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研究成果の概要（和文）：筋力低下と筋萎縮は感染症後遺症の代表的な病態である。本研究は感染症症状・死亡
率の性差に着目し、敗血症性筋力低下・筋萎縮への性ホルモンの作用を検討した。培養骨格筋細胞では、病原体
内毒素（LPS）誘発性筋萎縮に対しテストステロン・プロゲステロンは有効性を示さなかったが、エストラジオ
ールは有意に筋萎縮を抑制した。エストラジオールはさらに卵巣切除マウスにおいて敗血症誘発性筋力低下を抑
制した。エストラジオールは骨格筋培養細胞においてLPSによるタンパク質分解系活性化には作用しなかった
が、炎症応答を有意に抑制しており、これが筋力温存効果に関与する。本研究結果は、感染症後遺症治療に有意
義である。

研究成果の概要（英文）：Muscle weakness and atrophy are typical pathophysiological conditions in the
 complication of infectious diseases. Based on the sex differences in infectious disease symptoms 
and mortality, this study examined the effects of sex hormones on septic muscle weakness and 
atrophy. In cultured skeletal myotubes, testosterone and progesterone showed no efficacy against 
endotoxin (LPS)-induced muscle atrophy, while estradiol significantly inhibited muscle atrophy. 
Estradiol also inhibited sepsis-induced muscle weakness in ovariectomized mice. Estradiol did not 
act on LPS-induced proteolytic system activation in cultured skeletal myoblasts, but significantly 
suppressed the inflammatory response, which is responsible for its muscle-preserving effect. The 
results of this study are significant for the treatment of post-infectious disease complications.

研究分野： 薬理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
新型コロナウィルス感染症蔓延により、長期間つづく後遺症(long COVID)が社会問題化してきた。全身のだる
さ・脱力と表現される運動機能障害はその典型例である。研究チームはこれまでに感染症により引き起こされる
全身炎症と骨格筋障害の研究を進めてきた。一般的に感染症症状は、女性において男性より軽度である。我々は
女性ホルモンであるエストラジオールが病原体成分による骨格筋培養細胞の細胞萎縮および敗血症モデルマウス
の筋力低下を抑制することをはじめて見出した。本研究結果はエストラジオールとその誘導体が感染症後遺症の
治療薬として有望であることを示す。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
近年の集中治療医学の発展にともない、敗血症（感染症に起因する多臓器不全）死亡率は低下

傾向にある。一方、敗血症サバイバー増加にともなって後遺症(集中治療後症候群; PICS)の問題
が顕在化しはじめた。PICS は認知障害、精神障害、運動機能障害からなり、これらが原因とな
って数年にわたる衰弱状態の遷延と敗血症患者の長期予後悪化が引き起こされる 1。集中治療室
関連筋弱(ICU-AW)は PICS にともなう運動機能障害の主病態であり、重症疾患罹患後の左右対称
性の四肢のびまん性筋力低下を指す。敗血症患者の約半数において ICU-AW の発症が見られ、
敗血症サバイバーの社会復帰における障害となっている 2。しかし、本疾患の発症機構は不明で
あり、有効な治療法は見出されていない。 
 
 我々は、これまでに骨格筋に対する病原体成分(病原体関連分子パターン; PAMPs)の作用解析
を進めてきた。従来、敗血症時の骨格筋障害は、マクロファージをはじめとする炎症細胞から放
出される炎症性サイトカインによるものだと考えられてきた。しかし我々の研究は、骨格筋線維
自身が表面に分布するトル様受容体 4(TLR4)を介して PAMPs への炎症応答を起こすことを明ら
かにした。この応答により、IL-6 をはじめとするサイトカイン放出、骨格筋線維の萎縮、そして
骨格筋線維を維持管理する骨格筋幹細胞の筋分化能を低下させる 3,4。これが LPS による骨格筋
維持再生能の喪失は筋力低下が長期化する要因と考えられる。 
 
敗血症の症状重篤化および死亡率には性差が存在し、一般に女性で軽症化することが知られ

ている 5。性差の発生機構には生物学的には、性ホルモン由来性差と性染色体由来性差とが存在
する。免疫応答は性差の影響を強く受ける生体反応のひとつである。敗血症疾患の基盤となるマ
クロファージをはじめとする炎症細胞の自然免疫応答は女性ホルモン・性染色体の影響により
活性化することが知られており、これが女性の低死亡率に関与する可能性が有る。一方で、非免
疫細胞の炎症反応は女性ホルモンにより抑制されるとの報告が多い 6,7。これらの知見の臨床応
用を目指して海外では女性ホルモン誘導体による敗血症治療薬開発が進められている 8。逆に女
性ホルモン生合成酵素阻害薬は敗血症死亡率の増悪を引き起こすことが知られている 9。骨格筋
の敗血症誘発性炎症応答において女性ホルモンがどのように作用するか明らかになれば、性ホ
ルモンをシードとした ICU-AW 治療薬開発の可能性が出てくる。 
 
 
２．研究の目的 
 
骨格筋における敗血症誘発性炎症応答に対するエストロゲンの作用を明らかにし、ICU-AW 治療
薬シードとしての有用性を検討する。 
 
 
３．研究の方法 
 
動物実験 
C57BL6/J 雌マウス(8 週齢)を 12 匹に卵巣切除術(OVX)を施し、2 週間飼育した。マウスは 2 群に
分けて浸透圧ポンプ(Alzet Model 1004)にそれぞれ生理食塩水あるいは E2(X g)を含有させて、
OVX マウスの皮下に埋め込んだ。浸透圧ポンプ埋め込み 2 週間後にマウス盲腸穿孔法により多
菌性敗血症を発症させた。CLP24 時間後に、握力測定、持久力測定をおこなった後、安楽死させ
た。 
 
骨格筋収縮力測定 
安楽死させたマウスから長指伸筋を摘出し、オーガンバスに装着、筋直接電気刺激（単縮・100Hz
強縮）による収縮力を等尺性トランスデューサーにより電気信号に変換して記録した。 
 
初代培養骨格筋線維(MF)の調整 
C57BL6/J マウス短指屈筋(FDB)を摘出し、結合組織を除去後、コラゲナーゼで分散させて単一骨
格筋線維として単離した。10%ウシ胎児血清(FBS)含有培養液中(GM)で一晩培養した後に、2%ス
テロイド除去ウマ血清(HS)含有培養液(DM)で培養した。 
 
培養骨格筋細胞(MT)の調整 
C2C12 マウス骨格筋芽細胞を GM で増殖させ、90%コンフルエントに到達したら、DM で 5 日間
分化させることで C2C12 筋管細胞を得た。その後、2 日間各種性ホルモンおよび阻害薬で処理
したのちに、LPS 応答反応の解析を行った。 
 



 
筋管径の解析 
実験終了時にメイグリュンワルド染色液により固定・細胞質染色の後、洗浄後ギムザ染色で核を
可視化した。撮影した染色像は Image-J により筋管径測定を行った。 
 
培養骨格筋細胞における遺伝子発現解析 
培養骨格筋細胞を AGPC 法により、mRNA を抽出し、逆転写した cDNA を定量的 PCR 解析装置
により定量化した。 
 
培養骨格筋細胞におけるタンパク質発現解析 
培養骨格筋細胞を NP-40 lysis buffer で溶解し、タンパク質を抽出後、ウエスタンブロット法によ
り定量化した。 
 

 

４．研究成果 
 
[結果] 
まずマウス敗血症モデルにおける、筋力変化と

E2 の効果を検討した。敗血症発症によりマウス
前肢握力は低下する。E2 投与群では対照群と比
較して有意に残存筋力は大きかった。一方で、敗
血症による持久力低下には両群間で有意差が無
かった。この結果は、E2 にマウス筋力低下予防
効果があることを示唆する。この筋力低下抑制効
果が、骨格筋線維自身に起因するのか、あるいは
運動神経・神経-筋接合部に由来するものなのか
検討するため、摘出長趾伸筋標本における直接筋収縮解析を行った。CLP24 時間後マウス長指伸
筋の単縮収縮力は E2 投与群で有意な差はなかったが、強縮では E2 投与群で有意に収縮力が高
かった。なお、筋重量と筋線維径には対照群と E2 群の間に有意差は無かった（図 1）。この結果
は、E2 が骨格筋線維の収縮機構障害を緩和したことを示唆する。 
 
筋力低下の要因である筋萎縮をマウス動物実験で再現するには、敗血症後 2 週間程度生存さ

せつづける必要があるが、期間中の死亡率の高さによりこの実験をおこなうのは現実的ではな
い。そこで、MT における LPS 誘発性筋萎縮への E2 の作用を検討した。LPS による筋萎縮を E2
は抑制した。LPS による筋萎縮はユビキチンプロテアソーム系の活性化、オートファジー系の活
性化が要因として報告されている 10。骨格筋特異的ユビキチンリガーゼである atrogin-1 の mRNA
発現を解析したところ、E2 投与による有意な効果は見られなかった。次にオートファジー活性
化指標である LC3 タンパク質の分子量変化にも E2 は影響しなかった。 
 
 筋直接炎症反応に対する E2 の効果を検討する
ため、MF と MT における LPS 誘発性炎症反応に
ついて解析した。LPS 投与により MF、MT 両者
で炎症性サイトカイン(IL-6・TNFα)の mRNA 発
現量増加が認められ、E2 は濃度依存的に発現誘
導を抑制した。E2 は骨格筋では抗炎症作用を示
すことが明らかになった。また、培養液中に放出
された炎症性サイトカイン量を定量化したとこ
ろ、TNFα は検出不能だったが、IL-6 は検出され、
E2 により有意に放出量が減少することが分かっ
た（図 2）。この結果から、E2 は骨格筋において抗炎症作用を発揮することが分かった。 
 
最後に E2 による抗炎症機構を解析した。MT に各種エストロゲン受容体(ERα、ERβ,GPER)拮

抗薬を投与し、E2 による LPS 誘発性炎症応答抑制作用への影響を検討した。しかし、いずれの
拮抗薬も有意な効果を認めなかった。E2 の抗炎症効果に転写因子 Nrf2 が関与することが知られ
ていたが、MT においては Nrf2 転写産物の発現量に E2 は変動を与えなかった 11。これらの結果
は、E2 が骨格筋においてエストロゲン受容体非依存的に抗炎症作用を起こしていることを示し
ている。 
 
 
[考察] 
本研究結果から、女性ホルモンが敗血症誘発性骨格筋炎症に対して抑制効果を発揮すること



が明らかになった。感染症時の炎症反応は病原体排除と多臓器不全誘発の２つの側面を持つ諸
刃の刃である。女性ホルモンの敗血症死亡率が男性より低い要因として、1)炎症応答強化による
病原体排除能力と 2)抗炎症作用による臓器保護効果の相反する 2 つの事象が考えられてきたが、
骨格筋においては後者の作用が主体であることを本研究ははじめて示した。 
 
本研究期間中に骨格筋の感染症応答研究はさらに進み、骨格筋が敗血症時に多種のサイトカ

インを放出して血球自然免疫系の動員に重要な役割を果たすこと、なかでも敗血症病態に大き
な役割を果たす IL-6 の主要な産生源が骨格筋であることなどが報告された 12。さらに骨格筋の
敗血症応答が骨格筋特異的に敗血症応答を欠損させることでメスでのみ敗血症生存率が低下す
ることから、骨格筋は敗血症性差の鍵をにぎる臓器だと考えられる 13。これらの最新知見から、
我々は E2 が骨格筋炎症応答を活性化させて病原体排除に関与しているのではないかと想定して
いたが、結果は反対であった。その原因として、他の性ホルモンの存在や性染色体由来性差の関
与が考えられることから、この点に関してさらに精査する必要がある。 
 

E2 による抗炎症機構として知られているのが核内型エストロゲン受容体とくに ERβ活性化
を経由した経路である。また、GPER/Nrf2 経路も抗炎症機構として考えられた。しかしながら、
我々の想定と異なり ER および GPER 阻害薬による検討結果ではこれらの関与を示すことは出
来なかった。近年、E2 自身が骨格筋ミトコンドリア内膜に取り込まれることで筋機能改善を示
すことが報告されている。これら受容体非依存的な効果が E2 による筋保護効果に関与する可能
性が考えられる。 

 
本研究による動物実験および培養細胞実験から、E2 は敗血症性の筋力低下・筋萎縮を緩和す

ることが明らかになった。E2 およびその誘導体投与は ICU-AW 治療薬として有効である可能性
が有る。ICU-AW の問題は、本研究期間中に蔓延した新型コロナウィルス感染症の後遺症として、
より社会的に認知されることになったが、その治療薬開発において重要な知見となると考えら
れる。 
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