を参考に、傾斜角マイナス 16 度のトレッドミルで、分速 16m、
5 分間走行、2 分休憩を１セットとし、18 セット実施した。筋損傷の指標として血中クレア
チンキナーゼ（CK）の値を測定した。麻酔下で尾部よりカミソリ刃による創傷部からヘパリン
処理したガラスパスツール管で採血し、全血１サンプルについて 1~3 回測定を行った。測定に
は乾式臨床科学分析装置、レフロトロンプラス（ロシュ・ダイアグノスティックス株式会社）
とクレアチンキナーゼ測定試験紙、レフロトロン CKII (ロシュ・ダイアグノスティックス株式
会社) を用いた。四頭筋、二頭筋、三頭金について筋損傷の部位を組織学的に観察した。 
(3) ビタミン C 不足による骨格筋への影響を調べるために、ビタミン C 生合成経路の酵素、グ
ルコノラクトナーゼ(加齢指標タンパク質 30)、SMP30/GNL ノックアウトマウスを利用して、
ビタミン C 不足状況下での下肢筋重量、身体機能を指標として検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 目的の１つであった、転写因子の細胞内局在制御についての解析は異動・動物利用環境の
問題等により進めることが出来なかったが、ラット下肢骨格筋から単離した初代培養細胞を用
いて、脂肪分化を抑制する素材候補を得ることができた。単離した細胞は筋分化条件下では細
胞同士が融合して筋管を形成した。同細胞を脂肪分化誘導条件下で培養することにより、脂肪
滴を細胞内に蓄積する脂肪細胞へ効率良く分化させる培養系を構築した。形態観察による脂肪
細胞分化の程度はオイルレッド-O染色の程度は比例関係にあり、トリグリセライド量によって
定量化できることを確認した。脂肪分化培養条件に候補素材を添加し、細胞の形態や、トリグ
リセリド濃度を測定した結果、ケルセチン配糖体の添加濃度依存的に脂肪分化の抑制が認めら
れた。 
(2) 運動前の F344 雄性ラット（15-16 週齢）の血中 CK 値を基準として、運動直後から継時的
な血中クレアチンキナーゼ(CK)値変化を観察した。下り走運動直後から継時的に血中 CKを測定
した。下り走実施前、正常時の CK 値は殆どの個体で 100 U/L 以下で、下り走直後に上昇した。
既に効果が知られている素材を経口投与（投与群）し、水を投与したコントロール群と比較し
た。Armstrong らの報告と同様に、下り走実施前投与群、下り走直後投与群、水投与群の下り
走実施群ではいずれでも二相性の CK 値上昇が認められた。2 度目の CK ピーク値の平均は下り
走実施前投与群、水投与群、下り走直後投与群の順で高かった。個体差があるものの、2 度目
の CKピーク値を比較すると、コントロールの水投与群に比べ、下り走実施前投与群では高値、
下り走直後からの投与群では低値を示した。実験期間中持続投与しても、下り走を実施しない
場合にはCK 値が100 U/L を超えることはなかった。損傷の部位を組織学的に観察したところ、
下肢四頭筋の一部、筋膜直下の限定された領域で損傷が激しいことがわかった。血中 CK値と筋



損傷度を観察することで、生体内での筋損傷や損傷からの回復への効果を評価できる可能性が
ある。 
(3) 通常のマウスはビタミン C を生合成できる。異動先では、ビタミン C 生合成経路の酵素で
あるグルコノラクトナーゼ(加齢指標タンパク質 30)、SMP30/GNL のノックアウトマウス
（SMP30/GNL-KO マウス）を飼育維持していた。この SMP30/GNL-KO マウスを利用して、
ビタミン C の下肢骨格筋への影響を検討した。ビタミン C 不足状態では、下肢骨格筋の重量減
少や、筋繊維の断面積の減少、さらに身体機能の低下が認められた。これらの影響はビタミン
C を与えることで回復した。 
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