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研究成果の概要（和文）：運動により骨格筋細胞から分泌されるEVの数や質がどのように変化するか明らかにな
っていない。本研究では、in vitroの運動モデルを用いて、運動が骨格筋細胞から放出されるEVの量に影響を与
えるかどうかを検討した。運動条件が異なる1 Hzと30 Hzの電気刺激を24時間負荷した際の影響を調べた。その
結果、30 Hzの電気刺激で運動させた場合にEVsの分泌量が増加し、EVsに含まれるmircoRNAの種類も変動するこ
とが分かった。さらにこれにはAlixの発現量変化とカルシウムイオン濃度変化が関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：It is not clear how exercise alters the number and quality of EVs secreted 
by skeletal muscle cells. In this study, we used an in vitro exercise model to examine whether 
exercise affects the amount of EVs released from skeletal muscle cells. The effects of 1 Hz and 30 
Hz electrical stimulation applied under different exercise conditions for 24 hours were examined. 
The results showed that the amount of EVs secreted increased and the type of mircoRNAs contained in 
EVs also fluctuated when the subjects were exercised with 30 Hz electrical stimulation. Furthermore,
 it was suggested that changes in Alix expression and calcium ion concentration were involved in 
this.

研究分野：生物化学工学

キーワード： 細胞外小胞　電気刺激　骨格筋細胞　運動モデル
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では培養骨格筋細胞への電気刺激によるin vitro運動モデルを用いて、in vivoでは困難である運動時の
骨格筋細胞からのEVs分泌量が増加し、含まれるmicroRNAの種類も変化するを明らかにした。今後、分泌された
EVsの特性をさらに解析することで、運動効果の分子メカニズムが解明され、健康長寿社会の実現に貢献できる
可能性がある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
Exercise is medicineと言われるように運動が健康によいことが経験的に知られているが、長年
その分子メカニズムは不明であった。最近 、 運 動 に よ っ て 筋 組 織 が 分 泌 す る 細 
胞 外 小 胞(Extracellular Vesicles; EVs)が、その実体の一つであることが明らかになり、注目
を集めている。骨格筋は、収縮運動することでエクソソームやマイクロベシクルなどのナノサイ
ズの EVs(以下、運動 EVs)を血中に分泌する。運動 EVsには、マイオカイン(運動により筋で作
られるペプチドやタンパクであるサイトカインの総称)やmicroRNAが封入されている。分泌さ
れた運動 EVsは血流によって全身を長期に循環し、他の臓器・組織にマイオカインやmicroRNA
を送達することでがん抑制、うつ改善、免疫暴走の抑制などの生理的変化をもたらす。運動 EVs
は、培養骨格筋細胞に電気パルス刺激を負荷して収縮運動させることで分泌生産することがで
きる。もし in vitroで生産した運動 EVsを、自ら運動することが困難な高齢者や患者に投与す
ることで運動と同等の効果を得ることができれば、運動 EVs はリハビリや運動療法に替わる革
新的なバイオ医薬品になる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
これまでに、運動 EVs の分泌や機能に関する基本特性の解明は十分に進んでいない。本研究で
は、我々が独自に開発したデバイスを使って構築する in vitro 運動モデルを用いて、運動 EVs
の分泌特性と機能の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
細胞培養：マウス不死化骨格筋細胞 C2C12を用いた。C2C12の増殖培養では、DMEMに 10% 
FBS、1.0% Penicillin-Streptomycinを添加した培地を用いた。C2C12の分化培養では、DMEM
に 2% Horse Serum、1% Penicillin-Streptomycinを添加した培地を用いた。 
 
In vitro 運動モデル 
細胞の剥離を防ぐため、マトリゲル混合フィブリンゲル上で細胞培養を行った。35 mm 細胞培養
皿にマトリゲルとフィブリノーゲン、トロンビンを混合した溶液を入れ、ゲル化した。その上か
ら C2C12 を播種し、2 日間増殖させたのちに、分化誘導を行った。分化 6 日目から 24 時間電気
刺激を負荷した。電気刺激装置は C-PACE (C-Pace 100, IonOptix Million MA, USA) を使用し、
炭素電極により電気刺激 (電圧 10 V, 周波数 1 Hz または 30 Hz, パルス幅 2 ms) を与えた。 
 
４．研究成果 
図1Aの 2条件で電気刺激を負荷した。2条件間で負荷するパルス回数が同じになるようにした。
1 Hz と 30 Hz のそれぞれで電気刺激に応答して筋細胞が収縮した（図 1B）。電気刺激 24時間後
においても、顕著な細胞死は観察されなかった。さらに運動マーカーである AMPKαのリン酸化
と IL-6 の遺伝子発現が向上したことを確認した（図 2）。 
 

 
 

図 1 電気刺激条件と筋細胞の収縮 
A: パルスパターン 
B: ゲル状での筋細胞の収縮 

 



 
図 2 運動マーカーへの影響 
A: AMPKαのリン酸化 
B: IL-6 の遺伝子発現量変化 

 
続いて、1 Hz と 30 Hz で電気刺激を 24 時間負荷し、EVs の産生量を比較した。その結果、30 Hz
で刺激した条件で、有意に EVs の量が増加することが明らかになった。EVs の粒子径分布から、
分泌された EVs はエクソソームかマイクロベシクルである可能性が示唆された。また EVs 中に
含まれる microRNA が変化したのかどうかを microRNA-seq で調べた。30 Hz の電気刺激で、電気
刺激なしと比較し、10 個の microRNA の量が有意に増加したことが分かった。 
 
 

 
図 3 EVs 量とサイズへの影響 

A: 1 Hz 
B: 30 Hz 

 
さらに、EVs 増加のメカニズムを明らかにするため、EVs の産生や輸送に関与する遺伝子発現を
調べた。その結果、Alix の遺伝子発現が有意に向上することを見出した。Alix の発現量向上に
は細胞内カルシウムイオン濃度上昇が関与している報告があった。また筋細胞の収縮は細胞内
カルシウム濃度上昇によって誘導される。これらから、EVs の分泌量の増加にはカルシウムイオ
ン濃度変化が関与していると考え、電気刺激時の細胞内カルシウムイオン濃度を調べた。その結
果、30 Hz では、1 Hz よりもカルシウムイオン濃度のピーク値が高くなっていた。 



 

 
図 4 EVs の産生や輸送に関する遺伝子の発現量変化 

A: エクソソーム関連 
B: マイクロベシクル関連 

 

 
図 5 細胞内カルシウムイオン濃度変化 

 
５．まとめ 
In vitro 運動モデルを用いて、30 Hz の電気刺激負荷で EVs 分泌量が増加することを見出した。
さらに分泌には Alix の発現上昇が関与する可能性が示された。 
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