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研究成果の概要（和文）：　本研究の目的は、温熱刺激またはビタミンD投与が悪液質による代謝異常とそれに
伴う筋萎縮の進行過程に及ぼす影響ならびにその作用機序を解明することであった。その成果として、（1）温
熱刺激はHSP72の発現増加を介してグルココルチコイド受容体の核移行を阻害することで、（2）ビタミンD投与
はAktリン酸化量の増加を介してフォークヘッド型転写因子の核移行を阻害することで、悪液質によって生じる
タンパク質合成に関わる情報伝達系の不活性化およびタンパク質分解に関わる情報伝達系の活性化を抑制するこ
とが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to clarify the effects of heat stress and 
vitamin D administration on cachexia-induced metabolic disorders and skeletal muscle atrophy, as 
well as the underlying molecular mechanisms. The results suggested that (1) heat stimulation 
inhibits the nuclear translocation of glucocorticoid receptors by increasing the expression of 
HSP72, and (2) vitamin D administration inhibits the nuclear translocation of forkhead transcription
 factors by increasing the phosphorylation level of Akt, thereby suppressing the inactivation of the
 signaling pathway involved in protein synthesis and the activation of the signaling pathway 
involved in protein degradation that occurs due to cachexia.

研究分野： 細胞生物学、骨格筋生物学、メカノバイオロジー

キーワード： 悪液質（カヘキシア）　骨格筋機能低下　筋萎縮　筋肥大　温熱刺激　ビタミンD　グルココルチコイド
　グルココルチコイド受容体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　臨床で遭遇する慢性疾患患者は、原疾患そのものの特異的な病態や二次的な廃用症候群のために運動を十分に
実施できないことが多く、これらの人々への運動処方は慢性疾患対策が直面している大きな課題のひとつとなっ
ている。したがって、運動制限を有する患者を対象にした場合においても、優れた運動効果をもたらすことがで
きる、他の方法論の早期開発が求められている。
　本研究は基礎的研究に基づくものであるが、その成果は寝たきり患者や体力が低下した患者であっても施行可
能である温熱刺激、ビタミンD投与またはそれらを組み合わせた介入が、悪液質に由来する代謝異常とそれに伴
う筋萎縮の予防・治療に有用である可能性を示唆している。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 近年、心血管疾患、糖尿病、癌、慢性呼吸器疾患などを中心とする非感染性慢性疾患において
二次的に誘発される体重、骨格筋および脂肪量の減少を総称した、悪液質（カヘキシー）という
病態が問題視されている。悪液質の特徴は、原疾患に関連して生じる全身性の慢性炎症と複合的
代謝障害であり、共通する病態として体重や骨格筋量の顕著な低下を呈し、最終的に患者の
quality of life の急激な低下や生命予後不良を招く。今後、超高齢社会のさらなる進展に伴い、
疾病の治療や介護に関わる社会的負担はますます大きくなると予測され、その予防・治療対策は
社会的に非常に重要な課題である。 
 悪液質に対する治療戦略としては、原疾患に由来する慢性炎症に対する薬理的介入（抗炎症・
抗サイトカイン療法など）に加え、栄養療法および運動療法を含めた包括的な対応が必要とされ
る。特に、より早期に運動療法介入を開始することで、悪液質に伴う身体機能や ADL 能力低下を
予防・改善できる可能性が示唆されている。しかし、臨床で遭遇する慢性疾患患者の中には、原
疾患そのものの特異的な病態や二次的な廃用症候群、疾病の急性期や心循環器系の疾患を合併
しているなどの理由で、積極的な身体運動を伴う運動療法を実施することが困難なケースも多
く存在し、その代償となる治療法の早期開発が急務となっている。 
 そこで申請者は、2017～2019 年度に科研費・基盤研究（C）の助成を受け、悪液質を惹起する
lipopolysaccharide（LPS）や glucocorticoid（GC）を投与すると、タンパク質の合成抑制・分
解亢進を介して萎縮が生じる培養骨格筋細胞を用いて、悪液質に由来する骨格筋機能低下に対
する温熱刺激の効果と分子シャペロン作用や損傷タンパク質の修復作用を持つ heat shock 
protein（HSP）72 の関連性について検証してきた。その結果、プレコンディショニングとして
HSP72 を増加させる温熱暴露（41℃の環境温に 60 分間の暴露）を行うことによって、悪液質に
伴うタンパク質の合成抑制・分解亢進に関わる細胞内シグナル伝達分子の活性化が抑制される
とともに、筋萎縮の進行が抑制できることを明らかにした。本研究課題では、これまでの研究成
果を発展させ、温熱刺激とエネルギー代謝を調節する生理作用を持つ脂溶性ビタミンの一種で
あるビタミン D 投与を組み合わせた新しい治療介入が、悪液質により引き起こされる代謝異常
とそれに伴う筋萎縮の進行過程に及ぼす影響を検討する。さらに、その作用機序を解明すること
で、悪液質に由来する骨格筋機能低下に対する治療や予防を目的とした効果的で効率的な治療
法の開発に向けた基礎的資料を提供する。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、熱という物理的刺激と脂溶性ビタミンに対する筋細胞応答に着目し、温熱刺
激またはビタミン D 投与が悪液質による代謝異常とそれに伴う筋萎縮の進行過程に及ぼす影響
とその作用機序の解明を行い、臨床応用に向けた科学的根拠を集積するとともに、温熱刺激とビ
タミン D投与を組み合わせた治療介入が、タンパク質の合成能・分解能とエネルギー代謝を相加
的に改善することで、より効果的かつ効率的に筋萎縮の進行を抑制するのではないかといった
仮説を検証することが目的である。 
 
３．研究の方法 
（1）培養細胞の種類と入手方法 
 細胞は、European Collection of Authenticated Cell Cultures（Salisbury, UK）より購入
したマウス骨格筋由来の筋芽細胞株（C2C12 細胞）を培養・増殖させ、筋管細胞に分化誘導させ
たものを使用した。 
 
（2）実験プロトコル 
 分化誘導した筋管細胞は、温熱刺激の効果検証をするために、①通常培養を行った群（対照群）、
②悪液質を惹起する LPS（1 µg/ml）または GC（10 µM）を培地に投与することで筋萎縮・代謝異
常を誘導した群（悪液質群）、③41℃，60 分間の温熱刺激を行い、その 6時間後に LPS または GC
を培地に投与した群（温熱刺激＋悪液質群）、④HSP72の選択的阻害剤（KNK437およびVER155008）
を培地に投与した 2時間後に温熱刺激を行い、その 6 時間後に GC を培地に投与した群（阻害剤
＋温熱刺激＋悪液質群）に振り分けた。 
 また、分化誘導した筋管細胞は、ビタミン Dの効果検証をするために、⑤活性型ビタミン D（1 
µM）を培地に投与し、同時に GC を培地に投与した群（ビタミン D＋悪液質群）、⑥Akt の選択的
阻害剤（Akt inhibitor-X）を培地に投与し、その 1時間後に活性型ビタミン Dおよび GC を培地
に投与した群（阻害剤＋ビタミン D＋悪液質群）に振り分けた。 
 
（3）組織病理学的検索 
 筋萎縮の程度は、LPS または GC 投与から 24 または 48 時間経過後に、画像解析ソフトウェア
を用いて各群の細胞直径（短径）を計測・比較することで評価した。 
 



（4）分子生物学的検索 
 mRNA 発現量の検索を行う筋管細胞は、LPS または GC 投与から 1、2、3、6、9、12、18 または
24 時間経過後に、リアルタイム PCR 法を用いて各群の標的 mRNA 発現量を定量・比較することで
評価した。 
 また、タンパク質発現量の検索を行う筋管細胞は、LPS または GC 投与から 1、3または 6時間
経過後に、western blotting 法を用いて各群の標的タンパク質発現量を定量・比較することで
評価した。 
 
（5）統計解析 
 得られた結果は、平均値±標準偏差で表記した。独立 2 群の比較には対応のない t 検定を行
い、両群間に有意差が存在するかどうかを判定した。また、細胞直径の分布状況についてはχ2

検定を行い、両群間に有意差が存在するかどうかを判定した。独立多群の比較には一元配置分散
分析を行い、有意差を認めた場合は Holm-Sidak 検定を適用し、各群間に有意差が存在するかど
うかを判定した。なお、全ての統計手法とも有意水準は 5％未満とした。 
 
４．研究成果 
（1）温熱刺激が悪液質に伴う筋萎縮の進行過程に及ぼす影響とその作用機序について 
 悪液質群の筋管細胞直径は、対照群および温熱刺激＋悪液質群と比較して有意に減少した。ま
た、悪液質群の筋原線維タンパク質量およびミオシン重鎖・軽鎖タンパク質量は、対照群、温熱
刺激＋悪液質群と比較して有意に減少した。したがって、プレコンディショニングとして温熱刺
激を行うと悪液質に伴う筋管細胞の萎縮進行が抑制されることを確認できた。 
 悪液質群の REDD1 mRNA 発現量は、対照群および温熱刺激＋悪液質群と比較して有意に増加し、
悪液質群の Akt リン酸化量、p70S6K リン酸化量および GSK3βリン酸化量は、対照群および温熱
刺激＋悪液質群と比較して有意に減少した。また、悪液質群の KLF15 mRNA 発現量、MuRF1 mRNA
発現量および p38MAPK リン酸化量は、対照群および温熱刺激＋悪液質群と比較して有意に増加
し、悪液質群の Akt リン酸化量、FoxO1 リン酸化量および FoxO3a リン酸化量は、対照群および
温熱刺激＋悪液質群と比較して有意に減少した。 
 細胞質分画の GC 受容体タンパク質発現量、FoxO1 タンパク質発現量および FoxO3a タンパク質
発現量は、対照群と比較して悪液質群で有意に減少したが、その減少は温熱刺激＋悪液質群で有
意に抑制された。核分画の GC 受容体タンパク質発現量、FoxO1 タンパク質発現量および FoxO3a
タンパク質発現量は、対照群と比較して悪液質群で有意に増加したが、その増加は温熱刺激＋悪
液質群で有意に抑制された。また、これらの抑制効果は HSP72 阻害剤によってキャンセルされ
た。 
 したがって、プレコンディショニング温熱刺激は悪液質によって生じる GC 受容体およびフォ
ークヘッド型転写因子の核移行を阻害し、タンパク質合成に関わる情報伝達系の不活性化およ
びタンパク質分解に関わる情報伝達系の活性化を抑制する可能性があり、このメカニズムには
HSP72 の発現増加が関与していることが示唆された。 
 
（2）ビタミン Dが悪液質に伴う筋萎縮の進行過程に及ぼす影響とその作用機序について 
 悪液質群の筋管細胞直径は、対照群、ビタミン D＋悪液質群と比較して有意に減少した。した
がって、ビタミン D を投与すると悪液質に伴う筋管細胞の萎縮進行が抑制されることを確認で
きた。 
 ビタミン D＋悪液質群の Akt リン酸化量、p70S6K リン酸化量は、対照群と比較して有意に増加
した。また、悪液質群の Akt リン酸化量、p70S6K リン酸化量は、対照群およびビタミン D＋悪液
質群と比較して有意に減少した。 
 細胞質分画の GC 受容体タンパク質発現量は、対照群と比較して悪液質群およびビタミン D＋
悪液質群で有意に減少した。核分画の GC 受容体タンパク質発現量は、対照群と比較して悪液質
群およびビタミン D＋悪液質群で有意に増加した。一方、細胞質分画の FoxO1 タンパク質発現量
および FoxO3a タンパク質発現量は、対照群と比較して悪液質群で有意に減少したが、その減少
はビタミン D＋悪液質群で有意に抑制された。核分画の FoxO1 タンパク質発現量および FoxO3a
タンパク質発現量は、対照群と比較して悪液質群で有意に増加したが、その増加はビタミン D＋
悪液質群で有意に抑制された。また、これらの抑制効果は Akt 阻害剤によってキャンセルされ
た。 
 したがって、ビタミン D 投与は悪液質によって生じるフォークヘッド型転写因子の核移行を
阻害し、タンパク質合成に関わる情報伝達系の不活性化およびタンパク質分解に関わる情報伝
達系の活性化を抑制する可能性があり、このメカニズムには Akt リン酸化量の増加が関与して
いることが示唆された。。 
 
 以上の検証は基礎的研究に基づくものであるが、その成果は温熱刺激、ビタミン D投与または
それらを組み合わせた介入が、悪液質に由来する代謝異常とそれに伴う筋萎縮の予防・治療に有
用である可能性を示唆している。 
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