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序章 

骨格筋 

「筋肉」とは、骨格筋、心筋、平滑筋の総称である。これらの筋肉のうち、骨格筋は自分の意思

で動かすことのできる随意筋であり、体重の約 40%を占める生体内最大の器官である。骨格筋を

形作る筋線維は多核の細胞であり、複数の筋線維とその間隙に存在する結合組織によって骨格筋

が形成されている。筋線維は数千もの筋原線維が集まってできたものであり、この筋原線維は多

数のサルコメアが連なってできたものである。サルコメアとは隣接した 2 つの Z 帯によって区切

られた部分を指し、骨格筋の機能的な最小単位となっている。各サルコメアはアクチンフィラメ

ントとミオシンフィラメントを中心として構成され、さらにアクチンフィラメントにはトロポニ

ン及びトロポミオシンが存在しており、この構造が骨格筋の収縮において非常に重要な役割を果

たしている (Fig. introduction-1) (1, 2)。 

 

骨格筋の機能 

骨格筋は運動や姿勢保持、代謝制御など数多くの機能を担っている (2)。骨格筋は収縮や代謝の

特性から大きく速筋 (白筋)と遅筋 (赤筋)の 2 つに分類される (3)。速筋及び遅筋は、エネルギー

代謝のシステム (解糖系もしくは酸化的リン酸化)や収縮の速度、疲労耐性など様々な点で異なっ

ている。これらの相違は主に線維タイプの違いによるものである。筋線維は Myosin heavy chain 

(MHC)アイソフォームの発現に基づいて type I, type IIa, IIx, IIb の 4 種類に分類され、げっ歯類の

骨格筋においてはこれら全てが存在するものの、ヒトの骨格筋においては type IIb は存在しない 

(4)。Type I 線維を多く含む遅筋においては、酸化的リン酸化による代謝が優勢である。さらに、

収縮速度は遅いもののミトコンドリア含量が高く、効率の良い ATP の供給が可能であるため持久

力が高く、疲労耐性が高い (5)。一方で、Type II 線維を多く含む速筋においては、解糖系による代

謝が優勢である。解糖系により迅速に ATP が供給されるため、瞬間的に大きな力を生み出すこと

ができるものの、疲労耐性が低い (5)。例えば、ヒトにおいては以下の骨格筋が存在する。速筋に

分類される長趾伸筋 (Extensor digitorum longus muscle; EDL)は Type I : Type II 線維比が 47% : 53%

となっているほか、前脛骨筋 (Tibialis anterior muscle; TA)は Type I : Type II 線維の割合が 72% : 

28%であるものの、エネルギー代謝について、解糖系が優位であるなどの特徴を持つことから、速

筋に分類される (6-8)。また、遅筋に分類されるヒラメ筋 (Soleus muscle; SOL)の Type I 線維 : Type 

II 線維比は 80% : 20%となっている (9)。さらに、遅筋及び速筋の両方の性質を併せ持つ大腿四頭

筋 (Quadriceps femoral muscle; Quad)は大腿直筋、内側広筋、中間広筋、外側広筋からなり、Type I : 

Type II 線維比はおよそ 49% : 51%である (10)。しかし、長距離選手においては、70%ほどが遅筋
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である一方、短距離選手では約 80%が速筋であるなど、運動の種類によって筋線維の割合が異な

るほか、加齢とともに速筋の割合が減少し、遅筋の割合が増加するなど、骨格筋線維の割合は様々

な条件下で変化する (11-13)。 

 

骨格筋における運動効果 

運動は骨格筋収縮を介して様々な生理変化を引き起こす。代表的な例として運動による筋肥大が

挙げられる。Trappe らは高齢 (65-69 歳)の男性及び女性に 12 週間の膝の伸展運動を負荷したとこ

ろ、大腿四頭筋の筋量が 9%ほど増加したことを明らかにした (14)。さらに 69-73 歳の女性に 12

週間の有酸素運動トレーニングを負荷したところ、大腿四頭筋の筋量が約12%増加したこと (15)、

19-21 歳の男性及び 71-77 歳の男性においても同様に 12 週間の有酸素トレーニングを負荷した際

に大腿四頭筋量及び骨格筋の筋断面積 (Cross-sectional area; CSA)が増加したことなどが報告され

ており (16)、運動が骨格筋肥大に大きく寄与していることが分かる。また、ラットに週 3 回の筋

力トレーニングを 8 週間負荷した際に、長趾伸筋 (Extensor digitorum longus muscle; EDL) におい

て、筋の幹細胞であり、筋の修復や再生、肥大に関与する筋サテライト細胞の数が増加し、同時

に EDL の CSA も増加したことから、運動依存的な筋肥大には運動依存的な筋サテライト細胞数

の増加が関与することが示唆されている (17)。さらに、ラット後肢に重りをつけた伸展運動によ

る筋力トレーニングを 48 時間おきに 4 回実施したところ、腓腹筋におけるタンパク質合成が上昇

した (18)。この際、ラット腓腹筋においてインスリン様成長因子 1 (Insulin-like growth factor-1; IGF-

1)の mRNA 発現上昇が観察されており、これによって筋肥大が生じたと考えられる (18, 19)。以

上のように、筋肥大の際、骨格筋において筋量や CSA が増加するとともに、細胞レベルでは筋サ

テライト細胞数の増加や細胞内タンパク質合成上昇が観察されている。筋肥大は、骨格筋におけ

るタンパク質合成の割合が分解の割合を上回った際に生じ、このタンパク質合成を主にコントロ

ールするシグナル伝達経路としては Insulin-like growth factor 1- phosphoinositide-3-kinase-Akt/protein 

kinase B- mammalian target of rapamycin (IGF1-PI3K-Akt/PKB-mTOR)経路や p70S6K のリン酸化など

が、タンパク質分解に関与する因子としては Forkhead box O 1 (FOXO1)などが挙げられる (20-22)。 

また、運動は筋線維のタイプスイッチを引き起こすことも知られている。マウスに 4 週間の

Treadmill による持久運動を負荷すると、マウスの骨格筋において遅筋線維の割合が多くなり、速

筋線維から遅筋線維へ、筋線維のタイプスイッチが誘導されることが報告されている (23)。また、

この持久運動依存的な筋線維タイプスイッチには Ca2+透過性のイオンチャネルである Transient 

receptor potential melastatin 2 を介した Ca2+依存性のシグナル伝達経路が関与していることも知ら

れている (23)。一方、女性に 12 週間の短距離走によるトレーニングを負荷したところ、遅筋線維

が減少し、速筋線維が上昇したことから、短距離走や筋力トレーニングなどの高負荷な運動は遅

筋線維から速筋線維への筋線維のタイプスイッチを誘導することが示唆される (11)。また、遅筋
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線維から速筋線維へのタイプスイッチにも上述の FOXO1 が関与していることも報告されている 

(24)。 

さらに、運動は骨格筋代謝を亢進する。筋収縮の過程で ATP が消費されると Adenosine 

monophosphate activated protein kinase (AMPK)が活性化し (25, 26)、糖輸送単体 4 (Glucose transpoter-

4: GLUT4)の膜への輸送を介して糖取り込みを上昇させる (27-30)。さらに運動は全身のインスリ

ン感受性を高め、インスリン依存的な糖取り込みを上昇させることも報告されている (31)。また、

1 型糖尿病モデルラットにおいて、12 週間の有酸素運動を負荷することで脂質輸送体である CD36

発現が上昇することから、運動は脂質代謝にも寄与していることが示されている (32)。以上のよ

うに、運動は骨格筋において、筋肥大や代謝制御など様々な効果を及ぼす。 

 

骨格筋以外への運動効果 

近年の研究により、運動は骨格筋以外にも様々な組織や器官にその効果を及ぼすことが明らかに

されている。 

 

(1) 運動による脂肪組織の制御 

運動は脂肪組織の代謝を制御することから、肥満や 2 型糖尿病に有効であることが知られている 

(33)。脂肪組織は、脂肪を形成することでエネルギーを貯蔵する白色脂肪組織 (White adipose tissue: 

WAT)、熱産生に寄与する褐色脂肪組織 (Brown adipose tissue: BAT)、BAT と類似した機能を有する

ベージュ細胞により構成されるベージュ脂肪組織の 3 つが存在している (34-36)。BAT やベージ

ュ細胞数の増加は体重増加の抑制や耐糖能異常の改善、インスリン感受性の回復などに寄与する

(37-40)。運動は WAT 内でのベージュ細胞数増加を誘導することが報告されているほか (41)、

Running Wheel を用いた自発走行による低強度の持久運動は脂肪組織における Uncoupling protein 1

や Prdm16 などの BAT 及びベージュ細胞マーカー遺伝子の発現を上昇させることから、BAT 及び

ベージュ細胞数が運動に伴って増加することが示されている (42)。以上より、運動によるベージ

ュ細胞の増加は脂肪組織における代謝亢進に貢献していると考えられている (37-42)。 

 

(2) 運動による肝機能制御 

運動は肝臓での代謝に対しても効果を示す。例えば、運動は非アルコール性脂肪肝疾患 

(Nonalcoholic fatty liver disease：NAFLD)の改善に有用であるとされている (43)。NAFLD を発症す

る原因としてインスリン抵抗性や高インスリン血症、過剰な脂肪による肝臓での脂質合成上昇が

挙げられるが (44, 45)、様々な条件の有酸素運動及び筋力トレーニングによって肝臓の脂肪量が

減少し、インスリン抵抗性が改善することが報告されている (43)。 

また、近年の研究によって、高脂肪食を摂取させたマウスに運動を負荷したところ、肝臓におけ
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る脂肪蓄積や糖新生が減少し、インスリン感受性が上昇することが明らかにされた。脂質合成上

昇による NAFLD 発症に伴って肝臓において炎症が誘導されるが、同研究においては、運動によ

り脂肪生成が減少して脂質酸化が亢進、肝臓の炎症も改善されたことが報告されている (46)。ま

た、同様の運動効果はヒトにおいても観察されている (47)。以上のように、運動は肝臓の代謝制

御にも関与している。 

 

(3) 運動による免疫調節 

運動は免疫機能を調節することも知られている。まず、低強度の運動は全白血球数や循環性白血

球の割合を上昇させる。全白血球数は運動後短時間 (0.5-3 h)のうちに 2-3 倍に上昇し、長時間の

持久運動を行うことで約 5 倍に上昇する (48)。さらに、急性の穏やかな運動は好中球の遊走を増

強させる (49)。好中球のファゴサイトーシスは単回の運動後すぐに増強されるなどの報告もある 

(50)。T 細胞に関しても 45 分間の Treadmill による運動の 1 時間後より減少することが報告されて

いる (51)。 

一方、高強度運動は免疫能を低下させることも知られている。単回長時間の運動は日和見感染症

のリスクを上昇させる (52)。この現象は open window theory と呼ばれており、特に運動後数時間

から数日間に渡って上気道感染症のリスクが増加する (51, 53)。以上、運動の種類や強度によって

その効果は異なるものの、低強度の運動は免疫能を高め、炎症を減少させる。 

 

(4) 運動と骨代謝 

運動は、近年高齢化が進む中で問題となっている骨粗しょう症の進行を防ぐために有効であるこ

とが知られている。骨粗しょう症は骨の形成と再吸収のバランスが崩れることによって引き起こ

される (54)。骨形成は間葉系幹細胞 (Mesenchymal stem cell: MSCs)に由来する骨芽細胞、再吸収

は造血幹細胞 (Hematopoietic stem cell: HSCs)のマクロファージ系譜由来である破骨細胞により行

われる (55, 56)。運動後に石灰化された小結節の数や骨形成マーカーである Alkaline phosphatase, 

Osteocalcin 発現量が上昇することから、運動は骨形成を促進することが示唆される (57, 58)。ま

た、運動は骨芽細胞における骨形成マーカーOsteocalcin, Runx2, Osterix, BAP, BMP2, I 型コラーゲ

ンを発現上昇させ、骨粗しょう症マーカーTartrate-resistant acid phosphataseレベルを減少させる (59, 

60)。さらに運動は、破骨細胞において、破骨細胞の分化を抑制する Osteoprotegerin (OPG)発現を

増加させるとともに、破骨細胞分化を促進する Receptor activator of nuclear factor κB ligand (RANKL)

発現を減少させることで、骨吸収が抑制されることも示されている (59)。 

 

(5) 運動と血管新生 

運動は血管新生の促進にも関与している。血管新生とは、既存の血管から新しい血管が分岐する
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ことであり、Vascular endothelial growth factor (VEGF)が重要な役割を果たしている (61)。近年の研

究により、ラットやヒトに穏やかな持久運動を負荷した際、骨格筋における VEGF 発現が上昇す

ることが明らかにされた (62-64)。さらに、運動は VEGF の受容体である VEGFR1 及び VEGFR2

の mRNA 発現を増加させることや VEGF シグナルの活性化に重要な Nitric oxygen (NO)産生に関

連する eNOS 発現を上昇させることも示されている (65-67)。このように運動は血管新生の制御に

も深く関連している。 

以上のように運動は骨格筋以外の多くの組織や器官に対して影響を及ぼすが、骨格筋収縮によっ

て発生する運動シグナルがどのように他組織や器官に伝達されるのかについては長らく不明であ

った。 

 

マイオカイン 

これら運動依存的に生じる骨格筋以外の他組織・器官の変化を説明する有力な説として、骨格筋

収縮シグナルを伝達する骨格筋由来分泌タンパク質・ペプチドであるマイオカインが注目されて

いる。運動はこれまでに心不全や慢性閉塞性肺疾患、2 型糖尿病などの改善に有用であることが

示されてきたが (68-70)、当初このような効果は運動依存的なインスリン感受性の上昇や血圧低下

に起因すると考えられていた (71, 72)。しかし、筋収縮により血中 Interleukin-1 (IL-1)及び Interleukin 

6 (IL-6)濃度が上昇することで好中球数の上昇などを含めた免疫制御が起こること (73)、運動によ

り骨格筋における Il-6 遺伝子発現が上昇することが示され (74)、マイオカインにより骨格筋以外

の他組織や器官へ運動シグナルが伝達されるという仮説 (マイオカイン仮説)が提唱された。以下、

これまでに同定されたマイオカインの例を述べる。 

 

(1) Interleukin-6 

IL-6 は炎症を誘発する炎症性サイトカインとして知られる一方、炎症を抑制することも知られて

いるサイトカインであり、一過性の運動により IL-6 の血中濃度が上昇することはよく知られてい

る (75, 76)。また、ラットの片脚のみに電気刺激を負荷して収縮させた際、電気刺激を負荷した脚

のみで Il-6 遺伝子発現が上昇すること (74)、マウス由来の骨格筋細胞である C2C12 筋管細胞に電

気刺激を負荷して収縮させた際に IL−6 分泌が上昇することなどを併せ (77)、IL-6 は運動依存的

に骨格筋より分泌されるマイオカインであることが証明された。この運動依存的な骨格筋からの

IL-6 分泌に関する生理的意義についても研究が進められており、抗炎症効果があることが明らか

にされている (78)。また、運動依存的な抗炎症効果は、Interleukin-1βシグナルの抑制を介してい

ることも示唆されている (78)。以上のように、IL-6 は免疫の制御に関与する運動制御性マイオカ

インである。 
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(2) Irisin 

Irisin は膜タンパク質であり、皮下脂肪組織の代謝制御を担う Fibronectin type Ⅲ  domain-

containing protein 5 (FNDC5)の細胞外ドメインが切断されて放出されるマイオカインである (79)。

骨格筋特異的に Peroxisome proliferators activates receptor γ coactivator-1α (PGC-1α)を過剰発現させた

マウスでは、骨格筋での FNDC5 発現が上昇するが、運動は FNDC5 を切断することで血中 Irisin

量を増加させる (79)。血中 Irisin 量の増加は皮下脂肪における脂肪細胞の褐色化を誘導すること

が報告されているほか (79)、FNDC5 を過剰発現させたマウスにおいては血中 FNDC5 濃度も上昇

し、cAMP-PKA-Perilipin/HSL 経路を介して脂肪分解を促進することで血中の脂質レベルを減少さ

せることも報告されている (80)。以上のことから、Irisin は運動依存的に分泌が上昇することで主

に脂肪組織の代謝に影響を与えていることが示されているものの、心筋における Irisin 分泌は骨

格筋よりも多い可能性も示唆されており (81)、運動依存的な血中 Irisin 量増加への骨格筋の寄与

については、さらなる調査が必要である。 

 

(3) Interleukin-15 

Interleukin-15 (IL-15)はヒト骨格筋において発現しており、タンパク質同化作用や脂肪量減少作用

を示すことが知られている (82)。近年の研究により、筋力トレーニングによって骨格筋における

Il-15 遺伝子発現量及び血中 IL-15 濃度が上昇することが明らかにされた (83, 84)。放出された IL-

15 は骨格筋のみならず脂肪組織でも重要な役割を果たす (85)。IL-15 は脂肪組織重量を減少させ

ることが示されており、実際、ラットに 7 日間 IL-15 を処理することで、白色脂肪組織が約 33%

減少したことが報告されている (86)。また、そのメカニズムの 1 つとして、IL-15 による Very low 

density lipoproteins の産生抑制が知られている (86)。以上、運動依存的に血中 IL-15 濃度が上昇す

ると、骨格筋におけるタンパク質同化作用及び脂肪組織における脂肪量減少が引き起こされる。

その他、最近、運動依存的に骨格筋由来 IL-15 発現分泌が上昇することで皮膚機能を制御すると

いう報告もなされた (87)。これは、第三章緒言において詳しく述べる。 

 

(4) Interleukin-8 

Interleukin-8 (IL-8)は好中球の活性化因子であることが知られているサイトカインである (88)。

IL-8 について 3 時間のランニングや 1 時間のサイクリング運動など伸張性収縮を伴う高強度の運

動において血中 IL-8 濃度及び骨格筋における Il-8 遺伝子発現が上昇することが明らかにされてい

るほか、短縮性収縮を伴う比較的穏やかな運動に応答して IL-8 タンパク質発現が上昇することも

報告されている (89-91)。また、運動依存的な骨格筋由来 IL-8 の発現分泌上昇は血管新生に関与

していることが知られている (92, 93)。IL-8 は CXCR1 及び CXCR2 の 2 つの受容体と相互作用す

ることが知られており、CXCR2 と相互作用した際に血管新生が誘導されることが報告されている 
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(92, 93)。このように IL-8 は運動依存的な免疫制御及び血管新生促進に関与している可能性がある

マイオカインである。 

 

(5) Myostatin 

Myostatin は現在までに同定されている運動制御性マイオカインの中で、唯一、運動により発現

分泌が減少するマイオカインである (94)。Myostatin はオートクライン、パラクライン様に作用し、

主にサテライト細胞の増殖や分化を抑制することが知られており、ヒトやマウスにおいて

Myostatin を欠損させることで、筋肥大が誘導されることが示されている (94-97)。また、Myostatin

の受容体は Activin 受容体である Acvr2b であり、Myostatin が Acvr2b と結合することで筋肥大が

抑制されることが知られている (97)。そのため、運動により Myostatin の発現分泌が減少すると

Acvr2b を介したシグナル伝達が抑制され、筋肥大が促進される (97, 98)。 

 

ここまで、運動により発現や分泌が制御されるマイオカイン (運動制御性マイオカイン)の例を

述べてきたが、その他の運動制御性マイオカイン (候補因子を含む)を含めて Table. introduction-1

にまとめた。さらに、骨格筋以外への運動効果と関与している可能性があるマイオカインを Table. 

introduction-2 にまとめ、マイオカインの概念図を Fig. introduction-2 に示した。 

 

皮膚における運動効果 

Table. introduction-2 にまとめたように、免疫系、脂肪や肝臓、血管系で観察される運動効果の少

なくとも一部にマイオカインが関与していることが示唆された。一方、近年、運動は皮膚機能に

も大きな影響を与えていることが示されている。 

例えば、皮膚創傷モデルラットに Treadmill 運動を負荷すると、非運動群と比較して、有意に創

傷閉鎖速度が上昇することや、マウスへの持久運動負荷によっても創傷治癒促進が観察されるこ

とが報告された (99, 100)。さらに、健康なヒト高齢者に創傷し、15 分間の有酸素運動を週 3 回実

施した結果、創傷治癒が促進されることが示されている (101)。また、肥満によって創傷治癒の遅

滞や潰瘍形成 (99, 102-104)、真皮の薄皮化やコラーゲン量減少が見られるが、運動はこれらの状

態を改善することも明らかにされている (105)。 

さらに運動は、皮膚癌モデルマウスの表皮において p53 経路を活性化し、Insulin-like growth factor-

binding protein 3 (IGFBP-3)や p21, Phosphatase and tensin homolog (PTEN)の発現を増加させる。この

中で、IGFBP-3 及び PTEN は IGF-1 の生理活性を抑制することが知られており、これによって癌

細胞の増殖を抑制しているのではないかと考えられている (106)。 

以上のように、運動による皮膚機能制御については多くの報告があるものの、マイオカインの関

与については不明な点が多く残っている。 
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本研究の目的 

ここまで見てきたように、骨格筋以外の組織や器官で観察される運動効果の少なくとも一部に、

骨格筋から分泌されるタンパク質やペプチドであるマイオカインが関与することが指摘されてき

た。一方、マイオカインの同定は完了しておらず、未知の運動制御性マイオカインも多数存在す

ることが予想される。また、運動制御性マイオカインの生理作用についても不明な点が多く、特

に運動依存的な皮膚機能制御におけるマイオカインの関与についてはほとんど分かっていない。

そこで、本研究においては、(1) 新規の運動制御性マイオカインを探索・同定すること、(2) 運動

による皮膚機能制御にマイオカインが関わっているかを明らかにすることを大きな目的とした。 

 

本論文の構成 

本論文は、以下の形で構成される。 

第一章では、マウス由来骨格筋細胞 C2C12 細胞に電気パルス刺激 (Electrical pulse stimulation: 

EPS)を負荷することで人為的な収縮を誘導する C2C12-EPS 系及び複数の走行動物モデルを用い

て新規マイオカインの探索を試み、C-X-C motif chemokine ligand 10 (CXCL10)及び C-C motif 

chemokine ligand 5 (CCL5)の 2 つを新規の運動により発現や分泌が減少するマイオカイン (運動抑

制性マイオカイン)として同定した。 

第二章では、同定した CXCL10 及び CCL5 の 2 つのマイオカインのうち、特に血管新生の制御な

ど興味深い生理作用が報告されている CXCL10 に着目し、その発現制御メカニズムを明らかにす

ることを試みた。その結果、筋収縮依存的な CXCL10 減少には Ca2+振動や p38 MAPK 活性化が重

要であることを示した。 

第三章では、運動制御性マイオカインによる皮膚機能制御について、特に CXCL10 に着目した研

究を行った。その結果、筋収縮によって骨格筋由来 CXCL10 分泌が減少すると、真皮線維芽細胞

におけるコラーゲン量が上昇すること、酸化ストレス関連遺伝子 Srxn1 の遺伝子発現上昇を介し

て真皮線維芽細胞の酸化還元状態を制御していることを示唆した。 

第四章では、運動以外の刺激である栄養条件の変化による CXCL10 制御の解明を試み、高栄養に

よる肥満は骨格筋由来 CXCL10 の発現分泌を上昇させることを見出し、これが血中グルコースや

飽和脂肪酸濃度の上昇に起因する可能性を示した。 

最後に総合討論にて、本研究において得られた結果より運動依存的な CXCL10 制御及び皮膚機

能への効果を総合的に考察した。 
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Fig. introduction-1 骨格筋の模式図 

骨格筋は複数の筋線維とその間隙に存在する結合組織によって形成されている。筋線維は数千も

の筋原線維より形成されており、筋原線維は多数のサルコメアが連なってできたものである。サ

ルコメアは隣接した 2 つの Z 帯によって区切られた部分であり、各サルコメアはアクチンフィラ

メントとミオシンフィラメントを中心として構成される。 
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Fig. introduction-2 マイオカインの概念図 

運動は骨格筋以外にも脂肪組織や骨をはじめとした多くの組織や器官にその効果を及ぼすことが

報告されている。この運動効果を他臓器や組織に伝達する因子として、骨格筋より分泌されるタ

ンパク質やペプチドであるマイオカインの存在が提唱されている。 

Exercise

Myokines

Adipose tissue Blood vesselsBone Skin Immune system

Skeletal muscle
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Table. introduction-1 現在提唱されている運動制御性マイオカイン 

 
 

�� ���� �	�
 ��
�

IL-6 Interleukin-6 Pedersen BK et al., 2003

IL-15 Interleukin-15 Nielsen AR et al., 2007

CXCL1/KC C-X-C motif chemokine ligand 1 Nedachi T et al., 2008

CXCL5/LIX C-X-C motif chemokine ligand 5 Nedachi T et al., 2008

GM-CSF
Granulocyte Macrophage colony-
stimulating factor

Peterson JM & Pizza FX.,
2009

IL-8 Interleukin-8
Peterson JM & Pizza FX.,
2009

Myostatin - Saremi A et al., 2010

VEGF Vascular endothelial growth factor Høier B et al., 2010

Irisin - Boström P et a., 2012

Myonectin - Seldin MM et al., 2012

SPARC
Secreted protein acidic and rich in
cystein

Aoi W et al., 2013

BAIBA 3-Aminoisobutyric acid Roberts LD et al., 2014

CCL2/MCP-1 C-C motif chemokine ligand 2 Catoire M et al., 2014

CNTF Ciliary neurotrophic factor Johnson RW et al., 2014

CX3CL1/fractalkine C-X3-C motif chemokine ligand 1 Cptoire M et al., 2014

Decorin - Kanzleiter T et al., 2014

MIF
Macrophage migration inhibitory
factor

Miyatake S et al., 2014

Musclin - Subbotina E et al., 2015

FGF-21 Fibroblast growth factor 21 Kruse R et al., 2017

IL-10 Interleukin-10 Leal LG et al., 2018
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Table. introduction-2 骨格筋以外への組織における運動効果と 

関与している可能性が考えられるマイオカイン  

 
  

� ��� )��� ������

��	
�
 ��#��� IL-6
CXCL1/KC
CXCL5/LIX
GM-CSF
CCL2/MCP-1
IL-10

$"� $"� ��'�( IL-15
Irisin
Myonectin
BAIBA
Musclin
FGF-21

!% !%�����'�( FGF-21

&� &�����( IL-8
VEGF
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1. 緒言 
序論で述べたとおり、骨格筋はマイオカインと総称される数多くのタンパク質やペプチドを分泌

していることが明らかになった。また、ヒト、マウス、培養骨格筋細胞などを対象にした研究に

より、運動により発現や分泌が制御されるマイオカイン (運動制御性マイオカイン)も多数発見さ

れてきている (68, 107, 108)。一方、骨格筋から分泌されるマイオカインであることは示されてい

るものの、運動制御性マイオカインであるかについては不明なマイオカインも多く存在する。例

えば、Interleukin-7 (IL-7)は、骨格筋から分泌されるマイオカインであることが報告されているが、

ラットに運動を負荷しても骨格筋における IL-7タンパク質発現量に変化は見られない (109, 110)。 

また、運動によって血中濃度が変化する増殖因子やサイトカインについても、その変動が骨格筋

に由来するのか明らかにすることは容易ではない。例えば、膝の進展による運動を 60 分間実施す

ると、Interleukin-6 (IL-6)の血中濃度が上昇することが報告されているが、その際、同時に骨格筋

における Il-6 遺伝子発現量が増加することが知られている (111)。一連の結果から、「運動後に見

られる IL-6 血中濃度の上昇は骨格筋における IL-6 産生増加に由来する」との仮説を立てることは

できるものの、一方、運動によって骨格筋に浸潤したマクロファージも盛んに IL-6 を分泌するた

め (112, 113)、運動後の IL-6 血中濃度上昇がマクロファージなど他の細胞・組織に由来している

可能性を排除できない。したがって、骨格筋分泌因子の研究を行う上で、骨格筋から実際にタン

パク質やペプチドが分泌されているのか、その分泌量は収縮によって変化するのかを明らかにす

ることは極めて重要である。 

近年、マウス由来骨格筋細胞 C2C12 細胞に電気パルス刺激 (Electrical pulse stimulation; EPS)を負

荷することで収縮誘導を行う実験系 (C2C12-EPS 系)が確立された (77)。この C2C12-EPS 系を用

いることで、C2C12 筋管細胞から IL-6 が直接分泌されていること、さらに EPS による収縮誘導に

より分泌量が増加することが示された (77)。すなわち、本系の確立は IL-6 が運動制御性マイオカ

インであることの最終的な証明に貢献したと言える。さらに、本系は骨格筋細胞のみから構成さ

れる利点を持っているため、マイオカインの同定に対して強力なツールとなる。実際、本系ある

いは本系を改変した実験系を用いて、C-X-C motif chemokine ligand 1 (CXCL1)及び C-X-C motif 

chemokine ligand 5 (CXCL5)などをはじめとする数多くの運動制御性マイオカインが同定されてい

る (77, 114)。 

このように、現在までに多くのマイオカインが同定されてきたが、未だ運動による制御を受ける

か不明なマイオカインも多く存在する。そこで、本章では、上記の C2C12-EPS 系に加えて、多数

の分泌タンパク質を同時に解析可能である Cytokine array を組み合わせ、新規運動制御性マイオカ

インの探索を行うこととした。 
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2. 材料と方法 
 

細胞培養 

C2C12 細胞の培養 

マウス骨格筋由来 C2C12 細胞は高橋伸一郎教授 (東京大学大学院農学生命科学研究科)、長森英

二准教授 (大阪工業大学工学部生命工学科)、藤田英明氏 (国立研究開発法人理化学研究所生命機

能科学研究センター)より譲渡していただいたものを使用した。C2C12 細胞は 37℃、5% CO2 条件

下において、75 cm2 flask (Corning, NY, USA)内で培養した。C2C12 細胞の培養には 15 ml の Growth 

medium (Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) Low glucose (LG; 1.0 g/l) (Nacalai tesque, Kyoto, 

Japan) + 10% Fetal bovine serum (FBS) (Biowest, Nuaillé, France) + 1% Penicillin-Streptomycin mixed 

solution (P/S) (Nacalai tesque))を用いた。培地交換は 48 時間ごとに実施し、フラスコの 50%程度ま

で C2C12 細胞が増殖したところで継代を行った。継代は以下に示した手順で実施した。まず、ア

スピレーターを用いて培地を除去した後に、10 ml の Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline (D-PBS) 

(Nacalai tesque) により細胞を洗浄した。その後、1 ml の Trypsin-EDTA (TE) (Nacalai tesque)を用い

て細胞を剥離し、9 ml の Growth medium を加えて全量を 10 ml として 163 × g の条件で 5 分間遠心

した。遠心終了後に上清を除去し、細胞のペレットを 10 ml の Growth medium にて再懸濁した後、

血球計算盤 (ERMA INC., Tokyo Japan)を用いて細胞数を計測し、75 cm2 flask に 2.0 × 103 cells/cm2

となるよう播種した。 

 

C2C12 細胞の分化誘導 

C2C12 の分化誘導は以下の手順で実施した。まず、継代の際に 8 well plate (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA)または 6 well plate (Corning)に 1.0 × 104 cells/cm2 となるよう C2C12 細胞を播種

した。C2C12 細胞をプレートの 95%程度まで増殖させ、Differentiation medium (Dulbecco’s modified 

Eagle medium (DMEM) High glucose (HG; 4.5 g/l) (Nacalai tesque) + 0.5% Calf serum (CS) (Biowest) + 

1% P/S)培地に切り替えることで C2C12 細胞の分化を誘導した。分化誘導の実施中は 24 時間ごと

に培地を交換し、筋管が形成されるまで 5〜7 日間ほど分化誘導を行った (Supplymentary figure. 1-

1A)。 

 

電気パルス (Electrical pulse stimulation; EPS)処理 

十分に筋管を形成した C2C12 細胞は以下の手順にしたがって電気パルス刺激 (Electrical pulse 

stimulation: EPS)を負荷することによって収縮させた。Differentiation medium を用いて培地交換を

行った後に C-Pace EP Culture Pacer (IonOptix, Westwood, MA, USA)及び C-dish (8 well, 6 well) 
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(IonOptix)を用いて 1 Hz, 2 ms, 20 V, 24 時間の条件で C2C12 細筋管胞を刺激することにより収縮さ

せた (Supplementary figure. 1-1B, C)。なお、本研究で用いた EPS 条件は、これまでに骨格筋収縮に

伴って増加することが観察されている糖取り込みについて、EPS による変化の検討が行われてお

り、1 Hz, 2 ms, 20 V で 24 時間刺激した際に糖取り込みが増加することが確認されている (77)。

通常、ヒトの運動においては 30 分程度の穏やかな運動により糖取り込みが上昇することが知られ

ており (115)、このような運動条件を模倣できていると考えられたため、上述の条件を用いた。 

 

タンパク質解析 

Cytokine array 

EPS 処理終了後、C2C12 筋管細胞の培養上清を回収した。回収した培養上清は卓上冷却遠心機 

(Eppendorf, Hamburg, Germany)によって 4℃, 92 × g で 1 分間遠心し、上清をサンプルとした。その

後、Proteome Profiler TM Arrays Mouse Cytokine Panel A (R&D systems, Minneapolis, MN, USA)によっ

て C2C12 筋管細胞から分泌された複数のタンパク質を網羅的に解析した。Cytokine array の手順に

ついては、キット付属のプロトコルにしたがって実施し、化学発光の検出には ChemiDocTM XRS+ 

(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)を用いた。検出されたスポットのシグナル強度は Image J Software 

(http://imageJ.nih.gov/ij/)により定量化し、相対的な数値として算出した。 

 

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

ELISA は DuoSet® Mouse CXCL10/IP-10/CRG-2 (R&D systems)、DuoSet® Mouse CCL5/RANTES 

（R＆D systems）、DuoSet® Ancillary Reagent Kit2 (R&D systems)を使用して実施した。実験の手順

についてはキット付属のプロトコルにしたがって実施し、各濃度の Standard (CXCL10; 62.5-4000 

pg/ml, CCL5; 31.25-2000 pg/ml)及びサンプルは 4℃にて 12 時間インキュベートし、吸光度の測定に

は xMarkTM Microplate Spectrophotometer (Bio-Rad)を用いた。得られた Standard の吸光度を用いて

Standard curve を作成した。なお、各濃度の Standard は Reagent Diluent を用いて希釈したため、

Reagent Diluent の吸光度も測定し、これを Background として各濃度の Standard の吸光度から差し

引いた値を用いて Standard curve を作成した。各サンプル中の CXCL10 濃度については、得られ

た吸光度の値を Standard curve に適用することで算出した。 

 

遺伝子発現解析 

細胞の回収及び RNA 抽出 

細胞からの RNA 精製は、NucleoSpin® RNA (MACHEREY-NAGEL, Düren, Germany)または、TRIzol 

reagent (Thermo Fisher Scientific)を用いて、添付プロトコルに従って行った。精製した RNA は
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NanodropTM 2000/2000c (Thermo Fisher Scientific)を用いて濃度測定を行い、-80℃にて保存した。 

逆転写反応 (Reverse-Transcription) 

逆転写反応には、PrimeScriptTM RT reagent Kit (Perfect Real Time) (Takara Bio Inc., Shiga, Japan)を用

いた。各サンプル 500 ng の RNA を鋳型として用い、cDNA を合成した。合成した cDNA は-30℃

にて保存した。 

 

Reverse transcriptional-qPCR (qPCR) 

逆転写反応により合成した cDNA は EASY Dilution (for Real Time PCR) (Takara Bio Inc.)を用いて

10 倍に希釈し、qPCR のサンプルとして用いた。qPCR には KAPA SYBR Fast qPCR Kit (NIPPON 

Genetics Co., Ltd., Tokyo, Japan)または THUNDERBIRD® SYBR qPCR Mix (TOYOBO CO., LTD., 

Osaka, Japan)を用いた。内在性コントロールとして、Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase 

(Gapdh)を用いた。なお、使用したプライマー配列は以下に示した。 

 

mouse Cxcl10 

Forward: 5’ - CAT ATG GCT CGG ACA CCA - 3’ 

Reverse: 5’ - ACA CAC TTG GCG GTT CCT - 3’ 

 

mouse Gapdh 

Forward: 5’ - TGT GTC CGT CGT GGA TCT GA - 3’ 

Reverse: 5’ - CGT GCT TCA CCA CCT TCT TGA - 3’ 

 

動物実験 

動物飼育 

本研究における全ての動物実験は、東洋大学動物実験委員会の承認を受けた後に実施した。8 週

齢の雄 C57BL/6J マウス (Charles River Laboratories Japan Inc., Kanagawa, Japan)を購入し、個別のケ

ージにおいて 1 週間の馴化飼育を実施した。なお、マウスは温度 23±1℃、湿度 40-60%、12 時間

の明暗サイクル (6:00-18:00 明期、18:00-6:00 暗期)の条件において飼育し、飼料 (Labo MR Stock, 

Nosan Corp., Kanagawa, Japan)および水は自由摂取とした。 

 

Treadmill による走行実験 

1 週間の馴化飼育を終えた後、マウスを 4 匹ずつ Treadmill による強制走行を負荷する Running 群

と負荷しない Rest 群の 2 群に分けた。Running 群のマウスには 8% slope、15 cm/s の条件で 30 分

間の強制走行を負荷した。なお、本実験では、走行路末端に電極 (100-150 V の電圧負荷)を設置し



 - 18 - 

て走行を強制させるシステムを用いたが、マウスが電極に触れる直前にスパーテルを用いて走行

を促し、マウスのストレス軽減を図った。30 分間の走行が終了した後、イソフルラン (Pfizer Inc., 

New York, NY, USA)による麻酔下で頸椎脱臼によりマウスを安楽死させ、各骨格筋 (前脛骨筋 

(Tibialis anterior muscle; TA)、長趾伸筋  (Extensor digitorum longus muscle; EDL)、大腿四頭筋 

(Quadriceps femoral muscle; Quad)、ヒラメ筋 (Soleus muscle; SOL))を採取した。 

 

Running Wheel による走行実験 

1 週間の馴化飼育後、マウスを 5 匹ずつ Running Wheel による強制走行を負荷する Running 群と

負荷しない Rest 群の 2 群に分け、Running 群のケージ内には Running Wheel を設置し、1 週間の自

由走行を負荷した。なお、本実験においては、Wheel Manager Software (Med Associates Inc., Fairfax, 

VT, USA)により各 Running Wheel の回転数をモニタリングした。１週間後、上記と同様にイソフ

ルラン (Pfizer Inc.)による麻酔下で頸椎脱臼により安楽死させ、上記と同様の手順で各骨格筋 (TA, 

EDL, Quad, SOL)サンプルを採取した。 

 

マウス骨格筋からの RNA 抽出 

マウスの各骨格筋サンプルは TRIzol reagent を用いて RNA を抽出した。15 ml チューブに 25 mg

以上の各骨格筋組織と TRIzol を混合し、超音波ホモジナイザ (Misui Electric Co., Ltd, Chiba, Japan)

によって超音波破砕した。超音波破砕終了後、破砕した組織と TRIzol reagent を全てマイクロチュ

ーブに移し、4℃, 12000 × g の条件で 10 分間遠心することで不溶性画分を除去した。遠心後、上

清を新しい 1.5 ml チューブに移し、上記と同様の手順で RNA を抽出した。 

 

統計解析 

統計解析には GraphPad Prism8 (GraphPad Software, CA, USA)を用いた。本章では、全て 2 群間の

解析であったため、unpaired Student’s t-test を使用した。危険率が 5%未満の際に統計的に有意な差

があるとした。 
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3. 結果 

CXCL10 及び CCL5 は新規マイオカイン候補因子である 

まず、マウス骨格筋由来 C2C12 筋管細胞よりどのようなタンパク質が分泌されているかを明ら

かにするため、Cytokine array を用いた解析を行った。各タンパク質のスポットのシグナル強度を

測定したところ、CCL1/I-309, INFγ, IL-1α, IL-1ra, IL-6, CXCL10/IP-10, CXCL1/KC, M-CSF, CCL2/JE, 

CXCL2/MIP-2, CCL5/RANTES, CXCL12/SDF-1, TIMP-1, TNF-αの 14 のタンパク質については、最

もシグナルが強かった CXCL1/KC のシグナル強度を 1 とした時に相対値が 0.2 以上となった。以

上の結果から、これら 14 のタンパク質を骨格筋細胞から放出されるマイオカイン候補分子とした 

(Fig. 1-1A)。 

次に、これらのマイオカイン候補分子の分泌が、骨格筋収縮による制御を受けるか調べた。分化

C2C12 筋管に 1 Hz, 2 ms, 20 V の条件で 24 時間の EPS 刺激を負荷して収縮させ、培養上清を回

収、Cytokine array を用いた解析を行った。その結果、C-X-C motif chemokine ligand 10 (CXCL10)及

び C-C motif chemokine ligand 5 (CCL5)分泌量はそれぞれ約 0.7 倍、約 0.5 倍に減少し、M-CSF 及び

CXCL2 は EPS 負荷により 1.2 倍ほど分泌が上昇した (*: p<0.05, n=3) (Fig. 1-1B)。運動によって骨

格筋からの分泌が抑制されるマイオカイン (運動抑制性マイオカイン)としては、これまで、

Myostatin のみしか同定されていなかったことから (94)、本研究で同定された CXCL10 及び CCL5

に着目し、さらに解析を行うこととした。 

 

CXCL10 及び CCL5 は EPS 依存的に分泌及び遺伝子発現が減少する 

CXCL10 は Interferon-gamma (INFγ)や Tumor necrosis factor-alpha (TNFα)をはじめとした炎症性サ

イトカインの刺激によって単球や内皮細胞などにおいて産生されることが知られている (116)。

一方で、骨格筋から放出される CXCL10 の生理的意義や放出メカニズムについては全く分かって

いない。 

そこで、EPS負荷によりどの程度のCXCL10の分泌が減少しているかを明らかにするため、ELISA

による解析を行った。分化した C2C12 筋管細胞に上記と同様に 1 Hz, 2 ms, 20 V の条件で 24 時間

の EPS 刺激を負荷し、ELISA によって培養上清中の CXCL10 濃度の変化について解析した。その

結果、EPS を負荷していない筋管より分泌された CXCL10 は 125 ± 5.6 pg/ml であったのに対して、

EPS を負荷した筋管より分泌された CXCL10 は 100 ± 4.4 pg/ml であり、EPS を負荷することで

CXCL10 分泌は約 25 pg/ml 減少することが明らかとなった (*: p<0.05, n=4) (Fig. 1-2A)。さらに、

EPS 依存的な Cxcl10 遺伝子発現制御を調べるために、上記と同様の条件で EPS を負荷した後に細

胞を回収して RNA を抽出し、qPCR による解析を実施した。その結果、Cxcl10 遺伝子発現量は EPS

の負荷により約 0.4 倍に減少した (*: p<0.05, n=3) (Fig. 1-2B)。 
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もう 1 つの新規運動抑制性マイオカイン候補物質である CCL5 は T 細胞やマクロファージにお

いて産生されるサイトカインである (117)。しかし、CCL5 についても骨格筋から分泌されるマイ

オカインとして報告された例はない。そこで、CCL5 についても CXCL10 と同様の解析を行った。 

上記と同様の条件で C2C12 筋管細胞に EPS 刺激を負荷して培養上清を回収し、ELISA によって

CCL5 分泌変化を調べた結果、EPS を負荷していない培養上清中の CCL5 濃度は 220 ± 48.9 pg/ml

であった一方、EPS を負荷することで、100 ± 19.8 pg/ml まで減少することが明らかとなった (*: 

p<0.05, n=6-7) (Fig. 1-3A)。さらに、遺伝子発現変化についても調べるために、上記と同様に C2C12

筋管細胞に EPS を負荷した後に細胞を回収し、RNA を抽出して qPCR により解析したところ、

EPS を負荷することで Ccl5 遺伝子発現量が約 0.7 倍に減少していた (*: p<0.05, n=4) (Fig. 1-3B)。 

 

マウスへの運動負荷により、一部の骨格筋において Cxcl10及び Ccl5の遺伝子発現が

減少する 

C2C12 筋管細胞における EPS 依存的な CXCL10 及び CCL5 の分泌及び遺伝子発現減少が確認さ

れたため、動物走行モデルにおいても運動による発現分泌の減少が見られるか検証した。本研究

においては、動物走行モデルとして、急性の運動効果を検証するための Treadmill を用いた強制走

行負荷モデル (Fig. 1-4)と、慢性的な運動効果を検証するための Running Wheel を用いた自由走行

負荷モデル (Fig. 1-5)の 2 つを併用した。また、序論で述べたように、各骨格筋における筋線維の

割合が異なっていることや、運動の種類や加齢により筋線維の割合が変化することから、運動制

御性マイオカインの発現分泌も骨格筋部位により異なる可能性があることが考えられたため、序

章に述べた TA, EDL, Quad, SOL の 4 部位について Cxcl10 及び Ccl5 遺伝子発現変化を調査した。

Treadmill による強制走行負荷モデルには、8 週齢の C57BL/6J 雄マウスを用いた。マウスを 1 週間

馴化飼育した後、4 匹ずつ Rest 及び Running の 2 群に分け、Running 群には 15 cm/s, 8% slope の

条件で 30 分間の強制走行を負荷した。強制走行終了後に、マウスを頸椎脱臼により安楽死させ、

各骨格筋組織 (TA, EDL, Quad, SOL)を採取した。Running Wheel による自由走行負荷モデルも同様

に 8 週齢の C57BL/6J 雄マウスを用い、1 週間馴化飼育した。その後、Running 群のケージに Running 

Wheel を設置し、1 週間の自由走行を負荷した。Running 群の各マウスにおける Running Wheel 回

転数を計測したところ、個体差はあるものの、少なくとも 4 日間以上、暗期にのみマウスが走行

している様子が観察された (Fig. 1-5B)。1 週間後、強制走行モデルと同様に頸椎脱臼によりマウ

スを安楽死させて各骨格筋サンプルを採取した。 

各骨格筋組織 (TA, EDL, Quad, SOL)における Cxcl10 遺伝子発現変化を調べたところ、Treadmill

により強制走行を負荷したマウスについて、TA, EDL, Quad においては Rest 及び Running の両群

における顕著な Cxcl10 遺伝子発現変化は見られなかったが、SOL については Running 群において

約 0.4 倍に減少していることが明らかとなった (**: p<0.01, n=4) (Fig. 1-6A-D)。さらに、Running 
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Wheel による自由走行を負荷した際にも、Treadmill と同様に TA, EDL, Quad における Cxcl10 遺伝

子発現量には変化が見られなかったものの、SOL における Cxcl10 遺伝子発現が若干減少する傾向

にあった (n=4-5) (Fig. 1-7A-D)。 

次に、CCL5 についても CXCL10 と同様に動物走行モデルにおける動態変化を調べた。まず、

Treadmill による強制走行負荷後、各骨格筋の Ccl5 遺伝子発現を解析したが、TA, EDL, Quad, SOL

のいずれの組織においても運動負荷による顕著な変化は観察されなかった (Fig. 1-8A-D)。さらに、

Running Wheel による自由走行負荷モデルについても各骨格筋における Ccl5 遺伝子発現変化を調

べた。その結果、TA 及び Quad において、自由走行を負荷することで Ccl5 遺伝子発現はそれぞれ

約 0.6 倍、0.4 倍に減少した。一方、EDL における Ccl5 遺伝子発現については運動依存的な変化

は見られなかったものの、SOL における Ccl5 遺伝子発現は運動によって約 5 倍に上昇した (*: 

p<0.05, **: p<0.01, n=5) (Fig. 1-9A-D)。 

   



 - 22 - 

4. 考察 

Cytokine array を用いた新規運動抑制性マイオカイン候補因子 CXCL10 及び CCL5

の同定 

これまでのマイオカイン研究においては、マウスに運動を負荷した際に分泌因子群の血中濃度が

上昇することが契機となって運動制御性マイオカインが同定される例が多かった。しかし、緒言

でも述べた通り、これらの因子の運動依存的な血中濃度が骨格筋に起因するかを明らかにするこ

とは容易ではない。本研究では、骨格筋細胞に EPS を負荷することで収縮させる C2C12-EPS 系を

用いることで、骨格筋細胞から直接放出される分泌因子の変化を解析することが可能となった。

一方、C2C12-EPS 系は、培養骨格筋細胞に電気パルスを加えるという人工的な系であるため、動

物個体の運動によって生じるマイオカイン分泌変化と同一の現象が得られているかは慎重な検討

が必要である。Table. introduction-1 に示した既知のマイオカインのうち、動物走行モデルを用いた

検討によって同定された IL-6, IL-8, Irisin, SPARC, C-C motif chemokine ligand 2 (CCL2), Interleukin-

10 (IL-10), Myostatin については培養骨格筋細胞への EPS 依存的な筋収縮によっても上下動するこ

とが報告されている (118-122)。また、EPS 依存的な筋収縮によって発現分泌が上昇することで同

定されたマイオカインである CXCL1, VEGF についても動物走行モデルにおいて運動依存的な発

現上昇が確認されている (77, 123)。本研究においても、C2C12-EPS 系で見られた筋収縮依存的な

CXCL10 及び CCL5 発現減少は、動物走行モデルにおいても一部再現されていることが明らかと

なった。すなわち、マイオカイン研究については、動物走行モデルを併用した検討は依然必要で

あるものの、C2C12-EPS 系は生理的な運動制御性マイオカインの探索手段として有用であると考

えられる。 

これまで同定されてきたマイオカインは、血中濃度や細胞における遺伝子発現を ELISA や qPCR

により 1 つずつ解析する手法が用いられてきた (78, 84, 89-91, 124)。しかしこの場合、一度に解析

できるタンパク質の数が少なく、マイオカインの候補因子になり得るタンパク質は限られたもの

のみとなってしまう。一方、本研究においては、R&D 社の Proteome Profiler TM Arrays Mouse Cytokine 

Panel A (以下、Cytokine array とする)を用いた。本キットは、メンブレンに 40 種類の抗体がスポ

ットされており、一度に 40 種類のタンパク質 (サイトカイン)をターゲットとして調べることが

可能である。本章では、これら C2C12-EPS 系の利点と Cytokine array 法の利点を組み合わせるこ

とで骨格筋収縮依存的に分泌変化するマイオカイン候補因子について、多数のものをターゲット

として検討を行った。 

一方、Cytokine array は各スポットにおけるシグナル強度から分泌変化を算出しているため半定

量的な解析方法であり、運動依存的なマイオカインの分泌変化を定量的に評価するためには別方

法による検証が必要である。実際、本研究においても Cytokine array を用いた解析により CXCL10
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及び CCL5 を運動抑制性マイオカイン候補とした後、ELISA 及び qPCR を用いた定量的な検証を

行った。本方法を用いた他研究においても、Cytokine array によってターゲットする因子を決定し

た後に、ELISA や Western Blotting, qPCR を用いた定量が行われている。例えば、Sun らはマウス

の間質血管細胞群 (Stromal vascular fraction: SVF)における Discoidin domain receptor 1 (DDR1)の役

割を調べるために、野生型もしくは DDR1 ノックアウトマウス SVF 由来の培養上清を Cytokine 

array に供し、DDR1 ノックアウトマウス SVF において減少する因子として IL-6 を候補とした後、

ELISA 及び qPCR による定量的な解析を実施している (125)。さらに Gartung らもマクロファージ

を Cyclopxygenase-2 及び soluble epoxide hydrolase の阻害剤である 4-(5-phenyl-3-{3-[3-(4-

trifluoromethyl-phenyl)-ureido]-proryl}-pyrazole-1-yl) benzenesulfonamide で処理した際に分泌が変化

するサイトカインとして、Cytokine array を用いて TNFα, CXCL2, CCL4, MCP-1, IL-1ra, sICAM, GM-

CSF, G-CSF の 8 つを同定したが、いずれについても ELISA による定量的な解析を実施している 

(126)。以上の例からもこれらの検証は不可欠であると考えられる。 

さて、序章に述べた通り、これまでに同定されているマイオカインのうち運動によって発現や分

泌が抑制される運動抑制性マイオカインとして報告されているものは Myostatin のみであった 

(127, 128)。そのため、CXCL10 及び CCL5 は運動により分泌が抑制される世界で 2 例目、3 例目

の運動抑制性マイオカイン候補因子である。一方、運動によって分泌上昇するマイオカインはこ

れまで数多く報告されてきたが (79, 84, 91, 124)、運動によって生じる筋損傷依存的に骨格筋から

漏出するタンパク質を運動制御性マイオカインに含めるか議論が続いている (129)。したがって、

運動によって分泌変動するマイオカインは、以下の 3 種類に分類可能ではないかと考える。(1) 筋

収縮によって筋損傷とは独立して分泌上昇するマイオカイン、(2) 筋損傷に伴って漏出するマイ

オカイン、(3) 運動によって分泌減少するマイオカインである。今後、すでに報告されている運動

によって分泌促進されるマイオカインを(1)と(2)に区分していくことが求められる。さらに、筋小

胞体からの Ca2+放出を起点として生じる筋収縮は、骨格筋細胞内の様々なシグナル伝達経路の活

性化を引き起こすことが知られている (130-133)。そのため、CXCL10 や CCL5 などの運動制御性

マイオカインの発現制御メカニズムを解明することも重要であるが、この点については第二章に

おいて詳しく調べていくこととする。 

新規マイオカインのターゲットを広げるための解析手段としては、質量分析による方法が挙げら

れる。質量分析を用いて同定されたマイオカインの例として上述した Irisin が挙げられる。骨格筋

における運動依存的な Irisin 遺伝子の発現上昇は確認されていたものの (37)、運動依存的な血中

Irisin 濃度の上昇は Liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS)を用いて証明され

た (134)。すなわち、今後の新規マイオカイン探索には、本章で用いた Cytokine array だけでなく、

質量分析も有用な方法であることが示唆される。 
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各動物走行モデルにおける CXCL10 及び CCL5 の発現変化 

本研究では Treadmill を用いた急性走行、Running Wheel を用いた慢性走行の両モデルを動物走行

モデルとして併用し、CXCL10 及び CCL5 を運動依存的に発現変動する新規マイオカインとして

同定した。CXCL10 については、急性走行、慢性走行ともに遅筋である SOL において Cxcl10 遺伝

子発現の減少が確認された。一方、CCL5 に関しては、急性走行による骨格筋 Ccl5 遺伝子発現の

変動は観察されなかったが、慢性走行依存的に TA 及び Quad において運動依存的な Ccl5 遺伝子

発現の減少が見られた。すなわち、CXCL10 や CCL5 は、骨格筋から常時分泌されているマイオ

カインであるが、運動を行うことで、一過的に分泌が抑制されることが示唆される。CXCL10 欠

損マウスでは、T 細胞の機能が不全となり免疫反応不全となること、コラーゲンの主成分である

ヒドロキシプロリンが過剰に産生され、肺の線維化が進行することが報告されている (116, 135)。

さらに、CCL5 欠損マウスでは、T 細胞の増殖抑制や機能不全が生じ、免疫不全となることが示さ

れている (136)。骨格筋が常時分泌する CXCL10 や CCL5 の生理的役割については、更なる研究

が必要ではあるが、骨格筋から常時分泌される CXCL10 や CCL5 も正常な免疫システムの維持に

何らかの役割を果たしている可能性は否定できない。一方、上述の通り、CXCL10 は血管新生の

抑制や炎症促進に関与しているほか、CCL5 も炎症促進に関与していることから、運動依存的に

CXCL10 や CCL5 の発現分泌が一過的に減少することで、これらを制御している可能性が考えら

れる (116, 117, 137, 138)。 

また、本実験において、運動依存的な Cxcl10 遺伝子発現減少は主に遅筋において観察され、運

動依存的な Ccl5 遺伝子発現減少は遅筋ではなく速筋において観察された。序章に述べた通り、速

筋では主に解糖系、遅筋では酸化的リン酸化によってエネルギー代謝が制御されていること、さ

らに速筋と遅筋でヒストン修飾が異なっていることなどが知られている。 

エネルギー代謝に関しては、遅筋において PGC-1α の発現が高く (139)、運動は PGC-1α 量をさ

らに増加させることが知られている (139）。さらに、糖尿病モデルマウスを運動させることで、心

臓における一過的な PGC-1α発現上昇が生じ、これに伴って血中 CXCL10 濃度が減少することが

報告されている (140)。また、ヒト培養骨格筋細胞において PGC-1αを過剰発現させることで CCL5

発現が上昇するなど、PGC-1α は CCL5 発現を上昇させることも示されている (141)。すなわち、

遅筋における CXCL10 及び CCL5 の発現制御には、PGC-1α が重要な役割を果たしている可能性

が考えられる。一方、速筋のみで観察される運動依存的な CCL5 発現減少についても、速筋と遅

筋の代謝特性の差異から研究を継続していくことが重要である。 

ヒストン修飾の相違も骨格筋部位特異的な遺伝子発現変化に寄与している可能性が考えられる。

例えば、Myocyte enhancer factor 2 (MEF2)の発現は主に遅筋において高いことが知られている (142)。

MEF2 の遺伝子発現には Histone Deacetylase (HDAC)のうち、HDAC4 をはじめとするクラス II の

HDAC が関与しているが、クラス II HDAC 発現は速筋において高く、遅筋において低いことが知
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られている。すなわち、遅筋におけるヒストン H2 アセチル化は、速筋と比較して高い傾向があ

り、これが主に遅筋において MEF2 遺伝子発現が上昇する理由のひとつではないかと考えられて

いる (142)。CXCL10 や CCL5 遺伝子発現を制御する HDAC としては、それぞれ HDAC6、HDAC1

が同定されているが (143, 144)、両者の速筋、遅筋における発現動態や運動依存的な発現制御につ

いては明らかにされていない。今後、HDAC6 や HDAC1 の速筋及び遅筋における発現量や運動に

よる発現変化を解析することで、運動による骨格筋部位特的な CXCL10 及び CCL5 発現減少にヒ

ストン修飾が関与しているかを明らかにすることができると考えられる。 

本章の動物走行モデルを用いた研究の結果、CXCL10 は主に遅筋、CCL5 は速筋において運動依

存的な遺伝子発現減少が見られたが、C2C12-EPS 系においてはどちらも EPS 依存的な発現分泌減

少が認められた。本研究で用いた C2C12 筋管細胞はもともと Type II MHC 発現が高いが、EPS を

負荷することで Type I MHC 発現が増加することが報告されている (77)。すなわち、24 時間の EPS

処理の中で、骨格筋のタイプスイッチが生じながら継続した収縮が生じたため、CCL5 および

CXCL10 発現分泌減少が生じたとの仮説を考えることができる。しかしながら、C2C12 は細胞株

であって生体筋と同一ではない生理変化を生じる可能性もあるため、今後も生体筋を併用した研

究を継続していくことが重要であると考えられる。なお、本章のまとめを Fig. summary1-1 として

示した。  
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5. 図表 

 
 

Fig. 1-1 C2C12 筋管細胞への EPS 処理によるタンパク質分泌の変化 

(A) C2C12 筋芽細胞を分化誘導して筋管を形成し、培養上清を回収して Cytokine array によって筋

管より分泌されるタンパク質を解析した。(B) 分化した C2C12 筋管細胞に 1 Hz, 2 ms, 20 V の条件

で 24 時間の EPS を負荷し、培養上清を回収して Cytokine array によりタンパク質分泌の変化を解

析した。写真の各スポットは Image J を用いて数値化し、グラフを作成した。独立した実験を 3 回

実施し、Student’s t-test を用いて統計解析を行った (A: n=3) (B: unpaired Student’s t-test, *: p<0.05, 

n=3)。 
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Fig. 1-2 C2C12 筋管細胞への EPS 負荷による CXCL10 分泌及び遺伝子発現の変化 

C2C12 筋管細胞に 24 時間 EPS を負荷した。(A) 24 時間の EPS 負荷終了後に培養上清を回収し、

ELISA を用いて EPS 負荷による CXCL10 分泌変化を調べた。(B) EPS 負荷終了後に細胞を回収し

て RNA を抽出し、Reverse transcriptional-qPCR により Cxcl10 遺伝子発現量を解析した。なお、

Cxcl10 遺伝子発現量は Gapdh により標準化した。独立した実験を 3 回実施し、Student’s t-test を用

いて統計解析を行った (A: unpaired Student’s t-test, *: p<0.05, n=4) (B: unpaired Student’s t-test, *: 

p<0.05, n=3)。 
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Fig. 1-3 C2C12 筋管細胞への EPS 負荷による CCL5 分泌及び遺伝子発現の変化 

分化した C2C12 筋管細胞に 24 時間 EPS を負荷した。(A) EPS 負荷終了後に培養上清を回収し、

ELISA を用いて CCL5 分泌変化を調べた。(B) 細胞を回収して RNA を抽出し、qPCR により Ccl5

遺伝子発現を解析した。なお、Ccl5 遺伝子発現量は Gapdh により標準化した。独立した実験を 3

回実施し、Student’s t-test を用いて統計解析を行った (A: unpaired Student’s t-test, *: p<0.05, n=6-7) 

(B: unpaired Student’s t-test, *: p<0.05, n=4)。 
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Fig. 1-4 Treadmill による強制走行モデルの実験デザイン  

9 週齢の C57BL/6J 雄マウスを 5 匹ずつ Rest 群及び Running 群の 2 群に分けた。(A) Treadmill を用

いた強制走行モデルにおいては、Rest 及び Running の両群のマウスを 1 週間馴化飼育した。その

後、Running 群には Treadmill による強制走行を負荷し、走行終了後に血液及び TA, EDL, Quad, SOL

の 4 部位の骨格筋を採取した。(B) Running 群においては、写真に示した Treadmill を用いて、強制

走行 (15 cm/s, 30 min, 8% slope)を負荷した。 
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Fig. 1-5 各マウスにおける Running Wheel 回転数  

9 週齢の C57BL/6J 雄マウスを 5 匹ずつ Rest 群及び Running 群の 2 群に分けた。(A) Running 群に

おいては、ケージ内に Wheel を設置し、1 週間自由走行させた。 (B) Wheel の回転数をモニタリ

ングし、各日の 2 時間毎の合計回転数をグラフ化した (n=5)。 
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Fig. 1-6 マウスへの Treadmill 負荷による各骨格筋における Cxcl10遺伝子発現量の変化 

9週齢のC57BL/6J雄マウスを 4匹ずつRest及びRunning の 2群に分けた。Running群にはTreadmill

による強制走行 (15 cm/s, 30 min, 8% slope)を負荷した。 (A-D) 採取した各骨格筋より Total RNA

を抽出し、qPCR により Cxcl10 遺伝子発現を解析した。Cxcl10 遺伝子発現は Gapdh により標準化

した。両群ともに４匹のマウスのサンプルを解析し、Student’s t-test によって統計解析を行った (A-

C: n=4) (D: unpaired Student’s t-test, **: p<0.01, n=4)。 
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Fig. 1-7 Running Wheel 負荷による各骨格筋における Cxcl10遺伝子発現量の変化 

9 週齢の C57BL/6J 雄マウスを 5 匹ずつ Rest 群及び Running 群の 2 群に分け、Running 群のケージ

には Running Wheel を設置し、1 週間の自由走行を負荷した。 (A-D) 採取した各骨格筋より Total 

RNA を抽出し、qPCR により Cxcl10 遺伝子発現を解析した。Cxcl10 遺伝子発現は Gapdh により

標準化した。両群ともに 4 匹もしくは 5 匹のマウスのサンプルを解析し、Student’s t-test によって

統計解析を行った (A: n=5) (B: n=4) (C: n=5) (D: n=4)。 
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Fig. 1-8 マウスへの Treadmill 負荷による各骨格筋における Ccl5遺伝子発現量の変化 

9 週齢の C57BL/6J 雄マウスを 4 匹ずつ Rest 群及び Running 群の 2 群に分け、Running 群には

Treadmillによる強制走行 (15 cm/s, 30 min, 8% slope)を負荷した。(A-D) 採取した各骨格筋よりTotal 

RNA を抽出し、qPCR により Ccl5 遺伝子発現を解析した。Ccl5 遺伝子発現は Gapdh により標準

化した。両群ともに 4 匹のマウスのサンプルを解析し、Student’s t-test によって統計解析を行った 

(A-D: n=4)。 
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Fig. 1-9 マウスへの Running Wheel 負荷による各骨格筋における Ccl5遺伝子発現量の変化 

9 週齢の C57BL/6J 雄マウスを 4 匹ずつ Rest 群及び Running 群の 2 群に分け、Running 群にはケー

ジ内に Running Wheel を設置し、1 週間の自由走行を負荷した。(A-D)各骨格筋より Total RNA を

抽出し、qPCR により Ccl5 遺伝子発現を解析した。Ccl5 遺伝子発現は Gapdh により標準化した。

(A: unpaired Student’s t-test, *: p<0.05, n=5) (B: n=5) (C: unpaired Student’s t-test, *: p<0.05, n=5) (D: 

unpaired Student’s t-test, **: p<0.01, n=5)。 
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Supplementary Fig. 1-1 分化した C2C12 筋管細胞及び EPS 

(A) マウス由来骨格筋細胞株 C2C12 より形成した筋管細胞。 (B, C) C2C12 筋管細胞の収縮誘導に

用いた電気パルス発生装置 (B)及び黒鉛電極 (C)。 
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Fig. summary1-1 第⼀章のまとめ 

C2C12-EPS 系及び動物走行モデルを用いた研究によって、CXCL10 及び CCL5 を新規運動抑制性

マイオカインとして同定した。マウス走行モデルでは、CXCL10 は主に遅筋において運動依存的

な遺伝子発現減少が見られ、CCL5 は主に速筋において運動依存的に遺伝子発現が減少した。 
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 運動依存的な CXCL10 制御メカニズム 
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1. 緒言 

第一章では、骨格筋において収縮依存的に発現及び分泌が減少する新規マイオカインとして

CXCL10 及び CCL5 を同定した。第一章で述べた通り、CXCL10 は単球や内皮細胞など、CCL5 は

T 細胞やマクロファージなどにおいて炎症性サイトカインなどの刺激によって産生されるケモカ

インである (116, 117)。さらに CXCL10 については、肺の細胞腫を接種したマウスに CXCL10 を

インジェクションすることで寿命が延びることや (145)、CXCL10 過剰発現によりメラノーマや肉

腫、肺の細胞腫において腫瘍の発達を抑制することなどが示されており (146, 147)、抗腫瘍活性を

持つことが明らかにされてきた。さらに、血管内皮細胞に対しては、アポトーシスの誘導や細胞

遊走の抑制により血管新生を強力に抑制すること (147)、新しく形成された血管を解離させるこ

とも報告されるなど (138)、その生理作用は多岐にわたっており、運動依存的に CXCL10 の発現

や分泌が減少することで様々な効果がもたらされることが考えられる。そこで、本研究において

は、新規の運動抑制性マイオカインとして同定した CXCL10 及び CCL5 のうち、特に CXCL10 に

焦点を当てて、筋収縮依存的な発現制御メカニズムを解明することとした。 

骨格筋の収縮時あるいは収縮後において、様々な細胞内シグナル分子の変化が生じることが分か

っている。その 1 つは骨格筋内 Ca2+濃度の変動を起点として活性化されるシグナル伝達経路であ

る。筋収縮は骨格筋細胞内 Ca2+ 濃度上昇によって引き起こされるが (148)、この細胞内 Ca2+濃度

上昇は、同時に Calmodulin dependent protein kinase II (CaMKII)や Calcineurin など Ca2+依存性のシ

グナル伝達経路を活性化させる (130, 131)。本研究で用いた C2C12-EPS 系では EPS 刺激による電

位依存性 Ca2+チャネルの強制開口によって Ca2+の細胞内流入が引き起こされ、C2C12 筋管細胞が

収縮することが明らかになっている (149)。 

また、筋収縮は大量の ATP を消費するが、これにより細胞内の ATP:AMP 比が変化し、Adenosine 

monophosphate activated protein kinase (AMPK)が活性化する (132)。この、運動依存的な AMPK 活

性化はマイオカインの発現や分泌の制御にも関与していることが報告されている。Interleukin-15 

(IL-15)は運動によって分泌上昇するマイオカインとして同定されたが、AMPK ノックアウトマウ

スでは、この運動依存的な IL-15 産生上昇が観察されなかった。すなわち、運動依存的な骨格筋

IL-15 発現に AMPK が関与していることが強く示唆される (150)。 

さらに、筋収縮はストレス応答性の Mitogen activated protein kinase (MAPK)活性化を引き起こす

ことが知られている。例えば、ヒトに 30 分間のサイクリング負荷運動を行うと、骨格筋において

MAPK の 1 つである p38 MAPK が活性化することが明らかとなっている (133)。さらに、運動に

より骨格筋における分泌が上昇することが明らかにされたマイオカインである IL-8は、p38 MAPK

活性化によって発現分泌が制御されていることも明らかになっている (151, 152)。 

まとめると、骨格筋が収縮すると、少なくとも (1) Ca2+依存性シグナル、 (2) AMPK シグナル、 
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(3) MAPK シグナルの 3 つが活性化することが示唆されている。一方、第一章で同定した新規マイ

オカイン CXCL10 が、運動依存的にどのシグナルによって発現低下するのかは不明である。そこ

で、本章においては、上記シグナル伝達経路を解析することで、運動依存的な CXCL10 発現分泌

制御メカニズムの解明を試みた。  
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2. 材料と方法 

細胞培養 

C2C12 細胞の培養及び分化誘導 

第一章と同様の方法を用いた。 

 

電気パルス (Electrical pulse stimulation; EPS)処理 

C2C12 筋管細胞への電気パルス刺激 (Electrical pulse stimulation; EPS)は第一章と同様に分化誘導

により筋管を十分に形成した後に実施した。EPS の条件は 1 Hz, 2 ms, 20 V, 24 時間とし、EPS 直前

に培地交換を実施した。また、EPS 依存的な CXCL10 分泌及び遺伝子発現減少メカニズムについ

て検討を行うため、以下に示した種々のシグナル活性化剤及び阻害剤を用いた。まず、電位依存

性の Ca2+チャンネル阻害剤である Verapamil Hydrochloride (Verapamil, Nacalai tesque)は終濃度 100 

µM の条件で使用した。また、Adenosine mono-phosphate kinase (AMPK)の特異的活性化剤である 5-

Aminoimidazole-4-carboximide ribonucleotide (AICAR, Sigma-Aldrich, Tokyo, Japan)は終濃度 0.5 mM

の条件で添加した。さらに、ストレス応答性の Mitogen-activated protein kinase (MAPK)の一つであ

る p38 MAPK の特異的阻害剤である SB203580 (Sigma-Aldrich)については終濃度 5 µM の条件で使

用した。 

 

タンパク質解析 

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

 ELISA は DuoSet® Mouse CXCL10/IP-10/CRG-2, DuoSet® Ancillary Reagent Kit2 (R&D systems)を使

用し、キット付属のプロトコルに従って第一章と同様にして実施した。 

 

Western Blotting 

AMPK 及び p38 MAPK のリン酸化は Western Blotting により解析を行った。まず、細胞を細胞抽

出液 (50 mM Tris-HCl (pH 7.6), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% TritonX-100 (Sigma-Aldrich), 0.1% 

Protease Inhibitor Cocktail (Nacalai tesque), 0.1% Phosphatase Inhibitor Cocktail (Nacalai tesque))を用い

て回収、等量の 2 × Samples Buffer (0.1 M Tris-HCl (pH 6.8), 4% Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), 20% 

Glycerol, 0.01% Bromophenol Blue)を加え、さらに全量の 1%となるように 2-Mercaptoetanol (Nacalai 

tesque)を添加し、熱変性を行ったものを SDS-PAGE に供した。SDS-PAGE は 10% SDS ポリアクリ

ルミドゲルを用い、分離したタンパク質は Trans Blot Cell (Bio-Rad)及び Transfer Buffer (25 mM Tris, 

190 mM Glycine, 10% Methanol)により 4℃, 45V, 300分間の条件でPVDF膜 (Polyvinylidine difluoride; 
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pore size 0.45 µm, MERCK Millipore, MA, USA)に転写した。転写終了後、Blocking Buffer (3% BSA, 

10 mM Tris, 150 mM NaCl, 0.1% Tween20 (Sigma-Ardrich))に浸して 30 分間振とうした。その後、

Blocking Buffer で希釈した各種一次抗体を 4℃で 12 時間反応させ、TBS-T (10 mM Tris, 150 mM 

NaCl, 0.1% Tween20)によって 10 分間、3 回洗浄した。次に TBS-T で希釈した二次抗体とともに室

温で 1 時間反応させ、反応終了後に再度、TBS-T を用いて 10 分間、3 回洗浄した。その後、ECLTM 

Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare, CA, USA)もしくは Chemi-Lumi One Super 

(Nacalai tesque)及び ChemiDocTM XRS+ (Bio-Rad)を用いて化学発光を検出した。得られた化学発光

シグナルは Image J Software により定量した。なお、使用した一次抗体及び二次抗体とその希釈倍

率は以下に記載した。 

 

一次抗体 

・Anti- AMPK alpha, 1:1000 (Cell Signaling, Danvers, MA, USA) 

・Anti-Phospho-AMPK alpha (T172), 1:1000 (Cell Signaling) 

・Anti-p38 MAPK, 1:1000 (Cell Signaling) 

・Anti-Phospho-p38 MAPK (T180/Y182), 1:1000 (Cell Signaling) 

 

二次抗体 

・Anti-rabbit IgG HRP-1 linked, 1:5000 (Cell Signaing) 

 

遺伝子発現解析 

細胞の回収及び RNA 抽出 

細胞の回収及び RNA 抽出は、NucleoSpin® RNA (MACHEREY-NAGEL)または TRIzol reagent 

(Thermo Fisher Scientific)を用いて第一章と同様にして実施した。 

 

逆転写反応 (Reverse-Transcription) 

逆転写反応についても、第一章と同様に PrimeScriptTM RT reagent Kit (Perfect Real Time) (Takara Bio 

Inc.)を用いて実施した。 

 

Reverse transcriptional-qPCR (qPCR) 

KAPA SYBR Fast qPCR Kit (NIPPON Genetics Co., Ltd.)または THUNDERBIRD® SYBR qPCR Mix 

(TOYOBO CO., LTD.)を用いて第一章と同様にして行った。 
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統計解析 

統計解析には第一章と同様に GraphPad Prism8 (GraphPad Software)を使用した。2 群間の比較には

unpaired student’s t-test を、3 群間以上の比較には one-way ANOVA を使用した。どちらの解析にお

いても、危険率が 5%未満の際に統計的に有意差があるとした。 
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3. 結果 

EPS 依存的な CXCL10 分泌及び遺伝子発現減少には Ca2+流入が必要である 

まず、マウス骨格筋由来 C2C12 筋管細胞に対して、電位依存性 Ca2+チャネル阻害剤である

Verapamil (100 µM)の存在下、あるいは非存在下、1 Hz, 2 ms, 20 V の条件で EPS を 24 時間負荷し、

培養上清に含まれる CXCL10 分泌量を ELISA にて解析した。その結果、対照群における CXCL10

分泌量は 225 ± 3.1 pg/ml であったが、EPS の負荷群では 213 ± 1.1 pg/ml まで減少した。一方で、

Verapamil を添加した場合、EPS 依存的な筋管収縮が観察されなくなり、CXCL10 分泌量は EPS を

負荷していない群で 216 ± 2.0 pg/ml であったのに対して、EPS を負荷した群では 214 ± 1.9 pg/ml

となり、この 2 群間については有意な変化は見られなかった (*: p<0.05, n=5) (Fig. 2-1A)。 

さらに、遺伝子発現変化についても調べるために、上記と同様の条件で細胞を処理した後、細胞

を回収して RNA を抽出し、qPCR によって Cxcl10 遺伝子発現量の変化を解析した。その結果、

Verapamil を添加せずに EPS を負荷した群については EPS 負荷により Cxcl10 遺伝子発現は約 0.4

倍に減少していたものの、Verapamil を添加することにより、EPS を負荷しても筋管収縮は観察さ

れず、Cxcl10 遺伝子発現に変化は見られなかった (*: p<0.05, n=4-6) (Fig. 2-1B)。 

これらの結果より、EPS 依存的な CXCL10 の分泌及び遺伝子発現の減少には Ca2+の流入による

筋管収縮が必須であることが明らかとなった。 

 

EPS 依存的な CXCL10 分泌及び遺伝子発現減少に AMPK 活性化は関与しない 

次に、EPS 依存的な AMPK の活性化が CXCL10 分泌及び遺伝子発現減少に関与しているかを検

証した。まずは、本研究に用いた実験系においても EPS 負荷により AMPK が活性化することを確

認するために、上記と同様に C2C12 筋管細胞の分化を誘導し、1 Hz, 2 ms, 20 V の条件で 24 時間

の EPS 刺激を負荷し、AMPK リン酸化量の変化を調べた。その結果、AMPK リン酸化量は EPS を

負荷することにより約 1.4 倍に上昇することが確認された (*: p<0.05, n=6) (Fig. 2-2)。 

次に AMPK 活性化が CXCL10 分泌に及ぼす影響を解明するために、分化した C2C12 筋管細胞に

終濃度 0.5 mM の AMPK 特異的活性化剤 AICAR を添加し、24 時間培養した。24 時間後、培養上

清を回収し、ELISA によって CXCL10 分泌量の変化を調べたところ、対照群の CXCL10 分泌量は

111 ± 16.9 pg/ml, AICAR 添加群では 133 ± 21.7 pg/ml となり、統計上の有意な差は見られなかった 

(n=4) (Fig. 2-3A)。 

さらに、AMPK 活性化が Cxcl10 遺伝子発現変化に及ぼす影響についても調査した。上述の通り

に C2C12 筋管細胞を処理した後、細胞を回収し、RNA を抽出して qPCR により Cxcl10 遺伝子発

現変化について調べた。その結果、AICAR を添加することで Cxcl10 遺伝子発現量は約 2.1 倍に上

昇し、AMPK の活性化は Cxcl10 遺伝子発現を上昇させることが明らかになった (*: p<0.05, n=5) 
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(Fig. 2-3B)。 

これらの結果より、EPS 依存的な AMPK の活性化は CXCL10 の分泌変化には関与せず、遺伝子

発現に関しては、むしろ上昇させることが明らかになった。 

 

EPS 依存的な p38 MAPK の活性化により CXCL10 分泌及び遺伝子発現は減少する 

次に運動依存的な p38 MAPK の活性化が CXCL10 発現分泌減少に関与しているかを調べた。ま

ず、C2C12 筋管細胞に EPS を 0, 0.5, 1, 3, 6 時間負荷し、Western Blotting により p38 MAPK リン酸

化を解析した。その結果、特に EPS を 6 時間負荷した際に、有意な p38 MAPK リン酸化量の上昇

が認められた。すなわち、C2C12-EPS 系においても収縮依存的な p38 MAPK 活性化が生じること

が確認された (*: p<0.05, n=4) (Fig. 2-4)。 

次に EPS 依存的な CXCL10 分泌減少に p38 MAPK 活性化が関与しているかを調べた。C2C12 筋

管細胞に終濃度 5 µM の p38 MAPK の特異的な阻害剤である SB203580 を添加し、1 Hz, 2 ms, 20 V

の条件で 24 時間 EPS を負荷した。処理終了後に培養上清を回収し、ELISA によって CXCL10 分

泌量の変化を調べた。その結果、対照群における CXCL10 分泌量は 204 ± 2.1 pg/ml であったのに

対して、EPS 負荷により 193 ± 3.2 pg/ml まで減少することが確認された。一方、SB203580 を添加

した群については EPS を負荷していない群における CXCL10 分泌量は 194 ± 3.0 pg/ml, EPS を負

荷した群においては 189 ± 3.5 pg/ml であり、EPS 負荷による CXCL10 分泌減少効果が消失するこ

とが明らかとなった (*: p<0.05, n=5-6) (Fig. 2-5A)。 

さらに、p38 MAPK の活性化が EPS 依存的な Cxcl10 遺伝子発現減少に及ぼす効果を調べた。そ

の結果、EPS 負荷により Cxcl10 遺伝子発現量が約 0.5 倍に減少するが、SB203580 存在下では EPS 

依存的な Cxcl10 遺伝子発現減少が観察されなくなった (*: p<0.05, n=5-6) (Fig. 2-5B)。 

また、C2C12-EPS 系において JNK 及び ERK1/2 が活性化することが報告されていたため (77, 117)、

JNK 阻害剤や ERK1/2 の上流に位置する MAPK である MEK2 阻害剤の効果も検討した。その結

果、EPS を負荷せずに JNK 及び MEK2 阻害剤のみを添加しただけで Cxcl10 遺伝子発現は有意に

減少してしまったため、EPS 依存的な JNK 及び ERK1/2 活性化が Cxcl10 遺伝子発現に影響すると

の証拠は得られなかった (Supplementary Fig. 2-1, 2-2)。 

以上の結果より、少なくとも EPS 負荷による p38 MAPK 活性化は、CXCL10 の分泌及び遺伝子

発現減少に重要であることが明らかになった。 
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4. 考察 

筋収縮依存的な CXCL10 発現制御メカニズム 

本研究において、運動依存的な CXCL10 減少に骨格筋細胞内への Ca2+流入及び p38 MAPK の活

性化が関与していることが示された。これまで他細胞において CXCL10 発現を制御する細胞内シ

グナルとして以下が報告されている。 

(1) NF-κB による制御 

唾液腺導管細胞及び唾液腺房細胞に、CXCL10 産生を促進することが知られている IFNγ (15)を

添加すると、NF-κBを介して両細胞におけるCXCL10産生が増強されることが示されている (153)。

加えて、ヒト表皮細胞を Prolactin で処理すると、CXCL10 産生が観察されるが、この際、Prolactin 

依存的に活性化される NF-κB が関与していることが報告されている (154)。さらに、Crescioli ら

によって、ヒト胎児の骨格筋細胞における IFNγ 及び TNFα 依存的な CXCL10 分泌上昇にも NF-

κB が関与していることが報告されている (155)。 

(2) JAK/STAT 経路を介した制御  

ヒト微小血管内皮細胞において、サイトカインの 1 つである p43 の刺激により CXCL10 の発現

が上昇することが知られているが、これは Janus kinase/Signal transducers and activation of 

transcription (JAK/STAT)経路を介していることが明らかになっている (156, 157)。 

(3) MAPK による制御  

ヒト気道平滑筋 (Airway smooth muscle; ASM)において、c-Jun N-terminal kinase (JNK)の特異的な

阻害剤である SP600125 を処理することで Cxcl10 遺伝子発現が減少することが報告されており 

(158)、JNK の活性化が CXCL10 発現を制御していることが示唆されている。また、ヒト表皮細胞

株 HaCaT において、T 細胞の増殖や樹状細胞の機能を抑制することが知られている漢方薬成分で

ある Dang-Gui-Liu-Huang Tang (DGLHT) (159)は、JNK 活性を抑制することで CXCL10 産生を抑制

する (160)。さらに、MAPK の一つである Extracellular signal-related kinase (ERK1/2)も CXCL10 制

御に関与することが知られている。ヒト単球細胞株 THP-1 細胞において、TNFα 刺激依存的な

CXCL10 分泌上昇が ERK1/2 の特異的阻害剤 PD98059 処理によって抑制されることが示されてい

る (161)。 

これまで、複数の細胞において、上述の細胞内シグナルによって CXCL10 発現が上昇することが

報告されていたものの、CXCL10 減少メカニズムの詳細は明らかになっていなかった。本章の研

究によって、骨格筋細胞内への Ca2+流入や収縮依存的な p38 MAPK 活性化により CXCL10 発現が

減少することが初めて示された。また、JNK 阻害剤や ERK1/2 の上流に位置する MAPK である

MEK2 阻害剤の効果も検討したが、EPS 負荷による JNK 及び ERK1/2 シグナルは、筋収縮依存的

な CXCL10 減少に寄与する明確な証拠は得られなかった。さらに、喫煙者の肺組織における NF-
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κB 活性化が運動により抑制されることが知られており (162)、骨格筋においても運動により NF-

κB 活性化が抑制される可能性も考えられる。今後、C2C12 筋管細胞における EPS 依存的な NF-

κB 活性化を検討し、CXCL10 減少メカニズムのさらなる詳細を明らかにすることが重要である。 

 

Ca2+依存性シグナル及び MAPK 活性化による CXCL10 発現分泌制御 

本章で、運動依存的な CXCL10 減少に Ca2+の流入が重要であることが明らかになったが (Fig. 2-

1)、細胞内 Ca2+流入によって活性化される下流経路が CXCL10 の発現や分泌を制御しているかは

未だ不明である。これまで、Ca2+依存的に様々なシグナル分子が活性化することが示されてきた。

例えば、Ca2+依存性ホスファターゼ m-calpain、筋収縮依存的に活性化する Calmodulin dependent 

protein kinase II (CaMKII)、Calmodulin 依存的ホスファターゼの一種である Calcineurin などが、細

胞内 Ca2+濃度上昇に伴って活性化されることが報告されている (130, 131, 163)。現在までのとこ

ろ、これらシグナル分子による CXCL10 制御は明らかになっていない。 

さらに、本章では、筋収縮により活性化する p38 MAPK が CXCL10 の分泌及び遺伝子発現減少

に重要であることを示した。マイオカインの 1つである IL-8の運動依存的な制御にこのp38 MAPK

が関与することは知られてきたものの (117, 151, 152)、筋収縮依存的な CXCL10 減少に p38 MAPK

が関与していることは本章において初めて明らかにされた。また、ラット神経細胞やヒトの骨肉

腫細胞において、p38 MAPK の活性化は細胞内 Ca2+濃度上昇により誘導されることが報告されて

いる (164, 165)。本章では、EPS 依存的な細胞内 Ca2+濃度上昇と p38 MAPK 活性化の相互関係に

ついては明らかにできなかったものの、細胞内の Ca2+濃度上昇に伴って p38 MAPK が活性化する

ことで CXCL10 が減少する可能性も考えられる。 

序論で述べたように、全身への運動効果波及のメディエーターとして運動制御性マイオカインが

注目されている。今後、CXCL10 を含めた運動制御性マイオカインの産生制御メカニズムがさら

に明らかとなれば、運動非依存的にマイオカインの発現分泌を制御することも可能となり、最終

的には運動が不可能な人々に対しても、マイオカインを介した運動効果を付与することが可能と

なる技術基盤となることが期待される。 
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5. 図表 

 
 

Fig. 2-1 C2C12 筋管細胞における Verapamil による Ca2+流入阻害が CXCL10 分泌及び遺伝子発現

変化に及ぼす影響 

分化した C2C12 筋管細胞を終濃度 100 µM の Verapamil で処理し、24 時間の EPS 刺激 (1 Hz, 2 ms, 

20 V)を負荷した。 (A) 24 時間の EPS 刺激負荷の後、培養上清を回収し、ELISA によって CXCL10

分泌量を測定した。 (B)細胞より RNA を抽出し、qPCR を用いて Cxcl10 遺伝子発現量を解析し

た。Cxcl10 遺伝子発現量は Gapdh により標準化して解析を実施した。独立した実験を 5 回、また

は 4-6 回実施し、one-way ANOVA による統計解析を実施した (A: one-way ANOVA, *: p<0.05, n=5) 

(B: one-way ANOVA, *: p<0.05, n=4-6)。 
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Fig. 2-2 C2C12 筋管細胞への EPS 刺激による AMPK リン酸化量の変化 

分化した C2C12 筋管細胞に 1 Hz, 2 ms, 20 V の条件で 24 時間の EPS 刺激を負荷した。EPS 終了後

に細胞を回収し、タンパク質を抽出して Western Blotting によって AMPK リン酸化量の変化を調

べた。検出されたバンドは写真に示し、Image J により数値化してグラフを作成した。独立した実

験を 6 回実施し、Student’s t-test を用いて統計解析を行った (unpaired Student’s t-test, *: p<0.05, n=6)。 
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Fig. 2-3 C2C12 筋管細胞における AMPK 活性化による CXCL10 分泌及び遺伝子発現の変化 

分化した C2C12 筋管細胞に AMPK の特異的な活性化剤である AICAR を終濃度 0.5 mM の条件で

添加し、24 時間処理を行なった。 (A) 処理終了後に培養上清を回収し、ELISA を用いて CXCL10

分泌変化を調べた。(B) 細胞を回収して RNA を抽出し、qPCR により Cxcl10 遺伝子発現を解析し

た。なお、Cxcl10 遺伝子発現量は Gapdh により標準化した。独立した実験を 4 回もしくは 5 回実

施し、Student’s t-test を用いて統計解析を行った (A: n=4) (B: unpaired Student’s t-test, *: p<0.05, n=5)。 
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Fig. 2-4 C2C12 筋管細胞への EPS 刺激による p38 リン酸化量の変化 

分化 C2C12 筋管細胞に 1 Hz, 2 ms, 20 V の条件で 24 時間の EPS 刺激を負荷した。EPS 終了後に細

胞を回収し、タンパク質を抽出して Western Blotting により p38 リン酸化量の変化を解析した。検

出されたバンドは写真に示し、Image J を用いて数値化してグラフを作成した。独立した実験を 4

回実施し、Student’s t-test を用いて統計解析を行った (unpaired Student’s t-test, *: p<0.05, n=4)。 
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Fig. 2-5 C2C12 筋管細胞における p38 阻害による CXC10 分泌及び遺伝子発現の変化 

分化 C2C12 筋管細胞に、終濃度 5 µM の条件で p38 の特異的阻害剤である SB203580 を添加し、

EPS 刺激 (1 Hz, 2 ms, 20 V)を 24 時間負荷した。 (A) 処理終了後に培養上清を回収し、ELISA を

用いて CXCL10 分泌量の変化を調べた。(B) 細胞から RNA を抽出し、qPCR によって Cxcl10 遺伝

子発現変化を解析した。なお、Cxcl10 遺伝子発現量は Gapdh により標準化した。独立した実験を

5-6 回実施し、one-way ANOVA を用いて統計解析を行った (A: one-way ANOVA, *: p<0.05, n=5-6) 

(B: one-way ANOVA, *: p<0.05, n=5-6)。 
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Supplementary Fig. 2-1 C2C12 筋管細胞における MEK2 阻害による CXC10 分泌及び 

遺伝子発現の変化 

分化 C2C12 筋管細胞に、終濃度 20 µM の条件で JNK の特異的阻害剤である SP600125 を添加し、

EPS 刺激 (1 Hz, 2 ms, 20 V)を 24 時間負荷した。 (A) 処理終了後に培養上清を回収し、ELISA を

用いて CXCL10 分泌量の変化を調べた。(B) 細胞から RNA を抽出し、qPCR によって Cxcl10 遺伝

子発現変化を解析した。なお、Cxcl10 遺伝子発現量は Gapdh により標準化した。独立した実験を

4 回もしくは 4-5 回実施し、one-way ANOVA を用いて統計解析を行った (A: n=4) (B: one-way 

ANOVA, **: p<0.01, n=4-5)。 
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Supplementary Fig. 2-2 C2C12 筋管細胞における MEK2 阻害による CXC10 分泌及び 

遺伝子発現の変化 

分化 C2C12 筋管細胞に、終濃度 50 µM の条件で MEK2 の特異的阻害剤である PD98059 を添加し、

EPS 刺激 (1 Hz, 2 ms, 20 V)を 24 時間負荷した。 (A) 処理終了後に培養上清を回収し、ELISA を

用いて CXCL10 分泌量の変化を調べた。(B) 細胞から RNA を抽出し、qPCR によって Cxcl10 遺伝

子発現変化を解析した。なお、Cxcl10 遺伝子発現量は Gapdh により標準化した。独立した実験を

4 回もしくは 3-5 回実施し、one-way ANOVA を用いて統計解析を行った (A: n=4) (B: one-way 

ANOVA, **: p<0.01, n=3-5)。 
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Fig. summary2-1 第⼆章のまとめ 

C2C12 筋管細胞において EPS 依存的な Ca2+振動により p38 MAPK 及び AMPK が活性化し、同時

に CXCL10 発現分泌が減少する。これらの関係を調べたところ、まず、EPS 依存的な p38 MAPK

活性化は CXCL10 発現分泌を減少させる重要な仕組みであることが分かった。一方、薬剤による

AMPK 活性化は Cxcl10 遺伝子発現を上昇させるものの、EPS による AMPK 活性化は CXCL10 発

現分泌に主要な影響を与えていないことが推測される。以上、、EPS 依存的な CXCL10 発現分泌減

少は、Ca2+振動及び p38 MAPK の活性化により制御されていることが示された。 
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第三章 

 皮膚における運動依存的な 

CXCL10 減少の生理的意義の解明 
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1. 緒言 
序論において述べた通り、運動は骨格筋のみならず脂肪組織や肝臓など多くの組織や器官に効果

を及ぼす (37-40, 46-51)。その中で、運動依存的な皮膚機能の制御、すなわち運動依存的な創傷治

癒促進、老化抑制などが注目を集めている (99, 106, 150)。最近、運動依存性マイオカインである

Interleukin-15 (IL-15)が、皮膚の代謝や老化を制御していることが報告された (150)。この論文では、

ヒト加齢に伴う真皮コラーゲン量の減少が運動依存的な IL-15 産生上昇により抑制されることを

明らかにしている (150)。 

コラーゲンは生体組織の構造維持を行う細胞外マトリクスの主要成分であり、I 型、II 型など約

30 種類に分類されるタンパク質ファミリーを形成している (166)。その中で I 型コラーゲンは、

骨や腱、皮膚、靭帯、角膜など生体内の多くの組織における主要なコラーゲンであり、特に皮膚

において発現しているコラーゲンのうち約 80%を占めている (166, 167)。I 型コラーゲンの合成か

ら分解までの過程は以下のプロセスを介して起こる。まず、コラーゲンの mRNA がプレプロコラ

ーゲンに翻訳され、粗面小胞体内腔に突出する (166)。その後、3-hydroxylase, 4-hydroxylase, lysyl 

hydroxylase によるプロリン、リジン残基のヒドロキシル化や鎖内のジスルフィド結合による C-プ

ロペプチドの安定化により C 末端ドメインが整列し、3 重らせんが形成される。C 末端側の 3 重

らせん形成により N 末端においても 3 重らせん形成が惹起され、プロコラーゲン鎖が形成される 

(166)。形成されたプロコラーゲン鎖は Peptidyl-prolyl cis-trans-isomerase や HSP47 によりフォール

ディングされ、プロコラーゲンとなることでゴルジ体の分泌小胞区画より細胞外へ分泌される 

(168, 169)。分泌されたプロコラーゲンは疎水性相互作用や静電相互作用、C-プロペプチドの切断

により自己凝集することで線維構造を形成するなどのプロセシングを受ける (170, 171)。さらに、

Bone morphogenetic protein 1 (BMP-1)及び Tolloid-like 1 (TLL-1) もプロセシングに関与することが

報告されている(172, 173)。このようなプロセスで成熟したコラーゲンは、創傷治癒や組織発達に

おいて Matrix metalloproteinases (MMPs)により分解される (174)。 

本研究で新規に同定された運動抑制性マイオカイン CXCL10 の生理的意義については不明な点

が多い。我々は以前、運動依存的なマイオカイン CXCL10 の分泌減少が、骨格筋近傍の血管新生

を促進する可能性を示したが (175)、他の組織や器官における生理的意義については不明な点が

多く残っている。他方、マウスやヒトにおいて創傷治癒のプロセスにおいて皮膚組織の CXCL10

発現が誘導され、CXCR3 を介して真皮線維芽細胞や内皮細胞の遊走を制御することや、創傷した

皮膚への cyclic GMP-AMP 添加による創傷治癒の促進に CXCL10 が関与していることなど、

CXCL10 が皮膚機能を制御する可能性が示されている (147, 176, 177)。 

そこで本章では、運動依存的な CXCL10 減少が皮膚組織にどのような影響を与えるのか解明す

ることとした。 
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2. 材料と方法 

動物実験 

動物飼育 

本研究における全ての実験は、第一章に示した通り東洋大学動物実験委員会の承認を受けた後に

実施した。動物飼育に関しては、8 週齢の雄 C57BL/6J マウス (Charles River Laboratories Japan Inc.)

を購入し、第一章と同様にして飼育した。 

 

Treadmill による走行実験 

Treadmill を用いた走行実験についても、第一章と同様にして実施した。走行終了後はイソフルラ

ンによる麻酔下で頸椎脱臼により安楽死させ、トリマー (Daito Electric Machine Industry Co., Ltd., 

Osaka, Japan)及び除毛クリーム (Kracie Home Products Ltd., Tokyo, Japan)を用いて除毛した。その

後、背側の皮膚組織を採取して皮下脂肪を除去し、-80℃で保存した。 

 

マウス由来皮膚線維芽細胞の単離 

本研究における全ての実験は、上記と同様に東洋大学動物実験委員会の承認を受けた後に実施し

た。マウス由来皮膚線維芽細胞は 2 週齢マウスより単離した。マウスを頸椎脱臼によって安楽死

させた後、上述と同様にして除毛し、皮膚組織を採取、皮下脂肪を除去した。次に、クリーンベ

ンチ内で皮膚組織片を 3 mm 角にカットし、6 well plate に貼り付けた。15 分ほど乾燥させた後、

Fibroblast growth medium (Minimum essential medium eagle (MEM) (Sigma Aldrich) + 10% Fetal bovine 

serum (Biowest) + 1% Non-essential amino acid (NEAA) (Nacalai tesque) + 1% Pyruvate (Nacalai tesque))

を加え、37℃、5% CO2 の条件下で培養した。2〜3 日毎に培地を交換し、10〜12 日後、十分な真

皮線維芽細胞の増殖を確認し、継代を実施した。継代は以下の手順に従って行った。まず、D-PBS 

(-)で 2 回洗浄し、TrypLETM Express Enzyme (1×), phenol red (Thermo Fisher Scientific)を 37℃で 5 分

間反応させ、細胞を剥離した。その後、Fibroblast growth medium を加えて十分にピペッティング

を行い、15 ml tube に移して 163 × g の条件で 3 分間遠心した。遠心終了後に上清を除去し、細胞

のペレットを 10 ml の Fibroblast growth medium で再懸濁した。その後、血球計算盤を用いて細胞

数を計測し、75 cm2 flask もしくは 35 mm dish (Corning)に 2.0 × 103 cells/cm2 となるよう播種した。

サンプルについては、細胞播種の 24 時間後に EPS を負荷した、または負荷していない C2C12 筋

管細胞由来 Conditioned medium (それぞれ EPS-CM, Ctrl-CM), EPS-CM 及び recombinant CXCL10 

(PeproTech, Cranbury, NJ, US) (終濃度 25 pg/ml)共処理、もしくは CXCL10 の特異的アンタゴニスト

NBI74330 (R&D Systems) (終濃度 10, 15, 30 ng/ml)で処理し、24 時間培養した。 
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遺伝子発現解析 

RNA 抽出、逆転写反応、Reverse transcriptional-qPCR (qPCR) 

第一章及び第二章と同様の方法を用いた。なお、qPCR で用いたプライマーは Table. 3-1 に示し

た。 

 

アガロースゲル電気泳動 

マウス皮膚線維芽細胞における各マイオカイン受容体の発現確認にはアガロースゲル電気泳動

を用いた。泳動用バッファーとして Tris-Acetate EDTA Buffer (TAE) (Bio Rad)を用い、2% Agarose 

(Nacalaitesque) の条件で電気泳動を行った。なお、分子サイズマーカーは 20 bp ladder 及び 100 bp 

ladder (NIPPON Genetics Co., Ltd.) を用いた。泳動終了後のゲルは Gel Red で染色し、ゲル撮影装

置 AE-6933FXCF (ATTO Corporation, Tokyo, Japan)にて撮影した。 

 

Table. 3-1 本章において使用した各種プライマーの配列 

 
 

コラーゲン分泌解析 

培養上清中の分泌コラーゲンの測定は、Sirius Red (Chondrex, Inc., Redmond. WA, USA)を用いてキ

ット付属のプロトコルに従って実施した。培養上清 1 ml あたり 250 µl の Concentrating Solution を

添加し、混合した後、4℃で 12 時間反応させた。その後、10,000 × g で 3 分間遠心し、上清を除去

して 100 µl の 0.05 M 酢酸で再懸濁することで 10 倍に濃縮し、これをサンプルとして用いた。 

 

Forward Reverse

Col1a1 5' - GCC AAG AAG ACA TCC CTG AAG - 3’ 5’ - TGT GGC AGA TAC AGA TCA AGC - 3’

Ki67 5’ - CCT TTG CTG TCC CCG AAG A - 3’ 5’ - GCT TCT CAT CTG TTG CTT CCT - 3’

Pcna 5’ - CAC GTA TAT GCC GAG ACC TTA GC - 3’ 5’ - CTC CAC TTG CAG AAA ACT TCA CC - 3’

Bak 5’ - ATA TTA ACC GGC GCT ACG AC - 3’ 5’ - AGG CGA TCT TGG TGA AGA GT - 3’

Bad 5’ - GAG GAG GAG CTT AGC CCT TT - 3’ 5’ - AGG AAC CCT CAA ACT CAT CG - 3’

 Bcl-2 5’ - TTC GCA GCG ATG TCC AGT CAG CT - 3’ 5’ - TGA AGA GTT CTT CCA CCA CCG T - 3’

Abcc1 5’ - CAG GGA AGG AGT CAA AGC CG - 3’ 5’ - GGG AAG ACG AGT TGC TGA GAT - 3’

Blvrb 5’ - CCG ATG TGG ACA AGA CTG TG - 3’ 5’ - TCG GAC ATT ACT GTA GTG GGA CT - 3’

Cyb5a 5’ - ACG ATC TGA CCA AGT TTC TCG - 3’ 5’ - TCC TCA AAA TTC TCG GTA GCA - 3’

Nqo1 5’ - AGC GTT CGG TAT TAC GAT CC - 3’ 5’ - AGT ACA ATC AGG GCT CTT CTC G - 3’

Pgd 5’ - AAA GAT CCG GGA CAG TGC T - 3’ 5’ - GAGCAAAGACAGCTTCTCCAA - 3’

Srxn1 5’ - ACT ATT CCT TTG GGG GCT GC - 3’ 5’ - GCT TGG CAG GAA TGG TCT CT - 3’

Ccr1 5’ - TCA AAG CCG TGC GTC TGA TA - 3’ 5’ - GGC AAT CAC CTC AGT CAC CT - 3’

Ccr2 5’ - ACC TGT AAA TGC CAT GCA AGT - 3’ 5’ - TGT CTT CCA TTT CCT TTG ATT TG - 3’

Ccr3 5’ - TAC CGG CCC TCA CAT ACC A - 3’ 5’ - CAC TTC AAT CCA GAG AGC ACC T - 3’

Ccr5 5’ - AGA CAT CCG TTC CCC CTA CA - 3’ 5’ - GCA GGG TGC TGA CAT ACC AT - 3’

Cxcr2 5’ - CAC CGA TGT CTA CCT GCT GA - 3’ 5’ - CAC AGG GTT GAG CCA AAA GT - 3’

Cxcr3 5’ - GCA ACT GTG GTC GAG AAA GC - 3’ 5’ - GGC ATA GAG CAG CGG ATT GA - 3’

Sequence 
Gene
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統計解析 

第一章及び第二章と同様に GraphPad Prism8 を用いて実施した。2 群間の比較には unpaired 

student’s t-test を、3 群以上の比較には one-way ANOVA をそれぞれ使用した。また、危険率が 5%

未満の場合に統計的な有意差を認めた。   



 - 60 - 

3. 結果 

Treadmill による強制走行負荷により、皮膚における Col1a1遺伝子発現が上昇する 

まず、既に報告されている運動依存的な皮膚組織におけるコラーゲン量の増加 (99)、皮膚細胞の

増殖促進や細胞死抑制 (178, 179)を確認することとした。第一章と同様の条件でマウスにTreadmill

による強制走行を負荷した後、安楽死させたマウスより背側の皮膚組織を採取した。その後、皮

膚組織から RNA を抽出し、コラーゲン遺伝子 (Col1a1)、増殖マーカー遺伝子 (Ki67, Pcna)、細胞

死マーカー遺伝子 (Bak, Bad, Bcl-2)の発現を qPCR により解析した。その結果、増殖マーカー遺伝

子、細胞死マーカー遺伝子の発現に顕著な変化は見られなかったものの、Col1a1 遺伝子発現は

Running 群において約 3.6 倍に上昇することが明らかとなった (*: p<0.05, n=3-6) (Fig. 3-1)。 

 

真皮線維芽細胞への EPS-CM の添加により、コラーゲン分泌及び遺伝子発現が促進

される 

上記マウス走行モデルにおける皮膚 Col1a1 遺伝子発現が有意に上昇していたことから、皮膚に

おける主要なコラーゲン産生細胞である真皮線維芽細胞に注目して、筋収縮依存的なマイオカイ

ン分泌変化がコラーゲン分泌及び遺伝子発現に与える影響を検討した。線維芽細胞は全身の結合

組織に存在するものの、どの組織に由来するかによってその性質は大きく異なる。例えば、骨髄

由来の線維芽細胞では骨髄性の細胞として増殖し続けることができるものの、皮膚線維芽細胞で

は創傷治癒時には Actin 遺伝子発現が上昇し、Myofibroblast に変化していくなど、性質が変化して

いく (180)。さらに、皮膚線維芽細胞は、肺線維芽細胞と比較して細胞増殖が遅いことや寿命が短

いことなども知られている (181, 182)。そのため、本研究においてはマウス皮膚由来の初代培養真

皮線維芽細胞を用いた。まず、2 週齢マウス真皮組織由来の初代培養線維芽細胞、及び対照群 (マ

ウス海馬由来神経細胞 HT22、マウス骨格筋細胞 C2C12)よりそれぞれ RNA を抽出し、qPCR を用

いて Col1a1 遺伝子発現を解析した。その結果、真皮線維芽細胞における Col1a1 遺伝子発現は、

HT22 細胞、C2C12 細胞の発現と比較して、それぞれ約 17 倍、28 倍と高値を示したことから、単

離した細胞が真皮線維芽細胞であることが確認された (*: p<0.05, n=3) (Fig. 3-2)。 

次に、EPS 依存的な C2C12 筋管細胞由来マイオカインの分泌変化が、真皮線維芽細胞のコラー

ゲン発現に影響を及ぼしうるか検討を行った。EPS を負荷したあるいは負荷していない C2C12 筋

管細胞より回収した Conditioned medium (それぞれ EPS-CM と Ctrl-CM)を単離した真皮線維芽細

胞に添加して、24 時間培養を行った。その後、真皮線維芽細胞の培養上清に含まれるコラーゲン

濃度を測定したところ、Ctrl-CM 添加時の培養上清中のコラーゲン濃度 9.6 ± 0.7 µg/ml に対して

EPS-CM 添加群では 16.4 ± 1.6 µg/ml まで上昇した (**: p<0.01, n=10) (Fig. 3-3)。この結果より、EPS
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負荷による C2C12 筋管細胞由来マイオカインの分泌変化は、真皮線維芽細胞のコラーゲン分泌を

上昇させることが示された。 

 

真皮線維芽細胞への EPS-CM 添加によるコラーゲン分泌の促進は CXCL10-CXCR3

系を介している 

次に、EPS-CM 依存的なコラーゲン発現分泌上昇における CXCL10 の関与について調べることと

した。まず、真皮線維芽細胞における既知マイオカイン受容体遺伝子の発現を PCR により確認し

たところ、CXCL10 受容体 CXCR3、CCL5 受容体 CCR1、CXCL1 及び CXCL5 受容体 CXCR2 の遺

伝子発現が確認された (Fig. 3-4)。そこで、CXCL10 受容体 CXCR3 が EPS-CM 依存的なコラーゲ

ン分泌に関与しているか検討を行った。真皮線維芽細胞を C2C12 筋管細胞由来 Ctrl-CM で刺激す

る際に CXCR3 のアンタゴニスト NBI74330 を添加した際のコラーゲン分泌量を解析した結果、

Ctrl-CM のみを添加した際の培養上清中コラーゲン濃度は 10.1 ± 1.3 µg/ml であったのに対して、

NBI74330 濃度依存的にコラーゲン分泌は上昇し、30 ng/ml の NBI74330 を添加した際には 17.6 ± 

2.8 µg/ml まで上昇していることが示された (*: p<0.05, n=3) (Fig. 3-5A)。すなわち、真皮線維芽細

胞のコラーゲン分泌について、CXCR3 シグナル活性化は負に作用することが示唆された。 

さらに、真皮線維芽細胞に Ctrl-CM 及び EPS-CM を添加する際、EPS により減少した CXCL10 

(25 pg/ml)を補償的に添加し、分泌されるコラーゲン濃度を測定した。その結果、Ctrl-CM 添加群

と比較して、EPS-CM 添加群では培養液中のコラーゲン濃度が約 9.6 ± 0.6 µg/ml から 16.4 ± 1.5 

µg/ml に上昇したが、EPS-CM に rCXCL10 を添加し、CXCL10 濃度のみを Ctrl-CM と同濃度にし

た群では、培養液中のコラーゲン濃度は約 13.1 ± 1.8 µg/ml となった。すなわち、rCXCL10 単独添

加による有意なコラーゲン分泌変化は見られないものの、rCXCL10 を添加することで EPS-CM に

よるコラーゲン分泌上昇効果が観察されなくなった (*: p<0.05, n=10) (Fig. 3-5B)。さらに、I 型コ

ラーゲンのプロセシングに関与する BMP-1 及び TLL-1、分解に関与する MMP-13 及び MMP-14 

(183, 184)についても EPS-CM 添加による発現変化を調べたところ、EPS-CM を添加することで Tll-

1 遺伝子発現は上昇し、Mmp-14 遺伝子発現は減少していた (Supplementary Fig. 3-1)。 

以上の結果をまとめると、EPS-CM 中の CXCL10 が減少し、真皮線維芽細胞の CXCL10-CXCR3

シグナルが減弱することが EPS-CM 依存的コラーゲン分泌上昇の原因の 1 つであることが明らか

となった。さらに、CXCL10-CXCR3 の関与は不明であるものの、EPS-CM に含まれる成分がコラ

ーゲンのプロセシング促進及び分解抑制を制御する可能性が示された。 

 

真皮線維芽細胞への EPS-CM 添加は酸化ストレス関連遺伝子の発現を変化させる 

さらに、運動によるマイオカイン変動が真皮線維芽細胞に与える影響を包括的に解析することを

目的に、Ctrl-CM と比較して EPS-CM 依存的に発現変動する遺伝子群を網羅的に解析した。真皮
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線維芽細胞に Ctrl-CM 及び EPS-CM を添加して 24 時間培養した後に total RNA を精製し、次世代

型発現解析マイクロアレイ ClariomTM S Assay, Mouse による解析を行った。さらに、マイクロアレ

イ解析で得られたデータを Gene ontology 解析に供し、どのような機能を持った遺伝子群の発現が

変化しているかを解析した。その結果、特に酸化ストレスに関連する遺伝子群 (oxidation-reduction 

process, response to oxidative stress)の発現が EPS-CM 刺激に応答して上昇していることが明らかに

なった (Fig. 3-6)。また、アポトーシスや細胞遊走に関する遺伝子群 (negative regulation of apoptotic 

process, positive regulation of cell migration)の発現は EPS-CM 添加により上昇し、炎症に関する遺伝

子群 (inflammatory response)の発現は減少している傾向も見られた (Fig. 3-6)。特に EPS-CM によ

って多くの酸化ストレス関連遺伝子群の発現調節が生じることが明らかとなったため、これらに

ついて詳細な検討を実施した (Fig. 3-6)。その結果、Abcc1, Blvrb, Cyb5a, Nqo1, Pgd, Srxn1 の 6 つの

遺伝子発現が EPS-CM の添加によってそれぞれ 1.7 ± 0.5 倍、1.9 ± 1.1 倍、1.5 ± 0.3 倍、1.7 ± 0.4

倍、1.5 ± 0.3 倍、2.2 ± 0.8 倍に上昇していることが明らかになった。これら 6 つの遺伝子について

qPCR による確認を行った結果、Abcc1, Cyb5a, Nqo1 については有意な変化は見られなかったもの

の (n=5-6) (Fig. 3-7A, C, D)、Blvrb, Pgd, Srxn1 については EPS-CM の添加によってそれぞれ約 1.4, 

1.7, 1.5 倍に遺伝子発現が上昇した (*: p<0.05, n=3-6) (Fig. 3-7B, E, F)。 

以上の結果より、真皮線維芽細胞への EPS-CM の添加はコラーゲン分泌を上昇させるだけでな

く、酸化ストレス関連遺伝子の発現を上昇させることが明らかになった。 

 

真皮線維芽細胞における EPS-CM 依存的な酸化ストレス関連遺伝子発現の変化の一

部は CXCR3 及び CXCL10 を介している 

上記の実験において、真皮線維芽細胞への EPS-CM 添加により発現が上昇することが明らかに

なった 3 つの遺伝子について、CXCR3 の関与を解析した。上述と同様に、真皮線維芽細胞を C2C12

筋管細胞由来 Ctrl-CM で刺激する際に CXCR3 のアンタゴニスト NBI74330 を添加し、24 時間培

養した。その後、qPCR によって各遺伝子の発現を解析した。その結果、30 ng/ml の NBI74330 を

添加することで Blvrb, Pgd, Srxn1 の発現はそれぞれ 1.5 倍、1.2 倍、1.8 倍となった (*: p<0.05, n=3) 

(Fig. 3-8A-C)。このことから、EPS-CM 添加による Blvrb, Pgd, Srxn1 遺伝子発現上昇にも CXCR3 が

関与している可能性が示唆された。 

さらに、Blvrb, Pgd, Srxn1 の 3 遺伝子について、EPS 依存的な CXCL10 減少が関与しているかを

検討した。真皮線維芽細胞を Ctrl-CM 及び EPS-CM、さらに EPS により減少した CXCL10 (25 pg/ml)

を recombinant CXCL10 (rCXCL10)により補償的に添加した EPS-CM で処理し、24 時間後の各遺伝

子発現の変化を解析した。その結果、Blvrb, Pgd については EPS-CM に rCXCL10 を補償的に添加

しても、EPS-CM のみを添加した群と比較して、各遺伝子発現に顕著な変化は見られなかった (**: 

p<0.01, n=7) (Fig. 3-9A, B)。一方、Srxn1 については、EPS-CM を添加することで遺伝子発現が約
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1.8 倍に増加するものの、EPS-CM への補償的な rCXCL10 を添加によって Ctrl-CM との間に有意

な差は観察されなくなることが分かった (*: p<0.05, n=7) (Fig. 3-9C)。さらに、抗酸化酵素の遺伝

子発現についても EPS-CM 添加による発現変化を調べたところ、Glutathione S-reductase (GSR)の

遺伝子発現が EPS-CM 添加によって有意に発現上昇していた (*: p<0.05, n=4) (Fig. 3-10C)。以上の

結果より、EPS-CM 添加による Blvrb, Pgd, Srxn1 遺伝子発現上昇のうち、特に Srxn1 については

CXCR3 に加えて、EPS 依存的な CXCL10 減少も関与していることが示された。さらに、EPS-CM

は一部の抗酸化酵素遺伝子発現も亢進することが明らかとなった。 
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4. 考察 

CXCL10-CXCR3 シグナルを介した EPS-CM 依存的なコラーゲン発現分泌制御 

本章の研究によって、真皮線維芽細胞におけるEPS-CM依存的なコラーゲン分泌上昇はCXCL10-

CXCR3 経路を介している可能性が示唆された。すなわち、EPS-CM 中の CXCL10 量が減少したた

め、EPS-CM 処理群では Ctrl-CM 処理群と比較して CXCL10-CXCR3 系のシグナルが減弱、その結

果、コラーゲン分泌が上昇したと考えられる。コラーゲン産生を制御しているシグナル分子とし

て Extracellular signaling regulated kinase (ERK1/2)が知られている。例えば、ヒトの真皮線維芽細胞

において、Lipo-prostaglandin E1 (Lipo-PGE1)の刺激によりコラーゲン産生が減少することが示され

ているが、これは Lipo-PGE1 が ERK1/2 活性化を誘導し、それによって下流の転写因子である Ets-

1 を活性化することによるものである (185)。さらに、ヒト真皮線維芽細胞における IL-18 依存的

なコラーゲン産生抑制作用にも ERK 及び Ets-1 が関与していることが示されている (186)。これ

までに CXCL10-CXCR3 シグナルにより ERK 経路が活性化されるという報告は多数なされてい

る。例えば、神経芽細胞腫の細胞株である NUB６や SK-NMC において CXCL10 が CXCR3 と相

互作用することで ERK のリン酸化を上昇させることや (187)、CXCR3 のスプライシングバリア

ントである CXCR3-A を発現させた Human embryonic kidney 293 (HEK293)細胞において、CXCL10

が ERK リン酸化を誘導することも報告されている (188)。以上を併せると、EPS-CM 処理群にお

いては CXCL10-CXCR3 系シグナルが減弱、ERK の活性化が抑制され、コラーゲン分泌が上昇し

た可能性が考えられる。真皮においては、コラーゲン産生が加齢とともに減少することで皮膚の

弾力が低下することが報告されている (189)。さらに、真皮において紫外線照射によりコラーゲン

発現が減少する一方でアスコルビン酸の添加により増加することなど、複数の要因によってコラ

ーゲン産生が制御されていることが知られている (190, 191)。そのため、真皮におけるコラーゲン

産生制御の理解には本研究で明らかになった CXCL10-CXCR3 シグナルを介したコラーゲン分泌

上昇メカニズムの詳細を含め、細胞内シグナルを解明していくことが重要である。 

 

EPS-CM 添加による酸化ストレス関連遺伝子の発現制御 

本章の研究によって、真皮線維芽細胞に EPS-CM を添加した際に、主に酸化ストレスに関連する

遺伝子群の発現が上昇していることが示された。酸化ストレスは酸化物質 (活性酸素種 (Reactive 

oxygen species: ROS)を含む)の生成と抗酸化物質のバランスが崩れることで発生し (192)、ヒト皮

膚老化や真皮へ負の影響を与える。例えば、酸化ストレスの増大により DNA ダメージや炎症反

応、抗酸化物質や MMPs の産生減少、コラーゲンやエラスチンの分解などが上昇することが報告

されている (193-195)。 

本章においては、EPS-CM 添加によって、酸化ストレス関連遺伝子群のうち、Blvrb, Pgd, Srxn1 の
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3 つの遺伝子について有意な変化が観察された。Blvrb 遺伝子は Biliverdin reductase B (BLVRB)を

コードする遺伝子であり、BLVRB は NADPH 依存的に複数の基質の酸化還元に関与し、細胞の酸

化還元を制御している (196, 197)。Pgd 遺伝子は Pentose phosphate pathway (PPP)-phosphogluconate 

dehydrogenase (PGD)をコードする遺伝子であり、ROS の除去に重要な役割を果たしている (198)。

Srxn1 遺伝子は Sulfiredoxin-1 (Srxn1)をコードしており、抗酸化酵素である Peroxiredoxin の反応を

触媒し、抗酸化機能に重要な役割を果たしている (199)。また、アストロサイトではあるが、Srxn1

が Nrf2/ARE 経路を制御することで抗酸化能を上昇させることも知られている (198-200)。また、

EPS-CM 依存的な Srxn1 遺伝子発現上昇は CXCL10-CXCR3 系シグナルにより制御されていた。一

方、Blvrb 及び Pgd については CXCR3 アンタゴニストを添加した群においてのみ遺伝子発現が上

昇していた。CXCR3 はリガンドとして CXCL10 の他に C-X-C motif chemokine ligand 9 (CXCL9)や

C-X-C motif chemokine ligand 11 (CXCL11)を持つことが知られている (201, 202)。本論文第一章で

実施した Cytokine array 解析において、CXCL9 及び CXCL11 のシグナルは極めて低かったため詳

細な検討は実施しなかったが、同解析がスポットされている抗体力価に依存する半定量的方法で

あることを踏まえ、今後、これら CXCL9 及び CXCL11 が関与している可能性を検討していく必

要があると考えられる。また、C-X-C motif chemokine ligand 4 (CXCL4)も CXCR3 のリガンドであ

ることが報告されているが (201, 202)、本研究で用いた Cytokine array には含まれていないため、

EPS による分泌変化は明らかになっていない。今後、これらの CXCR3 リガンドとなりうるケモ

カイン群が筋収縮によってどのような制御を受けるかを明らかにし、EPS-CM 依存的な Blvrb, Pgd

遺伝子発現上昇に関与しているかを検討していくことが求められる。 

さらに、EPS-CM 添加によって一部の抗酸化酵素の遺伝子発現が有意に発現上昇していたことか

ら、今後、EPS-CM 添加が皮膚線維芽細胞内の ROS 産生に影響を与えるか調べる必要はあるもの

の、運動による CXCL10 分泌減少は皮膚において Srxn1 をはじめとする酸化還元酵素や一部の抗

酸化酵素発現を上昇させることで酸化ストレスを抑制し、老化を抑制している可能性が考えられ

る。 

また、ヒト皮膚における酸化ストレスの増大は、皮膚におけるコラーゲン産生を抑制することも

報告されている (203)。すなわち、本研究において見られた EPS-CM 依存的なコラーゲン産生上

昇についても、EPS-CM 添加による酸化ストレス抑制が原因となっている可能性が考えられる。

今後、EPS-CM や rCXCL10 が、皮膚線維芽細胞内 ROS 産生にどのような影響を与えるか解明し

ていく必要がある。最後に、本章のまとめを Fig. summary3-1 に示した。 

  



 - 66 - 

5. 図表 

 

 

Fig. 3-1 Treadmill 負荷による Whole skin における各遺伝子発現の変化 

9 週齢の C57BL/6J 雄マウス 6-11 匹を Rest 及び Running の２群に分けた。Running 群には Treadmill

による強制走行 (15 cm/s, 30 min, 8% slope)を負荷した。走行終了後 Whole skin を採取し、RNA を

抽出して(A) Col1a1、増殖関連遺伝子である(B) Ki67、(C) PCNA、細胞死関連遺伝子である(D) Bak、

(E) Bad、(F) Bcl-2 の発現を qPCR により解析した。各遺伝子発現は Gapdh により標準化した。両

群ともに 5-6 匹もしくは 3 匹のマウスのサンプルを解析し、Student’s t-test によって統計解析を行

った (A: unpaired Student’s t-test, *: p<0.05, n=5-6) (B-F: n=3)。 
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Fig. 3-2 各細胞における Col1a1遺伝子発現の比較 

2 週齢の C57BL/6J マウスの背側皮膚より採取した組織片を約 3 mm 角にカットし、6 well plate に

貼り付けた。15 分ほど乾燥させたのち、培地を加えて 2 週間ほど培養し、線維芽細胞が細胞を増

殖させて単離した。また、マウス由来神経細胞である HT22 細胞とマウス由来骨格筋細胞である

C2C12 細胞も回収し、各細胞より RNA を抽出した。Col1a1 遺伝子発現量は qPCR により解析し

た。Col1a1 遺伝子発現は Gapdh により標準化した。独立した実験を 3 回繰り返し、one-way ANOVA

によって統計解析を行った (one-way ANOVA, *: p<0.05, n=3)。 
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Fig. 3-3 皮膚線維芽細胞における C2C12-CM 添加によるコラーゲン分泌及び Col1a1遺伝子発現

の変化 

マウスより単離した皮膚線維芽細胞に、EPS を負荷した、あるいはしていない C2C12 筋管細胞由

来の培養上清 (C2C12-CM)を添加し、24 時間培養した。処理が終了した皮膚線維芽細胞の培養上

清を回収し、Sirius Red Collagen Detection Kit を用いてコラーゲン分泌量を解析した。独立した実

験を 10 回繰り返し、Student’s t-test によって統計解析を行った ( unpaired Student’s t-test, **: p<0.01, 

n=10)。 
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Fig. 3-4 皮膚線維芽細胞における各種運動依存性マイオカインの受容体発現 

マウスより単離した皮膚線維芽細胞を回収し、RNA を抽出した後、PCR により各受容体の遺伝子

を増幅した。その後、PCR 増幅産物をアガロースゲル電気泳動によって泳動し、各種受容体の発

現を確認した。 
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Fig. 3-5 皮膚線維芽細胞における CXCR3 阻害及び rCXCL10 添加によるコラーゲン分泌量の 

変化 

(A) マウスより単離した皮膚線維芽細胞に、EPS を負荷していない C2C12 筋管細胞由来培養上清

及び各濃度の CXCR3 アンタゴニストを添加し、24 時間培養した。(B) マウスより単離した皮膚

線維芽細胞に、EPS を負荷した、あるいはしていない C2C12 筋管細胞由来の培養上清と終濃度 25 

pg/ml の recombinant CXCL10 を添加し、24 時間培養した。(A, B) 培養終了後の皮膚線維芽細胞よ

り培養上清を回収し、Sirius Red Collagen Detection Kit を用いてコラーゲン分泌量を解析した。独

立した実験を 3 回もしくは 10 回繰り返し、one-way ANOVA によって統計解析を行った (A: one-

way ANOVA, *: p<0.05, n=3) (B: one-way ANOVA, *: p<0.05, n=10)。 
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Fig. 3-6 皮膚線維芽細胞における C2C12 筋管由来培養上清添加による各遺伝子群の発現変化 

マウスより単離した皮膚線維芽細胞に、EPS を負荷した、あるいは負荷していない C2C12 筋管細

胞由来の培養上清を添加し、24 時間培養した。培養終了後、細胞を回収して RNA を抽出し、

ClariomTM S Assay, Mouse によって各遺伝子発現の変化を解析した。その後、EPS-CM の添加によ

り発現が 1.5 倍以上、もしくは 0.5 倍以下となった遺伝子について Gene Ontology analysis を実施

し、グラフを作成した。独立した実験は 3 回実施した。 
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Fig. 3-7 皮膚線維芽細胞における C2C12 筋管由来培養上清添加による 

酸化関連遺伝子の発現変化 

マウスより単離した皮膚線維芽細胞に、EPS を負荷した、あるいはしていない C2C12 筋管細胞由

来の培養上清を添加し、24 時間培養した。培養終了後、細胞を回収して RNA を抽出し、qPCR に

より(A) Abcc1、(B) Blvrb、(C) Cyb5a、(D) Nqo1、(E) Pgd、(F) Srxn1 の遺伝子発現変化を解析した。

各遺伝子発現は Gapdh により標準化した。独立した実験を 3-6 回繰り返し、Student’s t-test によっ

て統計解析を行った (A: n=6) (B: unpaired Student’s t-test, *: p<0.05, n=3) (C: n=5) (D: n=5) (E: unpaired 

Student’s t-test, *: p<0.05, n=6) (F: unpaired Student’s t-test, *: p<0.05, n=4)。 

  

A
bc
c1

ge
ne

 e
xp

re
ss

io
n

(fo
ld

 c
ha

ng
es

)

(n=6)
B
lv
rb

ge
ne

 e
xp

re
ss

io
n

(fo
ld

 c
ha

ng
es

)

C
yb
5a

ge
ne

 e
xp

re
ss

io
n

(fo
ld

 c
ha

ng
es

)

N
qo
1

ge
ne

 e
xp

re
ss

io
n

(fo
ld

 c
ha

ng
es

)

Pg
d

ge
ne

 e
xp

re
ss

io
n

(fo
ld

 c
ha

ng
es

)

Sr
xn
1

ge
ne

 e
xp

re
ss

io
n

(fo
ld

 c
ha

ng
es

)

(*: p<0.05, n=3) (n=5)

(*: p<0.05, n=6) (*: p<0.05, n=4)(n=5)

A

F

CB

ED

2.5, 2.0, ＊ 8 

2.0~ 

一
1.5 ロ 6 

1.5 
1.0 4 

1.0 

0.5 
0.5 2 

0.0 0.0 

゜EPS- EPS+ EPS- EPS+ EPS- EPS + 

15, 2.57 2.0 ＊ 
＊ 

21 .0 5] 口10-I 
＿ □ 1.5 

5-j 
1.0 I 

1.0 

0.5 
0.5 

。|
＇ 

0.0 
EPS+ EPS- EPS+ 

0.0 
EPS- EPS + 



 - 73 - 

 
 

Fig. 3-8 皮膚線維芽細胞における CXCR3 阻害による酸化関連遺伝子の発現変化 

マウスより単離した皮膚線維芽細胞に、EPS を負荷していない C2C12 筋管細胞由来培養上清及び

各濃度の CXCR3 アンタゴニストを添加し、24 時間培養した。培養終了後、細胞を回収して RNA

を抽出し、qPCR により(A) Blvrb, (B) Pgd, (C) Srxn1 の遺伝子発現変化を解析した。各遺伝子発現

は Gapdh により標準化した。独立した実験を 3 回繰り返し、Student’s t-test によって統計解析を行

った (A-C: unpaired Student’s t-test, *: p<0.05, n=3)。 
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Fig. 3-9 皮膚線維芽細胞における recombinant CXCL10 添加による酸化関連遺伝子発現の変化 

マウスより単離した皮膚線維芽細胞に、EPS を負荷した、あるいはしていない C2C12 筋管細胞由

来の培養上清と終濃度 25 pg/ml の recombinant CXCL10 を添加し、24 時間培養した。培養終了後、

細胞より RNA を抽出し、qPCR を用いて (A) Blvrb, (B) Pgd, (C) Srxn1 遺伝子の発現変化を調べた。

なお、各遺伝子発現は Gapdh により標準化した。独立した実験を 7 回繰り返し、one-way ANOVA

によって統計解析を行った (A: one-way ANOVA, **: p<0.01, n=7) (B: n=7) (C: one-way ANOVA, *: 

p<0.05, n=7)。 
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Fig. 3-10 皮膚線維芽細胞における C2C12 筋管由来培養上清添加による抗酸化酵素遺伝子の 

発現変化 

マウスより単離した皮膚線維芽細胞に、EPS を負荷した、あるいはしていない C2C12 筋管細胞由

来の培養上清を添加し、24 時間培養した。培養終了後、細胞を回収して RNA を抽出し、qPCR に

より (A) Sod1, (B) Gpx1 (C) Gsr の遺伝子発現変化を解析した。各遺伝子発現は Gapdh により標準

化した。独立した実験を 4-5 回繰り返し、Student’s t-test によって統計解析を行った (A: n=5) (B: 

n=4) (C: unpaired Student’s t-test, *: p<0.05, n=4)。 
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Supplementary Fig. 3-1 皮膚線維芽細胞における C2C12-CM 添加によるコラーゲン代謝関連 

遺伝子発現の変化 

マウスより単離した皮膚線維芽細胞に、EPS を負荷した、あるいは負荷していない C2C12 筋管細

胞由来の培養上清 (C2C12-CM)を添加し、24 時間培養した。細胞より RNA を抽出し、qPCR によ

って(A, B) コラーゲンのプロセシング関連遺伝子、(C, D) コラーゲン分解関連遺伝子の発現を解

析した。各遺伝子発現は Gapdh により標準化した。独立した実験を 5-7 回繰り返し、Student’s t-

test によって統計解析を行った (A: n=5) (B: unpaired Student’s t-test, *: p<0.05, n=6) (C: n=5) (D: 

unpaired Student’s t-test, *: p<0.05, n=7)。 
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Fig. summary3-1 第三章のまとめ 

運動依存的な⾻格筋 CXCL10 減少は、真⽪線維芽細胞においてコラーゲン産⽣を促進する可能

性が⽰された。さらに、EPS-CM の添加によってコラーゲン代謝関連遺伝⼦の発現も変化してい

たことから、 C2C12 筋管細胞への EPS 負荷によって CXCL10 を含めたマイオカインの発現分泌

が変化し、⽪膚におけるコラーゲン産⽣を総合的に調節している可能性が考えられる。さらに、

運動依存的な⾻格筋 CXCL10 減少は、真⽪線維芽細胞において酸化ストレスを抑制する可能性

も⽰された。 
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Col1a1 ↑
Tll-1 ↑ (?)
Mmp-14 ↓ (?)

上



 - 78 - 

 

 

 

 

 

第四章 

 栄養条件の変化による 

CXCL10 の発現分泌制御 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 - 79 - 

1. 緒言 
第三章では、筋収縮依存的に分泌減少するマイオカイン CXCL10 が皮膚機能を制御する可能性

を示した。一方、骨格筋は運動以外にも様々な刺激を感知する仕組みをもつ。例えば、骨格筋は

細胞外の栄養状態をモニターする仕組みを保持しており、与えられた栄養条件に応じた生理応答

を示す (204-208)。肥満状態においては、骨格筋への脂肪の過剰蓄積によって筋再生能が低下する 

(204)。また、2 型糖尿病患者では筋量の低下や遅筋線維量の減少などが見られる (205, 206)。一方、

適度なタンパク質量を摂取することで運動後に筋サテライト細胞の増殖が促進されることや、ロ

イシン摂取が筋線維を肥大化させることなども示されている (207, 208)。 

細胞外栄養条件の変化によるマイオカイン制御について知見は少ないが、高脂肪食摂取により肥

満を誘導したマウスにおいて、血清中 IL-6 濃度及び腓腹筋 Il-6 遺伝子発現の上昇傾向が報告され

ている (209)。さらに、運動依存的に血中濃度及び遺伝子発現が上昇するマイオカイン Irisin も、

肥満や糖尿病発症に伴い遺伝子発現や分泌が制御されることが示されている (210)。このように

一部のマイオカインは、運動のみならず栄養条件の変化によっても発現分泌が制御されうること

が示されてきている。 

また、運動と過栄養は骨格筋以外の組織においても対照的な効果を示す。例えば、序章で述べた

通り、運動は脂肪組織や肝臓における代謝亢進や血管新生の促進に寄与するが (37-42, 46, 47, 62-

67)、糖尿病や肥満といった過栄養状態においては、脂肪組織における脂質代謝の減少や肝臓への

脂肪蓄積などを引き起こすとともに微小血管形成を抑制する (211-213)。これまで、高脂肪食摂取

により CXCL10 の血中濃度が上昇するという報告もあるものの、この CXCL10 量増加はどの器官

/臓器に由来するのかは明らかになっておらず、また、過栄養状態における骨格筋 CXCL10 の発現

分泌についても明らかになっていない (214)。そこで、本章では骨格筋における CXCL10 発現分

泌が細胞外の栄養条件の変化によって制御されるのか明らかにすることを目的とした。 
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2. 材料と方法 

細胞培養 

C2C12 細胞の培養及び分化誘導 

第一章及び第二章と同様の方法で実施した。 

 

C2C12 筋管細胞への栄養条件変化による刺激負荷 

十分に分化した C2C12 筋管細胞をグルコース及び脂肪酸で処理することで栄養条件変化の刺激

を負荷した。グルコース条件は、4.5 g/l の High glucose (HG)条件、1.0 g/l の Low glucose (LG)条件、

グルコースを含まない Glucose free (GF)条件の 3 条件とした。どのグルコース条件の培地において

も、グルコース以外の組成は同様とし、それぞれ DMEM High glucose (4.5 g/l) (Nacalai tesque), 

DMEM Low glucose (1.0 g/l) (Nakalai tesque), DMEM No glucose (0.0 g/l) (Nacalai tesque)にそれぞれ

0.5% CS, 1% P/S を添加したものを使用した。 

脂肪酸含有培地は以下の手順で調製した。まず、無血清の Differentiation medium (DMEM + 1% 

P/S)に 2%になるよう Albumin, Bovine Serum, Fatty Acid Free, pH7.0 (BSA) (Nacalai tesque)を添加し

た。さらに、0.5-1.0 mM となるように Palmitic acid (C16:0)及び Palmitoleic acid (C16:1)を添加した。

さらに、Palmitic acid 及び Palmitoleic acid をそれぞれ 1 mM 添加した Mix (C16:0, C16:1)培地も作

成した。なお、脂肪酸を含有している培地については、フィルター (pore size 0.45 µm; MERCK 

Millipore)で濾過滅菌を行った後に使用した。 

 

タンパク質解析 

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

第一章及び第二章と同様に DuoSet® Mouse CXCL10/IP-10/CRG-2 (R&D systems), DuoSet® 

Ancillary Reagent Kit2 (R&D systems)を用いた。 

 

Western Blotting 

AMPK のリン酸化は Western Blotting により解析を行った。第二章と同様に SDS-PAGE によりタ

ンパク質を分離、PVDF 膜に転写した後、Blocking を行った。その後、Blocking Buffer で希釈した

各種一次抗体を 4℃で 12 時間反応させた。TBS-T を用いてメンブレンを洗浄し、TBS-T で希釈し

た二次抗体とともに室温で 1 時間反応させ、再度 TBS-T によりメンブレンを洗浄した。その後、

ECLTM Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare, CA, USA)もしくは Chemi Lumi One 

Super (Nacalai tesque), ChemiDocTM XRS+ (Bio-Rad)を用いて化学発光を検出した。得られた化学発
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光シグナルは Image J Software を用いて定量した。なお、使用した一次抗体及び二次抗体とその希

釈倍率は以下に示した。 

 

一次抗体 

・Anti- AMPK alpha, 1:1000 (Cell Signaling, Danvers, MA, USA) 

・Anti-Phospho-AMPK alpha (T172), 1:1000 (Cell Signaling) 

 
二次抗体 

・Anti-rabbit IgG HRP-1 linked, 1:5000 (Cell Signaing) 

 

遺伝子発現解析 

第一章及び第二章と同様に行った。Gapdh 及び Cxcl10 のプライマーは第一章及び第二章と同じ

ものを用いた。Cox-2 遺伝子発現解析に用いたプライマー配列を以下に示す。 

 

mouse Cox-2 

Forward: 5’ - AGA TCA TAA GCG AGG ACC TG - 3’ 

Reverse: 5’ - TAC ACC TCT CCA CCA ATG AC - 3’ 

 

動物実験 

動物飼育 

本研究における全ての実験動物は東洋大学動物実験委員会の承認を受けた後に実施した。購入し

た 4 週齢の雄 C57BL/6J マウス (Charles River Laboratories Japan Inc.)を個別のケージにて 1 週間の

馴化飼育を行った。マウスの飼育条件は温度 23℃、12 時間の明暗サイクル (6:00-18:00 明期、

18:00-6:00 暗期)とした。また、飼料 (Labo MR Stock) (Nosan Corp.)及び水は自由摂取とした。 

 

高脂肪食摂取実験 

1 週間の馴化飼育終了後、マウスを 4 匹ずつ普通飼料摂取群 (Normal diet; ND)と高脂肪食摂取群 

(High fat diet; HFD)の 2 群に分けた。ND 群には上述の飼料 (Lab MR Stock)、HFD 群には高脂肪飼

料 (HFD-60) (Oriental Yeast Co., Ltd., Tokyo, Japan)を与えて自由摂取させた。マウスに各飼料を 10

週間与えた後、イソフルランによる麻酔下でマウスの心臓より採血し、血清サンプルを調製した。

さらに、各骨格筋 (TA, EDL, Quad, SOL)についても第一章と同様の手順で採取した。なお、各飼

料の栄養組成は次ページの表に示した (Table. 4-1)。 
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Table. 4-1 各種飼料の栄養組成 

 
 

血糖値の測定 

上述の通りに調製した各マウスの血清におけるグルコース量は NIPRO FreeStyle Freedom Lite 

(NIPRO, Osaka, Japan)を用いて付属のプロトコルに従って実施した。 

 

血清中遊離脂肪酸の測定 

各マウスにおける血清中の遊離脂肪酸 (Non-esterified Fatty Acid; NEFA)の測定は LabAssayTM 

NEFA (FUJIFILM Wako Pure Chemical Corp., Osaka, Japan)を用いてキット付属のプロトコルに従っ

て実施した。 

 

マウス骨格筋からの RNA 抽出 

マウスの各骨格筋サンプルの RNA 抽出は TRIzol reagent を用いて第一章と同様にして実施した。 

 

統計解析 

統計解析には第一章〜第三章と同様に GraphPad Prism8 (GraphPad Software)を使用した。2 群間の

比較の際には unpaired student’s t-test を、3 群間以上の比較には one-way ANOVA を使用した。ま

た、どちらの方法を用いて統計解析を行った場合にも、危険率が 5%未満の際に統計的な有意差を

認めた。 

  

��
� Lab MR Stock HFD-60

���� (%) 18.8 22.0

��� (%) 3.9 33.2

	�
��� (%) 54.7 26.4

��� (%) 6.6 6.3

��� (%) 16.0 12.1

���� (kcal/kg) 3,291 4,926
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3. 結果 

細胞外グルコース濃度の減少に伴って AMPK は活性化する 

緒言に述べた通り、骨格筋は栄養状態によって様々な生理応答を示すことが知られてきたが、グ

ルコースは骨格筋収縮の主要なエネルギー源であると同時に、全身の糖取り込みの 75%は骨格筋

で生じることも知られている (33, 215)。そこで、まず C2C12 筋管細胞外のグルコース濃度を変化

させた場合、CXCL10 発現分泌にどのような影響を与えるか検討することとした。 

まず、細胞外グルコース濃度変化に細胞が応答しているか AMPK リン酸化を指標とした確認を

行った。C2C12 筋管細胞を各種グルコース条件 (HG; 4.5 g/l, LG; 1.0 g/l, GF; 0.0 g/l)の培地で培養し

て細胞を回収した後、Western Blotting によって AMPK リン酸化量の変化を解析した。その結果、

細胞外グルコース濃度が減少するにつれて AMPK リン酸化量は上昇し、特に HG と GF を比較す

ると、GF において AMPK リン酸化量は約 2 倍に上昇することが明らかとなった (*: p<0.05, n=5) 

(Fig. 4-1)。 

 

細胞外グルコース濃度の上昇に伴って CXCL10 分泌及び遺伝子発現は上昇する 

次に、細胞外グルコース濃度変化に応答した CXCL10 分泌及び遺伝子発現変化を調べた。先述し

た通り C2C12 筋管細胞を各グルコース濃度の培地で 24 時間培養した後、培養上清に含まれる

CXCL10 量の変化を ELISA 法により調べた。その結果、GF 条件における培養液中の CXCL10 濃

度は約 117 ± 16.0 pg/ml であったのに対して LG 条件では 184 ± 34.4 pg/ml、HG 条件では、260 ± 

44.4 pg/ml まで上昇していることが明らかになった (*: p<0.05, n=5-9) (Fig. 4-2A)。 

さらに、Cxcl10 遺伝子発現についても同様の解析を行った。その結果、Cxcl10 遺伝子発現に関し

てもグルコース濃度と相関した増加を示し、HG においては GF と比較して 4.2 倍に上昇している

ことが明らかになった (**: p<0.01, n=6) (Fig. 4-2B)。以上の結果から、細胞外グルコース濃度の上

昇は C2C12 筋管細胞の CXCL10 分泌及び遺伝子発現を増加させることが示された。 

 

飽和脂肪酸濃度の上昇にしたがって Cox-2遺伝子発現は上昇する 

緒言で述べた通り、骨格筋は細胞外脂肪酸濃度に応答した生理変化も示す。特に研究が進んでい

るのが飽和脂肪酸の 1 つである Palmitic acid (Pal, C16:0)の効果であり、ヒト骨格筋細胞における

インスリン抵抗性を惹起することなどが報告されている (216)。一方、Δ9 不飽和酵素によりパル

ミチンから変換される不飽和脂肪酸である Palmitoleic acid (Palt, C16:1)は、マウス由来骨格筋細胞

において Pal 誘導性のインスリン抵抗性を改善する効果があることが示されている (217)。そこ

で、C2C12 細胞における CXCL10 発現分泌制御にこれらの脂肪酸がどのような役割を果たしてい

るか調べることとした。 
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まずは Pal 及び Palt の刺激が細胞に負荷されているかを確認した。十分に分化した C2C12 筋管

細胞に 0, 0.5, 0.75, 1.0 mM の Pal (C16:0)及び Palt (C16:1)、あるいは Pal, Palt をそれぞれ 1.0 mM ず

つ混合したもの (Mix)を添加して 24 時間培養した後に C2C12 細胞において Pal 添加により上昇

することが報告されている遺伝子である Cox-2 の発現変化を解析し、C2C12 筋管細胞が既報通り

飽和脂肪酸及び不飽和脂肪酸に応答するか検証した (218)。その結果、Pal 濃度依存的に Cox-2 遺

伝子発現量は増加し、1.0 mM Pal 添加群では対照群と比較して約 7.7 倍に上昇することが分かっ

た (**: p<0.01, n=3) (Fig. 4-3)。一方、Palt による Cox-2 遺伝子発現上昇は観察されず、Mix 添加に

おいては、Pal のみの添加と比較して Cox-2 遺伝子発現上昇は抑制された (n=3) (Fig. 4-3)。これら

の結果より、既報と同様、C2C12 筋管細胞は飽和脂肪酸及び不飽和脂肪酸に応答することが確認

された。 

 

飽和脂肪酸の添加により CXCL10 分泌及び遺伝子発現は上昇する 

次に、Pal 及び Palt 刺激が CXCL10 分泌及び遺伝子発現にどのような影響を与えるか検討した。

分化した C2C12 筋管細胞に上記と同様に 0, 0.5, 0.75, 1.0 mM の Pal (C16:0)及び Palt (C16:1)、ある

いは Pal, Palt をそれぞれ 1.0 mM ずつ混合したもの (Mix)を添加して 24 時間培養し、CXCL10 分

泌量を ELISA 法により、また Cxcl10 遺伝子発現量を qPCR 法により解析した。その結果、対照群

における CXCL10 分泌量は 103 ± 2.4 pg/ml であったのに対し、1.0 mM Pal 添加群では 167 ± 26.8 

pg/ml まで増加した (**: p<0.01, n=4) (Fig. 4-4A)。一方、Palt 単独添加群及び Mix 群における有意

な変化は見られなかった。Cxcl10 遺伝子発現についても、1.0 mM Pal 添加群では対照群と比較し

て約 35 倍に上昇したものの、Palt 単独添加群及び Mix 群における有意な変化は見られなかった 

(**: p<0.01, n=3) (Fig. 4-4B)。以上の結果をまとめると、C2C12 筋管細胞において飽和脂肪酸の添

加によって CXCL10 の分泌及び遺伝子発現は上昇、一方、不飽和脂肪酸を同時に添加することで

飽和脂肪酸依存的な CXCL10 分泌及び遺伝子発現上昇が抑えられたことから、脂肪酸依存的な

CXCL10 制御には、飽和脂肪酸と不飽和脂肪酸の存在比率が重要であることが示唆された。 

 

高脂肪食摂取によりマウスにおける血清中グルコース量が上昇する 

ヒトやマウスなどの骨格筋においてグルコースや脂肪酸の濃度が高くなっている状態としては、

肥満や糖尿病の状態が挙げられる (204, 219)。そこで、マウス高脂肪食摂取モデルを用いて骨格筋

における CXCL10 遺伝子発現を解析した。4 週齢マウスを個別ケージにおいて 1 週間馴化飼育し

た後、ND 及び HFD の 2 群に分け、ND 群には通常の飼料を、HFD 群には高脂肪の飼料を与え、

10 週間飼育した。10 週間の飼育期間中、3 日毎に HFD 群と ND 群の体重を比較解析したところ、

24 日後より HFD 群の体重が有意な増加を示した (Fig. 4-5A)。10 週間後に各群の血清に含まれる

グルコース量を測定した結果、ND 群では約 278 ± 10.3 mg/dl に対して HFD 群では 348 ± 14.9 mg/dl
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と有意な増加を示した(**: p<0.01, n=4) (Fig. 4-5B)。また、各群の血清に含まれる NEFA 量は、ND

群では 0.3 ± 0.07 mEq/L に対して HFD 群では 0.4 ± 0.11 mEq/L と増加する傾向が見られた (n=8-

9) (Fig. 4-5C)。 

 

高脂肪食摂取により、TA 及び EDL における Cxcl10遺伝子発現量は上昇する 

次に、HFD群及びND群の血中CXCL10量及び骨格筋におけるCxcl10遺伝子発現量を解析した。

その結果、ND 群では 110 ± 1.3 pg/ml, HFD 群では 118 ± 3.9 pg/ml であり、両群における血清中

CXCL10 濃度に変化は見られなかった (Fig. 4-6A)。一方、各骨格筋組織 (TA, EDL, Quad, SOL)の

Cxcl10 遺伝子発現を解析した結果、HFD 群では ND 群と比較して TA における Cxcl10 遺伝子発現

量が約 2.7 倍に、EDL における遺伝子発現も約 1.7 倍に増加することが明らかとなった (*: p<0.05, 

**: p<0.01, n=6-8) (Fig. 4-6B, C)。Quad 及び SOL での Cxcl10 遺伝子発現については有意な差は認

められなかった (n=4) (Fig. 4-6D, E)。 
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4. 考察 

細胞外グルコース濃度及び飽和脂肪酸濃度上昇に伴った CXCL10 分泌及び遺伝子発

現上昇 

これまでマイオカインについては、特に運動依存的な分泌変化が注目されてきたが、骨格筋は運

動以外の刺激も感知している。そこで本章では、栄養状態の変化に伴う骨格筋での CXCL10 発現

分泌制御に関する検討を行った。その結果、グルコースや飽和脂肪酸の濃度上昇に伴って CXCL10

分泌及び遺伝子発現が上昇することが分かった (Fig. 4-7)。 

まず、細胞レベルにおいて、C2C12 筋管細胞の細胞外グルコースあるいは Palmitic acid 濃度が上

昇することで CXCL10 分泌及び遺伝子発現が上昇することが分かった。これらはどのようなシグ

ナル伝達経路を介しているのであろうか。主要な候補経路として NF-κB 経路が挙げられる。マウ

ス歯根膜線維芽細胞やヒト骨格筋において高グルコース状態や Palmitic acid 添加は NF-κB を活性

化することが知られている (220, 221)。さらに、先述した通り、運動は骨格筋において NF-κB の

活性化を抑制する可能性があることや、CXCL10 発現制御に NF-κB 活性化が関与していることを

併せると (153, 154)、筋管収縮によっては CXCL10 発現分泌が減少した一方で細胞外グルコース

濃度の上昇及び Palmitic acid の添加によって NF-κB が活性化し、それにより CXCL10 の分泌及び

遺伝子発現が上昇した可能性が考えられる。また、第二章において、AICAR 添加による AMPK 活

性化により Cxcl10 遺伝子発現が上昇した一方で、第四章においてはグルコース枯渇条件において

AMPK の有意な活性化が見られたにも関わらず、CXCL10 発現分泌は高グルコース状態と比較し

て減少していた。すなわち、薬剤が誘導する強制的な AMPK 活性化は CXCL10 発現に正の効果を

持つが、運動や栄養依存的に生じる生理的な AMPK 活性制御は CXCL10 発現に大きな影響を与え

ていないことが示唆される。 

 

高脂肪食摂取マウスの各骨格筋における Cxcl10遺伝子発現 

高脂肪食摂取マウスでは、TA 及び EDL など速筋において Cxcl10 遺伝子発現量が上昇したが、

Quad 及び SOL など遅筋を含む骨格筋ではこのような差は見られなかった。遅筋と速筋は、HFD

摂取に伴う Reactive oxygen species (ROS)の産生効率が異なっており、速筋における ROS 産生効率

が高値となる (222)。CXCL10 発現制御には NF-κB 活性化が関与していることが知られているが 

(153-155)、この NF-κB 活性化に ROS は大きな影響を与えている。NF-κB は通常、Inhibitor κB α 

(IκBα)と結合することで不活性化されているが、ROS は IκBαのチロシン残基をリン酸化すること

で、IκBαの分化を誘導し、最終的に NF-κB が活性化する (223, 224)。すなわち、高脂肪食摂取マ

ウスの特に速筋において ROS が過剰産生され、NF-κB が活性化することで Cxcl10 遺伝子発現が

増加するという仮説が考えられる。 
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本章において、HFD 依存的な Cxcl10 遺伝子発現上昇は速筋で観察されたが、Cxcl10 発現上昇に

伴って主に速筋周辺において血管新生が抑制されることで骨格筋萎縮の原因のひとつとなってい

る可能性が考えられる。実際にヒトやマウスにおいて、糖尿病や肥満は主に速筋において筋萎縮

を進行させることや、筋萎縮の過程において骨格筋周辺の血管密度が減少することが報告されて

いる (225, 226)。また、運動負荷の場合、遅筋において Cxcl10 遺伝子発現減少が観察された一方、

HFD 摂取によっては速筋において Cxcl10 発現上昇が見られた。この理由としては、各刺激依存的

な CXCL10 発現制御メカニズムが異なる可能性が考えられる。第一章では、マウス走行モデルに

おける遅筋特異的な Cxcl10 遺伝子発現減少について PGC-1αの関与を考察した (139)。一方、HFD

摂取群については、上述の通り、速筋における ROS 産生が高値となるため (222)、主に速筋にお

いて NF-κB が活性化、Cxcl10 遺伝子発現が上昇した可能性が考えられる。今後、これらの仮説を

証明するためにも、速筋、遅筋における CXCL10 発現制御の差異については継続した研究が必要

である。 
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5. 図表 

 
 

Fig. 4-1 C2C12 筋管細胞における Glucose 濃度変化による AMPK リン酸化量の変化 

分化した C2C12 筋管細胞を 0, 1, 4.5 g/L の Glucose を含有した培地で処理し、24 時間培養した。

培養終了後に細胞を回収し、タンパク質を抽出して Western Blotting によって AMPK リン酸化量

の変化を調べた。検出されたバンドは写真に示し、Image J により数値化してグラフを作成した。

独立した実験を 5 回実施し、one-way ANOVA によって統計解析を行った。(one-way ANOVA, *: 

p<0.05, n=5)。 
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Fig. 4-2 C2C12 筋管細胞における Glucose 濃度変化による CXCL10 分泌及び遺伝子発現の変化 

分化した C2C12 筋管細胞を 0, 1, 4.5 g/L の Glucose を含有した培地で処理し、24 時間培養した。

(A) 24 時間後に細胞より培養上清を回収し、ELISA によって CXC10 分泌量の変化を解析した。

(B) 培養終了後に細胞を回収し、Total-RNA を抽出して qPCR により Cxcl10 遺伝子発現量の変化

を調べた。Cxcl10 遺伝子発現は Gapdh により標準化した。独立した実験を 5-9 回もしくは 6 回実

施し、one-way ANOVA によって統計解析を行った。(A: one-way ANOVA, *: p<0.05, n=5-9) (B: one-

way ANOVA, *: p<0.05, n=6)。 

 

  

A B

(*: p<0.05, n=5-9) (**: p<0.01, n=6)

C
XC

L1
0

co
nc

en
tr

at
io

n(
pg

/m
l)

C
xc
l1
0

ge
ne

 e
xp

re
ss

io
n

(fo
ld

 c
ha

ng
es

)

400 6-, ＊＊ 

＊ 

300 
4 

200 

2 
100 

゜ ゜GF LG HG GF LG HG 



 - 90 - 

 
 

Fig. 4-3 C2C12 筋管細胞における Fatty acid 添加による Cox-2遺伝子発現の変化 

分化した C2C12 筋管細胞を 0.5, 0.75, 1 mM の Palmitic acid (C16:0)または Palmitoleic acid (C16:1)培

地で処理し、24 時間培養した。24 時間後に細胞を回収し、Total-RNA を抽出して qPCR により Cox-

2 遺伝子発現量の変化を調べた。Cox-2 遺伝子発現は Gapdh により標準化した。独立した実験を 3

回実施し、one-way ANOVA によって統計解析を行った。(one-way ANOVA, **: p<0.01, n=3)。 
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Fig. 4-4 C2C12 筋管細胞における Fatty acid 添加による CXCL10 分泌及び遺伝子発現の変化 

分化した C2C12 筋管細胞を 0.5, 0.75, 1 mM の Palmitic acid (C16:0)または Palmitoleic acid (C16:1)培

地で処理し、24時間培養した。(A) 24時間後に細胞より培養上清を回収し、ELISAを用いてCXCL10

分泌量を調べた。(B) 処理後の細胞より Total-RNA を抽出し、qPCR によって Cxcl10 遺伝子発現

量の変化を解析した。 Cxcl10 遺伝子発現は Gapdh により標準化した。独立した実験を 4 回また

は 3 回実施し、one-way ANOVA によって統計解析を行った。(A: one-way ANOVA, **: p<0.01, n=4) 

(B: one-way ANOVA, **: p<0.01, n=3)。 
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Fig. 4-5 高脂肪食摂取による血中グルコース量及び NEFA 量の変化 

5 週齢の C57BL/6J マウスに普通食もしくは高脂肪食 (HFD-60)を 10 週間与えた。(A) 普通食もし

くは高脂肪食を与えている間、3 日ごとに体重を測定して平均値をグラフ化した。 (B, C) 普通食

または高脂肪食の摂取期間終了後、マウス以下においてマウスの心臓より採血し、血中グルコー

ス濃度 (B) 及び血中 NEFA 量 (C) を測定した。両群共に 4-5 匹もしくは 8-9 匹のマウスよりサン

プルを採取し、Student’s t-test によって統計解析を行った (A: unpaired Student’s t-test, *: p<0.05, n=5) 

(B: unpaired Student’s t-test, **: p<0.01, n=4) (C: n=8-9)。 
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Fig. 4-6 高脂肪食摂取によるマウス血清中 CXCL10 量及び各骨格筋における Cxcl10遺伝子 

発現量の変化 

5 週齢の C57BL/6J マウスに普通食もしくは高脂肪食 (HFD-60)を 10 週間与えた。(A) 10 週間後に

イソフルラン麻酔下で心臓より採血し、ELISA により血清中 CXCL10 濃度を測定した。(B-E) 採

取した各骨格筋より Total RNA を抽出して qPCR を用いて Cxcl10 遺伝子発現を解析した。Cxcl10

遺伝子発現は Gapdh によって標準化した。両群ともに４-9 匹のマウスのサンプルを解析し、

Student’s t-test によって統計解析を行った (A: n=8-9) (B: unpaired Student’s t-test, **: p<0.01, n=6-7) 

(C: unpaired Student’s t-test, *: p<0.05, n=7-8) (D, E: n=4)。 
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Fig. summary4-1 第四章のまとめ 
C2C12 筋管細胞において、高グルコース及びパルミチン酸依存的に CXCL10 発現分泌が上昇する

ことが明らかになった。さらに、マウス高脂肪食摂取モデルにおいては、特に速筋において高脂

肪食摂取により Cxcl10 遺伝子発現が上昇することが示された。  
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総合討論 

新規マイオカイン CXCL10 及び CCL5 の同定 

第一章に述べたように、これまでは、主に運動負荷後の血中サイトカイン濃度やホルモン濃度の

変動を起点として、運動制御性マイオカインが発見される例が多かった。序章で述べた IL-6 につ

いても、運動負荷による血中濃度上昇が観察されたことが契機となって研究が進展した (75, 76)。

一方、運動による血中サイトカイン濃度の変動は様々な要因によって生じる可能性がある。例え

ば、運動後に骨格筋にマクロファージが浸潤して IL-6 を盛んに分泌する (112, 113)。したがって、

運動負荷による血中分泌因子の濃度変化が骨格筋由来であるかは慎重な検討が必要である。 

近年、in vitro 擬似的運動刺激系である C2C12-EPS 系が確立され、マイオカイン同定のブレーク

スルーとなった (77)。培養骨格筋細胞に電気パルス刺激を負荷して人為的収縮を誘導する C2C12-

EPS 系は、骨格筋細胞のみからなる系であるため、筋収縮依存的に発現分泌するマイオカインを

直接的に可視化できる特長をもつ。さらに電気パルスの強度やパターンを変化させることで、様々

なタイプの筋収縮を人為的に引き起こすこともできる。実際、マイオカイン候補因子であった IL-

6 についても、本系により筋管細胞から直接分泌されていることが初めて明らかとなり、マイオ

カインである最終的な証明がなされた (77)。さらに、CXCL1 や CXCL5 をはじめとする多数の運

動制御性マイオカインが、本系あるいはその改良型を用いて同定されてきた (77, 114)。 

本研究は、この C2C12-EPS 系に Cytokine array を併用し、多数の運動制御性マイオカインを一括

同定しようとした初めての試みである。その結果、CXCL10 及び CCL5 をはじめとする複数の新

規運動制御性マイオカイン候補分子の同定に成功した (第一章)。これまでのマイオカイン研究は、

主に一種類の分子に着目した研究が主流であったが (74, 84)、骨格筋から多種類のマイオカイン

が分泌されることを考えると、ある生理状態における「マイオカインプロファイル」として一括

して評価することも重要になってくる可能性が高い。実際、Granulocyte-macrophage colony-

stimulating factor (GM-CSF)及び Interleukin-10 (IL-10)はどちらも運動により発現上昇することが知

られているマイオカインであるが (227, 228)、GM-CSF は好中球の遊走を促進する一方 (229)、IL-

10 は抑制する (230)。 

一方、本研究で用いた Cytokine array には 40 種類のサイトカイン抗体がスポットしてあるため網

羅的解析とは言い難い。今後、さらなる新規マイオカイン探索のため、別種 Cytokine array を用い

るなどの方法で探索範囲を広げていくことが重要である。さらに、C2C12-EPS 系の培養上清を質

量分析で解析する方法も有効である可能性が高い。実際、運動制御性マイオカイン Irisin の同定に

は LC-MS/MS 分析が用いられており、質量分析がマイオカイン同定に有効であることは証明され
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ている (134)。本方法を用いれば Cytokine array で解析可能なタンパク質のみならず、その他のタ

ンパク質や切断されたペプチドなどもターゲットとすることができると考えられる。 

 

運動依存的な CXCL10 減少による皮膚機能制御 

運動による皮膚の創傷治癒促進や肥満による創傷治癒の遅滞や真皮コラーゲン量減少の改善、癌

の抑制などが報告されてきたものの (99, 102-106)、これらの運動効果を仲介するマイオカインに

ついての知見はほとんどなかった。本論文では CXCL10 を新規運動抑制性マイオカインとして同

定したが、この CXCL10 については皮膚機能に関連するという複数の報告が存在する。例えば、

皮膚損傷時に cyclic GMP-AMP (cGAMP)を塗布すると創傷治癒が促進されるが、これは、cGAMP

による CXCL10 発現上昇に由来することが示されている (176)。また、CXCL10 受容体である

CXCR3 は、表皮細胞と真皮線維芽細胞の両者に発現しており、異なる機能を持つことも報告され

ている (231)。表皮細胞では、CXCR3 シグナル伝達経路が活性化すると細胞遊走が促進されるが、

真皮線維芽細胞においては、同経路の活性化によって細胞遊走が逆に抑制されることが知られて

いる (231)。これらの知見から、本論文では「運動依存的な CXCL10 減少は皮膚機能に影響を与

える」との仮説を立て、その検証を行った。その結果、運動に応答したマイオカイン CXCL10 の

減少は、真皮線維芽細胞に発現する CXCR3 を介してコラーゲン産生を促進することが初めて明

らかになった。コラーゲンは真皮の約 70%を占める主要な Extracellular matrix (ECM)である (232)。

ECM は皮膚において創傷治癒における再上皮化や弾性維持に寄与しており、加齢などによりコラ

ーゲンを含む ECM が減少することで創傷治癒の遅滞や皮膚の弾性低下などが生じることが報告

されている (232, 233)。一方、運動により真皮コラーゲン量が増加することは知られていたが (80)、

CXLCL10 の関与は明らかになっていなかった。しかし、本論文によって筋収縮による CXCL10 減

少は真皮線維芽細胞のコラーゲン産生を上昇させることが初めて明らかとなった。 

さらに、本論文では、筋収縮後のマイオカイン変動によって真皮線維芽細胞の酸化ストレス関連

遺伝子の発現が上昇することを示した。特に抗酸化能を有する Srxn1 (200)については、筋収縮依

存的な CXCL10 分泌減少により発現が有意に上昇することが明らかとなった。皮膚組織における

酸化ストレスは、抗酸化物質の産生減少やコラーゲンやエラスチン分解促進などを引き起こし、

皮膚老化を亢進する (194, 195)。したがって、運動依存的な CXCL10 分泌減少は、真皮線維芽細

胞の酸化還元酵素の発現調節を介して酸化ストレスを抑制し、最終的に皮膚老化を抑制している

可能性が考えられる。今後、創傷モデルマウスや老化マウスなどの動物モデルを用いた検証を実

施する必要はあるものの、筋収縮依存的に CXCL10 が減少することで、 (1) 真皮線維芽細胞のコ

ラーゲン産生促進、 (2) 真皮線維芽細胞における酸化ストレスの軽減などが生じ、皮膚に良好な

影響を与えている可能性が考えられる。 
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さらに本研究では、骨格筋における CXCL10 発現は栄養状態によっても変動すること、運動依存

的な CXCL10 分泌減少には p38 MAPK の活性化が重要であることも明らかにした。これにより、

細胞外栄養状態や細胞内の p38 MAPK 活性化を制御することで、運動非依存的にも CXCL10 分泌

制御が可能であることが示された。今後、骨格筋における CXCL10 発現分泌制御の詳細がさらに

明らかとなれば、運動が困難である高齢者などにおいても CXCL10 を介した運動依存的な皮膚機

能制御効果を適用することが可能となるかもしれない。 

以上、本研究によってマイオカインが皮膚機能を制御していることが明らかになった。これまで

骨格筋は姿勢の保持や運動などに寄与するほか、内分泌器官としての機能を持つことが示唆され

てきたが、本研究においても骨格筋の内分泌器官としての機能の一部を明らかにした。また、本

研究においては、動物モデルとしてマウスを用いたが、マウス及びヒトの両方で運動依存的に発

現分泌が上昇することが示されている IL-6 について、どちらも運動依存的な IL-6 発現分泌上昇に

より抗炎症効果がもたらされることが報告されているほか、Irisin についてもマウス及びヒトのど

ちらにおいても運動依存的に発現が上昇し、脂肪組織の代謝亢進に寄与することも示されている 

(74, 78-80, 234, 235)。さらに、第一章においてマウスと培養細胞のどちらにおいても運動依存的に

発現分泌が変化することが示された 9 つのマイオカインのうち、IL-6, Irisin の他に少なくとも IL-

8, SPARC, CCL2, Myostatin, VEGF についても、マウスにおける運動依存的な発現変化がヒトにお

いても観察されている (236-241)。以上のように、これまでの研究においてマウスを用いて得られ

た知見の多くはヒトにおいても観察されていることがわかる。本論文ではマウス個体及びマウス

由来の細胞を使用したが、得られた研究結果がヒトにおいても同様であるか確認していくことが

重要である。 

 

本研究のまとめ 

本論文では、新規の運動制御性マイオカイン探索すること、運動依存的な皮膚機能制御について

マイオカインの関与を明らかにすることを目的として研究を行った。まず、CXCL10 をはじめと

する複数の新規運動制御性マイオカインの同定に成功 (第一章)、その運動依存的な制御メカニズ

ムを示唆した (第二章)。さらに、この運動依存的な CXCL10 分泌減少が皮膚機能を制御する可能

性を初めて示した (第三章)。さらに、この新規マイオカイン CXCL10 の発現分泌は、運動だけで

なく栄養によっても制御されることも明らかにした (第四章)。 

まとめると、本論文で新規同定したマイオカイン CXCL10 は、運動、栄養など複数の刺激によっ

て産生調節され、皮膚機能をコントロールする重要なマイオカインであることが明らかとなった 

(Fig. summary-1)。骨格筋が内分泌器官であるとの概念が提唱されて 20 年弱となるが、今後も骨格

筋を中心とする臓器間ネットワークを明らかにすることで、運動効果の実態がさらに明らかにな

っていくことが期待される。 



 - 98 - 

 
 

Fig. summary-1 本研究のまとめ 

C2C12 筋管細胞への EPS 負荷による CXCL10 発現分泌減少は Ca2+振動や p38 MAPK 活性化を介

していることが明らかになった。さらに、EPS 依存的な CXCL10 減少をはじめとするマイオカイ

ン発現分泌の変化は真皮線維芽細胞においてコラーゲン産生の促進や酸化ストレスの抑制に寄与

する可能性が示された。さらに、骨格筋における高グルコースやパルミチン酸などの栄養条件の

変化は CXCL10 発現分泌を上昇させることも明らかとなった。 
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