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ANOVA

BSA

CDNA

Cx43

DMEM

DNA

・ iM

FBS

GJI C

g3p dli

HEPES

HRP

IGF-I

Ib<'i

MAP K

m RNA

MRF-4

MSCs

myr 5

myf- 6

PBS

PI

RNA

RT-PCR

SD

: analysis of variance

'蝣bovine serum albumin

'・complementary DNA

'蝣connexin43

: Dulbecco's modified Eagle

me dium

'・deoxyribonucleic acid

: evidence based medicine

'・fetal bovine serum

蝣gap junctional intercellular

comm unic ation

: gylceraldehyde 3-phosphate

dehydrogenase

: 4- (2-Hydroxyethyl)piperazine十

ethanesulfonic acid

: horsera血sh peroxidase

'蝣insulin-like growth factor I

'・immunoglobulin G

'・mitogen- activated protein kinase

: messenger RNA

'・myogenic regulatory factor 4

: mesenchymal stem cells

myogenic factor 5

: myogenic factor 6

'・phosphate-buffered saline

'・propidium iodide

: ribonucleic acid

: reverse transcription-

polymerase chain reaction

'・standard deviation

・3・

分散分析

ウシ血清アルブミン

相補的DNA

コネキシン43

ダルベッコズモディファイド

イーグル培地

デオキシリボ核酸

証拠に基づいた医療

ウシ胎児血清

ギャップ結合を介した細胞間

コミュニケーション

グリセロアルデヒド3・リン酸

脱水素酵素

4-(2-ヒドロキシエチル)ピベラ

ジン十エタン硫酸

西洋ワサビベルオキシダーゼ

インスリン様成長因子I

免疫グロブリンG

分裂促進因子活性化プロテイ

ンキナ-ゼ

メッセンジャーRNA

筋原性制御因子4

間英系幹細胞

筋原性因子5

筋原性因子6

リン酸緩衝生理食塩水

プロピジウム　アイオダイド

リボ核酸

逆転写・ポリメラーゼ連鎖反応

標準偏差



SDS -PAGE

TBS

TBS-T

Tris

Tris-HCl

: sodium dodecyl sulfate-

polyacrylamide gel electrophoresis

'・Tris-buffered saline

'・Tris-buffered saline - ^heen20

tris hydroxymethyl amino

methane

: trishydroxy methyl amino

methane - hydrochloric acid

・4-

ドデシル硫酸ナトリウム・ポリ

アクリルアミドゲル電気泳動

トリス緩衝生理食塩水

Tween20を含むTBS

トリス　ヒドロキシメチル　ア

ミノメタン

トリス塩酸緩衝液



第1章緒言

脊椎動物の骨格筋は,主に中胆葉に由来し,特に,体幹筋および四肢筋の細胞は,

すべて体節中の筋節由来であ草.晴乳類の中腫葉は,分化の全能性をもつ原始外医薬

と原始内陸葉との相互作用により,原始外隆葉から生じ,中軸構造の脊索とともに沿

軸中腔葉を形成する.沿軸中匪某は,初期では分節の認められない一続きの細胞集団

であるが,発生に伴い分節した体節となる.体節は,形成直後には均一な上皮様の細

胞集団であるが,やがて部域化が起こる.まず,腹内側から脊椎骨となる硬節を生じ,

残った上皮様の細胞は,さらに背側の皮節と筋節に分かれる.筋節内に生じた骨格筋

系譜の細胞は,一部は早期に分化するが,その多くは骨格筋前駆細胞(筋芽細胞)と

して増殖を繰り返してその数を増やし,癖来の体幹筋をつくる.一方,四肢の骨格筋

は,筋節外腹側から遊離した細胞が四肢の発生部位である肢芽に遊走し,筋前駆細胞

となって形成される1).

細胞レベルでは,骨格筋線経は以下の段階を経て形成されると考えられる.

(丑体節内で中腔菓多能性細胞から決定により筋芽細胞を生じる.

②筋芽細胞がしかるべき領域に移動し,しかるべき数に増殖する.

③筋芽細胞が増殖を停止して分化し,多核の筋管細胞を形成する.

④　筋管細胞がさらに成熟し,筋線維となる.

筋発生における中腔菓多能性細胞を筋細胞系譜-誘導し,筋特異的タンパク質の転

写を制御する因子(MyoD, myf-5, myogenin, MRF-4 (myf-6別名herculin))を総称

して,筋分化制御因子MyoDファミリーとよぶ.骨格筋の決定,増殖,分化の過程に

おけるMyoDファミリーの転写調節ネットワークを図1に示す.中匪菓多能性細胞か

ら筋芽細胞-の決定には,MyoDまたはmyf-5の少なくと.も一方の発現が必須であり,

筋芽細胞の増殖にも関与する.筋芽細胞が増殖を停止し分化段階に入ると
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敏管細胞
特異的遺伝子

図1骨格筋細胞の発達段階(A)とMyoDファミリーの分化制御ネットワーク(B)

A:中匪菓多能性細胞は,体節内で骨格筋系譜に「決定」され,筋芽細胞となる.

筋芽細胞は「増殖」を繰り返して数を増した後,増殖を止め「分化」し,筋管細

胞を形成する.筋管細胞は筋線維-と「成熟」する.

B ‥中腔菓多能性細胞からの「決定」または筋芽細胞の維持は, MyoDあるいは

myf5が担い,筋管細胞-の「分化」はmyogenmが担っている. 「成熟」には,

MRF-4 (myf-6)が働いている.これらの因子は,互いに発現調整を行い図のよ

うなネットワークを形成している(→は転写活性を表す). 「分化」のステップ

は,正常な筋発生では不可逆的であり, MyoDあるいはmyf-5による発現が

myogenmを活性化する. MyoDとmyf-5の相互関係は,現在のところ決着がつ

いていない・また, MyoDファミリーの発現を最初に引き起こす因子.upstream

activatorおよびこれを誘導する因子)も解明されていない. (吉田松生他:細

胞工学14, 1995より改変1))

myogenmの発現が誘導され,筋芽細胞は筋管細胞-分化する　MRF-4 (myf-6)は,

筋細胞分化後期に発現し,筋管細胞の成熟や筋線経の形成を促す1).

筋の治癒過程は,発生の過程と類似する点がみられる(図2).骨格筋細胞は,主に

筋衛星細胞によって組織を再生する.受傷した筋は,マクロファージなどの会食細胞

の浸潤が起こった後に筋衛星細胞の活性化が起こり,筋芽細胞の増殖がみられるよう

になる・筋損傷後24時間後には,筋芽細胞の増殖に関連するMyoDの発現がみられ

る・筋衛星細胞は,受傷後2-3　目すると筋壊死部にみられるようになる.受
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損傷後24時間

活性型筋衛星細胞

マクロファージ

筋線経の壊死の始まり　轟食細胞の浸潤
筋衛星細胞の活性化　MyoDの発現.
筋芽細胞の増殖

:、 i :.T三二~~二十

筋菅形成

myogeninの発現ピ-ク

図2　骨格筋の再生過程

骨格筋線経が損傷を受けると,損傷24時間後にマクロファージが浸潤し,筋衛

星細胞が活性化し増殖する.この時期にMyoDが強く発現する. 72時間後には,

myogemnが発現のピークを迎え,筋管細胞が形成される.その後,再生筋線経

に中心核が認められ,筋管細胞はさらに分化成熟し,中心にあった核が辺縁部に

移動して再生が終わる. (武田伸一,他:BioClinica 15, 2000より改変2))

傷後72時間経過すると,筋細胞のように細長い細胞で中心部にたくさんの核が一列

に並んだ細胞(筋管細胞)が出現し,このときmyogenmの発現がピークとなる.再

生筋線経は,横断でみると核が細胞の中心にあることから中心核線経,縦断でみると

核が鎖のようにつながってみえることから核鎖線経とよばれる2).

筋衛星細胞は,未分化な細胞であり,前述のように必要に応じて増殖・分化して筋

を再生する.筋衛星細胞は,正常の筋でも筋線経の基底板と形質膜との間に存在して

いるが,活動はしておらず,マクロファージが産生するサイトカイン(線維芽細胞成

長因子等)の刺激が加わった場合に,活性型の筋衛星細胞になる.活性型の筋衛星細

胞は,分裂増殖して壊死部を埋めつくした後,互いに融合して多核の細胞になり,細

胞質のなかに筋原線経が発現する.筋再生が終わると,活性型筋衛星細胞は,次の再

生のために一部が不活性型の筋衛星細胞として,再び筋線経の辺縁部に移動する2).

一般に,細胞の増殖や分化は,ホルモンや成長因子,サイトカイン等の液性因子と
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細胞表面に存在する特異的受容体との結合により活性化される細胞内シグナル伝達に

よって調節されている3).筋細胞でも,液性因子の刺激によるシグナル伝達を介して

MyoDファミリーの発現が誘導され,増殖や分化が制御されている2-5)筋再生の際に

は,マクロファージが産生するサイトカインの刺激によって, MyoDの発現が誘発さ

れる2)・また,インスリン様成長因子I (insulin-like growthfactorI:IGF-I)による

刺激も, MyoDやmyf-5の発現を誘発することが知られている4,5)

筋細胞の分化には,液性因子の刺激だけでなく,細胞を取り巻く環境からの物理的

刺激も重要である.筋細胞において,外部からの物理的刺激は,遺伝子レベルで何ら

かの影響を及ぼし,その動態を制御していることが示されている6-16). Yugeら6)は,

細胞質内に磁性微小粒子を取り込ませた筋芽細胞に,磁石を使って伸張刺激を加える

と,細胞の分化が促進されることを報告している.シリコン膜に播種した筋芽細胞に

電動モーターで伸長刺激を与えた研究からも,伸張刺激によりミオシン重鎖の発現が

誘導され,筋芽細胞の分化を促進することが示されている7,8)また,模擬微小重力環

境で筋芽細胞を培養した実験からは,重力という負荷が減少すると,細胞内シグナル

伝達を介して筋の分化が抑制されることが報告されている9).

筋分化過程は,細胞接着分子であるβ1インテグリンやM・カド-リンを介したシグ

ナル伝達によっても調節されている17-24)インテグリンは,遺伝子発乳細胞の増殖

や分化細胞死など多くの細胞現象に関与しており17,25-28)細胞外マトリックス(コ

ラーゲンやプロテオグリカンなど,正常細胞の成長・分裂に必要な他の細胞や基質-

の接着を仲立ちするタンパク質)と細胞骨格を連結する役割を担っている(図3-A,B)蝣

カドへリンは,細胞と細胞の接着と維持の役割を担っており,細胞膜でβ・カテニンと

複合体を形成し(図3-A,C),このβ・カテニンを介して細胞骨格と連結されているた

め,インテグリンと同様に細胞外からの刺激を細胞内に伝達することができる25)こ

れら細胞接着分子が刺激を感知すると,液性因子とその受容体との反応と同様に,細
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A

n120、 .　、
∴、…_‥　p120:

図3細胞接着因子(A)28)とインテグリン(B)29)およびカドヘリン(C)30)の模式図

細胞接着因子は様々ある.主に細胞接着には,インテグリンとカド-リンが関

与しており,ともに細胞骨格と連結している.

胞内シグナル伝達(MAPKカスケードやカルモジュリン経路等)が活性化される25)

ことからも,物理的刺激によって細胞応答が調節されていることが分かる.

さらに,さまざまな組織を形成する陸の発達には,ギャップ結合を介した細胞間コ

ミュニケーション(gap junctional intercellular communication: GJIC)が関与して

いる28,31)ギャップ結合は,コネキシンiconnexin:Cx)の六量体であるコネクソン

が連結した細胞接着装置で,カルシウムイオンなど分子量1,000以下の低分子を細胞

間でやり取りする機能がある28). GJICは,骨格筋細胞の分化において, MyoDファ

ミリーの発現調節に関与していることが知られており31-33)筋芽細胞のGJICを阻害
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するとmyogenmとMRF-4 (myf-6)の発現が抑制される33)

物理的刺激の一つである電気刺激を用いた治療方法は,臨床応用されており,大き

く治療的電気刺激,経皮的電気神経刺激,機械的電気刺激の3つに分類できる.長期

臥床による廃用性症候群や宇宙飛行士にみられる宇宙適応症候群は,骨・関節系,呼

吸・循環孔神経系など身体のあらゆる機能の障害として現れ,なかでも筋萎縮とそ

れに伴う筋力の低下は,その後の機能回復や予後に悪影響を及ぼす.治療的電気刺激

は,主に筋萎縮の予防・改善や筋力増強を目的に行われているが,この電気刺激療法

の効果を筋細胞レベルで検討した報告は少ない.その理由として, m vi相の研究11-13)

では神経系などの影響もあり筋細胞のみに対する電気刺激の影響を判定することが難

しいと考えられる.一九in vitroの研究14-16)では,持続的な電気刺激によりミオシ

ンの発現変化が起こること14)筋芽細胞が増殖すること15,16)が報告されているが,こ

れらの研究の実験期間を通して長時間電気刺激を持続するという刺激条件は,強度の

強い刺激であると考えられる.したがって,そこで得られた知見は,電気刺激が筋細

胞に何らかの影響を与える可能性を示唆するものの,電気刺激療法の治療効果を反映

するものとはいえず,加えて,そのメカニズムも不明である.

そこで本研究では,まず,臨床に近い電気刺激効果を培養細胞で検討するため,新

たな電気刺激の手法を独自に開発した.そして,この電気刺激システムを用いてラッ

ト骨格筋由来の筋芽細胞の培養中に電気刺激を施行し,筋の分化に与える影響につい

て,形態学軌電気生理学的,分子細胞生物学的な側面から検討した.
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第2章電気刺激による培養筋芽細胞の分化への影響

第1節　目的

ラット骨格筋由来の筋芽細胞を培養した.培養中に電気刺激をした群(電気刺激群)

と電気刺激をせず通常培養した群(対照群)とを比較し,培養筋芽細胞の分化に対す

る電気刺激効果について検討した.

第2節　方法

第1項実験条件

ラッ千骨格筋由来の筋芽細胞(LG細胞株) (IFO 50364: Health Science Research

Resources Bank, Osaka, Japan)を培養した.増殖培地は　high-glucose Dulbecco's

modified Eagle's medium (DMEM) (Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, Missouri,

USA)に10%ウシ胎児血清(fetalbovine serum: FBS) (Sigma-Aldrich Co.), 100

U/mlペニシリン(Sigma-Aldrich Co. 「 100帽/mlストレプトマイシン

(Sigma-Aldrich Co.)を添加して使用した. 2.5 x 105個の細胞を90-mm培養皿

(NUNCA/S, Roskilde, Denmark)に播種し　5% CO2> 95% air, 37℃の環境下で

培養した.

培養6日後に細胞がコンフルーエントとなったことを確認した後,分化誘導培地に

交換した・分化誘導培地は, FBSも抗生物質も含まないhigh-glucose DMEMとした.

刺激電極は,シリコン素材の電極台の中に白金線を通して作成した.刺激には,電

気刺激装置SEN-2201 (NihonKoden Co., Tokyo, Japan)を使用し,培養6日, 8日,

10 0, 12日後の計4回実施した(電気刺激群).刺激は,電気刺激装置につないだ白

金線を培養液に浸した状態で行い(図4),刺激条件は,矩形波,刺激頻度: 0.5 Hz,
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持続時間‥2.0msec,′電圧‥50V,刺激時間:1日1回5分間とした,なお,本刺激

条件は,矩形波,刺激頻度:0.2-1.0Hz,持続時間‥ 1.0-3.0msec,電圧: 10-100

V,刺激時間‥ l-10分用という条件を様々組み合わせ,刺激条件選定の予備実験を

行い,最適と考えた条件に設定した.対照群は,電気刺激を行わず,通常培養したも

のとした.

図4培養筋芽細胞への電気刺激システム

電極となる白金線が直接細胞に触れない状態で,培養皿の両側から白金線を培養

液に浸した.白金線は,電気刺激装置につながっている. (A)本システムを上か

らみた写真. (B)本システムを横からみた概略図.

第2項形態学的観察

倒立型位相差顕微鏡(TE300 Eclipse: Nikon Co., Tokyo, Japan)を用いて,細胞

の形態変化を経時的に観察した.同時に,無作為に写真撮影(0.50cmxO.75cm)を

行い.11=50),単位面積あたりの筋管細胞の発生数と筋管細胞の最大横径を計測した.

最大横径の計測には, Nil:寸Image 1.62 (National Institute of Health, Bethesda,
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Maryland, USA)を使用した.

第3項　分子細胞生物学的解析

1 ) RT-PCR (reverse transcription-polymerase chain reaction)紘

ISOGEN (NIPPON GENE Co., Ltd., Toyama, Japan)にて培養細胞を回収し,

付属のプロトコールに従ってRNAを抽出した.濃度測定後, Superscript�"II

(Invitrogen Co., Carlsbad, California, USA)を使用して逆転写反応を行った.

作成したcDNAを鋳型とし, BDノAdvantage�"2 PCR Kits (BD Bioscience

Clonteck, PaloAlto, California, USA)を使用してPCRを行い,筋分化マーカー

のmRNA発現を解析した. PCRに使用したプライマー(いずれもSigma-Aldrich

JapanK.K., SigmaGenosys, Hokkaido, Japan)と条件を表1に示す.なお,逆

転写反応およびPCRには, GeneAmp㊥ PCR System 9700 (Applied Biosystems,

Foster City, California, USA)を使用した.

表1 PCRに使用したプライマーと条件

m y o ge m n forw ard 95℃ -30 sen

(N M 017115 )

product size:45 0 bp

5 -G T G A AT G A G G C C TTC G A G G C T C T G -3 ' 60℃ 45 sec

reverse 68℃ 蝣60 sec

5 ′-G C A G A A G T G G T G G C G TC T G A C A C - 3' 38 cycles

m y f-6 forw ard 95℃ -30 sec

(M 27151

p roduct size:27 3 bp

5 -T C A A C T A C A TT G A G C G T C TG C A G G - 3' 68℃ -90 sec

33 cy cles

reverse

5 -C T G A G G A A A TA C T G T C C A C G A T G G -3 '

g 3 p dh forw ard 95℃ -30 sec

(N M 017008 )

p rodu ct size'蝣262 bp

5 -T C T T C A C C A C C A T G G A G A A G G C T G - 3' 60℃ 蝣45 sec

reverse 68℃ 60 sec

5'-A C A G T C TT C T G A G T G G C A G T G A T G - 3' 23 cycles

13



2) Westernblot法

2Ⅹサンプリングバッファー(125mMTris-HCl(pH6.8),20%グリセロール,

2%ドデシル硫酸ナトリウム4%2-メルカプトエタノール,0.02%プロモフェノ

ール・ブルー)にて培養細胞を回収し, 5分間,加熱変性させて試料を調整した.

濃度測定には　Bio-Rad protein assay (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,

California, USA)を用い,検量線は, †・グロブリン(Bio-Rad Laboratories, Inc.)

を使用して作成した12.5%ポリアクリルアミド・ゲルにてSDS-PAGE (sodium

dodecyl sulfate - polyacrylamide gel electrophore占is)を行った. 1レーン当たり

のタンパク質量が10figになるように試料をアプライし, 20mAの定電流で約

2時間,電気泳動を行った後,ゲル中のタンパク質をニトロセルロース膜

Hybond�"-ECL: Amersham Biosciences UK Ltdリ　Buckinghamshire,

England)に転写した. 2%ウシ血清アルブミン(bovine serum albumin: BSA)

(Sigma-Aldrich Co.)を含む0.1% Tween 20入りTris-buffered saline (TBS-T)

にて4℃で一晩ブロッキングした後,一次抗体と4℃で一晩反応させた.使用し

た一次抗体と希釈倍率は,以下の通りである.抗MyoD抗体,sc-760: Santa Cruz

Biotechnology Inc., Santa Cruz, California, USA) (1:1,000),抗myf-5抗体

sc-302: Santa Cruz Biotechnology Inc.) (1:1,000) ,抗myogenm抗体(sc-576:

Santa Cruz Biotechnology Inc.) (1:1,000),抗myf-6抗体(MRF-4別名

herculin) (sc-301: Santa Cruz Biotechnology Inc.) (1:1,000),抗M・カド-リ

ン抗体(611101: BD Biosciences Pharmingen, Franklin Lakes, New Jersey,

USA) (1:1,000).内部標準タンパク質には,抗β・アクチン抗体(心筋や骨格筋

とは反応しない(A5441: Sigma-AldrichCo.) (1:1,000)を用いた.二次抗体に

は西洋ワサビベルオキシダーゼ(horseradish peroxidase: HRP)標識抗マウス

IgG抗体または抗ラビットIgG抗体(いずれもCell Signaling Technology, Inc.,

Beverly, Massachusetts, USA) (1:10,000)を使用し,室温にて1時間反応させ
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た　LumiGLO㊥ reagent (Cell Signaling Technology, Inc.)と反応させ, Ⅹ腺

フイルム(Hyperfilm�"ECL: Amersham Biosciences UK Ltd.)に露光して現像

した.

第4項統計学的解析

数値は,平均±標準偏差(standard deviation: SD)で表した.統計解析は, StatView

Ver. 5.0 (SAS Institute Inc., Cary, North Carolina, USA)を用いて行い,二元配置

分散分析(two-way analysis of variance: two-way ANOVA)およびpost hoc test

(Scheffe法)の結果, 0.05未満を有意水準とした.
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第3節結果

第1項電気刺激条件の設定

電気刺激条件設定のため,刺激頻度,持続時間,電圧,刺激時間を様々組み合わせ

(第2節第1項実験条件を参照),予備実験を行った.

培養15日後の位相差顕微鏡像(図5-A)と形成された筋管細胞の分化,成熟の程度

を検討するため,筋分化の最終マーカーであるmyf-6のタンパク質発現を解析した結

果(図5-B)の代表例を示す.

電気刺激をせず通常の分化誘導を行った条件①は,筋管細胞が形成され　myf-6も

発現した.

条件②は,筋管細胞の発生数や太さが条件①と変わらなかった. myf-6の発現は,

条件①と比較して減少する傾向がみられた.

条件③では,条件①および②と比較して,筋管細胞の発生数が多く,その太さも太

かった二myf-6の発現も,増加する傾向がみられた.

条件④は,条件③と同様に,条件①や②と比較して,筋管細胞の発生数が増加した

が,培養途中で細胞が培養皿から剥離して,接着性細胞であるLG細胞株が浮遊し,

死んだ細胞が多く観察された.また,電気刺激中,電極(培地に浸かった白金線)局

囲では培地が変色し,正常な培地(pH=7.2)に比べて酸性(pH=6付近)に傾いた状

態になった. myf-6の発現も条件③と同様に,条件①や②と比較して増加する傾向が

みられたが,条件③と坊較するとやや弱かった.

全ての条件を観察した結果,筋管細胞の方向性は,電極の極性に関係なく無秩序で

あった.

以上複数の電気刺激条件について,形態観察および筋分化マ∵カーの発現を検討

した結見電気刺激により筋の分化促進される可能性が示唆された.その中でも,条

件③に最も培養筋芽細胞に対する電気刺激効果がみられたので,この条件を採用する

こととした.
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0.5 Hz, 2.0 msec, 50V, 5分　　　　1.0 Hz, 3.0 msec, 100V; 10分

myf-6

β-アクチン

(scale bar: 200 |im)

条件①条件②条件③条件④ (n=6)

図5　予備実験における位相差顕微鏡偉くA)と筋分化マーカーのタンパク質発現(B)

(培養15日後)

予備実験として行った電気刺激条件の結果の一部を示す.通常培養の場合(条件

①)と比較し,刺激が弱い(条件②)と筋管細胞の発生数に差がみられず, myf-6

の発現は減少傾向であった・条件③と④では,太い筋管細胞が形成され, myf-6

の発現も条件①と比較して増加傾向であった.しかし,刺激が強い(条件㊤)と

細胞が剥がれやすかった.
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第2項経時的な形態変化

筋芽細胞は,培養1日後に紡錘形の形態を示した(図6-A).培養3日後は,細胞は

コロニーを形成し,培養5日後には,筋芽細胞同士の細胞融合が始まり,核を2-3

個有する小さな筋管細胞も認められた(図6-B).培養6日目に最初の電気刺激を行っ

た・培養7日後には,対照群では核が連珠状に一列に並んだ帯状の筋管細胞がみられ

た(図6-C).電気刺激群では,核が二列で対照群よりも太い筋管細胞が出現した(図

6-D).培養10日後は,対照群でも核が二列に並んだ筋管細胞がみられ(図6-E),電

気刺激群では,核を三列以上持つ太い筋管細胞が認められた(図6-F).培養12日後

は,対照群でも太い筋管細胞が出現し(図6-G),電気刺激群では,核を四列以上持つ

発達したより太い筋管細胞が認められた(図6-H).培養14日後は,対照群でも発達

した筋管細胞がみられ(図6-1),電気刺激群では七列以上の核の段を有する発達した

より太い筋管細胞が認められた(図6-J).また,水アメ状の塊も形成され,さらに発

達した筋管細胞もみられた.

単位面積当たりの筋管細胞の発生数は,対照群では培養7日以降増加し,培養14

日後に最大となった(図7).電気刺激群では,培養7日後(電気刺激1日後)には対

照群と同様であったが,培養10日後および12日後には対照群と比べて有意に増加し

た(pく0.05).両群とも,筋管細胞数は最大になった後,減少し始め,培養14日以降,

電気刺激群と対照群との間に有意な差は認められなかった.

筋管細胞の最大横径は,対照群,電気刺激群ともに培養7日以降増加し,電気刺激

群の方が太かった(図8).培養14日後には,電気刺激群の最大横径が対照群より有

意に太かった(p<0.05).

培養16日後に,電気刺激群で筋管細胞の細胞質に横紋構造が認められた(図9).

培養18日後には,電気刺激群のみで,発達した筋線経が収縮頻度の低い自動収縮を

始めた(動画は, http://home.hiroshima-u.ac.jp/yugelab/experiment.htmにて参照).

培養21日後には,対照群では筋管細胞が細くなった.電気刺激群でも全体的に細い
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筋管細胞がみられたが,一部の成熟した筋管細胞には収縮頻度が一定した律動的な収

縮が観察され,隣接する筋管細胞同士では同期した収縮が観察された.
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電気刺激群

(scale bar: 100 1⊥m)

園6電気刺激による培養筋芽細胞の形態変化

培養1日後の細胞は,単核の紡錘形であった(A).培養5日後に細胞融合が始

まり,多核の小さな筋管細胞がみられた(B).培養7日後は,対照群では核が

一列に並んだ筋管細胞(C)が,電気刺激群では核が二列に並んだ筋管細胞(D)

がみられた・培養10日後(E,F),培養12日後(G,H)は.対照群と電気刺激

群ともに筋管細胞が発達している様子が観察された.培養14日後は,対照群で

は四列以上の核をもつ筋管細胞(I)が,電気刺激群では七列以上の核をもつ太

い筋管細胞(J)が認められた.
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図7 -筋管細胞数の経時的変化

筋管細胞は培養5　日後から発生し始めた.筋管細胞数は,電気刺激群では培養

12日後に,対照群では培養14日後に最大となった後,減少した.培養10日後

と12日後は,電気刺激群の筋管細胞数が,対照群より有意に多かった(*pく0.05).
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図8　筋管細胞の最大横径の経時的変化

筋管細胞の最大横径は,培養14日後に最大となり,電気刺激群では対照群より

有意に太かった;*p<0.05).
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(scale bar: 50岬1)

図9電気刺激による横紋のある筋線経の発生(位相差顕微鏡像)

培養16日後には,電気刺激群でのみ,横紋(矢印)のある筋線経にまで発達し

た細胞が観察された.
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第3項　筋分化マ-カ-のmRNA発現

筋の分化と成熟に関わるmyogenmとmyf-6のmRNA発現を検討した(図10).

myogemnは,培養5日後から発現がみられた.電気刺激群では,培養10日以降,

培養目数の経過とともに発現量が減少した,対照群では,培養20　日後でも強く発現

していた.

myf・Gの発現は,培養10日後の電気刺激群において強かった.対照群でも培養10

日後に発現がみられたものの,電気刺激群と比較して弱かった.その後,電気刺激群

では発現が減少したのに対し,対照群では発現が持続した.

x'lくu三　　　・-[一蝣気Al:鳳i:i

1　5　相好10 15　20綿柑10 15　20 (日)

myogenln

myf-6

g3pdh

■88888-■■〇〇〇■〃m云i5日
ノ　ド.-L、

・450 bp

齢273 bp

頼262 bp

図10電気刺激による筋分化マーカーmRNA発現の経時的変化

培養5日後からmyogemnの発現がみられた.電気刺激群では,培養10日以降,

その発現量は減少した. myf-6は,培養10日後の電気刺激群で最も強い発現を

示した.内部標準遺伝子であるg3pdhの発現は一定であった. laneMWは, 100

bp DNAladderである.
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第4項筋分化マーカーのタンパク貿発現

筋の分化マーカーであるMyoDファミリーとM-カド-リンのタンパク質発現を検

討した(図11).

MyoDとmyf-5は,培養1日後から発現しており, 5日後にも発現が確認された.

電気刺激群ではこれらのタンパク質を培養10日後と15日後にも発現していたが,対

照群では培養15日以降発現していなかった.

myogemnの発現は,対照群では培養15日後に減少したが,電気刺激群では培養

15日後にも発現が継続しており,培養20日後に減少した.

myf-6の発現は,両群ともに培養5日後から20日後まで継続したが,その発現レ

ベルは電気刺激群の方が強かった.

M・カドへリンは,電気刺激群で培養10日以降,強い発現レベルを維持したが,対

照群では発現しなかった.
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肘滞群　　電気刺激群

対帯電葺　　電気刺激爵

(n=15. *pく0.05 vs.対照帯)

図1 1電気刺激による筋分化マ-力-タンパク質発現の経時的変化

MyoDは,培養5日後に強く発現し,その後,緩やかに減少した. myf-5は,檀

養10日後の電気刺激群で最も強く発現した　myogenmは,電気刺激群では培養

10日後と15日後に強く発現した, myf-6の発現は,電気刺激群では経時的に増加

したが,対照群では一定であった, M・カド-リンは,培養10日以降,電気刺激群

でのみ発現した,内部標準タンパク質であるβ・7クチンの発現は-定であった.
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第4節考察

第1項電気刺激条件

本研究では,予備実験の結果から,矩形波,刺激頻度‥ 0.5 Hz,持続時間:2.0msec,

電圧:50V,刺激時間‥1日おきに1日1回5分間という電気刺激条件を設定した.

これまでに,初期培養の筋衛星細胞に神経活動を模倣した持続的な低頻度の電気刺

激を行った実験では,ミオシン重鎖の発現が変化することが報告されている14)また,

SterirStraeterら15)は,筋衛星細胞を二次元培養および三次元培養して電気刺激を行

い,三次元培養ではMyoD発現が増加すること, Pedrottyら16)は,三次元培養中の

筋芽細胞に心筋の活動に似た電流を流し,電気刺激により筋分化よりも筋芽細胞の増

殖が促進されたと報告している.これらの刺激条件14-16)は,生体の電気信号を基に設

定されおり,本研究の刺激条件と比較して強い刺激である(表2).

これまでに,筋芽細胞から収縮する筋細胞に分化・成熟した報告はなく,培養実験

で収縮する筋に分化させることは難しいと考えられる.本研究での断続的な電気刺激

条件は,筋芽細胞の分化に最も良い条件の一つであると思われる.

表2　電気刺激条件の比較

刺激 頻 度 持 続 時間 刺激 時 間 電圧 電 流

H z) (m sec) (Ⅴ) (m A )

本研 究 0 .5 2 .0
5 分′1 日 1 回

4 日
5 0 0 .4

W eh rle ら 14) 2 .5 2 5 0 13 日間
- 4 .0 -8 .0

S tern -S traeter ら 15) 2 .5 2 50 8 日間 - 6 .8

P e drotty ら 16) 0 .5 -10 0 .5 -20 0 14 日間
- 、1 .56
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第2項　電気刺激による筋分化促進

本研究の形態学的観察の結果は,筋芽細胞同士が融合して筋管細胞を形成し,その

後,筋管細胞が成熟して筋腺経になるという筋分化の過程を示しており,電気刺激群

では対照群より分化が促進された.

LG細胞株は, 1968年にYaffeにより樹立されたラット骨格筋由来の筋芽細胞で,

細胞融合して無秩序に筋管細胞を形成することが知られている34>. L6細胞株は,分

化誘導10日前後に筋管細胞の形成が最大となることが報告されおり- 35)対照群の形

態変化はこの報告と一致した.電気刺激群でも筋管細胞の形成は無秩序で,予備実験

でも,電極の極性に関係なく形成された.筋管細胞数は,培養5日以降に増加し,電

気刺激群では培養12日以降,また,対照群では14日以降,経時的に減少した.この

理由は,筋管細胞がある程度形成された後,,筋芽細胞同士の融合だけやなく,隣接す

る筋管細胞同士の融合も始まったためと考えられる.筋管細胞の最大横径の変化から

も,培養の後半に太い筋管細胞が観察されてお、り,筋管細胞同士の融合の結果,筋管

細胞数は減少するものの,径の太い筋管細胞が多くなったと推察される.

筋の分化は　MyoD, myf-5, myogenin, MRF-4 (myf-6別名herculin)で構成さ

れるMyoDファミリーによって制御されている36). myogeninは,筋の融合と筋管細

胞の形成に関与し37¥　MRF-4とともに筋芽細胞から筋線維-の分化を促進する38)と

いわれている.本研究において　myogemnタンパク質は,培養5日後から発現し,

電気刺激群では培養15日後,対照群では培養10日後まで発現した.筋管細胞の数は

培養5日以降増加し,培養12日後または14日後までその数が増え続けた形態観察の

結果とも一致する. MRF-4は,筋管細_胞の成熟過程に関わっており,筋管細胞の形成

初期に発現するだけでなく,筋管細胞の成熟過程で発現が最大となる39,40)加えて,

M・カド-リンは,筋芽細胞に発現し,筋管細胞の形成が誘導された後に発現が強くな

ることが知られている41.42). Zeschnigkら43)は,骨格筋細胞において, M・カド-リン

が分化の最終段階に重要な役割を担っていることを報告している.したがって,本研
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究において,電気刺激群で培養15日以降のmyf-6 (MRF-4)発現が強くなったこと,

電気刺激群でのみM・カド-リンが発現したことは,形態的に筋が成熟した結果を支

持するもので,分子細胞生物学的にも,電気刺激によって筋の分化が促進されたこと

を示している.
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第5節　まとめ

筋芽細胞の分化過程において,培養細胞に電気刺激を加え,その影響を形態学的,

分子細胞生物学的解析により検討した.

その結果,電気刺激群では,対照群と比較して太い筋管細胞が多数観察され,その

発生時期も早かった.さらに,電気刺激を行った細胞は,横紋のある筋線経にまで分

化し,自動収縮能のある成熟した筋細胞になった.また,筋分化マーカーの発現を

mRNAレベルとタンパク質レベルで解析した結果から,電気刺激による筋分化促進効

果が確認できた.特に,電気刺激を行った細胞では,筋分化の最終マーカーである

myf-6とM・カド-リンの発現が強く,通常培養の細胞とは全く異なる発現パターンを

示した.
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第3章電気刺激による培養筋芽細胞の筋収縮への影響

第1節　目的

前章にて,筋芽細胞は電気刺激により分化が促進され,最終的に醜収縮能を持つ筋

線経まで分化した.そこで本章では,電気生理学的解析を行うとともに,分化促進メ

カニズムを解明するため,筋分化に関与するβ1イシテグリンとβ・カテニンおよびギ

ャップ結合を構成するコネキシン43 (connexin43 : Cx43)について検討した.

第2節方法

第1項実験条件

前章の実験と同様の手順で行った2.5x lO5個の筋芽細胞(LG細胞株) (IFO 50364:

Health Science Research Resources Bank)を90-mm培養皿(NUNC A/S)に播

種し,増殖培地にて培養した.

培養6日後に細胞がコンフルーエントとなったことを確認した後,分化誘導培地に

交換した.

電気刺激には,電気刺激装置SEN-2201 (NihonKoden Co.)を使用し,培養6日,

8日, 10日, 12日後の計4回実施した(電気刺激群).電気刺激条件は,前章で示し

た通りである.なお,電気刺激を実施せず,通常培養したものを対照群とした.

第2項電気生理学的解析

微小電極は,ガラス・キヤピラリー(HarvardApparatusLtd., Kent, UK)を加工

して作成した.微小電極の電気抵抗は, 2 M塩化カリウム溶液に致した際に10-15

ME2とした・細胞膜電位の計測は室温で,電解質溶液(10mMHEPES (pH 7.4), 135
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mM塩化ナトリウム, 5.4mM塩化カリウム1mM塩化カルシウム, 1mM塩化マ

グネシウム,0.33mMリン酸ナトリウム,5.5mMグルコース)を還流させながら,

微小電極を細胞の中央部から細胞質内に挿し込み, patch clamp ampli丘er (Axopatch

200B: Axon Instruments, Foster City, California, USA)を用いて行った.

第3項分子細胞生物学的解析

1 ) Westernblot法

前章の実験と同様の手順で行った. 2 Ⅹサンプリングバッファーにて培養細胞

を回収し, 5分間,加熱変性させて試料を調整した.濃度測定後12.5%ポリア

クリルアミド・ゲルにてSDS-PAGEを行った. 1レーン当たりのタンパク質量が

20帽または10帽になるように試料をアプライし,電気泳動終了後,ゲル中の

タンパク質をニトロセルロース膜(Hybond�"-ECL: Amersham Biosciences UK

Ltd.)に転写した. 4℃で一晩ブロッキングした後,一次抗体と4℃で一晩反応さ

せた.使用した一次抗体と希釈倍率は,以下の通りである.抗β1・インテグリン

抗体(AB1952P: Chemicon International, Inc., Temecula, California, USA)

1:2,500　　抗　P・カテニン抗体　13-8400: Zymed Laboratories, Inc.,

Minneapolis, Minnesota, USA) (1:500),抗Cx43抗体(AB1727: Chemicon

International, Inc.) (1:1,000).内部標準タンパク質には,抗β-アクチン抗体

(Sigma-Aldrich Co.) (1:1,000)を用いた・二次抗体にはHRP標識抗マウスIgG

抗体(Cell Signaling Technology, Inc.) (1:10,000)を使用し,室温にて1時間

反応させた　LumiGLO⑧ reagent (Cell Signaling Technology, Inc.)と反応さ

せ, Ⅹ線フイルム(Hyperfilm�"ECL: Amersham Biosciences UK Ltd.)に露光

して現像した.
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2)免疫染色法

2.5 x lO5個の筋芽細胞をカバースリップ(Matsunami Glass Ind.,Ltd., Osaka,

Japan)を敷いた90-mm培養皿(NUNCA/S)に播種し培養した.

カバースリップを洗浄後,冷アセトンで細胞を固定した. 100%エタノールで

5分間処理し,3%BSA入りのPBSで10分間ブロッキングした.一次抗体には,

抗Cx43抗体(Chemicon International, Inc.) (1:100)を用い,室温で30分間

反応させた・二次抗体には, Alexa Fluor㊥488 goat anti-mouse IgG (H+L)

(Molecular Probes, Inc., Eugene, Oregon, USA) (1:100)を用い,室温で10

分間反応させた・核の染色には,プロピジウムアイオダイド(propidiumiodide

PI) (Molecular Prol〕es, Inc.)を使用した.試料は, VECTASHIELD㊥ Mounting

Medium (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, California, USA)を用いて,

スライドグラス(MatsunamiGlassInd.,Ltd.)上に封入した.標本は,蛍光顕微

鏡(TE300 Eclipse: Nikon Co.)にて観察した.

第4項統計学的解析

数値は,平均±標準偏差(SD)で表した.統計解析は, StatView Ver. 5.0 (SAS

Institute Inc.)を用いて行い,二元配置分散分析(two-wayANOVA)およびpost hoc

test (Scheffe法)の結果, 0.05未満を有意水準とした.
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第3節　結果

第1項活動電位の計測

電気刺激群にみられた自動収縮中の細胞の活動電位を図12に示す.静止電位の平

均は,収縮している細胞(電気刺激群)では-59.4±9.2mV,収縮しない細胞(対照

群)では-18.0±6.8 mV　いずれもn=4)であり,電気刺激群では有意に低下した

(p<0.05).

冒
≡

遍
脚
哩
黛

〒テ

2　　　4　　　6

時間(秒)

図12収縮している細胞の細胞膜活動電位

電気刺激群でみられた収縮する筋腺経の電位変化は21mV(-28 mVから-7 mV) ,

収縮頻度は1.6Hz,最大立ち上がり速度は0.4から0.6V,/Sであった.対照群で

は,活動電位を示すような変化は計測されなかった.
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第2項筋分化メカニズムに関与するタンパク質発現

β1・インテグリンとβ・カテニンの経時的なタンパク質発現を図13に示す.

β1インテグリンは,培養1日後から発現した.電気刺激群では培養10日後に強く

発現し,その後,減少傾向がみられた.一方,対照群では培養10日以降,弱い発現

がみられた.

P・カテニンは,培養5日後に強く発現した.電気刺激群では,培養10日後にも強

く発現し,その後減少した.対照群でも,その発現は経時的に減少した.

対照群　　　　電気刺激群

β1インテグリン

β一カテニン

β-アクチン

後輸　格細輸細　　　-・▲葛■■細・ ・ -　_..

対照群　　電気刺激群 相即掌　　電気刺激群　　n=1 5

図13筋分化メカニズムに関与するタンパク質発現の経時的変化

β1・インテグリンは,培養1日後から発現し,電気刺激群では培養10日後に強く

発現した. β・カテニンは,培養5日後に強く発現し,両群に差はみられなかった.

内部標準タンパク質であるβ・アクチンの発現は一定であった.
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第3項　カルシウムチャネル関連タンパク貿発現

western blot法を用いたCx43タンパク質の経時的な発現を図14に示す.培養5

日後に弱い発現がみられた.対照群では培養10日以降, Cx43の発現量は減少した.

しかし,電気刺激群のCx43発鄭ま,培養10日後, 15日後と経時的に増加し,培養

20日後まで持続していた.

培養17日後のCx43免疫染色像においても,電気刺激群では,対照群と比較して

Cx43が細胞膜上に強く発現していた(図15).

電気刺激群

10　　15　　20　　10　15　　20　(0)

Cx43

β・アクチン

0. 500

0.400

恥

邑0.300
gヨ

の0.200
Tt
)く

o
O.100

対照群　　電気刺激群　(n=1 5, *pく0.05 vs.対照群)

図14　電気刺激によるGx43タンパク質発現の経時的変化

ギャップ結合を構成するCx43は,培養10日以降,電気刺激群で強く発現した.

内部標準タンパク質であるβアクチンの発現は一定であった.
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(scale bar: 20岬n)

図15電気刺激によるCx43発現(培養17日後)

対照群および電気刺激群において,同じ視野で撮影した位相差顕微鏡像(A, B)

と免疫染色像(C, D)を示す. Cx43 (緑色)は,電気刺激群でのみドット状の

点として観察された.核はPIで染色した(赤色).
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第4節　考察

第1項　電気刺激による筋分化促進メカニズム

細胞外環境からの物理的刺激は,細胞接着分子を介して細胞内に伝達され,筋細胞

の増殖や分化を制御している17-2　本研究では,筋分化に関与する細胞接着分子であ

るβ1インテグリンとM・カド-リンについて検討した.

インテグリンは,遺伝子発現,細胞の増殖や分化,細胞死など多くの細胞現象に関

与しており17,25-27)その働きは,筋の分化でも同様である18)インテグリンは,細胞

外マトリックスと細胞骨格を連結する役割を担っており,細胞は,インテグリンを介

して細胞自身を取り巻く環境から受け_る物理的シグナルを感知して細胞内に伝え,細

胞応答が誘導される25-27)インテグリンファミリーは,膜貫通糖タンパク質で六量体

を形成している.この六量体は, αサブユニットとβサブユニットから構成されてお

り,前者は16種類,後者は8種類ある17)細胞質内のβサブユニットは,細胞骨格

に連結している(図3-B)ことから, αサブユニットよりも重要視されている.

筋特異的サブユニットは, β1Dサブユニットで19)骨格筋と心筋において特異的に

発現している. β1Dサブユニットは,筋芽細胞が分化して成熟する過程で発現する.

本研究でも,筋が成熟した電気刺激群において, β1・インテグリンの発現が強かった.

一方で,培養1日後にもβ1インテグリンの発現がみられたことには,筋の分化過程

におけるβインテグリンサブユニットの変化が関係していると考えられる. Belkin

ら20)は,筋の分化過程では2種類のβ1・インテグリンアイソフォームが発現すること

を報告している.彼らは,筋芽細胞で発現しているβ1Aサブユニットは,分化が進む

につれて発現が減少し,細胞融合後, β1D・サブユニットと置き換わり,成熟した筋管

細胞ではPIAサブゴニットが全く発現していないことを示している.

本研究では, β1Aサブユニットとβ1Dサブユニットを判別するまでには至らなか

ったが,通常培養した細胞では筋の分化とともにβ1Aサブユニ.ツトが減少し,電気刺

激を行った細胞では, β1A・サブユニットからβ1Dサブユニット-の発現変化が起き
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ている可能性がある・電気刺激群でみられたβ1インテグリンの発現増加から,イン

テグリンを介したシグナル伝達経路の活性化が,電気刺激による筋分化メカニズムに

関与していることが示唆される.

筋分化メカニズムに関しては,インテグリンだけでなく,カドヘリンを介したシグ

ナル伝達経路も関与していることが知られている21-24)カド-リンは,細胞膜でβ・

カテニンと複合体を形成しており,このβ・カテニンを介して細胞骨格と連結されてい

る(図3-C). β・カテニンは,二つの全く異なる機能をもつ細胞内分子で,細胞膜だけ

でなく、,核内にも存在する.細胞質にあるβ・カテニンは,細胞表面膜にあるカド-リ

ンと結合して,カド-リンとアクチンフィラメントとを連結させる機能をもつ.もう

一つの機能として,核内にあるP・カテニンには,転写因子と結合し,細胞の増殖ある

いは発生運命の決定に関与する遺伝子の転写を活性化する働きがある・この核内のP・

カテニンは,睦の発達や成人の筋再生にも関与している44,45). Goichbergら21)は,筋

芽細胞を分化培地に移すとβ・カテニンが増加し,カド-リン複合体-移行すること,

この過程がmyogenmの発現に重要であることを報告している.一九Kramerova

ら22)は,カルパイン3ノックアウトマウス由来の筋芽細胞では,正常マウス由来の筋

芽細胞よりも多核の筋管細胞を形成するものの筋線経まで分化しないこと,この時,

M-カド-リシとβ・カテニンは筋管細胞の細胞膜に蓄積しており, β1Dインテグリン

の発現も抑制されることを報告している.

本研究では,電気刺激した細胞でのみM・カド-リンの発現がみられた.しかし,

β`カテニンは,対照群と電気刺激群の両群で発現しており,その発現パターンには差

がみられなかった.

インテグリンやカド-リンといった細胞接着分子に焦点を当てた筋分化メカニズム

については,その下流のβ・カテニンやRhoAを代表とする低分子量Gタンパク質の

関与も指摘されているが23,24)いまだ不明な点が多く,統一された調節機構が示され

ていない・本研究においても, β1・インテグリンやM・カド-リンの関与が示唆される
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ものの, β-カテニンがその中心となって筋分化を調節しているか否かを判定するまで

には至らなかった.電気刺激による詳細な筋分化促進メカニズムについて,細胞内で

のβ・カテニンの局在も含め,インテグリンやカド-リンの下流を今後さらに検討する

必要がある.
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第2項電気刺激による筋収縮メカニズム

本研究で行った細胞膜活動電位の測定では,電気刺激群において,活動電位の特徴

である静止電位の低下はみられたものの,電気生理学的な活動電位の計測は難しかっ

た・収縮している筋線経に微小電極を挿し込む作業は,非常に困難であり,わずかな

電位変化の蓄積によって,電流の漏れが生じたと考えられる.このことは,計測され

た頂点間振幅が,わずか20mVであったことからも推測できる.しかしながら,計測

結果からは,電気刺激を行った細胞において, 3種類のイオンチャネルが機能的に発

現している可能性が考えられる.すなわち,収縮している細胞で静止電位が低下した

ことから, ① K+チャネルの発現が増加している可能性, ②活動電位発生の必要条件

であるNa+チャネルまたはCa2+チャネルが発現している可能性がある.さらに,い

くつかの細胞が同期して収縮し,微小電極の挿入によって収縮する範囲が限定された

ことから, ③ギャップ結合の存在が示唆される.

ギャップ結合は,細胞と細胞をつないで,イオンや代謝物,シグナルを細胞内に拡

散させる経路であり,さまざまな組織を形成する腔の発達にもGJICが関与している

と考えられている31)このギャップ結合を介したGJICは,骨格筋の分化において,

MyoDファミリーの発現調節に関与していることも知られている31-33)また,ギャッ

プ結合を構成するCx43タンパク質の発郷も筋芽細胞同士の融合により筋管細胞を

形成する際に増加すること46,47)が報告されている.

本研究において,電気刺激を行った細胞でCx43の発現が増加したことは,細胞接

着分子と併せ,筋分化促進メカニズムの一つと考えられる.さらに,上述の電気生理

学的な側面とも併せて,電気刺激の効果である筋収縮メカニズムの一つとも考えられ

る.
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第5節まとめ

電気刺激により培養筋芽細胞が成熟した筋線経にまで分化し,自発的な筋収縮を始

めた前章の結果を受け,本章では,電気生理学的検討とともに,筋分化メカニズムに

関与するβ1・インテグリンとβ・カテニンおよび興奮に関与するギャップ結合につい

て検討した.

収縮中の細胞の細胞膜活動電位を計測し,活動電位に近い波形を測定することがで

きた. β1-インテグリンのタンパク質発現は,電気刺激群で強く, β・カテニンのタンパ

ク質発現は両群に差がなかった.ギャップ結合を構成するCx43タンパク質は,電気

刺激を行った細胞にのみ発現していた.このことから,電気刺激による筋分化促進メ

カニズムには,細胞接着因子であるβ1・インテグリンやCx43が,収縮能のある筋線

経の出現にはCx43の関与が示唆された.
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第4章考察

第1節電気刺激療法の効果

筋の分化は,筋芽細胞同士が融合して筋管細胞を形成し,その後,筋管細胞が成熟

して筋線経になる過程を辿る.筋発生の過程で,筋芽細胞の一部は,筋再生時に増殖

して新しく筋線経を形成する際の幹細胞として生後も筋線経の周囲に存在し,筋衛星

細胞とよばれる.筋衛星細胞は,正常の筋でも存在する未分化な細胞であり,必要に

応じて増殖・分化して筋を再生する.損傷を受けた筋の治癒過程は,筋発生の過程と

類似し,骨格筋細胞は,主に筋衛星細胞によって組織を再生する.受傷した筋は,尋

クロファージなどの刺激により筋衛星細胞の活性化が起こり,筋芽細胞が増殖し,筋

芽細胞が融合して筋管細胞となり,筋腺経のもととなる.成人骨格筋の障害時,ある

いは筋疾患で生ずる筋再生は,筋衛星細胞が種々の刺激により増殖・分化し,傷害さ

れた筋腺経を修復あるいは置換する過程である.

骨格筋の分化過程は,筋特異的転写調節因子であるMyoDファミリーによって制御

されている36)加えて, Zeschnigkら43)は,骨格筋細胞において, M・カド-リンが

分化の最終段階に重要な役割を担っていることを報告している.

本研究において,形態学的観察の結果は筋の分化過程を示しており,電気刺激群で

は対照群より筋分化が促進された・さらに,電気刺激を行った細胞でmyogenin, myf-6

およびM-カド-リンの発現が強かったことは,分子細胞生物学的にも,電気刺激に

よって筋の分化が促進されたことを示す結果といえる.

電気刺激は,整形外科領域やリハビリテーション領域で,筋萎縮の治療法として日

常的に利用されている.本研究で使用した電気刺激条件は,これまでに他の研究グル

ープから報告されている刺激条件14-16)と比較し,臨床条件(一般的に1日10-20分)

に近く,筋芽細胞の分化に最も良い条件の一つであると思われる.
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第2節　筋分化促進と細胞接着因子

多細胞生物は,細胞,組織,器官,個体と段階的に構成されている.細胞同士は多

様な分子機構によりお互いを認識,識別することができ,この識別は,隆発生時にお

ける形態形成や組織構築に重要で,これにより異種の細胞が不適切に混合することな

く同種の細胞が集合し,組織や臓器が形成される28)例えば,細胞がダイナミックに

移動する睦発生や創傷治癒の過程には,適切な細胞外マトリックスと細胞との接着が

必須である.接着性の細胞は,適切な細胞外マトリックスとの接着を失うと増殖の停

近,または細胞死を引き起こす.'っまり,細胞と細胞外マトリックス間との細胞接着

は,環境センサーとして機能し,液性因子と協調して,細胞の増楓分化　生存,移

動などを細胞外環境に応じて制御している.すなわち,多細胞生物が個体として生命

を維持していくためには,様々な状況で細胞が適切な細胞外マトリックスと接着する

ことが必要である.その細胞間の接着には,細胞外マトリックスや細胞膜に存在する

細胞接着分子,および細胞接着分子の細胞内の連結物としての細胞骨格が重要な役割

を果たしている25,28)

細胞接着分子とは,細胞接着を担う膜タンパク質で,細胞と細胞の接着結合の形成

と維持に関与するカド-リン,細胞と細胞外マトリックスの接着に関わるインテグリ

ンが,その代表である(図3).多様な接着分子は,それぞれが結合特異性を示し,カ

ド-リンは,他の細胞が発現する同種のカド-リンに選択的に結合することで細胞の

選別と接着を行っている28)インテグリンは,接着を迅速に変化させることによって

細胞接着だけでなく細胞移動も調節しており,個体発生や臓器形成に重要である28)

細胞認識と細胞接着は密接な関係にあり,ある種の細胞は細胞表面に接着分子を発現

し,同種の接着分子のみと結合することで細胞の認識と接嵐集合を行っており,こ

のような細胞接着の分子機構により,特定の組織や臓器の形成に必要な細胞同士の集

合が可能となる.

このように,多細胞生物の発生と生理機能の維持には,分子の相互作用を基盤とし
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た細胞間コミュニケーションが必須である.細胞間コミュニケーションは,常に細胞

内の情報伝達と連動し,細胞の機能や活動に影響を与え,細胞内外の情報伝達に関与

する膨大な数のシグナル分子は,それらが単独または複合体として機能し複雑な情報

ネットワークを形成し,多様な反応を引き起こす.

物理的刺激が,細胞の増殖や分化といった細胞の活動を制御するメカニズムとして,

細胞接着分子を介したシグナル伝達が挙げられる25-27)本研究において,電気刺激群

ではM-カドヘリンとβ1・インテグリンの発現が増加した.電気刺激による筋分化促進

メカニズムとして,これら細胞接着分子を介した細胞内シグナル伝達が考えられる.

細胞間のシグナル伝達システムの一つであるギャップ結合は,細胞同士の微細構造

の連結によって形成され,その細胞表面に局在する微細構造体(コネクソン)は,カ

ルシウムイオン,サイクリックアデノシン3',5'-リン酸(CAMP),グルタチオン,

アミノ酸,単糖およびヌクレオチドなど,分子量1,000以下の生理活性分子や電気的

なシグナルを隣接した細胞同士でやりとりする機能を有しており,多細胞動物が生命

を維持していくために必須のシステムである28)このようなコネクソンは,コネキシ

ン(Cx)という4回膜貫通型タシバク質の六量体からなり, 2個の細胞の間でこの六

量体の構造体が連結することにより,ギャップ結合が完成する28)このギャップ結合

は,常時細胞表面に発現しているわけではなく,細胞周期や発生の段階,組織の状態

あるいは組織の差異によって発現レベルが異なる.ギャップ結合を介して細胞間を浸

透する低分子のうち,特に重要なものはカルシウムイオンであり,脳,心臓,平滑筋

あるいは神経筋連結部位においては電気的なシグナル(電位)が組織を形成する細胞

間で瞬時に伝達され,同期化した組織の活動に寄与している.

骨格筋において, Cx43は筋衛星細胞に発現しており,筋損傷時,筋芽細胞同士が

融合して筋管細胞を形成する際に発現が増加することが報告されている46-48)っまり,

筋再生時, Cx43は筋発生と同様に筋分化の重要な因子である.筋芽細胞であるLG細

胞株でもCx43は発現しており,筋分化に関与していることが知られている47)
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本研究において,電気刺激群では筋分化が促進され,通常,筋管細胞までにしか分

化しないLG細胞株が収縮する筋線維となった.この細胞の電気生理学的解析により,

電気刺激を行った細胞にギャップ結合のある可能性が示唆され, Cx43の発現解析に

より,電気刺激群ではギャップ結合が存在することを確認した.

骨格筋細胞は,周辺部に核が存在する多核の細胞で,横紋のある細長い形態が特徴

である.心筋細胞にも横紋があるが,中央に1個の核をもった短冊状の形態をしてい

る.電気刺激群でみられた収縮する筋腺経は,骨格筋細胞の形態を呈しており,また,

心筋の収縮に関わる心筋トロポニン抗体を用いてwesternblot法によるタンパク質発

現を検討したが,対照群,電気刺激群ともに発現していなかったことから(データの

記載無し),電気刺激により骨格筋細胞が心筋細胞に形質転換したことを示す知見は,

本研究では得られなかった∴心筋細胞において,細胞接着分子がCxの局在や発現に

関与することも報告されており49,50)筋分化促進メカニズムと併せて筋収縮のメカニ

ズムも解明していきたい.

本研究で行った電気刺激によって, LG細胞株が横紋のある成熟した筋線経にまで分

化促進された要因として,電気刺激群では, β1・インテグリンやM・カド-リンといっ

た細胞接着分子およびCx43のタンパク質発現が,対照群と比較して増加するという

結果を得た.これまでに報告されている物理的刺激に対する細胞応答の研究として,

軟骨細胞を用いた圧迫刺激26)血管内皮細胞を用いたシェアストレス(勇断力)負荷

27)において,細胞外からの物理的刺激により,インテグリンの発現が増加し,細胞内

シグナル伝達の一つであるMAPKカスケードが活性化され,細胞死が抑制された26)

細胞増殖が促進された27)ことが報告されている.また,骨芽細胞の分化とMAPKカ

スケードの一つであるp38に関する報告51,52)では,伸長刺激によりp38が活性化され

ると骨分化が促進され51)重力低下(微小重力環境)によりp38の活性が低下すると

骨分化が抑制された52)ことが示されている.筋分化に関して, MAPKカスケードの

活性化は, MyoDファミリーの発現を誘導する4,5)筋芽細胞でも,物理的刺激の一つ
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である電気刺激が細胞接着因子を介して細胞内シグナル伝達を活性化したとすれば,

その結果MyoDファミリーの発現が促進された可能性が考えられる.
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第3節　電気刺激の筋再生医療への応用

再生医療は,幹細胞や分化させた細胞を使って,失われた体の細胞,組織,臓器の

再生や機能回復を図る新しい治療法であり, 21世紀の革新的な医療技術として期待さ

れている.

幹細胞の一つである間英系幹細胞(mesenchymal stem cells: MSCs)は骨髄に存在

し,骨・軟骨・脂肪・筋など中肝菓由来の組織に分化する能力をもつ53,54)骨髄採取

は,既に白血病などの治療に使われている技術であり,比較的容易に行うことができ

る.自身の骨髄から採取したMSCsの使用は,免疫拒絶の心配がなく,匪性幹細胞

(embryonic stem cells)を使用する場合の倫理的問題もないため, MSCsを使用し

た再生医療に対する期待は大きく,臨床応用に向けた研究が世界的に行われ,一部,

臨床治験も始まっている.

筋疾患では,有効な治療薬のない筋ジストロフィー症やパーキンソン病などの難病

に対して,また,心筋梗塞に対しても幹細胞移植による治療が考えられている.筋の

再生医療研究が始まった初期には,成熟した心筋細胞や骨格筋芽細胞による治療法が

用いられた55,56)が,最近では筋細胞に分化しうる前駆細胞または幹細胞を移植する報

告57-59)が増えている.このような細胞治療は,筋疾患に対する新たな治療法としても

注目されているが,移植した幹細胞が生体内で筋細胞に分化して機能することに関し

て否定的な意見もあり,その効果と臨床応用には,まだ多くの問題が残されている.

心不全に対する幹細胞移植を例に挙げると,細胞移植後の心機能改善は,本質的な心

筋細胞再生によるところは少なく,虚血心筋の修復に重要な微小循環の血行上の改善

や,心筋細胞に分化していないものの,生着したドナー細胞から分泌されるサイトカ

インによる二次的な心筋保護効果によるところが大きいと考えられている57)

筋は, 「収縮」という特徴的で必要不可欠な機能をもっている.培養細胞において,

幹細胞から骨格筋様細胞や心筋様細胞を創り出す研究も行われている57-62)が,これま

でに収縮する筋線維まではできていない.また,その方法は,筋の分化を誘導するサ
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イトカインや分化のスイッチを入れる遺伝子の導入によるもので,このような条件で

筋の誘導に成功したとしても,薬物による移植後の二次的な副作用や遺伝子操作によ

るがん化が懸念される・このように,筋再生に関する研究は発展途上であり,治療法

として応用可能な,安全性の高い有用な技術開発が望まれている.

~方近年,細胞の増殖や分化が,サイトカインなどの液性因子の刺激だけでなく,

物理的刺激によっても制御されることが分かってきた6-9,ll-14,25-27,51,52,63-6　細胞を取

り巻く環境からの物理的刺激が,細胞接着分子を介して細胞骨格に変化をもたらし,

細胞の増殖や分化に影響を与えている.これまで,重力や磁場などの物理的刺激によ

って,細胞の増殖や分化が制御されることが報告されている6-9, ll-14,25-27,51,52,63,64)

本研究では,ラット骨格筋由来の筋芽細胞(LG細胞株)の培養中に電気刺激を加え

ると,細胞接着分子の発現が増加し,通常,筋管細胞にまでしか分化しない細胞が,

横紋をもつ筋腺経にまで分化・成熟し,自動収縮能をもつ筋線経にまで分化するに至

った・すなわち,臨床で行われている電気刺激療法の有効性を示すだけでなく,再生

医療分野での細胞培養方法として,電気刺激が有用であることも示唆している.電気

刺激のような物理的刺激は,液性因子と比べて制御しやすく,臨床応用した場合も,

サイトカイン添加や遺伝子導入と比較して二次的副作用の心配が少なく安全性が高い.

今後は,まずMSCsから筋芽細胞-分化誘導する条件を探索し,最終的には,いまだ

成功していないMSCsから成熟した筋の創出に発展させたい.
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第4節　意義と今後の課題

電気刺激は,筋萎縮の治療方法として使われている.日常的に臨床で利用されてい

るにも関わらず,この電気刺激が細胞レベルでどのような影響を及ぼしているかにつ

いて,不明な点が多い.本研究では,電気刺激による筋の分化促進作用を明らかにし,

細胞レベルで,その治療効果とそのメカニズムの一端を示すことができた.さらに,

再生医療の研究分野においても,電気刺激は,筋細胞-の分化誘導法として有用な技

術になりうると考える.

分子細胞生物学的解析から,電気刺激により① MyoDファミリーやM・カド-リンと

いった筋分化マーカーの発現が強くなること, ② M・カド-リンだけでなく,同じ細胞

接着分子の一つであるβ1・インテグリンの発現も強くなること, ③ Cx43の発現が持続

することが分かった.その結果,電気刺激による筋分化促進メカニズムとして,細胞接

着分子(M-カド-リンとβ1インテグリン)を介した細胞内シグナル伝達経路の活性化

が考えられるが,詳細なメカニズム解明には至っていない.ギャップ結合を構成する

Cx43の発現が電気刺激たよって増加するという報告はなく,上述の細胞接着分子と併

せ,細胞接着因子を介した細胞間コミュニケーションが,筋の分化・成熟および筋収縮

に重要と考えられる.電気刺激と細胞間コミュニケーションについて,その細胞内シグ

ナル伝達の下流も含め,今後さらに検討したい.また,本実験で使用した筋芽細胞は,

ラット骨格筋由来のものであり,ヒト由来の細胞でも同様の結果が得られるか検証する

必要がある.

筋本来の特性である「収縮能」のある筋線経まで,骨格筋由来の筋芽細胞を分化・成

熟させた報告は他に例がなく,本システムを使った分化メカニズムの解明は,筋萎縮,

筋ジストロフィー症,心疾患等の筋関連疾患に対する細胞レベルでの治療法開発-と発

展する可能性がある.電気刺激による分化促進効果や収縮能の獲得に関するメカニズム

をさらに詳細に検討し,電気刺激療法のEBM (evidence basedmedicine)のみならず,

筋の再生医療研究-も応用していきたい.
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第5章結論

本研究では,培養筋芽細胞に断続的な電気刺激を行うことで,筋の分化が促進され,

節芽細胞は横紋をもった成熟した筋線経にまで分化し,さらに自動収縮能をもつ筋線

経まで分化した・これまでに筋芽細胞(LG細胞株)が収縮する報告はなく,電気刺激

の効果を証明する知見である.

筋の分化マーカーをmRNAレベルとタンパク質レベルで解析し,電気刺激による

筋分化促進効果を分子細胞生物学的にも明らかにした.特に,筋分化における最終段

階に重要なmyf-6とM・カド-リンのタンパク質発現が,電気刺激により増加した.

細胞膜活動電位の計測から,電気刺激を行った細胞にみられた収縮する細胞には,

GJICの存在する可能性が示唆され,電気刺激群では,ギャップ結合を構成するCx43

が多数発現していることが分かった.

本研究で行った筋芽細胞に対する電気刺激は,細胞間コミュニケーションに醜わる

細胞接着因子(M・カド-リン, β1インテグリン, Cx43)の発現を増加させた.電気

刺激による筋分化促進メカニズムとして,細胞接着因子を介した細胞内シグナル伝達

の活性化が示唆される・この点に着目して詳細に検討し,電気刺激療法のEBMの確

立と筋の再生医療研究-の応用につなげたい.
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