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研究成果の概要（和文）： 

 

骨格筋由来間葉系細胞である CD31 陰性 CD45 陰性 SP 細胞が、筋傷害時に活性化され、増殖し、
筋再生を促進している事を明らかにした。特異的マーカーである CD248 遺伝子の上流領域に
DTR-EGFP をつないだトランスジェニックマウスを作出したが、GFP の発現が得られなかった。
転写調節領域が不十分であった可能性がある。ジストロフィン欠損 mdx マウス由来の細胞を調
べたところ、老齢のものは、細胞老化の状態にあり、細胞増殖関連遺伝子の発現が下がり、生
体防御や免疫反応関連の遺伝子群が上昇していた。加齢に伴う間葉系細胞の機能変化により筋
再生能が低下すると考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）：We found that CD31(-) CD45(-) side population (SP) cells in skeletal 
muscle are activated during muscle regeneration and promote the proliferation and the 
migration of grafted myoblasts. To further clarify the roles for CD31(-) CD45(-) SP cells, 
we generated CD248-sDTR-EGFP transgenic mice. However, the mice did not express sDTR-EGFP. 
This could be because the 1.0 kb upstream sequences of the CD248 gene were not enough 
to drive the expression of the reporter gene.  We next analyzed the genome-wide gene 
expression pattern of mesenchymal cells (a descendent of CD31(-) CD45(-) SP cells) from 
dystrophin-deficient mice of different age. We found that mesenchymal cells in mdx mice 
experience cell senescence and immune response- and defense-related genes. These findings 
suggest that impaired muscle regeneration seen in advanced dystrophic muscle can be partly 
explained by exhausted mesenchymal cells, which otherwise promote muscle regeneration.  
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１． 研究開始当初の背景 
Duchenne 型筋ジストロフィー(DMD)では間質
の線維化や脂肪化を抑制し、骨格筋の再生能
を回復させる治療法の併用が骨格筋幹細胞
移植治療に有効であると期待される。Side 
population（SP）細胞はベラパミル感受性の
ABC トランスポーターによってヘキスト色素
を細胞外へ排出する細胞である。我々はマウ
ス骨格筋単核細胞をヘキスト 33342、CD31, 
CD45 で染色し、FACS で解析すると、骨格筋
SP細胞は更に3つの細胞集団に分画できる事
を報告した（Uezumi et al., 2006）。骨格筋
中のSP細胞の90％以上はCD31陽性 Bcrp1陽
性で増殖能・分化能に乏しかった。CD45 陽性
CD31 陰性 SP 細胞は SP 分画の 5-6％を占め、
骨髄由来であったが、その筋分化能は低かっ
た。CD31 陰性 CD45 陰性 SP 細胞は全 SP 分画
の 5-6%を占め、筋再生時に活発に増殖し、誘
導により脂肪細胞や骨細胞へと分化した。こ
の分画を筋芽細胞とともにジストロフィン
欠損 mdxマウスの筋へ移植すると移植した筋
芽細胞の増殖と移動を促進した。 
 
２．研究の目的 
骨格筋再生のメカニズムの解明は、筋ジスト
ロフィー再生医療の基盤となる。従来、筋再
生研究は筋衛星細胞に注目して行なわれて
おり、、進行した筋ジストロフィーや老化に
伴う筋再生能の低下の原因は主に筋衛星細
胞の増殖能、分化能の低下に求められてきた。
またマクロファージや好中球の機能に注目
して研究を行っている研究者もいる。本研究
では、研究が遅れていた間葉系細胞の分子マ
ーカーと純化方法を確立し、その骨格筋再生
過程に於ける役割を明らかにし、再生医療へ
応用する事である。 
 
３．研究の方法 
（１）CD31 陰性 CD45 陰性 SP 細胞に特異的に
発現する CD248 (endosialin, tumor 
endothelial marker 1(TEM1))に対する抗体
を作製し、筋再生過程と筋ジストロフィーで
の動態を明らかにする。 
（２）CD248遺伝子のプロモーター領域に DTR
（サル由来ジフテリア毒素受容体）-EGFP を
つないだ construct を作成し、トランスジェ
ニックマウスを作成し、CD248 陽性細胞の動
態を解析し、ジフテリア毒素によって細胞の
ablation 実験を行い、その機能を明らかにす
る。 
（３）SP 細胞に由来する筋組織由来線維芽細
胞を正常マウス、筋ジストロフィーマウス、
老化したマウスの骨格筋から純化し、1.遺伝
子発現、２. 分化能、３.筋再生促進効果を

解析し、CD31(-)CD45(-)SP 細胞の機能の低下
や性質の変化が筋再生能の低下、骨格筋組織
の脂肪化、線維化と関係があるかを検討する 
 
４．研究成果 
（１）CD31 陰性 CD45 陰性 SP 細胞の機能 
骨格筋組織中に存在するヘキスト色素を排
出する能力が高い side population(SP)細胞
は、ジストロフィン欠損 mdx マウス骨格筋に
筋芽細胞と共移植すると移植効率を著しく
上げる事、CD31 陰性 CD45 陰性 SP 細胞は、多
くの細胞外マトリックスタンパク質や、サイ
トカイン、プロテアーゼを産生し、CD31 陰性
CD45陰性SP細胞による移植効率の促進には、
MMP-2 等を分泌し、細胞外マトリックスの再
構築を促進し、筋芽細胞の移動を促進するこ
とが重要であることを明らかにした（Am J 
Pathol, 173: 781-791, 2008）を報告した。 
 
（２）CD248(endosialin, tumor endothelial 
marker 1(TEM1))の GST-Fusion タンパク質に
対するウサギポリクローナル抗体を作出し
たが、十分な特異性は得られなかった。そこ
で CD31 陰性 CD45 陰性 SP 細胞の筋再生過程
における動態を別のマーカーである FAP抗体
とペリオスチン抗体で組織化学的に調べた
ところ、筋再生が盛んな時期に骨格筋の間質
に多く陽性細胞が認められ、筋再生が完了す
るとその数が減少していた。 
 
（３）筋再生時に増殖する骨格筋間質の細胞
は、筋ジストロフィーなどの病的な筋では、
骨格筋の線維化や脂肪化に関与していると
考えられている。そこで、いろいろな週齢（6
週、6ヶ月、14 ヶ月）のジストロフィン欠損
mdx マウスの骨格筋から細胞を調整し、増殖
能を胎児線維芽細胞（MEF)と比較したところ、
14 ヶ月のものは、増殖能が低く、SA- -gal
陽性であった（細胞老化）。 
 
次に 14 ヶ月齢 mdx マウスの骨格筋から線維
芽細胞様の細胞と MEF の RNA を調整し、網羅
的遺伝子解析を行った。Mdx 細胞はＦＡＣＳ
で分離した CD31 陰性 CD45 陰性 SP 細胞と類
似の遺伝子発現パターンを示し、その関連性
が確かめられたが、加えて細胞増殖に関与す
る遺伝子発現が下がり、生体防御や免疫反応
に関与する遺伝子群が上昇していた。この細
胞の機能低下により筋ジストロフィーの筋
再生能が低下し、筋ジストロフィーの進行に
伴う線維化や脂肪化に直接関与すると考え
られた。  
 
（4）CD248-DTR-EGFP トランスジェニックマ



ウスの作製 
網羅的遺伝子発現解析により、マクロファー
ジや筋芽細胞に比較して、CD248
（Endosialin; TEM1）という膜タンパク質が
CD31陰性CD45陰性SP細胞に特異的に発現す
ることを見出したので、約 1.0kb の CD248 遺
伝子のプロモーター領域に DTR（ジフテリア
毒素受容体）-EGFP をつないだ construct を
作成し、トランスジェニックマウスを作成し
たが、GFP の発現が見られなかった。転写調
節領域の長さが不十分であった可能性があ
るため、BAC クローンを用いた construct の
作製を現在行っている。 
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