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研究成果の概要（和文）：筋芽細胞融合は、発生中の筋肉の成長と損傷時の筋線維の再生に寄与する、きわめて
重要な過程である。本研究においては培養筋芽細胞株C2C12細胞を用いて、蛍光タンパク質を用いた簡便かつ感
度の高い細胞融合検出系を構築し、骨格筋分化に関わる遺伝子および分化に影響を与える分子の探索を行った。
その結果細胞内小胞輸送に関わるGGA1クラスリンアダプター分子をノックダウンすることで筋分化が阻害される
こと、さらにインスリン受容体の細胞膜表面での発現が低下することが示された。

研究成果の概要（英文）：To uncover the molecular mechanisms of myoblast fusion events, we firstly 
established a novel assay system to monitor the cell fusion of cultured myoblast C2C12 cells. Using 
this system, we searched for new genes and compounds that affects the cell fusion of C2C12, and 
GGA1, a clathrin adaptor commonly expressed in eukaryotic cells was identified. GGA1 expression was 
found to be up-regulated during myogenesis of C2C12. Silencing of GGA1 caused reduction of myotube 
formation and we found that depletion of GGA1 caused decrease of cell surface expression of insulin 
receptor. We also identified a compound that has a potential to inhibit myogenesis and its molecular
 action is under investigation.

研究分野：細胞生物学、解剖学
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１．研究開始当初の背景 

筋芽細胞融合は、発生中の筋肉の成長と損傷

時の筋線維の再生に寄与する、きわめて重要

な過程である。骨格筋の障害により筋の間隙

に存在する静止期の衛星細胞が活性化、分化

し筋芽細胞として機能するようになるが、最

終的な筋再生のためには、筋芽細胞同士、或

は筋芽細胞と筋肉細胞との融合現象が必須で

ある。過去の研究から、筋芽細胞融合にはイ

ンテグリンファミリーに属する細胞膜蛋白質

による繋留に始まり、細胞骨格の変化が必要

であることが示されている。しかし、これら

の膜融合過程に必要な膜融合装置の発現と細

胞膜への局在化の分子機構は未だ不明な点が

多く残されている。 

 
２．研究の目的 

本研究は、骨格筋の障害からの修復期におけ

る筋芽細胞の細胞膜融合の調節機構を分子レ

ベルで明らかにし、骨格筋障害治療及びリハビ

リテーションを支える分子基盤を構築すること

を目指す。 

 傷害した骨格筋の治癒過程においては活性

化した筋芽細胞の細胞膜融合が必須である

が、この膜融合の分子機序に関しては未だ不

明な点が多い。私は近年細胞内で膜蛋白質の

選別輸送に関わる分子群が筋芽細胞の膜融合

過程に必要であることを見出し（未発表）、

本研究ではこれらの分子に加え筋芽細胞膜融

合に関わる新たな遺伝子群を探索し、その生

理機能を培養細胞系および動物個体を用いて

明らかにする。本研究により筋障害からの治

癒過程およびリハビリテーションの効果に関

して分子レベルでの理解が可能になると考え

られる。 

 
３．研究の方法 

本研究では、まず筋芽細胞の細胞膜融合のモ

ニター系を開発することにより、これまで困

難であった生細胞における細胞膜融合過程の

定量的なアッセイ系を確立した。これにより、

更に C2C12 培養細胞系を用いたゲノムワイド

RNA 干渉法（RNAi）スクリーニングを実施し、

ノックダウンにより膜融合過程が特異的に阻

害される遺伝子を同定する。これらの因子に

関しては C2C12 細胞での細胞生物学的、生化

学的解析、相互作用因子の探索および RNAi

による表現型の詳細な解析などによりその分

子機能を明らかにする。本系により見出され

たゴルジ体における膜蛋白質の選別に関わる

クラスリンアダプター分子、GGA1 を膜融合

機構に関わる候補因子として、さらにその分

子機能解析を開始した（未発表）。 

 

４．研究成果 

本研究においては培養筋芽細胞株 C2C12 細胞

を用いて、蛍光タンパク質を用いた簡便かつ

感度の高い細胞融合検出系を構築し、骨格筋

分化に関わる遺伝子および分化に影響を与え

る分子の探索を行った。その結果細胞内小胞

輸送に関わる GGA1 クラスリンアダプター分

子をノックダウンすることで筋分化が阻害さ

れることから、GGA1 の分子機能の解析を行

った。GGA1 は C2C12 の筋分化に応答してそ

の発現が転写レベルで上昇することが示され

た。GGA1 の発現を RNA 干渉法（RNAi）によ

り低下させることで筋菅の形成効率が約２

０％低下した。しかし、多核筋菅細胞の形成

効率の低下はするものの、そのヒストグラム

解析により、GGA1 は一次的な筋芽細胞融合

過程よりも、むしろ後期の筋菅細胞の成熟過

程により重要な機能を担うことが示唆され

た。成熟した骨格筋の特徴の一つであるイン

スリン依存的なブドウ糖取り込み能を測定し

た結果、GGA1 ノックダウンによりその活性

が低下していることが示された。インスリン

受容体からの下流のシグナルは Akt, PI3K な

どのシグナル伝達経路を介して骨格筋分化過

程において重要であることから、インスリン

による Akt のリン酸化の度合いを調べたとこ

ろ、コントロールの細胞に比べ減少すること

が明らかとなった。さらにインスリン受容体

の細胞膜表面での発現が低下することが細胞

膜表面蛋白のビオチン化実験により示され

た。これらの結果より、GGA1 がインスリン

受容体などの膜蛋白質輸送を介して、骨格筋

分化過程において重要な役割を担っているこ

とが明らかとなった。 
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