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研究要旨 独自に樹立した不死化ヒト筋細胞を用いて、骨粗鬆症
治療薬アレンドロネートの、ヒト筋細胞に対する直接作用を解析
した。アレンドロネートは、ヒト未分化筋細胞の増殖、遊走およ
び筋分化を阻害した。しかし、最終分化した筋管細胞の生存およ
び分化形質の発現には、影響を与えなかった。 

 
A. 研究目的 
 加齢にともなう筋再生能力の低下は、サル
コペニアの発症と密接に関わっていると考え
られる。筋再生には、骨格筋幹細胞（筋サテ
ライト細胞）の働きが必須である。サルコペ
ニアにおける筋幹細胞の役割については、未
だ不明の点が多いものの、「骨格筋幹細胞を標
的としたサルコペニアに対する新たな予防
法」の開発に期待が寄せられている。本分担
研究では、独自に樹立した不死化ヒト筋細胞
を用いて、サルコペニアにおける治療薬を開
発するための検定系を確立する。さらに、当
研究班で見いだされた候補薬物の作用機序の
解析を通じて、標準となる「ヒト筋細胞の機
能検定法」の確立をめざす。 
 
B. 研究方法 
① 不死化ヒト筋細胞の培養 
 ヒトテロメラーゼ遺伝子、ヒト CDK4R24C 遺
伝子およびヒト cyclin D1 遺伝子を導入・発
現させることによって、未分化ヒト筋細胞を、
分化能を保持したまま不死化した。本研究で
は、42 歳女性の骨格筋に由来する不死化ヒト
筋細胞クローン Hu5/KD3 を解析に用いた。不
死化ヒト筋細胞は、I 型コラーゲンを塗布し
たプラスチック培養皿に播き、37℃、10％CO2

の気相下で静置培養した。培養液は、Primary 
myocyte growth medium (pmGM) [20% 
FCS, 2% Ultroser G (Biosepra, PALL) in 
high-glucose (4.5 g/ml) DMEM] を用いた。
筋分化を誘導する場合は、2x105細胞を
90-mm 培養皿に播き、2 日後に培地を
Primary myocyte differentiation medium 
(pmDM) [2% FCS, 5 g/ml holo-transferrin 
(bovine), 10 g/ml insulin, 10 nM selenite in 
hDMEM]に交換し、4-6 日間培養した。 

② 筋分化の誘導および分化マーカーおよび
増殖マーカーの検出 
 細胞を、４％パラフォルムアルデヒド(PFA)
で固定した後、分化マーカーmyosine heavy 
chain(MyHC)に対するモノクローナル抗体
(MF20)あるいはトロポニン Tに対する抗体と
反応させた後、さらに HRP あるいは FITC 標識
二次抗体と反応させた。核は DAPI あるいはヘ
マトキシリンによって対比染色した。 
 
③ BrdUの取り込みによるDNA合成細胞の検
出 
 Hu5/KD3 を 10μM BrdU を含む培地中で 4時
間標識し、PFA で固定後、塩酸処理、中和処
理の後、抗 BrdU 抗体と反応させた。Cy3 標識
二次抗体によって BrdU 陽性核を検出し、DAPI
染色による全核数に対する割合を算出した。 
 
④ イムノブロット解析 
 細胞を PBS で洗浄した後、１％SDS in 
Hepes-buffered saline で溶解した。細胞溶
解液を SDS-PAGE (和光純薬、SuperSepAce)で
分離後、PVDF メンブレンに転写した。メンブ
レンは、特異抗体と incubation した後、アル
カリ性フォスファタ−ゼ標識 2 次抗体と反応
させ、BCIP/NBT を基質とした発色法により、
特異的タンパク質を検出した。 
 
（倫理面への配慮） 
 ヒト骨格筋組織の採取に関しては、国立長
寿医療研究センターの倫理委員会の承認を受
けた。臨床研究に関する倫理指針に則り、患
者に対しては、文書を用いて説明し、患者本
人より文書にて同意を得た。 
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C. 結果 
① アレンドロネートによるヒト筋細胞の増
殖阻害および遊走阻害 
 増殖条件下で培養した Hu5/KD3 を、アレン

ドロネート（ALN、100 
μM）に暴露すると、
分裂細胞は著しく減
少した。また、BrdU
陽性細胞の割合は、
対照群に比べて ALN
処理群で有意に減少
した。 
 

アレンドロネートによる BrdU 取り込み阻害 
 
 ALN 処理によって、Hu5/KD3 の形態は、平た
く、縦に延びた双極性紡錘形となり、
lamellipodia 形成の阻害が認められた。タイ
ムラップス観察の結果、対照群では活発な細
胞遊走が見られるのに対し、ALN処理群では、
ヒト筋細胞の遊走は、完全に阻害されること
が明らかになった。ALN 処理された細胞は、
最終的に培養皿に生着し続けることが出来ず、
やがて基質面から剥がれて死滅した。 
 ALN の主な標的分子は、メバロン酸経路の
酵素であると考えられている。未分化ヒト筋
細胞に対する ALN の影響が、メバロン酸経路
の阻害であるか否かを検討するため、
mevastatinによってメバロン酸合成を阻害し
たところ、ALN と同様にヒト未分化筋細胞の
形態は、ALNと同様に双極性紡錘形に変化し、
細胞の増殖と遊走は、著しく阻害された。 

 
メバロン酸経路におけるメバスタチンおよび
アレンドロネートの作用点 
 
 この結果から、ALN は、未分化ヒト筋細胞
の増殖および遊走を阻害することが示された。
この阻害は、メバロン酸経路の阻害によるも

のと考えられる。 
 

 
アレンドロネートによる、ヒト筋細胞の形態
変化 対照群（A）では分裂細胞(矢印)、
lamellipidia（矢頭）が認められるが、ALN
処理群（B） では認められない。 
 
② アレンドロネートのレチノブラストー
マ・タンパク質に対する影響 
 イムノブロット解析の結果、ALN は細胞周
期調節因子レチノブラストーマ・タンパク質
を活性化しないことが示された。一方、ALN
は、低分子量 G タンパク質 Rho ファミリーの
タンパク量を増大させることが明らかになっ
た。タンパク量の増大は、特に RhoA で著しく、
Rac1 および Cdc42 では、限定的だった。 
 アレンドロネートによる、未分化ヒト筋細
胞の増殖阻害は、細胞周期調節因子に対する
直接的な作用ではなく、ファルネシル化阻害
による、Rho ファミリー・タンパク質の機能
阻害の結果生じた二次的影響であることが示
唆された。 
 
③ アレンドロネートによるヒト筋細胞の分
化阻害 
 未分化筋細胞 Hu5/KD3 を、高細胞密度で培
養することによって、ALN による細胞の剥離
を抑制できることがわかった。高密度で培養
した Hu5/KD3 を、分化条件におくと、対照群
では、細胞融合が誘導され、最終分化細胞で
ある筋管細胞が形成された。筋管細胞では、
分化マーカーであるMyHCおよびトロポニンT
の発現が確認された。一方、ANL 処理群では、
細胞は生存しているものの、筋管細胞形成お
よび分化マーカーの発現は、完全に抑制され
た。 
 以上の結果から、ALN は、ヒト未分化筋細
胞の最終分化を阻害することが明らかになっ
た。 
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アレンドロネートによる、ヒト筋細胞の分化
阻害 対照群（E, G）では、筋管細胞(*)およ
び MyHC の発現（茶）が認められるが、ALN 処
理群（F, H） では認められない。 
 
 
④ アレンドロネートによる未分化ヒト筋細
胞の選択的機能阻害 
 ALN が未分化ヒト筋細胞の増殖と分化を阻
害することが明らかになった。そこで、最終
分化した筋管細胞に対する ALN の影響を比較
検討した。Hu5/KD3 を分化条件下で培養し、
筋管細胞を形成させた後、ALN に 4日間暴露
した。対照群では、筋管細胞の間に、残存す
る未分化筋細胞が多数認められた。ALN 処理
群では、筋管細胞は認められたが、未分化筋
細胞は、著しく減少していた。筋管細胞にお
けるトロポニン Tの発現は、ALN によって影
響を受けなかった。 
 以上の結果から、最終分化した筋管細胞は、
筋分化過程において、ALN に対する抵抗性を
獲得することが示唆された。 

MT

MT

B C  
アレンドロネートに対するヒト筋管細胞の抵
抗性 対照群（B）でも、ALN 処理群（C） で
も、筋管細胞(MT)は、正常なのに対し、未分
化筋細胞は、対照群（B）にのみ認められた。 
 
（倫理面への配慮） 
ヒト材料を用いた実験に関しては、国立長寿
医療研究センターの倫理委員会の承認を得、
規定にしたがって実施した。 
 
D. 考察 
 骨粗鬆症治療薬アレンドロネートは、破骨

細胞の機能を抑制することによって、骨密度
の上昇をもたらすと考えられている。最近、
原田らは、ALN を投与した骨粗鬆症患者の筋
量が増加傾向を示すことを報告した。 
 ALN は、速やかに骨基質に取り込まれ、そ
のままでは、どの細胞にも作用を及ぼさない
と考えられている。しかし、破骨細胞による
骨吸収の際に骨基質から溶出し、破骨細胞に
取り込まれて、その機能を阻害する。 
 骨格筋は、骨組織に近接しており、ALN を
投与中の骨粗鬆症患者では、慢性的に低濃度
の ALN に曝されている可能性がある。 
 本研究の結果、ALN が未分化ヒト筋細胞の
増殖と遊走を阻害することが明らかになった。
一方、アポトーシスの特徴は見いだされなか
った。ALN は、ラット筋芽細胞株 L6 にアポト
ーシスを誘導すると報告されているが、ALN
はヒト未分化筋細胞に直接作用してアポトー
シスを誘導することはないと考えられる。L6
細胞におけるアポトーシスは、細胞が培養基
質面から剥離した結果、二次的に誘導された
anoikis ではないかと考えられる。 
 私たちは、最終分化したヒト筋管細胞が、
ALN に対して抵抗性を示すことを明らかにし
た。従来、ALN は、ラット筋芽細胞に細胞死
を誘導するという in vitro での解析結果と、
ラットの筋機能に影響はないとする in vivo
の解析結果が報告されており、矛盾する結果
の意味は明らかではなかった。私たちの解析
結果は、これらの相反する従来の報告に合理
的な解釈を与えるものである。 
 本研究は、ALN の骨格筋に対する作用につ
いて、重要な二つの仮説を提示する。 
(1) 長期間 ALN を投与された骨粗鬆症患者で

は、筋再生能力が低下している可能性が
ある。したがって、ALN 投与中の筋組織へ
外傷は、禁忌としなければならない。 

(2) 筋線維は、ALN に対して耐性であると考え
られるので、筋機能の低下は、ALN 治療に
おける制限要因とはならない。 

 本研究の結果は、ALN を投与中の骨粗鬆症
患者 ALN に認められた筋量の増加が、筋細胞
に対する直接効果ではないことを示唆してい
る。しかし、ALN の二次的作用によって、筋
機能が改善される可能性は十分にあり、今後
の検討課題のひとつである。 
 
E. 結論 
 サルコペニアに対する治療薬開発のための
スクリーニングに有用な実験系を確立し、候
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補薬物のヒト筋細胞に対する直接作用を明ら
かにすることができた。 
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