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研究成果の概要（和文）：筋修復過程での組織学的解析やコンドロイチン硫酸（CS）の合成・分解関連酵素の解
析から、CS が筋芽細胞の分化制御、筋芽細胞の分化ステージへの円滑な移行を促す因子であると考えられた。
また、低エストロゲン（E2）状態での筋修復過程での組織解析と筋量回復について、卵巣除去（OVX）マウス、
遺伝子改変マウスを用いて解析した。低E2状態で筋損傷が惹起されると組織の回復は遅延するが、OVXマウスに
E2を追加的に投与することで組織が回復しやすくなること、また、筋再生への関与はE2受容体Esr2がEsr1よりも
高いことが考えられた。

研究成果の概要（英文）：Based on histological analysis in the muscle repair process and analysis of 
chondroitin sulfate (CS) synthesis/degradation-related enzymes, CS is a factor that promotes the 
regulation of myoblast differentiation and the smooth transition to the differentiation stage of 
myoblasts. In addition, the tissue analysis and muscle mass recovery in the muscle repair process in
 the low estrogen (E2) state were analyzed using ovariectomized (OVX) mice and gene-modified mice. 
Tissue recovery is delayed when muscle damage is induced in a low E2 state, but it is recovered by 
additional administration of E2 to OVX mice. And it is suggested that E2 receptor Esr2 is involved 
in muscle regeneration more than Esr1.

研究分野：糖鎖生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ホルモンと糖鎖に主眼をおき、筋組織の修復過程でのこれら因子の関与の解明と筋量の制御を試みた。損傷筋組
織の回復には、女性ホルモン・エストロゲン（E2）が重要であり、その際、E2の受容体であるEsr2を介する機構
が主に機能していると考えられた。また、組織学的解析や検索対象とした糖鎖（コンドロイチン硫酸（CS））の
合成や分解に関連する酵素の解析から、CSの合成/分解関連酵素は、炎症時に多量に発現し、それらは、炎症性
細胞によって産生されている可能性を示した。CSは体内で筋分化制御因子として機能しているのかもしれない。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

過去の研究報告やこれまでの我々の研究成果を総合すると、筋組織の質的、量的制御をエスト

ロゲンとコンドロイチン硫酸（CS）が担っている可能性が十分に考えられた。すなわちエストロ

ゲンが筋組織を構成する細胞を刺激して CS 産生を誘導し、CS が筋組織の持続的な発達や恒常性

の維持に貢献している可能性である。しかし、筋組織に作用したエストロゲンがどのような種類

の CS 産生を促し、また、いかなる機構で筋組織に作用しているのか未解明のままであった。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、エストロゲンと CS の筋分化および脂肪分化への影響を解析したうえで、エスト

ロゲンと CS の機能を応用し、筋量回復（制御）を試みることを目的とした。具体的には、以下

の課題に取り組んだ。①筋芽細胞および脂肪細胞のエストロゲン（17beta-エストラジオール:E2）

刺激による CS 合成酵素の解析、②筋修復過程での CS 合成･分解酵素の発現動態の解析、③低 E2

状態での筋修復過程での組織解析と筋量回復の試み、である。 

 

３．研究の方法 

(１）筋芽細胞および脂肪細胞の E2 刺激による CS 合成関連酵素の発現解析 

筋芽細胞 C2C12、脂肪細胞 3T3-L1 に 0.1～1,000nM の E2 を曝露し、分化誘導した状態で E2 受

容体（Esr1、Esr2）およびコンドロイチン硫酸合成関連酵素であるコンドロイチン硫酸基転換酵

素（Chst: Chst12,Chst15,Chst3 および Ust）の各遺伝子発現について、リアルタイム PCR によ

る相対定量解析を行った。 

 

（２）筋修復過程での CS 合成･分解酵素の発現動態の解析 

マウスの前脛骨筋に 50%グリセロールで筋損傷を誘導して筋再生を人為的に誘導した組織を、

経時的（3から 28日目）に採取し、形態学的に解析した。加えて、損傷筋中の Esr1, Esr2 およ

びコンドロイチン硫酸合成関連酵素であるコンドロイチン硫酸基転換酵素（Chst: 

Chst12,Chst15,Chst3 および Ust）および、CS 分解酵素である（ヒアルロニダーゼ: Hyal1, Hyal2）

の発現をリアルタイム PCR検索した。 

 

（３）低 E2 状態での筋修復過程での組織の解析と筋量回復の試み 

野生型、Esr1ノックアウト（KO）マウスおよび、Esr2KOマウスの卵巣を摘出して、低 E2 状態

のマウス（OVXマウス）作成した。その後、前脛骨筋にカルディオトキシン（CTX）で筋損傷を誘

導し、筋組織の形態計測を行うともに、OVX マウスに E2 を腹腔内に投与し、筋線維径の回復、

すなわち筋量の回復を試みた。 

 

４．研究成果 

（１）筋芽細胞および脂肪細胞の E2

刺激による CS 合成酵素の発現解析 

C2C12 では、Esr1 および Esr2 は筋

分化誘導下で E2の濃度に応じて発現

量は増加したが、濃度依存的ではな

かった。Chst3 は、分化誘導によって

その発現がよって低下したが、E2 に

よる影響ではなかった。他の Chstも

E2 による影響はほとんど認められず

E2単独ではC2C12のChst群の発現に

影響を及ぼさないと推測した。一方、

3T3-L1 では分化誘導によって、検索

した 4つの Chst のうち、3 つで発現

が抑制されたが、この抑制は E2 の有

無にかかわらず惹起された。E2 単独

では C2C12 および 3T3-L1 の Chst 群

の発現に、in vitro レベルにおいて、

影響を及ぼさないと推測した（図１）。 
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（２）筋修復過程での CS 合成･分解酵素の発現動態の解析 

損傷 3 日のマウスの前脛骨筋の組織

では、ほとんどが損壊し、線維間には

炎症性細胞の浸潤像を観察した。しか

し、28日目には線維径は、損傷前と同

レベルまで回復した（図 2A）。 

Esr1 の発現は損傷筋では、観察期間

を通して対照筋と比較して有意に高

い値を示し、3 日に発現量のピークに

達した。Esr2 の発現量も、期間を通し

て対照筋と比較して有意に高く、その

ピークは 7日であった。Chst群の発現

は、種類によって発現ピークに違いは

あるが、総じて筋損傷誘導後 3日およ

び 7日で高値を示した。Chst の発現に

同調するように CS 分解酵素（Hyal1 お

よび Hyal2）も 3日に発現のピークを

示したが、その後は対照筋と同レベル

まで低下した（図 2B）。3日の炎症部

位を免疫組織化学的に検索したとこ

ろ、多数の Chst12、Hyal1陽性細胞を

検出した。 

Chst および Hyal 陽性細胞がいかなる細胞かは、解明の途中であるが、その分布や出現のパタ

ーン、細胞の形態の特徴などから、これらの陽性細胞は一部筋線維の可能性も残るが、炎症性細

胞である可能性が高いと考えられる。CS は炎症性細胞の貪食機能やサイトカインの分泌能を向

上させることから、Chst 群の 3 日（炎症期）での高発現は、炎症性細胞の損傷部への遊走や損

傷筋組織の除去の促進を反映しているのかもしれない。一方で、CS は筋芽細胞の分化を抑制す

ることから、Hyalは、筋組織中の過剰な CS を低下させて、筋芽細胞の分化ステージへの円滑な

移行を促している可能性が示唆された。 

 

（３）低 E2 状態での筋修復過程での組織の解析と筋量回復の試み 

8週齢の野生型マウスに OVX 処置を

し、4 週間かけて低 E2 状態のマウス

を作成した。12 週齢時に CTX を前脛

骨筋（TA）中に投与し（OVX/CTX 群）、

その回復過程を 14 日間観察し OVX 処

置しなかった群（Intact/CTX 群）と比

較した（採取は 16 週齢）。その結果、

筋線維径を指標にした筋組織の再生

は、OVX/CTX 群で遅延することが明ら

かとなった（図 3A）。 

続いて、OVX/CTX 群に溶媒（DMSO）

に融解させた E2 を 4 日ごとに 4 週間

に わ た り 腹 腔 内 に 投 与 を し

（OVX/CTX/E2群）、筋線維の回復の程

度を検討した。OVX マウスに E2 を投

与（OVX/ E2群）すると、DMSOのみを

投与した群（OVX/DMSO）と比較して有

意差を認めなかったが、線維径は増加

した。OVX/CTX/E2群の線維径は、E2 を

腹腔投与しなかった OVX/CTX/DMSO 群

より有意に大きかった（いずれも E2



投与開始後 28日目の比較）。ただし、筋線維の中心に核を有していたことから、線維の回復は

完了していないと判断した（図 3B）。以上より、低 E2 状態下の筋組織に E2 を投与しただけで

は筋線維の再生は促進されないが、CTXによっていったん筋線維が破壊されることで、線維の再

生が促進される可能性が考えられた。 

TA 中の Esr1 および Esr2 のタンパク量は、OVX 処置したものは Esr2 が Esr1 より高かった。

その値は、OVX/CTX 群の処置後のどのタイムポイントでも、Ers2 が多いことが分かった。OVX 処

置した EsrKOマウスの線維径は、Esr2KOが Esr1KOより有意に低い値を示した。加えて、これら

EsrKOマウスに CTX 処理すると、Esr2KOマウスの筋線維径の回復は、Esr1KOと比較して大幅に

遅延していた。 
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