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研究題目：肥大筋における筋衛星細胞の活性化と self-renewal の制御機構～筋肥大時の筋衛星細胞に

おける Pax7 の発現様式の変化～ 

研究代表者：石道峰典 

 

要約：過負荷にさらされた骨格筋が顕著に肥大する際，筋線維の基底膜と形質膜の間に局在する筋衛星

細胞が極めて重要な役割を果たす．In vitro において筋衛星細胞動態には，筋形成制御因子である

MyoD や myogenin 及び細胞周期に関与する proliferating cell nuclear antigen (PCNA)や cyclin-dependent 

kinase inhibitor p21 (p21)が相互作用することで，筋細胞系譜の決定，筋芽細胞の増殖，分化に関与して

いることが知られている．また近年では増殖後，未分化のまま静止状態に戻る筋衛星細胞の self-renewal

の制御に Pax 7 が関与していることが示されている．本研究では，成熟骨格筋の筋衛星細胞動態に対する

理解を深めるため，過負荷にさらされた骨格筋の筋衛星細胞に発現する MyoD とその関連因子との相互

作用や Pax 7 の発現様式について検討した．実験動物に Fischer 系の雌ラット（8 週齢）を用いた．免疫組

織化学染色法を用いて，過負荷にさらした足底筋より MyoD，myogenin，PCNA，p21 及び Pax 7 の局在と

発現様式を観察した．過負荷足底筋では，筋衛星細胞で初めに MyoD と myogenin の発現が検出された．

その後，筋衛星細胞で細胞周期の開始及びその後の停止が，PCNA と p21 の発現によって示された．これ

らの結果は，筋衛星細胞での MyoD，myogenin，PCNA，p21 の相互作用が筋肥大の誘導において重要な

要因であることを示唆している．一方，過負荷にさらされた骨格筋の筋衛星細胞におけるPax 7の発現が検

出された．筋衛星細胞で発現する myogenin，PCNA，p21 及び Pax 7 の発現様式の特徴から，Pax 7 を発現

した筋衛星細胞は，未分化のまま self-renewal されている可能性が示唆された．本研究では，過負荷にさ

らされた骨格筋で適応変化が引き起こされる際に，筋衛星細胞における MyoD と他の関連因子との相互作

用が筋肥大を誘導する上で重要な役割を演じていると同時に Pax 7 による筋衛星細胞の self-renewal が引

き起こされている可能性を示した． 
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Ⅰ・緒言 

成熟骨格筋を構成する筋線維の基底膜と形質膜の間に筋前駆体細胞，つまり筋衛星細胞が局在して

いる．筋衛星細胞が筋芽細胞にコミットされ，増殖，分化の過程を経て，既存筋線維と融合することが過負

荷による筋肥大時には必要である（6，14）．先行研究では，γ放射線によって筋衛星細胞の増殖能を阻害

した骨格筋を過負荷にさらした場合，筋肥大は起きるもののその肥大率が極めて小さいことが報告されて

いる（9）．このことからも十分な筋肥大を引き起こす上で筋衛星細胞の働きが重要な役割を担っていること

がわかる．しかし，過負荷にさらされた骨格筋で活性化した筋衛星細胞動が全て分化し既存筋線維と融合

するのかどうかも含め，筋肥大時における筋衛星細胞動態を制御している分子生物学的機構に関しては，

未だに十分な見解は得られていない． 

筋形成制御因子は MyoD，Myf5，myogenin，MFR4 から成る．MyoD は，ミオシン軽鎖，ミオシン重鎖，ト

ロポニン I など複数の筋特異的遺伝子に対する中心的な転写因子である（8，22，23）．さらに proliferating 

cell nuclear antigen (PCNA)の down-regulator である cyclin-dependent kinase inhibitor p21 (p21)もまた

MyoD の標的因子である（4，21）． 

一般に線維芽細胞のような非筋細胞では MyoD は発現しない．しかし，線維芽細胞で強制的に MyoD

を発現させた場合，筋芽細胞へと移行する．このことは，MyoD が筋細胞系譜を決定する上で極めて重要

な役割を演じていることを示唆する（20）． 

PCNA は細胞周期の制御因子の 1 つであり，特に S 期において著しく発現する（2）．筋原性細胞の増殖

時において MyoD は PCNA より先に発現するため，筋衛星細胞の増殖を引き起こすための調整因子であ

ると考えられている（19）．逆に筋芽細胞の増殖は，p21 の発現によって抑制される．p21 は PCNA の活性を

抑制することによって細胞周期を停止させ（21），MyoD は p21 を直接発現させることにより筋芽細胞の増殖

停止及び分化の誘導に関与する（5）．MyoD-/-筋原性細胞は筋芽細胞にコミットし増殖を開始するが，分

化の段階で筋管細胞形成遅延や不完全な細胞周期停止や融合不全などの異常をきたすことが報告され

ている（15，24）また in vitro において myogenin は分化筋芽細胞で発現することが報告されている（7，19）．

従って，MyoD や myogenin や PCNA や p21 が成熟骨格筋における筋衛星細胞動態に深く関与していると

考えられるが,過負荷による筋肥大時の筋衛星細胞におけるこれらの蛋白質の発現様式に関しては十分な

知見が得られていない． 

さらに近年，筋衛星細胞の self-renewal が注目されている．増殖停止した筋衛星細胞が全て分化する

わけではなく，未分化のまま静止状態に戻り，再び増殖能力を保持したまま保存される筋衛星細胞が存在

する（3）．この筋衛星細胞の self-renewal の制御機構に関しては不明瞭な点が多いが，Pax 7 と呼ばれる蛋

白質が深く関与していると考えられている（3，18）．しかし，過負荷による筋肥大時に増殖した筋衛星細胞
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においても self-renewal が引き起こされているのかどうかに関しては明らかにされておらず，Pax 7 の発現様

式に関しても不明瞭なままである． 

本研究では，過負荷にさらされた骨格筋の筋衛星細胞における MyoD，myogenin，PCNA．p21 そして

Pax 7 の発現様式を検討した． 
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Ⅱ・方法 

実験概要 

実験動物には 8 週齢の Fischer344 系雌ラット(n = 3/group)を用いた．実験に用いた被験筋は足底筋

（plantaris muscle, EDL)とした．実験動物は昼夜逆転した 12 時間の明暗サイクルの飼育小屋にて餌，飲水

共に自由摂取の環境下で飼育した．動物実験の施行にあたっては，「実験動物の飼養及び保管並びに苦

痛の軽減に関する基準」（平成 18 年環境省告示第 88 号）および日本学術会議によりまとめられた「実験動

物の適正な実施に向けたガイドライン」を遵守した． 

PLA に対する過負荷は， 協働筋である腓腹筋及びヒラメ筋を切除することによって実現した．十分な麻

酔(Pentobarbital sodium；60 mg/kg body weight)下にて，実験脚の背面部を十分に暴露するために皮膚切

開を行った．電気メスにてヒラメ筋をわずかな近位部を除いて完全に切除した．腓腹筋は，電気メスにて外

側，内側ともに完全に切除した．反対脚に対しては擬似手術を施し，sham control とした．術後，1，3，5，7

日目に麻酔下にて屠殺し，被験筋を摘出した．摘出された被験筋は速やかに液体窒素にて急速凍結し，

分析に使用するまで-80 °C で保管した． 

 

免疫組織化学染色 

本研究で使用した一次抗体は以下の通りである．rabbit polyclonal anti-laminin (a marker molecule for 

the basement membrane; 1:3000; Sigma, St Louis, MO)，goat polyclonal anti-M-cadherin (a marker 

molecule for SCs (1:200; Santa Cruz Biotech., Santa Cruz, CA)，mouse monoclonal anti-MyoD (1:100; 

DAKO, Carpinteria, CA)，mouse monoclonal anti-Dystrophin (a marker molecule of the plasma membrane) 

(1:100; Sigma)，mouse monoclonal anti-myogenin (1:100; BD PharMingen, San Diego, CA)，rabbit 

polyclonal anti-Dystrophin (1:100; Lab Vision UK, Ltd.), mouse monoclonal anti-Pax7 (1:100; R&D 

systems, Inc. MN) ， mouse monoclonal anti-cyclin-dependent kinase inhibitor p21 (1:100; BD 

PharMingen)． 

免疫組織化学染色のために，筋腹より厚さ 10 μm の連続縦断切片をクリオスタットにより作成した．切片

を 4% paraformaldehyde/ 0.1 M phosphate-buffer ( pH 7.4)で 15 分間固定した後，phosphate-buffer saline 

(PBS, pH 7.4)で洗浄した．非特異的反応を防ぐために，ブロッキング溶液（10% normal serum, 1% triton 

X-100/ 0.1 M PBS）に 1 時間，インキュベートした．一次抗体は，5% normal serum と 0.3 % triton X-100 を

含む0.1 M PBSで適切な濃度に希釈した．二次抗体は，5% normal serumと0.1% triton X-100を含む0.1 M 

PBS で適切な濃度に希釈した． 

三重蛍光染色のため，4 °C 下で 16～48 時間，切片を一次抗体にインキュベートさせた後，16～24 時
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間，二次抗体でインキュベートさせた．本研究で用いた二次抗体は，fluorescein-labeled horse anti-mouse 

IgG (1:300; Vector Labs), rhodamine-labeled goat anti-rabbit IgG (1:300; Chemicon, Temecala, CA) or the 

Alexa Fluor 568-labeled donkey anti-goat IgG (1:300; Molecular Probes, Eugene, OR)である．切片を 0.1 

M PBS で洗浄後，核を可視化するために Vectashield mounting medium with DAPI (Vector Labs)にて封入

した．画像分析は全て蛍光顕微鏡 (Bx51, Olympus Co., Tokyo, Japan) 及び RS image (Roper Scientific 

Inc., Chiba, Japan)を用いて行った． 

 

統計処理 

全ての数値は，平均値±標準偏差で示した．統計的有意差の検定は，unpaired t test を行った．全ての

検定において有意水準は 5%(p<0.05)とした． 
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Ⅲ・結果 

協働筋切除による過負荷にさらされた骨格筋の相対筋重量は，全実験期間で sham-operated control

に比べ著しい増加を示した．術後 1，3，5，7 日目の筋肥大率は，それぞれ 49.7，45.7，43.3，41.0%であり，

有意な筋肥大を示した（Fig.1）．これらの結果は，先行研究による報告と一致していた（12，16）．従って，こ

れらの結果は，本研究で行った過負荷処置が過負荷による代償性筋肥大を引き起こす上で適切であった

ことを示す． 

 

Expression of MyoD and myogenin in satellite cell nuclei 

Sham-operated control 筋では，MyoD 及び myogenin の陽性反応は検出されなかった．術後 1 日目の

骨格筋で MyoD (Fig. 2A)及び myogenin (Fig. 3A)の陽性反応が検出されたため，本研究では，筋衛星細

胞核において MyoD 及び myogenin が発現しているかどうかの検討を行った．MyoD 及び myogenin，

M-cadherin 抗体，DAPI を用いた重染色により，M-cadherin 陽性反応と MyoD (Fig. 2B-E)及び myogenin 

(Fig. 3B-E)陽性反応が共存することが示された．これらの結果は，過負荷初期の段階から M-cadherin 陽

性筋衛星細胞の核で MyoD 及び myogenin が発現していることを示す． 

 

Entry into and withdrawal from the cell cycle in satellite cells during functional overload 

術後 3 日目の過負荷筋において PCNA の陽性反応を検出した（Fig. 4A）．さらに PCNA，M-cadherin

及び DAPI による重染色を行った結果，PCNA 陽性反応が M-cadherin 陽性筋衛星細胞核で検出された

（Fig. 4B-E）．一方，sham-operated control や術後 1 及び 7 日目の骨格筋では PCNA の陽性反応は検出

されなかった．これらの結果は，筋衛星細胞核における PCNA の発現は，MyoD 発現より遅れて引き起こさ

れることを示す． 

増殖筋衛星細胞の細胞周期停止は，筋芽細胞の分化のために必要である 6．本研究では細胞周期の

停止に関与する p21 の発現様式を検討した．その結果，術後 5 日目で過負荷にさらされた骨格筋で p21

の陽性反応が検出された（Fig. 5A）．しかし，この発現は，sham-operated control や術後 1，3，7 日目の骨

格筋では検出されなかった．p21，laminin，DAPI による重染色によって筋線維を取り囲む laminin 陽性基底

膜の内側の核で p21 の陽性反応が検出された（Fig. 5B-E）．さらに p21 陽性の核は，M-cadherin と共存し

ていた（Fig. 5F-I）．従って，これらの結果は，p21 が過負荷 5 日目の筋衛星細胞の核で発現していることを

示す． 

 

Expression of Pax 7 in satellite cell nuclei 
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本研究では過負荷筋における Pax 7 の発現様式を検討した．術後 1 日目の過負荷筋において Pax 7，

laminin，DAPI による重染色によって筋線維を取り囲む laminin 陽性基底膜の内側の核で Pax 7 の陽性反

応が検出された（Fig. 6A-D）．さらに Pax 7 陽性の核は，M-cadherin と共存していた（Fig. 7A-D）．従って，

これらの結果は，Pax 7 が過負荷筋の筋衛星細胞の核で発現していることを示す． 
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Ⅳ・考察 

先行研究では,骨格筋の肥大には，筋衛星細胞の活性化，増殖，分化及び筋管や既存筋線維との融

合が必要であると報告されている（6，14）．本研究の所見は，過負荷にさらされた骨格筋の筋衛星細胞に

おける MyoD 発現は，PCNA の発現より先に生じることを示す．これらの結果は，先行研究での報告と一致

した（7，19）．さらに本研究では，筋衛星細胞において p21 は術後 5 日目で初めて発現し，術後 7 日目に

は消失することを明らかにした．これらの結果は，Schiaffino et al.（17）の報告と一致した．従って，本研究に

より過負荷にさらされた初期の骨格筋の筋衛星細胞で発現する MyoD は，その後の増殖を引き起こすため

のトリガーの１つであるかもしれないという可能性が示唆された． 

一方，本研究では，筋衛星細胞における myogenin の発現に関して，興味深い知見が得られた．培養実

験において，myogenin は筋芽細胞の分化の段階で初めて発現する．これは，MyoD の発現よりも遅れて

myogenin が発現することを意味する（10，19）．しかし，本研究では，術後 1 日目に MyoD 同様に筋衛星細

胞における myogenin の発現を検出している．術後 1 日目では，筋衛星細胞における PCNA 及び p21 の発

現は，検出されていないため，筋衛星細胞が術後 1 日目の段階で増殖期から分化期に移行したとは考え

にくい．さらに，本研究結果は，足底筋を過負荷にさらした 12 時間後に myogenin mRMA がピーク値を示し

たことを報告している先行研究と一致する（1）．従って，筋衛星細胞における MyoD 及び myogenin の発現

は，細胞周期の前に引き起こされている．筋衛星細胞の増殖前に発現する MyoD 及び myogenin の役割に

関しては未だに不明瞭であるが，成熟骨格筋には 2 種類の異なる筋衛星細胞群が存在することが報告さ

れている．1 つは，細胞増殖なしに即座に分化するタイプであり，もう一方は細胞増殖後に分化するタイプ

である（13）．従って，本研究で術後 1 日目に myogenin を発現した筋衛星細胞は，増殖なく即座に分化す

るタイプの筋衛星細胞群であったかもしれない．筋衛星細胞における MyoD 同様に myogenin の急速な発

現も，十分な筋肥大を引き起こす上で重要な要因であるのかもしれない． 

術後 1 日目から 7 日目までの全ての実験期間において骨格筋の筋衛星細胞において Pax 7 の発現が

検出された．筋衛星細胞の増殖を停止させる p21 の発現が術後 5 日目に確認されたことから，術後 5 日目

以降に検出された Pax 7 は，増殖を停止した筋衛星細胞の self-renewal に関与しているものと考えられる．

一方，同時期に分化を誘導する因子である myogenin の発現も確認されている．Olguin & Olwin（11）は，増

殖を停止した筋衛星細胞において，myogenin を発現した筋衛星細胞はその後，分化するのに対し，Pax 7

を発現した筋衛星細胞は未分化のまま再び静止状態に戻り self-renewal されると報告している．従って，本

研究においても筋肥大時の筋衛星細胞において増殖停止後，myogenin を発現した筋衛星細胞は分化し，

その後に既存筋線維と融合した可能性が考えられる．一方，p21 による増殖停止後，Pax 7 を発現した筋衛

星細胞は未分化のまま静止状態にもどり self-renewal された可能性が示唆される． 
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さらに本研究では，細胞増殖の誘導や停止に関与する PCNA や p21 が発現する前である術後 1 日目

にはすでに筋衛星細胞における Pax 7 の発現が認められた．増殖停止後の筋衛星細胞の分化及び未分

化の決定に Pax 7 が関与していると考えられているが 3，本研究のこれらの所見より,過負荷による筋肥大時

に発現した Pax 7 が活性化筋衛星細胞を増殖させることなく再び静止状態に戻している可能性が示唆され

た．本研究により，過負荷による筋肥大時の筋衛星細胞の self-renewal に Pax 7 が関与している可能性が

明らかとなったが，その制御機構の解明には，さらなる研究が必要である． 
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Ⅵ・図表 

 

Fig 1 The percent changes of relative plantaris muscle weight during functional overload relative to each 

contralateral sham-operated muscle. Values indicate the means ± S.D. * Significantly different compared 

with contralateral sham-operated muscles (p<0.05).  
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Fig 2 Photomicrographs showing localization of MyoD on day 1 after overload. Single immunohistochemical 

staining (A) was performed to detect MyoD in overloaded plantaris muscle. Arrows in (A) indicate 

MyoD-positive immunoreactivities. Triple immunostaining to view localization of MyoD (B), m-cadherin (C) 

and nuclei (D) was performed and the three images were merged (E). Arrows in (B)-(E) indicate a 

MyoD-positive nucleus expressed in an M-cadherin-positive satellite cell. Bar =50μm (A), 30μm (B-E). 
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Fig 3 Photomicrographs showing localization of myogenin on day 1 after overload. Single 

immunohistochemical staining (A) was performed to detect myogenin in overloaded plantaris muscle. 

Arrows in (A) indicate myogenin-positive immunoreactivities. Triple immunostaining to view localization of 

myogenin (B), M-cadherin (C) and nuclei (D) was performed and the three images were merged (E). Arrows 

in (B)-(E) indicate a myogenin-positive nucleus expressed in an M-cadherin-positive satellite cell. Bar 

=50μm (A), 30μm (B-E). 
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Fig 4 Photomicrographs showing localization of PCNA at day 3 after overload. Single immunohistochemical 

staining (A) was performed to detect PCNA in overloaded plantaris muscle. Arrows in (A) indicate 

PCNA-positive immunoreactivities. Triple immunostaining to view localization of PCNA (B), m-cadherin 

(C) and nuclei (D) was performed and the three images were merged (E). Arrows in (B), (D) and (E) indicate 

a PCNA-positive nucleus expressed in an m-cadherin-positive satellite cell. Bar =50μm (A), 30μm (B-E). 
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Fig 5 Photomicrographs showing localization of p21 on day 5 after overload. Single immunohistochemical 

staining (A) was performed to detect p21 in overloaded plantaris muscle. Arrows in (A) indicate 

P21-positive immunoreactivities. Triple immunostaining to view localization of p21 (B), laminin (C) and 

nuclei (D) was performed and the three images were merged (E). Arrows in (B), (D) and (E) indicate a 

p21-positive nucleus located inside of the laminin-positive basement membrane of myofibers. Triple 

immunostaining to view localization of p21 (F), m-cadherin (G) and nuclei (H) was performed and the three 

images were merged (I). Arrows in (F)-(I) indicate a p21-positive nucleus expressed in an 

M-cadherin-positive satellite cell. Bar =50μm (A), 30μm (B-I). 
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Fig 6 Photomicrographs showing localization of Pax 7 at day 1 after overload. Triple immunostaining to view 

localization of Pax 7 (A), laminin (B) and nuclei (C) was performed and the three images were merged (D). 

Arrows in (A), (B) and (C) indicate Pax 7-positive nuclei located inside of the laminin-positive basement 

membrane of myofibers. Bar =30μm. 
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Fig 7 Photomicrographs showing localization of Pax 7 at day 1 after overload. Triple immunostaining to view 

localization of Pax 7 (A), M-cadherin (B) and nuclei (C) was performed and the three images were merged 

(D). Arrows indicate a Pax 7-positive nucleus expressed in an M-cadherin-positive satellite cell. Bar 

=30μm. 
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