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研究成果の概要：骨格筋の再生過程における血管新生およびミトコンドリアの発達の関連性に

ついて検討した。筋再生や血管新生、ミトコンドリアの発達に関わるほとんどの遺伝子の発現

増強は、筋損傷 3日目に見られる。しかしながら、再生筋繊維で損傷部位が修復されるのは 14
日目であり、このときにはまだ筋繊維周囲に毛細血管はほとんど存在せず、28日目に損傷前に
近い毛細血管の分布が見られる。また、ミトコンドリアの酵素活性は筋損傷 14 日目にほぼ回
復する。これらの結果から、筋再生とミトコンドリアの発達はほぼ同期的に行われていると考

えられるが、筋繊維周囲への毛細血管の分布は遅れることが明らかになった。つまり、毛細血

管の組織内分布よりも筋再生とミトコンドリアの発達が早く生じる可能性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
 骨格筋には優れた再生能力が存在するこ
とはよく知られている。その再生に重要な役
割を果たすのが筋サテライト細胞と呼ばれ
る組織幹細胞である。運動による怪我等で筋
損傷を起こすと、筋サテライト細胞は活性化
され、増殖を繰り返した後、互いに融合する
ことにより新しい筋繊維（再生筋繊維）を形
成し、損傷部位を再生する。この過程では、
再神経支配や血管新生も起こり、再生筋繊維
の肥大化・成熟化が促進されると考えられて
いる。これまで、骨格筋の再生過程における
筋サテライト細胞の動態については研究が

盛んに行われているが、再生筋繊維における
血管新生の役割ついては十分な検討がなさ
れていない。また、血管新生により組織への
酸素供給レベルが上がると、筋繊維のエネル
ギー供給系は無酸素性エネルギー供給系よ
りも有酸素系エネルギー供給系が優位に働
くと考えられる。つまり、血管新生とミトコ
ンドリアの発達には何らかの関連性がある
と想定されるが、十分な検討がなされていな
い。 
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２．研究の目的 
 本研究では、筋再生過程における、再生筋
繊維の形成、血管新生、ミトコンドリアの発
達過程を免疫組織化学的および生化学・分子
生物学的に検討することにより、それぞれの
関連性を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）実験動物として C57BL6マウスを用い
た。ネンブタール麻酔下で皮膚を切開、液体
窒素で冷却したステンレスプローブを 10秒
間前頸骨筋に押し当てることにより凍傷を
負わせ、筋変性/再生を誘発した。対照マウス
は皮膚切開のみ行なった。この凍傷モデルに
より 80－90％の筋繊維が壊死することを確
認した（エバンスブルーを用いた生体染色法
による）。 
 
（２）凍傷 1-28日後に筋を採取し凍結切片
を作成し、4％パラフォルムアルデヒドで固
定した。ヘマトキシリン・エオシン染色によ
り骨格筋組織の構造（再生筋繊維径や繊維化、
脂肪組織化等）を調べた。また、２%BSA/0.1％
TritonX-100でブロッキングした後、血管内
皮細胞のマーカーである CD31を認識するヒ
ツジ抗ヒト PECAM/CD31ポリクローナル抗体
を用いて血管内皮細胞を可視化し、毛細血管
密度や筋繊維周囲の毛細血管数を調べた。 
 
（３）凍傷 1-28日後に筋を採取し、ポリト
ロン型ホモジナイザーでホモジネートし、ク
エン酸合成酵素の活性を測定した。 
 
（４）凍傷 1-28日後に筋を採取し、液体窒
素内で粉砕し、TRIzolを用いてtotal RNAを
抽出した。ランダムヘキサマーとオリゴｄT
プライマーを用いて cDNAを作成し、
SYBRGreenによるリアルタイム PCRを行い、
遺伝子発現の定量を行った。 
 
（５）凍傷 1-28日後に筋を採取し、液体窒
素内で粉砕し、ポリトロン型ホモジナイザー
でホモジネートしてタンパク質を抽出した。
SDS-PAGEでタンパク質を分離した後、PVDF
メンブレンにタンパク質を転写し、Odyssey 
Blocking Bufferでブロッキングした。ウサ
ギ抗ヒト VEGFポリクローナル抗体、ウサギ
抗ヒトKDR/Flk-1ポリクローナル抗体、ウサ
ギ抗ヒトFlt-１ポリクローナル抗体、ウサギ
抗ヒト Neuropilin-1ポリクローナル抗体で
ウェスタンブロッティングを行い、タンパク
質の発現定量を行なった。シグナルの検出に
は、LI-COR's Odyssey Infrared Imaging 
Systemを用いた。 
 
 
 

４．研究成果 
①凍傷による筋損傷による再生過程はヘマ
トキシリン・エオシン染色の結果(図1)から、
以下のように分類した。壊死繊維と炎症反応
が見られる筋再生初期（～３日目）、筋サテ
ライト細胞による再生筋繊維の形成が見ら
れる筋再生中期（３-14日）、再生筋繊維が肥
大・成熟する筋再生後期（14-28日）とした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図1. 骨格筋の変性・再生過程 ヘマトキシリン・エオシ
ン染色による。中心に核をもつものが再生筋繊維。 
 
図２に筋再生過程における筋繊維横断面積
の変化を示す。概ね、筋損傷 1４日目には中
心核をもつ再生筋繊維で損傷部位が占めら
れ、14-28日間に筋繊維が肥大する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図2. 骨格筋再生過程における筋繊維横断面積の変化  
 
②筋損傷1日後には血管内皮細胞はほとんど
見られなくなるが、3日後には急激な増殖が
見られ(図3、4)、14-28日後にかけてやや減
少傾向が見られた。これは、過剰に作られた
毛細血管が整理された結果と考えられる。筋
損傷3日目には血管新生制御因子であるVEGF
や angiopoietin-1、angiopoietin-2とそれ
ら の 受 容 体  (Flt-1、 KDR/Flk-1、
Neuropilin-1、Tie-2) の発現増強が見られ
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た。また、サテライト細胞の増殖及び再生筋
繊維の形成、筋分化制御因子である MyoD、
myogeninの発現増強が見られた（図５）。 
筋繊維周囲の毛細血管の分布に目を向け
ると、筋損傷後 3-14日は損傷部位が徐々に
再生筋繊維で占められてくるものの、毛細血
管は筋繊維周囲にはほとんど形成されてお
らず、正常なまでに回復するのは筋損傷 28
日目であった(図６)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

図 3. 骨格筋の再生過程における毛細血管の分布の変化 

PECAM/CD31抗体による染色。筋損傷直後では、

PECAM/CD31抗体によるシグナルが見られないが、3-7日

目になると不定形でやや大きなシグナルが観察できる。

14日目になると筋繊維周囲にシグナルが観察できるが、

ほとんどの筋繊維の周囲には毛細血管は形成されてい

ない。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. 骨格筋の再生過程における毛細血管密度の変化 

筋損傷 3日目に急激に毛細密度が増加し、14-28日にか

けて減少傾向を示す。 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図５. 骨格筋の再生過程における筋分化制御因子(MyoD、

myogenin)の発現変化 筋損傷3日目に発現のピークを迎

える。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６. 骨格筋の再生過程における筋繊維周囲の毛細血

管数の変化 筋損傷 14-28日にかけて筋繊維周囲に毛細

血管が形成されてくる。 
 
③VEGFとその受容体である(Flt-1、
KDR/Flk-1、Neuropilin-1)の発現をタンパク
質レベルで調べたところ、VEGFの発現は筋損
傷1日後にピークを示し、Flt-1、KDR/Flk-1、
Neuropilin-1の発現は、７日後にピークを示
した。 
 
④ミトコンドリア酵素であるクエン酸合成
酵素の活性は、筋損傷３日目にはほとんど活
性が検出できなくなるまで低下するが、徐々
に回復し 1４日目にほぼ正常にまで回復した
(図７)。これは、再生筋繊維が損傷部位を占
める時期とほぼ一致した。また、筋損傷 1-5
日後ミトコンドリア DNA複製に関わる mtTFA
と mtSSB(図８)、ミトコンドリア酵素遺伝子
の発現を制御するNRF-1と NRF-2(図９)、ミ
トコンドリア発生に関わる PGC-1βと PRC、
ミトコンドリアの分裂・融合を制御する
fission 1とmitofusion-2の発現増強が見ら
れた。 
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図７. 骨格筋の再生過程におけるクエン酸合成酵素の

活性変化 筋損傷 3日目にほとんど酵素活性ができなく

なるが、その後急速に回復する。 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図8. 骨格筋の再生過程におけるミトコンドリア DNA複

製に関わるmtTFAとmtSSBの発現変化筋損傷3日目に発

現のピークを迎える。 
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図 9. 骨格筋の再生過程におけるミトコンドリア酵素遺

伝子の発現を制御するNRF-1とNRF-2の発現変化 

 

これらの結果から、筋再生とミトコンドリ

アの発達はほぼ同期的に行われていると考

えられるが、筋繊維周囲への毛細血管の分布

は遅れることが明らかになった。つまり、毛

細血管の組織内分布よりも筋再生とミトコ

ンドリアの発達が早く生じる可能性が示唆

された。 
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