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研究成果の概要（和文）：培養骨格筋細胞を用いて，多価陽イオンによるインターロイキン-6（IL-6)およびミ
オシン重鎖 I（MyHC I）のmRNA発現量変化をRT-PCR法により観察した。これらのmRNA発現量はLa3+等の多価陽イ
オン投与により増加し，カルシニューリン阻害剤の同時投与により減少した。La3+と抗IL-6受容体抗体を同時投
与すると，La3+単独に比べMyHC I mRNA発現量が低下した。パッチ・クランプ実験ではLa3+投与により内向き電
流は増加しなかった。したがって，多価陽イオンの微量な流入がカルシニューリンを活性化し，IL-6の産生を介
してMyHC I mRNA発現量を増加させるものと思われた。

研究成果の概要（英文）：Using the RT-PCR method, we tried to examine the effects of multivalent 
cations on expression levels of interleukin-6 (IL-6) and myosin heavy chain I (MyHC I) mRNA in C2C12
 cells. These mRNA expression levels were significantly increased by La3+, Gd3+, or Ni2+. The 
increased mRNA levels of MyHC I and IL-6 induced by the administration of these multivalent cations 
were attenuated by the co-administration of cyclosporine A. Furthermore, the effects of La3+ on MyHC
 I mRNA levels were attenuated by the co-administration of anti-IL-6 receptor antibody. Addition to 
the RT-PCR study, we measured whole-cell currents in C2C12 cells using patch-clamp technique. The 
inward currents were not significantly affected by the application of La3+ to the bath solution. 
These results indicated that a small quantity of multivalent cations into the cytosol upregulates 
IL-6 mRNA level in calcineurin dependent manner, and increment of IL-6 production from myocites 
upregulates MyHC I mRNA expression level.

研究分野： 細胞生理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では，La3+などの多価陽イオンの投与によるカルシニューリン活性化がIL-6のｍRNA発現量を増加させ，
骨格筋細胞自身がIL-6を分泌することでMyHC IのmRNA発現量を増加させることを明らかにした。今後の検討課題
は，細胞外への多価陽イオンの投与が実際にMyHC Iタンパク質を増加させるかを，培養細胞のみならず実験動物
を用いて確認することである。これらの検討を行うことで，正常な動物の骨格筋維持における微量元素の細胞生
物学的な役割を確認できるとともに，廃用性筋萎縮の予防法やリハビリテーションの有効性を高める補助治療法
の開発が可能になるものと考える。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 長期臥床やギプス固定により身体活動量の低下や不動の状態が継続すると廃用性筋萎縮が生
じ，遅筋を中心とした骨格筋量ならびに筋力が低下する。筋力の低下は身体活動能力の低下を
引き起こして日常生活活動を制限し，これによりさらに骨格筋量ならびに筋力が低下するとい
う悪循環に陥ることが予想される。廃用性筋萎縮の状態から回復するためには，筋に再び適切
な負荷を与えて筋肥大を生じさせることが最も単純かつ根本的な解決法である。実際の臨床現
場では，物理療法や運動療法などを実施して筋萎縮の改善が図られているが，高齢者や基礎疾
患を有する患者にとっては大きな負担であり，身体的な機能制限のために十分なリハビリテー
ションを行えない例も存在する。このため，我々は生体内の骨格筋肥大や収縮タンパク増加に
関わる生体内因子の作用機序をもとに，廃用性筋萎縮予防法の検討を行って来た。骨格筋細胞
の肥大には肝臓や骨格筋から放出されるインスリン様成長因子-1（IGF-1）が最も重要な役割を
果たしているものと考えられてきたが，近年では骨格筋から放出されるサイトカインであるイ
ンターロインキン-6（IL-6）が注目されている。骨格筋細胞において，運動等による細胞内
Ca2+濃度上昇時には Ca2+依存性タンパク脱リン酸化酵素であるカルシニューリンが活性化し，こ
れが転写因子である NFAT（Nuclear factor of activated T-cells）を活性化して IL-6 が産生
されることが知られている。我々の従来の定量 RT-PCR 法を用いた検討においても，マウス骨格
筋由来の培養細胞である C2C12 細胞にカルシニューリン阻害剤であるサイクロスポリン A を投
与すると，IL-6 の mRNA 発現量と，主に遅筋を構成する収縮タンパクであるミオシン重鎖アイ
ソフォーム I（MyHC I）の mRNA 発現量が著しく低下することから，spontaneous なカルシニュ
ーリンの活性化が IL-6 の産生を介して収縮タンパクの維持に関与しているものと考えられた。
加えて，Ca2+非依存的にカルシニューリンを活性化することが知られているクロロゲン酸を
C2C12 細胞に投与すると，IL-6 および MyHC I の mRNA 発現量の増加が観察されたため，薬物や
食品等の投与によりカルシニューリンを活性化することで廃用性筋萎縮を予防出来る可能性を
見出していた。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は，骨格筋細胞においてカルシニューリンの活性化により IL-6 の mRNA 発現量
が増加すると MyHC I の mRNA 発現量も増加するという上記の研究背景をもとにして，どのよう
なカルシニューリン活性化剤を投与すれば最も効率的に MyHC I mRNA 発現量を増加させること
ができ，ひいては廃用性筋萎縮の予防法の開発に繋がるかを検討する事である。具体的には，
我々は多価陽イオンである La3+の C2C12 細胞への投与により IL-6 および MyHC I の mRNA 発現量
の増加を観察しているため，別種の多価陽イオンの投与においても La3+と同様に IL-6 ならびに
MyHC IのmRNA発現量が増加するのかを検討した上で，多価陽イオンの細胞内への流入経路や，
多価陽イオンによるカルシニューリンの活性化がどの様なメカニズムにより MyHC mRNA 発現量
を増加させるかについて，分子生物学的および電気生理学的手法により検討した。 
 
３．研究の方法 
 
 分子生物実験には，マウス骨格筋由来の筋芽細胞である C2C12 細胞を用いた。この細胞は培
養液（D-MEM）に 15％の牛胎児血清（FCS）を加えて培養すると未分化のまま筋芽細胞として増
殖するが，FCS 濃度を 2％に低下させると筋管形成を行い骨格筋に分化する性質を有している。
分子生物実験においては，筋管形成を誘導した C2C12細胞に IL-6（20 ng/ml）および抗 IL-6受
容体抗体（5 µg/ml），カルシニューリン活性化剤としてのオレイン酸（10 µg/ml），カルシニ
ューリン阻害剤としてのシクロスポリン A（5 µM）の，多価陽イオンとしての La3+（10 µM），
Gd3+（10 µM），Ni2+（10 µM）を投与して 24 時間培養後に，定量 RT-PCR 法により IL-6 および
MyHC I の mRNA 発現量を測定した。定量 RT-PCR 法では，IL-6，MyHC I および GAPDH のプライマ
ーと蛍光プローブの作製には TaqMan 法を用い，LightCycler Nano (Roche)を用いた増幅を行っ
た。なお，本研究ではサイクル比較法（ΔΔCt法）による相対定量を行っている。 
 
パッチ・クランプ実験においても C2C12 細胞を使用し，2%FCS 含有培養液中で 3 日間増殖・分

化させたものを実験当日にトリプシン処理によって単離し，35 mm ディッシュに播種したもの
を用いた。パッチ・クランプ法ではホールセル記録法を用いてホールセル電流を測定した。電
極内液（細胞内液）として NaCl を主体とした溶液を用い（120 mM NaCl, 2 mM CaCl2, 1 mM 
MgCl2, 10 mM HEPES, 11 mM EGTA, 4 mM Mg-ATP, pH 7.2），コントロール条件では細胞外液に
NMDG-Cl を主体とした溶液を用い（135 mM NMDG-Cl, 2 mM CaCl2, 10 mM HEPES, and 10 mM 
glucose, pH 7.2），電圧固定法により 0 mV から-60 mV まで 10 mV ステップで細胞内電位を変



化させ，ホールセル電流を測定した。さらに，この細胞外液に LaCl3を 2 mM 加えた溶液を用い
てホールセル電流の変化を観察した。 
 
４．研究成果 
 
本研究における分子生物実験では，筋芽細胞である C2C12 細胞を，2％FCS を添加した細胞培

養液中で培養することにより骨格筋細胞に分化させ，この培養液中に IL-6，IL-6 受容体抗体の
他，カルシニューリン活性化剤・阻害剤，多価陽イオンを投与し，IL-6 および MyHC I の mRNA
発現量変化を定量 RT-PCR 法により測定した。サイトカインである IL-6 を培養液中に投与する
と MyHC I の mRNA 発現量はコントロール条件に比べ著明に上昇する。種々の細胞において Ca2+

依存症脱リン酸化酵素であるカルシニューリンの活性化が IL-6 の産生を促すことが明らかとな
っているため，カルシニューリンを活性化することが知られているオレイン酸を培養液に投与
すると，IL-6 ならびに MyHC I mRNA の著明な発現量増加が観察された。この IL-6 および
MyHC I mRNA 発現量の増加は，カルシニューリン阻害剤であるサイクロスポリン A の同時投与
により有意に抑制されるとともに，培養液へのオレイン酸と抗 IL-6 受容体抗体の同時投与によ
りMyHC I mRNA発現量増加が有意に抑制された。このことから，C2C12細胞においては，カルシ
ニューリンの活性化により IL-6 が産生され，これがオートクライン・パラクラインにより骨格
筋細胞自身に作用して，MyHC Iの mRNA発現量を増加させることが明らかとなった。そこで，定
常的な細胞内へのCa2+流入に関与しているTRPチャネルを阻害して細胞内Ca2+濃度を低下させ，
カルシニューリン活性を低下させることを目的とし，TRP チャネル阻害剤として知られている
La3+を培養液中に投与した。La3+の投与により IL-6および MyHC I の mRNA発現量は抑制されず，
逆にこれらの mRNA 発現量の著明な増加が観察された。文献的には，La3+は試験管内においてカ
ルシニューリンをCa2+非依存性に活性化することが報告されているため，C2C12細胞においては
La3+はTRPチャネルを阻害する作用よりも，何れかのイオンチャネルを介して細胞内に流入して
Ca2+非依存的にカルシニューリンを活性化している可能性が示唆された。そこで，La3+に加えサ
イクロスポリン Aを同時投与すると，La3+による IL-6 および MyHC I mRNA 発現量の増加は有意
に抑制された。これに加え，La3+と抗 IL-6 受容体抗体を同時投与すると，オレイン酸を用いた
実験と同様に MyHC I の mRNA 発現量増加が La3+単独に比べて有意に低下することから，細胞内
に流入した La3+が Ca2+非依存的にカルシニューリンを活性化して IL-6 の産生を増加させ，この
結果 MyHC I の mRNA 発現量が増加したものと考えられた。また，培養液中に別種の多価陽イオ
ンである Gd3+あるいは Ni2+を加えても La3+と同様に IL-6 および MyHC I mRNA 発現量の有意な増
加が観察され，これがサイクロスポリン A の同時投与により抑制されることから，これらの多
価陽イオンは何れかのイオンチャネルを介して細胞内に流入し，Ca2+非依存的にカルシニュー
リンを活性化して IL-6 の産生を増加することが明らかとなった。これらの多価陽イオンの細胞
内への流入経路を検討するために，La3+に加え L 型 Ca2+チャネル阻害剤として知られている
nifedipine を培養液中に投与したが，IL-6 ならびに MyHC I mRNA 発現量はほとんど変化しなか
ったため，細胞内へのLa3+の流入にはL型Ca2+チャネルは関与していないものと考えられた。ま
た，Ni2+は T 型 Ca2+チャネルを阻害することが知られているが，Ni2+の投与により IL-6 および
MyHC Iの mRNA発現量が増加するため，このチャネルも多価陽イオンの細胞内流入には関与して
いない可能性が高い。パッチ・クランプ法を用いた電気生理実験では，細胞内液に NaCl を主体
とした溶液を用い，細胞外液に NMDG-Cl を主体とし 2 mM CaCl2を添加した溶液を用いて，ホー
ルセール記録法によりホールセル電流を測定した。ホールセル記録法では細胞内電位を 0 mV か
ら-60 ｍV まで-10 ｍV ずつ変化させ内向き電流を測定したが，コントロール条件で用いた細
胞外液には細胞膜透過性の非常に低い MNDG+を主体とし，これに 2 mM の Ca2+を加えたものを用
いているため，ここで観察される内向き電流は Ca2+電流を反映しているものと考えられる。こ
の内向き電流をコントロールとし，細胞外液に 2 mM の La3+を加えて内向き電流の変化を観察し
たところ，明らかなホールセル電流の変化は観察されなかった。このため，La3+はホールセル
電流として検知しうるよりも微少な量の細胞内への流入によりカルシニューリンを活性化する
可能性が示唆された。しかし，今回の実験ではパッチ・クランプ機器の老朽化や実験環境の問
題により残留ノイズが過大であるため精度が低く，さらに実験環境を整備した上で再度検討を
行う必要がある。 
 本研究において得られた最大の知見は，La3+，Gd3+，Ni2+などの多価陽イオンの投与によるカ
ルシニューリン活性化がIL-6のｍRNA発現量を増加させ，骨格筋細胞自身からIL-6を分泌させ
ることで MyHC I の mRNA 発現量を増加させることが明らかとなったことである。したがって今
後の検討課題は，細胞外への多価陽イオンの投与が実際に MyHC I タンパク質を増加させるかを，
培養細胞のみならず実験動物を用いて確認することである。将来，これらの検討を行うことに
より正常な動物の骨格筋維持における微量元素の細胞生物学的な役割を確認できるとともに，
生命活動における微量元素摂取の意義についての新たな知見を得ることが可能となる。また，



廃用性筋萎縮を人工的に生じさせた実験動物において，多価陽イオンの経口投与することによ
り骨格筋量の減少速度が低下することが確認できれば，廃用性筋萎縮の予防法やリハビリテー
ションの有効性を高める補助治療法の開発が可能になるものと考える。 
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