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研究成果の概要（和文）： 
 我々の実験系においては筋芽細胞に対してヒストン脱アセチル化酵素阻害薬による明らかな
筋分化誘導能を見いだせなかった。また、ビタミンAの誘導体であるレチノイド（Am80）を 
用いて同様の検討を行ったが、Am80によっても治療効果は確認できなかった。今後は、培養系
が不安定となるものの初代培養細胞に対する効果や、筋分化誘導能を有する可能性のある他の
薬物/物質を含めて検討する必要があると考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We have examined the possibility of a novel therapy using histone deacetylase 
inhibitors(HDAC-I) for muscle differentiation. At first, we have investigated the change 
of C2C12 cells (mouse myoblast cell line) after the administration of TSA. We have not 
observed the efficacy of TSA. Next,we have used retinoid(Am80). However,we have obtained 
no distinct effects on C2C12 cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 トリコスタチンAなどのヒストン脱アセチ

ル化酵素阻害薬（以下、HDAC-I）を投与する

ことにより筋分化誘導能が有意差をもって

亢進したとの報告がみられる。 

２．研究の目的 
 
 HDAC-Iによる筋ジストロフィーへの治療

応用の可能性があるかどうかを、骨格筋培養

細胞を用いて検討する。 
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３．研究の方法 
 
 まず、ヒストン脱アセチル化酵素薬として、

予備実験の結果により筋芽細胞に対する効

果が大きかったトリコスタチン A(以下 TSA)

を用いて研究を進めた。TSAの厳密な溶解度

の違いや手技による誤差を最小化するため

に固体の TSAを溶解するにではなく、TSAの

5mM ジメチルスルホキシド(以下 DMSO)溶液

を以下の実験に用いた。溶媒である DMSOの

みを細胞に添加する予備実験により、DMSO自

体による細胞生存率や分化に関する細胞へ

の影響が認められたため、細胞培地に対する

DMSOの割合（量） を1/1000以下とした。 

 

 細胞はマウスの筋芽細胞のcell line であ

るC2C12細胞を用いた。TSAについて5x10-3 M

〜10-6Mのstock溶液を調製した。培地のグル

コース濃度は4.5g/lと1g/lの2種類のDMEM

培地を用いた。TSAを加える時点の細胞密度

を1.(20〜30％)、2.(50〜70％)、3.(ほぼ

100％confluent)の3種類、TSAに暴露する時

間を24、48、72時間の3種類、薬物への暴

露を終了してから評価までの時間を72時間、

96時間、120時間の3種類それぞれについて

検討した。また、TSAを添加するタイミング

を、分化誘導をかける前後(growth medium に

加えるか、differentiation mediumに加える

か)に分けて検討した。 

 

 次に、筋分化誘導活性を有するとの報告が

あるビタミンAの誘導体であるレチノイド

（Am80）を用いて、筋分化誘導実験を行うこ

ととした。Am80の10-5M〜10-8MのDMSO溶液を

調製した。分化培地のnormal horse serum

濃度、上記薬液を添加する時点の細胞密度、

添加する時間の3点について、様々な条件検

討を行った。Am80を添加してから72時間、

96時間、120時間後に筋管細胞を形成した割

合(面積)と筋管細胞の長さを指標として筋

管細胞形成能（筋分化誘導能）を評価した。 

 

４．研究成果 

 

 TSAについては、上記いずれの条件におい

ても、筋管細胞を形成した割合 (面積)と筋

管細胞の長さに有意差は認められなかった。

昨年度の結果と矛盾する結果となり、その原

因について検討したが現在までのところ原

因を確定できていない。念のために上記と同

様の系にて HDAC阻害活性を有するバルプロ

酸ナトリウムおよびSodium butyrateについ

てもC2C12筋芽細胞に対する添加実験を施行

した。これら2薬物の添加によるC2C12細胞

に対する分化誘導能は認められなかった。 

 

 Am80については、10-6Mおよび10-7M水溶液

を、2％normal horse serum のHigh-Glucose 

DMEM培地に 48時間添加した際に、120時間

後に評価したところ筋管細胞を形成した割

合 (面積)と筋管細胞の長さのいずれの指標

においても筋管細胞形成能の亢進が認めら

れた (下記Figure上段、左から10-6M, 10-7M, 

control（DMSOのみ）)。しかしながら、同様

の条件においては、control（DMSOのみ）に

おいても筋管細胞形成能の亢進が認められ、

上記の指標いずれにおいても有意差は認め

られなかった。 

 

図：骨格筋培養細胞分化誘導における Am80

の影響（上段：high-glucose medium, 下段：

low-glucose medium, 左列：Am80濃度：10-6 

mol/l, 中央列：Am80濃度：10-5 mol/l, 右

列：control (Am80を添加せず、溶媒のみを

添加したもの) 

 



 

 

 Am80により筋分化誘導能促進されて筋管

細胞の形成が亢進している傾向はあった（上

段の左と中央）ものの、Am80を加えていない

対照（上段の右）と比較した場合、筋分化に

対する Am80による明らかな影響は確認する

ことが出来なかった。 
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