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研究成果の概要（和文）：筋内ミトコンドリア変化を中心とした運動効果の分子機構を、細胞外マトリックス分
子パールカンに焦点をあて検討した。パールカン欠損骨格筋では、免荷（尾部懸垂）時のPGC1αのタンパク質発
現量低下率が抑制され、定常ないし運動負荷時のPGC1αやミトコンドリアダイナミクス関連因子の遺伝子発現量
が増加傾向となった。つまり、パールカンは筋内ミトコンドリアの量だけでなく質にも影響する可能性がある。
一方、運動後の筋内パールカン遺伝子発現量の変化は明らかではなかったが、そのヘパラン硫酸鎖を修飾する酵
素の発現量変化が見出された。よって、パールカンは運動時に糖鎖構造を変化させ運動効果をもたらす可能性が
示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study investigated the molecular mechanisms of the effect of exercise 
associated with intramyocellular mitochondria, focusing on perlecan. Although tail suspension tended
 to decrease the protein expression level of PGC1αin skeletal muscle, the decreased ratio of PGC1α
 was suppressed in perlecan-deficient muscle. In addition, the mRNA expression level of PGC1α and 
mitochondrial dynamics-related factors tended to increase in perlecan-deficient muscle, on steady 
phase or mechanical overload. Therefore, perlecan might affect not only the quantity but also the 
quality of intramuscular mitochondria. On the other hand, although the mRNA expression level of 
perlecan in skeletal muscle did not change by exercise, the expression level of the heparan sulfate 
modification enzymes were changed. Therefore, it was suggested that perlecan might control the 
effect of exercise by structural change of heparan sulfate in skeletal muscle.

研究分野： 運動生理学、細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、運動による各種疾患や老化に対する抑制効果が示され、骨格筋機能維持の重要性が着目されてきた。本研
究成果は、運動刺激増減時の骨格筋動的変化に細胞外マトリックス一分子が一役を担っている可能性を示すもの
である。現在、本研究で明らかとなったパールカン制御性のシグナル変化に加え、電気刺激やストレッチチャン
バーを用いた細胞運動モデル、パールカン欠損筋衛星細胞の培養系を併用することで他臓器への影響をもたらす
遠隔効果因子の解明に着手している。これにより、適切な運動強度の検証や運動模倣薬の開発といった運動効果
の臨床応用に向け、新たな分子学的アプローチへ貢献することが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 運動は、ロコモティブシンドロームや生活習慣病だけでなく、認知症、がんなどの加齢性疾

患の発症抑制、ひいては老化そのものを遅延することが報告されてきた（Nat Rev Immunol. 
2011;11:607-15.他）。これらの知見から、運動療法の有効性は様々な分野で提唱されているが、
複雑な因子が絡み合う生体全体の運動効果に関しては科学的証明が不十分である。 
骨格筋は、豊富なミトコンドリアを持ち有酸素性代謝に優れる遅筋、無酸素性代謝に優れる速

筋の 2種に大きく分かれるが、ミトコンドリアを豊富に持つ遅筋線維を多く持つヒトは、高血圧
やメタボリックシンドロームといった加齢性疾患の発症率が低いといわれている（Hypertension. 
2005;45:1019-1023.他）。更に、運動は、筋内のミトコンドリアの質を維持することで老化を抑
制することも報告された（Cell Metab. 2016; 23: 1034–1047.）。 
したがって、骨格筋がどのように運動という刺激を感知し、筋内のミトコンドリア機能を変化

させているのか、そしてどのように生体全体への運動効果をもたらしているのか、その詳細を解
明することは種々の加齢性疾患を予防、治療するうえで重要な課題といえる。 
申請者は、これまでの研究により細胞外マトリックスの一つであるパールカンを欠損させた

骨格筋では、運動シグナルが増強しミトコンドリア量が増加することを報告してきた。したがっ
て、パールカンは、運動刺激の抑制性センサーとしてミトコンドリア機能を制御している可能性
がある。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究は「ミトコンドリア機能を中心とした運動効果の分子メカニズムを、パールカン制御性
のシグナル変化に着目して解明すること」を目的とする。これにより、運動効果という、複雑な
要因が絡み合う生体反応が、細胞外環境を構築する一分子によって制御されている可能性を検
証する。 
 
 
３．研究の方法 
(1)パールカンが制御する骨格筋内の運動シグナルおよびミトコンドリア機能変化を検証するた
め、14-18 週、雄の C57BL/6J 系の野生型（WT-tg）およびパールカンコンデイショナルノックア
ウトマウス（Hspg2-/--Tg）（注１）を用いて下記実験を行った。 
 
注１：パールカンは軟骨の発生・分化にも重要な役割をもち、完全なパールカンノックアウトマ
ウスは胸郭形成不全などにより胎生致死に陥ることから、本研究では軟骨のみにパールカンを
発現させたコンデイショナルノックアウトマウスを使用した。 
 
① 運動免荷モデル：運動刺激減弱時の変化を解析するために、尾部懸垂または神経切除による

免荷モデルを作成した。骨格筋評価は、尾部懸垂、神経切除いずれの群おいても 2週間後に
施行した。 
 

② 運動負荷モデル： 運動刺激増加時の変化を解析するために、上記マウスに対しトレッドミ
ル運動（10-20 m/min、55min/回）を行った。特に、細胞外マトリックスであるパールカン
は骨格筋の収縮、伸展といった機械的な刺激を直接感知し、初期の運動シグナル変化に関与
している可能性を加味し、単回運動終了直後、単回運動終了 3 時間後に骨格筋を採取した。 

 
③ 骨格筋評価方法：採取した骨格筋に対し、筋重量を測定比較した他、SDS-PAGE および銀染色

により筋線維タイプ比率を解析した。また実験系に合わせ、FOXO1、Atrogin、MuRf1 といっ
た筋萎縮シグナルなどを western blot で測定するとともに、ミトコンドリア生合成に関与
する PGC1αやミトコンドリアの融合ないし分裂に関わりミトコンドリアの質を制御するミ
トコンドリアダイナミクス関連因子（Mfn1, Mfn2, Opa1, Drp1）、細胞外マトリックス関連
因子（Hspg2, Sulf1, Sulf2, Hs6st1）等の遺伝子発現量に関して Cap Analysis of Gene 
Expression(CAGE)や qPCR により解析した。 
 

(2)骨格筋におけるパールカン制御性のシグナル変化とそれによる生体全体への遠隔効果を解析
するために、下記条件の骨格筋細胞培養上清を神経細胞へ添加することで運動効果とその詳細
機構を解析することを目指した。本研究期間では上記目標に向け、下記細胞実験を施行し、実験
手法を確立した。 
 
① 電気刺激による細胞運動モデルの作成：マウス筋芽細胞株である C2C12 細胞を筋管細胞に分

化させたのち、電気刺激（1Hz, 2ms,16V/20mm)をかけることで、細胞運動モデルを作成した。



電気刺激持続時間、電気刺激終了後のサンプル（培養上清、細胞ライセート）回収時間を変
更することで、経時的な運動シグナル、マイオカインの変化を western blot や qPCR、
MILLIPLEX®で解析し、適切な運動モデルとなっているかを確認した。また、筋管細胞は培養
時間に伴い分化度合が変化し、運動シグナル、マイオカイン発現量が変化することが予想さ
れることから、電気刺激群と同時間培養した筋管細胞を対照群とした場合の変化量について
比較解析した。 
 

② パールカン欠損筋衛星細胞による運動模倣効果の検証：パールカン欠損マウス骨格筋から採
取した筋衛星細胞を筋管細胞に分化させ、アセチルコリンに対する反応性をカルシウム指示
薬 Fura2 を用いた Ca2+イメージングで解析した。 

 
 
４．研究成果 
(1)免荷状況下でのパールカン制御性骨格筋変化： 
尾部懸垂群に関しては野生型マウスのみでの検証では、大腿四頭筋（混合筋）、足底筋（速筋）、

ヒラメ筋（遅筋）のうちヒラメ筋でのみ萎縮抑制傾向を認めたが、パールカンノックアウトマウ
スを含めた比較解析では、個体間のバラつきが大きく筋萎縮誘導効果（筋重量低下）自体を再現
性をもって確認することができなかった。しかし、大腿四頭筋での PGC1αタンパク発現変化を
比較したところ、パールカンノックアウトマウスでは PGC1αの発現低下率が野生型マウスより
も抑制された。したがって、パールカン欠損は遅筋線維萎縮を抑制する方向へ作用する働きがあ
る可能性があるが、筋線維タイプ比率の比較では明らかな有意差は得られなかったため、今後 n
数（個体数）を増やし実際のミトコンドリア量および活性を含めた検証が必要であると考えられ
た。 
 一方、神経切除群に関しては、野生型マウス、パールカンノックアウトマウスともに腓腹筋（混
合筋）、足底筋（速筋）、ヒラメ筋（遅筋）のうち腓腹筋、ヒラメ筋での筋萎縮誘導が確認された。
パールカン欠損による萎縮抑制効果に関しては再現性をもって確認できたものは腓腹筋のみと
なったことから、腓腹筋における萎縮シグナル変化を検証したところ、パールカン欠損マウスで
は、FOXO、Atrogin-1 の上昇率が抑制された（Nakada, Yamashita, et al., Cells 2020, 9, 
2524）。一方、PGC1αに関してはパールカン欠損有無での明らかな変化は確認できず、免荷方法
により異なる筋萎縮機序を考慮する必要があると考えられた。 
 
(2)運動負荷時のパールカン制御性骨格筋変化： 
パールカンが機械的刺激感知直後に制御する運動シグナルを検証するため、単回運動直後の

大腿四頭筋において遺伝子転写開始点を測定することのできる CAGE 解析を施行したところ、パ
ールカン欠損骨格筋では定常時においても、運動時に上昇する 20-30 前後の遺伝子発現量が上
昇していることが示唆された。これは、パールカン欠損マウスでは有酸素運動をしたときと同様
に酸素消費量が上昇する既報（Yamashita et al., Sci Rep. 2018;8:7766.）と矛盾しない結果
である（パールカン欠損マウスの活動量は野生型マウスよりもむしろ低下しており、定常時の活
動量が増加していることが原因ではないことを、赤外線センサーを用いた解析で確認した。）ま
た、パールカン欠損マウスに運動負荷をかけた際に野生型マウスよりも発現量が上昇する遺伝
子は単回運動直後の CAGE 解析ではほとんど確認できなかったが、qPCR 解析では野生型マウス、
パールカンコンデイショナルノックアウトマウスともに単回運動終了 3 時間後に PGC1αの遺伝
子発現量上昇傾向を認め、特にパールカン欠損マウスでの上昇増加が確認された。ミトコンドリ
アの質的変化解析として施行したミトコンドリアの融合に関与する Mfn1、Mfn2、Opa1、分裂に
関与する Drp1 の遺伝子発現量比較においても、Mfn1、Opa1、Drp1 はパールカン欠損骨格筋（大
腿四頭筋）において定常ないし運動後で発現量が高い傾向にあり、パールカンはミトコンドリア
の量だけでなく質も制御している可能性が示唆された。ただし、これまで様々な運動後にこれら
のミトコンドリアダイナミクス制御因子の発現量が増減することが報告されているが、本研究
においては野生型マウスおよびパールカン欠損マウスともに運動前後での発現量変化は明らか
ではなかったことから、今後運動強度や運動期間の検証を行ったうえで、パールカンと PGC1α、
ミトコンドリアダイナミクス関連因子の関係を検証する必要があると考えられた。 
  
(3)運動刺激変化時の骨格筋におけるヘパラン硫酸プロテオグリカン関連因子の発現量変化： 
上記結果から、パールカンは運動刺激変化時の骨格筋内のミトコンドリア変化に関与してい

る可能性が示唆されたが、実際我々の生体内でパールカンがどのように運動刺激の感知と制御
に関与しているかを検証するため、野生型マウスにおける運動負荷（Treadmill 運動）時のパー
ルカン遺伝子発現量を解析した。結果、パールカンコアタンパク質自体の遺伝子発現量は運動負
荷時には明らかな変化を認めなかった。 
そこで、パールカンを含むヘパラン硫酸プロテオグリカンは、そのヘパラン硫酸の糖鎖の硫酸

化パターンを変化させることで各種細胞内シグナル制御を行っていることが報告されているこ
とから、糖鎖修飾因子の遺伝子発現量に関して解析を加えた。その結果、単回運動終了 3時間後
の骨格筋（大腿四頭筋）ではヘパラン硫酸鎖の 6位硫酸基を脱硫酸化する細胞外エンドスルファ
ターゼ(Sulf)-1 の遺伝子発現量が増加し、2週間の運動後には 6位硫酸化を行う Hs6st1 の発現



量が低下することが見出された。これまでに 6位硫酸基は FGF2 シグナルを増強し筋細胞の増殖
促進と分化抑制を促すこと(Matrix Biol. 2017; 59: 54–68.)、Sulf1 は骨格筋細胞の増殖期後
半から分化初期に発現すること(Dev Biol. 2007; 311:464-77)が報告されている。つまり、骨格
筋は、運動刺激を感受した際に細胞外マトリックス上の糖鎖構造変化を介して、筋内ミトコンド
リア含有量変化を含む筋再生制御、すなわち筋質の変化を調整している可能性が示唆される。本
実験では 6-O-硫酸基に関連した遺伝子発現量の解析にとどまっているが、今後、その他の硫酸
基を含めた骨格筋の糖鎖プロファイルと運動シグナル解析を進めることで、細胞外環境による
骨格筋メカノトランスダクション機構の解明が進むものと期待される。また、運動後の血中の細
胞外小胞プロテオーム解析では運動によりパールカン発現量が変化することが報告されており
（Cell Metab. 2018;27:237-251.e4）、筋および細胞外液中のパールカンタンパク質発現量や糖
鎖変化の解析を加えることで、マイオカイン、マイオソームといった他臓器への遠隔効果をもた
らす作用分子の検証を加える方針である。 
 

(4)運動後骨格筋変化による遠隔効果検証にむけたシステム構築： 
続いて、上記骨格筋におけるパールカン制御性のシグナル変化と、それによる生体全体への遠

隔効果を解析するために、マウス筋芽細胞株（C2C12 細胞）に電気刺激をかけた細胞運動モデル
の確立と、パールカン欠損マウス骨格筋由来筋衛星細胞を用いた模倣効果を検証した。 
 まず、C2C12 細胞に電気刺激をかけた細胞運動モデルでは、電気刺激を 1、3、20 時間/日ない
し 1時間/日×6日間連続で施行し、細胞ライセートの運動シグナル変化を western blot ないし
qPCR で解析したところ、運動シグナルの上流に位置する Akt、ERK は電気刺激 1時間直後をピー
クとした上昇を認めたのに対し、CaMKII は電気刺激 3時間後に、そして下流である PGC1αは電
気刺激持続時間が長時間になるにつれ増加した。また、本モデルにおいて培養上清中の代表的な
マイオカインである BDNF、FGF21 を MILLIPLEX®を用いて測定したところ、BDNF、FGF21 ともに短
時間群、長時間群いずれにおいても電気刺激による分泌量上昇が確認され、適切な細胞運動モデ
ルになっていると考えられた。 
 加えて、パールカン欠損マウスの解析によりパールカン欠損骨格筋では運動刺激増強状態に
なることが予想されたが、in vitro での再現性を確認するために、パールカン欠損筋管細胞に
アセチルコリンを添加した際の応答性を Ca-imaging を用いて検証した。結果、パールカン欠損
筋管細胞では、アセチルコリンへの反応性が高く in vitro においても運動模倣効果が再現でき
る可能性が示唆された。 
 したがって、電気刺激による細胞運動モデルとパールカン欠損による運動刺激増強モデルを
比較解析することで、パールカン制御性の運動およびミトコンドリア関連シグナル変化の絞り
込みが可能となった。これら細胞培養系の骨格筋培養上清を多臓器由来細胞株に添加すること
で、運動後骨格筋変化による多臓器への遠隔効果の検証を進める方針である。 
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