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　加齢による骨格筋の筋肉量の低下や筋力が低下した状態をサルコペニアといい、運動機能障害による様々
な問題を引き起こす。サルコペニアの筋肉量減少に関わるメカニズムの１つにあげられる加齢による筋線維
再生の減弱に、骨格筋の組織幹細胞であるサテライト細胞の関与が示されている。通常、サテライト細胞は、
筋肉の損傷などにより活性化し、筋芽細胞へと分化する。さらに、筋芽細胞から筋管細胞への分化を経て筋
線維が再生される。しかし、老化が進むと、サテライト細胞の増殖や筋芽細胞への分化が低下してしまうた
め、新たに作られる筋線維が減少し、筋肉量の減少につながると考えられている。一方、筋線維再生過程に
ある筋芽細胞の増殖に、老化がどのような影響を及ぼしているのかは明らかになっていない。加齢に伴う酸
化ストレスの増加によって、様々な細胞障害を引き起こすことが知られているため、本研究では、筋芽細胞
の増殖と筋管細胞への分化に及ぼす老化の影響を明らかにするために、株化筋芽細胞であるC2C12細胞に酸
化ストレス負荷し、その後の細胞増殖と分化に及ぼす影響を検討した。その結果、サルコペニア発症のメカ
ニズムに、サテライト細胞の増殖と分化の抑制だけでなく、筋芽細胞の増殖抑制も関与する可能性が示唆さ
れた。加えて、これまで報告されている酸化ストレスによる筋管細胞への分化抑制は、時間的に制御された
ものであることが示唆された。

1．緒言
　加齢による骨格筋の筋肉量や筋力が低下した状態をサ
ルコペニア（加齢性筋肉減少症）といい、運動機能障害
によって日常生活動作を著しく阻害する。現在では、サ
ルコペニアは人だけでなく犬や猫においても報告されて
おり1）、伴侶動物においては介護による飼い主の負担が
問題となってきている。
　骨格筋の基底膜と筋線維の間には、組織幹細胞である
サテライト細胞が存在しており、骨格筋の高い再生能力
を支えている。通常、サテライト細胞は増殖しない細胞
周期（Ｇ0期）に維持されているが、筋肉が損傷を受け

ると、増殖因子などの活性化シグナルにより増殖を開始
し、筋前駆細胞である筋芽細胞への分化を開始する。筋
芽細胞はさらに増殖し、やがて筋芽細胞同士が融合し、
多核の筋管細胞へと分化する。最終的に、筋管細胞の筋
線維への成熟と運動神経の再神経支配によって再生が完
了する2）。このように、骨格筋の再生能力の重要な部分
をサテライト細胞が担っていることから、サルコペニア
の原因究明のために、これまでにサテライト細胞に関す
る多くの研究が蓄積されてきた。そしてサテライト細胞
の増殖や分裂能の低下により、新たに作られる筋線維が
減少し、筋肉量の減少や筋萎縮につながると考えられて
いる。実際、加齢に伴ってサテライト細胞数や分裂能が
減少することが分かっている3）。しかし一方で、サテラ
イト細胞を欠損させた老齢マウスでは、野生型の老齢マ
ウスと比較して、筋萎縮の度合いに変化が見られない
ことが報告されている4）。このことは、サテライト細胞
以外にも、サルコペニアに関わる因子があると示唆して
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いる。筋再生過程においてサテライト細胞以外に重要な
役割をするものに、筋芽細胞の増殖や分化能があげられ
る。これらのことから、加齢に伴う筋芽細胞の増殖や分
化能の低下が、サルコペニアにおける筋肉量低下や筋萎
縮に関与する可能性が示唆される。
　老化は身体内で起こる進行性の現象であり、活性酸
素によるDNAやタンパク質、脂質の損傷が加齢に伴っ
て蓄積し、身体の機能障害を引き起こしていると考え
られている5）。そして加齢性の疾患であるサルコペニ
アの発症にも、この酸化ストレスが関わることが報告
されている6）。酸化ストレス負荷による培養筋芽細胞
や培養筋管細胞の細胞死誘導に関してはこれまで多く
の研究が行われているが7，8）、培養筋芽細胞の増殖に
及ぼす影響については報告がない。また、酸化ストレ
ス負荷条件下では、株化C2C12筋芽細胞から筋管細胞
への分化が抑制されることは報告されているが9）、細
胞死ではなく細胞増殖に影響を及ぼす程度の酸化スト
レス負荷が筋管細胞への分化に及ぼす影響については
知見がない。そこで本研究では、筋芽細胞の増殖に及
ぼす酸化ストレスの影響と、細胞増殖に影響を及ぼす
程度の酸化ストレスが筋管細胞への分化におよぼす影
響ついて検討を行った。

2．材料と方法
2．1　細胞培養と酸化ストレス負荷
　24穴プレートにCell Matrix type IA（新田ゼラチン、
大阪）を加えゲル化させた。その上に筋芽細胞の
C2C12細胞（ATCC, VA, USA）を1.0×104 cells/well
になるよう播種し、成長培地（DMEM, 10% FBS, 1% 
Penicillin/Streptomycin）を用いて、CO2インキュベー
ター内で培養した。筋芽細胞から筋管細胞への分化誘
導は、C2C12細胞の播種後5日目または9日目に100%コ
ンフルエントを確認した後、培地を成長培地から分化
用培地（DMEM, 5% Horse serum, 1% Penicillin/Strep-
tomycin）に置換することにより行った。分化誘導後は
毎日培地交換を行った。酸化ストレス物質には、スー
パーオキサイド、過酸化水素、ヒドロキシラジカル、
次亜塩素酸などがあるが、フリーラジカルであるスー
パーオキサイドやヒドロキシラジカルは寿命が短いた
め、細胞への酸化ストレス負荷は過酸化水素処置によ
り行った。本研究では、C2C12筋芽細胞の増殖に及ぼ
す影響を明かにする目的のため、細胞死を誘導しない
過酸化水素処置条件（20μM以下、3時間以下：予備実
験）で検討を行った。

2．2　細胞の増殖
　C2C12細胞を計数するために、細胞の核染色を行っ
た。培養した細胞をPBSで洗浄した後、100%エタ

ノールで5分間処置した。0.5 mg/ml Propidium Iodide
（Dojindo、熊本）/PBSを20分間処置した。その後
Aqua-Poly/Mount（Polysciences, Pennsylvania, USA）
で封入し、蛍光顕微鏡（IX73、オリンパス、東京）で
撮影した。核の数を計数し、撮影面積あたりの細胞数
を算出した。1回の実験につき10視野の細胞数の平均値
を算出し、独立して3回の実験を行った。3回の実験の
平均値と標準誤差をもとめた。増殖曲線の曲線下面積
（AUC）および増殖期の回帰直線の傾きを算出した。
コントロールとの多重比較検定には、Dunnettの検定法
を用いた。

2．3　筋管細胞への分化効率
　筋管細胞への分化効率を定量化するために、C2C12
細胞にミオシン重鎖に対する免疫染色を行った。C2C12
細胞を4% Paraformaldehydeで10分間固定した。その後
3% 正常ヤギ血清、1% ウシ血清アルブミンおよび0.5% 
Triton X100を含むPBS溶液で１時間ブロッキングした
後、3% 正常ヤギ血清、1% ウシ血清アルブミン、0.5%
Triton X100および0.05% アジ化ナトリウムを含むPBS
溶液で1/500に希釈した抗ミオシン重鎖抗体（MF20, 
DSHB）を室温で1時間処置した。次にブロッキング用溶
液で1/500に希釈した抗マウスIgG抗体-Alexa Flour 555
（abcam, Cambridge, UK）を室温で1時間処置した。
Immunoselect Antifading Mounting Medium（Dianova,
Hamburg, Germany）で封入し、蛍光顕微鏡で撮影した。
画像解析用ソフトImage J（NIH, Maryland, USA）を用
いて、撮影面積あたりのミオシン陽性細胞が占める面積
を測定した。1回の実験につき10視野の面積の平均値を
算出し、1回の実験データとした。独立して3回の実験を
行い、3回の平均値を算出しグラフを作成した。t検定に
より有意差検定を行った。

3．結果
3．1　細胞増殖に及ぼす過酸化水素の影響
　実験にはマウス由来の筋芽細胞株である C2C12 細胞
を用いた。C2C12 細胞は、本実験条件下では、図 1 の
コントロールで示すように播種後増殖し、静止期に達し
たのは播種 4 日目であった（図 2Ａ）。播種 24 時間（1
日）目に、培養液中に過酸化水素を添加し、3 時間イン
キュベーションしたところ、5 μMおよび 10 μMの過
酸化水素を処置しても、コントロールと同様に細胞数が
増加し、静止期は播種 4日目であった（図 1、2Ａ）。一
方、20μM の過酸化水素を処置した細胞では、細胞増
殖が抑制された（図 1、図 2Ａ）。また、得られた増殖
曲線の曲線下面積は、20μM の過酸化水素処置群のみ
有意に減少した（図 2B）。また図 2Ａに示した増殖曲線
の増殖期の回帰直線の傾きが、20μM の過酸化水素処

果は、過酸化水素によってミオシン重鎖の発現が抑制さ
れ、その結果筋管細胞への分化誘導にも影響を及ぼすこ
とを示唆している。しかし、増殖曲線の曲線下面積（図
4C）と回帰直線の傾き（図 4D）には、明らかな差は認
められなかった。
　図 1 に示すように、C2C12 細胞に過酸化水素を処置
すると、細胞増殖が抑制されるため、過酸化水素処置群
の細胞は、播種 5 日目では細胞密度は 100% コンフル
エントの状態にはなっていない。このような分化誘導時
の細胞密度の違いが、その後の分化誘導の効率に影響を
与えている可能性が考えられたため、過酸化水素を処
置した細胞の密度が 100% コンフルエントになる播種
9 日目にも同様の検討を行った。播種 9 日目に分化誘導
した細胞のミオシン重鎖を染色したところ、分化誘導前
でもすでに細長い形態を示す程度に分化が進んだ筋管細
胞が認められた。また筋管細胞に混じって、形態学的に
筋管細胞になっていないミオシン重鎖陽性細胞も認めら
れた。播種 5 日目に分化誘導を開始した細胞と異なり、
これらのミオシン重鎖発現は、過酸化水素処置による影
響を受けなかった（図 3B）。筋管細胞への分化効率の解
析結果からも、播種 9 日目に分化誘導した培養細胞に
おいて、筋芽細胞の増殖を抑制する過酸化水素処置は、
筋管細胞への分化に影響を及ぼさないことが明らかと
なった（図 4B, C, D）。

4．考察
　ミトコンドリアは、細胞内に取り込んだ酸素の一部
を好気的なエネルギー代謝により活性酸素として放出す
る。しかし細胞内で産生された活性酸素は、カタラーゼ
やグルタチオンペルオキシダーゼなどの消去酵素の作用
により無害な物質へと変換されているため、細胞内のレ
ドックス状態は平衡状態に保たれている。加齢に伴い、
活性酸素が過剰に産生されたり、消去酵素の発現が減少
したりすると、DNAやタンパク質などの生体高分子を
傷害し、細胞レベルから個体レベルの様々な階層におけ
る老化状態をもたらす。実際、培養細胞に過酸化水素を
処理して酸化ストレスを負荷すると、細胞老化が誘導さ
れることが報告されている10）。細胞レベルの酸化ストレ
ス応答にはアポトーシス以外に、細胞周期をG0/G1期に
留めることによる細胞増殖の停止があげられる11, 12）。本
研究において、筋芽細胞に20 μMの過酸化水素を添加し
酸化ストレスを負荷すると、細胞増殖が抑制された。こ
の時の増殖期の回帰直線の傾きが、コントロールと比べ
過酸化水素処置群では低下することと、培養日数を増や
すことで、細胞密度がコントロールと同様に100%コン
フルエントに達することから、過酸化水素処置による細
胞増殖の抑制は、酸化ストレスによるアポトーシスの誘
導ではなく、細胞周期の停止による影響であると考えら
れる。
　活性酸素は、細胞にとって常に有害なものというわけ
ではなく、特定の細胞内情報伝達経路の一端を担ってい
るため、生体内においては活性酸素の量が厳密に制御さ
れていることが重要である。実際、活性酸素は、細胞の
増殖や分化に必須な因子であることが知られている13）一
方で、その量が過剰になると、生体に様々な影響をおよ
ぼす。加齢によるサルコペニアの病態についても、酸化
ストレスの関与が示唆されている。例えば、サテライト
細胞から筋芽細胞への分化や3）、筋芽細胞から筋管細胞
への分化は、分化誘導時の酸化ストレス負荷により阻害
される9）。また増加した酸化ストレスが、IL-6などの炎
症性サイトカインや筋特異的E3ユビキチンリガーゼの発
現を誘導し、筋タンパク質を減少させ、最終的に骨格筋
量が減少する6）。これら酸化ストレスの多様な影響に加
え、本研究ではさらに、筋芽細胞の増殖の抑制もまた、
加齢による筋肉量の減少に関わる可能性があることを示
した。
　本研究では、20μMの過酸化水素負荷によって細胞
増殖が抑制された筋芽細胞は、その後の筋管細胞への分
化誘導には変化が認められなかった。一方、Hansenら
は、筋芽細胞から筋管細胞への分化誘導時に25μMの過
酸化水素を添加することで、筋管細胞への分化が抑制さ
れることを示した9）。これら過酸化水素の濃度はほぼ同
じであるため、筋芽細胞の細胞分裂と筋管細胞への分化

に対し、酸化ストレスがそれぞれ独立して影響し、酸化
ストレス負荷による筋芽細胞から筋管細胞へ分化への抑
制は、分化段階で働き始める細胞内情報伝達経路への影
響によるものであると考えられた。
　本研究の結果より、老化による筋肉量の低下のメカニ
ズムには、これまで示されてきたサテライト細胞の増殖
と分化の抑制や筋タンパク質量の減少だけでなく、筋芽
細胞の増殖抑制も関与する可能性が示唆された。
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置群のみ有意に減少した。以上の結果より、20μM の
過酸化水素は C2C12 細胞の増殖速度を抑制することが
示された（図 2Ｃ）。

3．2　増殖抑制された筋芽細胞の筋管細胞への分化に及
ぼす過酸化水素の影響
　C2C12 細胞は、細胞密度が 100% コンフルエントの
状態で、成長培地を低濃度のウマ血清が添加された培地
に置換することにより筋管細胞に分化誘導することが
できる。図 1 に示すように、本実験では播種 4 日目に
C2C12 細胞が 100% コンフルエントに達するため、播
種 5日目に分化誘導を開始した。筋管細胞への分化状態
を観察するために、分化誘導前および分化誘導 1、3、5
および 7 日後に、筋管細胞の分子マーカーとして一般
的に用いられるミオシン重鎖に対する抗体で免疫染色を
行った。分化誘導 3日目以降で見られるように、筋芽細
胞が融合していくことで、筋管細胞に特徴的な細長い形
態を呈するようになる（図 3Ａ）。ミオシン重鎖の発現
は、分化誘導前および分化誘導 1日目で見られるように、
細長い形態になる前から認められた（図 3Ａ）。そして、
この初期のミオシン重鎖の発現は、20μM の過酸化水
素処置によって抑制された（図 3Ａ）。ミオシン重鎖の
陽性細胞が占める面積を測定し、筋管細胞への分化効率
を定量化したところ、分化誘導 5日目に、筋管細胞への
分化が抑制される傾向を示した（図 4Ａ）。これらの結
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1．緒言
　加齢による骨格筋の筋肉量や筋力が低下した状態をサ
ルコペニア（加齢性筋肉減少症）といい、運動機能障害
によって日常生活動作を著しく阻害する。現在では、サ
ルコペニアは人だけでなく犬や猫においても報告されて
おり1）、伴侶動物においては介護による飼い主の負担が
問題となってきている。
　骨格筋の基底膜と筋線維の間には、組織幹細胞である
サテライト細胞が存在しており、骨格筋の高い再生能力
を支えている。通常、サテライト細胞は増殖しない細胞
周期（Ｇ0期）に維持されているが、筋肉が損傷を受け

ると、増殖因子などの活性化シグナルにより増殖を開始
し、筋前駆細胞である筋芽細胞への分化を開始する。筋
芽細胞はさらに増殖し、やがて筋芽細胞同士が融合し、
多核の筋管細胞へと分化する。最終的に、筋管細胞の筋
線維への成熟と運動神経の再神経支配によって再生が完
了する2）。このように、骨格筋の再生能力の重要な部分
をサテライト細胞が担っていることから、サルコペニア
の原因究明のために、これまでにサテライト細胞に関す
る多くの研究が蓄積されてきた。そしてサテライト細胞
の増殖や分裂能の低下により、新たに作られる筋線維が
減少し、筋肉量の減少や筋萎縮につながると考えられて
いる。実際、加齢に伴ってサテライト細胞数や分裂能が
減少することが分かっている3）。しかし一方で、サテラ
イト細胞を欠損させた老齢マウスでは、野生型の老齢マ
ウスと比較して、筋萎縮の度合いに変化が見られない
ことが報告されている4）。このことは、サテライト細胞
以外にも、サルコペニアに関わる因子があると示唆して

いる。筋再生過程においてサテライト細胞以外に重要な
役割をするものに、筋芽細胞の増殖や分化能があげられ
る。これらのことから、加齢に伴う筋芽細胞の増殖や分
化能の低下が、サルコペニアにおける筋肉量低下や筋萎
縮に関与する可能性が示唆される。
　老化は身体内で起こる進行性の現象であり、活性酸
素によるDNAやタンパク質、脂質の損傷が加齢に伴っ
て蓄積し、身体の機能障害を引き起こしていると考え
られている5）。そして加齢性の疾患であるサルコペニ
アの発症にも、この酸化ストレスが関わることが報告
されている6）。酸化ストレス負荷による培養筋芽細胞
や培養筋管細胞の細胞死誘導に関してはこれまで多く
の研究が行われているが7，8）、培養筋芽細胞の増殖に
及ぼす影響については報告がない。また、酸化ストレ
ス負荷条件下では、株化C2C12筋芽細胞から筋管細胞
への分化が抑制されることは報告されているが9）、細
胞死ではなく細胞増殖に影響を及ぼす程度の酸化スト
レス負荷が筋管細胞への分化に及ぼす影響については
知見がない。そこで本研究では、筋芽細胞の増殖に及
ぼす酸化ストレスの影響と、細胞増殖に影響を及ぼす
程度の酸化ストレスが筋管細胞への分化におよぼす影
響ついて検討を行った。

2．材料と方法
2．1　細胞培養と酸化ストレス負荷
　24穴プレートにCell Matrix type IA（新田ゼラチン、
大阪）を加えゲル化させた。その上に筋芽細胞の
C2C12細胞（ATCC, VA, USA）を1.0×104 cells/well
になるよう播種し、成長培地（DMEM, 10% FBS, 1% 
Penicillin/Streptomycin）を用いて、CO2インキュベー
ター内で培養した。筋芽細胞から筋管細胞への分化誘
導は、C2C12細胞の播種後5日目または9日目に100%コ
ンフルエントを確認した後、培地を成長培地から分化
用培地（DMEM, 5% Horse serum, 1% Penicillin/Strep-
tomycin）に置換することにより行った。分化誘導後は
毎日培地交換を行った。酸化ストレス物質には、スー
パーオキサイド、過酸化水素、ヒドロキシラジカル、
次亜塩素酸などがあるが、フリーラジカルであるスー
パーオキサイドやヒドロキシラジカルは寿命が短いた
め、細胞への酸化ストレス負荷は過酸化水素処置によ
り行った。本研究では、C2C12筋芽細胞の増殖に及ぼ
す影響を明かにする目的のため、細胞死を誘導しない
過酸化水素処置条件（20μM以下、3時間以下：予備実
験）で検討を行った。

2．2　細胞の増殖
　C2C12細胞を計数するために、細胞の核染色を行っ
た。培養した細胞をPBSで洗浄した後、100%エタ

ノールで5分間処置した。0.5 mg/ml Propidium Iodide
（Dojindo、熊本）/PBSを20分間処置した。その後
Aqua-Poly/Mount（Polysciences, Pennsylvania, USA）
で封入し、蛍光顕微鏡（IX73、オリンパス、東京）で
撮影した。核の数を計数し、撮影面積あたりの細胞数
を算出した。1回の実験につき10視野の細胞数の平均値
を算出し、独立して3回の実験を行った。3回の実験の
平均値と標準誤差をもとめた。増殖曲線の曲線下面積
（AUC）および増殖期の回帰直線の傾きを算出した。
コントロールとの多重比較検定には、Dunnettの検定法
を用いた。

2．3　筋管細胞への分化効率
　筋管細胞への分化効率を定量化するために、C2C12
細胞にミオシン重鎖に対する免疫染色を行った。C2C12
細胞を4% Paraformaldehydeで10分間固定した。その後
3% 正常ヤギ血清、1% ウシ血清アルブミンおよび0.5% 
Triton X100を含むPBS溶液で１時間ブロッキングした
後、3% 正常ヤギ血清、1% ウシ血清アルブミン、0.5%
Triton X100および0.05% アジ化ナトリウムを含むPBS
溶液で1/500に希釈した抗ミオシン重鎖抗体（MF20, 
DSHB）を室温で1時間処置した。次にブロッキング用溶
液で1/500に希釈した抗マウスIgG抗体-Alexa Flour 555
（abcam, Cambridge, UK）を室温で1時間処置した。
Immunoselect Antifading Mounting Medium（Dianova,
Hamburg, Germany）で封入し、蛍光顕微鏡で撮影した。
画像解析用ソフトImage J（NIH, Maryland, USA）を用
いて、撮影面積あたりのミオシン陽性細胞が占める面積
を測定した。1回の実験につき10視野の面積の平均値を
算出し、1回の実験データとした。独立して3回の実験を
行い、3回の平均値を算出しグラフを作成した。t検定に
より有意差検定を行った。

3．結果
3．1　細胞増殖に及ぼす過酸化水素の影響
　実験にはマウス由来の筋芽細胞株である C2C12 細胞
を用いた。C2C12 細胞は、本実験条件下では、図 1 の
コントロールで示すように播種後増殖し、静止期に達し
たのは播種 4 日目であった（図 2Ａ）。播種 24 時間（1
日）目に、培養液中に過酸化水素を添加し、3 時間イン
キュベーションしたところ、5 μMおよび 10 μMの過
酸化水素を処置しても、コントロールと同様に細胞数が
増加し、静止期は播種 4日目であった（図 1、2Ａ）。一
方、20μM の過酸化水素を処置した細胞では、細胞増
殖が抑制された（図 1、図 2Ａ）。また、得られた増殖
曲線の曲線下面積は、20μM の過酸化水素処置群のみ
有意に減少した（図 2B）。また図 2Ａに示した増殖曲線
の増殖期の回帰直線の傾きが、20μM の過酸化水素処

果は、過酸化水素によってミオシン重鎖の発現が抑制さ
れ、その結果筋管細胞への分化誘導にも影響を及ぼすこ
とを示唆している。しかし、増殖曲線の曲線下面積（図
4C）と回帰直線の傾き（図 4D）には、明らかな差は認
められなかった。
　図 1 に示すように、C2C12 細胞に過酸化水素を処置
すると、細胞増殖が抑制されるため、過酸化水素処置群
の細胞は、播種 5 日目では細胞密度は 100% コンフル
エントの状態にはなっていない。このような分化誘導時
の細胞密度の違いが、その後の分化誘導の効率に影響を
与えている可能性が考えられたため、過酸化水素を処
置した細胞の密度が 100% コンフルエントになる播種
9 日目にも同様の検討を行った。播種 9 日目に分化誘導
した細胞のミオシン重鎖を染色したところ、分化誘導前
でもすでに細長い形態を示す程度に分化が進んだ筋管細
胞が認められた。また筋管細胞に混じって、形態学的に
筋管細胞になっていないミオシン重鎖陽性細胞も認めら
れた。播種 5 日目に分化誘導を開始した細胞と異なり、
これらのミオシン重鎖発現は、過酸化水素処置による影
響を受けなかった（図 3B）。筋管細胞への分化効率の解
析結果からも、播種 9 日目に分化誘導した培養細胞に
おいて、筋芽細胞の増殖を抑制する過酸化水素処置は、
筋管細胞への分化に影響を及ぼさないことが明らかと
なった（図 4B, C, D）。

4．考察
　ミトコンドリアは、細胞内に取り込んだ酸素の一部
を好気的なエネルギー代謝により活性酸素として放出す
る。しかし細胞内で産生された活性酸素は、カタラーゼ
やグルタチオンペルオキシダーゼなどの消去酵素の作用
により無害な物質へと変換されているため、細胞内のレ
ドックス状態は平衡状態に保たれている。加齢に伴い、
活性酸素が過剰に産生されたり、消去酵素の発現が減少
したりすると、DNAやタンパク質などの生体高分子を
傷害し、細胞レベルから個体レベルの様々な階層におけ
る老化状態をもたらす。実際、培養細胞に過酸化水素を
処理して酸化ストレスを負荷すると、細胞老化が誘導さ
れることが報告されている10）。細胞レベルの酸化ストレ
ス応答にはアポトーシス以外に、細胞周期をG0/G1期に
留めることによる細胞増殖の停止があげられる11, 12）。本
研究において、筋芽細胞に20 μMの過酸化水素を添加し
酸化ストレスを負荷すると、細胞増殖が抑制された。こ
の時の増殖期の回帰直線の傾きが、コントロールと比べ
過酸化水素処置群では低下することと、培養日数を増や
すことで、細胞密度がコントロールと同様に100%コン
フルエントに達することから、過酸化水素処置による細
胞増殖の抑制は、酸化ストレスによるアポトーシスの誘
導ではなく、細胞周期の停止による影響であると考えら
れる。
　活性酸素は、細胞にとって常に有害なものというわけ
ではなく、特定の細胞内情報伝達経路の一端を担ってい
るため、生体内においては活性酸素の量が厳密に制御さ
れていることが重要である。実際、活性酸素は、細胞の
増殖や分化に必須な因子であることが知られている13）一
方で、その量が過剰になると、生体に様々な影響をおよ
ぼす。加齢によるサルコペニアの病態についても、酸化
ストレスの関与が示唆されている。例えば、サテライト
細胞から筋芽細胞への分化や3）、筋芽細胞から筋管細胞
への分化は、分化誘導時の酸化ストレス負荷により阻害
される9）。また増加した酸化ストレスが、IL-6などの炎
症性サイトカインや筋特異的E3ユビキチンリガーゼの発
現を誘導し、筋タンパク質を減少させ、最終的に骨格筋
量が減少する6）。これら酸化ストレスの多様な影響に加
え、本研究ではさらに、筋芽細胞の増殖の抑制もまた、
加齢による筋肉量の減少に関わる可能性があることを示
した。
　本研究では、20μMの過酸化水素負荷によって細胞
増殖が抑制された筋芽細胞は、その後の筋管細胞への分
化誘導には変化が認められなかった。一方、Hansenら
は、筋芽細胞から筋管細胞への分化誘導時に25μMの過
酸化水素を添加することで、筋管細胞への分化が抑制さ
れることを示した9）。これら過酸化水素の濃度はほぼ同
じであるため、筋芽細胞の細胞分裂と筋管細胞への分化

に対し、酸化ストレスがそれぞれ独立して影響し、酸化
ストレス負荷による筋芽細胞から筋管細胞へ分化への抑
制は、分化段階で働き始める細胞内情報伝達経路への影
響によるものであると考えられた。
　本研究の結果より、老化による筋肉量の低下のメカニ
ズムには、これまで示されてきたサテライト細胞の増殖
と分化の抑制や筋タンパク質量の減少だけでなく、筋芽
細胞の増殖抑制も関与する可能性が示唆された。
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置群のみ有意に減少した。以上の結果より、20μM の
過酸化水素は C2C12 細胞の増殖速度を抑制することが
示された（図 2Ｃ）。

3．2　増殖抑制された筋芽細胞の筋管細胞への分化に及
ぼす過酸化水素の影響
　C2C12 細胞は、細胞密度が 100% コンフルエントの
状態で、成長培地を低濃度のウマ血清が添加された培地
に置換することにより筋管細胞に分化誘導することが
できる。図 1 に示すように、本実験では播種 4 日目に
C2C12 細胞が 100% コンフルエントに達するため、播
種 5日目に分化誘導を開始した。筋管細胞への分化状態
を観察するために、分化誘導前および分化誘導 1、3、5
および 7 日後に、筋管細胞の分子マーカーとして一般
的に用いられるミオシン重鎖に対する抗体で免疫染色を
行った。分化誘導 3日目以降で見られるように、筋芽細
胞が融合していくことで、筋管細胞に特徴的な細長い形
態を呈するようになる（図 3Ａ）。ミオシン重鎖の発現
は、分化誘導前および分化誘導 1日目で見られるように、
細長い形態になる前から認められた（図 3Ａ）。そして、
この初期のミオシン重鎖の発現は、20μM の過酸化水
素処置によって抑制された（図 3Ａ）。ミオシン重鎖の
陽性細胞が占める面積を測定し、筋管細胞への分化効率
を定量化したところ、分化誘導 5日目に、筋管細胞への
分化が抑制される傾向を示した（図 4Ａ）。これらの結
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1．緒言
　加齢による骨格筋の筋肉量や筋力が低下した状態をサ
ルコペニア（加齢性筋肉減少症）といい、運動機能障害
によって日常生活動作を著しく阻害する。現在では、サ
ルコペニアは人だけでなく犬や猫においても報告されて
おり1）、伴侶動物においては介護による飼い主の負担が
問題となってきている。
　骨格筋の基底膜と筋線維の間には、組織幹細胞である
サテライト細胞が存在しており、骨格筋の高い再生能力
を支えている。通常、サテライト細胞は増殖しない細胞
周期（Ｇ0期）に維持されているが、筋肉が損傷を受け

ると、増殖因子などの活性化シグナルにより増殖を開始
し、筋前駆細胞である筋芽細胞への分化を開始する。筋
芽細胞はさらに増殖し、やがて筋芽細胞同士が融合し、
多核の筋管細胞へと分化する。最終的に、筋管細胞の筋
線維への成熟と運動神経の再神経支配によって再生が完
了する2）。このように、骨格筋の再生能力の重要な部分
をサテライト細胞が担っていることから、サルコペニア
の原因究明のために、これまでにサテライト細胞に関す
る多くの研究が蓄積されてきた。そしてサテライト細胞
の増殖や分裂能の低下により、新たに作られる筋線維が
減少し、筋肉量の減少や筋萎縮につながると考えられて
いる。実際、加齢に伴ってサテライト細胞数や分裂能が
減少することが分かっている3）。しかし一方で、サテラ
イト細胞を欠損させた老齢マウスでは、野生型の老齢マ
ウスと比較して、筋萎縮の度合いに変化が見られない
ことが報告されている4）。このことは、サテライト細胞
以外にも、サルコペニアに関わる因子があると示唆して

いる。筋再生過程においてサテライト細胞以外に重要な
役割をするものに、筋芽細胞の増殖や分化能があげられ
る。これらのことから、加齢に伴う筋芽細胞の増殖や分
化能の低下が、サルコペニアにおける筋肉量低下や筋萎
縮に関与する可能性が示唆される。
　老化は身体内で起こる進行性の現象であり、活性酸
素によるDNAやタンパク質、脂質の損傷が加齢に伴っ
て蓄積し、身体の機能障害を引き起こしていると考え
られている5）。そして加齢性の疾患であるサルコペニ
アの発症にも、この酸化ストレスが関わることが報告
されている6）。酸化ストレス負荷による培養筋芽細胞
や培養筋管細胞の細胞死誘導に関してはこれまで多く
の研究が行われているが7，8）、培養筋芽細胞の増殖に
及ぼす影響については報告がない。また、酸化ストレ
ス負荷条件下では、株化C2C12筋芽細胞から筋管細胞
への分化が抑制されることは報告されているが9）、細
胞死ではなく細胞増殖に影響を及ぼす程度の酸化スト
レス負荷が筋管細胞への分化に及ぼす影響については
知見がない。そこで本研究では、筋芽細胞の増殖に及
ぼす酸化ストレスの影響と、細胞増殖に影響を及ぼす
程度の酸化ストレスが筋管細胞への分化におよぼす影
響ついて検討を行った。

2．材料と方法
2．1　細胞培養と酸化ストレス負荷
　24穴プレートにCell Matrix type IA（新田ゼラチン、
大阪）を加えゲル化させた。その上に筋芽細胞の
C2C12細胞（ATCC, VA, USA）を1.0×104 cells/well
になるよう播種し、成長培地（DMEM, 10% FBS, 1% 
Penicillin/Streptomycin）を用いて、CO2インキュベー
ター内で培養した。筋芽細胞から筋管細胞への分化誘
導は、C2C12細胞の播種後5日目または9日目に100%コ
ンフルエントを確認した後、培地を成長培地から分化
用培地（DMEM, 5% Horse serum, 1% Penicillin/Strep-
tomycin）に置換することにより行った。分化誘導後は
毎日培地交換を行った。酸化ストレス物質には、スー
パーオキサイド、過酸化水素、ヒドロキシラジカル、
次亜塩素酸などがあるが、フリーラジカルであるスー
パーオキサイドやヒドロキシラジカルは寿命が短いた
め、細胞への酸化ストレス負荷は過酸化水素処置によ
り行った。本研究では、C2C12筋芽細胞の増殖に及ぼ
す影響を明かにする目的のため、細胞死を誘導しない
過酸化水素処置条件（20μM以下、3時間以下：予備実
験）で検討を行った。

2．2　細胞の増殖
　C2C12細胞を計数するために、細胞の核染色を行っ
た。培養した細胞をPBSで洗浄した後、100%エタ

ノールで5分間処置した。0.5 mg/ml Propidium Iodide
（Dojindo、熊本）/PBSを20分間処置した。その後
Aqua-Poly/Mount（Polysciences, Pennsylvania, USA）
で封入し、蛍光顕微鏡（IX73、オリンパス、東京）で
撮影した。核の数を計数し、撮影面積あたりの細胞数
を算出した。1回の実験につき10視野の細胞数の平均値
を算出し、独立して3回の実験を行った。3回の実験の
平均値と標準誤差をもとめた。増殖曲線の曲線下面積
（AUC）および増殖期の回帰直線の傾きを算出した。
コントロールとの多重比較検定には、Dunnettの検定法
を用いた。

2．3　筋管細胞への分化効率
　筋管細胞への分化効率を定量化するために、C2C12
細胞にミオシン重鎖に対する免疫染色を行った。C2C12
細胞を4% Paraformaldehydeで10分間固定した。その後
3% 正常ヤギ血清、1% ウシ血清アルブミンおよび0.5% 
Triton X100を含むPBS溶液で１時間ブロッキングした
後、3% 正常ヤギ血清、1% ウシ血清アルブミン、0.5%
Triton X100および0.05% アジ化ナトリウムを含むPBS
溶液で1/500に希釈した抗ミオシン重鎖抗体（MF20, 
DSHB）を室温で1時間処置した。次にブロッキング用溶
液で1/500に希釈した抗マウスIgG抗体-Alexa Flour 555
（abcam, Cambridge, UK）を室温で1時間処置した。
Immunoselect Antifading Mounting Medium（Dianova,
Hamburg, Germany）で封入し、蛍光顕微鏡で撮影した。
画像解析用ソフトImage J（NIH, Maryland, USA）を用
いて、撮影面積あたりのミオシン陽性細胞が占める面積
を測定した。1回の実験につき10視野の面積の平均値を
算出し、1回の実験データとした。独立して3回の実験を
行い、3回の平均値を算出しグラフを作成した。t検定に
より有意差検定を行った。

3．結果
3．1　細胞増殖に及ぼす過酸化水素の影響
　実験にはマウス由来の筋芽細胞株である C2C12 細胞
を用いた。C2C12 細胞は、本実験条件下では、図 1 の
コントロールで示すように播種後増殖し、静止期に達し
たのは播種 4 日目であった（図 2Ａ）。播種 24 時間（1
日）目に、培養液中に過酸化水素を添加し、3 時間イン
キュベーションしたところ、5 μMおよび 10 μMの過
酸化水素を処置しても、コントロールと同様に細胞数が
増加し、静止期は播種 4日目であった（図 1、2Ａ）。一
方、20μM の過酸化水素を処置した細胞では、細胞増
殖が抑制された（図 1、図 2Ａ）。また、得られた増殖
曲線の曲線下面積は、20μM の過酸化水素処置群のみ
有意に減少した（図 2B）。また図 2Ａに示した増殖曲線
の増殖期の回帰直線の傾きが、20μM の過酸化水素処

果は、過酸化水素によってミオシン重鎖の発現が抑制さ
れ、その結果筋管細胞への分化誘導にも影響を及ぼすこ
とを示唆している。しかし、増殖曲線の曲線下面積（図
4C）と回帰直線の傾き（図 4D）には、明らかな差は認
められなかった。
　図 1 に示すように、C2C12 細胞に過酸化水素を処置
すると、細胞増殖が抑制されるため、過酸化水素処置群
の細胞は、播種 5 日目では細胞密度は 100% コンフル
エントの状態にはなっていない。このような分化誘導時
の細胞密度の違いが、その後の分化誘導の効率に影響を
与えている可能性が考えられたため、過酸化水素を処
置した細胞の密度が 100% コンフルエントになる播種
9 日目にも同様の検討を行った。播種 9 日目に分化誘導
した細胞のミオシン重鎖を染色したところ、分化誘導前
でもすでに細長い形態を示す程度に分化が進んだ筋管細
胞が認められた。また筋管細胞に混じって、形態学的に
筋管細胞になっていないミオシン重鎖陽性細胞も認めら
れた。播種 5 日目に分化誘導を開始した細胞と異なり、
これらのミオシン重鎖発現は、過酸化水素処置による影
響を受けなかった（図 3B）。筋管細胞への分化効率の解
析結果からも、播種 9 日目に分化誘導した培養細胞に
おいて、筋芽細胞の増殖を抑制する過酸化水素処置は、
筋管細胞への分化に影響を及ぼさないことが明らかと
なった（図 4B, C, D）。

4．考察
　ミトコンドリアは、細胞内に取り込んだ酸素の一部
を好気的なエネルギー代謝により活性酸素として放出す
る。しかし細胞内で産生された活性酸素は、カタラーゼ
やグルタチオンペルオキシダーゼなどの消去酵素の作用
により無害な物質へと変換されているため、細胞内のレ
ドックス状態は平衡状態に保たれている。加齢に伴い、
活性酸素が過剰に産生されたり、消去酵素の発現が減少
したりすると、DNAやタンパク質などの生体高分子を
傷害し、細胞レベルから個体レベルの様々な階層におけ
る老化状態をもたらす。実際、培養細胞に過酸化水素を
処理して酸化ストレスを負荷すると、細胞老化が誘導さ
れることが報告されている10）。細胞レベルの酸化ストレ
ス応答にはアポトーシス以外に、細胞周期をG0/G1期に
留めることによる細胞増殖の停止があげられる11, 12）。本
研究において、筋芽細胞に20 μMの過酸化水素を添加し
酸化ストレスを負荷すると、細胞増殖が抑制された。こ
の時の増殖期の回帰直線の傾きが、コントロールと比べ
過酸化水素処置群では低下することと、培養日数を増や
すことで、細胞密度がコントロールと同様に100%コン
フルエントに達することから、過酸化水素処置による細
胞増殖の抑制は、酸化ストレスによるアポトーシスの誘
導ではなく、細胞周期の停止による影響であると考えら
れる。
　活性酸素は、細胞にとって常に有害なものというわけ
ではなく、特定の細胞内情報伝達経路の一端を担ってい
るため、生体内においては活性酸素の量が厳密に制御さ
れていることが重要である。実際、活性酸素は、細胞の
増殖や分化に必須な因子であることが知られている13）一
方で、その量が過剰になると、生体に様々な影響をおよ
ぼす。加齢によるサルコペニアの病態についても、酸化
ストレスの関与が示唆されている。例えば、サテライト
細胞から筋芽細胞への分化や3）、筋芽細胞から筋管細胞
への分化は、分化誘導時の酸化ストレス負荷により阻害
される9）。また増加した酸化ストレスが、IL-6などの炎
症性サイトカインや筋特異的E3ユビキチンリガーゼの発
現を誘導し、筋タンパク質を減少させ、最終的に骨格筋
量が減少する6）。これら酸化ストレスの多様な影響に加
え、本研究ではさらに、筋芽細胞の増殖の抑制もまた、
加齢による筋肉量の減少に関わる可能性があることを示
した。
　本研究では、20μMの過酸化水素負荷によって細胞
増殖が抑制された筋芽細胞は、その後の筋管細胞への分
化誘導には変化が認められなかった。一方、Hansenら
は、筋芽細胞から筋管細胞への分化誘導時に25μMの過
酸化水素を添加することで、筋管細胞への分化が抑制さ
れることを示した9）。これら過酸化水素の濃度はほぼ同
じであるため、筋芽細胞の細胞分裂と筋管細胞への分化

に対し、酸化ストレスがそれぞれ独立して影響し、酸化
ストレス負荷による筋芽細胞から筋管細胞へ分化への抑
制は、分化段階で働き始める細胞内情報伝達経路への影
響によるものであると考えられた。
　本研究の結果より、老化による筋肉量の低下のメカニ
ズムには、これまで示されてきたサテライト細胞の増殖
と分化の抑制や筋タンパク質量の減少だけでなく、筋芽
細胞の増殖抑制も関与する可能性が示唆された。
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置群のみ有意に減少した。以上の結果より、20μM の
過酸化水素は C2C12 細胞の増殖速度を抑制することが
示された（図 2Ｃ）。

3．2　増殖抑制された筋芽細胞の筋管細胞への分化に及
ぼす過酸化水素の影響
　C2C12 細胞は、細胞密度が 100% コンフルエントの
状態で、成長培地を低濃度のウマ血清が添加された培地
に置換することにより筋管細胞に分化誘導することが
できる。図 1 に示すように、本実験では播種 4 日目に
C2C12 細胞が 100% コンフルエントに達するため、播
種 5日目に分化誘導を開始した。筋管細胞への分化状態
を観察するために、分化誘導前および分化誘導 1、3、5
および 7 日後に、筋管細胞の分子マーカーとして一般
的に用いられるミオシン重鎖に対する抗体で免疫染色を
行った。分化誘導 3日目以降で見られるように、筋芽細
胞が融合していくことで、筋管細胞に特徴的な細長い形
態を呈するようになる（図 3Ａ）。ミオシン重鎖の発現
は、分化誘導前および分化誘導 1日目で見られるように、
細長い形態になる前から認められた（図 3Ａ）。そして、
この初期のミオシン重鎖の発現は、20μM の過酸化水
素処置によって抑制された（図 3Ａ）。ミオシン重鎖の
陽性細胞が占める面積を測定し、筋管細胞への分化効率
を定量化したところ、分化誘導 5日目に、筋管細胞への
分化が抑制される傾向を示した（図 4Ａ）。これらの結

図1　C2C12細胞の増殖に及ぼす過酸化水素の影響
　C2C12細胞を播種後5日目まで培養した。播種24時間後に過酸化水素（H2O2）を処置し、3時間
後に成長培地に交換した。コントロールの細胞は過酸化水素を含まない成長培地で液交換のみ行っ
た。Bar=100 μm
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1．緒言
　加齢による骨格筋の筋肉量や筋力が低下した状態をサ
ルコペニア（加齢性筋肉減少症）といい、運動機能障害
によって日常生活動作を著しく阻害する。現在では、サ
ルコペニアは人だけでなく犬や猫においても報告されて
おり1）、伴侶動物においては介護による飼い主の負担が
問題となってきている。
　骨格筋の基底膜と筋線維の間には、組織幹細胞である
サテライト細胞が存在しており、骨格筋の高い再生能力
を支えている。通常、サテライト細胞は増殖しない細胞
周期（Ｇ0期）に維持されているが、筋肉が損傷を受け

ると、増殖因子などの活性化シグナルにより増殖を開始
し、筋前駆細胞である筋芽細胞への分化を開始する。筋
芽細胞はさらに増殖し、やがて筋芽細胞同士が融合し、
多核の筋管細胞へと分化する。最終的に、筋管細胞の筋
線維への成熟と運動神経の再神経支配によって再生が完
了する2）。このように、骨格筋の再生能力の重要な部分
をサテライト細胞が担っていることから、サルコペニア
の原因究明のために、これまでにサテライト細胞に関す
る多くの研究が蓄積されてきた。そしてサテライト細胞
の増殖や分裂能の低下により、新たに作られる筋線維が
減少し、筋肉量の減少や筋萎縮につながると考えられて
いる。実際、加齢に伴ってサテライト細胞数や分裂能が
減少することが分かっている3）。しかし一方で、サテラ
イト細胞を欠損させた老齢マウスでは、野生型の老齢マ
ウスと比較して、筋萎縮の度合いに変化が見られない
ことが報告されている4）。このことは、サテライト細胞
以外にも、サルコペニアに関わる因子があると示唆して

いる。筋再生過程においてサテライト細胞以外に重要な
役割をするものに、筋芽細胞の増殖や分化能があげられ
る。これらのことから、加齢に伴う筋芽細胞の増殖や分
化能の低下が、サルコペニアにおける筋肉量低下や筋萎
縮に関与する可能性が示唆される。
　老化は身体内で起こる進行性の現象であり、活性酸
素によるDNAやタンパク質、脂質の損傷が加齢に伴っ
て蓄積し、身体の機能障害を引き起こしていると考え
られている5）。そして加齢性の疾患であるサルコペニ
アの発症にも、この酸化ストレスが関わることが報告
されている6）。酸化ストレス負荷による培養筋芽細胞
や培養筋管細胞の細胞死誘導に関してはこれまで多く
の研究が行われているが7，8）、培養筋芽細胞の増殖に
及ぼす影響については報告がない。また、酸化ストレ
ス負荷条件下では、株化C2C12筋芽細胞から筋管細胞
への分化が抑制されることは報告されているが9）、細
胞死ではなく細胞増殖に影響を及ぼす程度の酸化スト
レス負荷が筋管細胞への分化に及ぼす影響については
知見がない。そこで本研究では、筋芽細胞の増殖に及
ぼす酸化ストレスの影響と、細胞増殖に影響を及ぼす
程度の酸化ストレスが筋管細胞への分化におよぼす影
響ついて検討を行った。

2．材料と方法
2．1　細胞培養と酸化ストレス負荷
　24穴プレートにCell Matrix type IA（新田ゼラチン、
大阪）を加えゲル化させた。その上に筋芽細胞の
C2C12細胞（ATCC, VA, USA）を1.0×104 cells/well
になるよう播種し、成長培地（DMEM, 10% FBS, 1% 
Penicillin/Streptomycin）を用いて、CO2インキュベー
ター内で培養した。筋芽細胞から筋管細胞への分化誘
導は、C2C12細胞の播種後5日目または9日目に100%コ
ンフルエントを確認した後、培地を成長培地から分化
用培地（DMEM, 5% Horse serum, 1% Penicillin/Strep-
tomycin）に置換することにより行った。分化誘導後は
毎日培地交換を行った。酸化ストレス物質には、スー
パーオキサイド、過酸化水素、ヒドロキシラジカル、
次亜塩素酸などがあるが、フリーラジカルであるスー
パーオキサイドやヒドロキシラジカルは寿命が短いた
め、細胞への酸化ストレス負荷は過酸化水素処置によ
り行った。本研究では、C2C12筋芽細胞の増殖に及ぼ
す影響を明かにする目的のため、細胞死を誘導しない
過酸化水素処置条件（20μM以下、3時間以下：予備実
験）で検討を行った。

2．2　細胞の増殖
　C2C12細胞を計数するために、細胞の核染色を行っ
た。培養した細胞をPBSで洗浄した後、100%エタ

ノールで5分間処置した。0.5 mg/ml Propidium Iodide
（Dojindo、熊本）/PBSを20分間処置した。その後
Aqua-Poly/Mount（Polysciences, Pennsylvania, USA）
で封入し、蛍光顕微鏡（IX73、オリンパス、東京）で
撮影した。核の数を計数し、撮影面積あたりの細胞数
を算出した。1回の実験につき10視野の細胞数の平均値
を算出し、独立して3回の実験を行った。3回の実験の
平均値と標準誤差をもとめた。増殖曲線の曲線下面積
（AUC）および増殖期の回帰直線の傾きを算出した。
コントロールとの多重比較検定には、Dunnettの検定法
を用いた。

2．3　筋管細胞への分化効率
　筋管細胞への分化効率を定量化するために、C2C12
細胞にミオシン重鎖に対する免疫染色を行った。C2C12
細胞を4% Paraformaldehydeで10分間固定した。その後
3% 正常ヤギ血清、1% ウシ血清アルブミンおよび0.5% 
Triton X100を含むPBS溶液で１時間ブロッキングした
後、3% 正常ヤギ血清、1% ウシ血清アルブミン、0.5%
Triton X100および0.05% アジ化ナトリウムを含むPBS
溶液で1/500に希釈した抗ミオシン重鎖抗体（MF20, 
DSHB）を室温で1時間処置した。次にブロッキング用溶
液で1/500に希釈した抗マウスIgG抗体-Alexa Flour 555
（abcam, Cambridge, UK）を室温で1時間処置した。
Immunoselect Antifading Mounting Medium（Dianova,
Hamburg, Germany）で封入し、蛍光顕微鏡で撮影した。
画像解析用ソフトImage J（NIH, Maryland, USA）を用
いて、撮影面積あたりのミオシン陽性細胞が占める面積
を測定した。1回の実験につき10視野の面積の平均値を
算出し、1回の実験データとした。独立して3回の実験を
行い、3回の平均値を算出しグラフを作成した。t検定に
より有意差検定を行った。

3．結果
3．1　細胞増殖に及ぼす過酸化水素の影響
　実験にはマウス由来の筋芽細胞株である C2C12 細胞
を用いた。C2C12 細胞は、本実験条件下では、図 1 の
コントロールで示すように播種後増殖し、静止期に達し
たのは播種 4 日目であった（図 2Ａ）。播種 24 時間（1
日）目に、培養液中に過酸化水素を添加し、3 時間イン
キュベーションしたところ、5 μMおよび 10 μMの過
酸化水素を処置しても、コントロールと同様に細胞数が
増加し、静止期は播種 4日目であった（図 1、2Ａ）。一
方、20μM の過酸化水素を処置した細胞では、細胞増
殖が抑制された（図 1、図 2Ａ）。また、得られた増殖
曲線の曲線下面積は、20μM の過酸化水素処置群のみ
有意に減少した（図 2B）。また図 2Ａに示した増殖曲線
の増殖期の回帰直線の傾きが、20μM の過酸化水素処

果は、過酸化水素によってミオシン重鎖の発現が抑制さ
れ、その結果筋管細胞への分化誘導にも影響を及ぼすこ
とを示唆している。しかし、増殖曲線の曲線下面積（図
4C）と回帰直線の傾き（図 4D）には、明らかな差は認
められなかった。
　図 1 に示すように、C2C12 細胞に過酸化水素を処置
すると、細胞増殖が抑制されるため、過酸化水素処置群
の細胞は、播種 5 日目では細胞密度は 100% コンフル
エントの状態にはなっていない。このような分化誘導時
の細胞密度の違いが、その後の分化誘導の効率に影響を
与えている可能性が考えられたため、過酸化水素を処
置した細胞の密度が 100% コンフルエントになる播種
9 日目にも同様の検討を行った。播種 9 日目に分化誘導
した細胞のミオシン重鎖を染色したところ、分化誘導前
でもすでに細長い形態を示す程度に分化が進んだ筋管細
胞が認められた。また筋管細胞に混じって、形態学的に
筋管細胞になっていないミオシン重鎖陽性細胞も認めら
れた。播種 5 日目に分化誘導を開始した細胞と異なり、
これらのミオシン重鎖発現は、過酸化水素処置による影
響を受けなかった（図 3B）。筋管細胞への分化効率の解
析結果からも、播種 9 日目に分化誘導した培養細胞に
おいて、筋芽細胞の増殖を抑制する過酸化水素処置は、
筋管細胞への分化に影響を及ぼさないことが明らかと
なった（図 4B, C, D）。

4．考察
　ミトコンドリアは、細胞内に取り込んだ酸素の一部
を好気的なエネルギー代謝により活性酸素として放出す
る。しかし細胞内で産生された活性酸素は、カタラーゼ
やグルタチオンペルオキシダーゼなどの消去酵素の作用
により無害な物質へと変換されているため、細胞内のレ
ドックス状態は平衡状態に保たれている。加齢に伴い、
活性酸素が過剰に産生されたり、消去酵素の発現が減少
したりすると、DNAやタンパク質などの生体高分子を
傷害し、細胞レベルから個体レベルの様々な階層におけ
る老化状態をもたらす。実際、培養細胞に過酸化水素を
処理して酸化ストレスを負荷すると、細胞老化が誘導さ
れることが報告されている10）。細胞レベルの酸化ストレ
ス応答にはアポトーシス以外に、細胞周期をG0/G1期に
留めることによる細胞増殖の停止があげられる11, 12）。本
研究において、筋芽細胞に20 μMの過酸化水素を添加し
酸化ストレスを負荷すると、細胞増殖が抑制された。こ
の時の増殖期の回帰直線の傾きが、コントロールと比べ
過酸化水素処置群では低下することと、培養日数を増や
すことで、細胞密度がコントロールと同様に100%コン
フルエントに達することから、過酸化水素処置による細
胞増殖の抑制は、酸化ストレスによるアポトーシスの誘
導ではなく、細胞周期の停止による影響であると考えら
れる。
　活性酸素は、細胞にとって常に有害なものというわけ
ではなく、特定の細胞内情報伝達経路の一端を担ってい
るため、生体内においては活性酸素の量が厳密に制御さ
れていることが重要である。実際、活性酸素は、細胞の
増殖や分化に必須な因子であることが知られている13）一
方で、その量が過剰になると、生体に様々な影響をおよ
ぼす。加齢によるサルコペニアの病態についても、酸化
ストレスの関与が示唆されている。例えば、サテライト
細胞から筋芽細胞への分化や3）、筋芽細胞から筋管細胞
への分化は、分化誘導時の酸化ストレス負荷により阻害
される9）。また増加した酸化ストレスが、IL-6などの炎
症性サイトカインや筋特異的E3ユビキチンリガーゼの発
現を誘導し、筋タンパク質を減少させ、最終的に骨格筋
量が減少する6）。これら酸化ストレスの多様な影響に加
え、本研究ではさらに、筋芽細胞の増殖の抑制もまた、
加齢による筋肉量の減少に関わる可能性があることを示
した。
　本研究では、20μMの過酸化水素負荷によって細胞
増殖が抑制された筋芽細胞は、その後の筋管細胞への分
化誘導には変化が認められなかった。一方、Hansenら
は、筋芽細胞から筋管細胞への分化誘導時に25μMの過
酸化水素を添加することで、筋管細胞への分化が抑制さ
れることを示した9）。これら過酸化水素の濃度はほぼ同
じであるため、筋芽細胞の細胞分裂と筋管細胞への分化

に対し、酸化ストレスがそれぞれ独立して影響し、酸化
ストレス負荷による筋芽細胞から筋管細胞へ分化への抑
制は、分化段階で働き始める細胞内情報伝達経路への影
響によるものであると考えられた。
　本研究の結果より、老化による筋肉量の低下のメカニ
ズムには、これまで示されてきたサテライト細胞の増殖
と分化の抑制や筋タンパク質量の減少だけでなく、筋芽
細胞の増殖抑制も関与する可能性が示唆された。
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置群のみ有意に減少した。以上の結果より、20μM の
過酸化水素は C2C12 細胞の増殖速度を抑制することが
示された（図 2Ｃ）。

3．2　増殖抑制された筋芽細胞の筋管細胞への分化に及
ぼす過酸化水素の影響
　C2C12 細胞は、細胞密度が 100% コンフルエントの
状態で、成長培地を低濃度のウマ血清が添加された培地
に置換することにより筋管細胞に分化誘導することが
できる。図 1 に示すように、本実験では播種 4 日目に
C2C12 細胞が 100% コンフルエントに達するため、播
種 5日目に分化誘導を開始した。筋管細胞への分化状態
を観察するために、分化誘導前および分化誘導 1、3、5
および 7 日後に、筋管細胞の分子マーカーとして一般
的に用いられるミオシン重鎖に対する抗体で免疫染色を
行った。分化誘導 3日目以降で見られるように、筋芽細
胞が融合していくことで、筋管細胞に特徴的な細長い形
態を呈するようになる（図 3Ａ）。ミオシン重鎖の発現
は、分化誘導前および分化誘導 1日目で見られるように、
細長い形態になる前から認められた（図 3Ａ）。そして、
この初期のミオシン重鎖の発現は、20μM の過酸化水
素処置によって抑制された（図 3Ａ）。ミオシン重鎖の
陽性細胞が占める面積を測定し、筋管細胞への分化効率
を定量化したところ、分化誘導 5日目に、筋管細胞への
分化が抑制される傾向を示した（図 4Ａ）。これらの結

図2　C2C12細胞の増殖解析
（A）コントロールおよび過酸化水素を処置した時のC2C12細胞の細胞増殖曲線を示した。
（B）（A）の増殖曲線の曲線下面積を算出した。
＊P < 0.05 vs control AUC, Area under the curve, a.u., arbitrary unit
（C）増殖期における回帰直線の傾きを算出した。
＊P < 0.05 vs control

（A）

（B）

（C）
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1．緒言
　加齢による骨格筋の筋肉量や筋力が低下した状態をサ
ルコペニア（加齢性筋肉減少症）といい、運動機能障害
によって日常生活動作を著しく阻害する。現在では、サ
ルコペニアは人だけでなく犬や猫においても報告されて
おり1）、伴侶動物においては介護による飼い主の負担が
問題となってきている。
　骨格筋の基底膜と筋線維の間には、組織幹細胞である
サテライト細胞が存在しており、骨格筋の高い再生能力
を支えている。通常、サテライト細胞は増殖しない細胞
周期（Ｇ0期）に維持されているが、筋肉が損傷を受け

ると、増殖因子などの活性化シグナルにより増殖を開始
し、筋前駆細胞である筋芽細胞への分化を開始する。筋
芽細胞はさらに増殖し、やがて筋芽細胞同士が融合し、
多核の筋管細胞へと分化する。最終的に、筋管細胞の筋
線維への成熟と運動神経の再神経支配によって再生が完
了する2）。このように、骨格筋の再生能力の重要な部分
をサテライト細胞が担っていることから、サルコペニア
の原因究明のために、これまでにサテライト細胞に関す
る多くの研究が蓄積されてきた。そしてサテライト細胞
の増殖や分裂能の低下により、新たに作られる筋線維が
減少し、筋肉量の減少や筋萎縮につながると考えられて
いる。実際、加齢に伴ってサテライト細胞数や分裂能が
減少することが分かっている3）。しかし一方で、サテラ
イト細胞を欠損させた老齢マウスでは、野生型の老齢マ
ウスと比較して、筋萎縮の度合いに変化が見られない
ことが報告されている4）。このことは、サテライト細胞
以外にも、サルコペニアに関わる因子があると示唆して

いる。筋再生過程においてサテライト細胞以外に重要な
役割をするものに、筋芽細胞の増殖や分化能があげられ
る。これらのことから、加齢に伴う筋芽細胞の増殖や分
化能の低下が、サルコペニアにおける筋肉量低下や筋萎
縮に関与する可能性が示唆される。
　老化は身体内で起こる進行性の現象であり、活性酸
素によるDNAやタンパク質、脂質の損傷が加齢に伴っ
て蓄積し、身体の機能障害を引き起こしていると考え
られている5）。そして加齢性の疾患であるサルコペニ
アの発症にも、この酸化ストレスが関わることが報告
されている6）。酸化ストレス負荷による培養筋芽細胞
や培養筋管細胞の細胞死誘導に関してはこれまで多く
の研究が行われているが7，8）、培養筋芽細胞の増殖に
及ぼす影響については報告がない。また、酸化ストレ
ス負荷条件下では、株化C2C12筋芽細胞から筋管細胞
への分化が抑制されることは報告されているが9）、細
胞死ではなく細胞増殖に影響を及ぼす程度の酸化スト
レス負荷が筋管細胞への分化に及ぼす影響については
知見がない。そこで本研究では、筋芽細胞の増殖に及
ぼす酸化ストレスの影響と、細胞増殖に影響を及ぼす
程度の酸化ストレスが筋管細胞への分化におよぼす影
響ついて検討を行った。

2．材料と方法
2．1　細胞培養と酸化ストレス負荷
　24穴プレートにCell Matrix type IA（新田ゼラチン、
大阪）を加えゲル化させた。その上に筋芽細胞の
C2C12細胞（ATCC, VA, USA）を1.0×104 cells/well
になるよう播種し、成長培地（DMEM, 10% FBS, 1% 
Penicillin/Streptomycin）を用いて、CO2インキュベー
ター内で培養した。筋芽細胞から筋管細胞への分化誘
導は、C2C12細胞の播種後5日目または9日目に100%コ
ンフルエントを確認した後、培地を成長培地から分化
用培地（DMEM, 5% Horse serum, 1% Penicillin/Strep-
tomycin）に置換することにより行った。分化誘導後は
毎日培地交換を行った。酸化ストレス物質には、スー
パーオキサイド、過酸化水素、ヒドロキシラジカル、
次亜塩素酸などがあるが、フリーラジカルであるスー
パーオキサイドやヒドロキシラジカルは寿命が短いた
め、細胞への酸化ストレス負荷は過酸化水素処置によ
り行った。本研究では、C2C12筋芽細胞の増殖に及ぼ
す影響を明かにする目的のため、細胞死を誘導しない
過酸化水素処置条件（20μM以下、3時間以下：予備実
験）で検討を行った。

2．2　細胞の増殖
　C2C12細胞を計数するために、細胞の核染色を行っ
た。培養した細胞をPBSで洗浄した後、100%エタ

ノールで5分間処置した。0.5 mg/ml Propidium Iodide
（Dojindo、熊本）/PBSを20分間処置した。その後
Aqua-Poly/Mount（Polysciences, Pennsylvania, USA）
で封入し、蛍光顕微鏡（IX73、オリンパス、東京）で
撮影した。核の数を計数し、撮影面積あたりの細胞数
を算出した。1回の実験につき10視野の細胞数の平均値
を算出し、独立して3回の実験を行った。3回の実験の
平均値と標準誤差をもとめた。増殖曲線の曲線下面積
（AUC）および増殖期の回帰直線の傾きを算出した。
コントロールとの多重比較検定には、Dunnettの検定法
を用いた。

2．3　筋管細胞への分化効率
　筋管細胞への分化効率を定量化するために、C2C12
細胞にミオシン重鎖に対する免疫染色を行った。C2C12
細胞を4% Paraformaldehydeで10分間固定した。その後
3% 正常ヤギ血清、1% ウシ血清アルブミンおよび0.5% 
Triton X100を含むPBS溶液で１時間ブロッキングした
後、3% 正常ヤギ血清、1% ウシ血清アルブミン、0.5%
Triton X100および0.05% アジ化ナトリウムを含むPBS
溶液で1/500に希釈した抗ミオシン重鎖抗体（MF20, 
DSHB）を室温で1時間処置した。次にブロッキング用溶
液で1/500に希釈した抗マウスIgG抗体-Alexa Flour 555
（abcam, Cambridge, UK）を室温で1時間処置した。
Immunoselect Antifading Mounting Medium（Dianova,
Hamburg, Germany）で封入し、蛍光顕微鏡で撮影した。
画像解析用ソフトImage J（NIH, Maryland, USA）を用
いて、撮影面積あたりのミオシン陽性細胞が占める面積
を測定した。1回の実験につき10視野の面積の平均値を
算出し、1回の実験データとした。独立して3回の実験を
行い、3回の平均値を算出しグラフを作成した。t検定に
より有意差検定を行った。

3．結果
3．1　細胞増殖に及ぼす過酸化水素の影響
　実験にはマウス由来の筋芽細胞株である C2C12 細胞
を用いた。C2C12 細胞は、本実験条件下では、図 1 の
コントロールで示すように播種後増殖し、静止期に達し
たのは播種 4 日目であった（図 2Ａ）。播種 24 時間（1
日）目に、培養液中に過酸化水素を添加し、3 時間イン
キュベーションしたところ、5 μMおよび 10 μMの過
酸化水素を処置しても、コントロールと同様に細胞数が
増加し、静止期は播種 4日目であった（図 1、2Ａ）。一
方、20μM の過酸化水素を処置した細胞では、細胞増
殖が抑制された（図 1、図 2Ａ）。また、得られた増殖
曲線の曲線下面積は、20μM の過酸化水素処置群のみ
有意に減少した（図 2B）。また図 2Ａに示した増殖曲線
の増殖期の回帰直線の傾きが、20μM の過酸化水素処

果は、過酸化水素によってミオシン重鎖の発現が抑制さ
れ、その結果筋管細胞への分化誘導にも影響を及ぼすこ
とを示唆している。しかし、増殖曲線の曲線下面積（図
4C）と回帰直線の傾き（図 4D）には、明らかな差は認
められなかった。
　図 1 に示すように、C2C12 細胞に過酸化水素を処置
すると、細胞増殖が抑制されるため、過酸化水素処置群
の細胞は、播種 5 日目では細胞密度は 100% コンフル
エントの状態にはなっていない。このような分化誘導時
の細胞密度の違いが、その後の分化誘導の効率に影響を
与えている可能性が考えられたため、過酸化水素を処
置した細胞の密度が 100% コンフルエントになる播種
9 日目にも同様の検討を行った。播種 9 日目に分化誘導
した細胞のミオシン重鎖を染色したところ、分化誘導前
でもすでに細長い形態を示す程度に分化が進んだ筋管細
胞が認められた。また筋管細胞に混じって、形態学的に
筋管細胞になっていないミオシン重鎖陽性細胞も認めら
れた。播種 5 日目に分化誘導を開始した細胞と異なり、
これらのミオシン重鎖発現は、過酸化水素処置による影
響を受けなかった（図 3B）。筋管細胞への分化効率の解
析結果からも、播種 9 日目に分化誘導した培養細胞に
おいて、筋芽細胞の増殖を抑制する過酸化水素処置は、
筋管細胞への分化に影響を及ぼさないことが明らかと
なった（図 4B, C, D）。

4．考察
　ミトコンドリアは、細胞内に取り込んだ酸素の一部
を好気的なエネルギー代謝により活性酸素として放出す
る。しかし細胞内で産生された活性酸素は、カタラーゼ
やグルタチオンペルオキシダーゼなどの消去酵素の作用
により無害な物質へと変換されているため、細胞内のレ
ドックス状態は平衡状態に保たれている。加齢に伴い、
活性酸素が過剰に産生されたり、消去酵素の発現が減少
したりすると、DNAやタンパク質などの生体高分子を
傷害し、細胞レベルから個体レベルの様々な階層におけ
る老化状態をもたらす。実際、培養細胞に過酸化水素を
処理して酸化ストレスを負荷すると、細胞老化が誘導さ
れることが報告されている10）。細胞レベルの酸化ストレ
ス応答にはアポトーシス以外に、細胞周期をG0/G1期に
留めることによる細胞増殖の停止があげられる11, 12）。本
研究において、筋芽細胞に20 μMの過酸化水素を添加し
酸化ストレスを負荷すると、細胞増殖が抑制された。こ
の時の増殖期の回帰直線の傾きが、コントロールと比べ
過酸化水素処置群では低下することと、培養日数を増や
すことで、細胞密度がコントロールと同様に100%コン
フルエントに達することから、過酸化水素処置による細
胞増殖の抑制は、酸化ストレスによるアポトーシスの誘
導ではなく、細胞周期の停止による影響であると考えら
れる。
　活性酸素は、細胞にとって常に有害なものというわけ
ではなく、特定の細胞内情報伝達経路の一端を担ってい
るため、生体内においては活性酸素の量が厳密に制御さ
れていることが重要である。実際、活性酸素は、細胞の
増殖や分化に必須な因子であることが知られている13）一
方で、その量が過剰になると、生体に様々な影響をおよ
ぼす。加齢によるサルコペニアの病態についても、酸化
ストレスの関与が示唆されている。例えば、サテライト
細胞から筋芽細胞への分化や3）、筋芽細胞から筋管細胞
への分化は、分化誘導時の酸化ストレス負荷により阻害
される9）。また増加した酸化ストレスが、IL-6などの炎
症性サイトカインや筋特異的E3ユビキチンリガーゼの発
現を誘導し、筋タンパク質を減少させ、最終的に骨格筋
量が減少する6）。これら酸化ストレスの多様な影響に加
え、本研究ではさらに、筋芽細胞の増殖の抑制もまた、
加齢による筋肉量の減少に関わる可能性があることを示
した。
　本研究では、20μMの過酸化水素負荷によって細胞
増殖が抑制された筋芽細胞は、その後の筋管細胞への分
化誘導には変化が認められなかった。一方、Hansenら
は、筋芽細胞から筋管細胞への分化誘導時に25μMの過
酸化水素を添加することで、筋管細胞への分化が抑制さ
れることを示した9）。これら過酸化水素の濃度はほぼ同
じであるため、筋芽細胞の細胞分裂と筋管細胞への分化

に対し、酸化ストレスがそれぞれ独立して影響し、酸化
ストレス負荷による筋芽細胞から筋管細胞へ分化への抑
制は、分化段階で働き始める細胞内情報伝達経路への影
響によるものであると考えられた。
　本研究の結果より、老化による筋肉量の低下のメカニ
ズムには、これまで示されてきたサテライト細胞の増殖
と分化の抑制や筋タンパク質量の減少だけでなく、筋芽
細胞の増殖抑制も関与する可能性が示唆された。
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置群のみ有意に減少した。以上の結果より、20μM の
過酸化水素は C2C12 細胞の増殖速度を抑制することが
示された（図 2Ｃ）。

3．2　増殖抑制された筋芽細胞の筋管細胞への分化に及
ぼす過酸化水素の影響
　C2C12 細胞は、細胞密度が 100% コンフルエントの
状態で、成長培地を低濃度のウマ血清が添加された培地
に置換することにより筋管細胞に分化誘導することが
できる。図 1 に示すように、本実験では播種 4 日目に
C2C12 細胞が 100% コンフルエントに達するため、播
種 5日目に分化誘導を開始した。筋管細胞への分化状態
を観察するために、分化誘導前および分化誘導 1、3、5
および 7 日後に、筋管細胞の分子マーカーとして一般
的に用いられるミオシン重鎖に対する抗体で免疫染色を
行った。分化誘導 3日目以降で見られるように、筋芽細
胞が融合していくことで、筋管細胞に特徴的な細長い形
態を呈するようになる（図 3Ａ）。ミオシン重鎖の発現
は、分化誘導前および分化誘導 1日目で見られるように、
細長い形態になる前から認められた（図 3Ａ）。そして、
この初期のミオシン重鎖の発現は、20μM の過酸化水
素処置によって抑制された（図 3Ａ）。ミオシン重鎖の
陽性細胞が占める面積を測定し、筋管細胞への分化効率
を定量化したところ、分化誘導 5日目に、筋管細胞への
分化が抑制される傾向を示した（図 4Ａ）。これらの結

図3　増殖抑制された筋芽細胞の筋管細胞の分化に及ぼす過酸化水素の影響
　C2C12筋芽細胞を筋管細胞に分化誘導した。分化誘導前、誘導後1、3、5および7日目にミオシ
ン重鎖を免疫染色した。過酸化水素（H2O2）は播種24時間後に3時間処置した。（A）播種5日後
に分化誘導した細胞（B）播種9日後に分化誘導した細胞、Bar=100 μm

図4　C2C12筋管細胞の分化解析
　コントロールおよび20 μM過酸化水素を処置した時のミオシン重鎖陽性細胞が占める面積の推移
を示した。（A）播種5日後に分化誘導した細胞（B）播種9日後に分化誘導した細胞（C）（A）お
よび（B）の増殖曲線の曲線下面積を算出した。AUC, Area under the curve、a.u., arbitrary unit
（D）増殖期における回帰直線の傾きを算出した。

（A）

（A） （B）

（C） （D）
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1．緒言
　加齢による骨格筋の筋肉量や筋力が低下した状態をサ
ルコペニア（加齢性筋肉減少症）といい、運動機能障害
によって日常生活動作を著しく阻害する。現在では、サ
ルコペニアは人だけでなく犬や猫においても報告されて
おり1）、伴侶動物においては介護による飼い主の負担が
問題となってきている。
　骨格筋の基底膜と筋線維の間には、組織幹細胞である
サテライト細胞が存在しており、骨格筋の高い再生能力
を支えている。通常、サテライト細胞は増殖しない細胞
周期（Ｇ0期）に維持されているが、筋肉が損傷を受け

ると、増殖因子などの活性化シグナルにより増殖を開始
し、筋前駆細胞である筋芽細胞への分化を開始する。筋
芽細胞はさらに増殖し、やがて筋芽細胞同士が融合し、
多核の筋管細胞へと分化する。最終的に、筋管細胞の筋
線維への成熟と運動神経の再神経支配によって再生が完
了する2）。このように、骨格筋の再生能力の重要な部分
をサテライト細胞が担っていることから、サルコペニア
の原因究明のために、これまでにサテライト細胞に関す
る多くの研究が蓄積されてきた。そしてサテライト細胞
の増殖や分裂能の低下により、新たに作られる筋線維が
減少し、筋肉量の減少や筋萎縮につながると考えられて
いる。実際、加齢に伴ってサテライト細胞数や分裂能が
減少することが分かっている3）。しかし一方で、サテラ
イト細胞を欠損させた老齢マウスでは、野生型の老齢マ
ウスと比較して、筋萎縮の度合いに変化が見られない
ことが報告されている4）。このことは、サテライト細胞
以外にも、サルコペニアに関わる因子があると示唆して

いる。筋再生過程においてサテライト細胞以外に重要な
役割をするものに、筋芽細胞の増殖や分化能があげられ
る。これらのことから、加齢に伴う筋芽細胞の増殖や分
化能の低下が、サルコペニアにおける筋肉量低下や筋萎
縮に関与する可能性が示唆される。
　老化は身体内で起こる進行性の現象であり、活性酸
素によるDNAやタンパク質、脂質の損傷が加齢に伴っ
て蓄積し、身体の機能障害を引き起こしていると考え
られている5）。そして加齢性の疾患であるサルコペニ
アの発症にも、この酸化ストレスが関わることが報告
されている6）。酸化ストレス負荷による培養筋芽細胞
や培養筋管細胞の細胞死誘導に関してはこれまで多く
の研究が行われているが7，8）、培養筋芽細胞の増殖に
及ぼす影響については報告がない。また、酸化ストレ
ス負荷条件下では、株化C2C12筋芽細胞から筋管細胞
への分化が抑制されることは報告されているが9）、細
胞死ではなく細胞増殖に影響を及ぼす程度の酸化スト
レス負荷が筋管細胞への分化に及ぼす影響については
知見がない。そこで本研究では、筋芽細胞の増殖に及
ぼす酸化ストレスの影響と、細胞増殖に影響を及ぼす
程度の酸化ストレスが筋管細胞への分化におよぼす影
響ついて検討を行った。

2．材料と方法
2．1　細胞培養と酸化ストレス負荷
　24穴プレートにCell Matrix type IA（新田ゼラチン、
大阪）を加えゲル化させた。その上に筋芽細胞の
C2C12細胞（ATCC, VA, USA）を1.0×104 cells/well
になるよう播種し、成長培地（DMEM, 10% FBS, 1% 
Penicillin/Streptomycin）を用いて、CO2インキュベー
ター内で培養した。筋芽細胞から筋管細胞への分化誘
導は、C2C12細胞の播種後5日目または9日目に100%コ
ンフルエントを確認した後、培地を成長培地から分化
用培地（DMEM, 5% Horse serum, 1% Penicillin/Strep-
tomycin）に置換することにより行った。分化誘導後は
毎日培地交換を行った。酸化ストレス物質には、スー
パーオキサイド、過酸化水素、ヒドロキシラジカル、
次亜塩素酸などがあるが、フリーラジカルであるスー
パーオキサイドやヒドロキシラジカルは寿命が短いた
め、細胞への酸化ストレス負荷は過酸化水素処置によ
り行った。本研究では、C2C12筋芽細胞の増殖に及ぼ
す影響を明かにする目的のため、細胞死を誘導しない
過酸化水素処置条件（20μM以下、3時間以下：予備実
験）で検討を行った。

2．2　細胞の増殖
　C2C12細胞を計数するために、細胞の核染色を行っ
た。培養した細胞をPBSで洗浄した後、100%エタ

ノールで5分間処置した。0.5 mg/ml Propidium Iodide
（Dojindo、熊本）/PBSを20分間処置した。その後
Aqua-Poly/Mount（Polysciences, Pennsylvania, USA）
で封入し、蛍光顕微鏡（IX73、オリンパス、東京）で
撮影した。核の数を計数し、撮影面積あたりの細胞数
を算出した。1回の実験につき10視野の細胞数の平均値
を算出し、独立して3回の実験を行った。3回の実験の
平均値と標準誤差をもとめた。増殖曲線の曲線下面積
（AUC）および増殖期の回帰直線の傾きを算出した。
コントロールとの多重比較検定には、Dunnettの検定法
を用いた。

2．3　筋管細胞への分化効率
　筋管細胞への分化効率を定量化するために、C2C12
細胞にミオシン重鎖に対する免疫染色を行った。C2C12
細胞を4% Paraformaldehydeで10分間固定した。その後
3% 正常ヤギ血清、1% ウシ血清アルブミンおよび0.5% 
Triton X100を含むPBS溶液で１時間ブロッキングした
後、3% 正常ヤギ血清、1% ウシ血清アルブミン、0.5%
Triton X100および0.05% アジ化ナトリウムを含むPBS
溶液で1/500に希釈した抗ミオシン重鎖抗体（MF20, 
DSHB）を室温で1時間処置した。次にブロッキング用溶
液で1/500に希釈した抗マウスIgG抗体-Alexa Flour 555
（abcam, Cambridge, UK）を室温で1時間処置した。
Immunoselect Antifading Mounting Medium（Dianova,
Hamburg, Germany）で封入し、蛍光顕微鏡で撮影した。
画像解析用ソフトImage J（NIH, Maryland, USA）を用
いて、撮影面積あたりのミオシン陽性細胞が占める面積
を測定した。1回の実験につき10視野の面積の平均値を
算出し、1回の実験データとした。独立して3回の実験を
行い、3回の平均値を算出しグラフを作成した。t検定に
より有意差検定を行った。

3．結果
3．1　細胞増殖に及ぼす過酸化水素の影響
　実験にはマウス由来の筋芽細胞株である C2C12 細胞
を用いた。C2C12 細胞は、本実験条件下では、図 1 の
コントロールで示すように播種後増殖し、静止期に達し
たのは播種 4 日目であった（図 2Ａ）。播種 24 時間（1
日）目に、培養液中に過酸化水素を添加し、3 時間イン
キュベーションしたところ、5 μMおよび 10 μMの過
酸化水素を処置しても、コントロールと同様に細胞数が
増加し、静止期は播種 4日目であった（図 1、2Ａ）。一
方、20μM の過酸化水素を処置した細胞では、細胞増
殖が抑制された（図 1、図 2Ａ）。また、得られた増殖
曲線の曲線下面積は、20μM の過酸化水素処置群のみ
有意に減少した（図 2B）。また図 2Ａに示した増殖曲線
の増殖期の回帰直線の傾きが、20μM の過酸化水素処

果は、過酸化水素によってミオシン重鎖の発現が抑制さ
れ、その結果筋管細胞への分化誘導にも影響を及ぼすこ
とを示唆している。しかし、増殖曲線の曲線下面積（図
4C）と回帰直線の傾き（図 4D）には、明らかな差は認
められなかった。
　図 1 に示すように、C2C12 細胞に過酸化水素を処置
すると、細胞増殖が抑制されるため、過酸化水素処置群
の細胞は、播種 5 日目では細胞密度は 100% コンフル
エントの状態にはなっていない。このような分化誘導時
の細胞密度の違いが、その後の分化誘導の効率に影響を
与えている可能性が考えられたため、過酸化水素を処
置した細胞の密度が 100% コンフルエントになる播種
9 日目にも同様の検討を行った。播種 9 日目に分化誘導
した細胞のミオシン重鎖を染色したところ、分化誘導前
でもすでに細長い形態を示す程度に分化が進んだ筋管細
胞が認められた。また筋管細胞に混じって、形態学的に
筋管細胞になっていないミオシン重鎖陽性細胞も認めら
れた。播種 5 日目に分化誘導を開始した細胞と異なり、
これらのミオシン重鎖発現は、過酸化水素処置による影
響を受けなかった（図 3B）。筋管細胞への分化効率の解
析結果からも、播種 9 日目に分化誘導した培養細胞に
おいて、筋芽細胞の増殖を抑制する過酸化水素処置は、
筋管細胞への分化に影響を及ぼさないことが明らかと
なった（図 4B, C, D）。

4．考察
　ミトコンドリアは、細胞内に取り込んだ酸素の一部
を好気的なエネルギー代謝により活性酸素として放出す
る。しかし細胞内で産生された活性酸素は、カタラーゼ
やグルタチオンペルオキシダーゼなどの消去酵素の作用
により無害な物質へと変換されているため、細胞内のレ
ドックス状態は平衡状態に保たれている。加齢に伴い、
活性酸素が過剰に産生されたり、消去酵素の発現が減少
したりすると、DNAやタンパク質などの生体高分子を
傷害し、細胞レベルから個体レベルの様々な階層におけ
る老化状態をもたらす。実際、培養細胞に過酸化水素を
処理して酸化ストレスを負荷すると、細胞老化が誘導さ
れることが報告されている10）。細胞レベルの酸化ストレ
ス応答にはアポトーシス以外に、細胞周期をG0/G1期に
留めることによる細胞増殖の停止があげられる11, 12）。本
研究において、筋芽細胞に20 μMの過酸化水素を添加し
酸化ストレスを負荷すると、細胞増殖が抑制された。こ
の時の増殖期の回帰直線の傾きが、コントロールと比べ
過酸化水素処置群では低下することと、培養日数を増や
すことで、細胞密度がコントロールと同様に100%コン
フルエントに達することから、過酸化水素処置による細
胞増殖の抑制は、酸化ストレスによるアポトーシスの誘
導ではなく、細胞周期の停止による影響であると考えら
れる。
　活性酸素は、細胞にとって常に有害なものというわけ
ではなく、特定の細胞内情報伝達経路の一端を担ってい
るため、生体内においては活性酸素の量が厳密に制御さ
れていることが重要である。実際、活性酸素は、細胞の
増殖や分化に必須な因子であることが知られている13）一
方で、その量が過剰になると、生体に様々な影響をおよ
ぼす。加齢によるサルコペニアの病態についても、酸化
ストレスの関与が示唆されている。例えば、サテライト
細胞から筋芽細胞への分化や3）、筋芽細胞から筋管細胞
への分化は、分化誘導時の酸化ストレス負荷により阻害
される9）。また増加した酸化ストレスが、IL-6などの炎
症性サイトカインや筋特異的E3ユビキチンリガーゼの発
現を誘導し、筋タンパク質を減少させ、最終的に骨格筋
量が減少する6）。これら酸化ストレスの多様な影響に加
え、本研究ではさらに、筋芽細胞の増殖の抑制もまた、
加齢による筋肉量の減少に関わる可能性があることを示
した。
　本研究では、20μMの過酸化水素負荷によって細胞
増殖が抑制された筋芽細胞は、その後の筋管細胞への分
化誘導には変化が認められなかった。一方、Hansenら
は、筋芽細胞から筋管細胞への分化誘導時に25μMの過
酸化水素を添加することで、筋管細胞への分化が抑制さ
れることを示した9）。これら過酸化水素の濃度はほぼ同
じであるため、筋芽細胞の細胞分裂と筋管細胞への分化

に対し、酸化ストレスがそれぞれ独立して影響し、酸化
ストレス負荷による筋芽細胞から筋管細胞へ分化への抑
制は、分化段階で働き始める細胞内情報伝達経路への影
響によるものであると考えられた。
　本研究の結果より、老化による筋肉量の低下のメカニ
ズムには、これまで示されてきたサテライト細胞の増殖
と分化の抑制や筋タンパク質量の減少だけでなく、筋芽
細胞の増殖抑制も関与する可能性が示唆された。

謝辞
　千葉科学大学危機管理学部環境危機管理学科の細胞培
養に関わる装置をお借りしました。心より感謝いたしま
す。

置群のみ有意に減少した。以上の結果より、20μM の
過酸化水素は C2C12 細胞の増殖速度を抑制することが
示された（図 2Ｃ）。

3．2　増殖抑制された筋芽細胞の筋管細胞への分化に及
ぼす過酸化水素の影響
　C2C12 細胞は、細胞密度が 100% コンフルエントの
状態で、成長培地を低濃度のウマ血清が添加された培地
に置換することにより筋管細胞に分化誘導することが
できる。図 1 に示すように、本実験では播種 4 日目に
C2C12 細胞が 100% コンフルエントに達するため、播
種 5日目に分化誘導を開始した。筋管細胞への分化状態
を観察するために、分化誘導前および分化誘導 1、3、5
および 7 日後に、筋管細胞の分子マーカーとして一般
的に用いられるミオシン重鎖に対する抗体で免疫染色を
行った。分化誘導 3日目以降で見られるように、筋芽細
胞が融合していくことで、筋管細胞に特徴的な細長い形
態を呈するようになる（図 3Ａ）。ミオシン重鎖の発現
は、分化誘導前および分化誘導 1日目で見られるように、
細長い形態になる前から認められた（図 3Ａ）。そして、
この初期のミオシン重鎖の発現は、20μM の過酸化水
素処置によって抑制された（図 3Ａ）。ミオシン重鎖の
陽性細胞が占める面積を測定し、筋管細胞への分化効率
を定量化したところ、分化誘導 5日目に、筋管細胞への
分化が抑制される傾向を示した（図 4Ａ）。これらの結
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Effects of Oxidative Stress on the Proliferation and
Differentiation of Myoblasts

Yuko FUKUNAGA and Yuma MURAKAMI

Department of Animal Risk Management, Faculty of Risk and Crisis Management, Chiba Institute of Science

Sarcopenia is an age-associated syndrome defined as the progressive loss of muscle mass and strength, 
which plays a major role in the increased functional impairment. One of several causes of sarcopenia is an 
age-related impaired regeneration of skeletal muscle. Satellite cells, tissue stem cells of skeletal muscle, 
is activated and differentiated into myoblasts after muscle damage. Finally, myofibers are regenerated by 
maturation of myotubes formed by fused myoblasts. Proliferation of satellite cells and their differentiation 
into myoblasts is reduced in aging muscle. This is consequently, associated with the reduction of myofibers 
formations and muscle mass. These findings indicate the involvement of satellite cells in the etiology of sar-
copenia. On the other hand, the role of proliferation of myoblasts has not been fully investigated. An age-as-
sociated increase in oxidative stress causes multiple cellular dysfunction. In this study, therefore, C2C12 
myoblasts was exposed to hydrogen peroxide known as reactive oxygen species to analyze the impacts 
of aging on proliferation of satellite cells and their differentiation into myoblasts. It is suggested that the 
reduction of proliferation of myoblasts also participate in the pathophysiological mechanism of sarcopenia 
and the effect of reactive oxygen species on their differentiation into myotubes is temporally controlled.

― 54 ―

福永優子・村上勇磨

た」が 31.6%（6/19）であった。現在の感情において
は病死、行方不明はすべての項目があったが、老衰では
「悲しい」、「寂しい」、「悔しい」の感情がなく、事故死
では「悲しい」という感情のみなかった（表 4）。

喪失からの経時的な感情の変化
　喪失から１年以下では「悔しい」のみ見られなかっ
た。２年以上５年以下では「会いたい」という感情が
47.4%（9/19）最も多く次いで「感謝」、「悔しい」が
26.3%（5/19）であった。6 年以上 10 年以下では、「感
謝している」が 55.6%（10/18）で、次いで「会いたい」
が 27.8%（5/18）であった。11 年以上では「会いたい」
が 50.0%（9/18）で、感謝が 44.4%（8/18）であった
（表 5）。

神栖市におけるペットロスの現状と課題

Current Status and Issues of Pet Loss in Kamisu City

増田　翔1）・小沼　守2）・内川　隆一2）

Kakeru MASUDA1), Mamoru ONUMA2) and Ryuichi UCHIKAWA2)

　平成23年度の保健所への犬の収容数、殺処分数1位の茨城県神栖市は、放置便や放し飼いが多く、飼い主
のモラルが低い可能性が示唆されている。よって神栖市で飼い主の意識調査をすることによりペットロス
に地域性があるか調査した。材料は2016年と2017年に神栖市で開催された「かみすフェスタ2016・2017」
（神栖群）の来場者および対照群として本学の茨城県外出身者に対しアンケート調査を実施した。結果、対
照群に比べ神栖群は、飼育方法では室外飼育、死亡原因では行方不明が多く、入手方法においても拾ったも
のが多かった。さらに、神栖群は対照群に比べ、悲嘆反応に有意差が得られた。以上により神栖市の飼い主
には飼育の意識や関心の低さが関連していることが示唆されたため、ペットロスに地域性のある可能性が示
唆された。今後は、犬猫の収容数、殺処分数を減らすためにも、神栖市において動物の適正な取扱いに関し
て行政や教育機関から有益な施策の執行が望まれる

【緒言】
　人間が動物と共に暮らしてきた歴史は極めて長く、
人間の生活に利用する家畜として飼育するという対象
から、可愛がり、時に慰みに動物を飼育する対象に変わ
り、現在のペットとなっている1）。また、心臓血管系疾
患により入院した患者の一年後の死亡率がペット非飼育
者では28.2%で、ペット飼育者では5.7%と明らかにペッ
トの癒し効果が高いことが報告されている3）。社会福祉
従事者1000人以上の大規模な調査で「愛情を込めて育て
ているペットと飼い主との関係は家族だと思うか」とい
う質問に対し、「家族だ」または「どちらかといえば家
族だ」を合わせて65%が家族と認知していた2）。
　このようにペットには癒し効果があり、現在はペット
を家族の一員としてみる人も多い。しかし家族の一員と
して関係が深くなったため、ペットの喪失が親族や友人

を失ったのと同様の悲嘆を生じさせることがあり、この
悲嘆反応をペットロスといわれている4）。また、ペット
の喪失による悲嘆反応が蔓延化した場合に認められる心
身両面の障害はペットロス症候群ともいわれている5）。
ただし飼い主の飼育意識が低い場合はペットロスまたは
ペットロス症候群が少ない可能性がある。
　今回、平成23年度の犬の収容数、殺処分数1位9）で、
放置便や放し飼いが多く、飼い主のモラルが低い可能性
がある茨城県神栖市8）で飼い主の意識調査をすることに
より、ペットロスの地域性が明らかになると考えられた
ため調査を実施した。

【材料と方法】
対象
　2016年の10月15・16日と2017年の10月14・15日に茨
城県神栖市で行われた「かみすフェスタ2016・2017」
の動物愛護推進事業のイベントブース来場者のうち、
ペット喪失経験者を対象にアンケートを行い、2016年57
例、2017年66例で調査した（神栖群）。また、比較対象
として2017年12月に本学の茨城県出身者以外の生徒およ
び教員51人にアンケートを行い、その内、ペット喪失経
験者21例を調査した（対照群）。

連絡先：小沼　守　monuma@cis.ac.jp
2）千葉科学大学危機管理学部動物危機管理学科
Department of Animal Risk Management, Faculty of Risk and 
Crisis Management, Chiba Institute of Science
1）株式会社リジョイスカンパニー（既卒者）
Rejoice Company Co., Ltd.
（2018年 9月 13日受付，2018年 11月 7日受理）

方法
　調査票は無記名による選択および自由記述式質問用紙
を用いた。いずれも年齢、性別、犬または猫の飼育経験
および喪失経験の有無、喪失の原因といった設問を、喪
失経験のある対象者に限り調査した。また、2016年には
神栖市での、入手場所、飼育場所を求めた。なお、喪失
原因の行方不明は、すべての経験者が1年以上経過して
いたため、行方不明期間を1年以上とした。
　また、喪失を受容する過程で複数の感情が現れ、喪
失後の感情としては後悔や罪悪感、否認、喪失感、無感
覚、安堵などが挙げられる6）。そこで2017年調査ではこ
れらを参考に、喪失直後は「悲しい」、「何も考えられ
ない」、「悔しい」、「心配である」とし、現在の感情で
は「感謝」、「会いたい」、「悲しい」、「寂しい」、
「悔しい」の項目を喪失後の項目とし、その数を用い対
象群と比較分析した。
　なお、2017年調査において2016年の対象者、および
回答数が多く解析が困難となった犬猫の複数喪失経験者
は対象から除外した。また、ペットの喪失による悲嘆
反応をペットロス、それが蔓延化した場合に認められる
心身両面の障害をペットロス症候群であるが5）、本調査
では心身両面に対する悲嘆反応を調査することが困難で
あったため、ペットの喪失の悲嘆反応を調査した。

解析
　2017年の神栖群65例と対照群21例のアンケート項目
内にある悲嘆反応数の有意差を確認するためにそれぞ
れ数値化した。解析には、BellCurve for Excel, version 
2.15（Social Survey Research Information Co., Ltd.）
を用いた。

【結果】
　2016年、2017年に行われた調査において、アンケー
　トの回答者数は2016年が67人、2017年が87人の計154
人であった。その内、犬猫の喪失経験者は2016年が57
人、2017年が66人を神栖群とした。その内、回答の内容
や無記入などにより解析が困難となった対象者は、2016
年は7例、2017年は1例であり、それらを除外した結果、
神栖群として2016年は50例、2017年は65例となった。
　神栖市群は、2016年は10-29歳が20.0%（10/50）で、
30-49歳が44%（22/50）、50歳以上が42%（21/50）
で、2017年は10-29歳が16.7%（11/65）で、30-49歳
が51.6%（34/65）、50歳以上が30.3%（20/65）、対
照群では10-29歳が95.2％（20/21）で、30-49歳が0%
（0/21）、50歳以上が4.8%（1/21）であった（表1）。
なお、神栖群は30歳以上が86%、対照群は29歳以下が
95.2%となった。また、性別としては、対照群では女性
57.1%（12/21）、男性42.9%（9/21）であったが、2016
年は女性72%（36/50）、男性28%（14/50）、2017年は
女性86.2%（56/65）、男性13.8%（9/65）であった（表
1）。以上により年齢および性差に関しては大きな偏り
があった。

2016年調査
飼育および入手の方法
　飼育場所では犬は室外飼育が56.4%（22/39）と多く、
猫は室内飼育が63.6%（7/11）と多かった。入手方法で
は購入の割合が犬は33.3%（13/39）に対し猫は18.2％と
低かった（表2）。

解析
　神栖群と対象群における悲嘆反応数は、神栖群は幅
0-5、平均1.4、中央値1、であり、対照群は幅1-5、平均
2、中央値3であった（表6）。また、これらの差異を、2
群の特徴である非正規分布で非等分散からnonparametric
検定のBrunner-Munzel検定で解析した。加えて小標本の
ため正規化検定だけでなく、補正した自由度を用いたt検
定も行った。
　結果、神栖市群と対照群における悲嘆反応数の差異は、
平均値および中央値いずれにおいても神栖郡が低い傾向
で、2 群の比較においては、正規化検定（P = 0.0248）
および補正した自由度を用いた t 検定（P = 0.0325）、
いずれにおいても有意差が得られた（P ＜ 0.05）。

【考察】
対象者
　ペットロスの意識調査において、対象者は女性が多い10）

が、本調査においても同様の結果となった。女性の対
象者が過半数となってしまい、性差を出すことができな
かった。さらに年齢にも偏りが出てしまったため、性差
および年齢差が言及できなかった。

神栖市での犬猫の飼育方法および入手方法
　飼育方法は、犬猫飼育率全国調査11）に比べ、犬の室内
飼育が73.3%であったが、本調査では屋外飼育が半数以
上を占めていた。喪失の原因に関しては事故、行方不明
が室外飼育だけでなく室内飼育においても見られた。こ
れは散歩時、一部の飼い主がリードを着用しない場合が
あるという報告8）に関係している可能性がある。よって
これらが放し飼いや放置便といった問題にもつながり、
内川らの報告8）同様、神栖市の飼い主の意識の低さにつ
ながっている可能性がある。
　また、入手方法では環境省が行った一般市民へのアン
ケート調査12）に比べ、犬は購入より拾った割合が高かっ
た12）。これら結果は、地域性が関与していると考えられ
るが、購入した場合に比べ、ペットへの低い依存度につ
ながる可能性もある。
　なお、猫については、飼育方法および入手方法では大
きな違いが見られなかった。

喪失原因による悲嘆反応
　喪失原因において病死や老衰と比べ行方不明は悲嘆反
応が強く現れる13）。行方不明になった場合も亡くなった
のと同等の悲嘆が起こり、多くの飼い主は実際に死体を
見たり葬儀をしたりすることで死を受け入れる機会がな
い為、はるかに苦しいといわれている13）。しかしながら
本調査では行方不明経験者と他の喪失原因者と比較して
も違いは見られなかった。これは行方不明になった時点
で死をすぐに受け入れている、つまり行方不明になった
場合は仕方がないという感情が背景にある可能性が示唆
される。
　また、2017年の調査において、神栖群と対照群におけ
る悲嘆反応数は、平均値および中央値いずれにおいても
神栖群が低い傾向で、しかも2群で有意差が得られたた
め、神栖市の飼育者の方がペット喪失による悲嘆反応が
低い可能性がある。

ペットロスに対する医師の介入
　ペットを喪失して2カ月後で56.7％、4カ月後で40.7％
が医師による介入の必要性が示唆されている10）。茨城県
は日本全国において精神科の入院受療率と外来受療率が
最も低く、精神科医師数、病院数、診療所数も最低数第
2位である7）。そのため全精神患者数が少ないという地
域性や、潜在的なペットロス症候群患者数が反映されて
いない可能性もあるが、ペットロス症候群となった飼い
主が少ない可能性もある。

【まとめ】
　今回の調査で、全国調査に比べ、飼育方法では室外飼
育、死亡原因では行方不明が多く、入手方法においても
拾ったものが多かった。さらに、神栖群は対照群に比
べ、悲嘆反応に有意差が得られた。また、全国では犬猫
の収容数、殺処分数ともに減少しているが、神栖市は現
在も全国に比べこれらが多い。これら結果は、神栖市の
飼い主には飼育の意識や関心の低さが関連していること
が示唆される。
　今後は、犬猫の収容数、殺処分数を減らすためにも、
神栖市において動物の適正な取扱いその他動物の健康及
び安全の保持など、生命尊重、友愛及び平和の情操の涵
養に資するとともに、人と動物の共生する社会の実現を
図るため、行政や教育機関から有益な施策の執行が望ま
れる。さらに本学においては神栖市や同様の課題を持つ
市町村に対し、本学科の特徴を生かした動物愛護精神を
持ち合わせた卒業生を多く輩出する責任があると考えら
れた。

飼育方法と喪失原因
　病死では屋外飼育が62.5%（15/24）と最も多く、次
いで両方が20.8%（5/24）であった。老衰は室内飼育が
58.8%（10/17）で最も多く、次いで屋外飼育が29.4%
（5/17）であった。行方不明、事故はいずれでもあった
（表3）。

2017年調査
喪失原因別の喪失感情
　喪失原因別の喪失感情は、喪失直後において「悲し
い」の感情が病死 96.7%（29/30）、老衰 85.7%（6/7）、
事故死 88.9%（8/9）、行方不明 63.2%（12/19）であっ
た。老衰、事故死では「悔しい」という感情がなく、行
方不明において、直後は「悲しい」に次いで「心配し
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