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研究成果の概要（和文）： 
 多発筋炎・皮膚筋炎患者の生検筋を用い①ウロキナーゼ②uPAR③Plg-R の分布を免疫組織
学的に検討した。その結果、ウロキナーゼや uPAR, Plg-R は再生過程にある筋線維の筋細胞膜・
筋細胞質に発現しており plasminogen activation system が炎症性筋疾患の筋再生過程に関与
していた。 

今回の検討から、plasminogen activation system による筋再生治療への応用の可能性が示
唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We performed immunohistological study for the distribution of urokinase, 
urokinase-plasminogen receptor and plasminogen receptor using muscle biopsy 
specimens of polymyositis and dermatomyositis. 
  Urokinase, urokinase-plasminogen receptor and plasminogen receptor were 
expressed at the sarcolemma and cytoplasm of muscle fibers. 
  These observations suggest that plasminogen activating system play an important 
role of muscle fiber regeneration in inflammatory myopathy. 
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１．研究開始当初の背景 

 筋疾患の中には筋ジストロフィーの様に

治療法が確立されていない疾患も多いが、炎

症性筋疾患では急性期には、ステロイド剤が

使用される。炎症が治まった後の筋力回復に

は、効率的な筋再生が必要である。 

 我々は新たな再生因子としてウロキナー

ゼ型プラスミノーゲン activator(以下ウロ

キナーゼと略す)に注目した。近年、ウロキ

ナーゼもカルパイン同様に、筋芽細胞の融
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合や筋管細胞の分化に関与すると報告され、

ウロキナーゼの筋再生への関与が注目され

ている。 
 
２．研究の目的 

 当該研究では蛇毒の一種のcardiotoxin

の脱分極作用で筋障害を引き起こし、筋壊

死・再生マウスを作製する。このマウスに

濃度差を変えたウロキナーゼを腹腔内投与

し、骨格筋の再生を促進させるのに最適な

ウロキナーゼ投与プロトコールを確立する

のを目的とする。 

  さらに、マウス骨格筋を免疫組織化学的

さらに生化学的に解析し、筋再生での各種筋

骨格蛋白の関与を明らかにする。さらに、肢

帯型筋ジストロフィー（LGMD）２B 原因

遺伝子である dysferlin 欠損マウスである

SJL/J マウスにウロキナーゼを投与し、筋壊

死・再生の関係を in vivo で明らかにする。 

 
３．研究の方法 

 筋壊死・再生モデルマウスにウロキナーゼ

を投与し、筋再生促進の程度を解析する。 

 

1) ウロキナーゼ投与プロトコールの確立 

 予備実験から、10μMのcardiotoxin投与によ

り筋壊死・再生モデルの作製が可能である。

そこで、このモデルマウスに6万、60万、600

万単位のウロキナーゼを投与し、投与後2日、

4日、7日、10日、20日後の骨格筋の変化を後

述の免疫組織学的・生化学的・分子生物学的

手法で解析し、ウロキナーゼ投与量と筋再生

ステージとの関連を検討する。 

 

2) 運動量の解析 

骨格筋障害モデルマウスをウロキナーゼ

投与群と非投与群に大別し、実験動物の行

動変化（運動量、運動負荷時の耐久力の検

討）の分析を行う。行動分析はデジタル解

析し、定量的評価を行う。運動負荷終了後

に採血を行い、血清クレアチンキナーゼな

どの骨格筋逸脱酵素の継時的変化も検討し、

運動量との関連を検討する。 

 

3) 免疫組織学的検討 

運動負荷実験終了後、下肢の近位筋と遠位筋、

体幹筋から骨格筋を取り出し、組織化学染色

を行う。ルーチンの組織化学染色に加え、赤

筋と白筋の分別可能な ATPase 染色を施行す

る。ウロキナーゼ・uPAR・Plg-R の免疫染色

に加え、阻害物質であるプラスミノーゲンイ

ンヒビターの発現を検討する。筋再生のマー

カーとしては myosin heavy chain 

developmental , neonatal, Desmin, neural cell 

adhesion  molecule を使用し、連続切片でウ

ロキナーゼ・uPAR・Plg-R 発現を確認後多重

染色を施行する。 

 

4） 生化学的検討 

ウロキナーゼ活性の測定としては、各ステー

ジの筋肉を用いwestern blottingを行い、ウ

ロキナーゼ・uPAR・Plg-Rの蛋白量を測定す

る。 

 

5）分子生物学的検討 

ウロキナーゼの動態を検討するため、生検筋

からRNAを取り出しRt-PCR法でメッセンジ

ャーレベルを解析する。解析にはリアルタイ

ムPCR法を用い、内部コントロールと比較し、

内因性のウロキナーゼ・uPAR・Plg-Rの継時

変化を検討する。 

 

Ⅱ） 筋ジストロフィーモデルマウスで

の検討 

 

Duchenne型筋ジストロフィーマウスのモデ

ルであるMdxマウスや、Dysferlin遺伝子異



常モデルであるSJL/Jマウスはいずれも骨格

筋の構成蛋白異常により筋障害が進行する。

さらに筋壊死か高度に進行し、筋再生が不十

分なため筋萎縮が進行し、運動障害が出現す

る。これらのマウスにウロキナーゼを投与し

適切な投与時期や投与量が検討できれば、筋

ジストロフィーでの使用が可能となり、これ

らの副次的な筋障害が回避され、筋再生が増

進するものと推測される。 

  

 

ウロキナーゼ投与による骨格筋再生へ関与

の検討（培養筋） 

 

①ウロキナーゼ阻害因子の検討 

 予備実験から、筋芽細胞の融合にウロキナ

ーゼ必要なことは判明している。ウロキナー

ゼ投与量とuPAR・Plg-Rの発現および筋芽、

筋管細胞形成の関連を検討する。さらにプラ

スミノーゲンインヒビターを投与し、培養筋

細胞阻害因子の程度を検討する。 

 

②免疫組織学的検討 

培養細胞を用いウロキナーゼの免疫染色に

加え、uPAR・Plg-Rの発現を検討する。筋再

生のマーカーとしてはmyosin heavy chain

 developmental ,neonatal, Desmin, neur

al cell adhesion moleculeを使用する。 

 

③ 分子生物学的検討 

ウロキナーゼ・uPAR・Plg-Rの動態を検討す

るため、培養筋からRNAを取り出しRt-PCR

法でメッセンジャーレベルを解析する。解析

にはリアルタイムPCR法を用い、内部コント

ロールとの比較やuPAR・Plg-Rの継時変化を

検討する。 

筋壊死・再生マウスモデルでのウロキナーゼ

の作用が確立され次第、以下の実験に取り込

む予定である。 

 

①ウロキナーゼ・uPAR・Plg-Rｎアウトマウ

スを用いた検討 

 

ノックアウトマウスでは、純粋にウロキ

ナーゼの作用が検討できる。そこで、ウ

ロキナーゼやプラスミノーゲンノック

アウトマウスにcardiotoxinを投与し筋

壊死を誘発させノックアウトマウスに

ウロキナーゼを全身投与しその効果を

検討する。 

 

② ウロキナーゼ徐放製剤の開発 

これまで、ウロキナーゼの臨床応用上の問題

として、投与法が注射に限られることがあげ

られる。経皮的な徐放剤の開発は、これらの

欠点を補う。 

 
４．研究成果 

ウロキナーゼはプラスミノーゲンをプラス

ミンに変換するが、プラスミンの最も知られ

ている作用は血栓融解であり、ウロキナーゼ

は脳梗塞患者に広く用いられている。プラス

ミノーゲンは遊離状態でもウロキナーゼの

作用を受けるが、プラスミノーゲン受容体（P

lg-R）と結合したプラスミノーゲンは受容体

に結合したままプラスミンに変換され、この、

Plg-Rと結合したプラスミンはプラスミンイ

ンヒビターの作用を受けず、プラスミン活性

が長期間維持される。また、ウロキナーゼそ

のものもウロキナーゼ受容体(uPAR)に結合

し、標的細胞への作用が促進される。この様

なplasminogen activation systemは血栓融

解以外にも組織修復にも関与し、近年では、

①筋芽細胞の融合にPlg-Rが必要なこと②プ

ラスミノーゲンノックアウトマウスでは筋

再生が遅延することが報告されている。そこ



で我々は、多発筋炎・皮膚筋炎患者の生検筋

を用い①ウロキナーゼ②uPAR③Plg-Rの分

布を免疫組織学的に検討した。その結果、ウ

ロキナーゼやuPAR,Plg-Rは再生過程にある

筋線維の筋細胞膜・筋細胞質に発現しており

plasminogen activation systemが炎症性筋

疾患の筋再生過程に関与する可能性が示唆

された(図１)。 
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図１1:HE 2.PLG-R 3.uPAR 4.Urokinase 
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