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研究成果の概要（和文）：本研究の結果、Egr3は筋サテライト細胞のPax7との関連が老齢期で認められるが、若
齢マウスの個体を用いた検討ではEgr3と筋サテライト細胞機能との間に顕著な関連は見られなかった。それ故、
筋サテライト細胞のEgr3とサルコペニアとの関係を解明するには、老齢期あるいは両者の関係が重要となる臨界
期を特定した後でEgr3を消去し、筋再生介入等の実験を行っていく必要があると考えらえる。

研究成果の概要（英文）：The results of this study showed that Egr3 is associated with Pax7 of muscle
 satellite cells in old age. However, there was no relationship between Egr3 and muscle satellite 
cell function in the study using individual young mice. Therefore, to elucidate the relationship 
between Egr3 and sarcopenia, it may be necessary to eliminate Egr3 in old age or after identifying 
the critical period when the relationship between Egr3 and sarcopenia becomes important.

研究分野： 生理学

キーワード： サルコペニア

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
高齢期における筋力などの筋機能の低下は、サルコペニアと呼ばれており、サルコペニアの抑制や軽減は、健康
長寿に寄与すると考えられる。Egr3が筋衛星細胞の働きに関与する可能性を示唆した本研究の報告は、Egr3の機
能を制御することでサルコペニアの対抗策を開発できる可能性を示唆しており、上記問題の克服の一助になるこ
とが期待される。

※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 
 加齢による骨格筋の量や機能の低下はサルコペニアと呼ばれる。サルコペニアは健康寿命を
縮めるため、超高齢社会を迎えた我が国の社会的な問題となっている。サルコペニアの発症には、
骨格筋の幹細胞である筋サテライト細胞の機能低下が関与していると推察されているが、その
メカニズムは明らかではない。申請者らは、これまで骨格筋量の制御機構における、NF-κB シ
グナルの役割についての検討を行っており、近年では Egr3 分子の関連に着目し研究している。
Egr3 は神経や免疫細胞の発生・分化などに関わるが、骨格筋量の変化における役割は知られて
いなかった。しかし、申請者らの研究の結果、Egr3 は NF-κB シグナルを介して筋芽細胞（活
性化筋サテライト細胞）の増殖を促進することで、骨格筋の形成に関与することが分かっていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では「サルコペニア発症における Egr3 の役割とその作用メカニズムを解明し、今後さ
らに求められるサルコペニア対策の開発基盤となる知見を得ること」を最終目標とし、本計画内
では、特に高齢動物における筋サテライト細胞の Egr3 発現の様子と、筋形成・再生との役割を、
高齢モデル動物および筋サテライト細胞特異的な Egr3 ノックアウトマウスを用いて検討する
ことであった。 
 
３．研究の方法 
（1）高齢マウスを用いた検討 
 3 カ月齢および約 17－8カ月齢のマウスから、筋サテライト細胞を細胞をセルソータによって
単離した。また、各動物から骨格筋を摘出し、以下の検討を実施した。 
 遺伝子発現：細胞サンプルをホモジェナイズした後にクロロホルムで処置し、市販の RNA 単離
キット（Favorgen 社）を用いて total RNA を得た。Total RNA はゲノム DNA を除いた後に逆転写
され、定量 PCR 法によって遺伝子発現を評価した。対象遺伝子は、Egr3、Pax7 とし、内因性コ
ントロールにはβ-アクチン遺伝子を用いた。 
 筋損傷：マウス骨格筋の筋サテライト細胞機能を評価するために、左の前脛骨筋に 100µlのカ
ルディオトキシン（10 µM）を注射した。これにより、骨格筋に壊死が惹起され、筋サテライト
細胞の活性化と筋の再生を引き起こすことが出来る。右足には生理食塩水を注射し、コントロー
ルとした。2週間後に筋を摘出した。 
 免疫組織化学的分析：再生骨格筋の様子を調べるために、免疫組織化学的染色を実施した。前
脛骨筋から凍結切片を作成した。4%パラホルムアルデヒドで固定したのち、5%ウマ血清、5% 
Blocking Hist One（ナカライ）で 30分ブロッキングした。続いて、ブロッキング溶液に Pax7、
ラミニンに対する抗体を溶解して、一晩 4度でインキュベートした。洗浄後、2次抗体で反応さ
せ、筋線維上の筋サテライト細胞を可視化した。切片上に見られる核は DAPI により可視化した。
一定面積あたりの筋サテライト細胞数、筋線維数を顕微鏡画像で計測した。 
 
（2）遺伝子組み換え動物を用いた検討 
 サルコペニアの発症には、老齢期では筋損傷からの回復が悪化することで、恒常的な筋量維持
い視床を来すこと一つの原因と推察される。そこで、Egr3 を筋サテライト細胞特異的に除去し、
筋損傷とその後の再生を惹起することで、Egr3 の筋再生能への関与を検討した。モデル動物の
作成にかかる時間を考慮し、まずは若齢動物で実験を実施した。 
マウスモデルの作成：本研究では、C57BL/6 を背景に持つ以下のマウスを利用して、筋サテライ
ト細胞に特異的な Egr3-ノックアウト（KO）マウスを作成した。まず、筋サテライト細胞マーカ
ーである Pax7 と Cre リコンビナーゼが接続したマウス B6.Cg-Pax7tm1(cre/ERT2)Gaka/J を米国
ジャクソン研究所より導入した。そして、Egr3 を LoxP 配列で挟んだトランスジェニックマウス
（Egr3-floxed マウス）を藤尾圭司博士（東京大学医学部）より譲渡を受け(Sumitomo et al., 
2013)、両者を交配し、筋サテライト細胞に特異的な Egr3 のコンディショナルノックアウトマウ
スを作成した。そのコントロールとしては、Egr3-floxed（f/f）マウスを用いた。遺伝子型の確
認は、マウスのゲノムを筋サテライト細胞から市販キットにより抽出し、PCR によって確認した。 
 マウスのタモキシフェン処理：純エタノールで溶解したタモキシフェン（Sigma 社）をコーン
オイル（Sigma 社）を用いて 10 mg/mL へ調整した。その後、動物に個体あたり 1.5mg を腹腔内
投与した。投与は 4日間連続して行い、その後１週間は組み換え期間として通常飼育した。その
後、マウスに上述のように筋損傷介入を実施し、Egr3 欠如における筋再生能を評価した。また、
動物の筋サテライト細胞を単離培養し、培養皿上で Egr3 を消去した後、Egr3 および Pax7 のタ
ンパク質発現を解析した。 
 
 
 
 



４．研究成果 
（1）3 カ月齢および 17 カ月齢のマウスの
健常および損傷筋から、筋サテライト細胞
を単離し、組織化学的な筋サテライト細胞
数および Egr3 および筋サテライト細胞機
能に重要な Pax7 の遺伝子発現量を分析し
た。組織化学的検討の結果、老齢動物の筋
サテライト細胞数は損傷の有無に関係なく
老齢動物で有意に低下した（図①）。そのよ
うな筋サテライト細胞における遺伝子発現
を検討した結果、Egr3 および Pax7 の発現
量はいずれも、損傷の有無にかかわらず、
高齢動物で有意に低下した（図②）。また、
培養細胞における結果では、培養筋が細胞
において Egr3 抑制すると、Pax7 のタンパ
ク発現量が低下することを見出した。以上
の結果は、Egr3 が老齢期の筋サテライト細
胞低下し、これが Pax7 の働きを介して筋サ
テライト細胞の機能に影響している可能性
が示唆された。 
 
（2）Egr3-KO マウスの Egr3 をタモキシフ
ェンによって除去したのちに、左足の前頚
骨筋を損傷させた。また、右足は非損傷脚
として評価した。損傷後 2 週間の回復期間
を置き、骨格筋を評価した。しかしながら、
筋の再生を反映する筋重量には Egr3 消去による影響が見られなかった（図４B-D）。次に、前脛
骨筋の凍結切片を作成し、免疫組織化学的な検討を実施した。図 5A に示すように、損傷から 2
週間が経過すると、筋線維はほぼ元通りの形態を取り戻す。分析の結果、筋線維サイズの間接的
な指標となる単位面積当たりの筋線維数は、f/fマウスとKOマウスの間で差がなかった（図5B）。
また、筋サテライト細胞数についても、損傷脚および非損傷脚共に f/f マウスと KO マウスの間
に差は無かった（図 5B、5D）。 

 これらの結果は、仮説とは異なっており、
Egr3 が筋サテライト細胞になくとも、筋再生
は正常に行われることを示している。この点
だけを見れば、Egr3 は筋サテライト細胞機能
における生理的意義は高くないという解釈が
可能である。しかしながら、今回の実験では、
時間的問題から 8～10 週齢のマウスを用いた。
しかしながら、筋サテライト細胞の周囲環境
および筋サテライト細胞自体の特徴は、若齢
と老齢動物で大きく異なっていることが予想
される。また、老齢に至るまでの時間が徐々
に筋サテライト細胞に作用して、Egr3 の機能
に影響する可能性もある。実際、上述した我々

の研究では、老齢動物から単離した筋サテライト細胞においては、Pax7 の遺伝子発現と Egr3 の
遺伝子発現が共に低下していた。これらの点
を考えると、Egr3 のサルコペニア進行におけ
る役割を明らかとするには、老齢動物モデル
に特異的な生理的変化を考慮する必要がある
のではないかと考えられた。 
 まとめると、本研究の結果、Egr3 は筋サテ
ライト細胞の Pax7 との関連が老齢期で認め
られるが、若齢マウスの個体を用いた検討で
は Egr3 と筋サテライト細胞機能との間に顕
著な関連は見られなかった。それ故、筋サテ
ライト細胞の Egr3 とサルコペニアとの関係
を解明するには、老齢期あるいは両者の関係
が重要となる臨界期を特定した後で Egr3 を
消去し、筋再生介入等の実験を行っていく必
要があると考えらえる。 
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図② Egr3およびPax7遺伝子発現は、健常筋（A）、再生筋（B）において
老齢動物で低下する。
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図④ Egr3ノックアウトマウスの健常筋および再生筋
における筋サテライト細胞数。f/fは対照群、KOはノック
アウト群。
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