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研究成果の概要（和文）：加齢による成長ホルモンの分泌低下は骨格筋量の減少や骨量の減少を

招く。本研究課題により、骨格筋や骨髄に存在する間葉系幹細胞の筋細胞や骨細胞への分化能

は成長ホルモンにより維持されており、成長ホルモンの分泌低下がこれら間葉系幹細胞の筋分

化能や骨分化能の低下を引き起こし、その結果、骨格筋量や骨量の減少を引き起こす可能性を

明示することが出来た。 

 
研究成果の概要（英文）：Age-related decline in growth hormone (GH) secretion results in 
the loss of skeletal muscle (sarcopenia) and bone mass (osteopenia). The specific aim 
of the present research was to test, using human GH-transgenic rats whose GH secretion 
is severely suppressed, whether sarcopenia and osteopenia caused by lowered 
secretion/action of GH is related to the decrease in the differentiation potential of 
mesenchymal stem cells (MSC) in skeletal muscle and bone. The results obtained clearly 
indicated that GH plays a role in the maintenance of MSC function both in skeletal muscle 
and bone.  
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１．研究開始当初の背景 

(1)成熟個体における成長ホルモン 
 成熟した個体で分泌される成長ホルモン 
(GH) は、タンパク質同化作用や脂肪分解作
用を通じて、体構成バランスや代謝能など個

体の恒常性維持を担う。GH 分泌は加齢とと
もに低下し、これが骨格筋量や骨量の減少、
肥満などの大きな発症要因の一つとされて
いる。我々が 1996 年に作出したヒト GH 遺伝
子導入トランスジェニックラット (hGH-TG
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ラット )  (Ikeda et al. Endocrinology 
1996) は、導入遺伝子のコピー数が比較的少
ないためにヒト GH の分泌は低く維持され、
同時に内因性のラット GH の分泌はほぼ完全
に抑制されている。このラットは、体成長は
正常であるものの、骨格筋量や骨量の減少 
(Yamanouchi et al. Exp Gerontol 2004) 、
肥満といった加齢時にみられる典型的な症
状を呈することから、成熟後の個体における
GHの役割を解明する上で有用な GH分泌低下
モデルである。 

(2)間葉系幹細胞のもつ生体恒常性維持機能
と多分化能 
 成熟個体のさまざまな組織には、組織特異
的幹細胞が存在し、当該組織の修復や生体恒
常性の維持を担う。特に骨格筋や骨 (骨髄) 
には間葉系幹細胞とよばれる細胞が存在し、
通常、骨格筋内では筋芽細胞に、骨髄内では
骨芽細胞へとそれぞれ分化することにより
骨格筋量や骨量を維持している。一方、間葉
系幹細胞は多分化能をもつことが示されて
いる。例えば、骨髄由来の間葉系幹細胞は、
骨芽細胞以外にも脂肪細胞や筋細胞へと分
化できる。また、骨格筋由来の間葉系幹細胞 
(筋衛星細胞) も脂肪細胞や骨芽細胞への分
化能をもつことが、我々を含む複数のグルー
プにより示されている (Yamanouchi et al. 
Exp Cell Res 2006; Yada et al. J Vet Med 
Sci 2006) 。 

(3)成長ホルモンによる間葉系幹細胞分化制
御機構が存在する可能性 
 加齢による骨格筋量や骨量の減少と相まっ
て、骨格筋内や骨髄内には脂肪細胞が出現す
る。これは、通常筋芽細胞や骨芽細胞へと分
化する間葉系幹細胞が、脂肪細胞へと分化す
ることによる。このとき GH を投与することに
より、骨格筋量や骨量が回復し、同時にこれ
ら組織内での脂肪細胞が減少することから、
間葉系幹細胞の分化制御に GHが深く関与して
いることが推察されるがその制御機構は不明
である。 
 一般に幹細胞の分化制御には細胞周囲の環
境を形成する細胞成長因子や細胞外マトリク
スが主要な役割を担うとされている。GH は、
これまでタンパク質同化作用や脂肪分解作用
をもついわゆる内分泌因子 (ホルモン) とし
て位置づけられてきたが、インスリン様成長
因子をはじめとする様々な細胞成長因子や細
胞外マトリクスの発現調節作用をもつ。従っ
て、GH は骨髄や骨格筋内で細胞周囲の局所環
境を形成するような因子の発現調節を介して
間葉系幹細胞の分化制御に深く関与している
可能性が高い。 
 

２．研究の目的 

 以上の背景から GH には間葉系幹細胞の分

化制御因子としての新たな作用があり、骨髄
や骨格筋内で細胞周囲の局所環境を形成す
る因子の発現調節を通じて間葉系幹細胞が
もつ生体恒常性維持機能の発現に貢献する
のではないかという着想に至った。本研究で
はこの着想に基づき、hGH-TG ラットを利用し
て GH が骨格筋内や骨髄内の間葉系幹細胞の
分化を制御する機構を明らかにすることを
目指す。 

 

３．研究の方法 

(1)hGH-TGラットの骨格筋・骨の組織学的解
析 
 正常ラットとhGH-TGラットの骨格筋・骨 
(骨髄) の詳細な組織学的解析を月齢毎に行
った。骨格筋については重量を測定すると共
に、凍結切片を作成し、HE染色を行った後に
個々の筋線維径を測定した。一方、骨につい
てはパラフィン切片を作成し、HE染色を行っ
た後に骨髄内の海綿骨面積・脂肪細胞数を測
定した。解析の対象とする骨格筋・骨につい
ては、採取のしやすさやこれまでに蓄積した
実験結果から、前脛骨筋・大腿骨をそれぞれ
用いた。 

(2)hGH-TG ラット間葉系幹細胞の分化能の
解析 
 hGH-TGラットの骨格筋・骨髄より間葉系幹
細胞を単離し、in vitroで各種細胞 (骨細胞、
筋細胞、脂肪細胞) への分化誘導を行い、正
常ラット由来の細胞と比較して分化能に違
いが見られるか否かについて検討した。骨格
筋からの間葉系幹細胞 (筋衛星細胞) の単
離はプロナーゼを用いた酵素処理により、骨
髄からの間葉系幹細胞の分離はディッシュ
への付着性を利用した方法によりそれぞれ
行った。筋細胞への分化誘導は低血清培地を、
脂肪細胞への分化誘導はインスリン、IBMX、
デキサメタゾン、トログリタゾン添加培地を、
骨細胞への分化誘導はアスコルビン酸、グリ
セロールリン酸、デキサメタゾン添加培地を、
それぞれ用いた。分化能評価のための各種細
胞マーカーとしては、アルカリホスファター
ゼ染色やRunx2発現 (骨分化) 、オイルレッ
ド染色(脂肪分化) 、筋管形成やMyoD発現 
(筋分化) などを用いた。なお、一部の実験
では骨形成タンパク質（BMP-2）添加の有無
による骨分化能の違いについても検討を加
えた。また、BMP-2に対する反応性の指標と
してSmad1/5/8のリン酸化の状態をウェスタ
ンブロットにより調べた。 

(3)hGH-TG ラットに対する外生的 GH 投与の
効果 
 hGH-TG ラットに外生的に GH を投与し、骨
髄内の海綿骨面積・脂肪細胞数や間葉系幹細
胞の in vitro での分化能が正常に回復する
か否かについて検討を行った。その際、BMP-2



 

 

に対する反応性についても調べた。 
 
４．研究成果 

(1) hGH-TG ラット骨格筋の組織学的解析お
よび間葉系幹細胞（筋衛星細胞）の分化能解
析 
 hGH-TG ラット前脛骨筋、長指伸筋、ヒラメ
筋の重量は正常ラットに比較して 3ヶ月齢以
降有意に低値を示し、3 ヶ月以降は骨格筋の
発達がほとんど見られないことが判明した。
一方、前脛骨筋の筋線維数は hGH-TGラット、
正常ラット間で違いはみられず、hGH-TG ラッ
トでは筋線維径が正常ラットに比べて細く
なっていることがわかった。興味深いことに、
hGH-TGラットでは月齢が進むにつれ、一部の
筋線維径が減少していた。以上のことから、
hGH-TG ラットにみられる骨格筋の発達不全
は、筋線維の肥大が生じないことに加え、筋
線維の萎縮が同時に伴っていることが明ら
かとなった。 
 骨格筋量の維持は同化作用と異化作用の
バランスに依存する。異化作用としては筋線
維核のアポトーシスや骨格筋タンパク質分
解 に 関 わ る ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ
（MuRF1/MAFbx）の発現亢進などがあげられ
る。hGH-TGラット骨格筋の発達不全にこれら
の異化作用の亢進が関与している可能性を
考え、骨格筋における活性型カスパーゼ 3 や
MuRF1/MAFbx の発現を調べたが、正常ラット
との間に違いはみられなかった。このことか
ら、hGH-TGラット骨格筋の発達不全は異化作
用の亢進よりもむしろ、同化作用の低下によ
るものであることが示唆された。 
 骨格筋内に存在する筋衛星細胞は、筋分化
能をもち、筋線維に融合することで肥大を招
く。これは一種の同化作用の一つである。ま
た、近年、筋衛星細胞はある種の条件下では
筋分化能が低下し、脂肪分化能を呈すること
も明らかとなっている。hGH-TGラットでは筋
衛星細胞の筋分化能が低下している可能性
を考え、正常ラット由来のものと比較した。
その結果、hGH-TG ラット筋衛星細胞の MyoD
発現や筋管細胞形成能は正常ラットのもの
に比べて低下している一方、その脂肪分化能
は亢進していた。このことから、hGH-TGラッ
ト骨格筋における同化作用低下の一部は筋
衛星細胞の筋分化能が失われ、脂肪分化能が
亢進したことによるものであることが判明
した。 

(2) hGH-TG ラット骨の組織学的解析および
間葉系幹細胞の分化能解析 
 hGH-TG ラット大腿骨骨髄内の海綿骨面積
は正常ラットに比較して 8週齢以降有意に低
値を示した。一方、hGH-TGラット大腿骨骨髄
内の脂肪細胞数は正常ラットに比較して 8週
齢以降有意に増加していた。このことから

hGH-TG ラットでは正常ラットに比較して骨
量（骨密度）の低下が生じていることが明ら
かとなった。 
 骨髄内には間葉系幹細胞が存在し、骨分化
能・脂肪分化能を示す。hGH-TGラットにみら
れた骨髄内海綿骨面積の減少と脂肪細胞数
の増加が、間葉系幹細胞の分化能の変化によ
り生じている可能性を考え、hGH-TG ラット、
正常ラット骨髄に由来する間葉系幹細胞の
分化能を in vitro で調べた。その結果、
hGH-TG ラット間葉系幹細胞の骨分化能は正
常ラットに比べ 8週齢以降で低下している一
方、脂肪分化能は亢進していた。また、BMP-
存在下における骨分化を調べたところ、
hGH-TGラット間葉系幹細胞では BMP-2に対す
る反応性がほぼ消失しており、Smad1/5/8 の
リン酸化も見られないことが判明した。この
ことから hGH-TG ラットでは間葉系幹細胞の
BMP-2 に対する反応性が消失し、それが骨分
化能の低下を招き、骨量の減少が生じている
ものと推察された。 

(3) hGH-TG ラットに対する外生的 GH 投与が
骨量、骨髄内間葉系幹細胞の分化能に与える
効果 
 hGH-TG ラットにみられる骨量の減少や間
葉系幹細胞の分化能の変化が外生的 GH の投
与により正常ラットのものに近づくか否か
について検討を行った。通常、ラットでは
GH は約 3 時間おきにパルス状の分泌パター
ンを示す。そこで外生的に GH を 6 時間おき
に 2週間連続投与したのちの hGHラットの骨
量や間葉系幹細胞の分化能について調べた。
その結果、hGH-TG ラット骨髄内の海綿骨面
積、脂肪細胞数はともに、正常ラットと同程
度になった。一方、間葉系幹細胞の脂肪分化
能は GH 投与により低下したものの、骨分化
能の回復はみられなかった。 

(4) 得られた研究成果の位置づけと今後の
展望 
 再生医療の分野では、骨髄や筋肉に存在す
る間葉系幹細胞の多分化能を利用し、これを
in vitro で目的の細胞へと分化誘導する試
みがなされている。一方、幹細胞の機能は加
齢とともに減少することが知られており、こ
れが間葉系幹細胞を再生医療へ応用する際
の解決すべき課題の一つとなっている。近年、
幹細胞の機能制御に関わる血中循環因子の
重要性が再認識されつつある。従って、幹細
胞の本来もつ生体恒常性維持機能に着目し、
GH のような内分泌因子がどのように関与し
ているか、という視点から研究を行う本課題
はまさに時機を得たものであった。 
 現在、生活水準の向上による飛躍的な寿命
延長の一方、骨格筋減弱症や骨粗鬆症の増加
が問題となっている。これは伴侶動物の寿命
が延長している獣医学分野でも同様で、筋量



 

 

低下は運動性の低下を招き、老齢動物では骨
折後の治癒が遅延する。ヒトの医学分野では
老化に伴う諸症状の改善や是正を目的とし
た GH 補充療法が注目されているが、長期に
わたる連続投与や大量投与による副作用に
対する懸念については未だ検討の余地が残
されている。本研究成果は、ヒトにおける GH
補充療法に代わる新たな方法論開発、老齢伴
侶動物の QOLの向上など社会的にも大きな波
及効果が期待される。 
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