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電気刺激による培養骨格筋細胞の肥大効果
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Abstract: Electrical pulse stimulation (EPS) has a hypertrophic effect on mammalian skeletal muscle, and it is usu-
ally used to prevent muscle atrophy and improve muscle strength during rehabilitation therapy. However, there is no
clear explanation for the mechanisms of how EPS induces muscle hypertrophy. Thus, to clarify the mechanisms, we
performed cell culture of skeletal myotubes (C2C12 myotubes). This culture was stimulated for 3 days, and the mor-
phology of the hypertrophied myotube was analyzed. EPS conditions were as follows: rectangular wave; pulse fre-
quency, 1.0 Hz; pulse duration, 2.5 msec; voltage, 50 V; and stimulation time, 5 min/h. Accordingly, observation under
a microscope revealed that fully differentiated C2C12 myotubes contracted synchronously by EPS. In addition, diame-
ters of the myotubes, taking as indicators of muscle hypertrophy, were analyzed. Diameters of the stimulated cells
were significantly increased, compared to the diameters of those that were not stimulated. These results suggest that
EPS induces to the hypertrophy of the C2C12 myotubes.
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�. はじめに
筋力増強は, 長期臥床や神経疾患あるいは骨関節疾患

により生じた筋力低下を改善し, 運動機能を向上させ,

activities of daily living (ADL) の改善を図ることが

できる. 筋力は筋断面積と相関する1)ことから, 筋力増

強は筋断面積の増大, つまり筋肥大に寄与するところが

大きいと言われている. そのため, リハビリテーション

医療の現場では, 筋肥大を引き起こす刺激として, 負荷

運動やストレッチングあるいは, 物理療法の中でも電気

刺激などが施行されている. 電気刺激は心肺機能へ負担

をかけずに筋収縮を引き起こすことができる2). したがっ

て, 筋力増強を目的とした電気刺激は, 高齢者3), 心臓

血管疾患2), 呼吸器疾患4, 5)などの症例に対して有効な手

段となり得る.

電気刺激による筋力増強の報告はこれまで多くなされ

ており, 2～6 週間の刺激期間により数％～30％程度の

増強効果があるとされている6, 7). また, in vivo の実験

において, ラット腓腹筋への電気刺激で筋肥大効果が得

られ, 筋線維横断面積の増加, 筋湿重量の増加, 筋構成

タンパク質の合成の増加が生じることが明らかにされて

いる8, 9). これらのことから, 筋肥大に有効な電気刺激

を与えることは筋萎縮の予防・改善や筋力増強につなが

ると考えられるが, 電気刺激がどのようなメカニズムを

介して筋肥大を促すのかは, まだ十分に解明されていな

いのが現状である. その理由として, ヒトや動物を用い

た実験では, 筋と神経の因子を分けて検討することや,

栄養摂取の調整が難しいことなどが挙げられる. これら

の点で電気刺激による筋肥大メカニズムの解明には培養

細胞を用いる実験の方が有利であると考えられる.

そこで本研究では, 電気刺激による筋肥大メカニズム

を解明する第一歩として, 培養骨格筋細胞 (C2C12 筋

管細胞) に電気刺激を与え, その筋肥大効果について形

態学的に検討した.

�. 材料と方法
��� 細胞の種類と培養方法

実験には, マウス骨格筋由来の筋芽細胞株 C2C12

細胞10)を使用した. この細胞は哺乳類の細胞であり,

また, 細胞樹立株であるため継代が可能で安定した増

殖能を有し, 大量培養することも比較的容易であり,

性質が比較的一定している.

培養液は, 15％牛胎児血清 (Life Technologies)

含有 Dulbecco's Modified Eagle's Medium (以下,

DMEM) (Sigma-Aldrich) もしくは, 5％馬血清

(Life Technologies) 含有 DMEMを用いた. 実験に

際しては, 15％牛胎児血清含有 DMEM を用い, 0.5

mg/ml に調整した I 型コラーゲン溶液 (高研, IAC-

50) で薄層コーティングを施した細胞培養皿 (日本

BD, 60×15 mm dish) に, 7×103 個/cm2 の密度で

播種した. 細胞密度は, 播種後 2日目には単核の筋芽

細胞が増殖して培養皿底面の 9割程度を覆う状態に達

し, この時点で 5％馬血清含有DMEMに交換した.

播種後 7日目には多数の筋管細胞が位相差顕微鏡下で

観察できた. 分化誘導中, 細胞は 37℃, 5.0％ CO2 環

境下で培養した. 分化誘導期間中の培養液の交換は,

2 日に 1回の頻度で行った.

��� 電気刺激の方法

電気刺激はWehrle ら11)の方法に従い, 電気刺激装

置 (日本光電, SEN-7203) と電気刺激用培養皿 (培

養皿の蓋に電極となるプラチナピンを 2本通したもの)

を用いた.

今回の研究で用いる電気刺激の至適条件を決定する

目的で, 周波数 (0, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 Hz) お

よび, 電圧 (10, 20, 30, 40, 50 V) を変化させた

際の筋管細胞の直径を計測し, 細胞の電気刺激に対す

る周波数特性と電圧特性を求めた. 対象は, 播種後 7

日目の筋管細胞とし, 37℃, 5.0％CO2環境下で電気

刺激を与えた. なお, 出力波形は矩形波とし, パルス

持続時間 2.5 msec, 刺激時間 5 分/時間, 刺激期間 3

日間とした.

次に, submaximum (周波数 1.0 Hz, 電圧 50 V,

パルス持続時間 2.5 msec) の電気刺激を与えた際の

筋管細胞の直径を計測し, 電気刺激の最大効果を求め

た. 実験群は, ①播種後 7 日目の筋管細胞に対して

37℃, 5.0％ CO2 環境下で電気刺激を与えた電気刺激

群, ②同期間に電気刺激を与えず通常培養した対照群,

の 2群とした.

電気刺激期間中の培養液の交換は, 24 時間に 1 回

の頻度で行った.

��� 形態学的検索

電気刺激終了後, ギムザ染色を施し, 以下に示す方

法で細胞直径を計測した.
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位相差顕微鏡下に無作為に細胞培養皿を置き, その

時に観察された視野とその周囲を顕微鏡用デジタルカ

メラ (Nikon, DXM1200F) で撮影し, その撮影画像

をパソコンに取り込んだ. パソコンに取り込んだ撮影

画像は, 画像編集アプリケーションソフト (Adobe

System, Adobe� Photoshop� CS5) を用いて合成し,

合成画像内に全長が写っている全ての筋管細胞の直径

を計測した. 直径の計測は, Stitt ら12)の報告を参考

に, 50�m 間隔のスケールを作製し, このスケール

を筋管細胞の長軸方向に重ね, 筋管細胞が最も太く観

察される部分とその両側 50�m 部分の計 3 箇所の直

径を計測した. そして, 3 箇所の平均値を算出し, こ

れを筋管細胞の肥大の指標とした. また, 細胞直径の

分布状況をヒストグラムで表示し, 両群の分布を比較

した. なお, 計測した細胞数は, 周波数特性と電圧特

性を求めた実験では各条件とも 20 本以上, 電気刺激

の最大効果を求めた実験では各群とも100本以上であっ

た.

��� 統計処理

得られた結果は, 平均値±標準偏差で表した. 対照

群と電気刺激群の細胞直径の比較には対応のない t検

定 (Welch's t-test) を用いて, 両群間に有意差が存

在するかどうかを判定した. また, 細胞直径の分布状

況についてはχ2 検定を用いて, 両群間に有意差が存

在するかどうかを判定した. なお, 全ての統計手法と

も有意水準は 5％未満とした.

�. 結果
��� 周波数－反応曲線

図 1 A に, 電圧を 40 V に固定して筋管細胞を電気

刺激した際の周波数－反応曲線を示した (0 Hz：n＝

23, 0.25 Hz：n＝26, 0.5 Hz：n＝25, 1.0 Hz：n＝25,

2.0 Hz：n＝29, 4.0 Hz：n＝27). 細胞直径は周波数

の増加とともに増大し, 1.0 Hz で最大となり, 以後

減少した.

��� 電圧－反応曲線

図 1 B に, 周波数を 1.0 Hz に固定して筋管細胞を

電気刺激した際の電圧－反応曲線を示した (0 V：n＝

27, 10 V：n＝25, 20 V：n＝29, 30 V：n＝28, 40

V：n＝24, 50 V：n＝27). 細胞直径は電圧の増加と

ともに増大し, 40 V でほぼプラトーに達し, 以後 50

Vまで維持された.

��� 電気刺激による筋管細胞の収縮と肥大効果

周波数－反応曲線および, 電圧－反応曲線の結果か

ら, 電気刺激の至適条件を submaximumとして周波

数 1.0 Hz, 電圧 50 V, パルス持続時間 2.5 msec とし

た. 播種後 7 日目の筋管細胞に対して submaximum

の電気刺激を与えたところ, 60～80％程度の筋管細胞

が電気刺激に応じて収縮する様子が位相差顕微鏡下で

観察された.

図 2 A と B に, 電気刺激終了後の各群のギムザ染

色像を示した. 両群を位相差顕微鏡で検鏡したところ,

電気刺激群の筋管細胞 (図 2 B) は対照群の筋管細胞
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図� 筋管細胞の電気刺激に対する周波数特性と電圧特性

Aは電圧を 40 V に固定し, 周波数を 4.0 Hz まで増加させて, 細胞を電気刺激した際の
周波数－反応曲線, B は周波数を 1.0 Hz に固定し, 電圧を 50 V まで増加させて, 細胞を
電気刺激した際の電圧－反応曲線である.



(図 2 A) と比較して, 太く観察された.

図 2 C に, 各群の細胞直径の平均値を示した. 電気

刺激群の細胞直径の平均値 (18.3±4.4�m, n＝139)

は対照群のそれ (14.1±2.9�m, n＝158) と比較して,

有意に高値を示した (t242＝8.844, P＜0.01).

図 2 D に, 各群の細胞直径の分布状況 (ヒストグ

ラム) を示した. 電気刺激群と対照群の細胞直径の分

布は, それぞれ直径範囲 0～10�mでは 0.7％, 5.7％,

直径範囲 10～15�m では 24.5％, 62.7％, 直径範囲

15～20�mでは 38.1％, 27.8％, 直径範囲 20～25�m

では 28.8％, 3.2％, 直径範囲 25～30�mでは 7.2％,

0.6％, 直径範囲 30～35�mでは 0.7％, 0％であり,

両群の分布に有意な差がみられた (χ2(5)＝49.015,

P＜0.01). すなわち, 対照群では細胞直径が 10～15

�mのものが最も多く占めているのに対し, 電気刺激

群では 15～20�m のものが最も多く占めていた. ま

た, 25�m 以上の直径をもつ細胞の分布に注目する

と, 対照群では 0.6％であるのに対して, 電気刺激群

では 7.9％とより大きな直径をもつ細胞の分布が顕著

であった.

�. 考察
本研究では, 播種後 7 日目の C2C12 筋管細胞に対し

て submaximum (周波数 1.0 Hz, 電圧 50 V, パルス

持続時間 2.5 msec) の電気刺激を与えたところ, 電気

刺激に応じて収縮する様子が観察された. また,
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図� 電気刺激による筋管細胞の肥大効果

Aは電気刺激を与えていない細胞 (対照群), B は電気刺激を与えた細胞 (電気刺激群) のギ
ムザ染色像である. 矢じりで示した箇所が筋管細胞の直径である. スケールは 100�mを示す.
Cは各群の細胞直径の平均値±標準偏差である. ＊＊は対照群との有意差 (P＜0.01) を示す.
Dは各群の細胞直径の分布状況 (ヒストグラム) である. 横軸は細胞直径を 5�m毎に区切っ
た値, 縦軸は区切られた範囲の直径をもつ細胞数が総細胞数に占める割合 (％) を示す.



submaximum の電気刺激を 3 日間与えた後, 筋肥大の

指標として細胞直径を計測したところ, 電気刺激を与え

た細胞の直径は電気刺激を与えなかったそれより有意に

増加したことから, 電気刺激により C2C12 筋管細胞は

肥大することが示唆された.

われわれは電気刺激による C2C12 筋管細胞の肥大効

果を評価するために, in vitro におけるストレッチング

の筋肥大効果について詳細に報告した Adachi ら13)の形

態学的検索法を参考にして, C2C12 筋管細胞の直径の

分布状況をヒストグラムで表示することを試みた. 今回

得られたヒストグラムの特徴として, 対照群に比べ電気

刺激群のヒストグラムは, ピーク値が右方に変位する

(電気刺激により太い細胞数が増加する) とともに, 分

布幅が拡大した (対照群では認められない太さの細胞が

観察された). この特徴は Adachi ら13)の解析結果と類

似しており, in vitro においても電気刺激が筋肥大をも

たらしたことを示唆している. 基本的に骨格筋の肥大は

ミオシン, アクチン, トロポニンなどの収縮装置を構成

するタンパク質や, エネルギー産生, 代謝にかかわるす

べてのタンパク質が増加することである. これまで神経

系からの分泌物質や内分泌系のホルモンがなんらかの機

構で筋細胞に作用し, 収縮装置成分を増加させることが

示唆されてきた14-16). しかしながら近年, 除神経やホル

モンの分泌抑制などにより神経系や内分泌系の影響を排

除してもストレッチングや代償性過負荷によって筋が肥

大することから, 筋肥大には神経系因子や内分泌系因子

は必須ではないと考えられている17, 18). 本研究において

も, 実験対象に神経系因子や内分泌系因子の影響を排除

できる培養細胞を用いて電気刺激を与えた結果, C2C12

筋管細胞の肥大が認められた. これは上述した所見を支

持する結果である.

C2C12 筋管細胞の肥大をもたらした電気刺激効果の

メカニズムとしては, 電気刺激による ｢収縮｣ および,

それに伴う ｢張力発揮 (メカニカルストレス)｣ の関与

が考えられる. 通常, 筋細胞が収縮した場合, 細胞は受

動的に伸張されるため, 筋細胞には常にメカニカルスト

レスが加わっている. 筋収縮がタンパク質の合成を促進

し, 筋肥大をもたらすことは周知の事実であるが, 近年,

収縮に伴うメカニカルストレスそのものが筋肥大を引き

起こす重要な因子であることがわかってきた18). 例えば,

Vandenburgh ら19)は伸張可能なシリコン膜上に骨格筋

細胞を培養し, シリコン膜ごと伸張することにより細胞

にメカニカルストレスを与えた際, 筋肥大が生じること

を報告している. また, 心筋細胞では, メカニカルスト

レスを感知する装置として機械受容チャネルが見つかっ

ている20). これらは細胞内情報伝達系を活性化すること

により, 遺伝子の発現や筋構成タンパク質の合成を促進

し, 筋肥大を促すと考えられている. したがって, 電気

刺激による C2C12 筋管細胞の肥大メカニズムとしては,

今回の結果だけでは断言できないものの, 収縮に伴って

C2C12 筋管細胞に加わるメカニカルストレスが遺伝子

の発現や筋構成タンパク質の合成を促進し, 肥大を引き

起こしたと推察される.

一方, 成長因子のひとつであるインスリン様成長因子

(insulin-like growth factor 1：以下, IGF-1) によっ

ても筋は肥大する. たとえば, 負荷運動やストレッチン

グにより筋細胞自身が IGF-1 を分泌し, その IGF-1 が

autocrine (自己分泌) もしくは, paracrine (傍分泌)

により自身のタンパク質合成を促進して筋肥大を引き起

こすことが既に提唱されており21, 22), 電気刺激によって

も筋細胞が IGF-1 遺伝子を発現する23, 24)ことや, IGF-1

遺伝子の発現では 2 種類の mRNA が生じる23, 24)ことも

報告されている. したがって, 電気刺激は IGF-1 の分

泌を促して筋肥大を引き起こしたと考えられるが, 実際

に, 電気刺激により筋細胞が分泌した IGF-1 を検出し

た例は乏しく, 筋肥大につながるとする報告はまだない.

今回認められた電気刺激による筋肥大効果に, 成長因子

(IGF-1) がどの程度関与しているかは今後検討しなけ

ればならない課題である.

これまで in vitro における電気刺激の筋肥大効果に

ついて詳細に検討した報告はなかったが, 今回得られた

結果から電気刺激に応じて C2C12 筋管細胞が収縮し,

肥大することが明らかとなった. しかし, そのメカニズ

ムの解明にはまだ至っていない. 今後, 電気刺激による

筋肥大メカニズムを解明し, 筋力増強, 筋力低下の予防

を目的とした科学的根拠に基づく理学療法の確立につな

げていきたい.

�. 結語
今回, C2C12 筋管細胞に 3 日間の電気刺激を与え,

その筋肥大効果について形態学的に検討した. その結果,

播種後 7 日目の C2C12 筋管細胞では, 電気刺激に応じ

た収縮が認められた. 電気刺激終了後, 細胞直径を計測

したところ, 電気刺激を与えた細胞の直径は電気刺激を

日本福祉大学健康科学論集 第16巻

― 5―



与えなかったそれより有意に増加した. 以上の結果より,

電気刺激により C2C12 筋管細胞は肥大することが示唆

された.
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