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緒　　　　言

　病態生理の文脈内で、多くの臓器は治療標的と
して登場する。心臓は心不全の治療標的であり、
膵臓は糖尿病の治療標的である。臓器自身が治療
に従事することはめったにない。骨格筋も他の臓
器と同様に治療を受ける対象として位置付けられ
てきた。ところが骨格筋で産生・分泌される生理
活性物質、マイオカインの発見は、骨格筋の臓器
内の立ち位置を一変させた。運動に応答して骨格
筋から分泌されるマイオカインは、骨格筋自身だ
けでなく、血管から全身循環に乗ることで遠隔臓
器や特定の病態生理への治療効果も期待されてい
る10）。マイオカインを分泌させる骨格筋に対する
介入は、運動やストレッチ、介助者とともに行う
リハビリテーションなど、他の臓器と比べて物理
的な容易さが際立つ。バリエーションに富むこれ
らの介入方法は重篤な副作用を伴いにくい点で薬
剤を中心とした治療とも差別化を図ることができ
る。
　もしマイオカインによる治療効果を期待した運

動処方を目指すのであれば、狙って特定のマイオ
カインを多く分泌させることのできるプログラム
の作成は必須である。そのような運動プログラム
を作成するにはマイオカインごとの分泌メカニズ
ムの解明が必要となる。一方、これまでのマイオ
カイン研究は、どの分子がマイオカインか、その
マイオカインはどのような生理活性をもつのかを
明らかにすることに注力しており、マイオカイン
がどのように運動に呼応して分泌されているのか、
その分子メカニズムは未解明である。また運動方
法ごとに分泌されるマイオカインが異なるという
知見も存在し9）、マイオカインの分泌経路には骨
格筋の刺激タイプに応じた多様なメカニズムが想
定される。
　これまで我々は、カフェインの添加、電気刺激
による運動模倣刺激によって培養 C2C12筋管細
胞が分泌するマイオカイン（培養液中）をプロテ
オーム解析により定量を行ってきた。特にカフェ
イン（運動模倣）刺激後培養液のプロテオーム解
析から、骨格筋由来の BDNF（脳由来神経栄養因
子）をマイオカインとして同定した。我々はこの
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骨格筋由来 BDNFの心不全に対する改善効果に
ついてこれまで研究を進めており1,2,6,7）、これらの
研究結果を実臨床に応用するにはマイオカインと
しての BDNF分泌を駆動するメカニズムを同定
する必要があった。また血中の BDNFと運動強
度の関係を示した先行研究も存在することから5）、
運動種特異的なマイオカイン分泌経路の全体像へ
切り込むきっかけにもなると考えた。本研究では、
マイオカイン分泌を発光として簡便に定量評価可
能な実験系や、細胞に対する介入の筋分化への影
響を可視化する実験系を作成し、マイオカインの
分泌に関与するメカニズムを厳密に評価する基盤
技術の開発を行った。

方　　　　法

Ａ．筋芽細胞株 C2C12を用いた運動模倣刺激

実験系の確立

　我々は、骨格筋からの分泌を解析するために、
マウス骨格筋由来の筋芽細胞株である C2C12

（ATCC）を使用した。 1 週間の分化誘導により
骨格筋に分化させた C2C12に対しカフェインに
よる運動模倣刺激を行った。カフェインによる運
動模倣は電気刺激に比べコストが低く、細かいタ
イムスケールの実験や、さまざまな条件を検討し
ても安く済むメリットがある。また先行研究から、
分泌の最終段階で輸送小胞が細胞膜と融合する際
に、細胞膜付近のカルシウムイオン濃度が重要で
あると報告されており10）、細胞内のカルシウムイ
オン濃度を容量依存的に変化させるカフェイン刺
激が本研究に適していると考えた。

Ｂ．C2C12の分化度を考慮した BDNF 可視化

C2C12の作成

　C2C12細胞株を用いて BDNFの動態を解析する
には、蛍光タンパクを融合した BDNFを強制発
現し、可視化を可能にする必要がある。しかし先
行研究から、BDNFは筋分化阻害的に働くことが
示唆されており 8）、単純な蛍光タンパク付き
BDNFの強制発現は厳密なマイオカイン解析への
オフターゲット効果が想定された。そこで我々は
蛍光タンパク付き BDNF発現量が適切な範囲で
ありかつ、筋分化を行うことのできる C2C12株
クローンを樹立した。

Ｃ．時間分解能と定量性を担保する、断片化発

光タンパクを用いた BDNF 分泌度解析シス

テムの開発

　一般的なマイオカインの解析サンプルは、運動
模倣刺激後の細胞培養液の濃縮を行うことで回収
されてきた。この回収方法は煩雑な操作と長時間
の遠心分離を必要とし、細かいタイムコースの解
析を行うには 1度の回収に要する時間が長すぎる。
また分子メカニズムに対する介入実験を組み合わ
せることを考えると、より簡便でハイスループッ
ト性の高いマイオカイン解析法を開発する必要が
あった。我々は BDNFに断片化発光タンパクで
ある Hibit（Promega）を融合し、Hibit と複合体
を形成する Lgbitと基質であるフリマジンを添加
することで細胞外に分泌された BDNFを発光に
より検出するシステムを実現した。

Ｄ．介入実験による筋分化への悪影響を定量的

に解析する、分化度可視化システムの開発

　マイオカインの分泌メカニズムを解析するには、
分泌に関連する可能性のある分子をノックイン、
ノックダウンすることで、分泌と注目分子の因果
関係を解析する必要がある。しかしこのノックイ
ンやノックダウンは筋芽細胞の筋分化に影響を及
ぼすこともあり、分泌に対する影響がその分子に
よるものなのか、それとも分化不全に起因するも
のなのかを区別する必要がある。そこで我々は筋
分化に関連する Myogeninプロモーター領域を活
用し、分化度を定量的に可視化するシステムを開
発し、各種介入の筋分化に対する影響を解析する
基盤を構築した。

結　　　　果

Ａ．筋芽細胞株 C2C12を用いた運動模倣刺激

実験系の確立

　10 cmディッシュ内で C2C12細胞を10％ウシ胎
児血清入りの Dulbecco’s modified Eagle’s medium

（DMEM）培地のもと培養し、細胞がコンフルエ
ントになった段階で 2％ウマ血清入りの DMEM

培地に培地交換し分化誘導を行った。 1日 1度の
培地交換を行い 1週間分化誘導した後、カフェイ
ンによる運動模倣刺激実験を行った。運動模倣刺
激実験は血清未添加の DMEM培地を用いてプレ
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図 1．筋芽細胞株 C2C12を用いた運動模倣刺激実験系の確立
Fig.1．Establishment of an experimental system for exercise-mimetic stimulation using the myoblast cell line C2C12.

（A） Phase contrast image of C2C12 before differentiation and 7 days after induction of differentiation. The scale bar indicates 1 mm.
（B） The schematic image of the experimental system for exercise mimetic stimulation.
（C） The caffeine-stimulated exercise-mimicking experimental protocol and CBB-stained images of electrophoresed gels of collected 
media concentrates.

図 2．C2C12の分化度への影響をおさえた BDNF可視化システムの作成
Fig.2．Development of a BDNF visualization system with minimal impact on C2C12 differentiation.

（A） The schematic image of the vector utilized to visualize BDNF.
（B） Representative images of BDNF-mCherry-expressing C2C12 after 7 days of differentiation induction.
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ウォッシュを行い4）、その後 5 mM濃度のカフェ
イン入り DMEM培地と培地を交換することで実
行した。刺激後の培地を回収し、遠心による濃縮
を行い、濃縮した培地をウェスタンブロットによ
り解析した。カフェイン刺激後の培地中の BDNF

は刺激なしの培地に比べより多くの BDNFが検
出された（図 1）。

Ｂ．C2C12の分化度を考慮した BDNF 可視化

C2C12の作成

　BDNFに蛍光タンパク mCherryを融合した分子
を C2C12へ過剰発現させる際に、薬剤誘導性ベ
クターに分子を載せつつ、mTagBFP2を過剰発現
するベクターを混ぜた状態で C2C12にトランス

フェクションし、ゲノムへの挿入を競合させるこ
とで、分化に影響を及ぼしづらい適切な BDNF

の発現量を実現した。カフェイン刺激後の
BDNF-mCherry を共焦点顕微鏡によるライブイ
メージングで観察した。BDNF-mCherryの蛍光が
分泌現象を示唆する挙動を示す画像の取得はでき
たが、安定した再現性は現在担保できていない
（図 2）。

Ｃ．時間分解能と定量性を担保する、断片化発

光タンパクを用いた BDNF 分泌度解析シス

テムの開発

　BDNFに Hibitを融合した分子を C2C12に発現
させ、分化誘導後にカフェイン刺激実験を行った。

図 3．断片化発光タンパクを用いた BDNF分泌度解析システムの開発
Fig.3．The Development of a BDNF secretion analysis system utilizing fragmented luminescent protein.

（A） The schematic image of the fragmented luminescent protein-based BDNF secretion analysis system.
（B） The schematic image of comparison with previous myokine secretion analysis.

図 4．筋分化度可視化システムのイメージ図
Fig.4．The schematic image of the myogenic differentiation visualization system.

（A） The schematic image of the dynamics of the differentiation visualization system after induction of differentiation.
（B） Representative image of C2C12 with myogenic differentiation visualization system.
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実験系は培地を濃縮する実験系が数時間要するの
に対し、この実験系は数分で完了することができ
た。カフェイン刺激後の発光度の変化は、ウェス
タンブロットで確認した BDNFの挙動と一致し
ていた（図 3）。

Ｄ．介入実験による筋分化への悪影響を定量的

に解析する、分化度可視化システムの開発

　Myogeninプロモーター最小領域は C2C12のゲ
ノムから PCR により伸長した。Myogenin プロ
モーター最小領域下流に蛍光タンパク tdTomato

をコードする配列を挿入し、同一ベクターに
mTagBFP2を強制発現するユニットを導入するこ
とで分化度とそのベクター導入量を定量すること
を可能にした。このシステムの開発により、
C2C12に対する介入の筋分化度に対する影響を定
量的に評価することが可能になった3）（図 4）。

考　　　　察

　本研究により、培養細胞系 C2C12とカフェイ
ンを用いた BDNFの分泌解析とその可視化を中
心に、分泌解析のハイスループット化による実験
の時間解像度の改善、分泌に対する介入実験が筋
分化に影響しているか否かを解析する実験系の開
発を行うことで、マイオカインを研究するための
基盤となる実験系の開発ができた。今後このハイ
スループット性を生かしたマイオカイン分泌に対
する大規模スクリーニングを行うことで、特定の
マイオカイン分泌を促進する刺激方法の樹立を行
う礎となる実験を行い、運動方法に特異的なマイ
オカイン分泌をより詳細に解析することが可能と
なった。このような実験が実現できれば、運動処
方箋に対象者ごとの具体的な運動方法を記載する
ためのエビデンスを与える、特定の投薬に頼らな
い本来の身体活動に根差した個別化医療を実現さ
せうると考える。本研究では電気刺激よりもむし
ろカフェイン刺激に依存して分泌が観察された
BDNFを中心に解析を行ったが、電気刺激特異的
に分泌されるタンパクは、今後引き続き探索と解
析を行う予定である。またマイオカイン特異的な
細胞内輸送および分泌機構の解析は、BDNF-

mCherryと同時にさまざまな輸送や分泌関連タン
パクをともに発現させることで共局在スクリーニ

ングを現在行っている。現在選定された候補分子
のノックダウン系の条件検討を行っている。ノッ
クダウンには shRNAといった基本的なシステム
だけでなく、短い時間スケールで機能阻害を実現
しうるドミナントネガティブを用いた古典的な機
能阻害法も検討している。

総　　　　括

　マイオカインのなかには加齢や病態に改善効果
をもたらすマイオカインもある。運動刺激から分
泌に至るメカニズムが明らかになれば、副作用が
懸念される外部からの投薬に依存せず、分泌のメ
カニズムに依拠して運動方法を選択し、身体活動
に根差して狙ったマイオカインを分泌させる方法
論が確立できる。また、健康増進の目的で運動を
処方する場合においても、対象者ごとの健康状態
に基づき運動を選択するための具体的な基準は必
要である。マイオカインを中心とした新たな基準
があれば、現在多様に進化を遂げている運動方法
やトレーニング方法を対象者個別に効果的に運用
することが可能となり、対象者に恩恵があるだけ
でなく、マイオカイン分泌に特化した新たな運動
方法研究の需要を生み出すことで、運動生理学研
究の更なる活性化も期待できると考える。どのよ
うなメカニズムが分泌に関与するのかを解明する
には、筋分化など分泌経路以外への影響を排除し、
分泌経路に対する影響のみを厳密に評価できる基
盤実験系が必要である。本研究で作成した実験シ
ステムはこの目的に合致するものだと考えられる。
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