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略 語 

ATP   adenosine triphosphate (アデノシン三リン酸) 

bHLH  basic helix-loop-helix 

BSA   bovine serum albumin (ウシ血清アルブミン) 

CIRP  cold-inducible RNA-binding protein 

CM   conditioned medium (培養上清) 

 COX   cytochrome c oxidase (シトクロム c 酸化酵素) 

 CSP   cold shock protein 

 DAPI  4',6-diamidino-2-phenylindole 

 DM   differentiation medium (分化培地) 

 DMEM  Dulbecco's modified Eagle medium (ダルベッコ改変イーグル培地) 

 DMSO  dimethyl sulfoxide 

 EDL   extensor digitorum longus (長趾伸筋) 

 FADH2  1,5-dihydro flavin-adenine dinucleotide  

 FBS   fetal bovine serum (胎児ウシ血清) 

 FCCP  carbonyl cyanide p-trifluoromethoxyphenylhydrazone 

 HS   horse serum (ウマ血清) 

 HSP   heat shock protein 

 IGF   insulin-like growth factor (インスリン様成長因子) 

 MEM  minimal essential medium (基礎培地) 

 miR   microRNA 

 MLC   myosin light chain (ミオシン軽鎖) 

 MRF   muscle regulatory factor (筋分化制御因子) 

 MyHC  myosin heavy chain (ミオシン重鎖) 

 NADH  nicotinamide adenine dinucleotide 

 PBS   phosphate-buffered saline (リン酸緩衝食塩水) 
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 PI3K   phosphatidylinositol 3-kinase 

 Rbm3  RNA-binding motif protein 3 

 T3   triiodothyronine 

 TCA   tricarboxylic acid (トリカルボン酸) 

 TGF   transforming growth factor (トランスフォーミング成長因子) 

 TRP (channel) transient receptor potential (channel) (一過性受容器電位チャネル) 

 VC   vitamin C 

 WT   wild-type (野生型) 
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要 旨 

 常時 37℃前後の深部体温を維持する恒温動物においても、体表面や四肢末端では体温が低下  

する。本研究では、このような低温環境が細胞の分化に与える影響について、骨格筋細胞を用いて

調べた。骨格筋組織は全身に分布するため、生体内でも実際にさまざまな温度変化に曝されること

が予想される。また、筋分化制御因子 (muscle regulatory factor; MRF) などの転写因子レベルで

分化制御機構が明らかになっているため、細胞分化の温度感受性に関する研究モデルとして適当で

あると考えた。 

 マウス筋芽細胞株 C2C12 を 38℃で増殖させた後、分化を誘導して 30℃で培養すると、筋管   

形成が抑制された。30℃では MRF のうち MyoD は発現していたが、myogenin の発現が転写段階

で大幅に抑制されていた。30℃で培養すると、MRF の正の制御因子である E2A は 38℃と同様に  

発現したが、38℃では分化に伴って減少する MRF の負の制御因子、分化抑制因子 Id3 の発現が  

高レベルで維持されていた。また、38℃では分化に伴って発現が増加する、骨格筋分化の制御に  

関与するマイクロ RNA (miR-1, -133a, -181a, -206) が 30℃ではほとんど発現しなかった。すなわ

ち、30℃では骨格筋細胞の分化が著しく抑制されることが示された。 

 そこで、30℃でも Id3 の発現が低下して筋分化が進行する条件を探索した。通常培養温度で

myogenin 発現を促進させることが報告されているインスリン様成長因子 (insulin-like growth 

factor; IGF) -I とビタミン C をそれぞれ 100 ng/ml と 200 M で培養液に添加したところ、30℃  

でも Id3 の発現が低下し、myogenin が発現して 38℃と同様に多核の筋管細胞が形成された。IGF-I

は 30℃での myogenin 発現に対して濃度依存的に作用した。ただし、分化初期のみではなく、長期

的な添加を必要とした。なお、IGF-II も 30℃での myogenin 発現と筋管形成を促進した。IGF-I と

ビタミン C の添加は骨格筋分化に関与するマイクロ RNA の発現も増加させた。これらの結果は、

30℃における筋分化抑制の原因が IGF とビタミン C によってレスキュー可能な特定段階の阻害で 

あることを示唆する。IGF-I とビタミン C による筋分化促進作用は 30℃以下でも認められ、これら

を同時に添加すると C2C12 はマウス深部体温より約 10℃低い 28℃でも筋管細胞を形成し、25℃ 

でも myogenin を発現した。 

 次に、IGF-I 過剰発現マウス（以下 IGF-I Tg マウス）の長趾伸筋を用いて単一筋線維培養を   
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行ない、筋衛星細胞の分化に対する低温の影響を調べた。IGF-I Tg マウスと野生型マウスから単離  

した筋線維をビタミン C は加えずに 38℃と 30℃で培養すると、どちらの温度でも IGF-I Tg マウス

筋衛星細胞の myogenin 発現は野生型マウスよりも促進された。ただし、30℃ではほとんど

myogenin を発現しなかった C2C12 とは異なり、30℃で培養した野生型マウス筋衛星細胞は一定の

割合で myogenin を発現していた。これは、分化した筋細胞自身が IGF やビタミン C のように低温

でも myogenin 発現を促進する因子を分泌したためではないかと考えた。そこで、38℃で分化させ

た C2C12 の培養上清を用いて 30℃で C2C12 を培養したところ、myogenin の発現が促進される  

ことを認めた。これらの結果から、生体内には、局所的に体温が低下しても筋分化が阻害されない

ように、温度低下に対する耐性を高めるメカニズムが存在することが示唆された。 

 これらの 30℃における筋分化抑制と、IGF-I とビタミン C によるレスキュー効果は、マウス  

骨格筋細胞だけではなくヒト骨格筋細胞でも同様に認められた。従って、哺乳類の筋細胞に共通  

した現象である可能性が高いと考えられる。 

 最後に、低温での筋分化におけるミトコンドリアの役割について調べた。骨格筋細胞は分化に

伴って酸化的リン酸化依存的なエネルギー産生に移行することが報告されており、多くの先行研究

がミトコンドリアの機能阻害によって筋分化が抑制されることを示している。電子伝達系のシトク

ロム c 酸化酵素 (cytochrome c oxidase; COX) サブユニット I の発現を調べると、38℃では分化に

伴って発現が増加したが、30℃では発現が低かった。また、蛍光試薬 JC-1 を用いてミトコンドリ

ア膜電位を可視化したところ、30℃では膜電位の低い細胞が多かった。しかし、IGF-I とビタミン

Cを培養液に添加するとCOXサブユニット Iの発現とミトコンドリアの膜電位が回復したことから、

低温におけるこれらの筋分化促進作用がミトコンドリアの機能回復を介することが示唆された。  

 本研究は、骨格筋細胞の分化に必須である筋分化制御因子の発現やミトコンドリアの機能に、

温度が大きな影響を与えることを明らかにした。骨格筋細胞が温度を感知する機構や下流の情報 

伝達経路については未だ明らかになっていないが、IGF やビタミン C などの生体因子が低温の影響

をキャンセルすると示したことは、今後、温度という物理的シグナルがいかにして化学的シグナル

に変換されるのかを知る上で、大きな手掛かりとなると考える。本研究が、これから発展するで  

あろう「温度生物学」の端緒となることを期待したい。 
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序 論 

 脊椎動物の進化の過程で、恒温動物の出現は非常に画期的な出来事であったと言える。恒温 

動物は、外気温の変化にかかわらず体温を約 36-39℃で一定に保つことができる [1]。そのため、  

常に安定した代謝を行なって高いパフォーマンスを維持することができ、外気温に行動が左右され

る変温動物と比較して生息域を拡大させてきた [2]。このように、恒温動物の常時高い体温が、動物

の行動や生理機能に及ぼす影響については多くの研究が為されてきた一方、体温が個々の細胞に 

与える影響については、これまであまり注目されてこなかった。実際には、恒温動物においても、

体幹深部や体表面、四肢末端など身体の部位により体温は変動している。例えばヒトは、室温 20℃

において、指先が深部体温 (37℃) よりも約 9℃低いことが報告されている (図 1) [3]。私は、この

ような低温環境が動物の行動や代謝だけではなく、組織や細胞の挙動にも影響を与えている可能性

はないだろうかと考えた。 

 一般に、細胞は環境の変化に速やかに対応して適応する能力を持つ。外部環境の温度変化は、

細胞が経験する最も一般的なストレスの一つであり、特に高温環境に対する細胞の適応については、

分子シャペロンとしてタンパク質変性を抑制する heat shock protein (HSP) の発現誘導が知られて

いる。低温環境においても、RNA-binding motif protein 3 (Rbm3) や cold-inducible RNA-binding 

protein (CIRP) といったいわゆる cold shock protein (CSP) の発現が誘導され、mRNA の安定化に

寄与する [4]。恒温動物の細胞は 25-30℃程度のマイルドな低温環境に曝されると CSP 以外のタン

パク質合成が抑制され、代謝の低下や増殖抑制、アポトーシスの遅延、細胞骨格の変化等を引き起

こすことが報告されているが [4]、細胞の分化に対する低温の影響については未だ充分に検討されて

いない。 

 そこで私は、筋分化制御因子 (MRF) 等の転写因子レベルで分化制御機構が詳細に解明されて

いる [5] 骨格筋細胞を用いて、低温が細胞分化に与える影響について研究を行なった。骨格筋組織

では、MyoD, myf-5, myogenin, MRF4 を含む MRF の制御によって筋前駆細胞 (muscle progenitor 

cell) が筋芽細胞 (myoblast) へと分化し、筋芽細胞が融合して多核の筋管細胞 (myotube) を形成

する (図 2)。筋管細胞はその後、さらに成熟して収縮能を持つ筋線維となる。この過程で MRF と

協調して働く転写因子群 [5] や、MRF の発現を調節する成長因子・細胞外基質などの情報伝達  
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経路についても多くの先行研究があり、骨格筋細胞は細胞分化の研究モデルとして確立されている。

そのうえ、全身に分布しているために生体内でも実際にさまざまな温度変化に曝されていることが

予想され、細胞分化の温度感受性に関する研究には適切であると考えた。 

 また私は、低温におけるミトコンドリアの変化に注目した。ミトコンドリアは酸化的リン酸化

による ATP 産生を行ない、細胞の種々の活動に必要なエネルギーを供給する。骨格筋組織において

は、分化に伴ってミトコンドリアの数や体積が変化することが報告されており、筋管細胞では筋芽

細胞と比較してミトコンドリア数が増加するほか、個々のミトコンドリアの体積増加やクリステの

発達が認められる [6]。また、ミトコンドリア DNA 量は分化に伴って約 4 倍に増加する [7] 。   

マウス筋芽細胞株 C2C12 では、増殖中は解糖系によって ATP を産生するが、分化誘導後はエネル

ギー産生の中心が酸化的リン酸化へと移行することも報告されている [8]。ただし、ウズラ筋芽細胞

株 QM7 では、クロラムフェニコールによってミトコンドリアのタンパク質合成を阻害すると、  

解糖系の亢進により ATP 産生量は維持されるにも関わらず、myogenin の発現が大幅に低下して 

筋分化が抑制された [9]。このことから、筋分化におけるミトコンドリアの役割は単なるエネルギー

供給だけではなく、MRF の発現を介した分化制御機構にも影響を与えることが示唆された。   

すなわち、MRF の発現と筋分化の進行には、ミトコンドリアが正常に機能することが必要であると

考えられる。 

 本研究では恒温動物の骨格筋細胞分化に対する低温の影響を調べるため、マウスおよびヒト 

骨格筋細胞を 30℃で培養して分化を誘導し、MRF 発現とミトコンドリアの変化を 38℃と比較した。

MRF および MRF の機能を調節する転写因子やマイクロ RNA の発現変化については第 1 章「低温

におけるマウスおよびヒト骨格筋細胞の分化」に、ミトコンドリアの変化については第 2 章「低温

における骨格筋分化とミトコンドリア機能」にまとめた。なお、筋分化における MRF の発現様式

やミトコンドリアの機能、またこれらを調節する種々の要因については各章の「背景」でより詳細

に述べる。 



図1 室温20℃におけるヒトの体温分布
(J. Aschoff and R. Wever. Naturwissenschaften 45:477‐485 (1958) より改変)

四肢末端や体表面では、体幹深部より体温が大幅に低い.

9

筋前駆細胞
(muscle progenitor cell)

筋管細胞
(myotube)

筋芽細胞
(myoblast)

MyoD

myf‐5
MRF4

myogenin

融合

図2 骨格筋細胞の分化

筋前駆細胞から筋芽細胞へと分化し、融合して筋管細胞を形成する過程はMRFであるMyoD, 
myf‐5, myogenin, MRF4によって、調節される.
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第 1 章 低温におけるマウスおよびヒト骨格筋細胞の分化 

 

背 景 

 骨格筋細胞の分化を制御する MRF のうち、MyoD と myf-5 は骨格筋細胞への分化運命決定 

初期に作用する。両者の機能は重複しており[10]、MyoD [11] または myf-5 [12] のシングルノック  

アウトマウスは、骨格筋組織に異常を示さない。しかし、MyoD/myf-5 ダブルノックアウトマウス

では、筋芽細胞の形成が抑制される [13]。一方、myogenin と MRF4 は分化後期や骨格筋の成熟に

関与し、myogenin ノックアウトマウスは正常な筋芽細胞を持つものの、それらが融合して筋管細胞

を形成することはない [14, 15]。ベーシック・へリックス・ループ・へリックス (bHLH) 型の転写

因子である MRF は、単独では DNA に結合できず機能しない。組織非特異的に存在する bHLH 型

の転写因子 E2A (スプライシングバリアントとして E12 と E47 を含む [16]) とヘテロダイマーを 

形成して初めて、筋特異的遺伝子の上流に存在する E-box 配列(CANNTG)[17] に結合して標的遺伝

子の転写を活性化する。ただし、分化誘導前には E2A は高い親和性で分化抑制因子 Id と結合して

おり、MRF と結合することができない [5]。Id はドミナントネガティブ型 HLH タンパク質で、HLH

二量化ドメインを持つが DNA 結合部位を欠く [18]。骨格筋組織には Id1, Id2, Id3 が存在し、いず

れも過剰発現させると筋分化を抑制すると報告されている [19-21]。これらの Id は通常、筋分化に

従って発現が低下するため [18]、E2A は MRF と結合できるようになり、MRF による筋特異的  

遺伝子の発現が促進される。 

 MRF の発現や筋分化の進行は、成長因子や細胞外基質など様々なシグナルによって影響を 

受ける。例えば、インスリン様成長因子 (IGF)-I は骨格筋細胞の増殖と分化の両方を促進する[22]。

このうち分化促進作用については、phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/Akt シグナルを介して

myogenin の発現を増加させる結果であることが報告されている [23]。骨格筋組織で IGF-I を過剰

発現させたトランスジェニックマウスでは、体重や筋重量の増加、筋線維肥大、筋力向上、筋衛星

細胞の活性化を介した筋再生の促進が認められた [24]。同様に IGF-I レセプターに結合する [25] 

IGF-II も、過剰発現させると筋分化を促進することが報告されている [26]。また細胞外基質では、

筋細胞のコラーゲン合成を阻害すると筋分化が抑制されることが報告されている [27]。コラーゲン



 11 

の合成・分泌にはプロリンとリシンの水酸化が必須であることから、これらの水酸化酵素の補因子

として機能する L-アスコルビン酸リン酸 (ビタミン C; VC) は myogenin の発現を促進して、筋分

化に寄与する [28, 29]。 

 また、マイクロ RNA も筋分化制御に関与するが報告されている [30]。マイクロ RNA は非  

翻訳型の低分子 RNA で、動物細胞では標的 RNA に結合して翻訳抑制を引き起こす。これまでに、

様々な組織で細胞の増殖、分化、アポトーシスなどの制御に関与することが示されており、近年  

注目される制御因子である。骨格筋組織特異的に発現するのは miR-1, -133, -206 で、3 種類とも  

分化誘導後に発現が増加する [31]。このうち miR-1 と miR-206 は筋分化促進的に、miR-133 は  

筋分化抑制的に作用することが報告されているが [30]、標的遺伝子や作用機構については明らかに

なっていない部分が多い。ただし、miR-1, -133, -206 の上流には MyoD や myogenin の結合サイト

が存在することがわかっており [32]、MRF によって発現を調節されている可能性が高い。また、

骨格筋以外の組織（脳、肺、腎臓、脾臓、胸腺、骨髄）でも発現が確認されている miR-181 も、     

マウス損傷筋の再生過程や分化を誘導した培養骨格筋細胞で発現が増加することが報告されており、 

筋分化制御への関与が示唆された [33]。miR-181 は miR-1, -133, -206 とは異なり、MyoD よりも

上流で機能し、MyoD の発現を抑制する Hox-A11 の発現を抑制して、結果的に MyoD の発現促進に

寄与することが示されている [33]。 

 第 1 章では、恒温動物の細胞分化に対する低温の影響を調べるため、マウス筋芽細胞株 C2C12

をマウス深部体温 (38℃) より低い温度で培養した。筋管細胞の形成および MRF, E2A, Id や筋分化

制御に関与するマイクロ RNA の発現を免疫組織染色と RT-PCR で調べたところ、低温では筋分化

の抑制が認められた。そこで、通常培養温度で筋分化促進作用が報告されている IGF-I, IGF-II, VC

を培養液に添加して、低温でも筋分化が回復するかどうかを検討した。また、株細胞ではない生体

由来の細胞培養系として、単一筋線維培養におけるマウス筋衛星細胞について C2C12 と同様の現象

が観察されるかどうかを検討した。さらに、ヒトの株細胞を用いて同様の実験を行なった。 
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方 法 

細胞培養 

 成体 C3H マウス大腻部由来の筋芽細胞株 C2 [34] のサブクローンである C2C12 (ATCC, VA) 

[35] を 1% ゼラチン (ウシ皮膚由来；Sigma-Aldrich, MO) を塗布した培養皿 (AGC テクノグラス, 

千葉) に播種し、20％胎児ウシ血清 (fetal bovine serum; FBS) (SAFC Biosciences, KS) を含む

high-glucose (4.5 g/l) ダルベッコ改変イーグル培地 (Dulbecco's modified Eagle medium; DMEM) 

(ナカライテスク, 京都) を用いて 38℃, 5% 二酸化炭素で増殖させた。細胞密度がサブコンフルエン

トに達した段階で、筋分化を誘導するために 10% ウマ血清 (horse serum; HS) (Invitrogen, CA) を

含む基礎培地 (minimal essential medium; MEM) (Invitrogen) に交換し、25, 28, 30, 35 または

38℃で培養した。分化培地 (differentiation medium; DM) は 1 日おきに交換した。なお、培養液

はいずれも 50 U/ml ペニシリンと 50 g/ml ストレプトマイシンを含む（以下同様）。 

 IGF-I (R&D Systems, MN) は最終濃度 10, 50, 100 ng/ml、IGF-II (R&D Systems) は 100 

ng/ml、安定化型 VC である L-アスコルビン酸リン酸エステルマグネシウム塩 n 水和物 (和光純薬, 

大阪) (以下 VC と表記) は 200 M で DM に加えた。 

 DM を用いて 38℃で培養した C2C12 の培養上清 (conditioned medium; CM) は 1 日おきに

回収し、細胞を除くために 0.22 m のフィルターを通した後、すぐに 30℃での培養に使用した。  

培養液は 1 日おきに交換した。 

 ヒト骨格筋細胞はペンシルべニア大学 (医学部, 生理学教室) の H. L. Sweeney 教授より恵与

された。この細胞は、フィラデルフィア小児病院の倫理委員会承認のもとに健常人から筋生検を  

行ない、Decary らの方法 [36] で組織片培養し、Zhu らの方法 [37] で株化したものである。ここ

では、コラーゲン I を塗布した培養皿 (AGC テクノグラス) に播種して 20% FBS を含む F-10 培地 

(Invitrogen) を用いて 38℃で増殖させた。サブコンフルエントになった段階で、C2C12 と同様の

DM を用いて 30℃または 38℃で分化を誘導した。IGF-I は最終濃度 100 ng/ml、VC は 200 M で

DM に加えた。 
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マウス単一筋線維培養 (single-fiber culture) 

 MLC/mIgf-1 トランスジェニックマウス [24] (以下 IGF-I Tg マウスと表記) を用いた単一筋

線維培養は、このマウスを開発したペンシルベニア大学の H. L. Sweeney 教授、E. R. Barton 教授 

(歯学部, 解剖学・細胞生物学教室) の協力のもと、同大学で行なった。培養は Nagata らの方法 [38] 

を参照した。IGF-I Tg マウスと C57BL/6 野生型マウス (以下 WT マウスと表記) の長趾伸筋 

(extensor digitorum longus; EDL) を、腱を切断して採取し、DMEM に溶解した 0.1% コラゲナー

セ タイプ I (Sigma-Aldrich) で、37℃で 2 時間処理した。筋線維は 20% FBS (Thermo Fisher 

Scientific, MA) を含む high-glucose, GlutaMAX-I 含有の DMEM (Invitorogen) を用いて 37℃で 3

日間 (以下「37℃培養」と表記) または、37℃で 1 日培養した後 30℃でさらに 3 日間 (以下「30℃

培養」と表記) 培養した。マウスは全て成体オスを用い、解剖前に二酸化炭素により安楽死させた。

この実験は、ペンシルベニア大学の動物実験委員会のガイドラインに基づいて行なった。 

 

免疫組織染色 

 培養細胞またはマウス筋線維は、10% ホルマリン/PBS で固定後 100% メタノールで処理した。

ブロッキングには 10% HS, 3% BSA/PBS を用いた。1 次抗体は、マウス抗 MyoD 抗体 (clone 5.8A, 

1:50, Dako Cytomation, Glostrup, Denmark), マウス抗 myogenin 抗体 F5D (1:1, Developmental 

Studies Hybridoma Bank, IA), マウス抗横紋型ミオシン重鎖 (myosin heavy chain; MyHC) 抗体

MF20 (1:2, Developmental Studies Hybridoma Bank), ウサギ抗 E2A.E12 抗体 (V-18, 1:50, 

Sanra Cruz Biotechnology, CA), ウサギ抗 MyoD 抗体 (C-20, 1:50, Sanra Cruz Biotechnology) を、

2 次抗体は Alexa Fluor 標識抗体 (1:400, Invitrogen) を用いた。抗体は 3% BSA/PBS に希釈し、

いずれも室温で 1 時間反応させた。細胞核はヘキスト 33258 (Sigma-Aldrich) または DAPI (Vector 

Laboratories, CA) で標識した。 

 試料は蛍光顕微鏡 Axioplan (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) で観察し、画像はデジタル

カメラ VB-7000 (キーエンス, 大阪) で撮影した。 
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mRNA の RT-PCR 

 トータル RNA は RNAZol B 試薬 (Tel-Test, TX) を用いて、分化誘導前または分化誘導後 1-4

日目のC2C12から抽出した。得られたRNA100 ngから、SuperScript III One-Step RT-PCR System 

with Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen) を用いて逆転写反応と cDNA の増幅を行なった。

PCR 条件は先行研究に準拠し、94℃15 秒, 60℃30 秒, 55℃45 秒で 20 (図 12A), 22 (図 12B), 23 (図

9, 10), 25 (図 5), 28 (図 8) サイクルとした。プライマー配列は次の通り：MyoD 5’-AGG CTC TGC 

TGC GCG ACC-3’ および 5’-TGC AGT CGA TCT CTC AAA GCA CC-3’ [39]; myogenin 5’-GAG 

CTG TAT GAG ACA TCC CC-3’ および 5’-GTA AGG GAG TGC AGA TTG TG-3’ [40]; E2A 

5’-TAC CCC TCC GCC AAG ACC-3’ および 5’-TTG GGG GAT AAG GCA CTG-3’ [41]; Id1 

5’-GTC CTG CTC TAC GAC ATG AAC G-3’ および 5’-GAT CAA ACC CTC TAC CCA CTG G-3’ 

[42]; Id2 5’-AAA ACA GCC TGT CGG ACC AC-3’ および 5’-CTG GGC ACC AGT TCC TTG 

AG-3’ [43]; Id3 5’-AAG GCG CTG AGC CCG GTG C -3’ および 5’-TCG GGA GGT GCC AGG 

ACG-3’ [44] (図 9) または 5’-ACT CAG CTT AGC CAG GTG GA-3’ および 5’-CAT TCT CGG 

AAA AGC CAG TC-3’ (図 10); IGF-II 5’-TCA AGC CGT GCC AAC CGT CGC-3’ および 5’-CTC 

CGA AGA GGC TCC CCC GTG-3’ [45]; -actin 5’-TGG AAT CCT GTG GCA TCC ATG AAA C-3’ 

および 5’-TAA AAC GCA GCT CAG TAA CAG TCC G-3’ [44] (図5, 8, 10, 12) または 5’-AGA CGG 

GGT CAC CCA CAC TGT GCC CAT CTA-3’ および 5’-CTA GAA GCA CTT GCG GTG CAC 

GAT GGA AGG G-3’ [39] (図 9)。PCR 産物は 2%アガロースゲルを用いた電気泳動で分離後、1M 

SYTO60 赤色蛍光核酸染色試薬 (Invitrogen) で 20 分間染色した。各バンドの蛍光強度は近赤外 

画像解析装置 Odyssey (LI-COR, NE) で測定し、-actin のバンド強度で標準化した。 

 

マイクロ RNA の RT-PCR 

 低分子 RNA は mirVana miRNA Isolation Kit (Ambion, Austin, TX, USA) を用いて、分化  

誘導後 4 日目の C2C12 から抽出した。得られた RNA10 ng から mirVana qRT-PCR miRNA 

Detection Kit (Ambion) を用いて逆転写反応と cDNA の増幅を行なった。PCR 条件は 95℃15 秒, 

60℃30 秒で 20 サイクルとした。プライマーは mirVana qRT-PCR プライマーセット (Ambion)   
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から、マイクロ RNA(miR)-1, miR-133a, miR-181a, miR-206, 5S rRNA に対してそれぞれ

hsa-miR-1, hsa-miR-133a, hsa-miR-181a, hsa-miR-206, 5s を用いた。PCR 産物は 3.5%アガロー

スゲルを用いた電気泳動で分離後、1M SYTO60 赤色蛍光核酸染色試薬で 20 分間染色した。各    

バンドの蛍光強度は近赤外画像解析装置 Odyssey で測定し、5S rRNA のバンド強度で標準化した。 

 

統計解析 

 C2C12 とヒト骨格筋細胞の myogenin 発現核については、それぞれの条件について異なる  

3 視野以上で計数し、全体の細胞核数 (計 600 核以上) に対する割合を求めた。MyHC を発現した

細胞内の核については、異なる 4 視野以上で計数し、全体の細胞核数 (計 400 核以上) に対する  

割合を求めた。マウス単一筋線維培養については、筋線維ごとに MyoD 発現核に対する myogenin  

発現核の割合を求めた。解析に用いた筋線維数は次の通り：37℃培養 IGF-I Tg=52, WT=34 (2 日

目), IGF-I Tg=46, WT=37 (3 日目); 30℃培養 IGF-I Tg=61, WT=37 (3 日目), IGF-I Tg=45, WT=29 

(4 日目)。得られた割合は平均値±標準誤差で示す。Student t 検定により有意差を評価した。 

 

結 果 

C2C12 は 30℃では myogenin を発現しない 

 マウス筋芽細胞株 C2C12 を 38℃で増殖させた後、培養液中の血清濃度低下により分化を誘導

して 30, 35 または 38℃で培養した。38℃で培養すると、分化誘導後 4 日目には細胞は融合して筋

管細胞を形成していた。35℃では分化の進行が 1 日遅れ、5 日目に筋管形成が認められた。しかし、

30℃では 10 日間培養しても筋管形成は認められなかった。30℃で 4 日間培養した細胞を 38℃に  

戻して培養を続けると、4 日後に筋管形成が認められた (図 3)。 

 分化誘導後 4 日目に免疫組織染色を行ない、MRF のうち MyoD と myogenin の発現を調べた

ところ、MyoD は 38℃と 30℃で同程度発現していたが (38℃：70±0.9 %, 30℃：72±3.6 %)、30℃

では myogenin の発現が大幅に抑制されていた (38℃：54±2.1 %, 30℃：0.5±0.02 %) (図 4)。同様

に、分化誘導後 4 日目の細胞から RNA を抽出して RT-PCR を行なったところ、myogenin の発現

は転写段階で抑制されていた (図 5, 表 1)。 
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IGF-I と VC は 30℃における C2C12 の筋分化を促進する 

 30℃ではこれらの筋芽細胞の分化能が完全に失われているのか、あるいは、30℃でも分化する

条件が存在するのかを調べるために、先行研究によって myogenin の発現促進作用が報告されて  

いる IGF-I と VC を DM に添加して、C2C12 を 30℃で培養した。ただし、VC すなわち L-アスコ

ルビン酸は不安定で培養液中ですぐに分解されるため [46]、本実験では安定性の高いリン酸型ビタ

ミン C 誘導体（L-アスコルビン酸リン酸）を用いた。L-アスコルビン酸リン酸は 37℃で培養した  

場合、1 週間後でも 85%が分解されずに維持されることが確認されている [47]。 

 100 ng/ml IGF-I と 200 M VC を DM に添加して 30℃で培養したところ、分化誘導後 4 日目

における myogenin の発現は大幅に増加し、6 日目には 38℃で培養した場合と同様の外観を持つ  

多核の筋管細胞が形成された (図 6 A, C)。100 ng/ml IGF-I か 200 M VC のどちらか一方を加えて

培養した場合でも myogenin の発現は促進されたものの、その効果は両方を加えた場合の半分程度

だった。また、全体の核数に対する MyHC を発現した細胞内の核の割合についても、IGF-I か VC

のどちらか一方を加えた場合では、両方を加えた場合よりも効果が低かった (図 6B)。両方を添加  

した場合は、分化誘導後 6 日目までに多核で太い筋管細胞が形成されたのに対し、IGF-I か VC   

だけでは、MyHCは発現したものの単核細胞や二核の細い筋管細胞しか観察されなかった (図6C)。 

 VC を常に 200 M 加えたうえで IGF-I 濃度を変化させて、分化誘導後 4 日目の myogenin  

発現を比較したところ、10 ng/ml IGF-I は効果を示さなかったが、50, 100 ng/ml では濃度依存的な

効果が認められた (図 6D)。また同様に、常に 200 M VC を加えたうえで 100 ng/ml IGF-I を添加

する期間を変化させたところ、分化誘導後 1 日あるいは 2 日間だけ IGF-I を添加した場合には、  

分化誘導後 4 日目における myogenin 発現を促進する効果は認められず、4 日間連続して IGF-I を

添加した場合にのみ myogenin の発現は増加した (図 6E)。 

 

IGF-II も 30℃における C2C12 の筋分化を促進する 

 IGF-I のホモログである IGF-II についても、IGF-I と同様に 30℃での筋分化を促進する効果

があるかどうかを調べた。100 ng/ml IGF-II と 200 M VC を DM に添加して C2C12 を 30℃で  

培養したところ、分化誘導後 4 日目における myogenin の発現が促進された (図 7A)。ただし VC の
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有無にかかわらず、IGF-II を添加した場合の myogenin 発現の割合 (VC-：11±1.2 %, VC+：19±

3.2 %) は、同濃度 (100 ng/ml) で IGF-I を添加した場合 (VC-：16±0.8 %, VC+：33±1.1 %) と

比較して低かった。なお、myogenin 発現割合においても、MyHC 発現細胞に含まれる核の割合に

おいても、IGF-IIを単独で添加した場合よりもVCと同時に添加した場合の方が効果は高かった (図

7B)。IGF-I を添加した実験で得られた結果と同様に、分化誘導後 6 日目には、IGF-II と VC の両方

を添加した場合は多核で太い筋管細胞が形成されたのに対し、IGF-II だけでは、MyHC は発現した

ものの単核細胞や二核の細い筋管細胞しか観察されなかった (図 7C)。 

 

30℃における Id3 の高発現は IGF-I と VC によって減尐する 

 次に、MRF と相互作用する E2A と Id の 30℃における発現を調べた。38℃で増殖させて DM

に交換する前 (分化誘導前, day0) と、38℃または 30℃で分化誘導後 4 日間培養した C2C12 から

RNAを抽出してRT-PCRを行なったところ、E2Aの発現は分化誘導前後を通していずれも尐なく、

30℃では 38℃よりもわずかに発現が低いものの、大きな差は認められなかった (図 8A, 表 2)。免疫

組織染色を行なって、30℃でも E2A が細胞核に局在することを確認した (図 8B)。一方先行研究で

示された通り [18]、Id1, Id2, Id3 の発現は分化誘導前に高く、38℃でも 30℃でも分化誘導後は発現

が低下した (図 9, 表 3)。ただし Id3 は、38℃と比較すると 30℃では分化誘導後の発現低下の割合

が尐なかった。 

 そこで、100 ng/ml IGF-I と 200 M VC を DM に添加して、30℃での Id3 発現が変化するか

どうかを調べた。分化誘導後4日目のC2C12からRNAを抽出してRT-PCRを行なったところ、IGF-I

と VC は 30℃における Id3 の発現を低下させた (図 10, 表 4)。 

 

30℃における骨格筋特異的マイクロ RNA の発現は IGF-I と VC によって回復する 

 先行研究 [30] において筋分化制御に関与することが報告されているマイクロ RNA, miR-1, 

-133a, -181a, -206 について、30℃で発現が変化するかどうかを調べた。分化誘導後 38℃と 30℃で

4日間培養したC2C12からRNAを抽出してRT-PCRを行なった。30℃で培養した細胞については、

100 ng/ml IGF-I と 200 M VC を添加した群としていない群 (DM(-)と表記) を用意した。 
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 内部標準として用いた 5S rRNA の発現は、38℃と 30℃で差は認められなかったが、調べた  

マイクロ RNA はいずれも 38℃では発現していたものの、DM(-)を用いて 30℃で培養した細胞では

ほとんど検出されなかった (図 11, 表 5)。しかし、IGF-I と VC の添加によってこれらのマイクロ

RNA の発現は 30℃でも 38℃で分化させた場合と同程度まで回復した。 

 

IGF-I と VC は 30℃における C2C12 の IGF-II 自己分泌を促進する 

 骨格筋細胞は分化に伴って IGF-II を自己分泌することが報告されており [48]、アンチセンス

オリゴ DNA [48] や中和抗体 [49] を用いてこれを阻害すると、筋分化が抑制される。そこで、30℃

で 4 日間培養した C2C12 における IGF-II の発現を RT-PCR で調べた。先行研究で述べられていた

通り、38℃では IGF-II の発現が認められたが、30℃では発現が大幅に抑制されていた。しかし、

100 ng/ml IGF-Iと200 M VCを添加すると、30℃でも38℃と同程度に IGF-IIを発現した (図12A, 

表 6)。IGF-I と VC を加えて 30℃で分化誘導後、IGF-II と myogenin のどちらが先に発現している

かを RT-PCR で調べたところ、myogenin 発現の方が早かった (図 12B, 表 7)。 

 

IGF-I と VC は 30℃以下でも C2C12 の筋分化を促進する 

 IGF-I と VC は、myogenin の発現だけではなく、Id3 の発現低下や IGF-II の自己分泌、マイ

クロ RNA の発現など、30℃における筋分化抑制を全面的に解除することがこれまでの実験により

示された。そこで、30℃以下でも IGF-I と VC の添加により筋分化が進行するかどうかを調べた。 

 100 ng/ml IGF-I と 200 M VC を含む DM を用いて、C2C12 を 25℃または 28℃で培養した。

免疫組織染色により myogenin と MyHC の発現を調べたところ、25℃と 28℃どちらの温度におい

てもこれらの発現は促進された (図 13A, B)。myogenin の発現について、28℃では 30℃で培養した

場合と同様に分化誘導後 4 日目に調べたが、その割合 (21±1.3 %) は 30℃ (33±1.1 %) よりも  

低かった。DM(-)を用いて培養した場合は、25℃と 28℃ともに myogenin や MyHC を発現する細胞

は全く観察されなかった (data not shown)。28℃でも長期間培養すると、分化誘導後 10 日目には

多核の筋管細胞が形成された。しかし 25℃では 11 日間培養しても MyHC を発現する細胞は単核 

細胞や二核の細い筋管細胞だけだった (図 13C)。 
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IGF-I Tg マウス由来の筋衛星細胞は WT マウスよりの分化の進行が速い 

 次に、骨格筋において IGF-I を過剰発現させたトランスジェニックマウス (IGF-I Tg マウスと

表記) の筋衛星細胞 (muscle satellite cell) を用いて、株細胞である C2C12 と同様の結果が得られ

るかどうかを調べた。筋衛星細胞は骨格筋幹細胞であり [50]、筋線維の損傷によって放出される 

シグナルによって活性化し [51]、分化を開始して、筋再生に寄与する [52]。本研究ではマウス後肢

から筋線維を単離して、VC は加えずに 37℃または 30℃で培養し、筋線維上に存在する筋衛星細胞

の分化過程における MyoD と myogenin の発現を免疫組織染色によって評価した。 

 IGF-I Tg マウスはミオシン軽鎖 (MLC) 1 プロモータと MLC エンハンサを用いてマウス

IGF-I を導入しており、野生型 (WT) マウスと比較して、体重と筋重量の増加、筋線維肥大、筋力

向上、筋損傷後の再生の促進が認められる [24]。MLC は速筋線維 (タイプ IIb 線維) で発現する   

ため、これらの効果は長趾伸筋 (EDL) や腓腹筋で顕著だった [24]。そこで、本実験ではオス成体

マウスから EDL を採取して培養を行なった。DAPI では筋衛星細胞の核だけでなく、筋線維内の核

も全て染まったため、筋線維 1 本あたりの MyoD 発現核の数に対する myogenin 発現核の割合を  

求めて分化の指標とした。この値が 1.0 を超える場合は、分化が進行して MyoD の発現はすでに  

低下しているが、myogenin を発現している細胞が多いことを示す。 

 37℃培養では、IGF-I Tg マウスの筋衛星細胞は、培養 2 日目に WT マウスより高い割合で

myogenin を発現していた。しかし、3 日目には WT マウスでも同程度の発現が認められ、両者の差

は失われた (図 14A)。一方、30℃培養では IGF-I マウス、WT マウスの筋衛星細胞ともに 3 日目で

はまだ myogenin は発現しておらず、4 日目になって myogenin の発現が認められた (図 14B)。  

その割合は IGF-I マウスの方が高かったが、C2C12 で得られた結果とは異なり、WT マウスの筋衛

星細胞も一定の割合で myogenin を発現していた。 

 

分化した C2C12 の培養上清は 30℃における myogenin 発現を促進する 

 IGF-I や VC を添加しなくても、単一筋線維培養において WT マウスの筋衛星細胞が 30℃で

myogenin を発現したのはなぜだろうか。私は、筋芽細胞のみの均質な培養系である C2C12 の場合

とは異なり、単一筋線維培養では筋線維やそれに付着した筋線維芽細胞 (myofibroblast) によって



 20 

低温でも筋分化を促進する因子が持ち込まれているのではないかと考えた。 

 分化した筋細胞がそのような因子を分泌しているかどうかを調べるために、38℃で分化させた

C2C12 の培養上清 (conditioned medium; CM) を用いて 30℃で C2C12 を培養した。CM で 6 日間

培養したところ、100 ng/ml IGF-Iと 200 M VCを含むDMで培養した場合と同程度の割合で、30℃

でも myogenin を発現した (図 15A)。CM で培養した筋細胞は培養 10 日目には MyHC を発現して

いたが、融合して多核の筋幹細胞を形成することはなかった (図 15B)。 

 

IGF-I と VC は 30℃におけるヒト骨格筋細胞の分化を促進する 

 最後に、ヒト骨格筋細胞でも同様の現象が観察されるかどうかを調べた。C2C12 と同じ条件

でヒト骨格筋細胞の分化を誘導すると、6 日目の myogenin の発現割合 (14±0.8 %) は、38℃でも

4 日目の C2C12 の場合 (43±1.9 %) より低かった。しかし、30℃における myogenin 発現の抑制 

(1.1±0.3 %) と、100 ng/ml IGF-I と 200 M VC を DM に添加したことによる myogenin 発現の   

回復 (16±1.8 %) は示された (図 16)。 

 

考 察 

 マウス筋芽細胞株 C2C12 は培養液中の血清濃度低下により速やかに分化し、38℃で培養する

と分化誘導後 4 日目には筋管細胞を形成した。3℃低い 35℃では筋管形成が 1 日遅れたことから、

培養温度は筋芽細胞の分化速度に影響を与えることが示唆された。しかし、30℃では筋芽細胞の  

融合に関与する転写因子 myogenin が発現せず、筋管細胞が形成されなかったことから、筋管形成

に必要な最低温度は 30℃より高いと考えられた。ただし、30℃で培養した細胞を再び 38℃に戻す

と筋管細胞を形成したことから、30℃における分化抑制は可逆的であることが示された。 

 本研究では、30℃で筋芽細胞が完全に分化能を失っているわけではないことを示すために、

IGF と VC によるレスキュー実験を行なった。IGF-I [23] と VC [29] は通常培養温度で myogenin

の発現を促進することが報告されているが、低温における効果はこれまで検討されていなかった。

私は IGF-I, IGF-II と VC が 30℃で大幅に myogenin の発現を促進し、筋芽細胞の融合を可能に  

することを示した。すなわち、温度という物理的シグナルは細胞内で化学的シグナルに変換され、
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その一部が IGF や VC によって制御されていることが示唆された。IGF と VC は各々単独でも

myogenin 発現を促進したが、同時に用いることで初めて多核の筋管細胞が形成された。この相乗効

果の要因として、一つには、VC がコラーゲンやプロテオグリカンの合成と分泌を促進するので [53]、

細胞外基質が充実することによって IGF をより高濃度で細胞周囲に維持し、効果を高めた可能性が

挙げられる。あるいは、還元剤である VC が IGF の下流シグナルを増強した可能性も考えられる。 

 本研究では、IGF-I 濃度と培養温度を変化させることで筋分化の進行の速度や程度 (myogenin

や MyHC の発現割合、筋管形成の割合) が調節可能であることを示した。通常培養温度では、筋  

分化は数日以内に速やかに進行するため、その分子機構について詳細に追跡することは困難である。

そこで、この低温における培養方法を、筋分化過程を引き延ばしてより詳しく解析することが可能

な実験ツールとして提案したい。 

 myogenin は自身の配列上流にも E-box 配列を持ち、MRF によって発現を調節される [54]。

C2C12 では、30℃で MyoD が発現していたにも関わらず、myogenin の転写が抑制されていたこと

から、MRF と相互作用する E2A と Id の発現について検討した。MRF の正の制御因子である E2A

の発現を RT-PCR で調べたところ、分化誘導前後を通して発現は低く、ほとんど変化しなかった。

これは、筋芽細胞と筋管細胞で E2A の発現量は変化しないが、分化前の筋芽細胞ではタンパク質の

分解速度とターンオーバーが速い [41] という先行研究の報告と一致する。すなわち、分化前は E2A

が不安定であるために、MRF と相互作用しにくいと考えられる。本研究では、免疫組織染色により

30℃でも E2A が核に局在することを確認したことから、E2A の不在が myogenin 発現抑制の原因

ではないと考えた。そこで、MRF の負の制御因子である Id の発現を調べたところ、30℃では Id3

の発現が分化誘導後も高く維持されていた。Id3 を過剰発現させると筋分化が抑制されることから 

[21]、30℃で myogenin の発現が抑制されたのは Id3 の高発現による可能性が示唆された。ただし、

30℃で Id3 が実際に E2A と結合し、MyoD との二量体形成を阻害しているかどうかは共免疫沈降法

などで今後確認する必要がある。一方で、通常温度で培養したヒラメ筋由来のマウス筋芽細胞株 Sol8

で Id3 を過剰発現させると、MyoD の発現は抑制されるが myogenin は発現するという報告がある 

[21]。また、Sol8 では Id2 の過剰発現で myogenin 発現が抑制される [20]。従って、Id1 や Id2 も

30℃における myogenin 発現抑制の原因候補から除外されるわけではなく、30℃におけるタンパク
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質レベルでの発現や E2A との結合能を更に調べる必要がある。本研究では、尐なくとも Id3 の転写

段階における高発現が 30℃での筋分化抑制で見られる特徴の一つであり、IGF-I と VC によって  

その発現が低下することを示した。 

 IGF-I と VC は 30℃における IGF-II の自己分泌も回復させた。IGF は正のフィードバックに

より自身の発現を増加させることから [55]、IGF-II の自己分泌が、添加した IGF-I によって直接的

に促進されたのか、myogenin の発現が増加した結果、その下流で起こった筋分化の一現象なのかを

調べるために、IGF-II と myogenin のどちらが先に発現するかを調べた。その結果、myogenin の

発現開始の方が IGF-II の発現より早かった。なお、通常培養温度においても myogenin 発現の方が

IGF-II の発現よりも早いことが報告されている [56]。また、分化誘導後 2 日間以内の IGF-I 添加で

は 30℃における myogenin 発現を促進させる効果はなかったことから、30℃での筋分化において

IGF-I は単にトリガーとして働くのではなく、長期的な作用が必要であることが示唆された。  

 本研究において発現を調べたマイクロ RNA のうち、miR-1, -133a, -206 は MyoD や myogenin

の結合サイトを上流に持ち、これらによって発現が調節されていると考えられることから [32]、

30℃で IGF-I と VC によって発現が活性化されたのは myogenin の発現が促進された結果である可

能性が高い。一方、miR-181 は MyoD よりも上流で機能すると報告されているが [33]、30℃では

MyoD が発現するにも関わらず、miR-181a の発現が低下していた。これは、miR-181 が MyoD の

発現を調節する唯一の経路ではないためだと考えられる。ただし、miR-181a の発現が 30℃で抑制

されており、IGF-I と VC によって回復したことは、低温における筋分化抑制が MRF とその下流の

シグナルだけではなく、それ以外の調節因子も関与した現象であることを示唆する。近年、トラン

スフォーミング成長因子 (transforming growth factor; TGF)-によって発現が抑制され、筋分化に

関与する miR-24 [57] のように、成長因子によって発現が調節されるマイクロ RNA も報告されて

いる。従って、未だ報告はないものの、ここで調べたマイクロ RNA 以外にも IGF によって骨格筋

組織での発現が変化するマイクロ RNA が存在する可能性は高いと考えられる。 

 マウスの単一筋線維培養では、37℃では IGF-I Tg マウスの筋衛星細胞は培養 2 日目に

myogenin の発現が増加し、WT マウスよりも分化の進行が速かった。30℃では、培養 3 日目に   

おいても IGF-I Tg マウス、WT マウスともに myogenin はほとんど発現しておらず、マウス筋衛星
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細胞でも C2C12 と同様に、30℃では 38℃と比較して筋分化が抑制されることが示された。しかし、

4 日目には IGF-I Tg マウスだけでなく、WT マウスの筋衛星細胞も myogenin を発現していた。  

これは、DM で 10 日間培養しても全く myogenin を発現しなかった C2C12 (data not shown) とは

大きく異なる結果である。WT マウスの筋衛星細胞が、IGF-I や VC を添加しなくても 30℃で

myogenin を発現したのは、筋線維自身や筋線維に付着した筋線維芽細胞が、IGF や VC と類似の

作用を持つ因子を分泌したためではないかと考えた。そこで、C2C12 を用いて、38℃で分化させた

筋細胞の培養上清 (CM) に、低温でも myogenin 発現を促進する作用があることを確認した。すな

わち、分化した筋細胞は、低温でも筋分化を促進する因子を分泌することが示された。この因子の

実体は同定できていないが、筋細胞では分化に伴って IGF-II の自己分泌が増加することから [48]、

その一つが IGF-II である可能性は高い。つまり生体内では、局所的に体温が低下しても筋細胞分化

が阻害されないように、温度低下に対する耐性を高めるメカニズムが存在していると考えられる。 

 ただし CM で培養すると 30℃での myogenin 発現は促進したものの、次第に細胞密度が低下

し、筋管細胞は形成されなかった。これは、CM に細胞の生存や増殖、融合に必要な充分量の栄養

が含まれていなかったためである可能性が高い。あるいは、分化した筋細胞は TGF-のように筋  

分化を抑制する因子も分泌している [58] ために、筋管形成まで至らなかった可能性もある。 

 本研究では、マウス筋芽細胞と同様にヒト骨格筋細胞も 30℃では myogenin 発現が抑制され、

IGF-I と VC の添加により筋分化が回復することを認めた。ただし、本研究で用いた C2C12 と同じ

分化条件では、ヒト骨格筋細胞の筋管形成は認められなかったため、初期の分化マーカーである

myogenin の発現のみで評価した。このように、IGF-I や VC が骨格筋分化の低温耐性を高めること

をヒト細胞でも示せたことは、医学応用の面からも重要である。ヒトの身体が低温にさらされる  

一例として「脳低温療法 (hypothermia)」が挙げられる。この治療方法は、頭部外傷や脳出血、脳

虚血などによる急性の脳障害 [59] や突然の心停止 [60] を起こした場合に用いられ、患者の体温を

水冷ブランケットなどにより 32-34℃に数日間低下させる [60]。急性の脳障害では、カテコール  

アミンやフリーラジカルの放出により進行的に脳組織が破壊されるため、体温を下げることで脳の

代謝を抑制し、酸化ストレスを軽減することは有効である。脳低温療法では、組織障害の進行を  

遅らせて細胞死を抑制することで救命率や機能予後の向上が見込まれるが、一方で、低体温による
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種々の弊害も起こり得る。例えば、不整脈や免疫機能の低下による肺炎の併発により、患者の生命

が危険にさらされる場合もある。そこで、体温を低くして全体の代謝を抑制しながらも、標的組織

の機能だけを正常に維持できるような補助薬剤の利用を提案したい。本研究において骨格筋分化の

低温耐性を高めることが示された IGF-I や VC は、このような補助薬剤の有力な候補であると考え

ている。 

 第 2 章では、骨格筋細胞の分化におけるミトコンドリアの機能に特に注目して、低温が細胞に 

与える影響を更に検討していく。 
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図5 MyoD と myogenin の RT‐PCR

分化誘導後4日目のC2C12 を用いてRT‐PCR を行なった. 30℃では、MyoD は発現していたが、myogeninの転
写が抑制されていた.

MyoD

myogenin

β‐actin

38℃ 30℃

表1. バンドの蛍光強度

38℃ 30℃

MyoD 0.48 0.37

myogenin 1.10 0.16

図5 の RT‐PCR について β‐actin で標準化した各バンドの蛍光強度を示す.
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な効果を示し、長期的な添加が必要だった.
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図7 30℃でのC2C12 の分化に対する IGF‐II と VC の効果

A: myogenin 発現の割合 B: MyHC 発現の割合, **p<0.01, *p<0.05 C: MyHC 免疫組織染色像, bar = 50 μm 
A は分化誘導後4日目, B, C は6日目, 全て100 ng/ml IGF‐II, 200 μM VC を添加して30℃で培養

IGF‐II と VC は30℃におけるmyogenin 発現, MyHC 発現, 筋管形成を促進した. 多核の筋管細胞はIGF‐II と VC を同

時に添加した場合にのみ観察された.
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表2. バンドの蛍光強度

E2A

β‐actin

38℃ 30℃

day4

day0

day0 day4

38℃ 30℃

E2A 0.16 0.13 0.08

A

図8 E2A の発現

A: RT‐PCR B: 免疫組織染色像, bar = 50 μm 

分化誘導前 (day0) と分化誘導後38℃, 30℃で4日間培養したC2C12における E2A の発現を比較した. 転
写量は少なく、分化誘導前後で大きな差はなかった. 30℃でもE2A は発現し、核に局在していた.

B

Hoechst 33258

E2A

day0 38℃ 30℃

day4

図8 A の RT‐PCR について β‐actin で標準化した各バンドの蛍光強度を示す.
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図9 Id の発現

分化誘導前 (day0) と分化誘導後38℃, 30℃で4日間培養したC2C12における Id1, Id2, Id3 の発現を比較

した. どの Id も day0 の発現が最も高く、分化誘導後は発現が低下した. 38℃と30℃で比較すると、30℃

では Id3 の発現が高かった.

Id1

Id2

Id3

β‐actin

38℃ 30℃

day4

day0

day0 day4

38℃ 30℃

Id1 0.43 0.31 0.20

Id2 0.12 0.04 0.06

Id3 0.36 0.16 0.22

表3. バンドの蛍光強度

図9 の RT‐PCR についてβ‐actin で標準化した各バンドの蛍光強度を示す.

表4. バンドの蛍光強度

IGF‐I + VC

38℃ 30℃

－ － ＋

β‐actin

Id3

myogenin

38℃ 30℃

IGF-I+VC - - +

myogenin 3.13 0.21 1.43

Id3 0.35 1.00 0.55

図10 Id3 の発現に対する IGF‐I と VC の効果

分化誘導後38℃, 30℃で4日間培養したC2C12における Id3 の発現を比較した. 100 ng/ml IGF‐I と 200 
μM VC を添加して30℃で培養すると、Id3 の発現が低下した.

図10 の RT‐PCR についてβ‐actin で標準化した各バンドの蛍光強度を示す.
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IGF‐I + VC

38℃ 30℃

－ － ＋

miR‐1

miR‐133a

miR‐181a

miR‐206

5S rRNA

図11 筋分化制御に関与するマイクロ RNA の発現に対する IGF‐I と VC の効果

分化誘導後38℃, 30℃で4日間培養したC2C12における miR‐1, ‐133a, ‐181a, ‐206 の発現を比較した. 
30℃ではこれらのマイクロRNA はほとんど発現していなかったが、100 ng/ml IGF‐I と 200 μM VC を添加

すると発現が回復した. 

38℃ 30℃

IGF-I+VC - - +

miR-1 0.87 0.17 0.83

miR-133a 1.11 0.21 0.80 

miR-181a 0.36 0.16 0.36

miR-206 1.04 0.22 0.92

表5. バンドの蛍光強度

図11 のRT‐PCR について 5S rRNA で標準化した各バンドの蛍光強度を示す.
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表6 バンドの蛍光強度

β‐actin

A

B

IGF‐II

IGF‐I + VC

38℃ 30℃

－ － ＋

38℃ 30℃

IGF-I+VC - - +

IGF-II 0.23 0.05 0.19

myogenin

IGF‐II

β‐actin

day 0 1 2 3 4

day 0 1 2 3 4

myogenin 0.01 0.02 0.43 1.08 1.69

IGF-II 0.00 0.01 0.13 0.56 1.12

表7 バンドの蛍光強度

図12 C2C12 による IGF‐II の発現
A: 38℃, 30℃で分化誘導後4日目 B: 分化誘導前 (day0) と30℃で分化誘導後1‐4日目

38℃で分化させたC2C12 はIGF‐II を発現していた, 30℃ではIGF‐II の発現が抑制されたが、100 ng/ml IGF‐I 
と 200 μM VC を添加すると発現が回復した. 30℃で分化を誘導すると、IGF‐II の発現に先行して myogenin 
が発現した. 

図12A の RT‐PCR について β‐actin で標準化した各バンドの蛍光強度を示す.

図12B の RT‐PCR について β‐actin で標準化した各バンドの蛍光強度を示す.
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myogenin を発現した核の割合

＋＋IGF‐I + VC

Hoechst 33258 MyHC

C
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5

0

(%) MyHC を発現した細胞内の核の割合
B

図13 25℃, 28℃でのC2C12 の筋分化

A: myogenin 発現の割合 B: MyHC 発現の割合

C: IGF‐I と VC を加えて 25℃と 28 ℃で培養した細胞の MyHC 免疫組織染色像, bar = 50 μm 
IGF‐I は100 ng/ml, VC は200 μM で添加した.

IGF‐I と VC は30℃以下でも myogenin や MyHC の発現を促進した. 28℃ではIGF‐I と VC を添加して10日

間培養すると、多核の筋管細胞が形成された.

25℃, day 6 28℃, day 4

＋＋IGF‐I + VC

25℃, day 11 28℃, day 10

25℃
day11

28℃
day10
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MyoD 陽性核に対する

myogenin 陽性核の割合

30℃ **

**

37℃

A B
MyoD 陽性核に対する

myogenin 陽性核の割合

WTmouse

IGF‐I Tg mouse

myogeninMyoDDAPI

day2 day3 day3 day4

C

図14 IGF‐I Tg マウス筋衛星細胞の分化

A: 37℃で培養した場合のmyogenin 発現の割合 B: 30℃で培養した場合のmyogenin 発現の割合, **p<0.01
C: 30℃で培養4日目の MyoD (矢印), myogenin (矢頭) の免疫組織染色像, bar = 50 μm 

37℃では培養2日目に, 30℃では培養4日目に IGF‐I Tg マウスの筋衛星細胞はWT マウスよりも高い割合で

myogenin を発現しており、筋分化の進行が速かった. ただし、WT マウスの筋衛星細胞の一部は、培養4日目に

myogenin を発現していた. 
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図15 30℃でのC2C12 の分化に対する 38℃で分化させた C2C12 の培養上清 (CM)  の効果

A: 培養6日目のmyogenin 発現の割合, **p<0.01 B: CMで培養10日目のMyHC 免疫組織染色像, bar = 100 μm 
全て30℃で培養した. IGF‐I は100 ng/ml, VC は200 μM で添加した.

CM は30℃で myogenin や MyHC の発現を促進したが、多核の筋管細胞は観察されなかった.

DM (‐) + IGF‐I
+ VC

CM

**

**

図16 30℃でのヒト骨格筋細胞の分化に対する IGF‐I と VC の効果

培養6日目におけるヒト骨格筋細胞の myogenin 発現は、30℃では大幅に抑制されていたが、100 
ng/ml IGF‐I と 200 μM VC の添加により回復した. **p<0.01

**
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25

20

15

10

5

0

＋＋-

38℃ 30℃

IGF‐I + VC

myogenin を発現した核の割合



 36 

第 2 章 低温における骨格筋分化とミトコンドリア機能 

 

背 景 

 ミトコンドリアは酸化的リン酸化による ATP 産生を行ない、細胞が種々の活動に必要とする

エネルギーの大部分を供給している。細胞質に存在する解糖系においてグルコースの代謝により 

生じたピルビン酸や、脂肪酸は、ミトコンドリア・マトリクスにおいてアセチル CoA に変換される。

アセチル CoA は TCA 回路 (クエン酸回路) で酸化され、生じた NADH や FADH2はミトコンドリ

ア内膜に移行して、高エネルギー電子を電子伝達系に伝える。電子伝達系には複合体 I, II, III, IV が

存在し、その分子実体はそれぞれ NADH 脱水素酵素複合体、コハク酸脱水素酵素複合体、シトクロ

ム b-c1 複合体、シトクロム c 酸化酵素複合体である。高エネルギー電子が電子伝達系を移動する  

ことでこれらの複合体が駆動され、マトリクスから内膜の外へとプロトンをくみ出す。その結果、

内膜を介して電気化学的プロトン勾配が形成され、そのエネルギーを利用して ATP 合成酵素により

ATP が産生される。 

 電子伝達系の複合体 IV・シトクロム c 酸化酵素 (cytochrome c oxidase; COX) 複合体は二量

体として機能するが、その単量体は、哺乳類では 13 種類のポリペプチド鎖と 2 種類のヘム (ヘム

a, ヘム a3)、2 種類の銅中心 (Cua, Cub) から構成される [61] (図 17)。ポリペプチド鎖のうちサブ

ユニット I, II, IIIはミトコンドリアゲノムにコードされており、残りのサブユニット IV, Va, Vb, VIa, 

VIb, VIc, VIIa, VIIb, VIIc, VIII は核ゲノムにコードされている [62]。これらのサブユニットが各々

正常に発現して COX 複合体を形成することは、ミトコンドリアの機能を維持するうえで重要である。

例えば、COX サブユニット I (以下 COX I と表記) 遺伝子に変異が起こると、ミトコンドリア筋症 

(mitochondrial myopathy) や横紋筋融解症 (rhabdomyolysis) などを発症することが報告されて

いる [63]。COX I 遺伝子にナンセンス変異を持つ患者の骨格筋では、COX I の発現だけでなく核に

コードされた COX IV の発現も低下したことから、COX I は COX 複合体の形成に必須であること

が示唆された [63]。また、COX II や COX III の変異が、脳筋症 (encephalomyopathy) の原因と

なることもある [64]。さらに、COX に銅中心を組み込んで安定化するのに必要な SCO2 のホモ  

ノックアウトマウスは胎生致死であり、SCO2 ホモノックインマウス、ヘテロノックイン/ノック  
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アウトマウスでは骨格筋組織における COX 活性と筋力の低下が認められた [65]。本研究では、13

種類のサブユニットのうち最も分子量が大きくてミトコンドリアで合成される COX I について、 

免疫組織染色で発現を調べた。 

 一方、筋分化に対してミトコンドリアが果たす役割は、単なるエネルギー供給に留まらない 

ことが以下の研究によって示唆されている。まず、C2C12 を用いて、抗生物質であるテトラサイク

リンでミトコンドリアのタンパク質合成を阻害すると、解糖系の亢進により ATP 産生量は減尐しな

かったにも関わらず、筋管形成が抑制された [66]。このとき、ミトコンドリアの増殖や細胞の生存

率には変化が見られなかった。また、ウズラ筋芽細胞株 QM7 を用いて、クロラムフェニコールで

ミトコンドリアのタンパク質合成を阻害した場合にも、解糖系の亢進により ATP が供給されるにも

関わらず、筋分化が抑制されることが示された [9]。この研究では、甲状腺ホルモン受容体 (T3  

受容体) p43 をミトコンドリアで過剰発現させてミトコンドリアを活性化することで、COX 活性の

上昇や筋分化の促進を認めている。クロラムフェニコール処理や p43 の過剰発現により、それぞれ

発現が変動するのは CMD1 (MyoD の鳥類ホモログ) や myf-5 ではなく myogenin だったこと、  

さらに、ミトコンドリアのタンパク質合成阻害以外に、脱共役剤 FCCP によるミトコンドリア膜電

位の消失やオリゴマイシンによるATP 合成酵素の阻害によってもmyogenin の発現が低下したこと 

から、ミトコンドリアの機能阻害は myogenin の発現に影響を与えることが示唆された [9]。 

 インスリンは、IGF-I と同様に PI3K シグナルを介して myogenin の発現を始めとする筋分化

を促進するが、その作用は COX I と COX IV の発現上昇を介することが示されている [67]。また、

IGF-I はラット心筋細胞においてミトコンドリア膜の脱分極を防ぎ、心筋細胞のアポトーシスを  

抑制した [68]。ラットの血中 IGF-I は加齢に伴って減尐するが、IGF-I を投与した老齢ラットでは、

肝臓ミトコンドリアにおいてフリーラジカルの産生やアポトーシスの減尐、ATP 合成量の増加が 

認められた [69]。 

 以上の知見から、私は低温における骨格筋細胞の分化抑制と IGF-I と VC によるレスキューが

ミトコンドリアの機能変化を介した結果ではないかと仮説を立てた。そこで第 2 章では、30℃で筋

分化が抑制された場合と IGF-I と VC によりレスキューされた場合の COX I 発現とミトコンドリア

膜電位の変化について、マウス筋芽細胞株 C2C12 を用いて比較を行なった。 
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方 法 

細胞培養 

 C2C12 (ATCC) を、1% ゼラチン (ウシ皮膚由来；Sigma-Aldrich) を塗布した培養皿 (AGC

テクノグラス) 、後から取り出すためにゼラチンを塗布したカバーグラスを底に置いた培養皿、  

または Lab-Tek チャンバースライド (Thermo Fisher Scientific) に播種し、20％FBS (SAFC 

Biosciences) を含む high-glucose DMEM (ナカライテスク) を用いて 38℃, 5% 二酸化炭素で増殖

させた。細胞密度がサブコンフルエントに達した段階で、筋分化を誘導するために 10% HS 

(Invitrogen) を含む MEM (Invitrogen) に交換し、30℃または 38℃で培養した。IGF-I (R&D 

Systems) は最終濃度 100 ng/ml、L-アスコルビン酸リン酸エステルマグネシウム塩 n 水和物 (和光

純薬) (以下 VC と表記) は 200 M で分化培地 (DM) に加えた。DM は 1 日おきに交換した。 

 

免疫組織染色 

 培養細胞は、10% ホルマリン/PBS で固定後 100% メタノールで処理した。ブロッキングには

10% HS, 3% BSA/PBS を用いた。1 次抗体は、マウス抗 COX1 抗体 (1D6, 1:50, Sanra Cruz 

Biotechnology), ウサギ抗 MyoD 抗体  (C-20, 1:50, Sanra Cruz Biotechnology), ウサギ抗

myogenin 抗体 (M-225, 1:50, Sanra Cruz Biotechnology), マウス抗 myogenin 抗体 F5D (1:1, 

Developmental Studies Hybridoma Bank) を、2 次抗体は Alexa Fluor 標識抗体  (1:400, 

Invitrogen) を用いた。抗体は 3% BSA/PBS に希釈し、室温で 1 または 2 (抗 COX1 抗体のみ)    

時間反応させた。細胞核はヘキスト33258 (Sigma-Aldrich) で標識した。試料は蛍光顕微鏡Axioplan 

(Carl Zeiss) で観察し、画像はデジタルカメラ VB-7000 (キーエンス) で撮影した。 

 

ミトコンドリア膜電位の評価 

 ゼラチンを塗布したカバーグラスを底に置いた培養皿または Lab-Tek チャンバースライドで

培養した細胞に、DMSO で希釈した JC-1 (5,5’,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3’-tetraethyl-benzimidazolyl- 

carbocyanine iodide) (Invitrogen) を最終濃度 10 g/ml で加えて、それまでの培養条件通り 38℃  

または 30℃で 10 分間反応させた。あらかじめ温めておいた DM で一度洗った後、細胞を培養した
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カバーグラスは裏返してスライドグラスに乗せ、チャンバースライドはカバーグラスをかけて蛍光

顕微鏡 Axioplan (Carl Zeiss) で観察した。画像はデジタルカメラ VB-7000 (キーエンス) で撮影 

した。その後、チャンバースライドで培養した細胞は固定して、上記の方法で myogenin に対する

免疫組織染色を行なった。 

 

統計解析 

 JC-1 で赤色蛍光を示した細胞内の核と myogenin 発現核については、異なる 3 視野以上で  

計数し、全体の細胞核数 (計 1000 核以上) に対する割合を求めた。得られた割合は平均値±標準  

誤差で示す。 

 

結 果 

38℃で培養した C2C12 において、COX1 は分化に伴って発現する 

 マウス筋芽細胞株 C2C12 を 38℃で培養し、培養液中の血清濃度低下により分化を誘導した。

免疫組織染色を行ない、分化誘導前 (day0) と分化誘導後 2, 4 日目の筋分化制御因子 (MRF)、 

MyoD と myogenin、および、ミトコンドリアゲノムにコードされている電子伝達系内の複合体の 

一つ、シトクロム c 酸化酵素サブユニット I (COX I) の発現を調べた。MyoD は分化誘導前から  

発現していたが (図 18A)、myogenin と COX I は分化誘導後 2 日目以降に発現していた (図 18B)。

分化誘導後2日目では、MyoDやmyogeninを発現した細胞のうちの一部がCOX Iを発現しており、

COX I のみを発現した細胞は観察されなかった。また、分化誘導後 4 日目では、多核の筋管細胞で

COX I が強く発現していた。 

 

IGF-I と VC は 30℃における C2C12 の COX1 発現を促進する 

 38℃で MyoD や myogenin の発現と並行して COX I が発現したことから、COX I 発現は   

筋分化の進行を反映していると考えた。そこで、30℃で培養した C2C12 について、分化誘導後   

4 日目に免疫組織染色を行なって COX I の発現を調べた。IGF や VC を添加しない培養液 (DM(-)) 

で培養した場合と 100 ng/ml IGF-I と 200 M VC を添加した場合について比較したところ、DM(-) 
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で培養した場合は単核細胞の一部で弱い発現が認められたのみだったが、IGF-I と VC を添加する

と単核細胞や融合した細胞などより多くの細胞で強い発現が観察された (図 19)。 

 

IGF-I と VC は 30℃における C2C12 のミトコンドリア膜電位を上昇させる 

 次に、ミトコンドリア機能の指標の一つとして、ミトコンドリア膜電位について評価した。  

カチオン性カルボシアニン色素 JC-1 (5,5’,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3’-tetraethyl-benzimidazolyl- 

carbocyanine iodide) は、単量体では緑色蛍光を発するが、凝集体を形成すると赤色蛍光を発する。

JC-1 は生細胞に取り込まれると電位依存的にミトコンドリアに移動して蓄積されるため、膜電位の

高いミトコンドリアでは赤色蛍光を呈する。一方、細胞質では低濃度のため、緑色蛍光を呈する。

このようにミトコンドリア膜電位を可視化できる性質から、JC-1 はミトコンドリア活性や細胞の 

アポトーシスを評価する目的でよく用いられる。 

 ミトコンドリア膜電位を反映した JC-1 の赤色蛍光像は細胞を固定すると失われる。そこで、

ゼラチンを塗布したカバーグラスを培養皿の底に置き、その上で C2C12 を培養して、生細胞をカバ

ーグラスごと取り出して観察できるように工夫した。JC-1 を処理して観察すると、38℃で分化させ

た場合は、全ての細胞ではないものの多核の筋管細胞や単核細胞の多くで、赤色蛍光を呈する顆粒

状の像が観察された。これは、膜電位の高いミトコンドリアであると推定される。なお、細胞の   

存在は緑色蛍光で確認することができ、図ではこれら二色の蛍光像を重ねて表示している。一方、

DM(-) を用いて 30℃で培養した場合は、一部の細胞で点状に赤色蛍光像が観察されたが、その数は

尐なかった。また 100 ng/ml IGF-I と 200 M VC を添加した場合と比較すると、赤色蛍光を呈する

顆粒は細胞全体に低密度で拡散していた。IGF-I と VC を添加した場合には、多くの細胞で強い  

赤色蛍光を呈する顆粒が観察された。顆粒の密度は高く、赤色蛍光のみでも細胞質の形状が明瞭に

確認できた (図 20)。 

 

IGF-I と VC により 30℃で myogenin を発現した細胞はミトコンドリア膜電位が高い 

 JC-1 を用いることで、IGF-I と VC を添加して 30℃で培養すると一部の細胞でミトコンドリ

ア膜電位が高くなっていることが確認された。これらの細胞が、myogenin を発現して分化が進行 
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している細胞と一致するのかどうかを Lab-Tek チャンバースライドを用いて確認した。Lab-Tek   

チャンバースライドは、スライドグラス上に細胞培養用のウェルがあり、培養中から固定後まで  

特定の細胞を追跡すること可能である。私は、JC-1 を処理した生細胞を観察後、固定して myogenin

に対する免疫組織染色を行ない、両者の像を比較した。 

 まず、DM(-) を用いて 30℃で培養した場合は、低密度に赤色蛍光を呈する顆粒を含んだ細胞

は観察されたが、それらの細胞では全く myogenin を発現していなかった (図 21A)。一方、100 ng/ml 

IGF-I と 200 M VC を添加した場合には myogenin の発現が促進されており、myogenin を発現  

する細胞と JC-1 で強い赤色蛍光が観察される細胞の一部は一致していた (図 21B)。そこで、

myogenin を発現した細胞と JC-1 で赤色蛍光を呈する細胞 (以下 JC-1+と表記) の割合を求めた。

なお、ここでは細胞質の形状が明確に観察できる程度に赤色蛍光を呈する細胞を JC-1+とし、DM(-) 

を用いて 30℃で培養した場合に観察されるような低密度の赤色蛍光は除外した。myogenin を発現

し、かつ JC-1+の細胞は全体の 9.5±0.8 % であり、myogenin の発現のみの細胞は 9.9±1.1 %   

だった。一方、myogenin を発現せずに JC-1+だった細胞は 0.6±0.1 % と非常に尐数だった。

myogenin を発現した細胞のうち、JC-1+だった細胞は 49.7±3.2 % だった (図 21C)。 

 

考 察 

 マウス筋芽細胞株 C2C12 を通常培養温度 (38℃) で分化させると、分化に伴ってシトクロム c

酸化酵素サブユニット I (COX I) の発現が増加した。とくに、分化誘導後 4 日目の多核の筋管細胞

ではCOX Iの発現が高かった。COXは電子伝達系複合体 IVに含まれることから、この結果はC2C12

が分化に伴って酸化的リン酸化依存的なエネルギー産生に移行するという先行研究 [8] と一致する。

また、MRF の発現と比較すると、COX I は MyoD より発現開始が遅く、分化誘導後 2 日目におい

ても myogenin より発現した細胞が尐なかったことから、筋分化の中期以降に発現が増加すると  

考えられる。これまでのところ、筋分化に伴うミトコンドリアの種々の変化 [7, 8] を MRF が直接

的に制御するという報告はないが、MRF の下流に、ミトコンドリアにコードされた COX I の発現

調節機構が存在する可能性はある。あるいは、COX I の発現を含むミトコンドリアの活性化は MRF

とは独立に制御されており、それぞれの条件が整って初めて筋分化が正常に進行するという可能性
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も考えられる。なお、COX のサブユニットのなかには組織特異的に異なるアイソフォームを持つ 

ものがある。骨格筋や心筋特異的に発現する COX VIa-H や COX VIII-H はプロモータ領域に

E-box 配列を含んでおり、MRF によって発現が調節されることが示唆されている [70, 71]。

 DM(-) を用いて 30℃でC2C12を培養したところ、38℃と比較してCOX Iの発現が減尐した。

COX I はミトコンドリアゲノムにコードされているため、この結果は、30℃ではミトコンドリアの  

タンパク合成が抑制されることを示唆する。COX の中で最も分子量が大きく、複合体の形成に必須 

[63] なサブユニット I の発現減尐は COX の形成や活性にも大きな影響を与えることが予想される。

すなわち、30℃ではミトコンドリアが正常に機能していない可能性が高い。ただし、COX 活性や

ATP 産生量については、実際に測定して検証する必要がある。IGF-I と VC の添加が COX I の発現

を回復させたことは、筋分化に対するレスキュー効果と一致した。 

 ミトコンドリア膜電位についても、蛍光色素 JC-1 を用いて評価した。38℃で分化を誘導する

と多くの細胞で赤色蛍光を呈する顆粒、すなわち膜電位の高いミトコンドリアが観察された。ただ

し、38℃でも一部の細胞では緑色蛍光しか観察されなかった。これは、JC-1 が生細胞の状況を反映

するため、観察中に膜電位が下がってしまった可能性が考えられる。観察中はウォームプレートや

カバーグラスを用いるなどして、細胞の温度低下や酸素との接触には充分留意したが、培養中の  

細胞状態とは異なる可能性は否定できない。ただし、38℃と 30℃の差は確認できたこと、および、

ミトコンドリア膜電位の高い細胞と myogenin を発現する細胞との関係を明らかすることが目的の

一つだったことから、この方法を用いた。 

 DM(-) を用いて 30℃で培養した場合でも、赤色蛍光を呈する顆粒を低密度に含んだ細胞は 

観察されたが、IGF-I と VC を添加した場合の濃い赤色蛍光像とは明らかに異なっていた。この  

ことから、DM(-) で培養した場合、30℃ではミトコンドリアの膜電位が低下することが示唆された。

これは COX I 発現の傾向とも一致し、30℃ではミトコンドリアの機能が低下すること、さらに IGF-I

と VC がこれを回復させることを示唆している。ミトコンドリアの機能低下が筋分化を抑制する  

ことは多くの先行研究 [9, 66] が示しており、30℃における筋分化抑制の原因の一つがミトコンド

リアにある可能性は高い。 

 IGF-IとVCを加えて 30℃で培養した細胞でミトコンドリア膜電位の高い細胞とmyogeninを
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発現した細胞を比較すると、myogenin を発現した細胞の約半数 (49.7±3.2 %) でミトコンドリア

膜電位が高いという結果を得た。myogenin を発現せずにミトコンドリア膜電位が高いという細胞は

ほとんど存在しなかった (0.6±0.1 %) ことから、ミトコンドリアの膜電位上昇は myogenin の発現

以後に起こることが示唆された。わずかに存在した myogenin を発現せず JC-1+だった細胞につい

ても、固定する以前に myogenin を発現した経験を持つ可能性は否定できない。この結果は、COX I

の発現が myogenin の発現よりも遅いという結果とも一致し、筋分化の開始にはミトコンドリアの

活性化よりも MRF の寄与が大きいと考えられる。ただし、JC-1 によってミトコンドリア膜電位を

評価した本実験の系では、上述のように JC-1+を過小評価している可能性は残る。なお、第 1 章で

示した IGF-I と VC を加えて 30℃で培養した場合の myogenin の発現割合 (33±1.1 %) よりも、

JC-1 の観察後に免疫組織染色を行なって求めた myogenin の発現割合 (19±1.4 %) が低いのは、培

養皿とチャンバースライドの差によるものと考えている。 

 筋分化においてミトコンドリアが重要な機能を果たしていることは間違いないが、その制御 

機構や MRF との関連については、通常培養条件においても未だ明らかになっていない部分が多い。

本研究は、低温における筋分化抑制にミトコンドリアの機能低下が関連していることを示唆した 

のみではなく、低温での培養系を用いて COX I の発現やミトコンドリア膜電位の上昇が myogenin

の発現と連動した現象であることを示した点に意義があると考える。 
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図17 シトクロム c 酸化酵素の構造 (PDB1OCC より改変)

図は二量体. 単量体は13 種類のポリペプチド鎖から成る. 各サブユニットはローマ数字で示す. 

図18 38℃で培養した C2C12 におけるシトクロム c 酸化酵素サブユニットI (COX I) の発現

A: MyoD と COX I の発現 B: myogenin と COX I の発現, bar = 50 μm

分化誘導前 (day 0) と分化誘導後2, 4日目について免疫組織染色を行なった. MyoD は分化誘導前から、

myogenin と COX I は分化誘導後2日目から発現していた. COX I は 2日目ではMyoD やmyogeninを発現した

細胞で、4日目では多核の筋管細胞で強く発現していた.

Hoechst 33258
MyoD (赤)
COX I (緑)

day 0

day 2

day 4

A B

Hoechst 33258
myogenin (赤)
COX I (緑)
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Hoechst 33258

COX I

38℃ DM (‐) IGF‐I + VC

30℃

図19 分化誘導後4日目のC2C12 における COX I の発現

IGF‐I は100 ng/ml, VC は200 μM で添加した. bar = 50 μm

30℃で培養すると、何も添加しない場合 (DM(‐)) はCOX I の発現が弱かったが、IGF‐I と VC を添加すると多く

の細胞で強いCOX I 発現が認められた.

図20 JC‐1 によるミトコンドリア膜電位の可視化

C2C12 を38℃または30℃で4日間培養した. IGF‐I は100 ng/ml, VC は200 μM で添加した. 
細胞の存在を示す緑色蛍光画像と膜電位の高いミトコンドリアを示す赤色蛍光画像を重ねて示す.
bar = 50 μm

38℃では多核の筋管細胞や単核細胞の多くで赤色蛍光を示す膜電位の高いミトコンドリアが観察された. 30℃で

培養すると、何も添加しない場合 (DM(‐)) は一部の細胞 (矢印で示す) でわずかに赤色蛍光を示す 顆粒が認めら

れたのみだったが、IGF‐I と VC を添加すると膜電位の高いミトコンドリアを含む細胞が増加した.

38℃ DM (‐) IGF‐I + VC

30℃
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Hoechst 33258myogenin
JC‐1

(赤色/緑色蛍光
画像のmerge)

A

Hoechst 33258myogenin
JC‐1

(赤色/緑色蛍光
画像のmerge)

B

JC‐1赤色蛍光画像
とmyogenin の

merge

0%

20%

40%

60%

80%

100%

1 2

C

myogenin+ / JC‐1 ‐
myogenin+ / JC‐1 + 
myogenin‐ / JC‐1 +
myogenin‐ / JC‐1 ‐

図21 myogenin 発現とミトコンドリア膜電位の関係

30℃で4日間培養したC2C12 について、JC‐1 でミトコンドリア膜電位を観察後、myogenin に対する免疫組織染色

を行なった. A: DM(‐) で培養した場合 B: 100 ng/ml IGF‐I と 200 μM VC を添加した場合, bar = 100 μm
C: IGF‐I と VC を添加した場合の JC‐1 で赤色蛍光を示した細胞 (JC‐1+ と表記) とmyogenin 発現細胞の割合

DM(‐) で培養すると、JC‐1 でわずかに赤色蛍光を示す細胞は認められたが、myogenin は全く発現していなかった. 
IGF‐I と VC を添加すると、全体の約20%の細胞がmyogenin を発現し、myogenin 発現細胞の約50%でミトコンドリ

ア膜電位が高かった.
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総合考察 

 本研究は骨格筋細胞の分化に温度が大きな影響を与えることを示した。特に温度依存的に制御

されているのは筋分制御因子 myogenin の発現であり、IGF や VC によるレスキュー効果も

myogenin の発現促進を介した結果であると予想された。一方で、ミトコンドリアが正常に機能する

ことも筋分化の進行には必須であり、これが myogenin の制御によるものかどうかはさらなる研究

を要する。本研究が示した低温における培養方法は、今後これらの研究を推進するツールとしても

有効であると考えている。 

 筋細胞がどのように外界の温度を感知し、細胞内に情報を伝えるのかは未だ不明である。現在

研究が進んでいる、温度依存的に活性化する分子実体としては、温度感受性 TRP チャネルがある 

[72]。これは、特定の温度によって活性化される非選択的陽イオンチャネルであり、40℃以上で  

活性化される熱刺激感受性チャネル、37℃前後で活性化される温刺激感受性チャネル、20℃前後で

活性化される冷刺激感受性チャネルに分けられる [72]。TRP チャネルは感覚神経だけではなく様々

な組織で発現しており、膵臓細胞におけるインスリン分泌 [73] など、種々の生理機能の調節にも

関与することが示されている。骨格筋細胞においても発現が認められており [74]、これを阻害した

場合に、低温における筋分化の進行やミトコンドリア活性はどのように変化するのか、あるいは

IGF-I や VC がどのように機能するのかを検証することは興味深い。また、TRP チャネルの下流の

分子機構を追跡することで、温度という物理的シグナルがいかにして化学的シグナルに変換される

のか、その情報伝達経路の手掛かりが得られるのではないかと考えている。 

 ヒトを含む多くの哺乳類が高いエネルギーコストを代償にして体温を 37℃前後に維持して  

いることには、大きな意味があるはずである。高い体温は代謝や活動量を増加させただけでは  

なく、進化の過程において恒温動物の細胞や組織レベルでの様々な生命活動にも影響を与えて

きたであろうことは想像に難くない。本研究で示した骨格筋細胞の分化やミトコンドリアの  

活性化はその一例と言える。我々は、恒温動物の誕生や、一部の哺乳類に認められる冬眠現象 

[75] について、その理由や意義を未だ充分に解明できていない。本研究が、これから発展する

であろう「温度生物学」の端緒となることを期待したい。 
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