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研究成果の概要（和文）：骨格筋量が減ると、肥満や糖尿病のような代謝性疾患を発症し、また寝たきりのような運動
機能の低下を引き起こす。したがって食品成分で骨格筋量の維持・増強をサポートできれば上記の疾病の予防・改善に
つながる。申請者は、黒ショウガ（Kaemperia parviflora）に含まれる10種類のメトキシフラボン（MF）類のうち、5-
ヒドロキシ-7-メトキシフラボン類（5-OH-7-MFs）が筋形成促進作用と筋肥大作用を示すことを見出した。5-OH-7-MFs
による筋肥大促進作用に細胞内Ca2+の関与が示唆された。さらに黒ショウガ由来の5-OH-7-MFs混合物を摂取した老化促
進マウスでは、筋量が増加した。

研究成果の概要（英文）：The loss of muscle mass causes decreased mobility and metabolic diseases such as 
obesity and type 2 diabetes. Therefore, naturally occurring nutraceuticals, which maintain and increase 
skeletal muscle mass, have emerged as a promising strategy to prevent poor health outcomes as described 
above. I found that 5-hydroxy-7-methoxyflavones (5-OH-7MFs) from Kaemperia parviflora have enhancing 
effects on muscle differentiation and myotube size. The intracellular Ca2+ chelator (BAPTA-AM) inhibited 
the enhancing effects and suppressed 5-OH-7MFs-induced protein synthesis in myotube, suggesting that the 
intracellular Ca2+ is involved in 5-OH-7MFs-induced hypertrophy. Furthermore, 5-OH-7MFs tended to 
increase soleus muscle mass in young mice, but significantly increased soleus muscle mass and muscle 
fiber size in senescence accelerated mice 1 (SAMP1).

研究分野：複合領域

キーワード： 機能性食品成分　メトキシフラボン　骨格筋　黒ショウガ　Kaempferia parviflora
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１．研究開始当初の背景 
 少子高齢化の進む日本を含む先進諸国で
持続可能な社会を構築するためには、高齢者
が寝たきりにならず、そして介護を不要とす
る自立した健全な生活（健康寿命）を送るこ
とを可能とする身体的基盤を築く必要があ
る。骨格筋は、姿勢を保持するなど身体を支
えたり、動かしたりする機能以外に、炭水化
物や脂質を代謝する機能も担う組織である
ので、骨格筋の量や機能の低下は、単に運動
機能の低下を意味するだけでなく、基礎代謝
レベルの低下をもたらし、糖尿病のような生
活習慣病を誘発することになる。一方で、加
齢とともに骨格筋量は低下するため、身体を
支えられなくなり、また歩行時にすり足とな
るため、低い段差につまずき、転倒し、骨折
する結果、寝たきりとなる。寝たきりになる
と筋重量と筋機能が低下する廃用性筋萎縮
が惹起される。したがって高齢者の健康寿命
を延伸する別のアプローチとして骨格筋量
の維持・増進が鍵となる。 
 寝たきり防止のために「廃用性筋萎縮の抑
制」という観点から、機能性食品成分による
廃用性筋萎縮の抑制を目指した多くの研究
が実施されている。健常時には骨格筋でのタ
ンパク質の合成と分解のバランスは維持さ
れているが、寝たきりやギプス固定で骨格筋
が不活発状態になると活性酸素が発生して
骨格筋タンパク質の分解が促進する廃用性
筋萎縮が誘発されるので、筋萎縮予防に有効
な抗酸化物質が探索されている。昨今、フラ
ボノイド類を含むポリフェノールの抗酸化
性に期待が寄せられ、ケルセチンやプレニル
ナリンゲニンが筋萎縮の抑制に有効である
ことが報告されている。一方で、寝たきり防
止には「廃用性筋萎縮の抑制」以外に、寝た
きりにならないような身体を作る、つまり
「筋形成の促進による筋量の増強と維持」と
いう観点も考慮する必要がある。しかし必須
アミノ酸の骨格筋タンパク質合成促進作用
による筋量の維持に関する報告以外に有効
な食品成分に関する知見はほとんどない状
況である。 
 
２．研究の目的 
 骨格筋は筋線維と呼ばれる筒状の細長い
細胞が束になって構成されている。通常は未
分化性の高いサテライト細胞が筋線維の辺
縁部に静止期の状態で存在しているが、過度
な運動や損傷のような物理的刺激を受ける
とサテライト細胞は活性化する。活性化した
サテライト細胞は増殖し、筋芽細胞へと分化
する。筋芽細胞も同様に増殖後、複雑な分化
過程を経る。分化時において筋芽細胞は筋芽
細胞同士が融合して多核の筋管細胞を形成
する、あるいは筋芽細胞は既存の筋管細胞と
融合して筋管をさらに伸張する。このように
して筋管が修復される過程は筋再生と呼ば
れる。一方で、筋線維は適度な運動や栄養に
よって分化を伴わずに筋量を増加すること

がある。骨格筋量は筋タンパク質の合成と分
解のバランスによって調節されており、タン
パク質の合成速度が促進する、あるいは分解
速度が低下すると筋タンパク質量が増加す
る。この際に筋線維の断面積のサイズが増加
し、筋肥大が起こる。逆にタンパク質の合成
速度が低下する、あるいは分解速度が更新す
ると筋タンパク質量が減少する。この際に近
線維の断面積のサイズは低下することから
筋萎縮が起こる。 
 運動による筋量増強を大きく期待できな
い高齢者にとっては「筋形成の促進による筋
量の増強と維持」を日々摂取する食品成分で
サポートできれば、寝たきり防止に大きく貢
献することになる。 
そこで申請者は食経験のある天然物由来の
化合物（食品成分）から筋形成に有効な食品
成分をスクリーニングし、黒ウコン
（Kaempferia parviflora）から精製した 10
種のメトキシフラボンのうち、筋形成（筋管
細胞の形成の割合）を促進する化合物を 4種
見出し、これらの 4種のメトキシフラボンが
筋分化マーカーで骨格筋特異的な転写因子
の myoD とミオゲニン、そして骨格筋構成タ
ンパク質のミオシン重鎖とトロポミオシン
の発現を増加することを見出したので、本研
究ではメトキシフラボンが筋形成を促進す
る分子機構を明らかにするとともに、形成さ
れた筋肉を量的な面だけでなく、機能的な面
からも評価するために、以下の３つの課題に
取り組んだ： 
(1) メトキシフラボンによる筋形成促進機
構の解明 

(2) メトキシフラボンの体内動態の解明 
(3) メトキシフラボンで形成された骨格筋
の特徴 

 
３．研究の方法 
 実験方法を以下に記載する。 
(1) メトキシフラボン誘導体：以下の 10 種
のメトキシフラボン誘導体（5,7,3',4'-
テトラメトキシフラボン（MF①）； 
3,5,7,3'4'-ペンタテトラメトキシフラ
ボン（MF②）； 5,7-ジメトキシフラボン
（MF③）；5,7,4'-トリメトキシフラボン
（MF④）； 3,5,7-トリメトキシフラボン
（MF⑤）；3,5,7,4'-テトラメトキシフラ
ボン（MF⑥）； 5-ヒドロキシ-3,7,3',4'-
テトラメトキシフラボン（MF⑦）； 5-
ヒドロキシ -7-メトキシフラボン
（MF⑧）； 5-ヒドロキシ-3,7-ジメトキ
シフラボン（MF⑨）； 5-ヒドロキシ
-3,7,4'-トリメトキシフラボン（MF⑩）
を使用した。 

(2) 動物飼育法：ddY マウス (6 週齢、雄性、
老化促進モデルマウス SAMP1 (16 週齢、
雄性) とそのコントロールマウス
SAMR1 (16 週齢、雄性) を室温（23±2oC）、
湿度（60±10%）、明暗周期 (明期
8:00-20:00) で飼育した。水と餌を自由



に摂取できる環境とした。全ての動物実
験は、公立大学法人大阪府立大学動物実
験規定を遵守して実施した。 

(3) 動物実験法 
① 実験 1 (筋湿重量に及ぼすメトキシフラ
ボン混合物の効果 (経口投与) )：ddY
マウスを 2 群 (コントロール群とメト
キシフラボン群) に分け、経口ゾンデで
試料（200 µl/1 匹）を 1日 1回、3週間
経口投与後、左右の後肢の骨格筋を採取
し、筋湿重量を測定した。メトキシフラ
ボン群には総量 5 mg のメトキシフラボ
ン混合物 (MF⑦: 4.3%、MF⑧: 19.4%、
MF⑨: 27.4%、MF⑩: 29.8%) を与えた。 

② 実験 2 (筋湿重量に及ぼすメトキシフラ
ボン混合物の効果 (混餌) )：ddY マウ
スを 2 群 (コントロール群とメトキシ
フラボン群) に分け、試料を含む餌
(0.1%含量のメトキシフラボン混合物）
と試料を含まない餌をそれぞれ 4 週間
摂取させた後、後肢の骨格筋を採取し、
筋湿重量を測定した。 

③ 実験 3 (老化促進モデルマウス SAMP1 に
及ぼすメトキシフラボン混合物の効
果)：SAMP1 および SAMR1 を 8 週間飼育
した後、SAMP1 を 2群 (コントロール群
とメトキシフラボン群) に分け、試料を
含む餌(0.1%含量のメトキシフラボン混
合物）と試料を含まない餌をそれぞれ 4
週間摂取させた後、後肢の骨格筋を採取
し、筋湿重量を測定した。SAMR1 には試
料を含まない餌を 4週間摂取させた。後
肢の骨格筋を採取し、筋湿重量を測定し
た。 

④ 実験 4 (MF⑩の血中動態)：ddY マウスを
24 時間絶食後、2群 (コントロール群と
メトキシフラボン群) に分け、経口ゾン
デで試料を経口投与した。メトキシフラ
ボン群には、10 mg の MF⑩を投与した。
コントロール群には、vehicle (Corn Oil
溶液を投与した。投与 1時間後に、イソ
フルラン麻酔下で門脈からヘパリン処
理した注射器で採血した。 

(4) 細胞培養法 
① 細胞培養法:マウス由来筋芽細胞株
C2C12 細胞を 95% air、5% CO2、37

oC の
条件下で、10% 牛胎児血清と抗生物質を
含む DMEM 培地 (DMEM 培地 (10% FBS, 
+P/S)) で培養した。 

② 筋管細胞への分化誘導法：C2C12 細胞が
コンフルエントになった状態で 2% 馬
血清と抗生物質を含む DMEM 培地 (DMEM
培地 (2% HS, +P/S)) に交換し、以降 2
日毎に DMEM 培地 (2% HS, +P/S) を交換
し続けた。培地交換時に試料を添加した。 

③ 細胞増殖測定法： 5 割の飽和状態に達
した状態の C2C12 細胞を回収した。48 
well-plate に播種後、一晩インキュベ
ーター内で静置し、48 well-plate に細
胞が定着していることを確認後、各試料

を含む DMEM (1% FBS, +P/S)に培地交換
し、2 日間培養後、AlamarBlue を用い
て Fluoro Skan Ascent FL により蛍光
度を測定した。 

④ シグナル経路の検討法：C2C12 細胞がコ
ンフルエントになった状態で血清およ
び抗生物質を含まない DMEM 培地 (DMEM
培地 (-FBS, -P/S) ) に交換して栄養飢
餓状態に暴露後、試料を添加して、適当
な時間に細胞を回収した。 

(5) ウエスタンブロット法： SDS-PAGE 終了
後、エレクトロトランスファーを行った。
PVDF 膜の目的タンパク質は、1 次抗体、
続いて 2次抗体と反応させた後、化学発
光 試 薬 と 反 応 さ せ 、 ImageQuant 
LAS-4000 で検出を行った。 

(6) 免疫蛍光染色法： C2C12 細胞を分化誘
導 8 日後に 4% paraformaldehyde/PBS 
(-)で固定した。0.1% TritonX-100/PBS 
(-)で処理した後、細胞をブロッキング
処理した。その後、1 次抗体、続いて 2
次抗体 Alexa FluorⓇ 488 結合抗マウス
IgGと反応させた。核をDAPIで染色し、
蛍光顕微鏡で細胞の観察を行った。 

(7) 筋管細胞の評価法 
① Fusion index の測定法：蛍光免疫染色
した C2C12 細胞を蛍光顕微鏡で、MyHC
と核の染まった筋管細胞の画像を撮影
した。ImageJ を用いて画像 1 枚当たり
の MyHC で染まった核が 2個以上の筋管
細胞に含まれる核の数と DAPI の数を測
定した。筋管細胞の核の数を DAPI の数
で割ることで標準化した。1つのサンプ
ル当たり写真を 3 箇所撮り、測定を 3
回行った。その平均をそのサンプルの
Fusion index とした。 

② Myotube diameter の測定法：蛍光免疫
染色した C2C12 細胞を蛍光顕微鏡を用
いて、MyHC で染まった筋管細胞の写真
を撮った。ImageJ を用いて MyHC で染ま
った筋管細胞の横幅（短径）を画像 1
枚当たり 30 本以上測定した。1 つのサ
ンプル当たり画像を 3枚撮り、測定を 3
回行った。その平均をそのサンプルの
Myotube diameter とした。 

(8) SUnSET 法：コンフルエントになった状
態の C2C12 細胞を分化誘導 6 日後に、
DMEM 培地 (-FBS, -P/S) に交換して栄
養飢餓状態に暴露した。その後、試料を
添加して 1 時間暴露後、Puromycin 
(Nacalai Tesque) を加えて10分間暴露
した後、DMEM 培地 (-FBS、-P/S) で 2
回洗浄して、DMEM 培地 (-FBS, -P/S) で
50 分間培養した 

(9) 組織染色 
① paraffin 包埋: 採取した筋肉組織を
10％ formalin に室温で 24 時間浸漬し
た。固定した組織を ethanol で脱水した
後、xylene で脱アルコールし、さらに
paraffin に浸漬した。 



② 切片の作製: 作製した paraffin 試料を
ミクロトームで薄切りにした後、micro 
slide glass 上に伸展させながら乗せた。
脱 paraffin 後、切片から水分を除くた
め乾燥させた。 

③ hematoxylin-eosin (HE) 染色: 切片試
料を Mayer’s hematoxylin に浸漬した
後、eosinY 溶液に浸漬した。切片を
ethanol、そして xylene に浸漬した。染
色した切片はオイキット液で封入し、蛍
光顕微鏡 で切片の観察を行った。 

(10) HPLC 分析法：血漿に等量の 4 M 
hydrochloric acid と既知量（内部標準）
のフラボノイドを加えた後、熱処理した。
室温に戻してから、試料を ethyl 
acetate と撹拌した後、遠心し、上清の
有機層を採取後、風乾した。風乾した試
料を ethanol で撹拌した後、血漿試料と
して、HPLC で分析した。HPLC は、内径
4.6 mm 、長さ 250 mm の COSMOSIL 
5C18-MS-II Packed Column (Nacalai 
Tesque)を用いた。 

(11) 統計処理：データの有意差検定は、JMP 
statistical software version 8.0.1 
(SAS Institute, Cary, NC, USA) を用
いて Student の t 検定、もしくは多重比
較検定である Dunnett 検定を用いたコ
ントロールとの比較を行った。 

 
４．研究成果 
 前述した３つ御課題を検討して、得られた
成果を以下に記載する。 
(1) メトキシフラボンによる筋形成促進機
構の解明 

① メトキシフラボンが筋芽細胞から筋管
細胞への分化過程に及ぼす影響を検討
した結果、MF⑦、MF⑧、MF⑨、MF⑩が
vehicle に比べて Myotube diameter を
著しく増加させ、筋管細胞を肥大させた。 

② MF①、MF②、MF③、MF④、MF⑤、MF⑥は
vehicle に比べて Myotube diameter に
有意な差はなかった。 

③ MF⑦、MF⑧、MF⑨、MF⑩は筋管細胞の肥
大効果に反映して筋構成タンパク質で
ある MyHC と Tropomyosin の発現を増加
させた。一方、MF①と MF④で形成され
た筋管細胞では MyHC の発現が減少した。
MF②、MF③、MF⑥で形成された筋管細胞
では MyHC と Tropomyosin の発現が減少
した。MF⑤で形成された筋管細胞では
MyHC と Tropomyosin の発現に影響はな
かった。 

④ 筋管細胞を肥大させたメトキシフラボ
ン (MF⑦－⑩) は 5 位の側鎖がヒドロ
キシ基であり、筋管細胞に影響を与えな
かったメトキシフラボン (MF①－⑥) 
は 5 位の側鎖がメトキシ基であったの
で、5位にヒドロキシ基をもつフラボン
類でも筋管細胞を肥大させるのか検討
した結果、5,7-ジメトキシフラボン 

(5,7-OCH3) 、5-ヒドロキシフラボン 
(5-OH) 、 7- メ ト キ シ フ ラ ボ ン 
(7-OCH3) 、5,7-ジヒドロキシフラボン 
(5,7-OH) のいずれも Vehicle に比べ、
Myotube diameter に有意な差はなかっ
たが、MF⑧は Vehicle に比べて、Myotube 
diameter を増加させた。 

⑤ メトキシフラボンが筋管細胞における
タンパク質合成を促進させるか検討し
た。SUnSET 法によりタンパク質合成の
度合いを評価したところ、MF⑦、MF⑧、
MF⑨、MF⑩は筋管細胞におけるタンパク
質合成を促進させた  

⑥ メトキシフラボンが筋芽細胞の増殖に
及ぼす影響を検討した結果、いずれのメ
トキシフラボン誘導体も筋芽細胞の増
殖に影響を及ぼさなかった。 

⑦ MF ⑧ に よ っ て 増 加 し た MyHC と
Tropomyosin の発現レベルは MF③によ
って抑制された。 

⑧ 細胞内カルシウムキレート剤である
BAPTA-AM 存在下における MF⑧によるタ
ンパク質合成を検討結果、BAPTA-AM の
濃度依存的に MF⑧による Puromycin で
ラベルされたタンパク質の発現の増加
が抑制された。 

⑨ カルシウムを含まないDMEMでのMF⑧に
よるタンパク質合成を検討した結果、カ
ルシウムを含まない培地中でも MF⑧に
よって Puromycin でラベルされたタン
パク質の発現が増加した。 

(2) メトキシフラボンの体内動態の解明 
① メトキシフラボンが腸管から吸収され、
血中に存在するかを検討するため、MF
⑩を経口投与し、1時間後の血中におけ
る濃度を定量した。その結果、MF⑩が
6.2 (± 2.1) µM で検出された。 

② メトキシフラボン混合物（MF⑦、MF⑧、
MF⑨、MF⑩）で試験したとき、HPLC で
は量の少ない MF 類は検出できなかった。 

(3) メトキシフラボンで形成された骨格筋
の特徴 

① メトキシフラボン混合物の経口投与に
よる組織重量への影響：マウスにメトキ
シフラボン混合物を 1日 5 mg、3週間経
口投与した結果、コントロール群とメト
キシフラボン群の 2 群間で体重に差は
なかった。骨格筋重量に及ぼすメトキシ
フラボン混合物の影響は、ヒラメ筋にお
いて有意ではないが、増加する傾向を示
した (p=0.12)。一方、本試験において
メトキシフラボン混合物の摂取による
骨格筋以外の組織の重量に影響はなか
った。 

② メトキシフラボン混合物の混餌による
組織重量への影響：メトキシフラボンを
混餌としてマウスに 4週間投与し、組織
重量に変化が表れるか検討した結果、コ
ントロール群とメトキシフラボン群の
2群間で体重の推移に差はなかった。骨



格筋重量に及ぼすメトキシフラボン混
合物の影響は、ヒラメ筋において有意で
はないが、増加する傾向を示した 
(p=0.12)。一方、本試験においてメトキ
シフラボン混合物の摂取による骨格筋
以外の組織の重量に影響はなかった。 

③  老化促進モデルマウスに及ぼすメト
キシフラボン混合物の影響：老化促進モ
デルマウス SAMP1 を用いて、加齢性筋萎
縮に対するメトキシフラボン混合物の
影響を検討した結果、SAMP1 の陰性対照
ある SAMR1 の体重は、SAMP1 コントロー
ル群に比べて実験開始から 12 日目まで
有意な差があった。一方、SAMP1 コント
ロール群と SAMP1 メトキシフラボン群
の 2 群間で体重の推移に差はなかった。
また実験期間中、SAMR1 と SAMP1 コント
ロール群、あるいは、SAMP1 コントロー
ル群と SAMP1 メトキシフラボン群の 2
群間同士で摂食量に差はなかった。体重
の推移において SAMP1 コントロール群
とSAMP1メトキシフラボン群の2群間で
体重の推移に差はなかった。 

④ 骨格筋重量において、SAMR1 に比べて
SAMP1 コントロール群のヒラメ筋重量
は有意に低値を示した。この条件下にお
いて、SAMP1 メトキシフラボン群のヒラ
メ筋重量は SAMP1 コントロール群に比
べて有意に増加した。 

⑤ メトキシフラボン混合物によりヒラメ
筋重量が維持されため、ヒラメ筋の筋断
面積を測定した結果、SAMR1 に比べて
SAMP1 コントロール群の筋断面積が低
値で分布しており、その分布がメトキシ
フラボン混合物の摂取により、高値にシ
フトした。ヒラメ筋断面積の平均値を求
めた結果、SAMR1 に比べて SAMP1 コント
ロール群のヒラメ筋断面積は有意に低
値を示し、この条件下において、SAMP1
メトキシフラボン群のヒラメ筋断面積
は SAMP1 コントロール群に比べて有意
に増加した。 

⑥ メトキシフラボン混合物の摂取により
ヒラメ筋の筋萎縮が緩和されたことか
ら、筋萎縮に関わる遺伝子 Atrogin-1
と MuRF1、筋肥大に関わる遺伝子 IGF-1
の発現を Real time PCR で確認した。そ
の結果、メトキシフラボン混合物の摂取
による Atrogin-1 と MuRF1、IGF-1 の発
現に影響はなかった。 
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