
                                   1/12 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

題名：筋肥大時における筋衛星細胞と既存筋線維との融合の制御機構について：筋肥大時の単一

筋線維内に局在する筋核及び筋衛星細胞におけるMyoD及びmyogeninの発現様式からの検討 

 

石道峰典 

 

愛知教育大学創造科学系保健体育講座 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                   2/12 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Title: Regulatory mechanism of the fusion of satellite cells and existing myofibers in hypertrophying skeletal 

muscles: The expression patterns of MyoD and myogenin in myonuclei and satellite cell nuclei in a 

single myofiber in hypertrophying skeletal muscles 

 

Minenori Ishido 

 

Department of Health Sciences, Aichi University of Education 

 

 

ABSTRACT 

 

We investigated the expression patterns of MyoD and myogenin in the myonuclei and satellite cells of a single myofiber 

undergoing skeletal muscle hypertrophy. Adult female Fischer 344 rats were used in this study. To induce muscle 

hypertrophy, the extensor digitorum longus (EDL) muscles underwent the ablation of the ipsilateral synergistic tibialis 

anterior muscle. On 1, 3, 5 and 7 days post-surgery, the EDL muscles were removed. By immunohistochemical studies 

of serial longitudinal sections, we examined the expression patterns of MyoD and myogenin in myonuclei and satellite 

cell localized in a single myofiber undergoing skeletal muscle hypertrophy. The expression of MyoD and myogenin was 

synchronized in adjacent myonuclei in a single myofiber of hypertrophying skeletal muscles throughout the 

experimental period. It was observed that MyoD was expressed in the satellite cell nucleus without demonstrating 

expression in adjacent satellite cell nuclei in a single myofiber of the hypertrophying skeletal muscles. It was observed 

that the expression of myogenin was induced in adjacent two satellite cell nuclei. It was suggested that MyoD and 

myogenin expressed in myonuclei and satellite cells may partly contribute to the modulation of myonuclear domain size 

and the regulation of the fusion of satellite cells and existing myofibers during overload-induced skeletal muscle 

hypertrophy.  
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1. 緒言緒言緒言緒言    

生体において骨格筋を形成している筋線維（筋細胞）は多数の筋核を含有している多核細胞である．また

この筋線維の基底膜と形質膜の間に筋衛星細胞が局在していることも広く知られている 8)．外部刺激に対す

る骨格筋の柔軟な適応性は，これらの特異な筋線維構成によるところが大きい．例えば，過負荷にさらさ

れた場合，骨格筋は著しい筋肥大を引き起こす 10)．この際，筋核は筋形成制御因子であるMyoDやmyogenin

を発現し，筋蛋白質の遺伝子を転写活性化することでその後の蛋白質量増加に深く関与する 2, 13, 14)．また生

体における骨格筋では，筋衛星細胞は筋線維の基底膜と形質膜の間に局在している．トレーニングなどに

より過負荷にさらされた骨格筋では，「筋衛星細胞の活性化・増殖」→「筋衛星細胞の分化」→「分化筋衛

星細胞の既存筋線維との融合」→「筋核の増加」という一連の過程により，蛋白質の合成が促進され筋肥

大が引き起こされると一般的に考えられている．さらに筋衛星細胞はMyoDやmyogeninの発現下で活性化，

増殖，分化の後，既存筋線維と融合し，筋核数を増加させることで，筋肥大に密接に関与してくることが

報告されている 8, 11, 16, 17)．従って，単一筋線維内において蛋白量増加に関与する筋核の働きと，その筋核数

の増加に関与する筋衛星細胞の働きによる相互作用が筋肥大を引き起こす上で重要である．しかし，分化

筋衛星細胞が既存の筋線維と融合するという現象に関しては，未だに融合過程を示す証拠は報告されてお

らず，その制御機構に関しても全く明らかにされていないのが現状である． 

一般に単一筋線維内に局在する1つの筋核によって制御されている細胞質量を″myonuclear domain″と呼

ぶ 7)．骨格筋が過負荷にさらされた場合，過負荷によって引き起こされる蛋白質量の増加に伴い，myonuclear 

domain サイズが一定量に達すると，筋衛星細胞が既存筋線維と融合し筋核数を増加させる 5, 8, 12)．これに

より筋肥大が引き起こされても，myonuclear domainサイズは一定に保たれている 5, 15)．しかし，myonuclear 

domainサイズの調整機構に関しては未だに不明瞭なままである．筋肥大時におけるmyonuclear domainサイ

ズの調整と筋衛星細胞と既存筋線維との融合との間には非常に密接な関係にあると考えられるため，筋肥

大時におけるmyonuclear domainサイズの調整機構を明らかにすることは，筋衛星細胞と既存筋線維との融

合の制御機構を明らかにする上で重要なことである． 

本研究の目的は，過負荷による筋肥大時の骨格筋の単一筋線維内に局在する筋核及び筋衛星細胞におけ

るMyoD及びmyogeninの発現様式より，myonuclear domainサイズの調整機構を検討することで，筋肥大時

における筋衛星細胞と既存筋線維との融合の制御機構を明らかにするための基礎知見を得ることである． 

 

2. 方法方法方法方法    

2.1 2.1 2.1 2.1 実験概要実験概要実験概要実験概要    

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

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

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

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

物の適正な実施に向けたガイドライン」を遵守した． 

EDLに対する過負荷は，十分な麻酔(Pentobarbital sodium；60 mg/kg body weight)下にて，協働筋である前

脛骨筋を電気メスにより完全に切除することによって実現した．反対脚に対しては擬似手術を施し，sham 

controlとした．術後，1，3，5，7日目に麻酔下にて屠殺し，被験筋を摘出した．摘出された被験筋は速や

かに液体窒素にて急速凍結し，分析に使用するまで-80 °Cで保管した． 

 

2.2 免疫組織化学染色免疫組織化学染色免疫組織化学染色免疫組織化学染色 

本研究で使用した一次抗体は以下の通りである．rabbit polyclonal anti-laminin (a marker molecule for the 
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basement membrane; 1:3000; Sigma, St Louis, MO)，goat polyclonal anti-M-cadherin (a marker molecule for SCs that 

were determined by numerous previous studies (Cornelison & Wold 1997, Dedkov et al. 2003, Hawke & Garry 2001, 

Irintchev et al. 1994, Ishido et al. 2004b) (1:200; Santa Cruz Biotech., Santa Cruz, CA)，mouse monoclonal anti-MyoD 

(1:100; DAKO, Carpinteria, CA)，mouse monoclonal anti-Dystrophin (a marker molecule of the plasma membrane) 

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

anti-Dystrophin (1:100; Lab Vision UK, Ltd.)． 

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

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

pH 7.4)で洗浄した．非特異的反応を防ぐために，ブロッキング溶液（10% normal serum, 1% triton X-100/ 0.1 M 

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

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

度に希釈した． 

三重蛍光染色のため，4 °C 下で16～48時間，切片を一次抗体にインキュベートさせた後，16～24時間，

二次抗体でインキュベートさせた．本研究で用いた二次抗体は，fluorescein-labeled horse anti-mouse IgG (1:300; 

Vector Labs), rhodamine-labeled goat anti-rabbit IgG (1:300; Chemicon, Temecala, CA) or the Alexa Fluor 568-labeled 

donkey anti-goat IgG (1:300; Molecular Probes, Eugene, OR)である．切片を0.1 M PBSで洗浄後，核を可視化す

るために Vectashield mounting medium with DAPI (Vector Labs)にて封入した．画像分析は全て蛍光顕微鏡 

(Bx51, Olympus Co., Tokyo, Japan) 及び RS image (Roper Scientific Inc., Chiba, Japan)を用いて行った． 

    

3. 結果結果結果結果    

過負荷後の筋縦断切片に対し，MyoD，dystrophin，DAPIによる三重染色を行った結果，dystrophin陽性

形質膜の内側の核，つまり筋核でMyoDの陽性反応が検出された．Fig. 1には，過負荷3日目の染色像を示

した．単一筋線維内で隣接する複数の筋核でMyoDが発現していることが明らかとなった．筋核における

MyoD発現は，過負荷後1-7日までの全実験期間を通じて観察された． 

Fig. 2には, 過負荷7日目の被験筋に対し，myogenin，dystrophin，DAPIによる三重染色を行った結果を

示した．像内に dystrophin陽性形質膜の内側に局在する筋核でmyogeninの陽性反応が検出された．さらに

MyoD同様，myogeninの発現も単一筋線維内で隣接する複数の筋核で引き起こされていることが明らかと

なった．この筋核におけるmyogenin発現は，全実験期間を通じて観察された． 

筋肥大時の単一筋線維内に局在する筋衛星細胞核におけるMyoDの発現様式を検討した．本研究では筋

衛星細胞の局在を明確にするためにマーカーとしてM-cadherinを用いた．過負荷 1 日目の EDLに対し，

MyoD，M-cadherin，DAPIによる三重染色を行った結果をFig. 3に示した．M-cadherin陽性筋衛星細胞の核

においてMyoDの陽性反応が検出された．しかし，MyoDを発現している筋衛星細胞の周辺に他の筋衛星

細胞の局在は確認されなかった．筋衛星細胞におけるMyoDの発現は，全実験期間を通じて確認された． 

筋肥大時の筋衛星細胞核におけるmyogeninの発現様式を検討するために，myogenin，M-cadherin，DAPI

による三重染色を行った結果，M-cadherin陽性筋衛星細胞の核でのmyogeninの陽性反応が検出された．Fig. 

4には過負荷7日目のEDLに対する染色結果を示した．Myogeninを発現している筋衛星細胞の周辺には他

のM-cadherin陽性筋衛星細胞は検出されなかったが，一つのM-cadherin上にmyogenin陽性反応を示す核が

2つ局在する現象が確認された（Fig. 5）．筋衛星細胞核におけるmyogeninの発現は過負荷1-7日目の全実験

期間を通じて検出された． 

 

4. 考察考察考察考察    
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本研究では前脛骨筋の切除によりEDLを過負荷にさらした結果，術後1日目から7日目に至るまで筋核

におけるMyoD及びmyogeninの発現が検出された（Fig. 1，2）．この結果は，腓腹筋及びヒラメ筋切除に

より過負荷にさらされた足底筋で報告されている発現様式と一致するものであった 11)．従って，本実験条

件は，被験筋であるEDLに対し十分な過負荷ストレスであったと考えられた． 

本研究では，過負荷にさらされたEDLの単一筋線維内で隣接する複数の筋核でMyoD及びmyogeninが

発現する箇所が検出された（Fig. 1，2）．伸張性収縮によって誘発される損傷箇所は単一筋線維内で局所的

であり，また走運動による筋線維の動員様式が部位によって異なっていることが報告されている 6, 4)．さら

に単一筋線維内における筋核の分布が神経筋接合部付近と筋腱接合部付近とでは異なっていることも報告

されており 3)，外的ストレスのかかり方が単一筋線維内でも部位によって異なっている可能性が示唆されて

いる． 

過負荷による筋肥大時にmyonuclear domainサイズの調整が行われることが報告されている 1, 15, 16)．その

制御機構に関しては未だに明らかにされていないが，筋蛋白量やミトコンドリア量が関与している可能性

が示唆されている 1, 15)．筋形成制御因子であるMyoDやmyogeninは，ミオシン重鎖やトロポニン Iなどの

筋特異的蛋白質の遺伝子の転写活性化の促進 2, 13)や酸化系エネルギー代謝の亢進 9)に深く関与している．従

って，本研究で示された筋肥大時の単一筋線維内で隣接する複数の筋核で発現しているMyoDやmyogenin

がmyonuclear domainサイズの調整の制御機構と部分的に関与している可能性が示された． 

筋衛星細胞はMyoDの発現により筋芽細胞へと移行し，増殖及び分化過程を経て筋衛星細胞同士あるい

は既存筋線維と融合する 8)．過負荷にさらされた骨格筋でも筋衛星細胞は増殖，分化の前にMyoD を発現

する事が報告されている 11)．従って，本研究でみられたように単一筋線維上に局在しMyoDを発現してい

る筋衛星細胞もまた筋芽細胞へと移行しているものと考えられる． 

筋肥大時に活性化した筋衛星細胞が分化し，既存筋線維と融合することで筋核数が増加することは，広

く知られている 1, 8)．本研究では，単一筋線維上にmyogeninを発現している筋衛星細胞が単独（Fig. 4）あ

るいは1つのM-cadherin上にmyogeninを発現する核が2つ局在している現象（Fig. 5）を確認した． しか

し，1つのM-cadherin上にmyogeninを発現する核が3つ以上局在している現象は確認できなかった．一般

にmyogeninは融合前の分化筋衛星細胞の核で発現することから 17)， 本研究で検出されたmyogeninを発現

している筋衛星細胞は，分化筋衛星細胞であり，この後，既存筋線維と融合していくものと考えられる．

さらに分化筋衛星細胞と既存筋線維の融合を制御している機構に関しては未だに解明されていないが，本

研究結果により分化筋衛星細胞が単独あるいは 2 つが融合した状態で既存筋線維と融合し，筋核数の増加

に関与している可能性が示唆された．  

本研究では，過負荷ストレスに対して単一筋線維内の隣接する複数の筋核にMyoD及びmyogeninが発

現する一方で，MyoD及びmyogeninを発現している筋衛星細胞の周辺では，活性化や分化した筋衛星細胞

はほとんど見られなかった．従って，筋肥大時に筋核でMyoDやmyogeninを発現しながらmyonuclear domain

サイズの制御が行われると同時に，MyoDやmyogeninによって制御された分化筋衛星細胞が単独あるいは

2つが融合した状態で既存筋線維と融合し，筋核数の増加に関与している可能性が示唆された． 

 

5. 結語結語結語結語    

本研究では，協働筋切除により過負荷にさらされた骨格筋の単一筋線維内に局在する筋核及び筋衛星細

胞核での MyoD 及び myogenin の発現様式を検討した．その結果，単一筋線維内で隣接する複数の筋核で

MyoD及びmyogeninが発現することが明らかとなった．一方，筋衛星細胞に関しては，myogeninを発現す

る分化筋衛星細胞が単独で，あるいは融合した状態で既存筋線維と融合する可能性が示された．従って，

筋肥大時の単一筋線維に局在する筋核や筋衛星細胞においては，筋核でMyoDやmyogeninを発現しながら
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myonuclear domainサイズの制御が行われると同時に，MyoDやmyogeninによって制御された分化筋衛星細

胞が単独あるいは 2 つが融合した状態で既存筋線維と融合し，筋核数の増加に関与している可能性が示唆

された． 
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7. 図表図表図表図表 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1 Photomicrographs showing localization of MyoD on day 3 post-overloaded muscle. Triple fluorescence staining 

to visualize the localization of MyoD (A), dystrophin (B) and nuclei (C) were performed and the 3 images were merged 

(D). Arrows indicate that MyoD-positive immunoreactivities were detected in myonuclei. Bar = 30 µm  
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Fig. 2 Photomicrographs showing localization of myogenin on day 7 post-overloaded muscle. Triple fluorescence 

staining to visualize the localization of myogenin (A), dystrophin (B) and nuclei (C) were performed and the 3 images 

were merged (D). Arrows indicate that myogenin-positive immunoreactivities were detected in myonuclei. Bar = 30 µm  

 

 

 

 

 

 



                                   10/12 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3 Photomicrographs showing localization of MyoD on day 1 post-overloaded muscle. Triple fluorescence staining 

to visualize the localization of MyoD (A), M-cadherin (B) and nuclei (C) were performed and the 3 images were merged 

(D). Arrows indicate that MyoD-positive immunoreactivities were detected in the nucleus of an M-cadherin-positive 

satellite cell. Bar = 30 µm 
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Fig. 4 Photomicrographs showing localization of myogenin on day 7 post-overloaded muscle. Triple fluorescence 

staining to visualize the localization of myogenin (A), M-cadherin (B) and nuclei (C) were performed and the 3 images 

were merged (D). Arrows indicate that myogenin-positive immunoreactivities were detected in the nucleus of an 

M-cadherin-positive satellite cell. Bar = 30 µm 
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Fig. 5 Photomicrographs showing localization of myogenin on day 7 post-overloaded muscle. Triple fluorescence 

staining to visualize the localization of myogenin (A), M-cadherin (B) and nuclei (C) were performed and the 3 images 

were merged (D). Arrows indicate that myogenin-positive immunoreactivities were detected in the nuclei of two adjacent 

satellite cells. Bar = 30 µm 


