
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成 23 年 5 月 11 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）：運動による筋収縮のモデルとして筋芽由来の培養細胞に機械的ストレ

ッチを負荷したところインターロイキン-6の遺伝子発現が上昇するとともにタンパク質合成促

進シグナルが増強した。一方、ストレッチによるタンパク質合成促進シグナルはチロシンキナ

ーゼの阻害剤であるゲニステインによって完全に阻害された。種々の阻害剤を検討したところ、

チロシンリン酸化によって活性化されるフォスフォリパーゼ Cが機械的ストレッチによるタン

パク質合成促進シグナルの伝達に重要である可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Murine myoblast cell line was mechanically stretched as a model for 

exercise-induced muscle contraction. Mechanical stretch increased the gene expression of interleukin-6 

and activated the protein translation initiation. Stretch-induced activation of the protein translation 

initiation was completely blocked by tyrosin kinase inhibitor, genistein. Among the cellular protein 

which is activated by tyrosine kinase, phospholipase C was important for the signal transduction of 

mechanical stretch-induced activation of protein translation initiation. 
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１．研究開始当初の背景 

 近年、内分泌器官と考えられていなかっ
た骨格筋から種々のサイトカインが生成、
分泌されていることが報告されている。こ
れらはmyokineと呼ばれ、interluekin-6 (IL-6)、
IL-8、IL-15等が知られている。なかでも IL-6

は、運動により骨格筋での遺伝子発現およ
び産生・分泌が大きく上昇し、血中濃度は
安静時の数十倍に増加する。IL-6 は、多様
な生理活性を有するサイトカインであり免

疫調節作用、造血作用、炎症および抗炎症
作用、腫瘍産生作用等を有している。さら
に IL-6が代謝調節機構に及ぼす影響につい
ても検討されている。骨格筋由来の IL-6は、
脂肪組織における AMP-activated protein 

kinase (AMPK)の活性化を介して中性脂肪
の分解を高めることや、肝臓におけるグリ
コーゲンの分解を高め血糖維持に関与して
いること、さらに、動脈硬化を抑制するこ
となどが報告されている。一方、IL-6 がタ
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ンパク質の合成や分解に及ぼす影響につい
ては十分に検討されていないうえ、その効
果について相反する報告がなされている。
すなわち、マイナスの効果として IL-6 を過
剰発現させたトランスジェニックマウスは
骨格筋量が減少することや、骨格筋への
IL-6 の継続的な注入は筋萎縮を誘発する結
果が報告されている。一方、プラスの効果
としては筋再生や筋肥大時には骨格筋にお
ける IL-6および IL-6受容体の発現が上昇す
ることや、血液透析後の腎臓病患者では血
中 IL-6濃度と骨格筋のタンパク質合成率が
正の相関を示すことなどの知見が得られて
いる。 

 

２．研究の目的 

（１）本研究では、運動による筋収縮のモデ
ルとして培養細胞に機械的ストレッチ負荷
し IL-6 遺伝子発現が上昇するか否かをまず
確認する。 

（２）機械的ストレッチがタンパク質合成促
進作用に及ぼす影響を検討する。 

（３）機械的ストレッチの細胞内情報伝達に
関わる因子を検索する。 

 

３．研究の方法 

（１）細胞培養および機械的ストレッチ 

 実験対象にはマウス筋芽由来の培養細胞
である C2C12 細胞を用いた。C2C12 細胞をフ
ィブロネクチンでコートしたシリコンチャ
ンバーで培養し（ 10% ウシ血清を含む
Dulbecco’s modified Eagles midium 中）、約 90%

コンフルーエントの時点で実験に供した。 

 細胞に対して、細胞伸展装置（ST-150, Strex, 

Japan）を用いて一軸方向に機械的ストレッチ
を負荷した。伸展方法は、伸展を維持する静
的ストレッチおよび一秒に一回伸縮を繰り
返す周期的伸展を用いた。阻害剤を用いた実
験では、ストレッチ負荷前に培地に図中に示
す濃度で添加した。 

 

（２）RT-PCR 

 機械的ストレッチ負荷後、培地を除き、
RNA 抽出試薬（TRIzol reagent, Invitrogen, 

USA）にて、総 RNA を抽出した。逆転写反
応後、特異的プライマーを用いて、目的の遺
伝子を増幅した。増幅産物は 1.5%アガロース
ゲルで電気泳動し、エチジウムブロマイドで
染色後、UV ランプによって可視化した。 

 

（３）Western blotting 

 機械的ストレッチ負荷後、培地を除き、リ
ン酸バッファーでリンスし、RIPA buffer 

(Santa Cruz Biotechnology, Santa USA)で細胞
抽出液を回収した。等量の細胞総タンパク質
を SDS-PAGE にて泳動し、PVDF 膜に転写し
た。PVDF 膜は５％ウシ血清アルブミンを含

むトリス緩衝液(TBS with 0.05% Tween 20)で
ブロッキングし、目的の一次抗体と一晩反応
させた。目的のバンドの検出は、抗ウサギ IgG

もくしは抗マウス IgG-HRP 二次抗体と反応
させ、ECL-plus (GE Healthcare UK Limited, 

UK)で行った。各バンドの強度は NIH Image J

によって数値化した。 

 

（４）統計処理 

 データは平均±標準偏差で示した。多重比
較は一元配置および二元配置の分散分析を
行い、各群間の比較は Scheffe’s post hoc test

を用いた。P < 0.05 を統計的有意差とした。 

 

４．研究成果 

（１）機械的ストレッチによる IL-6 遺伝子発
現の誘導 

 

 運動に伴う筋収縮は骨格筋における IL-6

遺伝子の発現を上昇させることが報告され
ている。そこで、本研究では、運動時の筋収
縮のモデルとして筋芽由来の培養細胞であ
る C2C12 細胞をシリコン膜上で培養し、機械
的ストレッチによる伸展刺激を負荷した。
RT-PCR の結果、本研究で用いた機械的スト
レッチは、C2C12 細胞の IL-6 遺伝子の発現を
上昇させた（図１）。以上の結果より、本研
究で用いた細胞に対する機械的ストレッチ
は、運動による筋収縮と同様に IL-6 遺伝子の
発現を誘導することが明らかとなった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

（２）機械的ストレッチによるタンパク質合
成促進作用の上昇 

 

 機械的ストレッチがタンパク質合成促進
作用に及ぼす影響を検討するため、タンパク
質翻訳開始過程に関わる p70 S6 kinase 

(p70S6K)およびペプチド鎖伸張過程に関わる
eukaryotic elongation factor 2 (eEF2)のリン酸
化を解析した。p70S6K は 389 番目のスレオ
ニン(T389)がリン酸化を受けると、その活性
が上昇し、タンパク質合成促進作用の指標と
される。p70S6K の総タンパク量は 30 分間の
静的ストレッチおよび周期的ストレッチの



 

 

いずれにも影響を受けなかった（図２A）。一
方、静的、周期的ストレッチ両者ともに
p70S6K のリン酸化を上昇させた。リン酸化
の程度は静的ストレッチより周期的ストレ
ッチで大きく、伸展度は 5%よりも 15%で強
くリン酸化された（図２A）。 
 eEF2は 56 番目のスレオニン(T56)が脱リン
酸化されると活性が上昇し、ペプチド鎖伸張
過程亢進の指標となる。静的および周期的ス
トレッチは eEF2 の総タンパク量には影響を
及ぼさなかったが、伸展度依存的に eEF2 の
脱リン酸化を高めた（図２B）。以上の結果よ
り、機械的ストレッチは伸展度依存的にタン
パク質合成促進作用を活性化することが示
唆された。さらに、伸展を維持する静的スト
レッチよりも、伸縮を繰り返す周期的伸展の
方がその作用が強いことが明らかとなった。 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）機械的ストレッチによる mitogen- 

regulated protein kinases (MAPKs)の活性化 

 

 MAPKs はセリン/スレオニンキナーゼであ
り、チロシンおよびスレオニンのリン酸化に

より活性化される。MAPK は大きく３つのフ
ァミリーに分類される。 (i) extracellular- 

regulated kinase 1/2 (ERK1/2)、(ii) p38 mitogen- 

activated protein kinase (p38 MAPK)および 

(iii) c-Jun N-terminal kinase (JNK)。30 分間の周
期的ストレッチ(15%)は、ERK1/2, p38-MAPK

および JNK すべての MAPKs のリン酸化を上
昇させた(Data not shown)。しかしながら、そ
れぞれの特異的阻害剤である PD98059, 

SB203580 および SP600125 存在下であっても、
周期的ストレッチによる p70S6K および eEF2

の活性化には影響を及ぼさなかった(Data not 

shown)。すなわち、機械的ストレッチによる
タンパク質合成促進作用の活性化には
MAPKs の関与が低いことが示唆された。 

 

（４）チロシンキナーゼ阻害剤が機械的スト
レッチによるタンパク質合成促進作用の活
性化に及ぼす影響 

 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 機械的ストレッチによるタンパク質合成
促進作用の細胞内情報伝達経路を検討する
ため、非特異的なチロシンキナーゼの阻害剤



 

 

である genisteinの影響を検討した。その結果、
低濃度の genistein (50 M)は、機械的ストレ
ッチの効果を抑制しなかったが、高濃度の
genistein (250 M)存在下では、ストレッチに
よる p70S6K（図３A）および eEF2（図３B）
の活性化が完全に抑制された。以上の結果よ
り、ストレッチによるタンパク質合成促進作
用の活性化にはチロシンのリン酸化が必須
であることが明らかになった。 
 
（５）Src ファミリーチロシンキナーゼおよ
び Junas kinase 阻害剤が機械的ストレッチに
よるタンパク質合成促進作用の活性化に及
ぼす影響 

 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 機械的ストレッチによるタンパク質合成
促進作用の活性化には、チロシンリン酸化が
必須であることが予想された。そこで、いず
れのチロシンキナーゼが関与しているかを
明らかにするため、Src ファミリーチロシン
キナーゼの阻害剤である PP2 および、Junas 

kinase (JAK)の阻害剤が、機械的ストレッチに
よるタンパク質合成促進作用の活性化に及
ぼす影響について検討した。その結果、いず

れの阻害剤存在下においても、機械的ストレ
ッチは、P70S6K および eEF2 の活性化を抑制
しなかった。すなわち、Src キナーゼファミ
リーや JAK は機械的ストレッチの細胞内情
報伝達には関与していないことが示唆され
た。 
 
（６）Phospholipase C (PLC)の阻害剤が機械的
ストレッチによるタンパク質合成促進作用
の活性化に及ぼす影響 

 

 PLC はイノシトールリン脂質代謝におい
てセカンドメッセンジャー産生のエフェク
ター因子となる酵素である。フォスファチジ
ルイノシトール 4,5-二リン酸を分解し、２つ
のセカンドメッセンジャー、イノシトール
1,4,5-三リン酸（IP3）とジアシルグリセロー
ル（DAG）を産生する。PLC は構造的に６つ
の型（）に大別される。PLCは
チロシンのリン酸化により活性化されるた
め、機械的ストレッチによるタンパク質合成
促進作用の細胞内情報伝達に関与している
可能性が考えられた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 そこで、PLC の阻害剤である U-73122 を細
胞に添加し、機械的ストレッチを行った。そ
の結果、機械的ストレッチによる p70S6K の
活性化は完全に抑制され（図５A）、eEF2 の
活性化も DMSO を添加したコントロール細
胞に比して有意に減弱した（図５B）。以上の
結果より、機械的ストレッチによるタンパク
質合成促進作用の活性化には、PLC が関与し
ている可能性が示唆された。 
 
（７）結論 
 
 運動による筋収縮のモデルとして培養細胞
に機械的ストレッチを負荷するモデルを確
立した。筋芽由来の培養細胞である C2C12

細胞に機械的ストレッチを負荷すると、運動
時の骨格筋と同様に、IL-6 遺伝子の発現誘導
が認められた。また、筋収縮は manmalian 

target of rapamycin (mTOR)を介して、タンパ
ク質合成を促進することが知られているが、
培養細胞においても機械的ストレッチがタ
ンパク質合成促進作用を活性化する結果を
得た。ストレッチ様式では、伸展を維持する
よりも周期的に伸縮を繰り返す方がタンパ
ク質合成促進作用が強いことが明らかとな
った。 

 機械的ストレッチによる IL-6 発現の上昇
とタンパク質合成については、IL-6 の主要な
細胞内情報伝達タンパク質である JAK 活性
を抑制してもp70S6Kや eEF2の活性化が減弱
しなかったことから関連が低いと考えられ
た。一方、非特異的チロシンキナーゼの阻害
剤および PLC の阻害剤存在下では、機械的ス
トレッチによる p70S6Kおよび eEF2の活性化
が完全に抑制された。すなわち、C2C12 細胞
においては機械的ストレッチによるタンパ
ク質合成促進作用の活性化には、チロシンの
リン酸化および PLC 活性が必須であること
が示唆された。本研究の成果は今後、個体に
おける筋収縮によって誘導されるタンパク
質合成促進作用の調節メカニズムを明らか
にしていく上で、有用な知見になると考えら
れた。 
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