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研究成果の概要（和文）：ウシ腰最長筋より高効率で筋管へと分化可能なウシ初代筋芽細胞培養

系を確立した。採取した筋芽細胞は、筋芽細胞マーカーMyf5 を発現し、分化誘導によって分

化マーカーmyogenin を発現した。AMPK を活性化する低グルコース培地で分化誘導したとき

分化が抑制され、マイオスタチン（MSTN）発現が減少した。しかし、MSTN レセプターの発

現に変化は無かった。AMPK の活性化剤 AICAR は同様に筋分化を抑制し、MSTN 発現を低下

させた。また、AICAR は MSTN シグナル阻害剤の作用を打ち消した。よって、AMPK は MSTN

の作用を調節している可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Primary myoblasts that can efficiently differentiate to myotube was 

established from bovine skeletal muscle. The myoblasts was expressed myoblast marker 

Myf5 during proliferation and differentiation marker myogenin during differentiation. 

These cells were inhibited differentiation and MSTN expression under low glucose 

condition, which activates AMPK. However expression of MSTN receptor was not changed. 

AMPK activator AICAR also inhibited differentiation and expression of MSTN in myotubes. 

The effect of antagonist of MSTN signaling was abolished by AICAR. These results suggest 

that AMPK regulates the action of MSTN. 
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１．研究開始当初の背景 

（1）マイオスタチン（MSTN）は、主とし
て骨格筋から産生され、骨格筋の形成を負に
制御する分泌因子として発見された。MSTN

は、受容体である Activin receptor type IIB

に結合し、細胞内シグナル伝達因子である
Smad2/3 を介して作用する。また、MSTN

は脂肪形成を促進することも報告されてい
る。MSTN 機能の全容解明や制御法の確立は、
畜産学分野では産肉量や脂肪交雑量の制御
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法の開発、医学分野では筋疾患やメタボリッ
クシンドロームの治療薬への応用が期待さ
れている。 

（2）AMP-activated protein kinase (AMPK)

は細胞内の AMP/ATP 比を感知して AMP が
高いエネルギー欠乏時に活性化してシグナ
ルを伝える因子である。AMPK は主としてグ
ルコース取り込みの増加や脂肪酸酸化の促
進などの異化作用を通してエネルギーを産
生する。よって、AMPK は細胞内で栄養セン
サーとして働いていると考えられている。 

また、筋肥大の制御に関与することも報告さ
れており、筋機能制御における中心的な因子
の一つである。 

 

２．研究の目的 

 生体の栄養環境は、筋細胞や脂肪細胞にお
ける遺伝子発現やタンパク質機能の制御を
介して筋の成長や脂肪蓄積を調節している。
成長や代謝に関わる MSTN も同様に栄養環
境によって発現や機能が変動すると考えら
れヒトやマウスでは MSTN が肥満などで発
現が変化することが報告されているが、その
詳細は未解明な部分が残されている。以上の
ことから、MSTN 作用が生体の栄養素のうち
グルコースによって調節され、その調節が栄
養センサーである AMPK を介して行われて
いるのではないかとの着想に至った。MSTN

の作用制御の可能性としては、主として１）
MSTN と関連遺伝子の発現制御と２）MSTN

の活性制御が考えられる。よって、本研究で
はウシ筋細胞において正確な解析を可能と
する筋芽細胞培養系を確立し、筋細胞の
MSTN の発現と活性制御における AMPK の
役割を解明することを目的として研究を行
った。 

 

３．研究の方法 

（1）ウシ初代筋芽細胞培養系の確立 

 ウシの最長筋より初代筋芽細胞培養系の
確立を行った。さらにそれらの筋分化能、筋
細胞マーカー(Myf5、myogenin、myosin)の
発現を免疫染色法で確認した。 

 

（2）低グルコース下における MSTN 関連遺
伝子発現とシグナル伝達活性の解析 

 作成したウシ初代筋芽細胞培養系を用い
て AMPK を活性化する低グルコース培地で
培養したときの筋分化を抗 myosin 抗体によ
る免疫染色法で、MSTN とレセプターなどの
関連遺伝子のmRNA発現を定量PCR法で解
析した。 

 また、MSTN の作用の強さについて下流の
シグナル伝達因子である Smad2/3 のリン酸
化を wesern blot 法で、Smad2/3 の活性化を
Smad 応答配列によるルシフェラーゼレポー
ターアッセイで解析した。 

（３）AMPK 活性化による MSTN 関連遺伝
子発現 

 ウシ筋芽細胞培養系に AMPK 活性化剤で
ある AICAR を加えたときの筋分化を抗
myosin 抗体による免疫染色法で、MSTN 関
連遺伝子のmRNA発現を定量PCR法で解析
した。また MSTN 発現変動の機能的意義を
確認するため AICAR と MSTN もしくは
AICAR と MSTN シグナル阻害剤 SB431542

の共刺激下での筋分化について免疫染色法
で解析を行った。 

 

４．研究成果 
（１）ウシ腰最長筋より消化酵素を用いて初
代筋芽細胞培養系を確立した。これら筋芽細
胞は増殖期において筋芽細胞マーカーであ
る Myf5 を発現し（図 1A）、分化誘導によっ
て初期から筋分化マーカーmyogenin を発現
した（図 1B）。さらに、分化誘導によって融
合し筋前駆細胞である筋管を形成した（図
1C）。これら解析から今回確立した方法によ
る培養系は高い分化能をもちウシ骨格筋の
形成や代謝機能などを解析する上で有用で
ある。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1．ウシ初代筋芽細胞培

養系での筋関連因子に対

する免役染色．（A）増殖期

における抗 Myf5 抗体によ

る免役染色像．緑=Myf5、

赤=核．（B）分化 24 時間

後における抗myogenin抗

体による免役染色像．緑=myogenin、青=核．(C)分化 48

時間後における抗 myosin 抗体による免役染色像．緑

=myosin、赤=核． 

 

（２）AMPK は、AMP/ATP 比の上昇によっ
て活性化するため細胞外グルコース濃度の
低下が AMPK を活性化することが報告され
ている。そこで、ウシ初代筋芽細胞培養系を
通常グルコース(25 mM)もしくは低グルコー
ス(5、 0.5、 0.1 mM)培地を用いて分化誘導
を行った。その結果、細胞内 ATP 量が減少
し筋分化（筋管形成）が抑制された。このと
き、MSTN mRNA 発現は、0.5 mM 以下の
低グルコース培地での培養時に大きく低下
した（図 2A）。しかし、MSTN レセプターで
ある ActRIIB の発現に変化は見られなかっ
た。以上のことからグルコース量が筋分化と
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MSTN 発現を制御していることが示唆され
た。 

 さらに、MSTN 活性を調べるために筋芽細
胞を低グルコースで培養したときの MSTN

のシグナル伝達活性を解析した。培地のグル
コース濃度を低下させても Smad2/3 のリン
酸化に変化は見られなかった。一方で、0.5 

mM のグルコース濃度で細胞を培養したと
き MSTN による Smad 応答配列のレポータ
ー活性の上昇は抑制された(図 2B)。よって、
グルコースは細胞外での MSTN 活性には影
響しないが、MSTN が作用したあとの細胞内
シグナル伝達を調節している可能性が示さ
れた。 

 

図 2．低グルコース培養での筋分化と MSTN 関連遺伝子

発現．（Ａ）分化 48 時間後における抗 myosin 抗体によ

る免役染色像．緑=myosin、赤=核．左：25 mM グルコ

ース培養区、右：0.5 mM グルコース培養区．（B）低グ

ルコース培養時のウシ筋芽細胞における MSTN mRNA

発現解析．（C）低グルコース培養時のウシ筋芽細胞にお

ける Smad 応答配列のレポーター活性． 

 

（3）AICAR は AMPK の特異的活性化剤と
して知られている。ウシ初代筋芽細胞の筋分
化時に AICAR で刺激したところ、AMPK の
活性化が確認された。そのとき AICAR によ
って筋分化が抑制された（図 3A）。しかし、
分化マーカーである myogenin のタンパク質
発現は上昇した。そのとき、MSTN 発現は著
しく抑制された(図 3B)。さらに、ActRIIB、
Smad2 の mRNA 発現も有意に抑制された。
よって、AMPK の活性化が MSTN 発現を制
御し、グルコースによる MSTN 発現調節は
AMPK 活性と関連する可能性が示唆された。 

 筋分化における AMPK 活性化と MSTN作
用の関連を解析するためにウシ筋芽細胞を
AMPKとAICARで共刺激して筋分化を解析
した。共刺激によって AICAR や MSTN 単独
よりも強く分化を抑制した。一方 AICAR と
SB431542 で共刺激したとき、SB431542 は

分化を促進するが、AICAR での分化抑制時
は分化促進することが出来なかった(図 3C)。
以上のことから、筋分化期において AMPK

シグナルと MSTN シグナルのクロストーク
の存在が示唆された。 

 
図 3．ウシ筋芽細胞における AICARの MSTN関連遺伝子発

現と分化に及ぼす作用．（A）分化 48 時間後における抗

myosin 抗体による免役染色像．緑=myosin、赤=核．左：

25 mM 対照区、右：AICAR 刺激区．（B）AICAR 刺激

時のウシ筋芽細胞における MSTN（左）、ActRIIB（右） 

mRNA 発現解析．（C）分化 48 時間後における抗 myosin

抗体による免役染色像と myosin 陽性細胞面積の相対値．

緑=myosin、赤=核． 

 
 以上のことから、ウシ骨格筋において
MSTN は細胞外グルコース濃度の低下によ
って AMPK を介して発現低下すること、
MSTN シグナルとグルコース-AMPK シグナ
ル伝達の間にクロストークが存在すること
が示唆された。さらなる解析によって栄養環
境と骨格筋成長の関連が明らかになること
が期待される。 
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