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研究成果の概要（和文）：加齢および病態にともない、筋組織の線維化が生ずることが知られている。この反応
は不可逆性なため線維化発症のメカニズムの解明、その後の予防および治療に関与する知見を得ることは重要で
あると考えられる。今回、間葉系前駆細胞（FAPsもしくはMPCs）が筋損傷後および筋萎縮後のどのような動態を
示すのかを細胞の組織学的な局在性解析、FACS解析、遺伝子発現解析により明らかにすることを目的とした。遺
伝子発現解析の結果、Ptx3の発現が対象群と比較して有意に高いことが明らかとなった。今後、Ptx3を標的に線
維化抑制の効果を動物実験により明らかにしていく予定である。

研究成果の概要（英文）：Fibrosis of muscle tissue is known to occur with aging and pathological 
conditions. Since this reaction is irreversible, it is important to elucidate the mechanism of 
fibrosis onset and to gain knowledge regarding its subsequent prevention and treatment. In this 
study, we investigated the dynamics of mesenchymal progenitor cells (FAPs or MPCs) after muscle 
injury and atrophy by histological localization analysis, FACS analysis, and gene expression 
analysis. Gene expression analysis revealed that Ptx3 expression was significantly higher than in 
the target group. In the future, we plan to clarify the effect of Ptx3 targeting fibrosis inhibition
 by animal experiments.

研究分野：整形外科学

キーワード： 筋損傷　筋萎縮　間葉系前駆細胞　筋線維化　遺伝子発現解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
筋組織変性の1つである筋線維化は不可逆的な反応なので、筋線維化の予防方法の確立は急務である。今回、損
傷筋組織中の間葉系前駆細胞を標的細胞とし組織局在、筋組織中の細胞集団解析、遺伝所発現解析などを、筋損
傷マウスモデル、廃用性筋委縮マウスモデルを使用して進めた。さらに正常な筋生理学を把握するためには病態
モデルと比較することは非常に重要である。本研究は筋肉組織の線維化に対して多方面のアプローチから病態解
明および予防法の確立を目指したものである。本研究で得られた結果から筋肉組織の線維化に対する新規治療法
への応用に向けた基礎的知見の提供が一部出来たと考えている。

※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 
長高齢者社会を目前としている我が国にとって、加齢にともなう運動器疾患は大きな問題とな
っている。通常、骨格筋は高い再生能力を有する組織であり、健常な状態では損傷後は早期に筋
再生が行なわれる。しかし、病的環境下や加齢によりその再生能力は低下する。また、サルコペ
ニアや廃用性筋萎縮にともない脂肪浸潤、線維化を中心とした筋肉の変性が生じることも知ら
れている。この筋変性は不可逆な現象と捉えられており、骨格筋の機能を著しく低下させる。し
かしながら、筋変性に効果のある治療法は今のところはなく、リハビリテーションなどに頼って
いるのが現状である。 
骨格筋組織には筋線維（筋細胞）、神経細胞、間質細胞などの他に 2種類の幹・前駆細胞が存在
している。1つは筋線維へ分化がコミットした筋衛星細胞であり、骨格筋組織が損傷を受けると
すばやく活性化し増殖・分化・融合することにより再生筋線維を形成する。もう 1つは、近年筋
組織中の間質中に存在し筋線維芽細胞および脂肪細胞へと分化する間葉系前駆細胞
（fibro/adipogenic progenitors; FAPs）であるり、FAPs は筋損傷や筋萎縮にともなう筋変性
に大きな影響を与えていることが明らかになってきている。一度起きてしまった筋変性部位は
筋線維に置き換わることはなく、筋組織としての機能低下を引き起こす。このように、筋変性に
対して効果のある治療薬の開発が待たれるが、筋変性発症に関する分子機構に関する知見は乏
しい。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、筋損傷および筋萎縮にともなう筋変性の中でも筋線維化に関する組織学的解
析および遺伝子発現解析を中心に筋線維化の分子機構を明らかにし、臨床応用につながる分子
標的を探索することである。 
 
３．研究の方法 
１）マウスモデル 
筋損傷および廃用性筋萎縮モデルマウス作製には 9週齢の野生型マウス（C57BL/6）を使用した。
筋損傷は三種混合麻酔下で左足の前脛骨筋にカルジオトキシン（CTX）を筋注し誘導した。反対
側の前脛骨筋には PBS を筋注し、対照群とした。廃用性筋萎縮は吸引麻酔下でソフトワイヤーを
巻き付けて下肢を固定することで惹起させた。実験に使用したサンプルは筋損傷モデルマウス
では CTX 投与後 3 日後および 7 日後に前脛骨筋を摘出した。また、廃用性筋萎縮モデルマウス
では処置後 3日後および 2週間後に前脛骨筋もしくは下肢筋肉組織を採取した。 
 
２）組織学的解析 
凍結切片作製用包埋は採取した前脛骨筋を液体窒素で冷却したイソペンタン中で急速に凍結し
て作製した。観察の目的により組織は組織横断面および縦断面が薄切できる方向に包埋した。凍
結切片は 10μm で作製し風乾後、2％パラホルムアルデヒドで固定を行い透過処理後に常法通り
免疫染色を行った。作製した標本は蛍光顕微鏡および共焦点顕微鏡にて画像を取得し画像処理
を行った。また、FAPs の局在をより明確にするために、Pdgfrα陽性細胞において赤色蛍光を呈
するレポーターマウスを作製して同様に実験に供した。 
 
３）フローサイトメトリー 
フローサイトメトリー解析を行うために、筋損傷モデルマウスからは前脛骨筋を廃用性筋萎縮
モデルマウスからは下肢筋肉組織をサンプルとした。筋組織はハサミを用いて細片にした後、酵
素処理にて単細胞に分散させた。FAPs 表面マーカー（CD31-CD45-Pdgfrα+Sca-1+）を染色後に
フローサイトメーターで細胞頻度を求めた。さらに全単細胞数と細胞頻度により FAPs 陽性細胞
数を算出した。FAPs の単離はセルソーターを用いて行った。 
 
４）遺伝子発現解析 
採取した前脛骨筋は RNA 抽出液中でビーズ破砕し、Total RNA の精製を行った。逆転写後、得ら
れた cDNA を鋳型に定量的 PCR を行い、組織中の RNA 発現を評価した。 
 
５）RNA-seq 解析 
筋損傷モデルマウスからは前脛骨筋を、一方で廃用性筋萎縮モデルマウスからは下肢筋肉を材
料とし FAPs をセルソーターにて単離した。単離した各実験群の FAPs から Total RNA を抽出し、
ライブラリー作製、シーケンス解析、遺伝子単位発現解析は受託解析にて行った。GO エンリッ
チメント解析は「Extracellular matrix」の項目で抽出データの解析を行った。 
 
４．研究成果 
１）筋損傷後の筋組織線維化関連分子の探索 



今回、筋線維化機構の解明のために筋損傷モデルマウスを使用した理由は以下の仮説にもとづ
いたものである。 
「筋再生には筋衛星細胞の速やかな増殖・分化・融合が起こることが必要であるが、そのための
足場として細胞外基質の産生が亢進する可能性が高い」 
すなわち、線維化が惹起される時と同じ分子機構が筋組織再生時に働いていると考えたためで
ある。細胞外基質を産生している細胞は FAPs 由来であることが報告されているため、FAPs のマ
ーカー分子である Pdgfrαのレポーターマウスを作製し最初に組織学的な検討を行った。筋損傷
7日後の組織横断面の染色像から再生筋線維間の間質組織に多数の FAPs（もしくは FAPs 由来の
細胞）の像が観察された。さらに縦断面の組織像からも間質組織に FAPs が重層して存在してい
ることが確認できた（Fig. 1）。また FACS 解析の結果から、筋損傷 3 日後および 7 日後ともに
FAPs の数が対象群と比較して有意に増加していることが明らかとなった（Fig. 2）。興味深いこ
とに、損傷筋線維内に FAPs の存在が確認され、FAPs が炎症細胞（主にマクロファージ）を誘引
して損傷筋線維の排除に関連している可能性が推察された。今後マクロファージの解析および、
FAPs が産生しているサイトカイン、ケモカインの解析を進める予定である。前脛骨筋組織の遺
伝子発現解析によって、これまで組織線維化に関する遺伝子群の発現が CTX 投与群で有意に上
昇していることが明らかとなった（Fig. 3）。しかしながら遺伝子発現が FAPs 由来であるか、筋
線維を含む他細胞由来のものかが明らかではなかったため、FAPs をセルソーターで単離後、RNA-
Seq 解析を行った。GO エンリッチメント解析により「Extracellular matrix」の項目で抽出デー
タ解析の結果、筋損傷 3 日後および 7 日後において Ptx3 の発現が高いことが分かった（Fig. 
4）。Ptx3 は炎症および線維芽細胞の活性化に関係がある分子であることがわかっており、細胞
外基質の分泌に深く関係しているとされている。また損傷初期（筋損傷 3日後）では細胞外基質
に関する遺伝子発現が高値であり、損傷 7 日後では細胞外基質に置換される分子が高いことが
明らかとなった。今後は損傷初期で高発現している Ptx3 を阻害することにより線維芽細胞の活
性化を抑えるとともに線維化抑制のための標的分子として詳しい解析を行う予定である。 
 
２）廃用性筋萎縮による筋線維化分子の探索 
 今回、廃用性筋萎縮モデルのマウスから下肢筋肉組織中のFAPsのRNA-Seq解析を行った結果、
筋拘縮 3 日後に線維化に関連した Tnc，Cthrc1, Postn, Ccn4 の発現が、14 日後には Cthrc1, 
Ptx3, Lox, Tnc の発現が高いことが示された（Fig. 5）。これらの結果は経時的に同じ分子発現
の違いがあることを示している。また筋損傷と筋萎縮といった異なった病態において同じ分子
（Ptx3）の発現上昇が見られたことは、筋線維化に関する共通の分子機構の存在が考えられる。
今回の実験において得られた結果から、筋線維化を抑制もしくは予防できる分子を同定するた
めの基礎的データを提示したと考えている。今後は動物実験を中心により深い分子機構の解明
を目指すとともに臨床応用に向けて貢献できるような製剤の探索を今回得られた結果をもとに
目指す意向である。 
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