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研究成果の概要（和文）：骨格筋の肥大・再生は、筋幹細胞(衛星細胞)の活性化に大きく依存している。これま
でに代表者は、「運動や筋損傷などの物理刺激を引き金として、細胞外マトリックスから遊離する肝細胞増殖因
子(HGF)依存的に衛星細胞が活性化する分子機構」をほぼ解明した。これを更に発展させるため本研究では、活
性化の抑制機構を調べた。その結果、過剰なNOラジカルの産生によって遊離HGFがニトロ化されることを見出し
た。筋の肥大や治癒を妨げている「活性化抑制機構(HGFの不活化)」を更に追究することにより、筋肥大・再生
を促進する食肉生産システムの開発に資する他、筋再生医科学・加齢筋医科学・スポーツ科学などに貢献が期待
された。

研究成果の概要（英文）：Postnatal muscle growth and regeneration are largely responsible for 
activation (re-entry to G0 phase) and proliferation of satellite cells, resident myogenic stem cells
 normally positioned beneath the basal lamina of muscle fibers.  We have thus far found a satellite 
cell activation mechanism that is triggered by mechanical perturbation and centered on hepatocyte 
growth factor (HGF) release from the extracellular matrix in a NO radical dependent manner.  In 
order to further understand the mechanism, the present study focused on an inhibitory regulation of 
satellite cell activation.  In vitro study demonstrated that the released HGF may be nitrated by 
excess NO radical production to lose its biological activity.  By understanding this “
nitration-driving inhibitory scenario”, we will be able to design novel procedures that 
specifically enhance muscle growth and regeneration.

研究分野： 筋細胞分子生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
適度な伸展刺激をトリガーとしてNO ラジカルが産生され、これが細胞外マトリックスに結合保持されているHGF
 の遊離を引き起こすことを申請者らの研究グループが既に報告しているので、強い物理刺激により多量のNO ラ
ジカルが産生されると予想している。物理刺激を引き金として衛星細胞がNO/HGF 依存的に活性化する分子機構
の他に、過剰なNO ラジカル産生によるHGFの不活化という抑制的な制御機構の存在が示唆される。HGF 以外の細
胞増殖因子のニトロ化による活性制御も含め、研究を更に発展させることにより、筋の肥大や創傷治癒を妨げて
いる分子機構が明らかになると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景	 
衛星細胞は筋細胞(細長く巨大なので“筋線
維”と呼ばれる)の周囲に存在する筋幹細胞
である。運動や筋損傷などの物理刺激を引き
金として活性化し増殖・分化・融合すると筋
線維が肥大・再生することが知られている。
従って、衛星細胞の活性化を促進することが
できれば筋肥大・再生は劇的に亢進すると考
えられ、その食品栄養機能学的な制御法の構
築を指向している(将来構想)。	 
代表者はこれまでに、「運動や筋損傷など

の物理刺激を引き金として、細胞外マトリッ
クスから遊離する肝細胞増殖因子(HGF)によ
って衛星細胞が活性化する分子機構」をほぼ
解明したが、これを抑制的に制御する機構も
存在していると予想した。古くから指摘され
ているように、i)筋損傷の程度が大きい場合
には治癒しにくいことや、ii)実験室レベル
の研究では、高度損傷筋から回収した抽出液
（heavily	 crushed	 muscle	 extract;	 HGF を
含有）には衛星細胞を活性化する活性がない
ことなどから着想した。筋損傷モデルの１つ
である lightly	 crushed	 muscle	 の抽出液に
は衛星細胞活性化活性（遊離HGFの生理活性）
があることが知られているので(Tatsumi	 et	 
al.	 1998)、強い物理刺激の負荷により遊離
HGF の生理活性が何らかの要因で失われたと
考えるのが妥当である。衛星細胞が物理刺激
を受けると一酸化窒素(NO)ラジカルを産生
するので（Anderson	 2000;	 Tatsumi	 et	 al.	 
2002a,b）、NO が過剰産生された場合には HGF
が化学修飾され不活化するのではないかと
着想した。このアイデアが「衛星細胞の活性
化抑制機構」を解明するブレークスルーにな
ると考えた。	 
NO ラジカルによるタンパク質の化学修飾

にはニトロシル化(ニトロシル基(-NO)が配
位する反応：広義ではニトロソ化と同義)と
ニトロ化(チロシンやトリプトファン残基
などにニトロ基(-NO2)が配位する反応)の２
つがある。前者は生理的な低 NO 産生で起こ
る化学修飾として、種々の酵素や細胞内シ
グナル伝達物質の活性制御に重要である
(Gow	 et	 al.	 2004 など多数)。一方、ニトロ
化は NO の過剰産生により不可逆的に形成さ
れる損傷性マーカーとして捉えられてきた
が、ニトロ化 cGMP の発見によりシグナル伝
達にも関わることが明らかにされるなど
(Sawa	 et	 al.	 2007)、現在最も注目されて
いる NO 制御機構である。一方、HGF をはじ
めとする種々の細胞増殖因子では、ニトロ
シル化やニトロ化による活性調節の知見は
なく、酵素によるプロセシング(ペプチド結
合の開裂によるサブユニット形成やプロペ
プチド領域の切断・除去)による活性化、お
よび、酵素分解による失活や内因性阻害物
質の結合による不活化が一般的である。し

かし、これら既知の不活化機構では前述の
「heavily	 crushed	 muscle	 extract 実験」
の結果を全く説明できない。このため、HGF
のニトロ化による不活化を予想した。	 
 
 
２．研究の目的	 
「衛星細胞の活性化抑制機構」を解明するた
め、上記の作業仮説「NO の過剰産生による
HGF のニトロ化と不活化」を検証することを
目的とした。具体的な実験内容は以下の通り
である。衛星細胞の初代培養系および NO 過
剰産生モデル実験系を用いて実施した。	 
i)衛星細胞に強い物理刺激を負荷する実験
系において、衛星細胞の活性化および遊
離 HGF の活性にどのような影響があるか
を調べた。	 

ii)リコンビナント HGF 溶液に NO 供与体（NO
ドナー）を高濃度で添加した NO ラジカル
過剰産生モデル実験系において、HGF が
ニトロ化されるかどうか調べた。	 
本研究課題は、強い物理刺激によって遊

離 HGF がニトロ化され不活化するかどうか
を調べる挑戦的萌芽研究であり、細胞増殖
因子のニトロ化という新たな制御様式を開
拓する意味でも先駆的である。研究成果は、
筋の肥大や創傷治癒を妨げていると予想さ
れる「衛星細胞の活性化抑制機構(HGF の不
活化)」を解明するブレークスルーになると
考えられ、筋の肥大・再生を劇的に促進す
る食肉生産システムの開発に資する他、筋
再生医科学・加齢筋医科学・スポーツ科学
などに貢献が期待された。	 
 
 
３．研究の方法	 
(1)衛星細胞の単離・培養：9-10 月齢の成熟
Splague-Dawley 系雄性ラットの後肢大腿部
および背部の骨格筋より、Allen ら（1997）
の方法の改良法（Tatsumi	 et	 al.	 2006）に
従い休止期に同調した衛星細胞を単離した。
10%正常ウマ血清を含む DMEM 基礎培地	 (pH	 
7.2)	 にて 24 時間前培養した。デスミンの免
疫染色により純度は 97%以上であることを確
認した。次項に記載するように、細胞に伸展
刺激を負荷するため、培養底面がシリコン膜
でできた FlexerCell 用ディッシュに細胞を
播種した。ディッシュは予めポリ-L-リジン
およびフィブロネクチン（Sigma 社製)で２重
コートしたものを使用した。	 
(2)物理刺激を負荷する実験系：培養 24 時間
後に、FlexerCell	 FX-2000 システムを用いて
衛星細胞に伸展刺激を 1時間断続的に負荷し
た後、23 時間静置培養した。伸展刺激パター
ンは以下の 3種類である。i)通常の適切な伸
展刺激（これまでの研究により、活性化因子
HGF の遊離および衛星細胞の活性化が正常に



起こることが保証されている伸展条件であ
り、陽性コントロールとなる）：5秒間で伸展
率を25%にし、この状態を5秒間保持した後、
２秒間で解放するパターンを１サイクルと
して、これを断続的に負荷する（LFH 伸展
区）；	 ii)5 秒間の保持相がない伸展パターン
を負荷する（LF 区：伸展率や伸展頻度は LFH
区と同じ）；	 iii)5 秒間で伸展率を 25%にし
た後、直ちに解放する伸展パターンを負荷す
る（HF 区：伸展頻度が約２倍となる高強度物
理刺激負荷区）。	 
(3)衛星細胞の活性化率の測定（BrdU パルス
標識法）：培養 46 時間目に、ブロモデオキシ
ウリジン	 (BrdU)	 を終濃度 10	 μM になるよ
うに衛星細胞培養系に添加した後、2 時間培
養した。0.1%	 (v/v)過酸化水素水-メタノー
ル溶液で固定した後、Tatsumi ら（1998）の
常法に従い抗 BrdU 抗体および HRPO 標識 2 次
抗体で免疫染色した。DAB で茶色に染色され
た細胞核数の全胞核数に対する割合(%)を測
定し、衛星細胞の活性化率とした。	 
(4)培養上澄の Western	 blotting および２次
培養：衛星細胞に 1時間の伸展刺激を負荷し
培養液（DMEM 培養上澄）を回収した。これに
正常ウマ血清を添加したものを培養液とし
て衛星細胞を 24 時間静置培養した（２次培
養）。また、この培養上澄を抗 HGF 抗体（R&D	 
Systems 社製 ,	 AB-294-NA ）による ECL-	 
Western	 blotting に供試し、伸展刺激によっ
て遊離する HGF の量を調べた。	 
(5)NO ラジカル過剰産生モデル実験系：精製
HGF 標品（R&D	 Systems 社製,	 2207-HG）に NO
供与剤 NOC7	 (Dojindo 社製,	 N377)を添加し
37℃で 30 分間処理した。HGF がニトロ化され
たかどうかを抗ニトロチロシン抗体
（StressMarq	 Biosciences 社製,	 SMC-154C）に
よる ECL-Western	 blotting により調べた。
使用した NOC7 の半減期は中性 pH で約 5分で
あり、1 モルの NOC7 から 2 モルの NO ラジカル
を放出する。既存の NO 供与剤に比べ極めて
短時間に多量の NO を自発的に放出するので
本研究に最適であった。本実験では、1 モル
の NOC7 から 2 モルの NO ラジカルが生成される
と仮定し、NO/HGF モル比が 50:1 になるように
HGF と NOC7 量を設定した。また、先の Western	 
blotting において、転写膜上の HGF 量に大き
な差がないことを確認するため、抗 HGF 抗体	 
（R&D	 Systems 社製,	 AB-294-NA）によっても
ECL-Western	 blotting を行った。	 
	 
	 
４．研究成果	 
本研究により、強い物理刺激を負荷すると
（HF 伸展刺激区）、衛星細胞が活性化しない
ことが明らかになった。この場合、衛星細胞
の活性化に必要な「HGF の細胞外マトリック
スからの遊離」は、通常強度の物理刺激区

（LFH 伸展刺激区および LF 伸展刺激区）と同
様に正常に起きていることが Western	 
blotting により確認されたが、衛星細胞を活
性化する生理活性化がないことがわかった。
また、HGF を過剰な NO ラジカル産生下に暴露
するとニトロ化されることも抗ニトロチロ
シン抗体による Western	 blotting により明
らかになった。従って、HF 伸展刺激区で遊離
した HGF はニトロ化されたために生理活性を
失ったものと考えられた。このことを確認す
るため現在、実験を継続している。個々の実
験結果の詳細は以下の通りである。	 
	 
(1)強い物理刺激が衛星細胞の活性化に及ぼ
す影響：休止期に同調した衛星細胞に強い物
理刺激（HF 伸展刺激）を 1 時間断続的に負荷
した後、23 時間静置培養し、活性化率を BrdU
パルス標識法により測定した。HF 伸展刺激を
負荷しても活性化率は対照区（伸展刺激非負
荷区）と同様の低い値を示し、これは陽性コ
ントロールの LFH 伸展刺激区における活性化
率の有意な上昇（衛星細胞の活性化）と対照
的であった。このことは、HF 伸展刺激を負荷
しても衛星細胞は活性化しないことを示し
ている。また、1時間の HF 伸展刺激を負荷し
た後に、終濃度 2.5	 ng/ml（衛星細胞を活性
化する至適濃度）でリコンビナント HGF を添
加すると LFH 伸展刺激区と同様のレベルまで
活性化率が上昇したことから、細胞の活性化
ポテンシャル、即ち、細胞膜受容体 c-met や
細胞内シグナル伝達系の活性は正常に保た
れていることが確認された（Fig. 1）。従って、
HF 伸展刺激では HGF の遊離が起きない、ある
いは遊離した HGF が活性を失っているかのど
ちらかと考えられた。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
Fig. 1	 強い物理を負荷すると衛星細胞は活
性化しない（HF 伸展刺激区）。	 
（**	 p	 <	 0.01	 vs.白色バー	 C）	 
	 
このことを明らかにするため、1 時間の伸

展刺激で得られる培養上澄を抗 HGF 抗体によ
る Western	 blotting に供試した。Fig. 2Aに



示すように、HF 伸展刺激区および LFH 伸展刺
激区ともに HGF のバンドが同程度検出された
ことから、HF 伸展刺激区でも細胞外マトリッ
クスからの HGF の遊離は正常に起きているこ
とが確認された。また、LFH 伸展刺激区と同
じ伸展頻度を有する LF 伸展刺激区でも同程
度に HGF 遊離が認められたことは、５秒間の
伸展保持相は HGF の遊離に必要ないことを示
している。HF 伸展刺激パターンでもこの伸展
保持相はなく伸展頻度だけが約 2倍になって
いることを考えると、伸展頻度の増加は HGF
の遊離に影響を及ぼさないことは明らかで
ある。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
Fig. 2	 強い物理を負荷すると HGF は遊離す
るが（パネル A）、生理活性は失われている（パ
ネル B）（HF 伸展刺激区）。	 
（**	 p	 <	 0.01	 vs.白色バー	 a）	 
	 
	 
伸展刺激により遊離した HGF の生理活性

（衛星細胞を活性化する生理活性）を調べる
ため、先の培養上澄を培養液として衛星細胞
を 24 時間静置培養した（Fig. 2B）。陽性コン
トロールとして LFH および LF 伸展刺激区の

培養上澄を用いた場合には、衛星細胞の活性
化率は有意に増加し、これは培養液にリコン
ビナント HGF を 2.5	 ng/ml で添加した場合と
同じであった。また、LFH および LF 伸展刺激
区の培養上澄にそれぞれ抗 HGF 中和抗体（R&D	 
Systems 社製,	 AB-294-NA）を添加し HGF の活
性を中和すると活性化活性が完全に消失す
ることから、培養上澄の HGF が衛星細胞の活
性化因子であることが再確認された。一方、
HF 伸展刺激区の培養上澄を培養液として衛
星細胞を培養しても活性化率は全く増加せ
ず、非伸展区の培養上澄を用いた場合と同様
の低いレベルであった。また、HF 伸展刺激区
の培養上澄に HGF を添加すると陽性コントロ
ールと同じレベルまで活性化率が増加する
ことから、HGF の細胞膜受容体である c-met
などの働きを阻害する物質が HF 伸展で生成
されているということはないと言える。	 
従って、これら１連の実験結果から、「強

い物理刺激（HF 伸展刺激）を衛星細胞に負荷
すると HGF は正常に細胞外マトリックスから
遊離するが、衛星細胞を活性化できる HGF の
生理活性は失われる」という結論に達した。	 
	 

(2)HGF はニトロ化されるかどうか：前項の結
論である「強い物理刺激により、衛星細胞を
活性化する HGF の生理活性が失われる」こと
が HGF のニトロ化に起因するかどうかを次に
調べた。精製リコンビナント HGF 標品に NO
供与剤 NOC7 を添加し、HGF が過剰の NO ラジ
カルに暴露される実験条件を作出した。HGF1
モルに対して最大で 50 モルの NO ラジカルが
存在するように調整し 37℃で 30 分間保持し
たところ、HGF のチロシン残基のニトロ化を
示すバンドが Western	 blotting により検出
された（Fig. 3）。NOC7 処理前の HGF ではニト
ロ化を示すバンドは認められず、また NOC7
なしで同様に 30 分間保持した実験区では僅
かに反応が検出されたが、その強度は先の
NOC7 処理に比べ極めて微弱であった。これら
の結果から、HGF を過剰の NO ラジカル産生下
に置くとニトロ化されることが明らかにな
った。さらには、ニトロ化 HGF を終濃度 2.5	 
ng/mlで添加し24時間後の活性化率をBrdU
パルス標識法によりアッセイした。陽性コ
ントロールとしてリコンビナント HGF（ニ
トロ化処理なし）を同様に添加した場合に
は衛星細胞は活性化されたのに対し、ニト
ロ化 HGF には有意な活性化活性は認められ
なかった。このことは HGF がニトロ化され
るとその生理活性を失うことを意味してい
る。	 
今後、衛星細胞に強い物理刺激を負荷する

と NOラジカルが大量に発生するのかを調べ、
その結果を待って学術論文に投稿する予定
である。通常の適度な伸展刺激をトリガーと
して NO 合成酵素により NO ラジカルが産生し、

B 



これが細胞外マトリックスに結合保持され
ている HGF の遊離（即ち、マトリックスメタ
ロプロレイナーゼの NO 依存的活性化による
プロテオグリカンのコアタンパク質の切断、
その結果としての、HGF-プロテオグリカン複
合体の遊離）を引き起こすことを、申請者ら
の研究グループが既に報告しているので
（Tatsumi	 et	 al.	 2002,	 2006 など）、強い物
理刺激により多量の NO ラジカルが産生され
ると予想している。物理刺激を引き金として
衛星細胞が NO/HGF 依存的に活性化する分子
機構の他に、過剰な NO ラジカル産生による
HGF の不活化という抑制的な制御機構の存在
が示唆される。必要以上に衛星細胞が活性化
しないように調節するネガティブフィード
バックと考えられる。HGF 以外の細胞増殖
因子のニトロ化による活性制御も含め、研究
を更に発展させることにより、筋の肥大や創
傷治癒を妨げている分子機構が明らかにな
ると期待される。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
Fig. 3	 NO 過剰産生下において HGF はニトロ
化される。	 
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