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研究成果の概要（和文）：骨格筋中の幹細胞である筋衛星細胞は、加齢に伴ってその数や機能が低下する。Klf5
は筋分化に必須の転写因子であるが、Klf5を恒常的に過剰発現させたC2C12は細胞増殖を停止し、老化細胞の特
徴であるSA-βGal陽性を示した。Klf5の過剰発現細胞では、MyoDやMyHCなどの筋関連因子や細胞周期関連因子の
発現が減弱した。一方、細胞増殖抑制因子であるp21の発現が上昇した。これらの結果から、骨格筋細胞におい
て、Klf5は細胞増殖に対して抑制的に働き、加齢によるKlf5発現の制御異常はp21の発現上昇を介した細胞老化
や線維芽細胞様細胞への形質転換を誘導することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Satellite cells, a stem cell population in skeletal muscle, are essential 
for muscle regeneration. It has been reported that the number of satellite cells and its 
regenerative capacity declines during aging. We have recently reported that Klf5 is induced during 
myoblast differentiation and promotes muscle specific gene expression during myogenesis. Here, we 
observed Klf5 is also weakly expressed in proliferating myoblasts. Klf5 overexpression in C2C12 
myoblasts promoted cell cycle arrest and cellular senescence as demonstrated SA-βGal staining. 
RNA-seq and gene ontology analysis revealed that muscle related- and cell cycle related genes were 
downregulated by Klf5 overexpression. In addition, Klf5 overexpression induced upregulation of p21. 
Therefore, these results suggest regulation of KLF5 expression in muscle may be disrupted during 
aging, and which leads to cellular senescence or promotes a myogenic to fibrogenic fate conversion 
in satellite cell.

研究分野：骨格筋生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
サルコペニアは、加齢に伴う筋量と筋機能の
低下と定義される。サルコペニアでは、骨格
筋を構成する細胞である筋線維の数および
筋線維径が減少し、筋萎縮が起こる。筋線維
は多核の最終分化した細胞であり、筋線維が
細胞分裂を行うことは無いが、骨格筋中の幹
細胞である筋衛星細胞がその役割を担う。筋
組織が損傷を受けると、休止状態にあった筋
衛星細胞が活性化し、増殖・分化してやがて
新しい筋線維として置き換わる。また、筋衛
星細胞は自己複製能を有し、骨格筋中の筋衛
星細胞数を一定に保つことで次の損傷へと
備える。サルコペニアでは、老化に伴う筋衛
星細胞の数の減少と活性化率、および筋分化
能が低下し、筋再生効率が低下することが報
告されている（引用文献①）。しかしながら、
なぜ老化骨格筋では筋衛星細胞の数や機能
低下が起こるのか、そのメカニズムの全容は
明らかではない。我々は、筋分化・再生過程
において、ストレスによって誘導される転写
因子 Klf5 が骨格筋の分化を正に制御するこ
とを近年報告した（引用文献②）。Klf5 は筋
分化過程で一過性に発現した後、再び減弱す
る。このことから、Klf5の発現が時空間的に
厳密に制御されており、それによって骨格筋
の分化や恒常性が保たれることが考えられ
た。筋芽細胞株 C2C12に Klf5を過剰発現さ
せると、C2C12 は細胞増殖マーカーである
Ki67 を発現する細胞割合が減少した。さら
に、Klf5過剰発現細胞は巨大・扁平化し、そ
の多くは老化細胞の特徴である SA-Gal陽性
であった。以上の結果から、サルコペニアで
は Klf5 の制御異常によって筋衛星細胞での
Klf5の発現が亢進し、持続的に Klf5が発現し
た結果、細胞老化により筋衛星細胞数の減少
や機能低下が起こるのではないか？と仮説
を立てた。これまでに、骨格筋中の Klf5の発
現量は加齢にともなって上昇することが報
告されており（引用文献③）、若齢および老
齢マウス骨格筋から筋衛星細胞をフローサ
イトメーターにより単離し、Klf5の発現を解
析したところ、予想通り老齢マウスの筋衛星
細胞では、若齢マウスと比べ Klf5の発現が亢
進している事を見出した。 
 
２．研究の目的 
上記のような研究結果を踏まえ、本研究では
Klf5 によって引き起こされる筋細胞の細胞
老化機序を明らかにし、サルコペニアにおけ
る筋衛星細胞減少メカニズムの一端を明ら
かにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（1）筋衛星細胞の分化過程における Klf5 の
発現解析 
8 週齢の野生型マウスより筋衛星細胞を単離
し、増殖培地（20%ウシ胎児血清を含む

DMEM）で培養した。増殖培地で培養した筋
衛星細胞と分化誘導培地（2%ウマ血清を含む
DMEM）で 2日間分化誘導処理を行った筋細
胞について、免疫染色法を行い、筋衛星細胞
の分化過程における Klf5の発現を解析した。 
 
（2）Klf5 による筋細胞の老化誘導機序の解
析 
 
①Klf5過剰発現筋芽細胞の細胞周期解析 
C2C12 細胞にレトロウィルスベクターによ
って Klf5を過剰発現させ、Klf5導入後 4日目
の細胞における Ki67 の発現を免疫蛍光染色
法によって解析した。また、同様に Klf5を過
剰発現した 4 日目の C2C12 細胞について、
BrdU を処理後、フローサイトメーターによ
って Klf5 発現による細胞周期の変化を解析
した。 
 
②Klf5 過剰発現筋芽細胞での発現変動遺伝
子の網羅的解析 
Klf5を過剰発現した C2C12細胞について、導
入後 2 日目と 4 日目の細胞から RNAを抽出
し、Klf5の過剰発現によって発現変動した遺
伝子を RNA-sequence法（RNA-seq）によって
網羅的に解析した。 
 
（3）Klf5過剰発現筋芽細胞の表現型解析 
Klf5導入後8日間培養したC2C12細胞を分化
培地で分化誘導し、筋特異的転写因子MyoD1
の発現、ミオシン重鎖（MyHC）の発現
-Smooth Muscle Actin (SMA)の発現を免疫
染色法によって解析した。 
 
４．研究成果 
 
（1）筋衛星細胞の分化過程における Klf5 の
発現解析 
筋衛星細胞を野生型マウスより単離し、初代
培養を行った。Klf5蛋白質の発現は分化誘導
とともに上昇し、筋衛星細胞が融合した筋管
細胞の成熟にともなって低下した。一方、増
殖期の筋衛星細胞のうち、75%の細胞は弱く
Klf5を発現していた。このことから、Klf5は
分化融合後の筋芽細胞だけでなく、増殖期の
筋衛星細胞や筋芽細胞でも何らかの機能を
有することが示唆された。 
 
（2）Klf5 による筋細胞の老化誘導機序の解
析 
 
①Klf5過剰発現筋芽細胞の細胞周期解析 
そこで、Klf5-GFPを発現するレトロウィルス
ベクターを作成し、Klf5を筋芽細胞株 C2C12
に過剰発現させた。Klf5過剰発現 C2C12は、
コントロール細胞と比較してレトロウィル
スの感染後 4日目から扁平な形態を示すもの
が現れ、8 日目では約 50%の細胞が扁平で巨
大な形態を示した。SA-Gal の染色を行った
ところ、これらの形態異常を示した細胞は



SA-Gal 陽性を示し、細胞老化を起こしてい
た（図 1）。 
 

 
 次に、これらの細胞における細胞増殖を解
析するため、細胞増殖マーカーである Ki67
による染色を行った。その結果、感染後 4日
目の殆どの細胞において Ki67 が陰性となっ
ており、細胞増殖を停止していることが明ら
かとなった。そこで、コントロール/Klf5ウィ
ルスベクター感染後 4 日目の細胞に BrdUを
取り込ませ、フローサイトメーターによって
細胞周期の解析を行った。その結果、コント
ロールの細胞と比較して Klf5 過剰発現細胞
は S 期の細胞数が減少し、G0/G1 期と G2/M
期の細胞の割合が増加した（図 2）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 これらの結果から、Klf5の過剰発現により、
筋芽細胞は細胞周期を停止し、細胞老化を引
き起こすことが明らかとなった。 
 
②Klf5 過剰発現筋芽細胞での発現変動遺伝
子の網羅的解析 
コントロールおよび Klf5 過剰発現 C2C12 細
胞から RNA を抽出し、RNA-seq を行った。
発現変動した遺伝子のうち、過剰発現後 2日
目にKlf5によって2倍以上発現が低下した遺
伝子を Gene ontology（GO）解析したところ、
Muscle system process や Muscle structure 
development, Muscle Cell developmentといっ
た骨格筋の発生や構造に関する遺伝子群の
発現が低下していることが明らかとなった。
一方、Klf5過剰発現後 4日目の筋芽細胞にお
いて、Cell Cycle、Cell cycle phase transition、
G2/M transition of mitotic cell cycleなど細胞周
期関連因子の発現が有意に低下した。 

 次に細胞老化誘導因子として知られる
Cyclin-dependent kinase inhibitor (CDKI)であ
る p21（Cdkn1a）と p16（Cdkn2a）の発現を
定量的 PCR法によって解析した。その結果、
Cdkn2a の発現に変化は見られなかったが、
Cdkn1a の発現量が Klf5 過剰発現細胞で増加
していることが明らかとなった。 
 以上の結果から、Klf5の過剰発現によって
筋芽細胞における p21の発現が上昇し、細胞
周期の停止および細胞老化を起こすことが
考えられた。一方、Klf5は筋関連因子の発現
を MyoDや Mef2と協調して促進する重要な
働きを担っているにもかかわらず、Klf5過剰
発現 C2C12 細胞では筋関連遺伝子群の発現
が減少していた。そこで、次に Klf5過剰発現
筋衛星細胞の表現型を解析することとした。 
 
（3）Klf5過剰発現筋芽細胞の表現型解析 
Klf5導入後8日間培養したC2C12細胞を分化
培地で分化誘導し、MyoD、MyHC、さらに 
SMAの発現を免疫染色法によって解析した。
その結果、Klf5過剰発現細胞では骨格筋細胞
マーカーであるMyoDの発現が消失した。コ
ントロール細胞においては分化誘導後に筋
芽細胞が融合した MyHC 陽性の筋管が見ら
れるが、Klf5過剰発現細胞においては殆ど筋
管形成が見られず、MyHC陽性細胞数も減少
した。一方、ストレスファイバー構造を伴う
SMAを発現した線維芽細胞様の形質を有す
る細胞が Klf5過剰発現細胞群のみ出現した。 
 以上の結果から、Klf5を過剰発現した筋芽
細胞は筋細胞としての特徴を失い、線維芽細
胞様の形質を獲得することが示唆された。 
 
本研究の結果から、Klf5 の発現が骨格筋細胞
で上昇すると、p21 の発現上昇を介して細胞
周期が停止し、細胞老化を起こすこと、また 
Klf5 の発現が上昇した骨格筋細胞では、
MyoDやMyHCの発現など、筋細胞としての
特徴を失い、線維芽細胞様の特徴を獲得する
ことが示唆された。これまでに、ヒト骨格筋
において加齢に伴い Klf5 の発現量は上昇す
ることが報告されている（引用文献③）。ま
た、マウス筋衛星細胞における Klf5 の発現
も発生期から加齢に伴うことが報告されて
いる（引用文献④）。本研究の結果、および
これらの報告から、加齢に伴い筋衛星細胞に
おける Klf5 の発現が上昇した結果、筋衛星
細胞の細胞老化、および筋衛星細胞から線維
芽細胞様細胞へと形質転換が起こることに
より筋衛星細胞数の減少や、機能低下が起こ
ると考えられた。  
一方、Klf5によって p21の発現が直接制御さ
れているのか、あるいはその他のシグナルを
介しているのか、また、in vivo においても 
Klf5 発現の制御異常によって筋衛星細胞の
老化が起こるのかなど、不明な点も多く残さ
れている。これらについては今後老齢マウス
および筋衛星細胞特異的 Klf5 欠損マウスを
用いて解析する予定である。  
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