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研究成果の概要（和文）：骨格筋細胞の分化は筋収縮に伴う種々の刺激でどのような影響を受け

るのかは理解が進んでいない。本研究では筋収縮に伴う刺激の一つ圧力が筋細胞の分化過程に

及ぼす影響を検討した。分化初期から中期の骨格筋細胞に対して圧力刺激を加えたところ，初

期の分化反応である筋細胞の融合現象が抑制され，さらに細胞内の分化誘導タンパク質

myogenin や収縮に必要なタンパク質 myosin 重鎖も減少していた。これらから筋収縮に伴う圧

力上昇は筋細胞の分化を抑制する可能性があることが示された。 

 

研究成果の概要（英文）：It is not yet clear that how mechanical stimuli during muscle 
contraction, such as stretch and pressure stresses, affect skeletal myocyte 
differentiation. The purpose of this study was to examine the effects of pure pressure 
stimulus on muscle differentiation in differentiating myoblasts. Atmospheric pressure 
at 160 mmHg, which is equivalent to calf muscle intramuscular pressure during locomotion, 
was applied to early phase of L6 myoblast differentiation. Compared to controls kept under 
normal pressure, the number of fused myoblasts reduced after pressurization. Myogenin 
and myosin heavy chain proteins in the pressurized cells were lowered. These results 
suggest that elevated intramuscular pressure may suppress myogenic differentiation from 
myoblasts to myotubes in contracted skeletal muscles. 
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１．研究開始当初の背景 

物理的刺激のひとつである圧力刺激が骨
格筋筋芽細胞の好気的代謝を活性化すると
いう知見を研究代表者らのグループが 2004



年に公表していた（Am J Physiol Endocrinol 
Metab, 2004）。この圧力刺激は骨格筋収縮に
ともなって収縮筋内部で上昇する内圧を想
定したものであり，同論文では神経系の刺激
および筋細胞の変形という干渉因子を除い
た収縮骨格筋の内圧上昇による作用を in 
vitro 実験系で再現した応答であった。その
同時期に他の研究グループ（Ishihara A., et 
al., Neurosci Res, 2005)も 1 日 6時間高圧
高酸素環境に暴露したラットの骨格筋酸化
系酵素活性が亢進したことを報告していた。
これらの知見は筋組織への圧力負荷が，骨格
筋代謝能を活性化したことを示すものだが，
我々の研究グループと Ishihara A., et al. 
(Neurosci Res, 2005)の研究以外には圧力の
影響について検討した研究報告は見当たら
ず，圧力刺激による代謝活性化が如何なる細
胞応答（細胞周期の変化，分化など）を惹起
するのか，そしてその意義や機序は未解明で
あった。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では，これまでに研究代表者が
行ってきた研究に基づくと骨格筋細胞への
圧力刺激によって惹起されることが推測さ
れる以下の骨格筋細胞の反応を，遺伝子およ
び蛋白質発現解析から検証することである： 
仮説①筋芽細胞や筋衛星細胞という未成

熟な細胞への圧力刺激は筋細胞への成熟(分
化)を促進する。 

仮説②筋管細胞に対する圧力刺激は細胞
のエネルギー代謝機能を亢進する。 

また，副次的な目的としては，圧力刺激に
よる細胞応答に関するメカニズムの解明，と
くに圧力という物理的刺激を知覚し化学的
な情報へと変換する細胞機構について探索
的に検討することであった。 
 
３．研究の方法 
 （1）細胞および圧力負荷：骨格筋細胞は，
培養骨格筋筋芽細胞の樹立株である L6 細胞
を用いた。L6 筋芽細胞は増殖用培地である
10%ウシ胎児血清入り DMEM で 1週間ほど継代
培養し，その後 2%ウマ血清入り DMEM に培地
交換することで筋管細胞への分化誘導を行
った。分化誘導 2日目から 4日目まで 1日に
つきに 3時間，160 mmHg の定常圧力を細胞に
負荷した。圧力負荷装置は独自に開発したも
ので，空気圧によって圧力が負荷されるため
細胞の変形を生じさせない特性を有してい
る。したがって，他の機械的刺激であるシェ
アストレス（せん断）やストレッチストレス
（伸展刺激）は介在していない。 
 （2）分析手法：細胞内のタンパク質発現
解析には，Immunoblotting 法を用いた。遺伝
子発現解析には real-time RT-PCR 法および
RT2Profiler（SABioscience 社）による RT-PCR

分析を用いた。細胞分化度の評価には，ギム
ザ染色および光学顕微鏡による形態評価に
よって行った。細胞外へ放出したタンパク質
の分析には，ELISA 法（R＆D社）を用いて定
量的に分析した。 
 
４．研究成果 
（1）研究の主な成果： 
 ①仮説①に関する研究結果 
細胞形態：分化誘導 3日目の時点でのギム

ザ染色による圧力負荷を実施した細胞と処
置しなかった細胞の形態評価の典型例につ
いて図 1に示した。圧力負荷を実施しない細
胞（図 1A）では，3日目にすでに細胞融合が
生じて細長い線維状の形態を示しているこ
とが見てとれる。一方，圧力負荷を実施した
細胞（図 1B）では，融合が進んでおらず，個々
の細胞が独立している状態のままであるこ
とが見てとれる。この観察から，圧力刺激が
細胞融合を阻害した，つまり分化を抑制した
ということが考えられた。 
 

A：圧なし（3 日目）

B：圧力負荷（3 日目）

 
図 1．分化誘導 3日目のギムザ染色像．A，分
化誘導のみの細胞；B，分化誘導および圧力
負荷を実施した細胞 
 
 

 細胞内タンパク質および遺伝子発現：骨格
筋分化の促進因子の一つである myogenin の
タンパク質発現および遺伝子発現を測定し
た。その結果，圧力刺激 1日目および 3日目



で myogenin タンパク質発現が約 40～60％ほ
ど減少していたこと（図 2 参照），また
myogenin遺伝子発現についても1日目および
2日目にそれぞれ 30～40％ほど減少していた。 
 

 
図 2．Myogenin タンパク質の発現量の比較。 
 
 

 
図 3．ミオシン重鎖タンパク質の発現。 
 
 
 他の筋細胞の制御因子である IGF-1および
myostatin 遺伝子についても検討したが，い
ずれの遺伝子も 1日目および 2日目に減少が
観察された。 
 骨格筋分化指標の一つである myosin 重鎖
タンパク質発現についても，圧力負荷により
減少する傾向が観察された（図 3参照）。 
 まとめ：これらの結果から，本研究課題で
提示した仮説①については棄却することが
妥当であり，仮説①とは逆に圧力刺激が骨格
筋細胞分化を抑制する可能性が強いと結論
づけるのが適当と考えられる。しかしながら，
以前の研究結果である圧力刺激によって細
胞の代謝活性が亢進していることを考慮す
ると，分化進展ではないもうひとつの細胞の
成長反応である細胞増殖が促進しているこ
とが推測された。この新たに導かれた仮説を
裏付けるデータとして，細胞タンパク質の総
量が圧力刺激の有無によって変化していな
いことを観察している。つまり，ある種のタ
ンパク質合成が促進されているものの分化
応答が阻害されている状態にあるというこ
とまでが現状より想定されている。 
 ②仮説②に関する研究結果 
 網羅的遺伝子発現解析：RT2Profiler

（SABioscience 社）を用いて定量的かつ網羅
的に遺伝子発現解析を実施した。対象とした
遺伝子は，代謝や免疫，細胞増殖などに関連
する 84 遺伝子についてであり，β-actin に
対する標的遺伝子の量を相対的に検討した。
その結果，免疫および炎症応答関連因子であ
る CTLA4，CD28，HMOX1 などに有意な応答が
みられた。代謝関連の遺伝子発現には変化は
見られなかった。代謝関連タンパク質発現解
析についても遺伝子発現解析と同じく顕著
な変化は観察されなかった。 
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 まとめ：これらの結果から，仮説②につい
てもそれを支持する有力な結果を得るには
至らなかったことから，細胞の代謝活性化は
起こるものの細胞の代謝機能の亢進までは
起こっていないものと考えられた。 
 ③圧力刺激による細胞応答のメカニズム
解析 
 細胞内情報伝達タンパク質の応答：細胞内
情報伝達経路のひとつである MAPK カスケー
ドについて検討した。MAPKカスケードの ERK，
JNK，p38MAPK のうち p38MAPK が分化促進反応
と関連しており，一方 ERK が増殖促進という
もう一つの細胞成長応答に関与しているこ
とが報告されている。分化誘導中の筋芽細胞
への圧力刺激により，ERK および JNK のリン
酸化の増加，つまりそれらの細胞内情報伝達
経路の活性化が観察された。しかしながら，
p38MAPK には圧力刺激の影響はみられなかっ
た。これらの結果は上記の myogenin やギム
ザ染色による分化抑制に合致する結果であ
った。 
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 Autocrine/paracrine による影響（細胞外
への制御因子放出による影響）：圧力刺激の
骨格筋細胞に及ぼす影響についてはほとん
ど検討されていないものの，ストレッチスト
レス（伸展刺激）の筋細胞への作用について
は多くの検討がなされている。それらの検討
によると，ストレッチストレスによる筋細胞
の応答には，IGF-1 やストレッチ刺激受容チ
ャネル（Stretch-activated chanel）の関与
があり，そしてその下流に位置する細胞内情
報伝達タンパク質の活性化が筋肥大や細胞
応答に関与することが提示されている
（Tidball JG, J Appl Physiol, 2005）。そ
こで本研究課題においても，Tidball が提示
した autocrine/paracrine機構のように筋細
胞自体が IGF-1 や TNFα，IL-6 を生成し作用
させることで圧力刺激による細胞応答が生
じているのかどうかについて検討した。その
結果，IGF-1，TNF-α，IL-6 タンパク質の細
胞外放出量について ELISA法によって測定し
たが，圧力刺激の有無によるそれらのタンパ
ク質量に有意な変化は認められなかった。つ
まり，これらの筋細胞制御因子が圧力刺激に
よる細胞応答に関与している可能性は低い
ものと考えられた。 



 まとめ：圧力刺激による骨格筋細胞応答を
誘発する作用機構に関する検討において，細
胞内の情報伝達経路の探索，そして細胞外へ
の自己および周辺細胞への制御因子放出
（autocrine/paracrine）の影響から解析を
進めた。しかしながら，両者をつなぐ経路に
ついては明確にはならなかった。このことか
ら，ストレッチストレス（伸展刺激）とは異
なった制御機構によって圧力刺激が細胞に
受容されている可能性，細胞内情報伝達の中
途の経路においては既存のものを経由して
細胞応答が発現している可能性があること
までは推定された。しかし，具体的な圧力刺
激の受容メカニズムや圧力刺激センサーに
ついては今後の解明すべき研究課題として
残された。 
 
（2）国内外における位置づけとインパクト： 
 骨格筋細胞に対する機械的刺激の影響に
ついては，国内だけでなく国外においても注
目されている。その理由としては，筋細胞へ
の刺激として化学的な刺激（代謝的な刺激）
があるが，生理的条件に近づくほど，化学的
な刺激だけでの細胞応答メカニズムの説明
が困難になっているためである。さらに，高
齢者や虚弱者の骨格筋に対する治療法の開
発という観点からや宇宙などでの微小重力
環境での身体機能の低下予防策としても，薬
物療法に頼らない方策の開発という観点か
ら注目されるテーマとなっている。 

このような現状で，骨格筋という伸展そし
て収縮を繰り返す組織特性や実験系の確立
の容易さからストレッチストレス（伸展刺
激）の作用に関する研究が多く行われており，
一方で圧力刺激に関する研究を実施してい
るのは我々のグループを含め数グループと
いった現状である。つまり，本研究課題の結
果から導かれた圧力刺激の骨格筋細胞への
生理学的作用に関しては，機械的刺激の作用
に関して高い独自性と新規性を有する知見
であり，骨格筋に対する機械的刺激に関する
生理学的研究を発展させるインパクトを有
しているといえる。これらのことから一連の
成果は国際的な学術誌に採択されうると考
えられる。今後は，これらの結果を可能な限
り早く海外学術誌に公表する予定である。 
 
（3）今後の展望など： 
 本研究課題の遂行期間中には解明しきれ
なかったことおよび新たに得られた課題・可
能性は以下の事柄である。 

① 細胞増殖反応が亢進している可能性： 
「研究の主な成果」で記載した通り，細胞

増殖に関連しているとされている ERKの活性
化が観察され，また研究代表者の先行研究に
おいてタンパク質合成の促進による代謝活
性化であることが示されている。この 2つの

結果を考慮すると，圧力刺激によって分化は
抑制され細胞増殖が亢進していることが推
測される。今後は細胞増殖反応が亢進してい
るかどうかについて検討することが必要と
思われる。 
 ②免疫および炎症応答関連因子が機械的
刺激による細胞応答に関与している可能性： 
 網羅的に遺伝子解析を行った結果，圧力刺
激によって免疫および炎症応答関連因子の
遺伝子発現に変化が生じていた。伸展刺激を
用いた研究においても近年では免疫および
炎症応答関連因子が骨格筋細胞応答に関与
していることが報告されており，圧力刺激に
よっても同様にそれらの因子が何らかの作
用を担っている可能性がある。したがって，
上記の細胞増殖反応とともに免疫や炎症応
答関連因子の関与についても，本研究課題の
解明に結びつく有力な関連課題となるもの
と考えられる。 
 まとめ：本研究課題「骨格筋の内圧上昇に
対する細胞応答」に関しては，筋収縮に伴う
内圧上昇が未熟な筋細胞の成熟とくに分化
を抑制している可能性が示唆された。一方で，
未熟な筋細胞の細胞増殖という可能性そし
てそれを示唆するような知見が得られてい
る。本研究課題は in vitro での実験をもと
に検討を行ってきたが，今後はこれらの知見
についてより in vivo に近い実験系での検討
を行い，生体内とくに骨格筋という他の組織
以上にメカニカルストレスに暴露される頻
度の高い組織でのその意義について検討を
深める必要があると考えられた。また，化学
的刺激では説明の困難な細胞応答に関して，
メカニカルストレスと化学的な刺激の両者
を包含した実験系により，やはりより生理学
的な条件において骨格筋細胞の応答に関し
ての理解を深める必要があるものと考えら
れた。 
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