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ABSTRACT

　The purpose of this study was to investigate the effects of gastric inhibitory 
polypeptide （GIP）， so-called glucose-dependent insulinotropic polypeptide, and 
glucagon-like peptide-1 （GLP-1） receptor agonist exendin-4 （Ex4） on mouse 
myoblast-derived cell line C2C12. Muscle protein content in C2C12 myotubes was 
increased by 10-8 M GIP （p<0.05）．On the other hand, Ex4 （10-8 and 10-6 M） had 
no impact on muscle protein content of C2C12 myotubes. GIP-associated increase of 
muscle protein content in C2C12 myotubes was observed in GIP-receptor-knockdown 
cells. However, GIP-associated effects on C2C12 myotubes was partially attenuated by 
knockdown of GIP receptor. GIP receptor knockdown itself has a stimulating effect on 
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　要　旨
　

　本研究では，骨格筋細胞のタンパク量変化に対

する消化管ホルモンである GIPおよび GLP-1 受

容体アゴニスト exedin-4（Ex4）の影響を追究し，

骨格筋量の維持・増量に対する経口の食事の意義

を明らかにすることを目的とした．実験には，マ

ウス筋芽細胞由来 C2C12 細胞を用いて，培地に

GIPあるいは Ex4 を添加して一定期間培養した

後に細胞を回収し，筋タンパク量から GIPある

いは Ex4 の影響を評価した．GIPは筋タンパク

量を有意に増加させたが，Ex4 は筋タンパク量に

有意な変化は与えなかった．GIPによる筋タンパ

ク量の増量効果は，siRNAを用いて GIP受容体

をノックダウンしても認められた．しかし，この

GIP依存性の筋タンパク増量作用は，GIP受容体

ノックダウンにより一部抑制された．また，GIP

受容体ノックダウンは，C2C12 筋芽細胞の増殖

を促進することが確認された．したがって，経口

の食事により分泌される消化管ホルモン GIPが

骨格筋量の維持に寄与することが示唆された．

　緒　言
　

　一般に，食事や栄養の摂取は，一部に精神的な

要素含まれる 1）ものの，カロリーや各種栄養素

の補給としての意義が強調される傾向にある．実

際，サプリメントと称する機能性食品が氾濫し，

健康を意識する人々やスポーツ愛好家に好まれる

傾向がある．

　一方で，経口の食事により消化管から分泌が刺

激されるホルモン「消化管ホルモン」の存在は古

くから知られている．消化管ホルモンは，食事の

イメージによって一部分泌されるものもあるが，

その多くは摂食した内容物が消化管運動により消

化管を運搬されながら消化されるのに伴って，順

次消化管より内分泌され，血液を介して消化管に

作用して消化管における消化吸収機能を制御する

働きを持つ．しかし最近になって，こうした消化

管ホルモンには，消化管以外の組織への作用が確

認されている 2）．

　例えば，胃運動を抑制する胃抑制性ポリペプ

チド（gastric inhibitory polypeptide：GIP）は消

化管ホルモンとして古くから知られている 3）が，

膵臓β細胞に作用してインスリン分泌を刺激す

る作用を持つことが明らかにされている．この

GIPはグルカゴン様ぺプチド -1（glucagon-like 

peptide-1：GLP-1）と共にインクレチンとして，

インスリン分泌を促進するので，糖尿病治療の

新規ターゲットとして注目されている 4, 5）．イン

クレチンとしての GIPは発見された当初の胃抑

制性ペプチドとしてとしてではなく，インスリ

ンを分泌される glucose-dependent insulinotropic 

polypeptideの略としても扱われている 3）．

　GIPの標的すなわち GIPの受容体は，胃およ

び膵臓β細胞以外に，骨格筋細胞にも GIP受容

体が発現していることが明らかにされている 6, 7, 

8）．GIPは骨格筋細胞に対してインスリン様作用

すなわち骨格筋細胞への糖の取り込みを促進する

ことが 2014 年に報告された 9）．しかし，一方で，

インスリンは骨格筋細胞に対して糖取り込みを促

進するだけでなく，タンパク合成作用（アナボリッ

ク作用）を発現する 10）が，GIPが骨格筋細胞に

proliferative potential of C2C12 myoblasts. Evidences from this study strongly suggest 
that digestive hormone GIP may increase or maintain skeletal muscle mass. Oral food 
intake-associated digestive hormone（s）may be a potential tool for skeletal muscle 
hypertrophy.
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対して直接アナボリック作用を持つか明らかでな

い．また，GLP-1 は骨格筋細胞に対して毛細血管

誘導作用や糖取り込み促進作用を示すことが報告

されている 9）が，骨格筋量に対する GLP-1 の影

響に関する報告も見当たらない．

　そこで本研究では，骨格筋細胞のタンパク量変

化に対する GIPおよび GLP-1 の影響を追究し，

骨格筋量の維持・増量に対する経口の食事の意義

を明らかにすることを目的とした．

　1．方　法
　

　骨格筋細胞のタンパク質変化に対する GIPお

よび GLP-1 の影響を明らかにするために，培養

骨格筋細胞実験を採用した．実験には，マウス筋

芽細胞由来細胞株 C2C12 細胞を用いた．C2C12

細胞は，タイプⅠコラーゲンがコーティングされ

た培養プレート（直径 35mm）を用い，増殖培地

にてサブコンフルエント状態にまで増殖させた．

そして，分化誘導前の筋芽細胞および分化誘導後

の筋管細胞を用いて検討した．

　

　1．1　GLP-1 が骨格筋細胞に与える影響

　GLP-1 受容体アゴニスト exendin-4（Ex4）を

用いて検討を行った．C2C12 細胞を培養し，分

化誘導 4日後の細胞に対して，最終濃度が 0 M， 

10-8 M， 10-6 Mとなるように dimethyl sulfoxide

（DMSO）にて調整した Ex4 を培地に添加し，48

時間培養を継続した．48 時間の培養後，すべて

の細胞を回収し，分析用サンプルとした．なお，

作用させる Ex4 濃度は，予備実験の結果，最大

の効果が得られる濃度として決定した．

　

　1．2　GIP が骨格筋細胞に与える影響

　C2C12 細胞を培養し，分化誘導時に最終濃度

が 0 Mあるいは 10-8 Mとなるように DMSOにて

調整した GIPを培地に添加し，その後 6日間培

養を継続した．6日間の培養終了後，すべての細

胞を回収し，分析用サンプルとした．なお，作用

させる GIP濃度は，予備実験の結果，最大の効

果が得られる濃度として決定した．また，C2C12

細胞を播種 1日後，増殖中の培地に GIPを添加

し，24 時間増殖を継続した．この実験により，

C2C12 筋芽細胞の増殖に対する GIPの影響を検

討した．

　本研究では，添加した GIPの作用が GIP受容

体を介したものか確認するために，RNA干渉法
11）により GIP受容体をノックダウンした細胞

を用いて検討した．一部の細胞を対象に，分化

誘導前に GIP受容体に対する siRNA（Qiagen，

siGIPR）を RNAiMAX（Life Technology）によ

りトランスフェクションし，GIP受容体のノッ

クダウンを試みた．対照には scrambled siRNA

（siScramble：Qiagen）を同様に培地に添加して

細胞にトランスフェクションした．サブコンフル

エント状態の C2C12 細胞を siScrambleあるいは

siGIPRで 24 時間処理した後，分化培地に交換す

ることで筋管細胞への分化を誘導した．分化培地

に GIPを添加して，GIPの作用が GIP受容体を

介したものか検討した．

　

　1．3　筋タンパク量の評価

　本研究では，GLP-1（exendin-4）および GIP

が骨格筋細胞に与える影響を，全筋タンパク

量にて評価した．C2C12 細胞をホモジネート

バッファーである CelLytic M（Sigma-Aldrich）

に Protease Phosphatase Inhibitor Cocktail （Cell 

Signaling Technology）を用いて完全にホモジネー

トし，冷却遠心分離（12,000 回転，4℃，15 分間）

して上清を得た 11, 12）．この上清中に含まれるタ

ンパク量を Bradford法（Protein Assay Kit，Bio-

Rad）により測定し，筋タンパク量として評価し

た 13）．
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　1．4　リアルタイム RT-PCR

　本研究では，siRNA処理によるノックダウン

の効率の評価は，siScrambleに対する siGIPR

処理による GIP受容体の mRNA発現量により

評価した．mRNA発現量の評価は，リアルタ

イム RT-PCRにて実施した 12）．サンプル中の

RNAを RNeasy Mini Kit （Qiagen）により抽出

した．抽出した RNAサンプル（~40 ng RNA） 

は，cDNA synthesis kit Prime Script RT Master 

Mix （Perfect Real Time） for mRNA：タカラバイ

オ ] を 用 い て complementary DNA （cDNA） に

逆転写した．合成した cDNA は Takara SYBR 

Premix Ex Taq Ⅱ を 用 い て，Takara Thermal 

Cycler Dice® Real Time System Software Ver. 4.00 

（タカラバイオ）を使い，reverse-time reverse 

transcription-PCR （Thermal Cycler Dice® Real 

Time System II MRQ ：タカラバイオ） を行っ

た．反応状況は，95 ℃で 30 秒 を 40 サ イク

ル，95℃で 5 秒，60℃で 30 秒とした．各遺伝

子の増幅に用いたプライマーの配列は，GIP受

容 体 は 5’-GCCAAACTGGCCTTTGAAATC

（forward），5’-ACGTGGACCCTGCTCTTGA

（reverse）とした．内在性コントロールとし

て glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

（GAPDH）cDNA を 用 い，GAPDH に 対 す る

各遺伝子発現レベルの相対的発現量を評価し

た．GAPDHのプライマーの配列として，3’

-TGTGTCCGTCGTGTGGATCTGA-5’（forward），

3’-TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG-5’（reverse）

を用いた．

　

　1．5　統計処理

　Ex4 が筋タンパク量の及ぼす影響に関して

は，一元配置分散分析後，多重比較検定（Tukey-

Kramer）により Ex4 濃度による差の検定を行っ

た．一方，GIPの影響に関しては，Student's t-test

を用いて，群間差の検定を行った．また GIP受

容体ノックダウンが GIPによる筋タンパク増加

に及ぼす影響については，siRNA処理と GIP添

加を要因とした二元配置分散分析を行い，交互

作用が認められた場合は多重比較検定（Tukey-

Kramer）を行った．危険率 5%未満をもって統計

学的に有意差ありと判定した．

　2．結　果
　

　2．1　Ex4 が筋タンパク量に及ぼす影響

　図 1に筋タンパク量に及ぼす GLP-1 受容体ア

ゴニストとしての Ex4 の影響を示した．低濃度

の Ex4（10-8 M）では筋タンパクに変化は認めな

かった．一方，高濃度（10-6 M）の Ex4 は筋タン

パク量を増加させる傾向が認められたが，統計学

的な有意差は認めなかった．

　

　2．2　GIP が筋タンパク量に及ぼす影響

　本研究では，分化誘導時に GIPを培地に添加

（10-8 M）し，GIPが筋タンパク量に及ぼす影響

を評価した．その結果，GIPは筋タンパク量を増

加させた（図 2，p<0.05）．この GIPによる筋タ

ンパク量の増加作用が GIP受容体を介したもの

か確認するために，GIP受容体のノックダウンを

図1　グルカゴン様ぺプチド -1（glucagon-like peptide-1：
GLP-1）受容体アゴニストexendin-4（Ex4）がC2C12筋
管細胞タンパク量に及ぼす影響

平均値±標準誤差，n = 5（0 M），4（10-8 M），5（10-6 M）
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試みた．

　本研究で用いた方法により，GIP受容体発現

量が約 50%低下した（図には示していない）．こ

の GIP受容体がノックダウンされた細胞に対し

て GIP（10-8 M）を作用させて筋タンパク量を評

価した．二元配置分散分析の結果，有意な主効果

（siRNA処理および GIP添加）ならびに交互作用

が認められた（図 3）．GIP受容体ノックダウン

しても，GIP添加は筋タンパク量を有意増加させ

た（p<0.05）．しかし，GIP添加による筋タンパ

ク量のレベルは，GIP受容体ノックダウンにより

有意に低下した（p<0.05）．

　また，GIP受容体ノックダウンが C2C12 筋芽

細胞の増殖に及ぼす影響を評価した．GIP受容体

ノックダウンは，筋芽細胞の増殖を促して，筋タ

ンパク量を増加させた（図 4，p<0.05）

　3．考　察
　

　本研究では，消化管ホルモンである GLP-1 受

図 2　胃抑制性ポリペプチド（g a s t r i c  i n h i b i t o r y 
polypeptide：GIP）が C2C12筋管細胞タンパク量に及ぼ
す影響
GIPが0 Mの条件でのタンパク量を基準（1.0）として，GIPが
10-8 Mの条件でのタンパク量を相対値で表示している .
平均値±標準誤差，n = 5.
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図 4　胃抑制性ポリペプチド（g a s t r i c  i n h i b i t o r y 
polypeptide：GIP）受容体ノックダウンが C2C12筋芽細
胞タンパク量に及ぼす影響
siScramble：対照条件，siGIPR：GIP受容体ノックダウン条件 .
対照条件（siScramble）でのタンパク量を基準（1.0）として，
siGIPR条件で得られたタンパク量を相対値で表示している .
平均値±標準誤差，n = 6.
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図3　胃抑制性ポリペプチド（gastric inhibitory polypeptide：GIP）受容体ノックダウンならびにGIPがC2C12筋管細胞タ
ンパク量に及ぼす影響
siScramble：対照条件，siGIPR：GIP受容体ノックダウン条件．対照条件（siScramble）かつGIPが0 Mの時のタンパク量を基準（1.0）と
して，各条件で得られたタンパク量を相対値で表示している．平均値±標準誤差，n = 3
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容体アゴニスト Ex4 および GIPが骨格筋細胞に

及ぼす影響について，C2C12 細胞を用いて筋タ

ンパク量から検討した．GIPは筋タンパク量を増

加させたが，Ex4 は筋タンパク量に影響を与えな

かった．GIPによる筋タンパク量の増加は，GIP

受容体をノックダウンしても認められた．しかし，

この GIP依存性の筋タンパク増量作用は，GIP

受容体ノックダウンにより一部抑制された．また，

GIP受容体ノックダウンは，C2C12 筋芽細胞の増

殖を促進した．

　本研究では，消化管ホルモンの 1つである GIP

は筋タンパク量を増加させた．これまで，GIPが

筋タンパク量に及ぼす影響に関する報告はなく，

本研究が初めての報告である．本研究結果は，食

事の経口摂取に伴い内分泌される GIPが，骨格

筋量の維持あるいは増量に寄与する作用を持つこ

とを強く示唆するものであると考えられる．しか

し，本研究の結果は，培養骨格筋細胞を対象とし

たものであることから，今後さらに動物実験など

を含めた検討が必要であると考えられる．

　一方，同じ消化管ホルモンの GLP-1 の受容体

アゴニストである Ex4 に筋タンパク量を増加さ

せる作用は認められなかった．骨格筋における

GLP-1 受容体の発現はすでに報告されている 14）

が，本研究で用いた C2C12 筋芽細胞および筋管

細胞における GLP-1 受容体発現についての報告

はない．そこで，本研究では C2C12 筋芽細胞な

らびに筋管細胞に GLP-1 受容体が発現している

こと，さらに筋芽細胞に比べて筋管細胞にその

発現量が高いことは予備実験の段階で確認した

（データは示していない）．一方，これまで Ex4

は骨格筋細胞のグルコース取り込みを促進する

こと 9）が報告されているが，骨格筋量に対する

Ex4 あるいは GLP-1 の作用に関する委報告はな

い．したがって，GIPとは異なり GLP-1 は骨格

筋増量作用を持たないことが示唆される．

　本研究で認められた GIPによる筋タンパク増

加は，GIP受容体ノックダウンにより一部抑制さ

れた．したがって，GIPの筋タンパク増量作用の

一部は GIP受容体を介したものであると考えら

れた．しかし，GIP受容体ノックダウンしても

GIPによる筋タンパク増量効果が部分的に残存し

たことは興味深い．

　1つの仮説として，GIP受容体ノックダウンに

より GIPの作用は喪失しているものの，GIP受

容体ノックダウン自体に，筋タンパク量を増加さ

せる作用があることが考えられる．本研究では，

C2C12 筋芽細胞から筋管細胞への分化誘導直前，

すなわち筋芽細胞の GIP受容体のノックダウン

を試みた．もし，GIP受容体ノックダウンが筋芽

細胞の増殖を刺激すると，結果として筋タンパク

量の増加が少なからず起こると考えた．そこで，

GIP受容体ノックダウンが C2C12 筋芽細胞の増

殖に及ぼす影響を検討した．その結果，予想通り

GIP受容体ノックダウンは筋芽細胞の増殖を促進

した（図 4）．このことが，GIP受容体ノックダ

ウン細胞でも GIP添加による筋タンパク増量効

果を残存させたのかもしれない．GIP受容体ノッ

クダウンが増殖を抑制する分子機序は不明であ

り，今後さらなる検討が必要である．

　一方で，GIP受容体ノックダウンのみでは，筋

タンパクに有意な差は認めなかった．したがって，

本研究で用いた GIP受容体ノックダウン細胞に

は GIP感受性が残存していた可能性が高いと考

えられる．実際，本研究で用いた方法では，GIP

受容体は約 50%程度抑制されていたことから，

逆に GIP受容体は 50%程度残存していたとも捉

えることが可能である．今後さらなる検討を加え

ることで，GIPによる筋タンパク増量の分子機序

の全貌解明を目指したいと考えている．

　4．結　論
　

　本研究では，消化管ホルモンの 1つである GIP

は筋タンパク量を増加させた．この GIPによる
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筋タンパク増量作用のすべてが GIP受容体を介

したものではないことが示唆されたものの，経口

の食事により上部小腸 K細胞から分泌される消

化管ホルモン GIPが骨格筋量の維持に寄与する

という新規生理機能が明らかとなった．食事は口

から摂取することで骨格筋量すなわち筋機能を維

持するということが明らかになり，「経口の食事」

の生理的意義に注目すべきであろう．また，GIP

分泌を促すような食事（栄養素や食事量，摂食タ

イミングなど）を見出すことができれば，我々の

運動機能の食事による介入という新規骨格筋増量

法が確立できるであろう．
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