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研究成果の概要（和文）：骨格筋の修復や再生は骨格筋幹細胞である筋衛星細胞によって行われる．本研究ではマウス
筋衛星細胞由来の細胞株C2C12の培養によって生じるリザーブ細胞を休眠状態の筋衛星細胞のモデルとして使用し，リ
ザーブ細胞形成に関与する因子を探索した．アダプタータンパク質Grb2，Sos1，Rasがリザーブ細胞形成に必要である
こと，Grb2の強制発現はリザーブ細胞形成を促進し，恒常活性型Sos1およびRasの強制発現はリザーブ細胞形成を抑制
することを明らかにした．これらの結果はGrb2-Sos1-Rasはリザーブ細胞形成に必須であるが，過剰なシグナルはリザ
ーブ細胞形成に対して抑制的に働くことを示唆している．

研究成果の概要（英文）：Regeneration and repair of the skeletal muscle are carried out by satellite cells 
which are stem cells specific for a skeletal muscle. In this study, reserve cells of C2C12 cells, which we
re derived from satellite cells of a mouse, were used for investigation of both intrinsic and extrinsic fa
ctors which participate in reserve cell formation. I found that adapter protein Grb2, guanine nucleotide e
xchange factor Sos1, and Ras are necessary for reserve cell formation. While forced expression of Grb2 pro
moted the formation of reserve cells, constitutively active forms of Sos1 and Ras resulted in loss of rese
rve cells. These results demonstrates that signalling of Grb2-Sos1-Ras is indispensable to reserve cell fo
rmation, but excessive signaling causes decline in reserve cell formation.
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１． 研究開始当初の背景 

骨格筋は損傷を受けても短期間のう
ちに新たな筋線維を再生する．骨格筋の
再生能を担うのは，筋衛星細胞と呼ばれ
る骨格筋幹細胞である．休止状態の筋衛
星細胞が必要時に過不足なく活性化さ
れる過程や，再生能を維持するために自
己複製する過程は，生命を支える再生現
象の根源となるものである．しかし，筋
衛星細胞を維持する過程に関しては大
部分が未解明である． 
これまでに筋衛星細胞自己複製機構

に関する研究が進展しなかった理由の
一つとして，通常の骨格筋初代培養法で
は筋衛星細胞の自己複製が極めて稀に
しか起こらないことが挙げられる．近年，
休眠状態の筋衛星細胞をインタクトな
筋線維とともに培養する単一筋線維培
養法が確立され，in vitro での筋衛星細
胞の自己複製が報告された．申請者は単
一筋線維培養法を習得し，筋衛星細胞活
性化および自己複製機構に関する研究
を行ってきた． 
筋衛星細胞の自己複製能の低下は個

筋再生能の低下に結びつくことが予想
される．進行性筋疾患であるデュシャン
ヌ型筋ジストロフィー等では筋衛星細
胞の機能低下と不十分な筋再生能との
関係が想定されている． 

 
２． 研究の目的 

本研究では筋衛星細胞自己複製に関
与する因子を明らかにすることを目的
とする．さらに，RNA 干渉を用いた筋衛
星細胞自己複製の促進方法を開発する
ことができれば，筋衛星細胞の研究に役
立つばかりでなく，デュシャンヌ型筋ジ
ストロフィー等の進行性筋疾患の治療
にも応用できると考えている． 
本研究では筋衛星細胞の自己複製機

構を明らかにするために，細胞外の刺激
を細胞内に伝達する際に重要な役割を
担うアダプタータンパク質 Grb2，グアニ
ンヌクレオチド交換因子 Sos1，低分子量
G タンパク質 Ras およびその下流のタン
パク質に注目し，これらが筋衛星細胞の
自己複製に及ぼす影響を解明する．また，
上記以外にも筋衛星細胞の自己複製を
促進する因子の探索を行う． 

 
３． 研究の方法 

本研究では筋衛星細胞由来の細胞株
である C2C12 細胞を使用した．C2C12 細
胞は分化誘導によって筋分化形質を示
す筋管ばかりでなく，未分化な状態にと
どまるリザーブ細胞を形成する．リザー
ブ細胞は筋衛星細胞と同様の挙動を示
すことから，筋衛星細胞のモデルとして
使用することができると考えられる．そ

こでまずリザーブ細胞のマーカーとな
る遺伝子の探索を行った． 
次に培養条件によってリザーブ細胞

の形成がどのような影響を受けるのか
を調べた．この目的のためには 24 時間
増殖条件で培養したC2C12細胞の培養液
を成長因子含有無血清培地に交換した．
成長因子としては，インスリン，IGF-I，
EGF，FGF2，PDGF-BB を用いた．3日間の
培養後にリザーブ細胞形成に与える影
響を観察した．また，細胞外基質の影響
を調べるために，C2C12 細胞をゼラチン，
コラーゲンタイプ I，フィブロネクチン，
ラミニン-111，ラミニン-211，ラミニン
-511 でコートした培養皿に播種し，ITS
培地で分化誘導した．この培養系でも 3
日後にリザーブ細胞形成に与える影響
を観察した． 
筋衛星細胞自己複製機構に関与する

細胞内因子の探索のためには対象とな
るタンパク質の機能阻害あるいは強制
発現を行った．機能阻害のためには PI3K
阻害剤 LY294002 および wortmannin，MEK
阻害剤 U0126，Raf1 阻害剤 GW5074，ファ
ルネシルトランスフェラーゼ阻害剤
FTI-277，プロテインキナーゼ C 阻害剤
Gö6976，インテグリン阻害剤エキスタチ
ン，Rac1 阻害剤 Rac1 Inhibitor を使用
した．また，遺伝子特異的な発現抑制の
ために，Grb2，Hras，Kras，Nras，MyoD
に対するsiRNAを用いてノックダウンを
行った．目的遺伝子の強制発現を行う際
には Tet-ON システムによって人工的に
目的遺伝子の発現を誘導できるように
した．そのためにはリバーステトラサイ
クリン調節性トランス活性化因子を恒
常的に発現する C2C12 細胞（C2C12Tet
細胞）を樹立した後に，この細胞に TRE
プロモーター制御下に目的遺伝子を組
み込んだプラスミドを導入した． 
単一筋繊維培養法のためには約 2～3

ヶ月齢の C57BL/10 マウスから長趾伸筋
を摘出し，0.2％コラゲナーゼによる消
化後に広口パスツールピペットで穏や
かにピペッティングすることによって
筋繊維を単離した．その後，1 mg/ml BSA
を含むDMEM中で 24時間の培養を行った． 

 
４． 研究成果 

（1） リザーブ細胞の同定法 

 マウス筋衛星細胞由来の細胞株で
ある C2C12 細胞は分化誘導によって
分化形質を示す筋管とともに未分化
なリザーブ細胞を形成する．リザー
ブ細胞を休眠状態の筋衛星細胞のモ
デルと考え，本研究を行った．その
ためにはリザーブ細胞の同定が必要
となるため，休眠状態の筋衛星細胞
が特異的に発現している可能性が報



告されている Pax7，Myf5，Bcl-2，
p27Kip1，pRb2，Id1，Id2，Id3 の発現
を免疫染色法によって調べたところ，
抗アポトーシスタンパク質 Bcl-2 が
リザーブ細胞特異的に発現すること
がわかった．Bcl-2 はリザーブ細胞に
おいてミトコンドリアに局在する一
方で，分化した筋管や増殖中の細胞
には Bcl-2 のミトコンドリアへの局
在は観察されなかった． 
 

（2） 成長因子の影響 

FGF2，PDGF-BB，EGF は筋芽細胞の
増殖を促進するため，リザーブ細胞
形成に対しても促進的な影響が考え
られたが，C2C12 細胞に添加しても
Bcl-2 発現レベルは低いままであっ
た．このことはこれらの成長因子が
リザーブ細胞決定化因子としては機
能しないことを示していると考えた．
一方で，インスリンおよび IGF-I は
筋分化を誘導するとともにリザーブ
細胞化も促進した．インスリン・IGF
シグナルを分析し，分化制御シグナ
ルとリザーブ細胞形成シグナルを分
離することができれば理解が進む可
能性がある． 

（3） 細胞外基質の影響 

 生体内において筋衛星細胞は細胞
外基質と密着しており，その相互作
用が筋衛星細胞の自己複製に重要な
役割を担っている可能性に注目した．
そこで，C2C12 細胞をゼラチン，コラ
ーゲンタイプ I，フィブロネクチン，
ラミニン-111，ラミニン-211，ラミ
ニン-511 でコートした培養皿の上で
培養したところ，ラミニン-111 およ
びラミニン-511 上で培養した場合に
リザーブ細胞形成が促進されること
を明らかにした．この効果はインテ
グリン阻害剤であるエキスタチンに
よって失われることから，ラミニン-
インテグリンを介した情報伝達系に
よって筋衛星細胞の自己複製が促進
されるものと考えている． 

（4） アダプタータンパク質 Grb2 の関与 

 成長因子による情報伝達系および
ラミニン-インテグリンによる情報
伝達系に共通する細胞内因子として
アダプタータンパク質Grb2に注目し
た．Grb2 は活性化した成長因子受容
体などのリン酸化チロシンとグアニ
ンヌクレオチド交換因子Sos1などを
結びつける役割を担っている．Grb2
に特異的な siRNA を用いてノックダ
ウンを行ったところ，リザーブ細胞
形成が顕著に抑制されることが明ら

かになった．その一方で，野生型 Grb2
の強制発現を行うとリザーブ細胞形
成が促進され，Sos1 との結合能を失
ったドミナントネガティブ型 Grb2
（Grb2 P49L）の強制発現はリザーブ
細胞形成を抑制することを見いだし
た．なお，野生型 Grb2 あるいはドミ
ナントネガティブ型 Grb2 と Sos1 の
相互作用については共免疫沈降法に
よって確認した． 
 

（5） Sos1，Ras の関与 

 Grb2 は Sos1 との結合によって情
報伝達に関与する．そこで，Sos1 特
異的なsiRNAによってSos1のノック
ダウンを行ったところ，Grb2 ノック
ダウンと同様の結果が得られた．一
方で，恒常的活性型となるように C
末端に Kras の CAAX モチーフを付加
した cSos/CAAX を強制発現した場合
には強い筋分化抑制と増殖促進が見
られたものの，リザーブ細胞形成に
関してはむしろ抑制されていた． 
そこで次にSos1によって制御され

るRasの関与について検討を行った．
Ras の細胞膜への局在に必要となる
ファルネシルトランスフェラーゼを
FTI-277 によって阻害すると筋分化
には影響がないものの，リザーブ細
胞形成が抑制されることがわかった．
そこで Hras，Kras，Nras のノックダ
ウンを試みたものの，使用する siRNA
によって影響が異なり，統一的な結
果を得ることができなかった．これ
は各 siRNA の特異性が不十分であっ
たこと，あるいはノックダウンによ
って他の Ras が代償的に作用したこ
とが考えられた．今後は特異性の高
い siRNA を用いること，Hras，Kras，
Nras の同時ノックダウンを行うこと
を検討している．一方で，各種 Ras
の恒常活性型変異体（G12V）を強制
発現したところ，統一的に強い分化
抑制，増殖促進とともに，リザーブ
細胞形成の抑制が見られた．この現
象はFGF2などの成長因子や恒常活性
型 Sos1 よる影響と共通しており，過
剰なSos1/Ras活性はリザーブ細胞形
成に対して抑制的に働くことを示し
ている． 
 

（6） Raf1，Rac，PI3K プロテインキナーゼ C
の関与 

Ras は Raf，Rac，PI3K，RalGDS な
どのエフェクタータンパク質を活性
化することによって情報伝達を行う．
そこで，Raf1，Rac1，PI3K 等の阻害
剤を用いて，リザーブ細胞形成にこ
れらのエフェクタータンパク質が関



与する可能性を検証した． 
Raf1 阻害剤として GW5074 を使用

したところ，リザーブ細胞形成にも
筋分化にも影響は見られなかった．
さらに，Raf1 の下流で活性化される
MEK/ERK を U0126 によって阻害した
場合にもリザーブ細胞形成に影響は
現れなかった．PI3K 阻害剤 LY294002
およびwortmanninは筋分化を強く抑
制した．これは PI3K/Akt シグナルが
筋分化に関与しているためと考えら
れる．その一方でリザーブ細胞形成
には影響がなかった．Rac1 阻害剤で
ある Rac1 Inhibitor はリザーブ細胞
形成を濃度依存的に抑制した．これ
らの結果は Ras エフェクターの中で
もRac1が特異的にリザーブ細胞形成
に関与していることを示している． 
さらに，リザーブ細胞形成に関与

する情報伝達系タンパク質を探索す
る過程で，プロテインキナーゼＣ阻
害剤Go6976によってリザーブ細胞形
成が抑制されること，プロテインキ
ナーゼＣを活性化するホルボールエ
ステルによってリザーブ細胞形成が
促進されることを発見した．これら
の結果はプロテインキナーゼＣがリ
ザーブ細胞形成を正に制御すること
を示している． 
 

（7） MyoD の関与 
 筋分化には筋細胞特異的な転写因
子であるMyoDが重要な役割を担って
いる．MyoD は線維芽細胞に強制発現
することによって筋芽細胞へと分化
転換させることのできる筋分化マス
ター遺伝子である．そこで，MyoD の
ノックダウンを行ったところ，筋分
化が完全に抑制され，ほぼすべての
細胞がリザーブ細胞になることがわ
かった． 
 

（8） 単一筋線維培養法の改善 
単一筋繊維培養法は筋衛星細胞を

インタクトな筋繊維とともに培養す
るため，筋衛星細胞の挙動を生体内
に近い環境で調べることができる．
単一筋線維の単離に関しては問題が
なかったものの，その後の培養で十
分な筋繊維の生存率が確保できなか
ったため，培養条件の検討を行った．
その結果，培養液中に 110 mg/l のピ
ルビン酸ナトリウムを添加すること
によって大幅に筋繊維生存率が向上
することを発見した． 

 
（9） In vivo でのノックダウン 

 細胞培養系においてはMyoDのノッ
クダウンによってリザーブ細胞の割
合がほぼ 100％になったことから，in 

vivo でのノックダウンによって生体
内の筋衛星細胞数にどのような影響
が生じるかを検証しようとしたもの
の，技術的な問題によって結果を得
ることができなかった．生体内の骨
格筋に対して siRNA の導入を行う方
法に関しては，アテロコラーゲンを
担体として用いる方法，カチオンリ
ポソームを用いる方法などが報告さ
れているため，今後はこれらの報告
を基に条件検討を行う． 
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