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研究成果の概要（和文）：

筋衛星細胞(サテライトセル)は筋線維の基底膜と形質膜の間に局在する幹細胞の一種であり，骨格筋

の再生や発育に重要な役割を担っている．しかし，今まで生体内の骨格筋内に局在するサテライトセ

ルを直接可視化することは技術的に困難であった．本研究において発育や再生時の骨格筋のサテラ

イトセルの移動を観察することができ，生体の骨格筋内のサテライトセル移動の制御メカニズムをリアル

タイムで検討する上で有効な研究モデルを得ることができた．

研究成果の概要（英文）：

The recruitment of satellite cells, which are located between the basement membrane and the plasma

membrane in myofibers, is controlled by muscle injury or overload, several growth factor. It is poorly

understood how the satellite cell migration is involved in muscle regeneration after injury because in

vivo it has been technically very difficult to visualize the living satellite cells localized. In the present

study, by using quantum dots conjugated with an anti-M-cadherin antibody, we first demonstrated that

the satellite cell migration toward the injured site was induced in the injured muscles, and toward the

end of myofibers in early developing stage muscle. Thus, it was suggested that the satellite cell

migration may be play important roles to regulate the muscle regeneration and development.
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1.研究開始当初の背景

骨格筋は適応性に優れた組織であり，その形態

のみならず代謝特性や収縮特性などがスポーツ

(筋)活動量により，ダイナミックに変化する．一方，

スポーツでの激しい筋収縮は常に筋細胞自体

にも傷害を発生させる．筋損傷は一般に経験す

る筋痛時に起きている(Asmussen E,1948)．筋損

傷後の修復機構は筋の発生 (Kami K, Senba E,

2005)や筋肥大と同じプロセスを辿ると考えられ

ている．また，修復という現象が短期間にダイナ

ミックな変化として生体内で現れることから，筋の

発育変化や可変性を観るのに適したモデルとな

り得る．筋修復に主要な働きをするのが，サテラ

イトセル(サテライトセル)である．近年では，培養

実験等による in vitro の系において，筋核やサ

テライトセルによる筋修復期の分子生物学的制

御機構に関して多くの知見が得られ(Lowe

etal,1999, Hawke etal,2001)ており，それを基点

とした in vivo の系においてもサテライトセルを活

性化から分化に導く制御遺伝子・シグナル伝達

因子が数多く確認されている．しかし，損傷部修

復に働くサテライトセルの筋組織内細胞部位で

の移動・融合という，空間的・時間的動態に関す

る知見は得られていない．

２．研究の目的

筋損傷時におこるサテライトセルの活性化と，そ

れに続く増殖，分化から融合といった一連の過

程を示す多くの所見は未だ培養実験結果に頼

った予測に過ぎない．再生筋でサテライトセルの

核に発現する筋形成制御因子 (MyoD や

myogenin 等)の観察は生体の実験で確認されて

いる．しかし，生体で解決していないこととしては，

サテライトセルがどこで活性化され，どのぐらい

の増殖・分化の量を持って，また，いつ移動し筋

損傷部にいかに融合し修復するか，といった動

態やその制御機構である．

本申請研究では，再生筋で修復に働くサテライト

セルの細胞レベルの動態を調べる事を目的とす

る．実験として「損傷」という原因を与え，「回復」

という結果の観察からのみ再生機構を推察する

のではなく，生命現象の姿をリアルタイムで直に

観察することで，再生メカニズムの解明に著しく

近づくことが期待される．

３．研究の方法

(1) 摘出筋によるサテライトセルの動態; 生後7

週齢から10週齢のFischer344系雌ラットの長指

伸筋・ヒラメ筋を被験筋とした．麻酔下にて露出し

た筋を強く圧迫することで挫滅損傷を誘発した．

その後，切開部を縫合し通常飼育に戻し，

1,2,3,5日後に筋を摘出した．0.2%typeI

collagenase / DMEMにて筋を処理(35℃，30min)

後に固定・洗浄後に，実体顕微鏡下で損傷部に

触れぬよう単一筋線維を取り出しスライドガラスに

添付した．

次に，活性期に入ったことを知る目的でMyoD，

細胞周期に関与するKi67, p21,また筋分化のマ

ーカーとしてmyogenin，またM-cadherinをサテラ

イトセルのマーカーとして1次抗体により免疫化

学染色を施し，顕微鏡観察に供した．染色画像

図1. In vivo イメージング; 麻酔下にて，A;Qdot- M-cadherin複合

体のインキュベート，B;落射蛍光顕微鏡を用いた観察



を基に筋線維の損傷端から200μmごとにサテ

ライトセルと筋核の数を算出した．また，

Tunel法にてサテライトセルのアポトーシスを観察

した．別の摘出筋において，損傷部から100〜

800μm離れた部位から筋横断切片を作成し，蛋

白新生の指標としてdevelopment- MHC一次抗

体による免疫蛍光染色を行った．

(2) 生体内でのサテライトセルの移動性を量子ド

ット(Qdot)により測定

①運動性損傷モデルによる再生筋でのサテライ

トセルの動態; ラットに対し吸引麻酔下において，

生体のヒラメ筋に局在する M-cadherin に

M-cadherin-Qdot(蛍光波長 655)複合体が適切

に結合するかを最初に調べた．ラットを吸引麻

酔下においてヒラメ筋を露出させ，M-cadherin

-Qdot 複合体/0.1M PBS により 3 時間の

incubation を行った．その後，筋を摘出し 4%PFA

にて固定し，次に 0.1M PBS で洗浄後に DAPI

による核染色を行い顕微鏡観察に供した．次に，

ラットを吸引麻酔下においてヒラメ筋を露出させ，

複合体により 3 時間の incubation を行った．次

に，0.1M PBS で洗浄，DAPI による核染色を生

体上で行った後に，麻酔を継続したラットヒラメ

筋上のサテライトセルの動態を落射顕微鏡下で

バイオイメージングすることとした(図 1)．

②成長筋のサテライトセルの動態; 発生過程

における形態形成ばかりでなく，生後の筋細胞

の成長(伸長肥大)にともなう筋核の増加などは，

骨格筋内に局在するサテライトセルの増殖に頼

っている．新たな筋節が線維端に形成されなが

ら細長く成長する筋線維において，長軸構造内

の均等配置を保った筋核数の増加は，筋線維

上に分布はサテライトセルの増殖・遊走(細胞運

動)・分化によっていると考えられる．そこで，①

同様に M-cadherin-Qdot 複合体を用い，生体

筋上のサテライトセルを同定した．実験動物に

は生後7,14,21,35日齢のFischer系ラットを用い

た．

③ 生体内でのサテライトセルの移動性を誘引

するメカニズムの検討; 培養実験において筋芽

細胞移動を誘発する主な因子として肝細胞増殖

因子（HGF）がある．そこで，本研究でも生体の

骨格筋内に局在するサテライトセル移動の誘発

因子として外因性 HGF を用いた．吸引麻酔下

にてラットの下肢の皮膚を切開し，骨格筋を無

傷 の ま ま 露 出 さ せ た 後 ， HGF を

25,50,100nmole に調整し添加したリンゲル-ロッ

ク溶液中にて下肢骨格筋を incubation した．そ

の後，麻酔を維持し，生体内の骨格筋に局在す

る細胞動態を観察した．また incubation 後，ヒラ

メ筋を摘出し，免疫組織化学染色により

MyoD/M-cadherin/DAPIによる三重染色を行い，

外因性 HGF によりサテライトセルの活性化が誘

発されたかを検討した．

４．研究成果

(1) 摘出筋によるサテライトセルの動態; 損傷前

にはヒラメ単一筋線維上長軸上 200μm 毎に 1

個以下であったサテライトセルは，損傷部付近

を中心に 1 日後から増加し，損傷 3 日には総数

で 5 倍以上に増加した．また，損傷部から離れ

た 2000μm 以上離れた部位でも 2-3/200(μm)

の Ki67 陽性を示すサテライトセルが観察された．

また，TUNEL染色の結果から，いずれの測定日

においても，サテライトセルの壊死は観察されな

かった．次に，分化期にあるサテライトセルの分

DAPIM-cadherin-Qdot 複合

体

図2.サテライトセルを同定する

ための，M-cadherin-Qdot 複

合体とDAPI染色

2μm

merge



布を調べた結果，損傷部から 800-1000μm 以

上の遠位部に myogenin+サテライトセルは観察

されなかった．さらに，筋横断切片により損傷 5・

7日後の切片において， 損傷部から 500μm以

内において development ミオシンの発現が見ら

れた．以上の結果は，①筋損傷は筋線維長軸

上のかなり広範囲においてサテライトセルを増

殖させ，②増殖したサテライトセルの壊死は起こ

ず，③増殖から分化，融合と進む過程で遠位

で増えたサテライトセルは損傷部へ移動の可

能性があることを示めすものであった．

(2) 生体内でのサテライトセルの移動性を量

子ドット(Qdot)により測定

①運動性損傷モデルによる再生筋でのサテラ

イトセルの動態; M-cadherin-Qdot 複合体で

incubation を行い in vivo にて観察した結果，

生体上においてもQdotが導入されることが確

認され，サテライトセルの in vivo real-time

imaging が可能となった(図 2 )．しかし，損傷を

与えない無処置の筋では，サテライトセルの

変化は見られなかった．一方，損傷 3 日後の

筋に対して複合体で incubation を行い in vivo

にて観察した結果，経時的に移動する，

M-cadherin+ サテライトセルを確認することが

出来た（図 3）．15 分間の観察で 13μm の移

動であった(速度;14nm/sec).

②成長筋のサテライトセルの動態; 発育初期，

生後 14 日齢のヒラメ筋に対して複合体で

incubation を行い in vivo にて 80 分間の連続観

察した結果，経時的に移動する，サテライト

セルを確認することが出来た．遊走は筋線維中

央側から筋節が新生される筋端方向に起きてお

り，観察できたサテライトセルの平均移動速度は

105nm/min であった．

損傷を受けた筋線維上また成長期の筋線維上

に局在するサテライトセルに対して，積極的

な細胞運動を誘発する機構があり，損傷を受

けた欠損部の修復や筋細胞の成長(伸長・肥

大)は，骨格筋内の広範囲に局在するサテライ

トセルの増殖，続いて遊走(細胞運動)よって

可能となる事が本結果より示された．

③生体内でのサテライトセルの移動性を誘引

するメカニズムの検討; HGF を添加しない溶

液で incubatie された生体内の骨格筋では，

サテライトセルの時空間的変化が観察されな

かった．これに対し HGF を添加した(25〜

100nmole)溶液で処理された筋では HGD 濃度

に依存性の移動速度を示す DAPI+核が見られ

た．さらに， HGF incubatie 筋では，活性期に

入ったことを示す MyoD+のサテライトセルが多

数観察された．

このことから，外因性 HGF により生体の骨格筋

内での細胞移動の誘発が可能である事が明ら

かとなった． In vitro の実験において HGF が筋

サテライトセル移動を誘発する主要因子として明

らかにされている．また，骨格筋内で HGF のレ

セプターである c-met を恒常的に発現している

のがサテライトセルだけであり，HGF処理で活性

化されていた点からも，移動している DAPI+核の

細胞がサテライトセルである可能性が高い．今

後は，実験方法を改善し，Qdots-Mcad 抗体

によるバイオイメージング法によりサテライトセ

0min

15min
10min

10μm

図 3. 損傷 3日後のひらめ筋におけるサテライトセルの動態.

赤;0 分時の衛星細胞, 白; 10 分時の衛星細胞，青; 15 分時

の衛星細胞, ピンク;筋核, 緑;M-cadherin



ルを直接同定するとともに移動を制御できる

手法の開発が望まれる。
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