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研究成果の概要（和文）：筋損傷後の回復過程において，線維芽細胞増殖因子である FGF-1~

FGF-8 の発現と筋の増殖や分化過程で発現量を増加させるマーカー遺伝子の発現との関連性を

調べた結果，FGF-1，FGF-5，および FGF-7 の各 mRNA が筋の増殖過程において発現量を増加させ

ることが認められた。特に，FGF-7 では細胞外マトリックスとともに未成熟な筋細胞の核に発

現が認められ，筋損傷後の回復過程における FGF-7 の関連性が明らかになったが，FGF-7 の発

現抑制によって，菌の増殖・分化マーカーの遺伝子発現に影響を及ぼさなかったため，FGF-7

の筋再生過程における役割については明確にできなかった。	 

 
研究成果の概要（英文）：	 To	 examine	 the	 relations	 between	 specific	 fibroblast	 growth	 
factors	 (FGFs)	 and	 satellite	 cell	 activation	 during	 muscle	 regeneration	 in	 vivo,	 we	 
measured	 mRNA	 expression	 of	 FGFs	 and	 myogenic	 markers	 in	 rat	 plantaris	 muscle	 after	 
bupivacaine	 administration.	 FGF-1,	 FGF-5	 and	 FGF-7	 mRNAs	 after	 the	 treatment	 started	 to	 
increase	 at	 the	 same	 time	 as	 MyoD	 and	 PCNA	 mRNAs.	 FGF-7	 protein	 was	 expressed	 in	 immature	 
muscle	 fiber	 nuclei	 and	 the	 extracellular	 matrix.	 These	 results	 indicate	 that	 FGF-7	 is	 
associated	 with	 specific	 myogenic	 marker	 expression	 during	 muscle	 regeneration.	 However,	 
suppression	 of	 FGF-7	 mRNA	 expression	 following	 short	 hairpin	 RNA	 administration	 did	 not	 
change	 the	 expression	 of	 myogenic	 markers.	 Consequently,	 the	 role	 of	 FGF-7	 during	 muscle	 
regeneration	 in	 vivo	 remains	 unclear.	 
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１．研究開始当初の背景 
	 からだが大きく，筋肉が発達していること
はより大きな筋力，パワーを発揮できる源で
あり，筋肉量の大小はスポーツパフォーマン
スを決定する重要な要素の一つと考えられ

ている。また，高齢者においては，加齢とと
もに筋が萎縮するというサルコペニアが問
題となっており，自立した生活を送るために
は最低限の筋量維持が必要とされている。筋
量維持や筋成長に対する重要な調節因子と
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してインスリン様成長因子（Insulin-like	 
growth	 factor-1:	 IGF-I）や線維芽細胞増殖
因子（Fibroblast	 growth	 factors:	 FGFs）
などの成長因子があげられる。筋が成長した
り，維持するためには筋線維の周囲にある筋
衛星細胞が重要な役割を果たす。筋衛星細胞
が活性化されると増殖，融合，筋線維への分
化，さらに新しい筋線維の核として役立てら
れる。IGF-I は，筋衛星細胞に対して増殖過
程と分化過程の両方を刺激することで筋成
長をもたらすことが知られている。一方，
FGFs は，筋において FGF-1~FGF-8 の８種類
が発現するが，それぞれの機能についてはあ
まり良くわかっていない。その中で，私は，
機能的過負荷による筋肥大，および除神経に
よる萎縮中の各 FGF の発現状態を調べたとこ
ろ，それぞれの FGF の発現パターンが異なっ
ていることを明らかにした（Yamaguchi ら，
Pflugers	 Arch	 2004）。しかしながら，内外
の研究をみても，各 FGF が，in	 vivo におい
て筋成長中に生じる筋衛星細胞の増殖，分化
に対してどのような役割を持っているかに
ついて分かっていないのが現状であった。	 
	 
２．研究の目的 
（１）本研究では，筋再生過程の骨格筋にお
いて，筋衛星細胞の増殖過程，および分化過
程と各 FGF の発現状態の対応関係を調べるこ
とで，それぞれの FGF の筋成長に対する役割
について検討を試みた。	 
（２）筋再生過程において，RNA 干渉という
手法を用いて選択的に特定の FGF の発現を抑
制することによって，筋衛星細胞の増殖過程，
分化過程がどのように変化するかを調べる
ことで，FGF の筋成長を調節する機構の重要
性について検討を行った。	 
	 
３．研究の方法 
（１）実験動物として８週齢の Wistar 系雄
性ラット用い，足底筋にブピバカイン投与群
と，そのコントロールである生理食塩水を投
与する群を作成した。	 
	 ブピバカイン投与および生理食塩水投与
後，１２時間，２４時間，４８時間，７２時
間に足底筋を摘出し，筋損傷後の回復過程に
おける FGF-1~FGF-8 と，MyoD	 family，cell	 
cycle	 marker の mRNA 発現の観察を行った。
mRNA 発現は，FGF-1	 mRNA，FGF-2	 mRNA，FGF-3	 
mRNA，FGF-4	 mRNA，FGF-5	 mRNA，FGF-6	 mRNA，
FGF-7	 mRNA，FGF-8	 mRNA，HGF	 mRNA,	 MyoD	 
family として MyoD	 mRNA と myogenin	 mRNA，
cell	 cycle	 marker として PCNA	 mRNA と p21	 
mRNA，さらに筋衛星細胞との関連を調べるた
め M-cadherin	 mRNA と Pax7	 mRNA を対象に測
定を行った。また，内因性コントロールとし
て GAPDH	 mRNAの測定を行った。各 mRNA の発
現量は，real-time	 RT-PCR 法（ABI7300,	 

Applied	 Biosystems社製）を用いて測定した。	 
	 ブピバカイン投与は，0.5%のブピバカイン
を 0.5ml 足底筋に投与することによって実施
した。ブピバカインによって筋線維が壊され
るので，その後筋線維の再生過程が観察する
ことができる。	 
	 生理食塩水投与は，滅菌済みの生理食塩水
を 0.5ml 足底筋に投与することによって実施
し，ブピバカイン投与群のコントロールとし
て役立てた。	 
	 組織化学染色として，筋損傷後の回復過程
をモニターするため，hematoxylin	 &	 eosin
染色を施した。また，発現量の変化が大きい
ことが予想される FGF-5 と FGF-7 について，
筋における発現箇所を特定するため，免疫組
織化学染色を施し，その発現分布を調べた。
免疫組織化学染色における１次抗体として
goat	 anti-FGF-5	 (M-19)	 polyclonal 抗体
（Santa	 Cruz	 Biotechnology），および goat	 
anti-FGF-7	 (C-19)	 polyclonal 抗体（Santa	 
Cruz	 Biotechnology）を用い，ABC 法
（vectastain	 Elite	 ABC	 kit,	 Vector）によ
り可視化した。	 
（２）実験動物として 4週齢の Wistar ラッ
トを用い，前脛骨筋に FGF-7	 mRNA の発現を
抑制する short	 hairpin	 RNA（shRNA）を発現
する plasmid と特定の遺伝子発現を修飾しな
い Random 配列の plasmid を投与（各 100	 μg	 
DNA/100	 μl	 saline）した。FGF-7	 shRNA	 
plasmid投与およびRandam配列 plasmid投与
後，１日，２日，３日，５日に前脛骨筋を摘
出し，FGF-7，MyoD，myogenin，M-	 cadherin，
PCNA，および p-21 の各 mRNA の発現量を
real-time	 RT-PCR 法を用いて測定した。	 
	 また，4週齢の Wistar ラットについて，足
底筋の協働筋である腓腹筋とヒラメ筋を切
除し，さらに FGF-7	 shRNA	 plasmid 投与，お
よび Randam 配列	 shRNA	 plasmid投与を行い，
その後のMyoD，myogenin，M-	 cadherin，PCNA，
および p-21 の各 mRNA の発現量を測定した。	 
	 FGF-7 に対する short	 hairpin	 RNA（FGF-7	 
shRNA	 plasmid）とランダム配列の short	 
hairpin	 RNA（Random 配列	 shRNA	 plasmid）
は，RNA 干渉の実験に使用できる siRNA	 
plasmid（pBAsi-hU6	 Neo	 Plasmid，Takara）
に組み込み，Competent	 E	 coli	 cells（JM109）
に導入し，増幅させた。得られた Plasmid	 DNA
を EndoFree	 Plasmid	 Mega	 Kit	 (Quiagen)を
用いて，精製し，	 100	 μg	 DNA/100	 μl	 
saline 量になるように濃度調整を行った。	 
	 本研究の real-time	 RT-PCR 測定では，
Power	 SYBR	 Green	 Master	 Mix	 protocolおよ
び Taq-	 Man	 Gene	 Expression	 Assay を用い
て行った。Power	 SYBR	 Green	 Master	 Mix	 
protocol のプライマーは，	 FGF-1	 forward:	 
5'-TCCCTATTTTTGGTTGACCCTAAA-3'，reverse:	 
5'-GCTCTGTGGGCTGAGGGTTA-3'，FGF-2	 



forward:	 5'-TGAACGCCTGGAGTCCATAAC-3'，
reverse:	 5'-CGTTTCAGTGCCACATACCAA-3'，
FGF-5	 forward:	 
5'-CGTCAGCGATTCACAGAACTG-3'，reverse:	 
5'-CTCTTTTGGCTTTCCCTCTCTTG-3'，FGF-6	 
forward:	 5'-TTCAGAGAAACCCTCCTTCCAA-3'，
reverse:	 5'-CAGTGCAATGTAGGTCCCTCTGT-3'，
FGF-7	 forward:	 
5'-CTGCTCTATATGCGCAAATGG-3'，reverse:	 
5'-GAGGTGGAAGCACGGTCTGT-3'，HGF	 forward:	 
5'-AAAACTACATGGGCAACTTATCCAA-3'，
reverse:	 5'-ATGACGGTGTAAATCCTCCATATTC-3'，
MyoD	 forward:	 
5'-GAGTGTCATTTAGCTTCATTTTTGG-3'，
reverse:	 5'-GCTCTGTGGGCTGAGGGTTA-3'，
myogenin	 forward:	 
5'-TGGTACCCAGTGAATGCAACTC-3'，reverse:	 
5'-GGACCAAACTCCAGTGCATTG-3'，PCNA	 
forward:	 5'-TCCGAAGGCTTCGACACATAC-3'，
reverse:	 5'-GGACATGCTGGTGAGGTTCA-3'，p21	 
forward:	 5'-GGCAGACCAGCCTAACAGATTT-3'，
reverse:	 5'-GGCACTTCAGGGCTTTCTCTT-3'，
M-cadherin	 forward:	 
5'-ATCCTGACGGGCAGTTCAAG-3'，reverse:	 
5'-CTCATACTGCTCACGGCTCTCA-3'，Pax7	 
forward:	 5'-CACGGTGCCCTCAGTGAGTT-3'，
reverse:	 5'-TCTCGCCATCTTCTTCCTTTTT-3'，
GAPDH	 forward:	 
5'-AGACTGTGGATGGCCCCTCT-3'，reverse:	 
5'-GATGACCTTGCCCACAGCCT-3'であった。一方，
Taq-	 Man	 Gene	 Expression	 Assay	 は Power	 
SYBR	 Green	 Master	 Mix	 protocol	 で検出で
きなかったFGF-3	 mRNA，FGF4	 mRNA，FGF-8	 mRNA
に対して実施し，以下の ID 番号のプライマ
ーを用いて測定を行った。FGF-3:	 
Rn00590754_m1，FGF-4:	 Rn00709728_m1，	 
FGF-8:	 Rn00590996_m1。	 
	 
４．研究成果	 
	 本研究では，ブピバカイン投与による筋損
傷後の回復過程において，FGF-1~FGF-8 の発
現と MyoD	 family および	 cell	 cycle	 marker
の発現との関連性を調べることで，各 FGF の
筋成長における増殖過程および分化過程に
おける役割について検討を行った。	 
	 MyoD	 mRNA と PCNA	 mRNA はブピバカイン投
与 24 時間後に増加し始め，48 時間後にピー
クに達した。myogenin	 mRNA，p-21	 mRNA，
M-cadherin	 mRNA，Pax7	 mRNAはブピバカイン
投与 48 時間後に増加し始め，72 時間後には
さらなる増加が観察された。このことから，
ブピバカイン投与 24 時間後から筋の増殖過
程が，48 時間後から分化過程が進行している
ことが示唆された（図 1）。	 
	 FGF-1，FGF-5，および FGF-7 の各 mRNA は，
ブピバカイン投与 24時間後に増加し始めた。
FGF-2	 mRNAの発現量はブピバカイン投与後減

少する傾向にあった。FGF-6	 mRNAは生理食塩
水投与後増加する傾向なったが，ブピバカイ
ン投与群と有意な違いは認められなかった。
HGF	 mRNA はブピバカイン投与 24 時間後から
増加し始め，48 時間後，72 時間後にさらな
る発現量の増加が観察された。FGF-3，FGF-4,	 
FGF-8 の各 mRNA については，検出可能なサン
プルが少なく，発現量の変化を観察できなか
った。このように，FGF-1，FGF-5，および FGF-7
の各 mRNA	 が MyoD や PCNA と同じタイミング
で発現量を増加させたのに対して，FGF-2，
FGF-3，FGF-4，FGF-6，および FGF-8 の各 mRNA
は，MyoD	 family や cell	 cycle	 marker の各
mRNA 発現と対応していなかった（図 2）。	 

図 1	 ブピバカイン投与後の筋分化制御因子および cell	 

cycle	 marker 遺伝子の mRNA 発現。BP:	 ブピバカイン投

与群，SL:	 生理食塩水投与群	 

図 2	 ブピバカイン投与後の FGF	 family 遺伝子の mRNA

発現。BP:	 ブピバカイン投与群，SL:	 生理食塩水投与群	 

	 



	 ブピバカイン投与によって発現量を顕著
に増加させた FGF-5 と FGF-7 に対して免疫組
織化学染色を施し，ブピバカイン投与後の
FGF-5およびFGF-7の局在について検討した。
FGF-5 抗体に対しては，筋細胞の核でなく，
おもに細胞外マトリックスにおいて強く染
色された。FGF-7 に対する抗体に対しては，
細胞外マトリックスとともに未成熟な筋細
胞の核において染色された（図 3）。これらの
結果から，筋損傷後の回復過程において，
FGF-7 の重要性が明らかになるとともに，
FGF-7 が筋の増殖過程を刺激することで，筋
再生に貢献している可能性が示唆された。	 

	 
図 3	 FGF-5，FGF-7 に対する免疫組織科学染色図。a)	 

FGF-5（ブピバカイン投与群），b)	 FGF-7（ブピバカイン

投与群），c)	 ネガティブコントロール（ブピバカイン投

与群），d)	 FGF-5（生理食塩水投与群），e)	 FGF-7（生理

食塩水投与群），f)	 FGF-7（生理食塩水投与群）。	 

	 
	 FGF-7 の筋成長を調節する機構に対する重
要性について検討するために，MyoD	 family，
cell	 cycle	 marker の mRNA 発現に及ぼす
FGF-7 の発現抑制の影響について調べた。
FGF-7	 shRNA	 plasmid 投与群では，投与１日
後において，Randam 配列	 shRNA	 plasmid 投
与群と比較して，FGF-7	 mRNA の発現量は約
80%に低下し，その後回復する傾向にあった。
MyoD	 mRNAおよびPCNA	 mRNAの発現量は，FGF-7	 
shRNA	 plasmid 投与群と Randam 配列	 shRNA	 

plasmid 投与群との間に有意な違いは観察さ
れなかった。myogenin	 mRNA の発現量は，投
与１日後，および３日後では FGF-7	 shRNA	 
plasmid 投与群と Randam 配列	 shRNA	 plasmid
投与群との間に有意な違いは観察されなか
ったものの，投与５日後では FGF-7	 shRNA	 
plasmid 投与群の myogenin	 mRNAの発現量は，
Randam 配列	 shRNA	 plasmid 投与群と比較し
て有意な低下が観察された。このように，
FGF-7 が生後の骨格筋成長に対して，
differentiation 段階で影響を及ぼしている
可能性が示唆された。	 
	 次に，足底筋の協働筋である腓腹筋とヒラ
メ筋を切除し，さらに FGF-7	 shRNA	 plasmid
投与，および Randam 配列	 shRNA	 plasmid 投
与を行い，その後の筋成長過程における MyoD	 
family，cell	 cycle	 markerの mRNA 発現状態
について観察を行った。MyoD，myogenin，M-	 
cadherin，PCNA，および p-21 の各 mRNA 発現
について，いずれの発現量においても有意な
違いは観察されず，FGF-7 の筋再生過程にお
ける筋成長への貢献は明らかにできなかっ
た。	 
	 以上，本研究において，線維芽細胞増殖因
子の筋再生過程における役割の可能性につ
いては示唆されるものの，FFGF-7 の発現抑制
による MyoD	 familyおよび cell	 cycle	 marker
の遺伝子発現に変化がみられず，in	 vivo に
おける FGF-7 の役割を明確化することはでき
なかった。本研究では FGF-7 の発現抑制が低
かったことなどの問題点があり，また実験モ
デルについても改良を加え，今後さらに検討
を加えていく必要があるものと考えられる。	 
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