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研究成果の概要（和文）：運動は骨格筋の萎縮を予防し筋量を保つ。一方、筋収縮は、骨格筋内での活性酸素種（ROS
）の過剰な産生を誘導する。ROSの増加は、筋組織の機能異常をもたらす。本研究では、C2C12筋管細胞の過度な収縮は
、ROS生成を引き起こし、転写因子Nrf2とその標的遺伝子はROSの消去に働くこと、そして、過剰なROSは筋管細胞の細
胞死を誘導するが、Nrf2の活性化はROSを消去し、その反応を抑止することを実証した。Nrf2は骨格筋の過度な収縮に
伴う酸化ストレスから、筋機能を維持するために組織保護の役割を担っている。Nrf2が運動時における骨格筋のエネル
ギー代謝機能の維持にも深く関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Exercise plays an important role in preventing skeletal muscle atrophy and 
maintaining muscle volume. On the other hand, muscle contraction yields excessive amounts of reactive 
oxygen species (ROSs) in the tissues. The increased amounts of ROSs disturb the function of muscles. In 
this study, we revealed that excessive contractions of C2C12 myotuble cells generate excessive amounts of 
ROS, that transcription factor Nrf2 and its targeting genes contribute to the deletion of the ROSs, that 
the excessive amounts of ROSs induce apoptosis of the myotuble cells, and that activation of Nrf2 
inhibits the cell apoptosis by deleting the ROSs. In other words, it is suggested that Nrf2 plays a role 
in protecting muscle tissues from the oxidative stress to maintain the function, and that the ROSs 
generated by muscle contractions are derived from the mitochondria in the muscles. Collectively, Nrf2 is 
closely involved in the maintenance of energy metabolic function during exercise.

研究分野：体力医学
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１．研究開始当初の背景 
 定期的な運動は骨格筋の萎縮を予防し、筋
量を保つために重要な役割を果たす。一方、
運動による筋収縮は、骨格筋内での活性酸素
種および活性窒素種（ROS/RNS）の過剰な産
生を誘導することが知られている。骨格筋組
織内での過剰なROS/RNSの増加は、筋組織の
機能異常をもたらし、運動能力を低下させる
だけでなく、最終的には身体へ様々な健康的
悪影響をおよぼす。抗酸化応答の主要調節因
子である転写因子；Nrf2は、細胞内での抗酸
化応答を調節し、器官の構造と機能を保護す
ることが知られている。しかし、運動や筋の
収縮によって誘発されるROS/RNSに対する、
骨格筋内でのNrf2の役割は明らかではない。 
 我々は運動時の骨格筋の機能調節に、転写
因子Nrf２が深く関与していることを推測し
ている。そこで本研究では、筋収縮時の酸化
ストレス反応およびNrf２の役割を、分化した
C2C12細胞および電気パルス刺激（EPS）装置
を使用して解析した。  
 
２．研究の目的 
 筋芽細胞株 C2C12 と細胞電気パルス刺激
（EPS）装置を用いて，運動時の骨格筋内で
の酸化ストレスの状態と Nrf2 の挙動を解析
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 筋芽細胞株 C2C12 と EPS 装置を用いて、
骨格筋収縮時の酸化ストレス状態およびNrf2
の挙動を分子生物学的な実験手法により解
析した。C2C12 は、分化培地（2％ウマ血清
/DMEM 培地）による分化誘導５日後に、筋
菅が形成されていることを確認し、実験に使
用した。C2C12筋管細胞への EPS刺激は、0
〜40V、1Hz、2msの強度によって行った。 
 
４．研究成果 
 分化させたC2C12に、EPS刺激による強制収
縮刺激を加え、筋管細胞の収縮を確認した。
また、EPS刺激時の活性酸素種の生成量を、
2’,7’-Dichlorodihydrofluorescin diacetate 
(DCFH-DA) プローブを用いて観察した結果、
電気刺激強度（電圧）および、刺激時間依存
的な、蛍光強度の増加を認めた。さらに、こ
の時のNrf2活性化および、Nrf2転写標的分子の
mRNA発現量を解析したところ、Nrf2の活性化
による標的分子であるNQO-1、HO-1、GCLM 
mRNAの有意に増加を認めた。また、Nrf2発現
をsiRNAプローブを導入して、ノックダウンさ
せると、EPS刺激によるNrf2の活性化と、Nrf2
標的遺伝子の著しい発現抑制が認められた。
すなわち、EPS刺激による筋管細胞の強制収縮
は、過剰な活性酸素種および活性窒素種（
ROS/RNS）を産生させ、Nrf2の活性化を誘導
することが示された。 

 我々は、EPS刺激後のNrf2の活性化と下流遺
伝子の発現増加は、ROS/RNSの消去に働いて
いると推測し、EPS刺激により生成されたROS
の消去能を、siNrf2処理をしたC2C12（siNrf2
群）とコントロール群で比較した。その結果
より、コントロール群では、EPS処理後１時間
でROS/RNSの生成量は、EPS処理前の値まで
戻っていたのに対し、siNrf2群では、EPS処理
後3時間後まで、ROS/RNS生成量が増加したま
まであった。コントロール群と比べても、
siNrf2群のEPS処理後1、3時間後のROS/RNS生
成量は有意に高値を示した。 
 次に、EPS刺激によるNrf2の活性化が
ROS/RNSによって、誘導されているのかを確
認するため、抗酸化剤であるN-アセチルLシ
ステイン（NAC）を添加したところ、EPS刺激
によるNrf2の活性化とNrf2下流遺伝子の発現
増加は認められなかった。また、NOに代表さ
れるRNSの関与を観察するため、NO合成阻害
剤であるL-NAMEの添加を行ったところ、
L-NAME によるEPS刺激後のNrf2の活性化と
Nrf2下流遺伝子の発現抑制は認められなかっ
た。以上の実験により、EPS刺激による強制収
縮は、C2C12筋管細胞のミトコンドリア活性
を増加させ、Nrf2の活性化は、ミトコンドリ
アより生成されるスーパーオキシド等のROS
の発現増加によって誘導されることを示唆し
た。 
 細胞内での過剰なROS生成は、アポトーシ
スを誘導することが知られる。そこで、siNrf2
群とコントロール群との間での、EPS後のアポ
トーシスマーカー発現比較を行った。その結
果、初期アポトーシスマーカーであるAnnexin
Ⅴの発現が、EPS刺激3時間後にsiNrf2群でコン
トロール群と比較して有意に高値であった。
また、EPS後の骨格筋細胞の生存率をMTTア
ッセイ法により観察したところ、EPS刺激3時
間後のsiNrf2群はコントロール群と比較して
有意な生存率の低下を示した。 
 本研究結果は、C2C12筋管細胞の過度な収
縮は、過剰なROS生成を引き起こし、Nrf2およ
びその下流遺伝子は、生成されたROSの消去
に働くこと。そして、過剰なROS生成は筋管
細胞の細胞死を誘導するが、Nrf2の活性化は
ROSの消去を行うことで、その反応に対して
抑止的に働くことが示された。すなわち、Nrf2
は骨格筋の過度な収縮に伴う酸化ストレスか
ら、筋機能を維持するための組織保護的な役
割を担っていることが示唆された。また、本
研究で観察された、筋収縮時の過剰なROS生
成は、ミトコンドリア由来であることが推測
され、Nrf2が運動時の骨格筋のミトコンドリ
ア機能に対しても保護的な機能を有している
可能性を示唆した。今後においては、Nrf２の
発現レベルを調節することで、肥満患者等の
運動療法などに対して、既存の方法と比較し



て、より効率的な運動方法の確立が可能にな
るのではないかと期待する。 
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