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研究成果の概要（和文）：筋再生過程において初期には肥満細胞の集中が報告されており、関与が示唆される。
本実験において、肥満細胞由来トリプターゼ（ＭＣＴ）の刺激によりマウス筋芽細胞（Ｃ２Ｃ１２）が濃度依存
的に増殖した。また、ウマ血清下で筋分化させる系を使用し、ＭＣＴを投与した群はコントロールに比較して筋
分化が促進される結果を得た。次に筋芽細胞（Ｇ８）を使用し、脂肪分化をみた。筋分化とは異なり、ＭＣＴ投
与により脂肪分化は抑制された。以上より、ＭＣＴは筋芽細胞において増殖、筋分化を促進し、脂肪分化を抑制
させた。これらの結果は、ＭＣＴが筋細胞に対して保護的/促進的に働いている可能性を示唆している。

研究成果の概要（英文）：It is reported the gathering of mast cells has been reported in the early 
stage of the muscle regeneration process. In this experiment, the proliferation of mouse myoblast 
cell (C2C12) was increased in a concentration-dependent manner by stimulation with mast cell-derived
 tryptase (MCT). In addition, a group in which MCT was administered using a system for muscle 
differentiation under horse serum was obtained with the result that muscle differentiation was 
promoted as compared with the control. Next, myoblasts (G8) were used to observe fat 
differentiation. Unlike muscle differentiation, MCT administration suppressed adipose 
differentiation. As the results, MCT promoted proliferation and muscle differentiation in myoblasts 
and suppressed adipose differentiation. These results suggest that MCT may have a 
protective/promoting effect on muscle cells.

研究分野：骨格筋の再生メカニズム

キーワード： 骨格筋　MCT　PAR2　肥満細胞　脂肪分化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、腰痛患者や腰椎変性疾患では体幹筋力に、萎縮と脂肪変性が認められることが多く報告され 、腰痛メカ
ニズムにおいて体幹筋の脂肪変性が注目されている。筋肉の再生・変性メカニズムにおいては筋衛星細胞（骨格
筋幹細胞；筋芽細胞）が大きな役割を持つことが予想され、今回の実験を行った。その結果、肥満細胞由来トリ
プターゼ（ＭＣＴ）が筋細胞に対して保護的/促進的に働いている可能性を示唆された。ターゲットとなる分子
の創薬を行って新規治療を開発し人類の健康寿命の長期化に寄与できるものと考える。

※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 

 

2016 年厚生労働省国民生活基礎調査によると、腰痛の有訴率は男性 1 位(9.2%)、女性 2 位

(11.6%)であり、通院者率は 4位(4.1%)に上る。腰痛による運動器障害をもつ高齢者は、要

介護となる危険性があり、ロコモティブシンドロームにおける重要な疾患に含まれ(日本整

形外科学会：ロコモティブシンドローム診療ガイド 2010)、 腰痛による運動器障害を軽減

し、健康格差を縮小して健康寿命を延伸することは喫緊の課題といえる。 

申請者の所属する研究室においては、長年腰痛の主原因の一つである椎間板変性の変性メ

カニズムに着目し、椎間板の変性には炎症性サイトカインによる血管新生と炎症性細胞の

浸潤が重要な役割を果たしていることを明らかにしてきた（J Orthop Res. 2007、Arthritis 

Rheum  2008、J Orthop Res  2009、J Orthop Res 2012、J Orthop Res 2013）。他方、多く

の研究者により椎間板、骨、椎間関節、神経の研究がされてきたにもかかわらず、未だに腰

痛の 85％は原因が特定できない(Deyo and Weinstein, N Engl J Med 2001)。 

近年、腰痛患者や腰椎変性疾患では体幹筋力に、萎縮と脂肪変性が認められることが多く報

告され 、腰痛メカニズムにおいて体幹筋の脂肪変性が注目されている。これまでの既存研

究では画像あるいは解剖・組織学的手法を用いた解析を行っているにすぎず、体幹筋力の低

下が腰痛の原因であるのか、単なる結果に過ぎないのかは明らかではない。今後、腰痛患者

における体幹筋の萎縮・脂肪変性の分子生物学的メカニズムの解析が期待されるところで

ある。筋肉の再生・変性メカニズムにおいては筋衛星細胞（骨格筋幹細胞；筋芽細胞）が大

きな役割を持つとされ、老化マウスにおける同細胞の減少が明らかになっている。このこと

が高齢者の筋再生能力の低下の一因と考えられているが、その活性化メカニズムは不明な

点が多い。 

若いマウスや筋ジストロフィーモデルマウスにおけるダメージを受けた筋肉では再生の初

期に肥満細胞が集中しており、筋再生への関与が示唆されている（Lefaucheur JP, et al. 

Neurophathol Appl Neurobiol 1996）。

筋肉の再生は、局所の炎症性細胞から発

現されるサイトカインやプロテアーゼ、

成長因子によって複合的に行われてお

り (Tidball, et al. Am J Physiol 

Regul Integr Comp Physiol 2005)、中

でも気管平滑筋に局在する肥満細胞由

来トリプターゼ（Mast cell tryptase：

MCT）が骨格筋に発現するプロティナー

ゼ 活 性 型 受 容 体 の 一 つ で あ る

Proteinase-activated receptor-2(PAR-2)を介して、細胞の増殖に働くことが報告されてい

る (Duchesne, et al. Muscle Nerve 2013)（図 1）。 

 

２．研究の目的 

 

我々の教室では、高齢化における腰痛の原因解明と新規治療法の開発をメインテーマとし

ている。成果として椎間板変性の変性メカニズムの一端を解明し報告してきた。近年、腰痛

患者における体幹筋の萎縮と脂肪変性の進行が報告され(Danneels, et al. Eur Spine J, 



2000; Kim H, Eur Spine J 2013)、特に多裂筋の脂肪変性が成人腰痛に関連しているとさ

れる(Per K, BMC Med 2007)。また、体幹筋量が骨粗鬆症性椎体骨折への関連性も指摘され

(Hossein M Curr, Osteoporos Rep 2016)非常に注目されている。しかしながら、その分子

生物学的メカニズムについては不明な点が多い。腰痛患者の椎間板においては MCT 発現が

亢進しており(Freemont AJ, J Pathol 2002)、また肺や脳の炎症性病疾患の研究で、MCT は

PAR-2 受容体を介し炎症性サイトカインを誘導する (Gan X, Inflammation 2012)。骨格筋

にも PAR-2 受容体が存在することは知られている（Mackie EJ, Int J Biochem Cell Biol 

2008）。しかしながら、実際に MCT を骨格筋に作用させその分化およびメカニズムを検討し

た報告はまだ少ない。 

筋損傷マウスを用いた研究の多くは急性期のモデルを呈し、慢性期のモデルを呈する有効

なモデルマウスの報告は少ない。マウスの四肢に対して鈍的に損傷を作成する方法、薬剤を

注入する方法などが急性期のモデルマウスとして用いて作成される (Joe, et al. Nat 

Cell Biol 2010)。本研究では慢性期の筋損傷モデルについて、老齢マウスを用いて蛇毒

Cardiotoxin（CTX）を使用し行うこととする。本実験において肥満細胞の脱顆粒によって分

泌される MCT による筋再生への影響を検討することが出来る。今後、vivo における筋力評

価などを比較検討していくことで臨床における MCT の筋再生への効果を検討していくこと

ができる可能性がある。そこで、若年マウスと老齢マウスを比較したときに筋芽細胞が著し

く減少していることに注目し、1）この筋芽細胞の数を増加させること、2）成熟筋細胞へ分

化させること により老齢マウスの筋量増加させることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 

（1）MCT が筋芽細胞の骨格筋への分化に与える影響をみる 

マウス筋芽細胞モデルである C2C12 または G8細胞は休眠化した筋衛星細胞のモデルとして

使用され、専用培地で分化を誘導できる。分化誘導条件下に、MCT もしくは PAR-2 agonist 

/ antagonist を加えて、ウェスタ

ン・ブロッティング法を用いて筋

分化の促進/抑制の傾向をみる。 

 

（2）MCT が筋芽細胞の脂肪化に与

える影響をみる 

筋芽細胞モデルである C2C12 また

は G8 細胞は、MDI 培地もしくは低

酸素状態（O2 1%）で培養すること

で脂肪細胞へと分化することが知

られている。先行実験にて低酸素状態においてより脂肪分化を認めたため、低酸素状態にお

いて分化実験を行う。培養時に MCT もしくは PAR-2 agonist/antagonist を加えて、細胞組

織染色法、RealTime-PCR 法、Oil-red 染色とその吸光度の定量評価を用いて脂肪分化促進/

抑制の傾向をみる。 

 

 

 



４．研究成果 

 

（1）筋芽細胞（C2C12）における PAR2 の発現の確認 

左）WB  右）FACS 

 

 

 

 

WB 法および FACS にて、筋芽細胞（C2C12）における PAR2 の発現がみられた。 

WB 

 

 

また、WB法にて、マウス（C57BL/6）の筋肉にも PAR2 の発現がみられた。 

 

（2）PAR2 agonist(SLIGRL)と MCT が細胞増殖に与える影響 

 
PAR2 antagonist(SLIGRL)と MCT ともに C2C12 細胞の細胞増殖を促進した。 

また、この増殖の効果は PAR2 antagonist によって減弱した 

 

（3）C2C12 細胞の筋分化における MCT の関与 

WB 

 

 

分化誘導前の方が PAR-2 の発現が少ない傾向であった 

Intracellular FACS 

         Control            分化誘導     分化誘導+MCT 

 

 

 

 

 

 

 

分化誘導培地に MCT を添加することによって Myosin heavy chain の発現が増加した 

 



（4）筋芽細胞（G8）の脂肪分化における MCT の関与 

Oil red O stain 

      Control            分化誘導     分化誘導+MCT 

 

 

 

 

 

 

 

分化誘導培地に MCT を添加することによって Oil red の発現が減少した 

 

結果をまとめると 

（1）MCT の受容体である PAR2 は筋芽細胞にもマウスの筋肉も発現している 

（2）MCT は筋芽細胞の増殖を促進させる 

（3）この増殖は PAR2 を介するものである 

（4）MCT は筋芽細胞の筋分化を促進する傾向がある 

（5）MCT は筋芽細胞の脂肪分化を抑制する傾向がある 

 

これらの結果は、MCT が筋細胞に対し、保護的、筋分化へ促進的に働くことを示しており、

筋炎症において筋の修復に寄与する可能性を示唆するものである。 
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