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研究成果の概要（和文）：　筋傷害薬カルジオトキシン(CTX)を用いた、マウス骨格筋萎縮、再生モデルを作成
し、アドレノメデュリン(AM)と、その受容体活性活性調節タンパクであるRAMP2の、骨格筋とサルコペニアの病
態における意義を検討した。
　RAMP2ヘテロノックアウト(RAMP2+/-)マウスでは、野生型マウスと比較して、CTXの投与後、前脛骨筋における
炎症の消退遅延、骨格筋の再生遅延が認められた。一方、野生型マウスにAMを外因性に持続投与すると、炎症が
抑制され、筋断面積が大きくなった。これらの結果から、AM-RAMP2系が骨格筋の傷害に対して抑制的に働いてい
ることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：  We generated a mouse model of skeletal muscle atrophy and regeneration 
using the cardiotoxin (CTX) to investigate the significance of adrenomedullin (AM) and its receptor 
activity-modifying protein, RAMP2, in the pathogenesis of skeletal muscle and sarcopenia.
 RAMP2 heterozygous knockout (RAMP2+/-) mice showed delayed resolution of inflammation and delayed 
skeletal muscle regeneration in the tibialis anterior muscle after administration of CTX compared to
 wild-type mice. On the other hand, continuous administration of AM to wild-type mice suppressed 
inflammation and increased muscle cross-sectional area. These results indicate that the AM-RAMP2 
system acts in an inhibitory manner against skeletal muscle injury.

研究分野： 内科学一般
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　超高齢化社会が進行する中で、高齢者の生活機能障害を予防し、QOLを維持することは喫緊の課題である。最
近、サルコペニア・フレイルの様な新しい概念が提唱されたが、我々は、生体内の恒常性制御のメカニズムの解
析を進め、その病態を解明することが重要であると考えた。
 　我々は生理活性ペプチド、アドレノメデュリン(AM)と、その受容体活性調節タンパクRAMP2による生体内の恒
常性維持機構に注目してきた。AM, RAMP2は骨格筋にも豊富に存在するが、その機能や病態との関係は不明であ
る。本研究ではAM-RAMP２システムのサルコペニア・フレイルにおける病態生理学的意義と治療応用の可能性を
検証した。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 超高齢化社会が進行する中で、高齢者の生活機能障害を予防し、その自立性と生活の QOL を

維持することは喫緊の課題である。こうした背景の中、サルコペニア・フレイルの様な新しい疾

患概念が提唱された。サルコペニアの分子病態については不明点が多く、診断、治療のコンセン

サスは十分には得られていない。さらに、骨格筋は体重の約 40%を占める、人体で最も大きな

臓器・組織でもあり、全身の代謝にも直接関与している。サルコペニアは、エネルギー消費量減

少、耐糖能低下、血糖値上昇によって、肥満・糖尿病などの他の全身性疾患の原因にもなる。我々

は、サルコペニア・フレイルの新しい治療戦略のためには、生体内恒常性制御のメカニズムの包

括的な解析を進め、病態の本質を解明することが不可欠であると考えた。 
 
２．研究の目的 

我々は生理活性ペプチド、アドレノメデュリン(AM)と、その受容体活性調節タンパク RAMP2 による

生体内恒常性維持機構に注目してきた。AM, RAMP2 は骨格筋にも豊富に存在するが、その機能や

病態との関係は不明である。骨格筋､特に Type I、Type Ⅱa 線維はミトコンドリアに富み、ミトコンドリ

アの量的・質的変化がサルコペニアの一因と考えられるため、AM-RAMP2 系による骨格筋のミトコン

ドリア制御との関係などが注目される。また他の疾患モデルにおいては、AM-RAMP2 系が抗炎症、

抗酸化ストレス作用を有することが示されていることから、AM-RAMP2 系がサルコペニアにおける骨

格筋の傷害を抑制する可能性もある。 

一方で、サルコペニア研究において標準的といえる動物モデルは、現在、存在しない。坐骨神経

除神経などの方法では、不可逆的に筋萎縮を生じることから、病態の改善効果の判定に限界がある。

また後肢懸垂などの方法では、効率良く再現性の高い筋萎縮が得られない場合がある。本研究で

は、簡便かつ再現性の高い筋萎縮が得られる、筋傷害薬 Cardiotoxin(CTX)を用いて、筋萎縮、再生

モデル作成し、解析を行った。 

 
３．研究の方法 
(1) Cardiotoxin 投与による骨格筋傷害･再生モデルの作製 

 Cardiotoxin(CTX)は、Naja pallida 由来のヘビ毒であり、PKC を特異的に阻害する細胞毒素

で、骨格筋線維の脱分極作用を有する薬剤である。CTX は生理食塩水で溶解し 20μMになるよう

調整した。C57BL/6J Wild-type マウスおよび RAMP2+/-マウスを用いて、CTX誘導骨格筋傷害・

再生モデルを作製した。イソフルランによる吸入麻酔を行いながら、10-12 週齢のマウスの前脛

骨筋(TA:tibialis anterior)領域を予め剃/除毛し、27G 針を用いて、前脛骨筋の足関節側から

1/4 位の場所に針先を挿入し、前脛骨筋の中心を通る様に膝側に向けて押し進め、針先をゆっく

り引きながら、CTX20μM、100uLを、前脛骨筋全体に行き渡る様に注射した。主に左側前脛骨筋

を標的にした。頚椎脱臼によりマウスを屠殺し、前脛骨筋を回収した。回収した前脛骨筋は重量

を測定し、病理および遺伝子解析に使用した。RAMP2+/-マウス骨格筋傷害・再生モデルでは、コ

ントロールに Wild-type マウスを用いて、Wild-type マウス生理食塩水（生食）投与群、 RAMP2+/-

マウス生食投与群、Wild-type マウス CTX 投与群、RAMP2+/-マウス CTX 投与群の 4 群を実験群と

し、生食投与群は 14 日間、CTX 投与群は 7、14 日間経過観察した。 

 

(2) AMの浸透圧ポンプによる持続投与 

 Recombinant human AMを生理食塩水で希釈し、6μg/μL/kgになるように調節した。これを浸

透圧ポンプ(Alzet)を用いて 3μg/Kg/hr でマウスに持続投与した。AM のコントロールには生理

食塩水を使用した。浸透圧ポンプはマウスの背側皮下に埋め込んだ。  

 



 

 

４．研究成果 

(1) CTX 誘導性骨格筋傷害･再生モデル 

体重、骨格筋重量/体重比の測定結果を示す。Wild-type および RAMP2+/-は、CTX を投与しても体

重に変化はなかった。骨格筋重量/体重比においては、CTX 投与 7 日後で有意な減少を認め、投与

14 日後で筋重量が回復した。特に、RAMP2+/-の CTX 投与7 日目においては、Wild-type と比較して、

骨格筋重量/体重比の有意な減少を認めた。 

 

(2)骨格筋の病理所見 

 骨格筋の HE 染色の結果を示す。生理食塩水投与群では、両群

とも大きな差は見られなかった。CTX 投与 7 日後では、両群とも

中心核を有する細かい筋線維および炎症が見られた。投与 14 日

後では、中心核を有する太い筋線維が見られたが、RAMP2+/-では

Wild-typeよりも細かい筋線維が見られた。 

 

 

 

 

(3) 骨格筋の断面積測定 (鍍銀染色) 
 鍍銀染色の結果および筋線維の断面積測定の結果を示す。細網線維の好銀性を利用し、銀染色

により個々の筋細胞を囲む筋内膜を染色した。この染色結果を用いて、筋線維の断面積を測定し

た。両群ともに CTX 投与により筋線維径が縮小したが、投与 14 日後には拡大した。CTX 投与 14

日後の RAMP2+/-においては、Wild-typeと比較して筋線維径は小さく、骨格筋再生の遅延が確認

された。CTX を投与しない control においても、RAMP2+/-は Wild-typeに比較して、筋線維径は

小さかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

(4) ミトコンドリア活性の評価(SDH 染色) 

 SDH 染色の結果を示す。ミトコンドリアの活性は、CTX 投与 7 日で減少し、投与 14 日後で回復

した。RAMP2+/-では、Wild-typeと比較して SDH 染色陽性面積が減少しており、ミトコンドリア

の活性が低下していると考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(5) 炎症細胞浸潤の評価(CD45 免疫染色、CD45 の遺伝子発現解析) 

抗 CD45 抗体を用いた免疫染色、CD45 のリアルタイム PCR の結果を示す。CTX 投与 7 日後

においては CD45 陽性細胞数が上昇したが、投与 14 日後においては減少した。RAMP2+/-で

は、Wild-type と比較して CD45 陽性細胞が増加していた。リアルタイム PCR による遺伝子発現解

析でも、RAMP2+/-では、Wild-type よりも CD45 遺伝子発現が上昇していた。 

 

 

 

(6) CTX誘導筋傷害に対する、AMの治療効果の検討 

 鍍銀染色の結果を用いて、筋線維の断面積を測定した。浸透圧ポンプを用いて AMを外因性に

持続投与した AMpump群は、control に比べて、筋断面積が有意に大きかった。 

 

 



 

 

(7) ミトコンドリア活性の評価(SDH 染色) 

 SDH 染色の結果を示す。CTX 投与 7 日後では、両群とも SDH 染色が不良であったが、14 日後で

は回復した。2 群間において SDH 陽性面積には差は認められなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(8) 炎症細胞浸潤の評価(CD45 免疫染色、CD45の遺伝子発現解析) 

 抗 CD45 抗体を用いた免疫染色、および CD45 遺伝子発現解析の結果を示す。CD45 陽性細胞数

は、両群とも 14 日目には減少したが、2 群間に差は認められなかった。CD45 遺伝子発現解析に

おいては、AM pump群では control と比較して、7 日目、14 日目共に有意な発現低下を認めた。 

 

 

 

5. 考察 

RAMP2+/-では、Wild-type に比較して、筋断面積が小さかったことから、CTX モデルにおける骨格筋損

傷と炎症、骨格筋の再生および肥大の過程において、AM-RAMP2 系の関与が示唆された。CTX モデル

における炎症の程度を評価するため、抗 CD45 抗体を用いた免疫染色を行い、白血球数を測定したとこ

ろ、RAMP2+/-では Wild-type と比較して、7 日目、14 日目共に、白血球数が有意に増加しており、炎症反

応が亢進していると考えられた。  

AM の外因性投与実験においては、筋断面積は AM pump 群で有意に上昇していた。CD45 陽性細胞

数は、両群間に差は認められなかったが、遺伝子発現解析においては、AM pump 群は生食 pump 群と

比較して、7 日目、14 日目共に CD45 の発現が低下していた。 

 RAMP2+/-マウスでは、炎症反応の消退遅延および骨格筋の再生遅延が認められるのに対し、AM の外

因性投与では、炎症が抑制され、筋断面積が大きくなった。これらの結果は、AM-RAMP2 系がサルコペニ

アの進展に対して抑制的に働いていることを示しており、サルコペニアの予防、治療の新規標的として

AM-RAMP2 系が有用であることが期待される。 
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