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序論 

 

 

⾻格筋の構造と機能 

 ⾻格筋は⽣体全体の約 40 %の体積を占める最⼤の組織であり、多核の筋線維の集簇体と
して構成され、収縮もしくは弛緩することで機械的な運動を引き起こす。⾻格筋の収縮機構
の基本単位はサルコメアと呼ばれる構造で、アクチン線維とミオシン線維が交互に配列し
ている。モータータンパク質の⼀種であるミオシン分⼦の頭部にはアクチンと結合する機
能を持つ領域と ATP を加⽔分解する機能を持つ領域が存在し、ATP を加⽔分解することに
よりミオシン頭部の⽴体構造が変化し、ミオシンとアクチンの相対的な位置の変化が引き
起こされる。これによって⾻格筋が収縮し、運動器官としての機能を発揮する (Huxley and 

Niedergerke, 1954)。 

 

⾻格筋におけるジストロフィンの構造と機能 

 基底膜は筋細胞膜外に存在する厚いシート状の構造物である。筋細胞膜は細胞の内部環
境を維持するための脂質⼆重層からなり、⽐較的機械的強度が低い (Ozawa, 2010)。⾻格筋
が収縮する際、筋細胞膜には強い圧⼒がかかるが、⾻格筋はジストロフィンを発現すること
によって、筋細胞膜を裏打ちし、その機械的強度を補強することで、筋細胞膜を保護してい
る (Fig. 0-1)。 

 ジストロフィンは X 染⾊体上に存在する Dmd 遺伝⼦によってコードされるタンパク質で
あり、アクチン結合ドメイン、ロッドドメイン、システインリッチドメインおよび C 末端
ドメインの４つの機能的なドメインから構成される(Fig. 0-2A) (Koenig et al., 1988)。ジスト
ロフィンには少なくとも 7 つの組織特異的プロモーターが同定されており、各組織におい
て異なった⻑さのジストロフィンアイソフォームが発現する (Fig. 0-2B) (Doorenweerd, 

2020)。⾻格筋と⼼筋では最⼤⻑の 427 kDa のジストロフィンが翻訳され、これが筋細胞内
ではアクチン結合ドメインとロッドドメインにおいてアクチン線維に結合する⼀⽅ 

(Rybakova et al., 2000)、筋細胞膜上では C末端ドメインにおいてサルコグリカン複合体、ジ
ストログリカン複合体と結合する (Ozawa et al., 1999)。C末端で形成されるこのような複合
体はジストロフィン糖タンパク質複合体 (Dystrophin glycoprotein complex: DGC) と呼ばれ、
同複合体を介して基底膜を構成するラミニンと結合する。ジストロフィンはこのように基
底膜と筋線維細胞⾻格を物理的に連絡し、筋収縮時に筋細胞膜に加わる張⼒を減弱させる
ことで、筋線維の機械的強度を保つ (Ozawa, 2010)。 

  

デュシェンヌ型筋ジストロフィー (DMD) とモデル動物 

 ジストロフィンを⽋損する遺伝性疾患として、デュシェンヌ型筋ジストロフィー
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(Duchenne Muscular Dystrophy: DMD) が知られている。DMD は新⽣男児約 3500⼈に 1⼈
が罹患する遺伝性疾患であり、DMD 患者ではジストロフィンの⽋損による筋細胞膜の脆
弱化に伴って、慢性的に筋損傷が繰り返される。DMD患者は躯幹・四肢の筋⼒低下により
歩⾏が困難になり、最終的には横隔膜を含む呼吸筋の損傷によって呼吸困難、⼼筋の損傷
によって⼼不全に⾄る。通常、⾻格筋は⾼い再⽣能を有し、損傷した場合は速やかに再⽣
することで恒常性を維持しているが、DMD では筋線維の壊死・再⽣が繰り返された結果、
再⽣が壊死に追いつかなくなるといわれている。 

 近年の⼈⼯呼吸器の普及によって、⾻格筋機能の低下が直接の死因となるケースは少
なくなったが、DMD 患者は⼼不全が原因となって 40 代までに死亡する。⼼不全症状を改
善するために、これまでにコルチコステロイドやアンギオテンシン変換酵素阻害薬、b遮断
薬などが⽤いられており、⼀定の治療効果は認めるものの、根治的な治療法となるには⾄っ
ていない (Eagle et al., 2002)。したがって、⾻格筋、⼼筋における病状悪化機序の解明は、そ
れぞれ患者の QOL の改善、延命のために急務である。 

DMD の治療法として国内で認可されている薬剤は現在のところステロイドのみである。
しかし、近年では様々なアプローチによって治療薬の開発が試みられている。特に最も注⽬
を集めているのは、アンチセンス核酸を⽤いたエキソンスキップ薬である。これは DMD患
者における変異を持つジストロフィン mRNA に対してアンチセンス核酸を結合させ、スプ
ライシング位置を調節することによって変異を持つエキソンを強制的にスキップし、短縮
型のジストロフィンを発現させることを狙った薬剤である。⽶国では 2017年にジストロフ
ィン遺伝⼦のエキソン 51 をターゲットとするエテプリルセン、2019年にはエキソン 53 を
スキップするゴロディルセンが既に承認されている (Dzierlega and Yokota, 2020)。ジストロ
フィンは 79 のエキソンから構成されるが、中でもエキソン 43-55 は約 68%と多くの患者に
おいて変異が報告されており、この部位をホットスポットと呼ぶ (Bladen et al., 2015)。近年
では、上述の薬剤のようにホットスポットを標的としたアンチセンス核酸の開発が盛んに
⾏われているが (Echigoya et al., 2019)、現在のところ筋線維におけるジストロフィンの発現
回復効率は⾼くなく、さらにホットスポット以外に変異を持つ患者には奏効しないという
課題も残る。 

 DMD の病態解明ならびに DMD の治療法開発に際して、DMD 疾患モデル動物が重要な
役割を果たしてきた。特にマウスモデルである X chromosome-linked muscular dystrophy (mdx) 

マウスや、イヌのモデルである Canine X-linked muscular dystrophy (CXMD)  イヌが広く研
究に⽤いられている。これらのモデル動物はそれぞれ⻑所と短所を併せ持っている。最も広
く⽤いられる mdx マウスは繁殖・維持が容易である⼀⽅、病状が⼀過性でヒト DMD にお
いてみられる重度の筋病変や線維・脂肪化は観察されず、⼼不全徴候もみられない (Grady 

et al., 1997)。⼀⽅、CXMD イヌはヒト DMD に類似した重篤な⾻格筋、⼼機能低下を⽰す 

(McGreevy et al., 2015) ものの、個体差が⾮常に⼤きく、また繁殖・飼育に多⼤な労⼒を要す
る。近年ではウサギやブタ、サルの DMD モデル動物も作出されており (Chen et al., 2015; 
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Selsby et al., 2015; Sui et al., 2018)、近い将来各モデル動物を実験⽬的に合わせて適切に使⽤
できるようになることが期待される。 

 

DMD患者⾻格筋の線維組織及び脂肪組織浸潤とその起源 

 DMD では疾患の進⾏に伴って⾻格筋間質の線維組織及び脂肪組織浸潤が顕著になること
が知られている。これら線維・脂肪組織の起源を同定しようと、様々な研究がなされてきた
が、2010 年にマウスにおいて線維芽細胞、脂肪細胞分化能を併せ持つ fibro/adipogenic 

progenitor cells (FAPs) が発⾒された (Joe et al., 2010)。FAPs は⾻格筋内に存在し、⾎管内⽪
細胞のマーカーである CD31陰性、⽩⾎球のマーカーである CD45陰性、幹細胞マーカーで
ある Sca-1 陽性を⽰す細胞群として発⾒されたが、同時期に別のグループがマウスで CD31

陰性、CD45陰性、Sca-1 陽性、かつ Platelet-derived growth factor receptor a (PDGFRa) 陽性
の細胞が⾼度な脂肪分化能を持つことを明らかにした (Uezumi et al., 2010)。その後、同グル
ープは、この細胞が線維芽細胞への分化能も併せ持つこと (Uezumi et al., 2011) やヒトでも
同様の細胞が存在すること (Uezumi et al., 2014) を⽰し、これを間葉系前駆細胞と名付けた。
当研究室においても、ラットヒラメ筋より分離した⾼度な脂肪分化能を持つ細胞クローン
2G11 細胞の取得に成功している (Murakami et al., 2011)。2G11 細胞の性質をより詳細に調べ
たところ、2G11 細胞は線維芽細胞への分化能も併せ持ち、ラット間葉系前駆細胞クローン
として位置づけられることが明らかになった (Takeuchi et al., 2016)。さらに、2G11 細胞は細
胞膜表⾯に特異的なマーカーとして Chondroitin Sulfate Proteoglycan 4 (CSPG4) を発現する
ことが分かり、ラットにおいては PDGFRaの代わりに CSPG4 を間葉系前駆細胞のマーカー
として⽤いる事ができる (Takeuchi et al., 2016)。 

 間葉系前駆細胞は Transforming growth factor b (TGF-b) によって線維芽細胞に分化するこ
とがわかっている (Uezumi et al., 2011)。TGF-bは DMD患者の⾻格筋で発現が上昇しており、
線維芽細胞の活性化を促進し、コラーゲンなどの膠原線維の産⽣を亢進させることで、⾻格
筋内の線維組織沈着の引き⾦になる。また他にも Fibroblast growth factor (FGF) は線維芽細
胞に対して増殖活性を有する因⼦として発⾒されたが、筋損傷にともなって発現上昇し、線
維芽細胞だけでなく様々な細胞に対する細胞増殖・分化促進作⽤を持つ。当研究室では、⾻
格筋由来間葉系前駆細胞クローン 2G11 細胞の脂肪分化能の維持には basic FGF (bFGF) の
作⽤が必要であることを明らかにしている (Nakano et al., 2016)。 

 

筋再⽣と筋衛星細胞 

 ⾻格筋に存在する未分化な細胞として、間葉系前駆細胞の他に筋衛星細胞が存在する 

(Mauro, 1961)。⾻格筋は筋損傷に応答し、速やかに再⽣することで恒常性を維持している。
⾻格筋の再⽣は主に⾻格筋特異的幹細胞である筋衛星細胞が司っている。筋衛星細胞は筋
線維周囲の筋細胞膜と基底膜の間に存在し、通常は静⽌状態にある。このとき、筋衛星細胞
は転写因⼦である Pax7や、M-cadherin、Neural cell adhesion molecule (NCAM)、Vascular cell 
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adhesion molecule-1 (VCAM-1)、Syndecan 3/4 などの表⾯抗原を特異的に発現するという特徴
をもつ。筋損傷に伴って壊死した筋線維がマクロファージによって除去されると、筋衛星細
胞は MyoD ファミリー転写因⼦ (MyoD、Myf5) を発現することで活性化し、筋芽細胞とな
って分裂・増殖を開始する (Edmondson and Olson, 1989)。増殖した筋芽細胞は Myogenin、
MRF4 を発現するようになると互いに融合し、多核の筋管細胞を形成する (Wright et al., 

1989)。このような幼若な再⽣筋線維は胎児型ミオシン重鎖 (Embryonic myosin heavy chain: 

eMHC) を発現するが、この再⽣筋線維が成熟し、筋線維径が増⼤することで、筋再⽣が完
了する (Chal and Pourquie, 2017)。 

 

筋衛星細胞の分化調節 

 筋衛星細胞は様々な因⼦によってその分裂・増殖が制御されている。例えば筋損傷時に発
現が上昇する成⻑因⼦として FGFや Insulin-like growth factor 1 (IGF- 1) があり、これらは筋
衛星細胞の持続的な増殖を維持することが知られている (Dimario and Strohman, 1988; 

Machida and Booth, 2004)。⼀⽅、TGF-bは筋損傷時に発現が上昇し、筋衛星細胞に様々な影
響を及ぼす。活性化した筋衛星細胞は TGF-bの作⽤により増殖と融合が抑制されるのに加
え (Allen and Boxhorn, 1987)、損傷筋に移植した筋衛星細胞は TGF-bにより、その運命が変
わり、線維芽細胞様の性質を持つ細胞へと分化することも⽰されている (Li et al., 2004)。 

 TGF-bは主に炎症細胞から分泌される液性因⼦であるが、もともと細胞内では前駆体とし
て産⽣される。前駆体は N端に 25 kDa からなる活性型 TGF-bホモダイマーを有するが、こ
れに Latency associated peptide (LAP) が結合した形を取っており、そのままでは活性を⽰さ
ない。細胞内において TGF-b/LAP 複合体に Latent TGF-b binding protein (LTBP) が結合し、
TGF-b/LAP/LTBP複合体 (Large latent complex: LLC) を形成することで不活性化状態が保た
れており、この状態で細胞外に分泌される。細胞外に分泌された LLC は通常は LTBP を介
して細胞外基質中の fibrillinや fibronectin などに結合しているが、炎症細胞から分泌される
Matrix metalloproteinase (MMP) や Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) 

oxidase (NOX) によって産⽣される Reactive oxygen species (ROS)、pH の低下等によって分
解され、最終的に活性型 TGF-bとして解離する (Fig. 0-3) (Robertson et al., 2015; Taylor, 2009)。 

 筋衛星細胞の数は加齢に伴って減少し、活性化能も低下することから、加齢も筋衛星細胞
による⾻格筋の恒常性維持を制御する重要な因⼦の⼀つであるといえる。⾻格筋は加齢に
伴って筋量が減少し、筋⼒低下により⾝体機能の低下が引き起こされる (サルコペニア) が、
近年、加齢に伴う筋衛星細胞の細胞⽼化がサルコペニアに関与することがわかってきた 

(Sousa-Victor et al., 2014)。 

 

細胞⽼化と筋疾患 

 細胞⽼化とは細胞が分裂を不可逆的に停⽌する仕組みであり、継代を繰り返した細胞が
分裂を次第に停⽌する現象から⾒出された (Hayflick and Moorhead, 1961)。1990年代後半に
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なって継代による分裂過多だけではなく、癌遺伝⼦の活性化、放射線、及び酸化的ストレス
によって、分裂限界以前に細胞⽼化が誘導できることが明らかになってきた (早期細胞⽼
化: Premature senescence) (Di Leonardo et al., 1994; Lee et al., 1999; Serrano et al., 1997)。⽼化細
胞が分裂を不可逆的に停⽌する仕組みとして、DNA損傷応答 (DNA Damage Response: DDR) 

を介する経路、及び p16INK4A を介する経路などが存在する。分裂過多によるテロメアの短縮
や、放射線、酸化的ストレスによって DNA が損傷されると、DDR を介して Cyclin dependent 

kinase inhibitor 2A (CDKN2A) 遺伝⼦上の p19ARF (ヒトでは p14ARF) が転写される。p19 は p53 

を分解する E3 ユビキチンリガーゼである Mouse double minute 2 homolog (MDM2) を抑制
し、p53 を安定化させる。p53 は転写因⼦として働き、最終的に細胞分裂に必要な因⼦であ
る Cyclin dependent kinase (CDK) の阻害因⼦、p21CIP1/Waf1 の発現を誘導することによって細
胞分裂を抑制する (Di Micco et al., 2006)。⼀⽅、p16 の発現は基本的にはエピジェネティッ
クな制御を受けることが近年の研究でわかってきた。ヒストンメチルトランスフェラーゼ
である Polycomb Group (PcG) protein が CDKN2A 遺伝⼦座の H3K27 をトリメチル化するこ
とによって p16 の発現が抑制されることや、ヒストンアセチルトランスフェラーゼである
p300 は転写因⼦ Sp1 によって CDKN2A プロモーター領域に誘導され、H4 のアセチル化に
よって p16 の発現を亢進させることなどが知られている (Jiao et al., 2018)。p16 は細胞周期
抑制因⼦であり、CyclinD と CDK 4/6 の結合を阻害することによって Rb のリン酸化を抑制
し、最終的に細胞周期の進⾏を停⽌させる (Denchi et al., 2005)。 

 細胞は細胞⽼化に伴って様々な表現型の変化を起こす。上述の不可逆的な分裂停⽌に加
え、細胞の肥⼤・扁平化などの形態的変化やクロマチンの構造変化 (Senescence associated 

heterochromatin foci ; SAHF)、b-galactosidase活性の上昇 (Senescence associated b-galactosidase 

activity: SA-bGal活性) などがあるが、近年最も注⽬を集めているのが Senescence associated 

secretory phenotype (SASP) である。SASP は 2000 年代に、早期細胞⽼化を起こした細胞培
養液中に癌細胞の分裂を促進する因⼦が含まれていることから発⾒された (Krtolica et al., 

2001)。現在では⽼化細胞は SASP を獲得することで、炎症性サイトカイン、Matrix 

Metalloproteinase (MMP) や増殖因⼦など様々な因⼦を分泌することがわかっている。特に
SASP獲得によって分泌される因⼦のうち、Interleukin-6 (IL-6)、TGF-bなどは⽼化細胞⾃⾝
に⾃⼰分泌的に作⽤し、増殖抑制を維持するとともに周囲の細胞にも働きかけて細胞⽼化
を誘導する作⽤があると考えられている (Acosta et al., 2013; Kuilman et al., 2008)。 

 細胞⽼化にはこれまで完全に特異的なマーカーは同定されておらず、通常複数のマーカ
ーを⽤いて解析が⾏われる。例えば、p21 は⽼化細胞マーカーであるが、⾻格筋では筋分化
過程においても発現が上昇するため、必ずしも細胞⽼化特異的なマーカーとはいえない 

(Halevy et al., 1995)。DNA損傷のマーカーであるgH2AX もしばしば細胞⽼化のマーカーと
して⽤いられるが、これはアポトーシスを起こした細胞においても認められる (Rogakou et 

al., 2000)。最もよく⽤いられる細胞⽼化のマーカーは SA-bGal活性及び p16 であるが、これ
らもそれぞれ問題点がある。b-Gal活性の上昇は⽼化細胞で観察されるが、マクロファージ
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や破⾻細胞は元々b-Gal の活性も⾼いことから、SA-bGal 染⾊が偽陽性になることが知られ
ている (Kopp et al., 2007)。p16 は細胞⽼化マーカーとしての特異性が最も⾼いが、p16 と同
様に CDK 4/6 の阻害因⼦として働く p15INK4B が p16 の機能を代償して、p16 の発現が認めら
れない⽼化細胞も存在することが⽰されている (Krimpenfort et al., 2007)。 

 このように、⽼化細胞は特異的なマーカーが存在しないため、in vivo での解析は困難を
極めてきた。しかし、近年プロテオーム解析などによって細胞⽼化を起こした細胞において
発現上昇する表⾯抗原  (DEP-1 やb2-microglobulin など ) が明らかになってきており 

(Althubiti et al., 2014)、⽣体内における細胞⽼化に関する研究が発展するのではないかと期
待されている。 

 ⽼化細胞は加齢に伴って体内の様々な組織に蓄積し (Krishnamurthy et al., 2004)、加齢性疾
患の発症にも関与する。⽼化モデルマウスを⽤いた実験において細胞⽼化を抑制した時、サ
ルコペニア症状が改善したこと (Baker et al., 2008)、⽼齢マウスで筋衛星細胞特異的に p16

を⽋損させたところ、同症状が改善されること (Sousa-Victor et al., 2014) から、⾻格筋にお
いてもサルコペニアの進⾏に細胞⽼化が関与しており、細胞⽼化が⾻格筋における病態形
成にも関与することがわかる。さらに、このような加齢に伴う全⾝状態の悪化のみならず、
細胞⽼化は病的状態においても誘導され、SASP によって特発性肺線維症、肝線維症、動脈
硬化などの様々な炎症性疾患の進⾏に関与することが近年明らかとなってきた (Childs et 

al., 2016; Ogrodnik et al., 2017; Schafer et al., 2017)。 

 DMD患者の⾻格筋⽣検組織を⽤いた実験で、患者由来⾻格筋初代培養細胞中の筋芽細胞
の割合が加齢性に減少し、線維芽細胞の割合が増加することが⽰されている。また、同筋芽
細胞の⼀部は形態学的な変化も⽰し、通常の筋芽細胞に⽐べて細胞が肥⼤・扁平化する。さ
らにこのような形態変化を起こした細胞は特に分裂能が低いことが明らかになった (Blau 

et al., 1983)。このような細胞の形態的変化や分裂停⽌といった特徴は⽼化細胞の表現型を忠
実に反映している。また、DMD患者では、筋の持続的な損傷によって慢性炎症が誘導され、
これによって⾻格筋中の酸化的ストレスが増加する  (Petrillo et al., 2017; Verhaart and 

Aartsma-Rus, 2019)。⾻格筋細胞内の酸化的ストレスは主に NADPH oxidase (NOX) を介して
産⽣されることが知られている (Kozakowska et al., 2015; Whitehead et al., 2010)。NOX は細
胞膜上に発現するタンパク質であり、NADPH から電⼦を酸素に受け渡すことで活性酸素種 

(Reactive oxygen species: ROS) を産⽣する役割を持つ (Bedard and Krause, 2007)。なかでも
NOX-4 は TGF-b、NF-kBなどの炎症因⼦によって発現が調節され、炎症反応によってその
発現が亢進する (Chen et al., 2012)。これに加えて DMD では慢性炎症に伴ってマクロファー
ジや好中球などが⾻格筋内に浸潤し、これらの炎症細胞由来の活性酸素種も酸化的ストレ
スを上昇させる (Kozakowska et al., 2015)。酸化的ストレスは細胞⽼化の原因のひとつであ
ることから、DMD では慢性炎症に伴う酸化的ストレスの蓄積が細胞⽼化を誘導する可能性
が考えられる。そこで当研究室では DMD と細胞⽼化の関係を明らかにするために、新しく
ラットに着⽬し、以下に⽰すような新規筋ジストロフィーモデル動物の作出を試みた。 



 

 10 

 

CRISPR/Cas 法を⽤いた新規モデル動物の作出 

 DMD を研究する上で疾患モデル動物の存在が重要であるが、mdx マウスや CXMD イヌ
を⽤いた実験は前述のように課題が残る。 

 マウスとイヌの中間の⾝体サイズを持つラットはこれまでヒトの疾病に対する治療法開
発研究に⽤いられてきた利便性の⾼い実験動物種であり、特に薬効評価や毒性試験に好ん
で⽤いられてきた (Jacob, 1999)。これはマウスに⽐べて⾝体のサイズが⼤きく、採⾎が容易
で採⾎量も確保できたからであると考えられる。⼀⽅で、マウスは ES 細胞の培養法や発⽣
⼯学的⼿法も確⽴されているという利点があり、特定の遺伝⼦座のゲノム編集が容易であ
ったため、様々な遺伝⼦のノックアウト、ノックインマウスモデルが作出され、マウスを実
験動物として使⽤することが主流になった。マウスとは異なり、ラットでは ES 細胞の培養
⽅法が確⽴されておらず、特定の遺伝⼦座を標的としたゲノム編集を⾏うことは⾮常に困
難であった。しかし近年、新しいゲノム編集技術である CRISPR/Cas 法が注⽬を集めるよう
になり、このような状況が変化してきた。これは古細菌の獲得免疫システムである clustered 

regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) と CRISPR associated nuclease (Cas9) を
応⽤して、短い RNA 合成のみで標的部位に変異を導⼊できる技術である。CRISPR/Cas 法
では protospacer adjacent motif (PAM) と呼ばれる配列の上流 20 数塩基の標的と相同な配列
及び⾜場 (scaffold) の配列で構成される guide RNA (gRNA) が標的配列に結合し、そこに
Cas9 が結合することで標的部位の⼆本鎖切断を誘導する。この⼆本鎖切断に伴う DNA 修
復機構である⾮相同末端修復は、修復過程で DNA に⾼確率に変異を起こすため、標的部位
に変異が導⼊された動物を作出できる。この⽅法は ES 細胞を⽤いた⽅法よりも安価で迅速
であり、さらにゲノム編集効率も⾼く、マウスでは 100%に近い効率で遺伝⼦⽋損した個体
を F0 で作出することができる (Fujii et al., 2013)。CRISPR/Cas 法はラットを含めた様々な動
物種で応⽤可能であることが⽰されており (Li et al., 2013)、近年ではブタ、ウサギ、サルな
どげっ⻭類に限らない様々な動物種において⽤いられている。以上の技術を⽤いて、当研究
室では CRISPR/Cas 法を⽤いて Dmd 遺伝⼦に out-of-frame 変異を持つラットを作出するこ
とに成功した (Nakamura et al., 2014)。同ラットは F0世代の研究において、12週齢から⾻格
筋の線維化や⼼筋の炎症像を呈するなど、既存のモデル動物に⽐べて重篤な表現型を持つ
ことが⽰された。 

 

本研究の⽬的 

 上述のように DMD では細胞⽼化が誘導されている可能性がある。そこで、本研究では第
⼀章において Dmd 遺伝⼦に out-of-frame 変異を持つラットを系統化し、第⼀節において⾻
格筋、第⼆節において⼼筋の経時的な機能・病理学的解析を⾏うことによって同ラットの
DMD モデル動物としての妥当性を検討した。第⼆章では実際に同ラットにおいて細胞⽼化
が疾患の進⾏に関与するかどうかを検討し、第三章において細胞⽼化による DMD の病態進
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⾏機序を解明することを本研究の第⼀の⽬的とした。以上の病態進⾏機序の存在が明らか
になれば、ベッカー型筋ジストロフィーや、メロシン⽋損型筋ジストロフィーなど DMD と
同様に慢性炎症を伴う筋疾患⼀般に同機序が敷衍できる可能性がある。サルコペニアでは
既に細胞⽼化が疾患の進⾏に関与することが⽰されており、本研究によって新たに炎症性
筋疾患における細胞⽼化の病態進⾏機構を解明することで、広く細胞⽼化による筋組織の
恒常性破綻機構を提⾔し、⽼化細胞の病態⽣理学的な意義の解明や筋疾患⼀般の治療法開
発に貢献することを第⼆の⽬的とした。
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第⼀章 

 

ジストロフィン遺伝⼦に out-of-frame 変異を持つラットの 

DMD モデル動物としての妥当性の検討 
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緒⾔ 

 

 

デュシェンヌ型筋ジストロフィー (DMD) はジストロフィン遺伝⼦の out-of-frame 変異に
起因する遺伝性疾患であり、新⽣男児の約 3500⼈に 1⼈が罹患する。ジストロフィンタン
パク質は筋組織において主に発現し、⾻格筋線維や⼼筋線維のアクチン⾻格と筋基底膜を
接続することによって筋線維細胞膜を安定化させる役割を担っている (Ryder et al., 2017)。
このジストロフィンタンパク質が⽋損すると、筋線維が脆弱化し、DMD患者では慢性的に
筋損傷が繰り返される。その結果、患者は筋⼒の低下によって 8-14 歳までに⾞椅⼦が必要
になり、最終的には横隔膜の損傷によって呼吸不全や、⼼筋の傷害によって⼼不全を呈する 

(Mercuri and Muntoni, 2013)。 

⾻格筋は再⽣能の⾼い組織であり、損傷を受けた場合には速やかに再⽣することで恒常
性を維持している。筋損傷時には⾻格筋特異的幹細胞である筋衛星細胞が活性化し、分裂・
増殖を繰り返した後に、互いに融合して幼若な筋線維を形成する。この幼若な筋線維が成熟
することによって新しい筋線維が再⽣される (Yin et al., 2013)。しかし、DMD患者では筋の
再⽣がうまく⾏われず、⾻格筋間質に重度の線維・脂肪組織浸潤が認められる (Verhaart and 

Aartsma-Rus, 2019)。近年の研究によって、⾻格筋の線維・脂肪化は⾻格筋間質に存在する間
葉系前駆細胞と呼ばれる細胞を共通の起源とすることが明らかになった (Joe et al., 2010; 

Uezumi et al., 2010; Uezumi et al., 2011)。間葉系前駆細胞は筋の急性損傷時には分裂・増殖の
後、筋衛星細胞の分化や、筋の再⽣を促す働きをもつ (Joe et al., 2010)。⼀⽅で、病的な状
態では間葉系前駆細胞は線維芽細胞・脂肪細胞に分化し、逆に筋の再⽣を抑制する (Rao et 

al., 2013; Uezumi et al., 2010; Uezumi et al., 2011)。 

近年の⼈⼯呼吸器の普及によって、⾻格筋機能の低下が直接の死因となるケースは少な
くなったが、DMD 患者は⼼不全が原因となって 40 代までに死亡する。⼼不全を改善する
ために、これまでにコルチコステロイドやアンギオテンシン変換酵素阻害薬、b遮断薬など
が⽤いられており、⼀定の治療効果は認めるものの、根治的な治療法となるには⾄っていな
い (Eagle et al., 2002)。 

これまで、DMD の病態解明を⽬的として様々な DMD モデル動物が作出されてきた。ジ
ストロフィン遺伝⼦に out-of-frame 変異を持つマウスモデル (mdx マウス) は DMD の研究
に最も広く⽤いられている。しかし、mdxマウスは症状が軽症であり、⾻格筋の線維・脂肪
化が認められず、⼼機能不全も⾒られないため、必ずしもヒト DMD の病態を適切に反映し
ているとはいえない (Fayssoil et al., 2013; Grady et al., 1997; Verhaart et al., 2012)。当研究室で
は 2014 年にジストロフィン遺伝⼦に out-of-frame 変異を持つラットを作出した (Nakamura 

et al., 2014)。この F0 ラットは mdxマウスよりも⽐較的重度の表現型を⽰し、12週齢という
早期から⾻格筋の線維化が亢進しており、⼼筋の損傷も認められた。そこで、本研究では F1
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で分離した out-of-frame 変異を持つ系統を⽤いて、第⼀節においての⾻格筋を、第⼆節にお
いて⼼筋をそれぞれ経時的に機能的・病理学的に解析することで、DMD のモデル動物とし
て有⽤性を検討することを⽬的とした。 
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材料と⽅法 

 

 

動物と飼育条件 

 本研究室では、2014年に Wistar Imamichi ラットを背景とし、ジストロフィン遺伝⼦に out-

of-frame 変異を有するラットを複数作成した。その中から Fig. 1-1-1A に⽰される変異を持
つラットが選択され、ジストロフィン遺伝⼦にヘテロで変異を有する XDmdX メスラットに、
動物繁殖研究所 (茨城、⽇本) から購⼊した野⽣型の雄を 6代以上交配させることによって
系統化した (OF ラット)。6代以上の交配によって CRISPR/Cas 法における off-target効果も
減弱されたと考えられる。実験には OF ラットおよび同腹の野⽣型ラットのオスを⽤いた。 

 動物は温度 23±1˚C、湿度 60％、明暗条件：明期 12 時間、暗期 12 時間（明期: 8:00 - 20:00）
の条件下で飼育し、固形飼料 (ラボMR スタンダード、⽇本農産⼯業、神奈川、⽇本) 及び
⽔は⾃由に摂取させた。全ての実験は「東京⼤学動物実験実施マニュアル」に基づき、東京
⼤学動物実験委員会の承認を得て⾏われた (P18-125)。 

 

遺伝⼦型の判定 (ジェノタイピング)  

 出⽣後、尻尾を先端から 1-2 mmほど切断し、ジェノタイピングに⽤いた。これに 180 μl

の 50 mM NaOH を加え、95˚C、10 分間加熱処理した。40 µl の 1M Tris-HCl (pH 8.0) を加え
たのち遠⼼ (12,000 rpm、10 分) し、上清を回収した。これを 1-2 µl⽤い、KOD FX (東洋紡、
⼤阪、⽇本) を⽤いて以下の組成、温度、時間にて PCR反応を⾏った。 

 

PCR反応液の組成  

2×PCR buffer 10 µl 

2 mM dNTP 4 µl 

滅菌超純⽔ 4 µl 

Forward Primer 0.6 µl 

Reverse Primer 0.6 µl 

KOD FX 0.4 µl 

Template（DNA） 1-2 µl 

Total Volume 約 20 µl 
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PCR反応条件  

94˚C、2 分  

94˚C、10秒  

60˚C、20秒 36 サイクル 

68˚C、1 分 /kb  

 

PCR に⽤いたプライマーを下記に⽰す。Dmd: Forward, 5’- AGT TTC CAT CAA TAG CCA TAC 

CAA A -3’; Reverse, 5’- TCT CAG TGT ACA AGT GTG ACG AAC A- 3’。PCR産物をアガロー
スゲル電気泳動することによりジェノタイプを判断した。 

 

グリップテスト 

 前肢の筋⼒ (kg) をマウス・ラット⽤握⼒測定装置 GPM-101B/V (メルクエスト、富⼭、
⽇本)を⽤いて計測した。ラットの尻尾を持ち、ラットが T字グリップを握ったのを確認し、
ラットを測定装置に対して⽔平遠位⽅向に牽引し、ラットが⼿を離すまでの最⼤筋⼒を記
録した。これを連続して 10回⾏い、その中で最⼤の数値を筋⼒の指標として解析に⽤いた。 

 

サンプリング (筋組織および⾎液の採取) 

 ラットから、⾎清、⼼臓、前脛⾻筋、ヒラメ筋および⼤腿四頭筋を採取した。以下にその
⽅法を⽰す。イソフルランによる吸⼊⿇酔下の動物を開腹し、腹⼤動脈から全採⾎を⾏っ
た。⾎液を室温で 30 分以上静置したのち遠⼼し (2,000 rpm、30 分、4˚C)、⾎清を採取した。
採取した⾎清は -20˚C で保存した。⼼臓、前脛⾻筋、ヒラメ筋は採取後、周囲の結合組織を
取り除いたのち、それぞれの重量を測定した。採取した前脛⾻筋を、超純⽔と混合した
TRAGACANTH GUM粉末 (和光純薬、⼤阪、⽇本) を⽤いてコルク上に固定し、液体窒素
で冷却した 2-メチルブタン (和光純薬) 中で急速に凍結させた。採取した⼤腿四頭筋は、後
述するラット⾻格筋初代培養細胞の採取に使⽤した。 

 

組織切⽚の染⾊ 

1. 組織切⽚の免疫染⾊ 

  凍結した前脛⾻筋を-20˚C に設定したクリオスタット  (MICROM International GmbH、
Walldolf、Germany) 内で 30 分馴致させ、O.C.T.コンパウンド (Tissue-Tek、Sakura Finetek U.S.A、
CA、USA) によりコルクごと台に固定し、厚さ 7 µm の凍結切⽚を作成した。余分な切⽚は
MAS コート付きスライドグラス (松浪硝⼦⼯業、⼤阪、⽇本) 上に貼り付け、⾵乾させたの
ち、-80˚C で保存した。保存した切⽚は、使⽤する際には室温に戻し、⾵乾させた後に実験
に⽤いた。作成した凍結切⽚を 10 分間⾵乾後、4%パラホルムアルデヒド (Paraformaldehyde: 

PFA、和光純薬) を含むリン酸緩衝⽣理⾷塩⽔ (Phosphate buffered saline: PBS) にて 15 分間
固定した。PBS により 3回洗浄したのち、5%正常ヤギ⾎清 (Normal Goat Serum: NGS、Vector 
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laboratories、Burlingame、CA、USA) と 0.1%の Triton-X (Sigma、St. Louis、MO、USA)、50

倍希釈した 31%H2O2 を含む PBS にて 20 分間ブロッキングし、同時に内因性ペルオキシダ
ーゼを失活させた。洗浄後、5% NGS/PBS で 100 倍に希釈した抗 Embryonic myosin heavy 

chain (eMHC) マウスモノクローナル抗体 (Developmental Studies Hybridoma Bank、Iowa City、
IA、USA)、20倍に希釈した抗 Utrophinマウスポリクローナル抗体 (Leica、Wetzler、Germany) 

を 4˚C で⼀晩反応させた。⼆次抗体にはヒストファイン シンプルステイン MAX-PO (M) (ニ
チレイバイオサイエンス、東京、⽇本 ) を⽤いて室温で 1 時間反応させた。3,3'-

diaminobenzidine (DAB) を⽤いて、50 mg DAB/ 100 ml PBS溶液に 50 µl の 31% H2O2 を添加
した後に、切⽚を浸漬して 1-5 分反応させ、褐⾊の⾊素沈着を確認した。核の対⽐染⾊には
マイヤーヘマトキシリン溶液 (和光純薬) に 5 分反応させ、流⽔で 5 分洗浄したあとに核が
紫⾊に染⾊されていることを確認した。エタノール (和光純薬)、キシレン (和光純薬) を⽤
いて脱⽔・透徹を⾏った後、切⽚を Multimount (松浪硝⼦⼯業) により封⼊し、観察を⾏っ
た。 

 

2. ヘマトキシリン・エオジン (HE) 染⾊およびMasson’s trichrome 染⾊ 

 東京⼤学獣医病理学教室において実施した。前脛⾻筋凍結切⽚に対し、HE 染⾊および
Masson’s trichrome 染⾊を施した。また、採取した⼼臓は、定法に従い厚さ 2 µm のパラフィ
ン切⽚を作製し、Masson’s trichrome 染⾊を施した。写真はデジタルカメラ (DP73: Olympus、
東京、⽇本) を搭載した蛍光顕微鏡 (Olympus) を⽤いて撮影した。線維化⾯積の定量は、
Masson’s trichrome 染⾊を施した切⽚における写真画像から CellProfiler (Broad Institute、MA、
USA) を⽤いて⻘⾊の画素及び切⽚全体の画像を抽出し、それらの⾯積を定量したあとに、
⻘⾊の⾯積を切⽚全体の⾯積で除することによって⾏った。 

 

ウェスタンブロット 

1. 筋組織からのタンパク質抽出 

  クリオスタットにて薄切した筋切⽚ (厚さ 7 µm、約 50枚) をあらかじめ-20˚C に冷却し
た 1.5 ml遠⼼チューブ (Beckman Coulter、CA、USA) に集め、50-200 μl の RIPA buffer (0.1% 

SDS、2 mM EDTA、1% NP-40、50 mM Tris-HCl (pH 7.4)、50 mM NaF、0.5% デオキシコール
酸ナトリウム、150 mM NaCl) を加え、4˚C、15,000 rpm で 30 分間の遠⼼を⾏ったのち、上
清を別のチューブに回収した。プロテインアッセイ BCA 試薬 (和光純薬) を⽤いてタンパ
ク質濃度を測定したあと、5-10 µg/µl になるように必要ならば RIPA buffer で希釈し、6x 

Sample buffer (0.35 M Tris-HCl (pH 6.8)、4% SDS、20% Glycerol、3.1% Dithiothreitol) を添加
した。沸騰⽔中で 100˚C、5 分加熱処理し、S-S 結合を切断した。 

 

2. SDS−PAGE とブロッティング 

 サンプルを、SDS を含む 10% ポリアクリルアミドゲルを⽤いた電気泳動 (SDS-PAGE) に
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より分離した。各レーンに 20-25 µg のタンパク質をアプライし、泳動バッファー (25 mM 

Tris、192 mM Glycine、0.1% SDS) 中で 150V の低電圧下で約 1 時間泳動した。ウェット式
転写装置ミニトランスブロットセル (BIO-RAD、Hercules、CA、USA) に転写バッファー 

(10% メタノール、25 mM Tris、190 mM Glycine) を加え、45 V の定電圧下で⼀晩ブロッテ
ィングを⾏い、ポリアクリルアミドゲルからメンブレンへ転写を⾏った。その後、メンブレ
ンを取り出し、5 % スキムミルク/TBS-T (0.1% Tween 20/TBS) に浸し、室温で 1 時間ブロッ
キングした。⼀次抗体には TBS-T で 1000 倍に希釈した抗 Perilipin 抗体 (Cell signaling 

Technology、MA、USA) を⽤いて 4˚C で⼀晩反応させた。反応後、メンブレンを取り出し、
振盪しながら TBS-T にて 5 分間、3回洗浄した。⼆次抗体反応では、1% スキムミルク/ TBS-

T で 8,000 倍希釈した Horseradish Peroxidase (HRP) 標識抗ウサギ IgG 抗体  (Jackson 

Laboratory、MA、USA) を⽤い、室温で 1 時間反応させた。TBS-T で 3回洗浄した後、ECL 

Prime Western blotting detection reagent (GE Healthcare、Chalfont Saint Giles、UK) により発光
させ、ChemiDoc XRS+システム (BIO-RAD) により画像を取得し、画像処理により各タンパ
ク質の定量を⾏った。 

 

細胞培養と免疫染⾊ 

1. ラット⾻格筋初代培養細胞  

 採取した⼤腿四頭筋を PBS に浸した。筋に付着している結合組織を除去したのち、10 cm

シャーレ (BD Falcon、NJ、USA) に⾻格筋を移し、鋏で細かく刻んだ。細切した組織をそれ
ぞれ Protease type ⅩⅣ：Bacterial (EC、3、4、24、31) from Streptomyces griseus (Sigma、最終
濃度 1.25 mg/ml) を含む 40 ml の PBS により 37˚C で 1 時間酵素処理した。酵素処理終了後、
3,000 rpm で 3 分間遠⼼分離し、上清を取り除いた。再び 37˚C の PBS を加え攪拌し、1,000 

rpm の遠⼼分離を⾏い、細胞を含む上清を回収した。この操作を遠⼼分離の時間を 10 分、
8 分、5 分と短くしながら合計 3回繰り返し、回収した上清を 3,000 rpm で 3 分間遠⼼分離
し た 。沈殿し た 細 胞 を 10% Fetal Bovine Serum/DMEM+ 50 U/ml Penicillin+ 50 µg/ml 

Streptomycin (10% FBS/DMEM+PSG: 通常培地) に懸濁し、70 µm 径の Cell Strainer (BD 

Falcon) を⽤いて濾過した。得られた細胞は poly-L-lysine (Sigma) と 0.001% human plasma 

fibronectin (Invitrogen) でコートした 48-well プレート (IWAKI、千葉、⽇本) に、１個体当
たり 2 well になるように播種した。細胞は通常培地にて、37˚C、湿度飽和、5%CO2-95%空
気条件下で培養した。培養開始 24 時間後に培地交換を⾏ったのち、培養開始 48 時間後に
細胞を固定し、免疫染⾊を⾏った。プレートのコートにあたっては、まず培養表⾯を poly-

L-lysine で 5 分間処理し、滅菌超純⽔で 3 回洗浄してよく乾燥させた。さらに、0.001%の
human plasma fibronectin を含む DMEM で 30 分以上処理し、細胞を播種する直前に吸引除去
した。 

 

2. 培養細胞の免疫染⾊ 
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  4% PFA/PBS で各ウェルを満たし、室温で 15 分間反応させることにより、細胞の固定を
⾏った。PBS で 3回洗浄後、5% NGS + 0.1% Triton-X を含む PBS にて 20 分間ブロッキング
した。再度 PBS で洗浄後、⼀次抗体液を 4˚C で⼀晩反応させた。⼀次抗体液として、5% 

NGS/PBS で 100 倍希釈した抗 Pax7 マウスモノクローナル抗体 (Developmental Studies 

Hybridoma Bank: DSHB、IA、USA)、抗MyoDマウスモノクローナル抗体 (Novocastra、Wetzlar、
Germany) を⽤いた。反応終了後、PBS で 3 回洗浄し、⼆次抗体液として 5% NGS/PBS で
500倍に希釈した Alexa Flour® 488標識ヤギ抗マウス IgG抗体または Alexa Flour® 594標識
ヤギ抗マウス IgG 抗体 (Invitrogen) を室温で１時間反応させた。PBS で洗浄後、PBS にて
0.1 µg/ml に希釈した hoechst33258 (同仁化学研究所、熊本、⽇本) 溶液を 5 分間反応させた。
PBS で洗浄後、顕微鏡下で観察・撮影を⾏った。画像解析には、Fiji のプラグインである、
U-net を⽤いた Deep learning を使⽤した (Computer vision group: University of Freiburg) (Falk 

et al., 2019)。Hoechst を撮影した画像と染⾊画像を合成したのち、Fiji を⽤いて陽性核を
Annotation し、数枚の教師データを作成した。Google colaboratory が提供するクラウド GPU

を⽤いて、Computer vision group が提供するモデルに対して教師データを学習させ、モデル
を最適化した。同モデルを⽤いて各画像から陽性核の数を⾃動抽出させた。 

 

筋損傷マーカーの測定 

1. ⾎中クレアチンキナーゼ値 (Creatine kinase: CK) の測定 

 -20˚C で保存した⾎清を融解し、富⼠ドライケムシステム（富⼠フィルム、東京、⽇本） 
を⽤いて CK 値を測定した。CK 値が測定範囲を超過している場合は、0.9% ⽣理⾷塩⽔を
⽤いて希釈してから再度測定した。 

2. 尿の採取・尿中タイチン値の測定 

 近年の研究によって、⾎中のクレアチンキナーゼ値に加えて、尿中タイチン値も筋損傷を
反映するマーカーであることが明らかになってきた (Matsuo et al., 2019)。WT、OF ラットを
2-6 時間、ラット⽤代謝ケージ (TECNIPLAST、VA、Italy) 内で飼育し、尿を採取した。採
取した尿は 

-20˚C で保存し、共同研究先の神⼾学院⼤学総合リハビリテーション学部 核酸創薬研究寄
付講座に輸送され、タイチン値を測定した。タイチンの測定には Titin-N Fragment Assay Kit-

IBL (免疫⽣物研究所、群⾺、⽇本) を⽤いた。クレアチンの測定には LabAssayTM Creatine (和
光純薬) を⽤いた。各個体のタイチン値として、クレアチンによって標準化した値を⽤いた。 

 

呼吸機能解析 

 呼吸機能解析には、FinePointeTM Small Animal Whole Body Plethysmography (WBP) system 

and computerized program (Buxco Systems Inc.、NY、USA) を⽤いた。6、9ヶ⽉齢の WT、OF

ラットを⾮⿇酔下でチャンバー内に⼊れ、30 分間各呼吸機能を記録した。ラットが安定し
た呼吸を⾏っている約 10 秒間の測定データを呼吸機能の指標として出⼒した。f は 1 分間
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あたりの呼吸数、Enhanced pause (Penh) は気道収縮、Tidal Volume は 1回換気量を表す。Penh 

は、最⼤呼気流量 (Peak expiratory flow: PEF (mL/sec))、最⼤吸気流量 (Peak inspiratory flow: 

PIF (mL/sec))、呼気時間 (Expiratory time: Te (sec))、Relaxation time: Tr (sec) (呼気圧が 36%ま
で減衰するまでの時間) から計算され、Penh= (PEF/PIF) x (Te/Tr−1) の式で計算された。 

 

⼼機能解析 

 超⾳波検査による⼼機能測定は東京⼤学⼤学院医学系研究科循環器内科の⽊村公⼀博⼠、
東京⼤学医学部附属病院検査部の岡野智⼦⽒のご協⼒のもと⾏われた。6、10ヶ⽉齢の WT、
OF ラットを 5%の濃度でイソフルラン⿇酔導⼊を⾏った。なお、⿇酔維持下のイソフルラ
ン濃度は、WT では 4%、OF ラットでは 1-2%にした。⼼エコー図検査は 12MHz 12 S-D probe 

(GE Healthcare) を⽤いて、Vivid E95 digital ultrasound system (GE Healthcare) のもとで⾏っ
た。フレームレートは１秒間に約 250枚以上の⾼画質を得られるように注意しながら、乳頭
筋レベルでの短軸像、四腔断⾯像を記録した。短軸像からは、拡張末期において左室拡張末
期径 (Left ventricular (LV) end-diastolic diameter: LVDd)、⼼室中隔壁厚 (intraventricular septum 

thickness)、左室後壁厚 (LV posterior wall thickness) を測定し、収縮末期において左室収縮末
期径 (LV end-systolic diameter)、左室内径短縮率 (LV fractional shortening (LVFS)) を測定し
た。四腔断⾯像からは、右室内腔⾯積変化率 (Right ventricular fractional area change: RVFAC)、
僧帽弁拡張早期波⾼ (Transmitral peak E velocity)、僧帽弁拡張早期波減衰時間 (Transmitral E 

deceleration time: Transmitral E DT)、三尖弁拡張早期波 (Tricuspid peak E velocity) を測定し
た。さらに、同画像において組織ドプラ法 (Tissue Doppler Imaging: TDI)を⽤いて左室⾃由
壁、左室中隔壁における僧帽弁輪収縮期波最⾼速度 (TDI Peak systolic velocity at systole (Sa) 

at lateral wall, or septum wall: TDI Sa lateral, TDI Sa septum) や僧帽弁輪拡張早期波最⾼速度 

(TDI peak systolic velocity at early-diastole at lateral wall, or septum wall: TDI Ea lateral, TDI Ea 

septum) を測定した。右室において、⾃由壁における三尖弁輪収縮期波最⾼速度 (TDI Sa at 

right ventricular wall: TDI Sa RV free-wall) および三尖弁輪拡張早期波最⾼速度 (TDI peak 

systolic velocity at early-diastole: TDI Ea RV free-wall) や、三尖弁輪収縮期移動距離 (Tricuspid 

annular plane systolic excursion: TAPSE) を測定した。僧帽弁及び三尖弁における E/Ea はそれ
ぞれの E値を Ea値で除することによって得られた。最後に、脱⽔の指標として最⼤下⼤静
脈径 (Maximum IVC diameter) を測定した。 

 

統計処理 

 数値データは平均値±標準誤差で⽰し、⽣データを⿊点で表した。2群間の⽐較は Unpaired 

Welch’s t-test (two-tailed) を⽤いて⾏った。3群以上の場合は Tukey-Kramer’s test を⽤いた検
定を⾏った。危険率 5%未満をもって有意な差があると判定した。グラフの描画や p値の計
算は統計ソフト R (ver.4.0.0) を⽤いて⾏った。 
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第⼀節 ジストロフィン遺伝⼦に out-of-frame 変異を持つラットの経時的な⾻格筋病態の
解析 

 

 

結果 

 

 

系統化したジストロフィン遺伝⼦に out-of-frame 変異を持つラットにおけるジストロフィン
の⽋損 

本研究室の先⾏研究において、CRISPR/Cas 法を⽤いて Dmd 遺伝⼦の exon3-16 に変異を
持つ複数のラットが作出された (Nakamura et al., 2014)。作出されたラットの中で、Fig. 1-1-

1A に⽰されるように exon3付近に 329塩基⽋損を持ち、exon16 に 1塩基挿⼊を持つラット
が選択され、系統化された (OF ラット)。OF ラットでは intron3 における 5’-スプライス配
列を⽋損するため、cDNA 配列は Fig. 1-1-1B で⽰されるように exon3 が⽋損した形になる。
cDNA 配列から予測される翻訳アミノ酸配列を調べたところ、OF ラットは exon16 に導⼊さ
れた 1塩基挿⼊によって out-of-frame 変異になることが確認された (Fig. 1-1-1B)。導⼊され
た変異によってジストロフィンタンパク質が⽋損しているかどうかを検討するために、3ヶ
⽉齢の野⽣型ラット (WT) および OF ラット前脛⾻筋より抽出したタンパク質を⽤いて、
ジストロフィンタンパク質に対するウェスタンブロットを⾏ったところ、実際に OF ラット
ではジストロフィンタンパク質が検出されないことが確認された (Fig. 1-1-1C)。 

 

OF ラットにおける経時的な病態解析 

OF ラットにおける病態を評価するために、まず経時的な外観の観察を⾏った (Fig. 1-1-

2)。OF ラットでは 6ヶ⽉齢から削痩や、⽑並みの悪化が認められ、10ヶ⽉齢では脊柱の後
弯 (Kyphosis) が顕著であった。体重を経時的に測定したところ、WT では経時的に体重が
増加するのに対し、OF ラットでは 27 週齢以降において、むしろ体重が経時的に減少して
いた (Fig. 1-1-3A)。速筋の代表として前脛⾻筋 (Tibialis anterior muscle: TA)、遅筋の代表と
してヒラメ筋 (Soleus muscle: SOL) の筋重量を測定したところ、どちらの筋においても 1ヶ
⽉齢という早期や、8、10ヶ⽉齢という後期では OF ラットにおいて筋重量の減少が観察さ
れた (Fig. 1-1-3B, C)。⼀⽅で、6ヶ⽉齢においては WT、OF ラット間で差が認められなか
ったが、これは OF ラットでは筋損傷に応答して⼀過的に仮性肥⼤が誘導され、代償的に筋
重量が増加した可能性が考えられる。筋機能を評価するために、グリップテストによって連
続して 10 回筋⼒を測定し、その最⼤筋⼒を⽐較した。その結果、OF ラットでは 2 ヶ⽉齢
という早期から筋⼒が減少しており、さらに加齢に伴って筋⼒が減少していた (Fig. 1-1-4)。 
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OF ラット⾻格筋における経時的な組織学的表現型解析 

 OF ラットの⾻格筋組織像を調べるために、1-10ヶ⽉齢の各⽉齢において前脛⾻筋切⽚の
HE 染⾊を⾏った。その結果、OF ラットでは 1-3ヶ⽉齢という早期では筋線維の壊死や、そ
れに伴う炎症細胞浸潤像が観察される⼀⽅で、6-10 ヶ⽉齢という後期では、⾻格筋間質に
おける線維・脂肪組織浸潤が顕著であった (Fig. 1-1-5)。特に、10ヶ⽉齢では筋線維がほと
んど線維・脂肪組織に置換されている像が観察され、OF ラットはヒトに類似した重篤な表
現型を⽰すことが明らかになった。筋損傷マーカーである⾎中クレアチンキナーゼ 

(Creatine kinase: CK) 値と、尿中タイチン値を測定したところ、OF ラットでは 1-3ヶ⽉齢に
おいてこれらのマーカーは⾼い値を⽰すものの、病態の進⾏とともにその値が減少してい
た (Fig. 1-1-6A, B)。このことから、筋線維の損傷は⽐較的早期にピークを迎えることが⽰唆
される。⾻格筋の線維・脂肪化に関してより詳細に検討するために、前脛⾻筋切⽚のマッソ
ントリクローム染⾊、及び前脛⾻筋抽出タンパク質において Perilipin に対するウェスタン
ブロットを⾏った。その結果、OF ラットでは 3ヶ⽉齢から線維組織増⽣が認められるのに
対し (Fig. 1-1-7A, C)、脂肪細胞のマーカーである Perilipin の発現は 6ヶ⽉齢から増加して
いた (Fig. 1-1-7B, D)。このことから、⾻格筋の線維・脂肪化は同時に誘導されるのではな
く、OF ラットでは線維化が脂肪化に先⾏することが⽰された。 

 

OF ラット⾻格筋における加齢性の筋再⽣能低下 

 DMD患者では、筋の損傷と再⽣が繰り返されるうちに、やがて再⽣が損傷に追いつかな
くなると考えられている。筋再⽣能を評価するために、WT、OF ラット前脛⾻筋切⽚におい
て再⽣筋線維のマーカーである eMHC に対する免疫染⾊を⾏ったところ、OF ラットにおい
て、WT では観察されなかった eMHC陽性の再⽣筋線維が観察された。切⽚あたりの eMHC

陽性筋線維数は 1ヶ⽉齢や 3ヶ⽉齢においては数多く観察されたが、6ヶ⽉齢から加齢に伴
って eMHC陽性の再⽣筋線維数が顕著に減少していた (Fig. 1-1-8A, B)。OF ラットにおいて
前脛⾻筋における総筋線維数を測定したところ、加齢に伴って総筋線維数⾃体が減少して
いたが (Fig.1-1-8C)、再⽣筋線維数を総筋線維数で除した値も加齢に伴って減少した (Fig. 

1-1-8D) ことから、Fig. 1-1-8B で観察された加齢性の再⽣筋線維数の減少は、総筋線維数の
減少を反映したものではなく、筋再⽣能の低下を表すと考えられる。次に、筋再⽣を司る筋
衛星細胞の数を評価するために、WT、OF ラット⾻格筋初代培養細胞において Pax7 及び
MyoD の免疫染⾊を⾏った。その結果、OF ラットでは進⾏性に Pax7 及び MyoD 陽性細胞
数が減少していた (Fig. 1-1-9A, C; Fig. 1-19B, D)。以上のことから、OF ラットでは加齢性に
筋衛星細胞数が減少し、これが筋再⽣能の低下、及び病態の進⾏に関与する可能性が考えら
れる。 

 

OF ラット⾻格筋におけるユートロフィンの発現 

 DMD のモデル動物として最も使⽤されている mdxマウスは症状が⼀過的であり、ヒトほ
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ど重篤な表現型が認められない。その原因のひとつとして、mdxマウスではジストロフィン
が⽋損するものの、そのホモログであるユートロフィンが筋線維に発現することによって
ジストロフィンの機能を代償し、症状が緩和されると考えられている (Grady et al., 1997)。
そこで、ヒトと同様に重篤な⾻格筋組織像を呈する OF ラットにおいて筋線維にユートロフ
ィンが発現するかどうかを検討するために、WT、OF ラット前脛⾻筋においてユートロフ
ィンに対する免疫染⾊を⾏った。その結果、WT では⾎管内⽪細胞にのみユートロフィンの
発現が認められた (Ramirez-Sanchez et al., 2007)。⼀⽅、OF ラットは重篤な表現型が⾒られ
るにも関わらず、予想に反して、⾎管内⽪細胞のみならず、⼀部の筋線維においてもユート
ロフィンが発現していた (Fig. 1-1-10)。 

 

OF ラット横隔膜の組織学的解析及び呼吸機能解析 

 DMD患者では横隔膜を含む呼吸筋の損傷によって呼吸機能障害を呈し、呼吸数の増加や、
⼀回換気量の低下を⽰す (Lo Mauro and Aliverti, 2016)。そこで、OF ラットにおいても横隔
膜の損傷や、それに伴う呼吸機能障害が⽣じる可能性を検討した。まず WT、OF ラット横
隔膜組織切⽚において HE 染⾊、マッソントリクローム染⾊を⾏い、組織学的観察を⾏った
ところ、OF ラットでは前脛⾻筋と同様に横隔膜においても 6ヶ⽉齢から筋の線維・脂肪化
が顕著であることがわかった (Fig. 1-1-11A)。このような病態の進⾏に伴って呼吸機能に障
害が⽣じる可能性がある。そこで、Whole Body Plethysmography (WBP) システムを⽤いて
WT、OF ラットの呼吸機能を測定した。その結果、OF ラットでは気管収縮の指標である
Enhanced pause (Penh) 値が有意に増加していたものの、⼀回換気量には WT、OF ラット間
で差がなく、呼吸数はむしろWT に⽐べて低下していた (Fig. 1-1-11B)。なお、Penh の計算
に⽤いた指標の各値は Table 1-1 に⽰した。以上のことから、OF ラットでは組織学的な病変
が認められるものの、⼀回換気量は保たれており、呼吸機能には WT と⽐較して軽微な差
しか⾒られないことが明らかになった。 
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考察 

 
 

 本節の研究によって、OF ラットはヒトに類似した重篤な表現型を⽰すことが明らかにな
った。ヒト DMD患者では、1-3歳から歩⾏開始時期の遅れや、階段の上り下りの困難など
の症状が⾒られ、8-14 歳までに進⾏性に筋⼒が低下し、⾞椅⼦が必要になる (Ryder et al., 

2017)。このような加齢性の筋⼒低下は OF ラットにおいても認められ、筋機能の⾯でヒト
の病態をよく反映している。また、ヒト DMD患者では病態の進⾏に伴って筋組織が線維・
脂肪組織に置換されるが (Burakiewicz et al., 2017; Desguerre et al., 2009)、OF ラットにおいて
も特に 6-10ヶ⽉齢において同様の傾向が⾒られ、組織学的にもヒトの病態を再現している。
⼀⽅で、ヒト DMD患者とは異なる点も⾒られた。OF ラットでは 6-10ヶ⽉齢において脊柱
の後弯が認められるものの、ヒト DMD 患者で頻発する脊柱の側湾は認められない。また、
DMD患者では重度の呼吸機能障害が問題となるが、OF ラットでは 10ヶ⽉齢においても換
気量低下などの重度な呼吸不全は⾒られなかった。ヒト DMD患者では、歩⾏困難後に⾞椅
⼦になるが、これが脊椎の伸展喪失につながり、側弯の発症に関与すると考えられている 

(Shapiro et al., 2014)。さらに、側弯の進⾏は胸郭の狭量化によって呼吸機能の低下に関与す
る (Yamashita et al., 2001)。以上より、ヒトと違い 4⾜歩⾏を⽤いる OF ラットでは脊柱にか
かる負担がヒトとは異なり、側弯、ひいては呼吸機能不全を呈さなかった可能性が考えられ
る。 

本研究によって OF ラットでは mdx マウスに⽐べて重篤な表現型を⽰すことが明らかに
なった。これまで mdx マウスでは、筋線維におけるユートロフィンの過剰な発現がジスト
ロフィンの機能を代償し、病態緩和につながると考えられてきた。実際に mdx マウスにお
いてユートロフィンを⽋損させることで病態が重篤化することや (Grady et al., 1997)、ユー
トロフィンを過剰発現させることで病態が緩和されること (Rafael et al., 1998) からも、ユ
ートロフィンはジストロフィンの機能を代償できることがわかる。しかし、ユートロフィン
の発現は症状が重篤な DMD 患者においても筋線維に発現する場合があること (Voit et al., 

1991) や、本研究で⾒られたように重篤な症状を⽰す OF ラットにおいても筋線維に発現し
ていたことから、ヒト DMD患者や OF ラットにおいても、ユートロフィンは代償的な機能
を果たしている可能性があり、むしろヒトやラットではユートロフィンの発現によっても
代償しきれない増悪因⼦が存在することが⽰唆される。ジストロフィンはジストログリカ
ン複合体 (DGC complex) を形成し、筋線維内のアクチン⾻格と筋基底膜を接続することに
よって筋細胞膜を安定化させる役割を果たしている。その構成要素のひとつであるa7b1 

integrinやa-dystrobrevin、d-sarcoglycan はそれぞれ mdxマウスにおいて⽋損させることで症
状が重篤化すること (Grady et al., 1999; Guo et al., 2006; Li et al., 2009) から、ユートロフィ
ン以外の DGC の構成要素も mdxマウスにおいては代償的な機能を果たす⼀⽅、OF ラット
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やヒト DMD ではこれらの発現量が mdx マウスに⽐べて低下しており、これが重篤な病態
に繋がっている可能性が考えられる。 

筋再⽣能の違いもマウスと、ラットやヒトとの病態の差を⽣む要因かもしれない。Mdxマ
ウスは⾮常に筋再⽣能が⾼く、週に 1回 20週間塩酸ブピバカインによる筋損傷を⾏っても
なお通常通り筋再⽣が⾏われることが⽰されている (Luz et al., 2002)。また、mdxマウスで
は 11ヶ⽉齢においても野⽣型と同等数の筋衛星細胞が保たれており、これも mdxマウスの
筋再⽣能の⾼さを説明する⼀因かもしれない。Mdx マウスは通常 C57/Bl6 系統のものが使
⽤されるが、これを DBA/2 系統の遺伝的背景になるように交配させると⽐較的病態が重篤
化し、筋再⽣能も低下する (Fukada et al., 2010)。このような遺伝的背景の違いもマウスと、
ラットやヒトとの筋再⽣能の違いを説明する⼀因かもしれない。 

OF ラットでは、病態の重篤化とともに⾻格筋の線維・脂肪化が亢進していたが、興味深
いことに線維化が脂肪化に先⾏していた。DMD患者では 3-5歳においてすでに間質の線維
化が認められる (Desguerre et al., 2009)。⼀⽅、脂肪組織は 3-5歳では MRI で検出できない
が、加齢性に脂肪組織浸潤が顕著になること (Marden et al., 2005) から、ヒト DMD におい
ても OF ラットと同様の経過をたどる可能性がある。⾻格筋の線維・脂肪組織は、⾻格筋の
間質に存在する間葉系前駆細胞を起源とする (Uezumi et al., 2010)。間葉系前駆細胞は TGF-

bの刺激によって線維芽細胞へと分化するが、DMD では TGF-bの産⽣元は主にマクロファ
ージであることが mdxマウスを⽤いた研究によって調べられている (Zhou et al., 2006)。本
研究と同様にジストロフィン遺伝⼦に out-of-frame 変異を持つラットを⽤いた別のグループ
の研究から、ラットでは少なくとも 2 週齢から炎症が誘導され、8-12 週齢に炎症のピーク
を迎えることが⽰されている (Ouisse et al., 2019)。OF ラットにおいて 3ヶ⽉齢から既に線
維化が誘導されていたのは、このような持続的なマクロファージの浸潤によって TGF-bが
産⽣され、間葉系前駆細胞が線維芽細胞に分化したことを反映しているのかもしれない。⼀
⽅で脂肪化に関しては、mdxマウスにおいてマクロファージを⼀過的に除去することで、筋
衛星細胞が脂肪細胞に分化するという興味深い報告がある (Madaro et al., 2019)。本研究に
おいて筋損傷マーカーである CKや尿中タイチン値は 1-3ヶ⽉齢をピークとし、加齢ととも
に減少していたことや、先述した OF ラットの炎症に関する報告と合わせて考えると、OF

ラットでは 8-12 週齢を炎症のピークとし、以降は筋損傷に伴うマクロファージなどの炎症
細胞浸潤は減弱すると考えられる。このような相対的なマクロファージ数の減少によって、
筋衛星細胞が脂肪細胞に分化することで、6ヶ⽉齢以降に脂肪化が誘導された可能性がある。
また、間葉系前駆細胞は⼀般に、⾻格筋間質に存在する PDGFRa陽性で線維芽細胞、脂肪細
胞分化能をもつ細胞と定義されているが、その中にも様々な subpopulation が存在し、ヘテ
ロな集団であることが知られている (Malecova et al., 2018; Uezumi et al., 2010)。近年の研究
では、PDGFRa陽性細胞のうち、CD142陽性の subpopulation は GDF10 を分泌することで脂
肪化を抑制する⼀⽅、CD142陰性の subpopulation は脂肪分化能が⾼いことが⽰されており 

(Camps et al., 2020)、OF ラットにおいても同様の集団が存在すると仮定すると、CD142陽性
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の集団と CD142陰性の集団の⽐が加齢性に変化することで⽐較的後期に脂肪化が誘導され
やすくなる可能性も考えられる。今後の研究によって上述の機序を詳細に検討することで、
⾻格筋の線維・脂肪化の機序を解明することができるかもしれない。 

 本節では、OF ラットの⾻格筋に着⽬し、OF ラットでは加齢に伴って筋機能が低下する
ことや、組織学的には顕著な線維・脂肪化を認めるなど、進⾏性の病態が認められ、OF ラ
ットはヒト DMD に外挿可能な病態を⽰すことを明らかにした。第⼆節では、OF ラットに
おける⼼筋の病態を評価することで、⼼臓においても OF ラットがヒト DMD の病態を反映
するかどうかを検討する。
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第⼆節 ジストロフィン遺伝⼦に out-of-frame 変異を持つラットの経時的な⼼病態の解
析 

 

 

 

結果 

 

 

OF ラットにおける⼼機能解析 

 6、10 ヶ⽉齢の WT、OF ラットにおいて、⼼エコー図検査によって⼼機能解析を⾏った 

(Table1-2)。その結果、6ヶ⽉齢においては、解析を⾏った指標のうち、左室拡張末期径 (Left 

ventricular end-diastolic diameter: LVDd) の値以外に WT、OF ラット間で有意差は認められな
かった。第⼀節で⽰されたように、OF ラットは進⾏性に体重が減少することから、6 ヶ⽉
齢で認められた LVDd値の低下は、体重減少による⼼臓重量、体積の低下を反映しているも
のと考えられる。実際、経時的に⼼臓重量を測定したところ、OF ラットでは体重の減少に
よって、基本的にいずれの⽉齢においても野⽣型より⼼重量が低下していた (Fig. 1-2-1A)。
10ヶ⽉齢では、LVDd を含めたいくつかのパラメーターについて WT、OF ラット間で有意
差が認められた。OF ラットでは、左⼼収縮能の指標である左室内径短縮率 (Left ventricular 

fractional shortening: LVFS) の低下や、右⼼収縮能の指標である右室内腔⾯積変化率 (Right 

ventricular fractional area change: RVFAC) の低下傾向が観察された。組織ドプラ法 (Tissue 

doppler imaging: TDI) を⽤いて⼼臓の部位ごとの収縮能をより詳細に⽐較したところ、OF

ラットでは、左室・右室⾃由壁収縮能の指標である左室⾃由壁僧帽弁輪収縮期波最⾼速度 

(TDI Peak systolic velocity at systole (Sa) at lateral wall: TDI Sa lateral) や右室⾃由壁三尖弁輪収
縮期波最⾼速度 (TDI Sa at right ventricular wall: TDI Sa RV) の低下が認められた⼀⽅、左室
中隔壁収縮能の指標である左室中隔壁僧帽弁輪収縮期波最⾼速度 (TDI Sa at septum wall: 

TDI Sa septum) には WT、OF ラット間で有意な差が⾒られなかった。 

 

OF ラットにおける⼼筋の組織学的解析 

 5、11ヶ⽉齢の OF ラットにおいて、マッソントリクローム染⾊により⼼筋の線維化を定
量した。その結果、5、11ヶ⽉齢の WT では⼼筋の線維化はみられないものの、5ヶ⽉齢の
OF ラットでは左⼼の⾃由壁側に軽度の線維化が認められた (Fig. 1-2-1B, C, D)。10ヶ⽉齢
においては、この線維化がより進⾏し、右⼼、左⼼の⾃由壁に顕著な線維化が観察される⼀
⽅、左⼼の中隔壁側は⽐較的線維化が軽微であった (Fig. 1-2-1B, C, D)。 
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考察 

 
 

 第⼆節では、OF ラットの⼼機能、や組織像を経時的に評価し、10ヶ⽉齢においては⼼筋
の重度の線維化に加え、左⼼、右⼼収縮不全を呈することを明らかにした。 

 OF ラットは、10ヶ⽉齢において LVFSや TDI Sa lateral の低下など、左⼼不全徴候が認め
られた⼀⽅で、TDI Sa septum には WT、OF ラット間で有意な差が⾒られなかった。これは、
OF ラットにおいて左⼼の機能低下は中隔壁よりも先に⾃由壁側から⽣じる可能性を⽰して
いる。⼼筋のマッソントリクローム染⾊においても 10ヶ⽉齢では左⼼の⾃由壁側に顕著な
線維組織浸潤が認められる⼀⽅、中隔は⽐較的線維化が軽微であることからも伺える。実
際、ヒト DMD 患者においても同様の経過で病態が進⾏することが知られており (Kamdar 

and Garry, 2016)、OF ラットはこの点でヒトの病態をよく反映すると考えられる。 

 OF ラットでは RVFAC の低下傾向や、TDI Sa RV の低下が⾒られるなど、右⼼不全徴候も
⽰した。さらに、組織学的には加齢性に右⼼⾃由壁の線維化が観察された。第⼀節で⽰した
ように、OF ラットでは軽微な呼吸機能障害があり、これによる後負荷の上昇が右⼼の傷害、
線維化や、右⼼機能不全につながった可能性がある。 

 ラットの 6-10ヶ⽉齢はヒトの 18-25歳に相当する (Sengupta, 2013)。ヒト DMD患者では
18歳までに軽度から中等度の左⼼不全徴候が⾒られ、25歳までに中隔壁を含めた全体的な
左⼼不全に発展し、⼼拡張能も低下すること (Kimura et al., 2013; Tandon et al., 2015) を考慮
すると、6ヶ⽉齢において⼼機能不全を呈さず、10ヶ⽉齢においても拡張能は低下せず、軽
度な左⼼収縮不全を認めるにとどまる OF ラット⼼筋の病態は、ヒト DMD患者に⽐べて軽
度であると⾔えるかもしれない。 

 しかし、既存の DMD モデル動物と⽐較すると、OF ラットは DMD の⼼筋の病態進⾏機
序を解明する上で優れたモデル動物であると考えられる。DMD の研究に最も広く⽤いられ
ている mdxマウスは組織学的、機能的にも⼼臓にほとんど病変が⾒られない (Fayssoil et al., 

2013; Verhaart et al., 2012)。Mdxマウスの症状を重篤化するために作出されたジストロフィ
ン-ユートロフィンダブルノックアウトマウス (mdx Utrn-/-マウス) は 2ヶ⽉齢から左⼼不全
が認められるが、症状の重篤さから 3ヶ⽉齢までに死亡してしまうため、個体数を確保する
のが難しい。他の DMD モデル動物として、イヌ DMD モデルである CXMDイヌがよく⽤
いられる。CXMD イヌは重篤な⾻格筋症状を⽰すものの、⼼臓の病態進⾏は⽐較的緩徐で
あり、70 ヶ⽉齢になってようやく左⼼不全が⾒られる程度である (Guo et al., 2019)。その
点、OF ラットは 10ヶ⽉齢において⼼不全徴候を⽰し、⼼筋の線維化の進⾏過程もヒト DMD

に類似していたことから、既存のモデル動物に⽐べて、ヒト DMD における⼼臓の病態進⾏
過程を解析する上で優れていると考えられる。 
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⼩括 

 

 

本章では、ジストロフィン遺伝⼦に out-of-frame 変異を持つ OF ラットは、⾻格筋、⼼筋
両⽅の観点で既存のモデル動物より重篤な表現型を⽰し、優れたモデル動物であることを
明らかにした。したがって、以降は OF ラットをヒトの病態を適切に反映する DMD ラット
として位置づけ、OF ラットを DMD ラットと呼称する。DMD ラットは飼育・繁殖も⽐較的
容易であることから、DMD の病態進⾏メカニズムの解明や、治療候補薬の薬効評価にも貢
献することが期待される。本章で⽰した研究成果はその礎となる基礎的なデータを提供し
た点で意義深いものである。
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第⼆章 

 

細胞⽼化が筋ジストロフィー病態病悪化に関与する可能性の検討 
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緒⾔ 

 

 

細胞⽼化は細胞が分裂を繰り返すうちに、次第に分裂を不可逆的に停⽌する in vitro の現
象として⾒いだされた (Hayflick and Moorhead, 1961)。しかし、近年の研究によって、細胞
⽼化は分裂過多のみではなく、酸化的ストレスを含む DNA 損傷刺激によっても誘導され、
さらに細胞⽼化は培養細胞だけではなく、⽣体の中でも誘導されることがわかってきた 

(Krishnamurthy et al., 2004; Parrinello et al., 2003)。細胞が⽼化すると、いくつかの特徴的な表
現型を⽰すことが知られている。①核の膨化や細胞の扁平化、②b-galactosidase の活性上昇 

(Senescence associated b-galactosidase activity: SA-bGal activity)、③p16INK4Aや ARF、p21 など
の細胞分裂抑制因⼦の発現などである (Muñoz-Espín and Serrano, 2014)。p16 と ARF は共通
の遺伝⼦である CDKN2A 遺伝⼦にコードされるタンパク質である。CDKN2A 遺伝⼦は 3 つ
の exon から構成され、p16 はその中の exon1a, exon2 及び exon3 によってコードされてい
る。⼀⽅で、ARF の mRNA は exon1bと呼ばれる CDKN2A 遺伝⼦座の別の exon から転写さ
れるが、exon2以下は p16 と共通した構造を持つ (Fig. 2-0)。しかし、ARF は exon1bからの
読み枠が異なるため、p16 とアミノ酸の相同性はないという特徴がある (Sharpless and Chin, 

2003)。ARF は、ヒトにおいては 14 kDa のタンパク質として翻訳されるため、p14ARF と呼ば
れる⼀⽅、マウスやラットでは 19 kDa であるため、p19ARF と呼ばれる。 

⽼化細胞のもうひとつの特徴的な表現型として近年注⽬を集めているのが、細胞⽼化随
伴分泌現象 (Senescence associated secretory phenotype: SASP) である。⽼化した細胞は単に分
裂を停⽌するだけではなく、IL-6 や TGF-bを始めとした様々な液性因⼦を分泌することが
知られており、これを SASP という (Kuilman et al., 2008; Tominaga and Suzuki, 2019)。細胞⽼
化は、加齢や様々な病的状態において誘導され、SASP によって特発性肺線維症、肝線維症、
動脈硬化などの多様な加齢性疾患、炎症性疾患の病態に関与することが近年明らかとなっ
てきた (Childs et al., 2016; Ogrodnik et al., 2017; Schafer et al., 2017)。さらに、⾻格筋において
は⽼齢マウスにおける筋衛星細胞の細胞⽼化が、分裂停⽌によって筋衛星細胞数の減少や、
筋再⽣能の低下につながることが⽰されている (Sousa-Victor et al., 2014)。 

DMD患者では、筋の持続的な損傷によって慢性炎症が誘導され、⾻格筋中の酸化的スト
レスが増加する (Petrillo et al., 2017; Verhaart and Aartsma-Rus, 2019)。⾻格筋における細胞内
酸化的ストレスの産⽣には活性酸素種の産⽣を司る NADPH oxidase (NOX) が関与すること
が知られており (Cully and Rodney, 2020)、TGF-b、NF-kBなどの炎症因⼦によって発現が調
節されている (Chen et al., 2012)。これに加えて DMD では慢性炎症に伴ってマクロファージ
や好中球などの炎症細胞由来の活性酸素種も酸化的ストレスを上昇させる (Kozakowska et 

al., 2015)。酸化的ストレスは細胞⽼化の原因のひとつであることから、DMD では慢性炎症
に伴う酸化的ストレスの蓄積が細胞⽼化を誘導する可能性が考えられる。実際、DMD患者
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由来の⾻格筋初代培養細胞では、細胞⽼化に特徴的な細胞の扁平化や、分裂能の低下などが
観察されている (Blau et al., 1983)。そこで、本章では DMD ラットを⽤いて、DMD におい
て細胞⽼化が誘導されているかどうか、及び、病態進⾏に細胞⽼化が関与する可能性を検討
した。
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材料と⽅法 

 

 

DMD患者⽣検サンプル 

 国⽴精神・神経センターの⻄野⼀三博⼠、⼩笠原真志博⼠のご協⼒の下、DMD患者の⾻
格筋⽣検・剖検組織を実験に使⽤した。これらの実験は「東京⼤学倫理審査委員会 (19-322) 」
および「国⽴精神・神経センター倫理委員会 (A2019-031) 」の承認を得、2013年のヘルシ
ンキ宣⾔の研究倫理基準に則って⾏われた。また、患者及び両親のインフォームドコンセン
トも得られている。2-33歳の 34⼈の DMD患者が実験に参加した。この内 23⼈については
ジストロフィン遺伝⼦の変異を特定しているが、残りの患者については典型的な症状、及び
筋組織切⽚におけるジストロフィンに対する免疫原性の低下から DMD と診断された 

(Table 2)。神経筋疾患が疑われたが、⾻格筋組織切⽚上で病変が認められなかった患者のサ
ンプルを、⾮ DMD患者筋コントロールとして実験に⽤いた。 

 

CRISPR/Cas 法による p16⽋損ラットの作出 

 5 週齢のメス Wistar-Imamichi ラットに 25 IU の妊⾺⾎清性性腺刺激ホルモン (equine 

chorionic gonadotropin: eCG) を投与し、48 時間後にヒト絨⽑性性腺刺激ホルモン (human 

chorionic gonadotropin: hCG) を投与することで過排卵を誘起し、WT オスラットと交配させ
た。hCG投与約 20 時間後に受精卵を回収し、マイクロインジェクターを⽤いて、4 pl の 10 

µg/ml gRNA と 10 µg/ml Cas9 mRNA を含む溶液を受精卵に注⼊した (NARISHIGE、東京、
⽇本)。受精卵を M16培地中で 2 時間ほど培養し、回復させたあと、偽妊娠させた 8週齢の
メス Wistar-Imamichi ラットの卵管膨⼤部に移植した。F0 ラット出⽣後、新⽣児から尻尾の
先端を切除し、下記に⽰すようにゲノム抽出を⾏った。gRNA 標的配列付近に Forward、
Revesrse のプライマーを設計し (Forward, 5′-CAC TGA ATC TCC GAG AGG AAG G-3′; Reverse, 

5′-ATT ACC TGG GGT ATA CAT TTC ATG C-3′)、抽出したゲノム DNA を⽤いて PCR反応を
⾏ったあと、アガロースゲル電気泳動後に Gel/PCR エクストラクションキット (⽇本ジェ
ネティクス、東京、⽇本) を⽤いてゲル抽出を⾏った。これを BigDye Terminator (Applied 

Biosystems、CA、USA) と上記 Forwardプライマーを⽤いて、以下の組成、温度、時間で反
応させ、サンガーシークエンスを⾏った。 

 

サンガーシークエンス反応液の組成  

BigDye Terminator 2 µl 

ゲル抽出産物 2 µl 

Forward Primer 1 µl 
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Total Volume 約 20 µl 

 
反応条件  
96˚C、1 分  
96˚C、30 秒  
56˚C、15 秒 27 サイクル 
60˚C、4 分  

 

反応産物を、エタノールを⽤いた常法において精製後、ABI3130xl Genetic Analyzer (Applied 

Biosystems、CA、USA) を⽤いてシークエンスに供し、変異部位を特定した。 

 

動物と飼育条件 

 CRISPR/Cas 法による off-target 効果を減弱させるため、p16 にヘテロで変異を持つ p16+/-

メスラットを、WT オスラットと 6 代以上交配を重ねた。p16 にヘテロで変異を持つ p16+/-

オスラットをジストロフィン遺伝⼦にヘテロで変異を有する XDmdX メスラットと交配させ
ることで、最終的に p16+/+ XY (WT)、p16+/- XY、p16-/- XY、p16+/+ XDmdY (DMD ラット)、p16+/- 

XDmdY、p16-/- XDmdY ラット (dKO ラット) を作出した。実験にはすべてオスラットを使⽤し
た。 

 動物は温度 23±1˚C、湿度 60％、明暗条件：明期 12 時間、暗期 12 時間 (明期：8:00 - 20:00）
の条件下で飼育し、固形飼料 (ラボ MR スタンダード、⽇本農産⼯業、神奈川、⽇本) 及
び⽔は⾃由に摂取させた。全ての実験は「東京⼤学動物実験実施マニュアル」に基づいて
⾏った。 

 

ABT263 の投与 

 100%エタノール: ポリエチレングリコール 400: Phosal 50PG (少なくとも 50%のホスファ
チジルコリンとプロピレングリコールを含む標準化ホスファチジルコリン濃縮物 

(Phospholipid Gmbh、Cologne、Germany)) を、1: 3: 6 になるように混合し、これを溶媒とし
て ABT263 の粉末 (AdooQ Bioscience、CA、USA) を 4˚C で⼀晩撹拌し、溶解した。8ヶ⽉
齢の WT、DMD ラットに対して、毎⽇体重を測定し、ゾンデを⽤いて 18.75 mg/kg weight/day

で 7⽇間経⼝投与した。2週間休薬期間を設け、さらに 7⽇間同様のプロトコルで経⼝投与
した。 

 

遺伝⼦型の判定 (ジェノタイピング)  

 出⽣後、尻尾を先端から 1-2 mmほど切断し、ジェノタイピングに⽤いた。これに 180 μl

の 50 mM NaOH を加え、95˚C、10 分間加熱処理した。20 µl の 1M Tris-HCl (pH 8.0) を加え
たのち遠⼼ (12,000 rpm、10 分) し、上清を回収した。これを 1-2 µl⽤い、KOD FX (東洋紡、
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⼤阪、⽇本) を⽤いて以下の組成、温度、時間にて PCR反応を⾏った。 

 

PCR反応液の組成  

2×PCR buffer 10 µl 

2 mM dNTP 4 µl 

滅菌超純⽔ 4 µl 

Forward Primer 0.6 µl 

Reverse Primer 0.6 µl 

KOD FX 0.4 µl 

Template（DNA） 1-2 µl 

Total Volume 約 20 µl 

 
PCR反応条件  

94˚C、2 分  

94˚C、10秒  

60˚C、20秒 36 サイクル 

68˚C、1 分 /kb  

 

PCR に⽤いたプライマーを下記に⽰す。Dmd: Forward, 5’- AGT TTC CAT CAA TAG CCA TAC 

CAA A -3’; Reverse, 5’- TCT CAG TGT ACA AGT GTG ACG AAC A- 3’, p16: Forward, 5′-CAC 

TGA ATC TCC GAG AGG AAG G-3′; Reverse, 5′-ATT ACC TGG GGT ATA CAT TTC ATG C-3′。
PCR産物を MultiNA (島津製作所、京都、⽇本) を⽤いてアガロース電気泳動することによ
りジェノタイプを判断した。 

 

グリップテスト 

 前肢の筋⼒ (kg) をマウス・ラット⽤握⼒測定装置 GPM-101B/V (メルクエスト、富⼭、
⽇本) を⽤いて計測した。ラットの尻尾を持ち、ラットが T字グリップを握ったのを確認し
た瞬間に、ラットを測定装置に対して⽔平遠位⽅向に牽引し、ラットが⼿を離すまでの最⼤
筋⼒を記録した。これを連続して 10回⾏い、その中で最⼤の数値を筋⼒の指標として解析
に⽤いた。 

 

サンプリング (筋組織および⾎液の採取) 

 ラットから、⾎清、⼼臓、前脛⾻筋、ヒラメ筋および⼤腿四頭筋を採取した。以下にその
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⽅法を⽰す。イソフルランによる吸⼊⿇酔下の動物を開腹し、腹⼤動脈から全採⾎を⾏っ
た。⾎液を室温で 30 分以上静置したのち遠⼼し (2,000 rpm、30 分、4˚C)、⾎清を採取した。
採取した⾎清は -20˚C で保存した。⼼臓、前脛⾻筋、ヒラメ筋は採取後、周囲の結合組織を
取り除いたのち、それぞれの重量を測定した。採取した前脛⾻筋を、超純⽔と混合した
TRAGACANTH GUM粉末 (和光純薬、⼤阪、⽇本) を⽤いてコルク上に固定し、液体窒素
で冷却した 2-メチルブタン (和光純薬) 中で急速に凍結させた。採取した⼤腿四頭筋は、後
述するラット⾻格筋初代培養細胞の採取に使⽤した。 

 

組織切⽚の染⾊ 

1. 組織切⽚の免疫染⾊ 

  凍結した筋組織を-20˚C に設定したクリオスタット  (MICROM International GmbH、
Walldolf、Germany) 内で 30 分馴致させ、O.C.T.コンパウンド (Tissue-Tek、Sakura Finetek U.S.A、
CA、USA) によりコルクごと台に固定し、厚さ 7 µm の凍結切⽚を作成した。余分な切⽚は
MAS コート付きスライドグラス (松浪硝⼦⼯業、⼤阪、⽇本) 上に貼り付け、⾵乾させたの
ち、-80˚C で保存した。ヒト凍結組織切⽚は国⽴精神・神経センターにおいて作成された。
保存した切⽚は、使⽤する際には室温に戻し、⾵乾させた後に実験に⽤いた。作成したラッ
ト前脛⾻筋凍結切⽚、またはヒト⾻格筋組織⽣検切⽚を 10 分間⾵乾後、4% パラホルムア
ルデヒド (Paraformaldehyde: PFA、和光純薬) を含むリン酸緩衝⽣理⾷塩⽔  (Phosphate 

buffered saline: PBS) にて 15 分間固定した。PBS により 3回洗浄したのち、5%正常ヤギ⾎
清 (Normal Goat Serum: NGS、Vector laboratories、Burlingame、CA、USA) と 0.1%の Triton-

X (Sigma、MO、USA) を 50倍希釈した 31%H2O2 を含む PBS にて 20 分間ブロッキングし、
同時に内因性ペルオキシダーゼを失活させた。洗浄後、ラット組織切⽚には 5% NGS/PBS で
100 倍に希釈した抗 Embryonic myosin heavy chain (eMHC) マウスモノクローナル抗体 

(F1.652、Developmental Studies Hybridoma Bank、Iowa City、IA、USA)、ヒト組織切⽚には 100

倍希釈した抗 lamininウサギポリクローナル抗体 (Sigma)、100倍希釈した抗 Pax7マウスモ
ノクローナル抗体 (DSHB)、100倍希釈した抗 PDGFRaヤギポリクローナル抗体 (R&D、MN、
USA)、Negative control として、通常マウスモノクローナル抗体 (Santa Cruz Biotechnologies、
TX、USA) を 4˚C で⼀晩反応させた。ラット組織切⽚には、⼆次抗体にはヒストファイン 

シンプルステイン MAX-PO (M) (ニチレイバイオサイエンス、東京、⽇本)を⽤いて室温で 1

時間反応させた。3,3'-diaminobenzidine (DAB) を⽤いて、50 mg DAB/ 100 ml PBS溶液に 50 

µl の 31% H2O2 (和光純薬) を添加し、1-5 分反応させ、褐⾊の⾊素沈着を確認した。このと
き、Negative control では褐⾊の⾊素沈着が⾒られないことを確認した。核の対⽐染⾊にはマ
イヤーヘマトキシリン溶液 (和光純薬) に 5 分反応させ、流⽔で 5 分洗浄したあとに核が紫
⾊に染⾊されていることを確認した。エタノール (和光純薬)、キシレン (和光純薬) を⽤い
て脱⽔・透徹を⾏った後、切⽚を Multimount (松浪硝⼦⼯業) により封⼊し、観察を⾏った。
ヒト組織切⽚には、⼆次抗体液として 5% NGS/PBS で 500倍に希釈した Alexa Flour® 488
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標識ロバ抗マウス IgG 抗体 (Jackson Immunoresearch laboratories、PA、USA) または Alexa 

Flour® 488標識ロバ抗ヤギ IgG抗体 (Jackson Immunoresearch laboratories)、及び Alexa Flour® 

594標識ロバ抗ウサギ IgG抗体 (Jackson Immunoresearch laboratories) を室温で１時間反応さ
せた。PBS で洗浄後、PBS にて 0.1 µg/ml に希釈した hoechst33258 (同仁化学研究所) 溶液を
5 分間反応させた。PBS で洗浄後、顕微鏡下で観察・撮影を⾏った。 

 

2. ヘマトキシリン・エオジン (HE) 染⾊およびMasson’s trichrome 染⾊ 

 東京⼤学獣医病理学教室において実施した。前脛⾻筋凍結切⽚に対し、HE 染⾊および
Masson’s trichrome 染⾊を施した。写真はデジタルカメラ (DP73: Olympus、東京、⽇本) を
搭載した蛍光顕微鏡 (Olympus) を⽤いて撮影された。線維化⾯積の定量は、Masson’s 

trichrome 染⾊を施した切⽚における写真画像から CellProfiler (Broad Institute、MA、USA) を
⽤いて⻘⾊の画素及び切⽚全体の画像を抽出し、それらの⾯積を定量したあとに、⻘⾊の⾯
積を切⽚全体の⾯積で除することによって⾏った。 

 

3. RNAScope を⽤いた、CDKN2A mRNA に対する in situ hybridization 

CDKN2A mRNA の検出には、RNAScopeキット (RNAScope 2.5HD Reagent kit Brown or Red、
コスモ・バイオ、東京、⽇本) を⽤いた。ラット及びヒト新鮮凍結切⽚を 4% PFA/PBS で 15

分間、4˚C で反応させたあと、内因性のペルオキシダーゼをキット付属の RNAScope 

Hydrogen Peroxide で失活させた。次に、付属の RNAScope Protease 4液を 30 分間反応させ
た後に、ラットサンプルでは RNAScope-Probe-Rn-Cdkn2a (コスモ・バイオ) を、ヒトサンプ
ルでは RNAScope-Probe-Hs-CDKN2A (コスモ・バイオ) をハイブリダイズさせた。付属の
AMP1-6 でシグナルを増幅した後、DAB もしくは Fast Red を⽤いて発⾊させ、ラットサン
プルではマイヤーヘマトキシリン、ヒトサンプルでは Hoechst33258 を⽤いて対⽐染⾊を⾏
った後に封⼊し、観察を⾏った。 

 

ウェスタンブロット 

1. 筋組織からのタンパク質抽出 

  クリオスタットにて薄切した筋切⽚ (厚さ 7 µm、約 50枚) をあらかじめ-20˚C に冷却し
た 1.5 ml遠⼼チューブ (Beckman Coulter、CA、USA) に集め、50-200 μl の RIPA buffer (0.1% 

SDS、2 mM EDTA、1% NP-40、50 mM Tris-HCl (pH 7.4)、50 mM NaF、0.5% デオキシコール
酸ナトリウム、150 mM NaCl) を加え、4˚C、15,000 rpm で 30 分間の遠⼼を⾏ったのち、上
清を別のチューブに回収した。プロテインアッセイ BCA 試薬 (和光純薬) を⽤いてタンパ
ク質濃度を測定したあと、5-10 µg/µl になるように必要ならば RIPA buffer で希釈し、6x 

Sample buffer (0.35M Tris-HCl (pH 6.8)、4% SDS、20% Glycerol、3.1% Dithiothreitol) を添加し
た。沸騰⽔中で 100˚C、5 分加熱処理し、S-S 結合を切断した。 
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2. SDS−PAGE とブロッティング 

 サンプルを、SDS を含む 10% ポリアクリルアミドゲルを⽤いた電気泳動 (SDS-PAGE) に
より分離した。各レーンに 20-25 µg のタンパク質をアプライし、泳動バッファー (25 mM 

Tris、192 mM Glycine、0.1% SDS) 中で 150V の低電圧下で約 1 時間泳動した。ウェット式
転写装置ミニトランスブロットセル (BIO-RAD、Hercules、CA、USA)に転写バッファー (10% 

メタノール、25 mM Tris、190 mM Glycine) を加え、45V の定電圧下で⼀晩ブロッティング
を⾏い、ポリアクリルアミドゲルからメンブレンへ転写を⾏った。その後、メンブレンを取
り出し、5% スキムミルク/TBS-T (0.1% Tween 20/TBS) に浸し、室温で 1 時間ブロッキング
した。⼀次抗体には TBS-T で 1000倍に希釈した抗 Perilipinウサギポリクローナル抗体 (Cell 

signaling Technology、MA、USA)、抗 Smad3 ウサギポリクローナル抗体 (Cell signaling 

Technology)、抗 pSmad3ウサギポリクローナル抗体 (Cell signaling Technology)、抗 Vinculin

ウサギポリクローナル抗体 (Cell signaling Technology) を⽤いて 4˚C で⼀晩反応させた。反
応後、メンブレンを取り出し、振盪しながら TBS-T にて 5 分間、3回洗浄した。⼆次抗体反
応では、1% スキムミルク/ TBS-T で 8,000倍希釈した Horseradish Peroxidase (HRP) 標識抗
ウサギ IgG抗体 (Jackson Laboratory) を⽤い、室温で 1 時間反応させた。TBS-T で 3回洗浄
した後、ECL Prime Western blotting detection reagent (GE Healthcare、Chalfont Saint Giles、UK) 

により発光させ、ChemiDoc XRS+システム (BIO-RAD) により画像を取得し、画像処理によ
り各タンパク質の定量を⾏った。 

 

細胞培養と免疫染⾊ 

1. ラット⾻格筋初代培養細胞  

 採取した⼤腿四頭筋を PBS に浸した。筋に付着している結合組織を除去したのち、10 cm

シャーレ (BD Falcon、NJ、USA) に⾻格筋を移し、鋏で細かく刻んだ。細切した組織をそれ
ぞれ Protease type ⅩⅣ：Bacterial (EC、3、4、24、31) from Streptomyces griseus (Sigma、最終
濃度 1.25 mg/ml) を含む 40 ml の PBS により 37˚C で 1 時間酵素処理した。酵素処理終了後、
3,000 rpm で 3 分間遠⼼分離し、上清を取り除いた。再び 37˚C の PBS を加え攪拌し、1,000 

rpm の遠⼼分離を⾏い、細胞を含む上清を回収した。この操作を遠⼼分離の時間を 10 分、
8 分、5 分と短くしながら合計 3回繰り返し、回収した上清を 3,000 rpm で 3 分間遠⼼分離
し た 。沈殿し た 細 胞 を 10% Fetal Bovine Serum/DMEM+50 U/ml Penicillin+ 50 µg/ml 

Streptomycin (10% FBS/DMEM+PSG: 通常培地) に懸濁し、70 µm 径の Cell Strainer (BD 

Falcon) を⽤いて濾過した。得られた細胞は poly-L-lysine (Sigma) と 0.001% human plasma 

fibronectin (Invitrogen、CA、USA) でコートした 48-wellプレート (IWAKI、千葉、⽇本) に、
１個体当たり 2 well になるように播種した。細胞は通常培地にて、37˚C、湿度飽和、5%CO2-

95%空気条件下で培養した。培養開始 24 時間後に培地交換を⾏ったのち、培養開始 48 時間
後に細胞を固定し、免疫染⾊を⾏った。プレートのコートにあたっては、まず培養表⾯を
poly-L-lysine で 5 分間処理し、滅菌超純⽔で 3回洗浄してよく乾燥させた。さらに、0.001%
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の human plasma fibronectin を含む DMEM で 30 分以上処理し、細胞を播種する直前に吸引
除去した。 

 

2. 培養細胞の免疫染⾊ 

  4% PFA/ PBS で各ウェルを満たし、室温で 15 分間反応させることにより、細胞の固定を
⾏った。PBS で 3回洗浄後、5% NGS + 0.1% Triton-X を含む PBS にて 20 分間ブロッキング
した。再度 PBS で洗浄後、⼀次抗体液を 4˚C で⼀晩反応させた。⼀次抗体液として、5% 

NGS/PBS で希釈した抗 Pax7 マウスモノクローナル抗体 (1:200; Developmental Studies 

Hybridoma Bank: DSHB、IA、USA)、抗MyoDマウスモノクローナル抗体 (1:200; Novocastra、
Wetzlar、Germany) を⽤いた。反応終了後、PBS で 3回洗浄し、⼆次抗体液として 5% NGS/PBS 

で 500倍に希釈した Alexa Flour® 488標識ヤギ抗マウス IgG抗体または Alexa Flour® 594標
識ヤギ抗マウス IgG抗体 (Invitrogen) を室温で１時間反応させた。PBS で洗浄後、PBS にて
0.1 µg/ml に希釈した hoechst33258 (同仁化学研究所、熊本、⽇本) 溶液を 5 分間反応させた。
PBS で洗浄後、顕微鏡下で観察・撮影を⾏った。画像解析には、Fiji のプラグインである、
U-net を⽤いた Deep learning を使⽤した (Computer vision group: University of Freiburg) (Falk 

et al., 2019)。Hoechst を撮影した画像と染⾊画像を合成したのち、Fiji を⽤いて陽性核を
Annotation し、数枚の教師データを作成した。Google colaboratory が提供するクラウド GPU

を⽤いて、Computer vision group が提供するモデルに対して教師データを学習させ、モデル
を最適化した。同モデルを⽤いて各画像から陽性核の数を⾃動抽出させた。 

 

3. MACS を⽤いた CD45陽性細胞の除去と、培養細胞の SA-bGal 染⾊ 

 3 ヶ⽉齢の WT、DMD ラット⾻格筋初代培養細胞を上記 1 に⽰すように採取し、得られ
た細胞の沈殿を、マグネットビーズが付加された抗ラット CD45 抗体 (Miltenyi Biotec、
Bergisch Gladbach、Germany) 溶液で懸濁・反応させた。その後、Manual MACS Separator 

(Miltenyi Biotec) に設置した LSカラム (Miltenyi Biotec) 中に反応させた細胞を流し、CD45

陽性細胞を除去した。得られた細胞は poly-L-lysine (Sigma) と 0.001% human plasma 

fibronectin (Invitrogen) でコートした 48-wellプレート (IWAKI) に播種した。培養 2⽇⽬に、
Senescence b-Galactosidase Staining Kit (Cell signaling Technology、Danvers、MA、USA) を⽤
いて fixation buffer で 10 分細胞を固定したあと、Staining solution で 15 時間、37˚C で培養
し、PBS で洗浄後に観察を⾏った。 

 

4. RNAScope を⽤いた、Cdkn1a、Cdkn2a mRNA に対する in situ hybridization とその後の免
疫染⾊ 

CDKN2A mRNA の検出には、RNAScopeキット (RNAScope 2.5HD Reagent kit Brown、コ
スモ・バイオ、東京、⽇本) を⽤いた。培養 2⽇⽬のラット⾻格筋初代培養細胞を 4% PFA/PBS

で 15 分間、4˚C で反応させたあと、内因性のペルオキシダーゼをキット付属の RNAScope 
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Hydrogen Peroxide で失活させた。次に、付属の RNAScope Protease 4液を 10 分間反応させ
た後に、細胞膜を可溶化するために 0.1% Triton-X/PBS で 20 分反応させた。RNAScope-Probe-

Rn-Cdkn1a (コスモ・バイオ) または RNAScope-Probe-Rn-Cdkn2a (コスモ・バイオ) をハイブ
リダイズさせ、付属の AMP1-6 でシグナルを増幅した後、DAB を⽤いて発⾊させた。Cdkn1a、
Cdkn2a mRNA を発現する細胞種を同定するために続けて免疫染⾊を⾏った。5% NGS + 0.1% 

Triton-X を含む PBS にて 20 分間ブロッキングした。再度 PBS で洗浄後、⼀次抗体液を 4˚C

で⼀晩反応させた。⼀次抗体液として、抗 Pax7マウスモノクローナル抗体 (1:200、DSHB)、
抗MyoDマウスモノクローナル抗体 (1:200、Novocastra)、抗 CSPG4マウスモノクローナル
抗体 (1:50、当研究室で作出 (Takeuchi et al., 2016))、PE標識抗 CD45マウスモノクローナル
抗体 (1:100、BD Biosciences、NJ、USA)、抗 CD31ウサギポリクローナル抗体 (1:100、フナ
コシ、東京、⽇本)、抗 von Willebrand factorヒツジポリクローナル抗体 (1:100、Bio-Rad)を
⽤いた。反応終了後、PBS で 3回洗浄し、⼆次抗体液として 5% NGS/PBS で 500倍に希釈
した Alexa Flour® 488標識ヤギ抗マウス IgG抗体または Alexa Flour® 594標識ヤギ抗マウス
IgG抗体 (Invitrogen) を室温で１時間反応させた。PBS で洗浄後、PBS にて 0.1 µg/ml に希
釈した hoechst33258 (同仁化学研究所) 溶液を 5 分間反応させた。PBS で洗浄後、顕微鏡下
で観察・撮影を⾏った。 

 

5. 初代培養細胞に対する活性型 TGF-b1添加 

 初代培養細胞をプレートに播種する際には、通常培地の代わりに 10%ウマ⾎清 (Horse 

Serum: HS)/DMEM を⽤いた。培養開始 24 時間後の培地交換時に 0、1、10、100 ng/ml の
Recombinant Human TGF-b1 Protein (R&D) を添加した。24 時間毎に TGF-bの量を同濃度に
調整した培地を⽤いて培地交換し、最終的に培養開始 120 時間後に細胞を固定し、SA-bGal

染⾊、または RNA の回収を⾏った。 

 

6. ⾻髄由来マクロファージの作成 

 ラットから両側の⼤腿⾻を単離し、⾻端を⾻鉗⼦で切り取り、19G 針、20ml シリンジ、
DMEM only (Gibco) を⽤いて⾻髄腔内を洗い出し、チューブに回収した。70um のセルスト
レイナーを通し、450g 5min 4℃で遠⼼後、5ml ACK lysis buffer (NH4Cl 155 mM、KHCO3 10 

mM、EDTA 0.1mM) を⽤いて室温で 30秒反応させた。⾚⾎球を溶⾎した後、即座に PBS で
50 mlまで mess up し、450g 5 min 4℃で遠⼼した。これを 10% FBS/RPMI (ナカライテスク、
京都、⽇本) +PSG+2-ME (50 µM)+M-CSF (最終濃度 10 ng/ml; PeproTech、NJ、USA)+Gluta-

Max (Gibco) に懸濁し、10cm Petri dish 1 枚あたり 5 ml として 2 枚に播種した。2 ⽇後に
medium を変えずに、10% FBS/DMEM+PSG+M-CSF+Gluta-Max (①) を 5ml 加えた。以降 2

⽇ごとに上清を抜去し、①の medium を 5 ml添加した。播種後 7⽇⽬に解析に⽤いた。 

 

筋損傷マーカーの測定 
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⾎中クレアチンキナーゼ値 (Creatine kinase: CK) の測定 

  -20˚C で保存した⾎清を融解し、富⼠ドライケムシステム (富⼠フィルム、東京、⽇本）
を⽤いて CK 値を測定した。CK 値が測定範囲を超過している場合は、0.9% ⽣理⾷塩⽔を
⽤いて希釈してから再度測定した。 

 

前脛⾻筋中の TGF-b濃度測定 

 TGF-bの濃度の測定には human TGF-beta 1 Quantikine ELISA kit (R&D) を⽤いた。⼿順は
Kit 付属のプロトコルに準じた。サンプルは RIPA バッファーを⽤いてタンパク抽出を⾏っ
た。TGF-bは pH の低下によって活性型になることが知られているため、HCl によって酸処
理を⾏った群、および酸処理を⾏っていない群の 2 群にサンプルを分けた。Kit 付属の抗
TGF-b抗体は活性型 TGF-bを認識部位とするため、酸処理を⾏ったサンプル (全ての TGF-b

が活性化状態) を TGF-bの総量、酸処理を⾏っていないサンプルを活性型 TGF-bの量として
解析した。 

 

定量的 PCR 

1. RNA の抽出 

 クリオスタットにて薄切した筋切⽚ (厚さ 7 µm、約 50 枚) をあらかじめ-20˚C に冷却し
たチューブに回収し、TRIZOL Reagent (Invitrogen) を加え、4˚C、15,000 rpm で 15 分間の遠
⼼分離を⾏った後、上清を新しいチューブに移した。1 ml の TRIZOL Reagent に対して 200 µl

のクロロホルム (和光純薬) を加え、撹拌したのちに、4˚C、15,000 rpm で 15 分間の遠⼼分
離を⾏い、上層の透明な⽔層を別のチューブに回収した。これと等量のイソプロピルアルコ
ール (和光純薬) を加え、撹拌し、4˚C、15,000 rpm で 15 分間の遠⼼分離を⾏った。上清を
捨て、70％エタノール 500 µl (和光純薬) を加え、さらに 15,000 rpm で 10 分間遠⼼分離し
た。上清を捨て、⾵乾させたのちに 10-20 µl の Diethylpyrocarbonate (DEPC) 処理⽔を加え、
RNA を溶解させた。得られた RNA は、NanoDrop One (ThermoFisher Scientific、MA、USA) 

にて濃度を測定した。 

 

2. 逆転写反応 

 まず、以下に⽰した反応溶液を 65˚C で 15 分間処理したのち、氷上で急冷した。 

 

Total RNA (1-2 µg) 5 µl 

Oligo d(T) (Invitrogen) 1 µl 

Total volume 6 µl 

  

次に、以下に⽰す反応溶液を⽤いて 42˚C で 60 分間逆転写反応を⾏った。 
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Total RNA+Primer 6 µl 

dNTP (2 mM、Applied biosystems) 5 µl 

5×RT buffer   4 µl 

0.1M DTT     2 µl 

Super Script-Ⅱ (Invitrogen) 1 µl 

RNase Inhibitor (Applied biosystems) 1 µl 

DEPC処理⽔  1 µl 

Total volume 20 µl 

 

 反応終了後、94˚C で 5 分間加熱し、氷上で急冷した。 

 

3. 定量的 PCR 

 逆転写反応によって得られた cDNA を⽤い、Light Cycler 2 (Roche、Basel、Switzerland) を
⽤いた qPCR により各遺伝⼦の発現を定量した。内部標準遺伝⼦としては、Hypoxanthine 

guanine phosphoribosyltransferase (HPRT) を⽤いた。各サンプルの cDNA量から増幅される
HPRT 遺伝⼦ PCR産物量がほぼ同じになるように cDNA量を合わせたのち、各遺伝⼦に対
応するプライマーを⽤いて定量的 PCR を⾏った。定量的 PCR に⽤いたプライマーを下記に
⽰す。 

 
ラット 

  Gene Name F/R Sequence（5' → 3'） 

  Hprt 
F GACCGGTTCTGTCATGTCG 

R ACCTGGTTCATCATCACTAATCAC 

  Tnfa 
F GCCCAGACCCTCACACTC 

R CCACTCCAGCTGCTCCTCT 

  Il1b 
F TGTGATGAAAGACGGCACAC 

R CTTCTTCTTTGGGTATTGTTTGG 

  Ifng 
F AGCATCCATGCTACTTGAGTTAAA 

R TTTTGCAGCTCTGCCTCAT 

  Nox4 
F GAACCCAAGTTCCAAGCTCA 

R GCACAAAGGTCCAGAAATCC 

p16 
F TTCACCAAACGCCCCGAACA 

R CAGGAGAGCTGCCACTTTGAC 

  p19 
F GTGTTGAGGCCAGAGAGGAT 

R TTGCCCATCATCATCACCT 
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  p21 
F GACATCTCAGGGCCGAAA 

R GGCGCTTGGAGTGATAGAAA 

  p15 
F AGGGCCACCGTGATATTG 

R GTTCTGGAAGGCCAGCAG 

  p53 
F AGAGAGCACTGCCCACCA 

R AACATCTCGAAGCGCTCAC 

  Il6 
F CCCTTCAGGAACTATGAA 

R ACAACATCAGTCCCAAGAAGG 

  Tgfb1 
F CCTGGAAAGGGCTCAACAC 

R CAGTTCTTCTCTGTGGAGCTGA 

  Bmp4 
F TGGGATGTTCTCCAGATGTTC 

R CGGGCTTGAGTACCCTGAG 

   B2m 
F CCGTGATCTTTCTGGTGCTT 

R GTGGAACTGAGACACGTAGC 

  Dep1 
F AACCGCTACAACAACGTCCT 

R TCGTCTGTCGAATGGGTCTG 

  Fgf2 
F TCTTCCTGCGCATCCATC 

R GCTTGGAGCTGTTAGTTTGACG 

  Mmp2 
F CACCACCGAGGATTATGACC 

R CACCCACAGTGGACATAGCA 

  Ctgf 
F GGTGACCTAGAGGAAAACATTAAGA 

R CCGGTAGGTCTTCACACTGG 

 
ヒト 

  Gene Name F/R Sequence（5' → 3'） 

  HPRT 
F TGACCTTGATTTATTTTGCATACC 

R CGAGCAAGACGTTCAGTCCT 

p16 
F CTGCCCAACGCACCGAATAG 

R CACGGGTCGGGTGAGAGT 

  p14 
F CTACTGAGGAGCCAGCGTCTA 

R CTGCCCATCATCATGACCT 

  p21 
F CCGAAGTCAGTTCCTTGTGG 

R CATGGGTTCTGACGGACAT 

 

 また、標準検量線作成のために別途 cDNA を 20倍、200倍、2,000倍希釈した三段階の濃
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度のサンプルを⽤いて、各プライマーセットに対して標準検量線を作成した。超純⽔は全て
MilliQ 超純⽔製造装置 (Millipore) により精製されたものを⽤いた。なお陰性対照には
cDNA の代わりに滅菌超純⽔のみを⽤いた。cDNA、0.5 mM のプライマー、THUNDERBIRD 

SYBR® qPCR Mix (東洋紡) を以下の組成で混合した。 

 

希釈した cDNA 5 µl 
滅菌超純⽔ 4 µl 

Forward Primer   0.5 µl 

Reverse Primer 0.5 µl 

SYBR qPCR Mix 10 µl 

Total volume 20 µl 

  

以下の条件で PCR反応を⾏った。72˚C を 1 分間維持するフェーズが終了した時点で蛍光度
を検出し、これを 1 サイクルごとに⾏った。 

 

95˚C 1 分  

95˚C 5秒  

60˚C 30秒 45 サイクル 

72˚C 1 分  

 

 各遺伝⼦発現量を HPRT 遺伝⼦発現量により除した値を定量 PCR による各遺伝⼦の相対
的な発現量とした。 

 

4. 半定量的 PCR 

 逆転写反応によって得られたcDNAを⽤いてPCRを⾏った。PCR混合溶液の組成および反
応条件はジェノタイピングに準じた。また、使⽤したプライマー及びPCRサイクル数につ
いてはTable 1に⽰した。PCR産物をアガロース電気泳動し、エチジウムブロマイドで染⾊
し、観察した。 

Gene Name F/R Sequence（5' → 3'） Cycle No. 

  p16 
F GATCCGGAGCAGCATGGAGT 

40 
R CATTATGTATTTTTTTAAAGCCATATGC 

  Pax7 
F ACGATGAGGAAGGAGACAAAAA 

40 
R GGTTACTGAACCAGACCTGGAC 

  Myod1 
F AAGTGAACGAGGCCTTCGAG 

40 
R GCCGCTGTAATCCATCATGC 
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  Pdgfra 
F CTTGCAATCCGTCAGTAGCA 

40 
R ATAACCCTAGCCGAGGACGT 

  Cd31 
F TTGTGACCAGTCTCCGAAGC 

40 
R TTCCGTTCTCTTGGTGAGGC 

  Cd11b 
F GGCAGAGTGTGATCCAGCTT 

40 
R TCGATCGTGTTGATGCTACCG 

  Hprt 
F GCTGGTGAAAAGGACCTCT 

40 
R CACAGGACTAGAACRYCTGC 

 

セルソーティング 

1. C12FDG を⽤いた SA-bGal 染⾊ 

 培養開始から 2 ⽇経過した⾻格筋初代培養細胞に対して、通常培地で 100 nM に希釈し
た bafilomycin A1 (Sigma) を 2 ml/35 mm dish (BD Falcon) で加え、１時間 37˚C でインキュ
ベー ト し た 。 そ の後、通常培地で 10 倍に希釈し た 最終濃度 2 mM の 5-

Dodecanoylaminofluorescein Di-b-D-Galactopyranoside (C12FDG 、 Thermo Fisher Scientific 、
Waltham、MA、USA) を 33 µl 加え、2 時間 37˚C でインキュベートした。 

 

2. サンプルの調製とセルソーティング 

 SA-bGal 染 ⾊ を 終 え た 細 胞 の 上 清 を 除 去 し た 後 、 10 mM の EDTA 

(Ethylenediaminetetraacetic acid)/PBS を加えて 10 分インキュベートした。その後、セルスク
レーパー (SARSTEDT AG. Co、Nümbrecht、Germany) を⽤いて細胞をディッシュから剥が
した。剥がした細胞を回収し、2% FBS/PBS で懸濁した後、3000 rpm、3 分、4 ˚C で遠⼼分
離し、上清を除去した。沈殿した細胞を 200 µl の 2% FBS/PBS再懸濁し、⼀次抗体を氷上で
10 分間反応させた。⼀次抗体として抗b2-microglobulin抗体 (PE-conjugated; BD Biosciences) 

を 1 µl、抗 CD45抗体 (Alexa647-conjugated; BD Biosciences) を 1µl⽤いた。反応終了後、2% 

FBS/PBS を 500 µl 加えることによって洗浄し、3000 rpm、3 分、4 ̊ C で遠⼼分離し、上清を
除去した。上記のように調整したサンプルをポアサイズ 40 µm のセルストレイナー (BD 

Falcon) で濾過し、BD FACSARIA Ⅲ (BD Biosciences)を⽤いて細胞 C12FDG+B2M+CD45-の分
画の細胞を採取した。 

 

統計処理 

 数値データは平均値±標準誤差で⽰し、⽣データを⿊点で表した。2群間の⽐較は Unpaired 

Welch’s t-test (two-tailed) を⽤いて⾏った。3群以上の場合は Tukey-Kramer’s test を⽤いた検
定を⾏った。ABT263投与実験において、投与前後における体重、筋⼒の変化を検定する際
には、paired t-test (two-tailed) を⽤いた。危険率 5%未満をもって有意な差があると判定した。
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グラフの描画や p値の計算は統計ソフト R (ver.4.0.0) を⽤いて⾏われた。 
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 結果 

 

 

DMD ラットにおける炎症および酸化的ストレス産⽣因⼦の発現 

細胞⽼化は、炎症に伴う酸化的ストレスの蓄積などによって誘導される。そこで、DMD

ラット前脛⾻筋における炎症因⼦、酸化的ストレス産⽣に関わる因⼦の発現を調べた。その
結果、Tnfaの発現量には WT、DMD ラット間で有意な差は認められなかったが、Il1bは後
期、Ifngは早期から DMD ラットにおいて発現上昇が認められた (Fig. 2-1A)。このような炎
症性サイトカインの発現上昇に伴って、DMD ラットでは 3ヶ⽉齢から野⽣型に⽐べて、⾻
格筋の酸化的ストレス産⽣に関わる、Nox4 の発現上昇が観察され、さらに加齢に伴ってそ
の発現が上昇していた (Fig. 2-1B)。以上の結果から、DMD ラットでは、炎症に伴って 3ヶ
⽉齢から加齢性に酸化的ストレスが蓄積することが⽰唆された。 

 

DMD ラット⾻格筋における⽼化細胞の出現 

DMD ラットにおいて細胞⽼化が誘導されているかどうかを検討した。細胞⽼化時には細
胞分裂が停⽌するため、細胞分裂を抑制する因⼦の発現が上昇する。そこで、DMD ラット
前脛⾻筋において細胞分裂抑制因⼦である、p15、p16、p19、p21、p53 の発現量を調べた。
その結果、p53 の発現量には WT、DMD ラット間で⼤きな変動は⾒られなかったが、それ
以外のいずれの因⼦においても加齢に伴う発現上昇が認められた (Fig. 2-2)。p53 はリン酸
化されることによって機能を発揮するため、mRNA レベルでは差が⾒られなかった可能性
がある。特に、細胞⽼化に最も特異的なマーカーである p16 の発現が 3 ヶ⽉齢から上昇し
ていたことから、DMD ラットにおいて 3ヶ⽉齢から細胞⽼化が誘導されることが⽰唆され
た。次に、SASP因⼦として Il6、Tgfb1、Bmp4 の発現量を測定したところ、DMD ラットに
おいて Tgfb1 の発現上昇や、Il6 の発現上昇傾向が認められた (Fig. 2-3A)。⽼化細胞は表⾯
抗原マーカーとして、Major histocompatibility complex (MHC) class1 構成要素の⼀つである
b2-microglobulin (B2M) や、チロシン脱リン酸化酵素である Density enhanced protein tyrosine 

phosphatase-1 (DEP-1) の発現量が⾼いことがわかっている (Althubiti et al., 2014)。これらの
遺伝⼦の発現量を測定したところ、両者ともに DMD ラットにおいて発現が上昇していた 

(Fig. 2-3B)。⽼化細胞を同定する⽅法として、SA-bGal 染⾊も頻⽤される。しかし、SA-bGal

染⾊は、もともとb-galactosidase 発現量の⾼いマクロファージも陽性として染⾊するという
問題点がある。実際、WT ⾻髄から M-CSF によって誘導した通常のマクロファージは、SA-

bGal 染⾊陽性になることが確認された (Fig. 2-4A)。そこで、マクロファージなど偽陽性の
細胞を除去するため、3ヶ⽉齢の WT、DMD ラット⾻格筋初代培養細胞において MACS に
よって CD45陽性の免疫細胞を除去したあとに、SA-bGal 染⾊を⾏った。その結果、WT で
はほとんど SA-bGal 染⾊陽性細胞が観察されない⼀⽅で、DMD ラットでは約 40%の細胞が
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SA-bGal 染⾊陽性であった (Fig. 2-4B, C)。以上の結果から、DMD ラットでは細胞⽼化が誘
導されることが明らかになった。 

 

DMD ラットにおける⽼化細胞種の同定 

次に、⽼化細胞種を同定するために、RNA Scope を⽤いて p16、p19 をコードする遺伝⼦
である Cdkn2a mRNA に対する in situ hybridization (ISH) を⾏った。p16、p19 はともに細胞
⽼化に特異的なマーカーであることから、ISH に⽤いたプローブは、exon1a、exon2、exon3

を標的とする領域に設計し、p19 も同時に検出されうる形にした。6ヶ⽉齢の WT、DMD ラ
ット前脛⾻筋において Cdkn2a mRNA に対する ISH を⾏ったところ、WT では Cdkn2a mRNA

のシグナルは検出されないものの、DMD ラットでは、筋線維、及び単核の細胞群に Cdkn2a

の発現が認められた (Fig. 2-5A, B)。単核の細胞群について、その⽼化細胞種を同定するた
めに、DMD ラット⾻格筋初代培養細胞において Cdkn2a mRNA に対する ISH を⾏った後に、
各細胞種特異的なマーカーを⽤いて免疫染⾊を⾏った。なお、間葉系前駆細胞のマーカーと
して、ヒトやマウスでは PDGFRaが⽤いられるが、ラットでは現状のところこれを染⾊で
きる抗体が存在しない。当研究室では、以前にラット⾻格筋では CSPG4 が間葉系前駆細胞
に特異的なマーカーであることを同定しており (Takeuchi et al., 2016)、本章では CSPG4 に
対する抗体を⽤いてラット間葉系前駆細胞を染⾊した。その結果、Cdkn2a mRNA は Pax7陽
性の筋衛星細胞、および CSPG4陽性の間葉系前駆細胞に発現していた (Fig. 2-6A)。⼀⽅で
Cdkn2a mRNA の発現は CD45 陽性の免疫細胞や、CD31 陽性の⾎管内⽪細胞には⾒られな
かった (Fig. 2-6A)。筋衛星細胞、及び間葉系前駆細胞における Cdkn2a mRNA陽性細胞の割
合を定量したところ、6ヶ⽉齢では Pax7陽性細胞のうち約 50%、CSPG4陽性細胞のうち約
25%が Cdkn2a を発現していた (Fig. 2-6B)。p21 をコードする Cdkn1a 遺伝⼦に対する ISH を
⾏ったところ、Cdkn2a 遺伝⼦の場合と同様に Cdkn1a mRNA は Pax7陽性の筋衛星細胞、お
よび CSPG4陽性の間葉系前駆細胞に発現し、CD45陽性の免疫細胞や、von Willebrand factor 

(vWF) 陽性の⾎管内⽪細胞には発現しなかった (Fig. 2-6C)。また、Cdkn2a のシグナルは WT

由来の⾻格筋初代培養細胞においては観察されなかった (Fig. 2-7)。次に、セルソーターを
⽤いて⽼化細胞の単離を試みた。b-galactosidase に代謝されることによって緑⾊の蛍光を発
する物質である C12FDG、及び⽼化細胞表⾯抗原マーカーである B2M を⽤いて、
C12FDG+B2M+CD45-の細胞を⽼化細胞として単離した。この集団では RT-PCR によって p16

の発現が確認されたほか、Fig. 2-6 と同様に筋衛星細胞のマーカーである Pax7、Myod1、間
葉系前駆細胞のマーカーである Pdgfraも発現していた (Fig. 2-8)。また、マクロファージの
マーカーである Cd11bや、⾎管内⽪細胞のマーカーである Cd31 は発現しないことも確認さ
れた。 

以上の結果から、DMD ラットでは筋線維に Cdkn2a が発現し、筋衛星細胞及び間葉系前
駆細胞に細胞⽼化が誘導されることが明らかになった。 
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p16⽋損ラット及び p16⽋損 DMD ラットの作出 

細胞⽼化が DMD の病態進⾏に関与するかどうかを検討するために、DMD ラットにおい
て p16 を⽋損させることで細胞⽼化の抑制を試みた。そこで、CRISPR/Cas 法を⽤いて p16

遺伝⼦に out-of-frame 変異を持つラットを作出した (Fig. 2-9A, B)。同ラットでは Cdkn2a 遺
伝⼦座の exon1a上に 7塩基の⽋損を認め、予測アミノ酸配列では exon2 の起始部位で終⽌
コドンが誘導されていた (Fig. 2-9B)。この p16⽋損ラットを DMD ラットと交配させる事に
よって、p16⽋損 DMD ラット (dKO ラット) を作出した。これらのラットにおいて実際に
p16 のタンパク質が⽋損しているかどうかを確認するために、9ヶ⽉齢の p16+/+ XY (WT)、
p16+/- XY、p16-/- XY、p16+/+ XDmdY (DMD ラット)、p16+/- XDmdY、p16-/- XDmdY ラット (dKO ラ
ット) の前脛⾻筋抽出タンパク質を⽤いて p16 に対するウェスタンブロットを⾏った。その
結果、Dmd 遺伝⼦に変異を持たないラットでは p16 の発現が確認されないものの、p16+/+ 

XDmdY ラット(DMD ラット) では p16 の発現が確認され、Fig. 2-2A の結果と⼀致した。⼀
⽅、p16-/- XDmdY ラット (dKO ラット) では p16 タンパク質の完全な⽋損が確認され、p16 遺
伝⼦にヘテロで変異を持つ p16+/- XDmdY では DMD ラットの半分ほど p16 が発現していた 

(Fig. 2-9C)。以上の結果から、p16 遺伝⼦に導⼊された変異によって、実際にタンパク質レ
ベルでも p16 の発現が消失していることが確認された。 

 

p16⽋損が DMD ラットの全⾝状態に与える影響 

p16 の⽋損が DMD ラットの全⾝状態に与える影響を評価した。dKO ラットでは、DMD

ラットにおいて観察された削痩や、脊柱の後弯が改善され、四肢の⿇痺も改善していた (Fig. 

2-10)。経時的に体重を測定したところ、Dmd 遺伝⼦に変異を持たないラットでは p16 の変
異に関わらず同じように経時的な体重増加を⽰した。⼀⽅、Dmd 遺伝⼦に変異を持つラッ
トでは、DMD ラットにおいて約 6ヶ⽉齢から認められる体重減少が、p16 の⽋損に伴って
緩和されていた (Fig. 2-11A)。経時的に筋⼒を測定したところ、9ヶ⽉齢において、DMD ラ
ットで認められる筋⼒低下が、p16 発現量の減少 (+/-)、⽋損 (-/-) に伴って改善していた 

(Fig. 2-11B)。Fig. 2-10A で認められた dKO ラットにおける体重増加に伴って、⼼重量の増
加が認められた (Fig. 2-12A)。さらに前脛⾻筋とヒラメ筋において筋重量を測定したところ、
いずれにおいても p16 の⽋損に伴って DMD ラットでは筋重量が増加していた (Fig. 2-12B)。
以上の結果から、p16 の⽋損によって DMD ラットの全⾝状態が改善することが明らかにな
った。 

 

p16⽋損が DMD ラットの⾻格筋組織像に与える影響 

上記で観察された全⾝の病態改善効果に伴って⾻格筋組織像がどのように変化するかを
検討するために、WT、DMD ラット、dKO ラット前脛⾻筋切⽚の HE 染⾊を⾏い、組織像
を観察した。その結果、DMD ラットで認められた重度の⾻格筋組織の線維・脂肪化が、dKO

ラットの⼀部の個体では野⽣型と同程度まで減少しているような像が観察された (Fig. 2-
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13)。実際に筋の線維・脂肪化を定量するために、前脛⾻筋組織切⽚においてマッソントリ
クローム染⾊および、前脛⾻筋組織切⽚抽出タンパク質を⽤いて Perilipin に対するウェス
タンブロットを⾏った。その結果、p16 の⽋損によって、DMD ラットで⾒られた線維化や
脂肪化が減少していたが、dKO ラット全体でみると野⽣型と同程度までには線維・脂肪化
は改善していなかった  (Fig. 2-14A, C; Fig. 2-14B, D)。当研究室の先⾏研究によって bFGF

は間葉系前駆細胞の脂肪化を促進することが⽰されている (Nakano et al., 2016)。そこでWT、
DMD ラット、dKO ラット前脛⾻筋を⽤いて bFGF をコードする遺伝⼦である Fgf2 の発現
量を測定したが、ジェノタイプ間で有意な差は認められなかった (Fig. 2-15)。以上の結果か
ら p16 の⽋損によって DMD ラットの線維・脂肪化の減少などの病態改善効果が認められる
ことが明らかになった。⼀⽅で、筋損傷マーカーである CK 値は dKO ラットにおいても
DMD ラットに⽐べて有意な減少は⾒られなかった (Fig. 2-16)。 

 

p16⽋損が DMD ラットの筋再⽣能に与える影響 

前脛⾻筋切⽚において eMHC に対する免疫染⾊を⾏ったところ、p16 発現量の減少 (+/-)、
⽋損 (-/-) によって切⽚あたりの eMHC陽性筋線維数が増加していた (Fig. 2-17A, B)。⾻格
筋初代培養細胞において筋再⽣を司る筋衛星細胞の数を測定したところ、p16 の⽋損によっ
て DMD ラットにおける Pax7 陽性、MyoD 陽性細胞数の増加が認められた (Fig. 2-18A, C; 

Fig. 2-18B, D)。以上のことから、p16 の⽋損が DMD ラットにおける筋再⽣能を亢進させる
ことが⽰された。 

 

p16⽋損が DMD ラットの SASP、細胞⽼化関連因⼦に与える影響 

p16 の⽋損が SASP に与える影響を調べるために、SASP因⼦のうち、Il1b、Tgfb1、Il6、
Mmp2、Connective tissue growth factor (Ctgf) に関して定量的 PCR を⾏い、WT、DMD ラッ
ト、dKO ラット前脛⾻筋におけるそれぞれの発現量を⽐較した。その結果、DMD ラットに
おいて p16 の⽋損によって Tgfb1、Mmp2、Ctgf の発現量が減少していた (Fig. 2-19A)。また、
p16 の⽋損によって実際に細胞⽼化が抑制されているかどうかを調べるために、細胞⽼化関
連因⼦である p15、p19、p21 の発現量を測定したところ、dKO ラットでは DMD ラットに
⽐べて p15、p21 の発現量が減少していた (Fig. 2-19B)。以上の結果から、p16 の⽋損によっ
て細胞⽼化が抑制され、⼀部の SASP因⼦の発現が低下することがわかった。 

 

ABT263 が DMD ラットの病態に与える影響 

以上の dKO ラットに関する研究から、p16 の⽋損によって DMD の病態を改善できるこ
とが明らかになった。しかし、p16 の⽋損は癌化のリスクを上昇させ、特に DMD ラットで
は 9 ヶ⽉齢以降において横紋筋⾁腫の発⽣を誘発することが⽰されている (寺本、博⼠論
⽂)。そこで、DMD の新たな治療法を探る上で、Bcl-2 の阻害剤である ABT263 に着⽬した。
ABT263 は抗アポトーシス因⼦である Bcl-2 を阻害し、細胞にアポトーシスを誘導すること
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によって⽼化細胞を特異的に除去することが報告されている (Chang et al., 2016)。しかし、
抗がん剤としても使⽤されるため、⻑期投与では⾎⼩板減少症などの副作⽤を起こす可能
性がある。そこで、末期の病状を呈すると考えられる 8ヶ⽉齢の DMD ラットに ABT263 を
18.75 mg/kg で 1週間毎⽇経⼝投与した後に、2週間休薬期間を置き、さらに 1週間毎⽇経
⼝投与した後、サンプリングし、その病態を解析した (Fig. 2-20)。ABT263 の投与によって、
DMD ラットでは細胞⽼化関連因⼦ p16、p19、p21 の発現量が減少することが確認された 

(Fig. 2-21)。さらに、前脛⾻筋切⽚における Cdkn2a mRNA に対する ISH の結果から、切⽚
あたりの Cdkn2a陽性細胞数の減少が認められた (Fig. 2-22A, B)。以上の結果から、⽼化細
胞が効果的に除去されていることがわかった。 

Vehicle 投与群では、投与前後において、病態の進⾏に伴って体重、筋⼒が低下した。⼀
⽅で、ABT263投与群ではこのような体重、筋⼒の低下がみられず (Fig. 2-23A, B)、病態の
進⾏を抑制することが⽰された。 

 

ABT263 が DMD ラットの⾻格筋組織像に与える影響 

ABT263 が⾻格筋組織像に与える影響を評価するために、Vehicle投与群、及び ABT263投
与群の前脛⾻筋組織切⽚においてマッソントリクローム染⾊および、前脛⾻筋組織切⽚抽
出タンパク質を⽤いて Perilipin に対するウェスタンブロットを⾏った。その結果、p16⽋損
時と異なり、ABT263 投与群では、線維・脂肪化に関して Vehicle 投与群と有意な差は認め
られなかった (Fig. 2-24A, C; Fig. 2-24B, D)。以上のことから、本投薬プロトコルでは ABT263

は線維・脂肪化に対して改善効果を持たないことがわかった。 

 

ABT263 が DMD ラットの筋再⽣能に与える影響 

前脛⾻筋切⽚において eMHC に対する免疫染⾊を⾏ったところ、ABT263 投与群では
Vehicle投与群に⽐べて切⽚あたりの eMHC陽性筋線維数が増加していた (Fig. 2-25A, B)。
⾻格筋初代培養細胞において筋衛星細胞数をカウントしたところ、Vehicle投与群と ABT263

投与群でその数に差が認められなかった (Fig. 2-26A, C; Fig. 2-26B, D)。以上の結果から、
ABT263 は筋衛星細胞以外の経路によって筋再⽣能を亢進させる可能性が⽰された。 

 

ABT263 が SASP因⼦の発現に与える影響 

ABT263投与群では⽼化細胞数の減少に伴って SASP因⼦の発現が低下する可能性が考え
られる。そこで、Vehicle 投与群、及び ABT263 投与群において前脛⾻筋切⽚から抽出した
mRNA を⽤いて、SASP因⼦のうち、Il1b、Tgfb1、Il6、Mmp2、Ctgf に関して定量的 PCR を
⾏った。その結果、ABT263投与群では、Il1b、Tgfb1、Il6 の発現が低下しており (Fig. 2-27)、
実際に SASP因⼦の発現が抑制されていることが⽰された。 
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以上の結果から、細胞⽼化を抑制することによって DMD の病態改善、または病態進⾏の
抑制が可能であることが判明した。TGF-bは DMD患者で発現増強がみられること、筋衛星
細胞の分裂を抑制すること (Rathbone et al., 2011)、⾻格筋では NADPH oxidase 4 (NOX-4) の
発現上昇を介して、細胞⽼化の原因である酸化的ストレスの形成に関与すること (Yan, 

2014) が知られている。また、⽼化細胞から分泌される TGF-bが傍分泌的に作⽤して、近接
した細胞の細胞⽼化に重要な役割を果たしていること (Acosta et al., 2013) から、TGF-bは
DMD ラットにおける細胞⽼化の誘導に重要な役割を果たしていると推察される。実際、
DMD ラットでは Tgfb1 や Nox4 の発現量が亢進していた (Fig. 2-3A; Fig. 2-1B)。そこで、
DMD ラット⾻格筋で細胞⽼化が誘導される機構の⼀つとして TGF-bが関与する可能性につ
いて調べた。タンパク質レベルにおいて TGF-b1 の発現量が亢進しているかを確認するため
に、前脛⾻筋において ELISA を⽤いて TGF-bのタンパク質量を定量したところ、TGF-bの
総量は 1ヶ⽉齢から DMD ラットにおいて増加していたが (Fig. 2-28A)、活性型 TGF-bは 3

ヶ⽉齢から DMD ラットで発現が認められ、加齢に伴ってその発現量が上昇していた (Fig. 

2-28B)。このような活性型 TGF-bの発現上昇に伴って、TGF-bの下流シグナルである Smad3

のリン酸化が亢進していた (Fig. 2-29A, B)。実際に TGF-bが⾻格筋において細胞⽼化を誘導
するかどうか検討するために、WT由来⾻格筋初代培養細胞 (WT では初代培養細胞中に約
95%の純度で筋芽細胞を取得できるため、以降WT由来筋芽細胞と記す (Tatsumi et al., 2006)) 

において活性型 TGF-bの添加実験を⾏った。その結果、活性型 TGF-bを添加した群では細
胞⽼化マーカーの p16 の発現上昇が認められ (Fig. 2-30A)、活性型 TGF-b濃度⾮依存的に
SA-bGal 染⾊陽性細胞数が増加した (Fig. 2-30B)。以上の結果から、活性型 TGF-bの存在に
よって、実際に筋芽細胞に細胞⽼化が誘導されることが明らかになった。 

 

ヒト DMD患者における⽼化細胞の出現 

最後に、ヒト DMD患者においても細胞⽼化が誘導されているかどうかを検討した。本実
験には 10⼈の⾮ DMD患者と、2-33歳の 34⼈の DMD患者が参加した (Table 2)。DMD患
者由来⾻格筋及び⾮ DMD患者由来⾻格筋を⽤いて細胞⽼化関連因⼦である p16、p14、p21

の発現量を定量的 PCR によって測定した。その結果、p16 の発現は 3 歳以上の DMD 患者
⾻格筋において認められた⼀⽅、⾮ DMD患者⾻格筋では検出されなかった (Fig. 2-31A)。
p14、p21 に関しては DMD患者において有意な発現上昇が認められ、2歳から発現が上昇し
ていた (Fig. 2-31A)。以上の結果から、ヒト DMD患者においても若齢から細胞⽼化が誘導
されている可能性が⽰された。ヒト DMD患者における⽼化細胞種を同定するために、患者
⾻格筋切⽚において CDKN2A mRNA に対する ISH を⾏った。ISH は、ランダムに抽出され
た、5⼈の DMD患者 (患者番号: 12、25、30、35、40) 及び、3⼈の⾮ DMD患者 (患者番
号: 7、8、9) の⾻格筋組織切⽚を⽤いて⾏った。その結果、ヒトにおいても Pax7陽性細胞、
PDGFRa陽性細胞において CDKN2A の発現が認められた (Fig. 2-31B)。⼀⽅で、筋線維にお
ける CDKN2A の発現は認められなかった。以上の結果から、ヒト DMD 患者においても筋
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衛星細胞および間葉系前駆細胞に細胞⽼化が誘導されていることがわかった。 
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考察 

 

 

  本章の研究から、DMD ラットでは慢性炎症に伴って細胞⽼化が誘導されることが明らか
となった。さらに遺伝学的⼿法や薬剤によって細胞⽼化を抑制することで DMD ラットの病
態が改善されることも⽰した。細胞⽼化はヒト DMD患者においても誘導されることが⽰唆
され、ヒト DMD患者における治療法の開発への応⽤も期待される。 

本研究によって⽼化細胞種として筋衛星細胞や間葉系前駆細胞が同定されたため、DMD

の病態進⾏にはこれらの細胞が関与する可能性がある。まず、筋衛星細胞の細胞⽼化がDMD

の病態進⾏に関与する機序について考察する。⼈⼯的にテロメラーゼを⽋損させた mdx マ
ウス (mdx/mTR マウス) では筋衛星細胞の分裂能が低下し、加齢性に数が減少することで
病態が重篤化する (Sacco et al., 2010)。テロメアの短縮は細胞⽼化の⼀因であることから、
mdx/mTR マウスにおける病態の重篤化は、筋衛星細胞の細胞⽼化を原因とする可能性があ
る。⽼齢マウス由来の筋衛星細胞では、細胞⽼化によって⾃⼰複製能が低下し、⼗分な幹細
胞プールを維持できず、結果として筋損傷時に筋再⽣不全が⽣じる (Sousa-Victor et al., 2014)。
また、⽼齢マウス由来の筋衛星細胞では筋損傷時における MyoD 陽性細胞の割合が減少し
ており、筋衛星細胞が活性化されにくくなる (Sousa-Victor et al., 2014)。さらに、DNA損傷
ストレス応答によって筋芽細胞に細胞⽼化が誘導されると、筋分化能が低下することが報
告されている (Latella et al., 2017)。以上のことから、DMD ラットに⾒られた加齢性の筋衛
星細胞数の減少や、筋再⽣能の低下は、筋衛星細胞の細胞⽼化による分裂停⽌、または分化
不全が原因である可能性がある。 

このような細胞⽼化による筋衛星細胞⾃⾝の性質変化に加えて、⽼化した筋衛星細胞と
他細胞との crosstalk も興味深い。筋衛星細胞は VEGFaを発現することによって⾎管内⽪細
胞を⾃⾝の近傍に誘導することが知られている (Verma et al., 2018)。⾎管内⽪細胞は Notch 

ligand である Dll4 を発現することで筋衛星細胞の Notch 受容体に結合し、筋衛星細胞の未
分化性を保ち、幹細胞プールの維持に寄与する。Mdxマウスでは筋衛星細胞における VEGFa

の発現低下に伴って、筋の⾎管密度が減少するが、⾎管内⽪細胞特異的に VEGF signal を増
強することで筋再⽣能の亢進や、全⾝病態が改善することが⾒いだされている (Verma et al., 

2019)。VEGFaは⾎管内⽪細胞に作⽤するのみならず、単球の浸潤を促進する作⽤も持つ。
筋衛星細胞は筋損傷時に CCL22、CX3CL1や VEGFaなどを発現することによって単球を⾃
⾝の近傍に誘導し、単球由来の液性因⼦によって⾃⾝の増殖を促進させる他、アポトーシス
も抑制するという報告がある (Chazaud et al., 2003)。本研究では ABT263 の投与によって IL-

6 などの SASP因⼦の発現低下が認められたため、⽼化細胞は SASP によって IL-6 を分泌す
る可能性がある。通常の筋再⽣過程では、マクロファージは炎症性マクロファージ (M1) か
ら筋再⽣の進⾏に伴って抗炎症性マクロファージ (M2) へ分化し、炎症を終息させること
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で正常な筋再⽣に貢献する。しかし、過剰な M2 は⾻格筋の線維化を促進すること (Mann 

et al., 2011) や、IL-6 はマクロファージの M2 への分化を促進すること (Luckett-Chastain et 

al., 2016; Sanmarco et al., 2017) が報告されている。このことから、⽼化筋衛星細胞由来の IL-

6 は、マクロファージを過剰に M2 に分化誘導させ、間接的に線維化を促進する可能性があ
る。以上から、筋衛星細胞では細胞⽼化によって VEGFa や CCL22、IL-6 などの液性因⼦
分泌動態が変化した結果、筋衛星細胞と⾎管内⽪細胞、単球、マクロファージとの正常な相
互作⽤が破綻し、これが DMD の病態進⾏につながった可能性がある。 

また、細胞⽼化によらず、先天的に筋衛星細胞に異常が⽣じている可能性もある。近年の
研究によってジストロフィンタンパク質は筋衛星細胞においても発現することが明らかに
なってきた (Dumont et al., 2015)。筋衛星細胞は⾮対称分裂を⾏うことによって、筋分化が
可能な筋芽細胞を作るが、筋衛星細胞におけるジストロフィンタンパク質の発現がこの⾮
対称分裂の形成に関与することが⽰されている (Dumont et al., 2015)。Fig. 1-1-9 において、
経時的に Pax7陽性細胞数と MyoD陽性細胞数を測定したが、細胞⽼化が誘導されていない
1 ヶ⽉齢から DMD ラットにおいて筋衛星細胞数の低下が認められていた。このことから、
DMD ラットにおいても筋衛星細胞の活性化不全や、ひいては分裂異常による筋衛星細胞数
の減少が細胞⽼化以前に誘導されている可能性がある。本研究では ABT263 が DMD の病態
進⾏を抑制することが⽰されたが、将来的に ABT263 が奏効しても上記筋衛星細胞の先天
的な問題は改善できないため、エキソンスキップ療法や、ジストロフィンの発現を回復させ
た筋衛星細胞を移植する細胞療法も併⽤可能になることが望まれる。現在これらの治療法
開発研究は盛んに⾏われており、今後の研究が期待される分野である (Motohashi et al., 2019)。 

次に、間葉系前駆細胞の細胞⽼化が DMD の病態進⾏に関与する機序について考察する。
近年の研究によって間葉系前駆細胞は筋衛星細胞の幹細胞プールの維持に重要な役割を果
たすことがわかってきた。実際、Pdgfra-Creマウスを⽤いて⻑期に間葉系前駆細胞を死滅さ
せると、筋衛星細胞数の減少や筋再⽣能の低下が認められる (Wosczyna et al., 2019)。また、
⽼齢マウスの間葉系前駆細胞における Wisp-1 の発現低下が、筋衛星細胞の⾃⼰複製能の低
下や筋分化能の低下を招くことも明らかになってきた (Lukjanenko et al., 2019)。さらに、mdx

マウスにおいて微細な針で筋損傷を誘導することで線維化を亢進させ、ヒト DMD に近い病
態を⽰すようになったマウスでは、間葉系前駆細胞において TGF-bを活性化させる BMP1

やMMP14 の発現が上昇することが報告されている (Juban et al., 2018)。活性型 TGF-bは線
維化に重要な因⼦である (Meng et al., 2016) のみならず、筋衛星細胞の増殖、活性化、分化
を抑制する働きも持つ (Allen and Boxhorn, 1987; Carlson et al., 2008)。以上のことから、DMD

ラットでは、間葉系前駆細胞の細胞⽼化によって SASP を介して液性因⼦の分泌動態が変
化し、これが筋衛星細胞の⾃⼰複製能の低下や、筋分化能の低下に繋がった可能性が考えら
れる。本研究において ABT263 の投与は⽼化細胞数を減少させていたため、⽼化した筋衛星
細胞や間葉系前駆細胞にアポトーシスが誘導されたことが⽰唆される。そのため、ABT263

投与群では筋衛星細胞の総数が減少することが予想されるが、Vehicle 投与群との間で筋衛
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星細胞の総数に差は認められなかった。これは、上記に述べた機序によって⽼化間葉系前駆
細胞による筋衛星細胞分裂抑制効果が解除され、アポトーシスによる筋衛星細胞数の減少
を補填したことを⽰唆している。さらに、Vehicle 投与群と ABT263 投与群で筋衛星細胞の
総数に群間で差が⾒られないことから、ABT263投与群でみられた筋再⽣能の亢進は、⽼化
間葉系前駆細胞由来の SASP による筋分化の抑制が解除されたことによるものかもしれな
い。 

本研究によって DMD ラットでは筋線維においても Cdkn2a が発現することが明らかにな
り、Cdkn2a 陽性筋線維が病態進⾏に関与する可能性も考えられる。近年では、最終分化し
て分裂が停⽌した細胞においても、酸化的ストレス等によって細胞⽼化様の表現型がみら
れることがわかってきている (Jurk et al., 2012; Minamino et al., 2009)。DMD ラットでは慢性
的な炎症によって持続的な酸化的ストレスの亢進が予測され、これが筋衛星細胞や間葉系
前駆細胞のみならず、筋線維核においても Cdkn2a の発現を促し、細胞⽼化様の表現型を獲
得させる可能性も考えられる。近年の研究によって、⾻格筋は単なる運動器官であるのみな
らず、マイオカインと呼ばれる液性因⼦を分泌することで全⾝性に影響を与えうる内分泌
器官であることが明らかになってきた (Carson, 2017; Pedersen and Fischer, 2007)。仮に筋線
維において細胞⽼化様の表現型が獲得されたとすると、筋線維核の⼀部が SASP 様の表現
型を獲得し、マイオカインの組成、発現量が変動する可能性が考えられる。しかし、実際に
このような機序が働いているかどうかについては今後のより詳細な検討が必要である。 

本研究によって TGF-bは DMD ラット⾻格筋において細胞⽼化を誘導する可能性が⽰さ
れた。これまで、TGF-bは筋芽細胞の分裂、増殖から分化、融合に⾄るまで幅広く筋分化を
抑制することが知られていたが、今回新たに筋芽細胞に対して細胞⽼化誘導効果を持つこ
とが明らかになった。筋衛星細胞は Notch signaling によって⾃⾝の幹細胞性を維持している
が、⽼齢時には筋衛星細胞の Notch signaling が低下し、幹細胞プールが維持されにくくな
ることがわかっている (Conboy et al., 2003)。この時、⽼齢マウスの筋衛星細胞において TGF-

b/Smad3 signaling が活性化すると、筋衛星細胞に p15、p16 などの細胞周期抑制因⼦が発現
することが⽰されている (Carlson et al., 2008)。このことから、Notch signaling は筋衛星細胞
の未分化性を維持するのみではなく、TGF-bによる細胞⽼化誘導効果も抑制する可能性があ
る。上述したように DMD では筋衛星細胞における VEGFaの発現低下に伴って Notch ligand

を発現する⾎管内⽪細胞との crosstalk が破綻することが⽰されており、DMD ラットにおい
ても同機構が存在すると仮定すると、筋衛星細胞に TGF-b signal が惹起されると細胞⽼化
が誘導されやすい状態になっていると考えられる。実際に本研究では活性化 TGF-bの発現
が⾒られない 1ヶ⽉齢では細胞⽼化は誘導されないが、3ヶ⽉齢になり活性化 TGF-bが発現
すると同時に細胞⽼化が⽣じることが⽰された。今後の研究によって TGF-bの細胞⽼化誘
導能に対する WT、DMD ラット筋衛星細胞の感受性や、筋衛星細胞と⾎管内⽪細胞との相
互作⽤について⽐較検討することで、TGF-bが細胞⽼化を誘導する際に重要な因⼦の同定や、
細胞⽼化抑制剤などの開発に寄与することが期待される。 
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細胞⽼化が誘導される機序として、TGF-b⾮依存的な経路も考えられる。細胞⽼化はがん
遺伝⼦の発現や、酸化的ストレス、DNA損傷ストレスなど、様々なストレスに応答して誘
導される。DMD では、ジストロフィンの⽋損によって筋線維の変性、破壊が繰り返された
結果、筋線維細胞質が Damage associated molecular patterns (DAMPs) となって細胞外環境に
放出され、マクロファージなどの Toll Like Receptor に結合し、⾃然免疫応答が誘発される 

(Rosenberg et al., 2015)。これによって炎症性細胞が活性化し、活性酸素種 (Reactive oxygen 

species: ROS) が産⽣され、DMD患者では進⾏性に酸化的ストレスが蓄積する (Petrillo et al., 

2017)。DMD患者では 2歳ごろから既に炎症細胞浸潤が認められ、これは病態が進⾏した患
者においても観察される (Engel and Arahata, 1986; Skuk et al., 2006)。また、当研究室とは異
なる DMD モデルラットを⽤いた研究において、DMD ラットでは 2週齢から炎症細胞浸潤
が⾒られ、8-12 週齢において炎症のピークを迎えるが、その後も炎症細胞浸潤は認められ
る (Ouisse et al., 2019)。細胞⽼化は、TNF-aや IFNgなどのサイトカインによっても誘導され
ることが知られている (Braumüller et al., 2013; Hubackova et al., 2016; Reimann et al., 2010)。
これら TNF-aや IFNgは、ヒト DMD 患者においても発現が増加しており、主に炎症性細胞
から産⽣される (De Paepe and De Bleecker, 2013; Porreca et al., 1999; Song et al., 2017)。以上
のことから、ヒト DMD患者やDMD ラットに⾒られる持続的な炎症が、酸化的ストレスや、
細胞⽼化を誘導するサイトカインの発現上昇につながり、最終的に細胞⽼化を誘導した可
能性がある。 

本研究では、DMD ラット、ヒト DMD患者⾻格筋において細胞⽼化が誘導される可能性
を⽰したが、ヒト DMD 患者では p14、p21 の発現量が⾼い⼀⽅、p16 の発現量は相対的に
低かった。細胞⽼化は酸化的ストレスや、がん遺伝⼦の発現、テロメアの短縮など、様々な
ストレスによって誘導される。細胞⽼化は通常 p53-p21 を介した経路、または p16-pRB を
介した経路によって誘導される。これらの経路はお互いに相関しあっているが、単独でも細
胞⽼化は誘導されうる (Campisi and di Fagagna, 2007)。しかし、p16 がどのような刺激によ
って誘導されるかは未解明な部分もまだ多い。例えば、酸化的ストレスによって特定の細胞
種では p16 が誘導されるが (Parrinello et al., 2003)、同じ刺激でも p16 が誘導されない場合も
あり (Itahana et al., 2003)、細胞がどのように⽼化するかは、刺激の種類や、細胞種、動物種
特異性が関与すると考えられている (Itahana et al., 2004)。このようなヒトとラットの種特異
性の違いが細胞⽼化関連因⼦の発現動態の差となって表れたのかもしれない。 

本研究では p16 の⽋損のみならず、p16 の発現量が減弱するだけで病態の改善効果がある
ことが⽰された。p16 はがん抑制遺伝⼦であるため、p16 の⽋損は発がんリスクの上昇から
治療標的には不適当であると考えられる。実際 dKO ラットでは 9 ヶ⽉齢から 11 ヶ⽉齢ま
でに約 50%の確率で横紋筋⾁腫が発⽣する (寺本、博⼠論⽂)。しかし、p16 の発現を抑制す
るだけで病態改善効果が得られるのであれば、発がん抑制作⽤を維持しつつ、病態改善効果
が得られるように p16 の発現をうまく調節する薬剤の開発に期待が持てるかもしれない。 

p16 発現量の減弱が病態を改善した機序について考察する。近年の研究によって、⽼化細
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胞はヒストン H3K9 のトリメチル化などによってエピジェネティックに様々な遺伝⼦発現
のリプログラミングを⾏うため、⼀⾔に細胞⽼化といってもその中に様々な段階を持つ動
的な現象であることが明らかになってきた (Lee and Schmitt, 2019)。例えば SASP に関して、
培養細胞が細胞⽼化を起こすと、時間経過とともに液性因⼦の発現動態が様々に変化する
ことが⽰されている (De Cecco et al., 2019; Hoare et al., 2016)。また、分裂停⽌という表現型
に着⽬しても、⽼化細胞において細胞分裂抑制に関与する Rbまたは p53 の発現を⽋損させ
るだけで分裂を再開させることができる場合もあれば、p53 の⽋損のみでは分裂停⽌を解除
できないこともあり、分裂停⽌状態にも様々な段階があると考えられる (Beausejour et al., 

2003; Sage et al., 2003)。p53⽋損時に分裂が再開できるかどうかは p16 の発現量が関与して
おり、細胞⽼化時に p16 の発現量が⾼いほど分裂再開が抑制されることが報告されている 

(Beausejour et al., 2003)。また、p16 は細胞分裂抑制作⽤を持つのみならず、直接 NF-kBのサ
ブユニットである p65 に結合し、液性因⼦の発現動態を制御するなど、多様な機能を持つこ
とがわかってきた (Wolff and Naumann, 1999)。以上のことから、p16 の発現量の減少によっ
て細胞⽼化がいわば「深い」状態から「浅い」状態に遷移することによって筋再⽣を司る筋
衛星細胞の分裂再開が容易になり、なおかつ液性因⼦発現動態も変化することによって筋
再⽣を抑制する SASP因⼦の発現量が低下し、これらが病態を改善させた可能性がある。 

本研究によって ABT263 の投与が⽼化細胞数を減少させ、DMD ラットの病態進⾏を抑制
したことから、ABT263 は DMD の新たな治療薬として期待が持てる。現在までのところ、
DMD の治療薬として、唯⼀ステロイドのみが有効な薬剤として使⽤されている。近年では
エキソンスキップやウイルスベクターを⽤いてジストロフィンの発現を直接回復させる取
り組みが⾏われているが、最⼤で 5%程度の筋線維にしか発現回復が認められず、効果は限
定的であるとともに、ジストロフィンが⾮⾃⼰と認識されて免疫反応を誘発する危険もあ
る (Motohashi et al., 2019; Shimizu-Motohashi et al., 2018)。さらに、エキソンスキップは患者
の遺伝⼦変異パターンによっては使⽤ができない場合もある。本研究では、新たに細胞⽼化
が治療ターゲットになりうることを明らかにした。p16 の発現抑制は癌化リスクの増⼤から
現在のところ実現は難しいかもしれないが、⽼化細胞除去薬は 8 ヶ⽉齢という末期の病状
を⽰すと考えられる時点からの投与においても奏効したことから、ヒトへの応⽤に期待が
持てる。さらに、⽼化細胞除去薬は常に⾎中に存在せずとも⼗分であることが⽰唆されてい
る。例えば、D+Q 合剤 (Dasatinib + Quercetin) は ABT263 とは異なる⽼化細胞除去薬である
が、これは⽼齢マウスにおいて 2 週間おきに⼀度投与すれば⽼化細胞数の減少に伴って寿
命延⻑効果を発揮することがわかっている (Xu et al., 2018)。本研究において、DMD ラット
の 1ヶ⽉齢では p16 の発現は WT と同程度であったことや、DMD ラットの炎症は 2週齢こ
ろから始まること (Ouisse et al., 2019) と合わせて考えれば、少なくとも細胞⽼化が誘導さ
れるには 2 週間以上の時間がかかることが予想される。したがって⽼化細胞除去薬の間⽋
的な投与のみで⼗分に病態改善効果が⾒られる可能性があり、副作⽤リスクを低減できる。
しかし、本研究では WT に ABT263 を投与しておらず、今後の研究によって副作⽤や投薬
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プロトコルに関して詳細に検討する必要がある。 

以上より、本章では細胞⽼化が DMD の病態進⾏に関与することが⽰された。次章では、
本章で同定された⽼化細胞種である間葉系前駆細胞の細胞⽼化に着⽬し、これが DMD ラッ
トの病態進⾏に関与する機序を検討する。
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第三章 

 

⽼化間葉系前駆細胞による筋ジストロフィー病態悪化機構の解明 
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緒⾔ 

 

 

デュシェンヌ型筋ジストロフィー (DMD) は持続的な筋損傷に伴う慢性炎症を特徴とし、
その病態進⾏に伴って⾻格筋組織中に重度の線維・脂肪組織の沈着を認める。これらの線
維・脂肪組織はどちらも⾻格筋の恒常性維持に悪影響を及ぼす。⾻格筋の線維化に関して
は、運動機能や筋収縮能の低下 (Mann et al., 2011)、脂肪化に関しては筋機能の低下や、DMD

患者の重症度と相関することがわかっている (Gaeta et al., 2012; Hilton et al., 2008)。近年の
研究によって、これらは両者ともに⾻格筋間質に存在する間葉系前駆細胞を起源とするこ
とが明らかになった (Joe et al., 2010; Uezumi et al., 2010)。間葉系前駆細胞の線維芽細胞、脂
肪細胞への分化能は様々な液性因⼦によって制御されている。例えば、TGF-bは間葉系前駆
細胞において線維芽細胞マーカーである CTGFや Col1a1、a-actin-2 (Acta2) 等の発現を増加
させる (Uezumi et al., 2011)。また、bFGF は間葉系前駆細胞の脂肪分化能を亢進させること
がわかっている (Nakano et al., 2016)。間葉系前駆細胞は通常筋衛星細胞による筋分化を促
進することで筋再⽣能を亢進させる (Joe et al., 2010)。当研究室では、これまでにラット⾻
格筋から間葉系前駆細胞クローン 2G11 を樹⽴しており (Murakami et al., 2011)、2G11 細胞
が実際に線維芽細胞、脂肪細胞分化能を持ち、筋芽細胞の分化を促進すること確認している 

(Nakano et al., 2016; Takegahara et al., 2014; Takeuchi et al., 2016)。 

第⼆章では、細胞⽼化が DMD の病態進⾏に関与することを⽰した。これまで、⽼化細胞
の性質を調べるために、⼈為的に細胞⽼化を誘導する様々な⼿法が開発されてきた。最も古
典的な⽅法は培養細胞において分裂限界まで継代を繰り返す⼿法であり、これによって誘
導される細胞⽼化は Replicative senescence と呼ばれる。他にもがん遺伝⼦を強制発現させる
Oncogene-induced senescence、直接 DNA を損傷させるために H2O2 や電離放射線を⽤いる
Oxidative stress-induced senescence、Ionizing radiation (IR)-induced senescence などがある。こ
のような処置によって実際に細胞⽼化が誘導されたかどうかは細胞分裂抑制因⼦ (p16、p21、
p53 など) の発現や、SA-bGal 染⾊、SASP 因⼦の発現などによって確認されることが多い
が、細胞分裂抑制因⼦の発現動態に関しては注意が必要である。例えば同じ条件で酸化スト
レスによって細胞⽼化を誘導した場合でも特定の細胞種では p16 が誘導されるが 

(Parrinello et al., 2003)、同じ刺激でも p16 が誘導されない場合もあり (Itahana et al., 2003)、
細胞⽼化が誘導されているかどうかは複数の指標によって評価しなければならない。 

第⼆章では、ABT263 投与時に、筋衛星細胞の総数が Vehicle 群と変わらなかったにも関
わらず、筋再⽣能が亢進することを⽰した。このことから、⽼化間葉系前駆細胞による未知
の筋再⽣抑制効果が存在する可能性が考えられる。その機序として、①⽼化間葉系前駆細胞
における線維芽細胞・脂肪細胞分化能が亢進することによって線維・脂肪化が亢進し、間接
的に筋再⽣・筋機能を低下させる可能性、②⽼化間葉系前駆細胞の SASP によって直接的に
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筋再⽣を抑制する可能性の 2 つを考えた。そこで、本章では主に間葉系前駆細胞に着⽬し、
①、②のそれぞれの機序について 2G11 細胞を⽤いて検討することで、⽼化間葉系前駆細胞
による DMD 病態進⾏機序を解明することを⽬的とした。 
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材料と⽅法 

 

 

動物と飼育条件 

 本研究では、動物繁殖研究所 (茨城、⽇本) から購⼊した野⽣型の雄ラットを⽤いた。 

 動物は温度 23±1˚C、湿度 60％、明暗条件：明期 12 時間、暗期 12 時間 (明期：8:00 - 20:00)

の条件下で飼育し、固形飼料 (ラボ MR スタンダード、⽇本農産⼯業、神奈川、⽇本) 及
び⽔は⾃由に摂取させた。全ての実験は「東京⼤学動物実験実施マニュアル」に基づいて
⾏った。 

 

細胞培養と免疫染⾊ 

1. 株化細胞 

 当研究室で樹⽴したラット間葉系前駆細胞クローン 2G11 細胞 (Murakami et al., 2011; 

Takeuchi et al., 2016) は、poly-L-lysine (Sigma-Aldrich、MO、USA) と 0.001% human plasma 

fibronectin (Invitrogen、CA、USA) でコートされたディッシュに播種され、10% Fetal Bovine 

Serum/DMEM+ 50 U/ml Penicillin+ 50 µg/ml Streptomycin (10% FBS/DMEM+PSG: 通常培地) 

で維持された。プレートのコートにあたっては、まず培養表⾯を poly-L-lysine で 5 分間処理
し、滅菌超純⽔で 3回洗浄してよく乾燥させた。さらに、0.001%の human plasma fibronectin

を含む DMEM で 30 分以上処理し、細胞を播種する直前に吸引除去した。ラット筋芽細胞
株 L6 は東京⼤学⼤学院農学⽣命科学研究科動物細胞制御学研究室のご厚意で賜った。L6 細
胞を培養する際には 10% FBS/DMEM+PSG を使⽤し、特殊なコートをせずにそのままプレ
ートに播種した。 

 

2. 2G11 細胞、L6 細胞に対する細胞⽼化誘導 

 酸化的ストレスによって 2G11 細胞、L6 細胞に細胞⽼化を誘導するために、10% 

FBS/DMEM+PSG に 600 µM の H2O2 を添加し、37 ˚C で 30 分培養した。PBS で細胞を 3回
洗浄した後、再び 10% FBS/DMEM+PSG で培養した。4⽇後、同様に H2O2 による処理を⾏
った後にさらに 4⽇間培養し、実験に使⽤した。なお、このような酸化的ストレス等によっ
て分裂限界以前に⽣じた細胞⽼化のことを、早期細胞⽼化 (Premature-senescence: PMS) と
呼ぶ場合がある。H2O2処置によって⽼化した 2G11 細胞のことを、PMS-2G11 細胞、H2O2処
置によって⽼化した L6 細胞のことを PMS-L6 細胞と呼称する。 

 

3. 2G11 細胞、PMS-2G11 細胞に対する線維芽細胞分化誘導および脂肪分化誘導 

 線維芽細胞分化誘導には、10 ng/ml の TGF-b1 を含む 10% FBS/DMEM+PSG で 3⽇間細胞
を培養した。 
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 脂肪分化誘導には、10 ng/ml の bFGF を含む 10% FBS/DMEM+PSG で 1⽇間培養を⾏った
後、インスリン (1µg/ml)、デキサメタゾン (0.1 µg/ml)、イソブチルメチルキサンチン (27.8 

µg/ml)、トログリタゾン (10 µM) (第⼀三共株式会社から分与) を含む 10% FBS/DMEM+PSG

を⽤い て 2 ⽇間培養し た 。次に 、イン スリン と ト ログリタゾン のみを含む 10% 

FBS/DMEM+PSG でさらに 2⽇間培養し、解析を⾏った。 

 

4. WT ラット⾻格筋初代培養細胞 (WT ラット由来筋芽細胞) 

 WT ラットから採取した⼤腿四頭筋を PBS に浸した。筋に付着している結合組織を除去
したのち、10 cm シャーレ (BD Falcon、NJ、USA) に⾻格筋を移し、鋏で細かく刻んだ。細
切した組織をそれぞれ Protease type ⅩⅣ：Bacterial (EC、3、4、24、31) from Streptomyces griseus 

(Sigma、最終濃度 1.25 mg/ml) を含む 40 ml の PBS により 37˚C で 1 時間酵素処理した。酵
素処理終了後、3,000 rpm で 3 分間遠⼼分離し、上清を取り除いた。再び 37˚C の PBS を加
え攪拌し、1,000 rpm の遠⼼分離を⾏い、細胞を含む上清を回収した。この操作を遠⼼分離
の時間を 10 分、8 分、5 分と短くしながら合計 3回繰り返し、回収した上清を 3,000 rpm で
3 分間遠⼼分離した。沈殿した細胞を 10% FBS/DMEM+PSG に懸濁し、70 µm径の Cell Strainer 

(BD) を⽤いて濾過した。得られた細胞は poly-L-lysine (Sigma) と 0.001% human plasma 

fibronectin (Invitrogen) でコートした 48-well プレート (IWAKI、千葉、⽇本) に播種した。
細胞は通常培地にて、37˚C、湿度飽和、5% CO2-95%空気条件下で培養した。培養開始 24 時
間後に培地交換を⾏ったのち、Pax7、MyoD に関しては培養開始 48 時間後、Myogenin、
Myosin Heavy Chain (MHC) に関しては、培養開始 72 時間後に細胞を固定し、免疫染⾊を⾏
った。なお、WT では初代培養細胞中に約 95%の純度で筋芽細胞を取得できるため、以降
WT由来筋芽細胞と記す (Tatsumi et al., 2006)) 

 

5. 2G11 細胞、PMS-2G11 細胞または L6 細胞、PMS-L6 細胞と WT由来筋芽細胞との共培養 

 24 well polyester Transwell Clear plate (Corning、NY、USA) を⽤いて、上層および下層を
poly-L-lysine (Sigma) と 0.001% human plasma fibronectin (Invitrogen) でコートした。上層に
ラット⾻格筋初代培養細胞を播種し、下層に 1x104個の 2G11 細胞または 4x104個の PMS-

2G11 細胞を播種した。Pax7、MyoD の解析には 2⽇間、Myogenin、MHC の解析や RNA抽
出実験には 3⽇間共培養を⾏った後、細胞を固定し、免疫染⾊に供した。L6 細胞や PMS-L6

細胞を⽤いた共培養も同様にして⾏ったが、これらの細胞を播種する際には、特殊なコーテ
ィングは⾏わなかった。 

 

6. 培養細胞の免疫染⾊ 

  4% PFA/PBS で各ウェルを満たし、室温で 15 分間反応させることにより、細胞の固定を
⾏った。PBS で 3回洗浄後、5% NGS + 0.1% Triton-X を含む PBS にて 20 分間ブロッキング
した。再度 PBS で洗浄後、⼀次抗体液を 4˚C で⼀晩反応させた。⼀次抗体液として、抗 Pax7
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マウスモノクローナル抗体 (1:200; Developmental Studies Hybridoma Bank: DSHB、IA、USA)、
抗MyoDマウスモノクローナル抗体 (1:200; Novocastra、Wetzlar、Germany)、抗Myogeninマ
ウスモノクローナル抗体 (1:200; DSHB)、抗MHCマウスモノクローナル抗体 (1:400; DSHB)、
抗gH2AXウサギポリクローナル抗体 (1:1000; Abcam、Cambridge、UK)、抗a-SMAマウスモ
ノクローナル抗体 (1:400; Sigma)、抗 Perilipin ウサギポリクローナル抗体 (1:500; Cell 

Signaling)、抗 PPARgマウスモノクローナル抗体 (1:100; Santa Cruz Biotechnology、TX、USA)、
抗 GFPウサギポリクローナル抗体 (1:500; MBL ライフサイエンス、東京、⽇本) を⽤いた。
なお、⼀次抗体液はすべて 5% NGS/PBS で希釈した。反応終了後、PBS で 3回洗浄し、⼆
次抗体液として 5% NGS/PBS で 500倍に希釈した Alexa Flour® 488標識ヤギ抗マウス IgG

抗体 (Invitrogen)、Alexa Flour® 594 標識ヤギ抗マウス IgG 抗体 (Invitrogen)、Alexa Flour® 

488 標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体 (Invitrogen)、Alexa Flour® 594 標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体 

(Invitrogen) を室温で１時間反応させた。PBS で洗浄後、PBS にて 0.1 µg/ml に希釈した
hoechst33258 (同仁化学研究所、熊本、⽇本) 溶液を 5 分間反応させた。PBS で洗浄後、顕
微鏡下で観察・撮影を⾏った。 

 

7. 培養細胞の SA-bGal 染⾊ 

 Senescence b-Galactosidase Staining Kit (Cell signaling Technology、Danvers、MA、USA) を
⽤いて fixation buffer で 10 分細胞を固定したあと、Staining solution で 15 時間、37˚C で培養
し、PBS で洗浄後に観察を⾏った。 

 

定量的 PCR 

1. RNA の抽出 

 クリオスタットにて薄切した筋切⽚ (厚さ 7 µm、約 50 枚) をあらかじめ-20˚C に冷却し
た チューブに回収し、TRIZOL Reagent (Invitrogen) を加え、4˚C、15,000 rpm で 15 分間の遠
⼼分離を⾏った後、上清を新しいチューブに移した。1 ml の TRIZOL Reagent に対して 200 µl

のクロロホルム (和光純薬、⼤阪、⽇本) を加え、撹拌したのちに、4˚C、15,000 rpm で 15

分間の遠⼼分離を⾏い、上層の透明な⽔層を別のチューブに回収した。これと等量のイソプ
ロピルアルコール (和光純薬) を加え、撹拌し、4˚C、15,000 rpm で 15 分間の遠⼼分離を⾏
った。上清を捨て、70％ エタノール 500 µl (和光純薬)を加え、さらに 15,000 rpm で 10 分間
遠⼼分離した。上清を捨て、⾵乾させたのちに 10-20 µl の Diethylpyrocarbonate (DEPC)処理
⽔を加え、RNA を溶解させた。得られた RNA は、NanoDrop One (ThermoFisher Scientific、
MA、USA)にて濃度を測定した。 

 

2. 逆転写反応 

 まず、以下に⽰した反応溶液を 65˚C で 15 分間処理したのち、氷上で急冷した。 
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Total RNA (1-2µg) 5 µl 

Oligo d(T) (Invitrogen) 1 µl 

Total volume 6 µl 

  

次に、以下に⽰す反応溶液を⽤いて 42˚C で 60 分間逆転写反応を⾏った。 

 

Total RNA+Primer 6 µl 

dNTP (2mM、Applied biosystems) 5 µl 

5×RT buffer   4 µl 

0.1M DTT     2 µl 

Super Script-Ⅱ (Invitrogen) 1 µl 

RNase Inhibitor (Applied biosystems) 1 µl 

DEPC処理⽔  1 µl 

Total volume 20 µl 

 

 反応終了後、94˚C で 5 分間加熱し、氷上で急冷した。 

 

3. 定量的 PCR 

 逆転写反応によって得られた cDNA を⽤い、Light Cycler 2 (Roche、Basel、Switzerland) を
⽤いた qPCR により各遺伝⼦の発現を定量した。内部標準遺伝⼦としては、hypoxanthine 

guanine phosphoribosyltransferase (HPRT) を⽤いた。各サンプルの cDNA 量から増幅される
HPRT 遺伝⼦ PCR産物量がほぼ同じになるように cDNA量を合わせたのち、各遺伝⼦に対
応するプライマーを⽤いて定量的 PCR を⾏った。定量的 PCR に⽤いたプライマーを下記に
⽰す。 

 

 

  Gene Name F/R Sequence（5' → 3'） 

  Acta2 
F TGCCATGTATGTGGCTATTCA 

R ACCAGTTGTACGTCCAGAAGC 

  Col1a1 
F TGCTTGAAGACCTATGTGGGTA 

R AAAGGCAGCATTTGGGGTAT 

  Ctgf 
F GGTGACCTAGAGGAAAACATTAAGA 

R CCGGTAGGTCTTCACACTGG 

  p16 
F TTCACCAAACGCCCCGAACA 

R CAGGAGAGCTGCCACTTTGAC 
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  p19 
F GTGTTGAGGCCAGAGAGGAT 

R TTGCCCATCATCATCACCT 

  p21 
F GACATCTCAGGGCCGAAA 

R GGCGCTTGGAGTGATAGAAA 

  p15 
F AGGGCCACCGTGATATTG 

R GTTCTGGAAGGCCAGCAG 

  p53 
F AGAGAGCACTGCCCACCA 

R AACATCTCGAAGCGCTCAC 

  Il6 
F CCCTTCAGGAACTATGAA 

R ACAACATCAGTCCCAAGAAGG 

  Tgfb1 
F CCTGGAAAGGGCTCAACAC 

R CAGTTCTTCTCTGTGGAGCTGA 

  Ccl2 
F CGTGCTGTCTCAGCCAGAT 

R GGATCATCTTGCCAGTGAATG 

   Mymk 
F GATGCTTCGCTTCTTCTTTGA 

R AGCCTTCTTGTTGACCTTGG 

   Mymx 
F CCGTTCCACTGCTCCCGTT 

R CGTCTTGGGAGCTCAGTCGG 

   Hprt 
F GACCGGTTCTGTCATGTCG 

R ACCTGGTTCATCATCACTAATCAC 

 

 また、標準検量線作成のために別途 cDNA を 20倍、200倍、2,000倍希釈した三段階の濃
度のサンプルを⽤いて、各プライマーセットに対して標準検量線を作成した。超純⽔は全て
MilliQ超純⽔製造装置 (Millipore、MA、USA) により精製されたものを⽤いた。なお陰性対
照には cDNA の代わりに滅菌超純⽔のみを⽤いた。cDNA、0.5 mM のプライマー、
THUNDERBIRD SYBR® qPCR Mix (東洋紡、⼤阪、⽇本) を以下の組成で混合した。 

 

希釈した cDNA 5 µl 
滅菌超純⽔ 4 µl 

Forward Primer   0.5 µl 

Reverse Primer 0.5 µl 

SYBR qPCR Mix 10 µl 

Total volume 20 µl 

  

以下の条件で PCR反応を⾏った。72˚C を 1 分間維持するフェーズが終了した時点で蛍光度
を検出し、これを 1 サイクルごとに⾏った。 
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95˚C 1 分  

95˚C 5秒  

60˚C 30秒 45 サイクル 

72˚C 1 分  

 

 各遺伝⼦発現量を Hprt 遺伝⼦発現量により除した値を定量 PCR による各遺伝⼦の相対
的な発現量とした。 

 

ウェスタンブロット 

1. 細胞からのタンパク質抽出 

  プレートに接着した培養細胞から培養上清を抜去し、TBS で 3回ほど洗浄した後、50-100 

μl の RIPA buffer (0.1% SDS、2 mM EDTA、1% NP-40、50 mM Tris-HCl (pH 7.4)、50 mM NaF、
0.5% デオキシコール酸ナトリウム、150 mM NaCl) を加え、上清を別のチューブに回収し
た。プロテインアッセイ BCA 試薬 (和光純薬) を⽤いてタンパク質濃度を測定したあと、
5-10 µg/µl になるように必要ならば RIPA buffer で希釈し、6x Sample buffer (0.35M Tris-HCl 

(pH 6.8)、4% SDS、20% Glycerol、3.1% Dithiothreitol) を添加した。沸騰⽔中で 100˚C、5 分
加熱処理し、S-S 結合を切断した。 

 

2. SDS−PAGE とブロッティング 

 サンプルを、SDS を含む 10% ポリアクリルアミドゲルを⽤いた電気泳動 (SDS-PAGE)に
より分離した。各レーンに 20-25 µg のタンパク質をアプライし、泳動バッファー (25 mM 

Tris、192 mM Glycine、0.1% SDS) 中で 150V の低電圧下で約 1 時間泳動した。総タンパク
質量を測定するため、同量のサンプルを泳動した後のゲルを Coomassie Brilliant Blue (CBB)

染⾊に供した。ウェット式転写装置ミニトランスブロットセル (BIO-RAD、Hercules、CA、
USA) に転写バッファー (10% メタノール、25 mM Tris、190 mM Glycine) を加え、45V の
定電圧下で⼀晩ブロッティングを⾏い、ポリアクリルアミドゲルからメンブレンへ転写を
⾏った。その後、メンブレンを取り出し、5% スキムミルク/TBS-T (0.1% Tween 20/TBS) に
浸し、室温で 1 時間ブロッキングした。⼀次抗体には TBS-T で 4000倍に希釈した抗a-SMA

マウスモノクローナル抗体 (Sigma) を⽤いて 4˚C で⼀晩反応させた。反応後、メンブレン
を取り出し、振盪しながら TBS-T にて 5 分間、3回洗浄した。⼆次抗体反応では、1% スキ
ムミルク/ TBS-T で 10,000倍希釈した Horseradish Peroxidase (HRP) 標識抗マウス IgG抗体 

(Jackson Laboratory、MA、USA) を⽤い、室温で 1 時間反応させた。TBS-T で 3回洗浄した
後、ECL Prime Western blotting detection reagent (GE Healthcare、Chalfont Saint Giles、UK) に
より発光させ、ChemiDoc XRS+システム (BIO-RAD) により画像を取得し、画像処理により
各タンパク質の定量を⾏った。 
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In vitro RNA 合成および mRNA、siRNA の transfection 

1. In vitro RNA 合成 

 T3プロモーターを 5’端に付加した Forwardプライマーを⽤いて GFP、MYMK、MYMX を
発現する細胞から RNA を抽出し、cDNA を合成した後、各遺伝⼦の ORF を PCR によって
増幅した。以下に増幅に⽤いたプライマーの配列を⽰す。 

 

Gene Name F/R Sequence（5' → 3'） 

  Gfp 
F 

AATTAACCCTCACTAAAGGGAGAATGGTGAGCAAGGGCGA

GGAGCTG 

R TTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAGAGT 

  Mymk 
F 

GAAATTAACCCTCACTAAAGGGAGAATGGGATTACACCTAC

GTTC 

R TTACTGTGAGTGGCTCGACCGAAAAAC 

  Mymx 
F 

GAAATTAACCCTCACTAAAGGGAGAATGCCCGTTCCACTGC

TCCC 

R TCACTTCCGGGGACCCAATCTCTCCTT 

 

 増幅産物をゲル抽出後、NanoDrop One (ThermoFisher Scientific) にて濃度を測定した後に、
mMESSAGE mMACHINE T3 Transcription kit (Invitrogen) を⽤いて 0.3-0.5 µg のゲル抽出産物
を鋳型に In vitro RNA 合成を⾏った。37℃で 1 時間 45 分反応後、kit付属の TURBO DNase 

(Invitrogen) を各サンプルに 1 µlずつ加え、15 分間 37℃で反応させた。次に、Poly (A) tailing 

kit (Invitrogen) によって mRNA に Poly (A) を付加した。Poly (A) が付加された mRNA はエ
タノールを⽤いた常法によって精製され、NanoDrop One (ThermoFisher Scientific) にて濃度
を測定した。 

 

2. mRNA の transfection 

 WT由来筋芽細胞を 24 wellプレートに播種し、単独、あるいは 2G11 細胞、PMS-2G11 細
胞と 2⽇間共培養した後、Lipofectamine MessengerMax Transfection Reagent (Invitrogen) を⽤
いて GFP mRNA、Mymk mRNA、Mymx mRNA、または Mymk mRNA、Mymx mRNA の両⽅
を、1 well あたり合計 500 ng になるように transfection した。Transfection後 24 時間培養し、
細胞を固定した後、免疫染⾊に供した。 

 

3. siRNA の transfection 

 2G11 細胞、PMS-2G11 細胞を 10 cm シャーレにそれぞれ 2x105、4x105個になるように細
胞を播種した翌⽇に Lipofectamine RNAiMAX Transfection Reagent (invitrogen) を⽤いてシャ
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ーレ 1 枚あたり 50 pmol の siRNA を添加した。Tgfb1 に対する siRNA はプレデザインの
Mission siRNA (Sigma) を 3 種類使⽤し、合計で 50 pmol になるように調整した。対照群に
は Mission siRNA Universal Negative Control (Sigma) を transfection した。siRNA添加 2⽇後
から WT 由来筋芽細胞と共培養を開始し、共培養 3 ⽇後に下層の筋芽細胞を固定し、上層
の siRNA を処置された 2G11 細胞、PMS-2G11 細胞からは RNA を抽出した。 

 

統計処理 

 数値データは平均値±標準誤差で⽰し、⽣データを⿊点で表した。2群間の⽐較は Unpaired 

Welch’s t-test (two-tailed) を⽤いて⾏った。3群以上の場合は Tukey-Kramer’s test を⽤いた検
定を⾏った。なお、Fig. 3-11B に⽰される各核数をもつ筋管細胞の分布の代表値に相違があ
るかどうかに関しては、Wilcoxon rank sum test (two-tailed) を⽤いて検定を⾏った。危険率
5%未満をもって有意な差があると判定した。グラフの描画や p 値の計算は統計ソフト R 

(ver.4.0.0) を⽤いて⾏われた。 
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結果 

 

 

酸化的ストレスとして H2O2 を⽤いた、2G11 細胞における細胞⽼化誘導 

当研究室で樹⽴したラット間葉系前駆細胞クローン 2G11 に、酸化的ストレスとして H2O2

を添加することで⼈⼯的に細胞⽼化を誘導できるかどうかを検討した。Fig. 3-1 に⽰すタイ
ムスケジュールに従って 4⽇おきに 2回 H2O2 を処置した。H2O2処置によって実際に細胞⽼
化が誘導されたかどうかを検討するために、細胞⽼化関連因⼦である p16、p19、p21、p53

の発現を調べたところ、p21 および p53 の発現上昇が認められた (Fig. 3-2A)。このような細
胞⽼化関連因⼦の発現上昇に伴って SASP 関連因⼦である Ccl2, Il6, Tgfb1 の発現が上昇し
ていた (Fig. 3-2B)。さらに、H2O2処置によって、細胞⽼化のマーカーであるgH2AX を発現
する細胞の数や、SA-bGal 染⾊陽性細胞数が増加しており (Fig. 3-3; Fig. 3-4)、H2O2処置に
よって 2G11 細胞に細胞⽼化が誘導されたことが確認できた。このような酸化的ストレス等
によって分裂限界以前に⽣じた細胞⽼化のことを、早期細胞⽼化 (Premature-senescence: 

PMS) と呼ぶ場合がある。以降、H2O2処置によって⽼化した 2G11 細胞のことを、PMS-2G11

細胞と呼称する。 

 

PMS-2G11 細胞における線維芽細胞分化能の検討 

⽼化細胞における線維芽細胞分化能を検討するために、2G11 細胞に細胞⽼化を誘導した
あと、培地中に TGF-b1 を添加し、3⽇間培養した (Fig. 3-5)。2G11 細胞に TGF-b1 を添加
すると、これまで知られている通り Ctgf、Col1a1、Acta2 の発現が顕著に増加した (Fig. 3-

6)。⼀⽅で、細胞⽼化誘導⾃体によって PMS-2G11 細胞では Ctgf の発現が増加するが、Col1a1

や Acta2 の発現は変化しなかった (Fig. 3-6)。PMS-2G11 細胞に TGF-b1 を添加すると、Ctgf、
Col1a1、Acta2 のわずかな発現上昇が認められるが、通常の 2G11 細胞に TGF-b1 を添加し
た場合に⽐べてその発現上昇率は低かった (Fig. 3-6)。aSMA に対する免疫染⾊を⾏い、ス
トレスファイバー形成能を⽐較したところ、PMS-2G11 細胞では TGF-b1添加の有無に関わ
らずストレスファイバーが形成されていた (Fig. 3-7A)。しかし、ウェスタンブロットによっ
てaSMA のタンパク質レベルでの発現量を⽐較したところ、細胞⽼化誘導⾃体や、PMS-2G11

における TGF-b1処置によっても、aSMA のタンパク質量は TGF-b1 を処置していない通常
の 2G11 細胞と同程度しか発現していないことが明らかになった (Fig. 3-7B, C)。以上の結果
から、⽼化した間葉系前駆細胞はストレスファイバーを形成するものの、線維芽細胞分化能
は減弱することが⽰された。 

 

PMS-2G11 細胞における脂肪細胞分化能の検討 

⽼化間葉系前駆細胞における脂肪分化能を検討するために、2G11 細胞に細胞⽼化を誘導
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したのち、bFGF を添加して 1⽇培養したあと、4⽇間脂肪分化誘導を⾏った (Fig. 3-8)。脂
肪細胞のマーカーであるPPARg及びPerilipinに対して免疫染⾊を⾏ったところ、通常の2G11

細胞においても脂肪分化誘導によって PPARgまたは Perilipin 陽性の細胞が出現するが、
bFGF の添加によってその割合が増加し、脂肪分化能が亢進することが確認できた (Fig. 3-

9A, C; Fig. 3-9B, D)。⼀⽅、PMS-2G11 細胞に脂肪分化誘導を施しても、PPARgまたは Perilipin

の発現は全く認められず、PMS-2G11 細胞に bFGF 添加した場合でも同様であった (Fig. 3-

9A, C; Fig. 3-9B, D)。以上のことから、細胞⽼化によって脂肪細胞分化能は消失することが
判明した。 

 

PMS-2G11 細胞の SASP が筋芽細胞に及ぼす影響の検討 

通常、間葉系前駆細胞は筋芽細胞の分化を促進する働きを持つ。実際、当研究室で樹⽴さ
れた 2G11 細胞も液性因⼦性に筋芽細胞の分化を促進することが⽰されている (Takegahara 

et al., 2014)。Fig. 3-2 では PMS-2G11 細胞において、液性因⼦の発現動態に変動が⾒られて
おり、このような間葉系前駆細胞の表現型の変化が筋芽細胞の分化にも影響を及ぼす可能
性がある。そこで、セルカルチャーインサートを⽤いて WT ラット由来筋芽細胞を単独、あ
るいは 2G11 細胞、PMS-2G11 細胞と⾮接触性に 3⽇間共培養し、筋管細胞のマーカーであ
る Myosin Heavy Chain (MHC) に対する免疫染⾊を⾏った (Fig. 3-10)。その結果、2G11 細胞
と共培養した場合には、これまでの報告通り単独で培養した筋芽細胞と⽐較して筋管細胞
あたりの核数が増加した (Fig. 3-11A, B) (Takegahara et al., 2014)。また、視野中の核数のう
ち、MHC陽性の核の割合を定量することで融合能の指標とする Fusion index も同様に増加
していた (Fig. 3-11C)。⼀⽅で、WT由来筋芽細胞を PMS-2G11 細胞と共培養した場合には
MHC陽性細胞は全く認められず (Fig. 3-11A, C)、筋管細胞の形成が著しく阻害されていた。
次に、どのようにして筋管細胞の形成が阻害されているかを検討した。まず、PMS-2G11 細
胞と共培養したことによって、筋芽細胞側に細胞⽼化が誘導され、これが分裂停⽌によって
筋芽細胞数の減少や筋管細胞形成の消失につながった可能性を考えた。そこで、実際に分裂
停⽌によって視野あたりの核数が減少しているかどうかを検討したところ、むしろ PMS-

2G11 細胞と共培養することによって核数が増加していた (Fig. 3-12A)。また、細胞⽼化関連
因⼦ p15、p16、p19、p21、p53 の発現量を定量したところ、PMS-2G11 細胞との共培養によ
って発現が⼤きく変動する因⼦が確認できない  (Fig. 3-12B) ことから、PMS-2G11 細胞の
SASP は筋芽細胞に細胞⽼化を誘導しないことがわかった。通常、筋芽細胞は培養 2⽇⽬ま
でに活性化・分裂・増殖した後、培養 3⽇⽬から分化・融合することによって筋管細胞を形
成する。これらのうちどのプロセスが阻害されることによって筋管細胞の形成が消失する
かを調べるために、共培養 2⽇⽬において活性化・分裂・増殖の指標である Pax7、MyoD の
免疫染⾊を、共培養 3 ⽇⽬において分化の指標である Myogenin の免疫染⾊を⾏った (Fig. 

3-10)。その結果、PMS-2G11 細胞と共培養することによって、筋芽細胞単独で培養した場合
に⽐べて、Pax7、MyoD 陽性細胞の割合が増加し、Myogenin 陽性細胞の割合は変化しなか
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った (Fig. 3-13)。以上のことから、筋芽細胞の活性化・分裂・増殖・分化は PMS-2G11 細胞
と共培養しても阻害されないことが明らかになり、PMS-2G11 細胞の SASP は筋芽細胞の融
合を阻害することが⽰唆された。そこで、筋芽細胞の融合に関与する遺伝⼦である Myomaker 

(Mymk)、Myomixer (Mymx) の発現量を調べたところ、PMS-2G11 細胞と共培養することによ
って、両者の発現量が低下していた (Fig. 3-14)。MYMK、MYMX を過剰発現させることに
よって PMS-2G11 細胞による融合阻害効果を緩和できるかどうかを検討するため、Mymk、
Mymx の Open Reading Frame (ORF) をコードする mRNA を合成し、これを培養 2⽇⽬にト
ランスフェクションした後、24 時間培養した。コントロール群には Gfp の mRNA をトラン
スフェクションした。その結果、トランスフェクションによって実際に GFP の発現が確認
された (Fig. 3-15A)。WT 由来筋芽細胞を単独で培養した場合には、Mymk mRNA、Mymx 

mRNA あるいはその両⽅のトランスフェクションによってこれまでの報告通り筋芽細胞の
融合が促進されることが確認された (Fig. 3-15B, C) (Bi et al., 2017)。⼀⽅、WT由来筋芽細
胞を PMS-2G11 細胞と共培養した場合には Mymk、Mymx あるいはその両⽅をトランスフェ
クションしても筋管細胞は形成されなかった (Fig. 3-15B, C)。以上のことから、PMS-2G11

細胞は SASP によって筋芽細胞の融合を阻害することが⽰されたが、MYMK、MYMX の発
現抑制以外の影響によって筋芽細胞の融合が阻害されることが⽰唆された。 

 

筋芽細胞クローン L6 の SASP が筋芽細胞に及ぼす影響の検討 

第⼆章において、DMD ラットにおける⽼化細胞種として筋衛星細胞および間葉系前駆細
胞が同定された。そこで、⽼化した筋衛星細胞の SASP が⾃⼰分泌的に作⽤し、⾃⾝の筋分
化を抑制する可能性を検討するために、ラット筋芽細胞クローン L6 を⽤いた。L6 細胞にお
いても 2G11 細胞と同様に酸化的ストレスとして H2O2 を使⽤することで⼈⼯的に細胞⽼化
を誘導できるかどうかを検討したところ、SA-bGal 染⾊陽性細胞の増加 (Fig. 3-16A) や、
Ccl2、Il6 の発現上昇 (Fig. 3-16B) などが観察され、H2O2 処置によって細胞⽼化に伴って
SASP も獲得することが確認された (PMS-L6 細胞)。⼀⽅で、2G11 細胞とは異なり、PMS-

L6 細胞では Tgfb1 の発現量上昇は観察されなかった。次に、PMS-L6 細胞を WT 由来筋芽
細胞とセルカルチャーインサートを⽤いて共培養した。その結果、PMS-L6 細胞を筋芽細胞
と共培養すると、筋芽細胞単独で培養した場合や、筋芽細胞と通常の L6 を共培養した場合
と同程度の Fusion index を⽰し (Fig. 3-17A, B)、PMS-L6 細胞の SASP は筋芽細胞の筋分化
に影響を与えないことがわかった。 

 

PMS-2G11 細胞由来 SASP因⼦における筋融合阻害因⼦の探索 

PMS-2G11 細胞の SASP は筋芽細胞の融合を抑制した⼀⽅、PMS-L6 細胞ではこのような
効果は認められなかった。そこで、PMS-2G11 細胞由来の SASP因⼦のうち、筋芽細胞の融
合を阻害する因⼦を探索する上で、PMS-L6 細胞では発現上昇が⾒られなかったのに対し、
PMS-2G11 で発現が亢進していた TGF-b1 に着⽬した。TGF-b1 は筋芽細胞の分裂・増殖か
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ら、分化・融合におけるまで筋分化プロセスを広く阻害する。そこで、PMS-2G11 細胞にお
いて Tgfb1 に対する siRNA を導⼊し、その発現を抑制した上で WT由来筋芽細胞と共培養
を⾏った。まず、Tgfb1 に対する siRNA の導⼊によって、導⼊ 5⽇⽬でも実際に Tgfb1 の発
現量が低下していることを確認した (Fig. 3-18A)。2G11 細胞、PMS-2G11 細胞に si-Tgfb1導
⼊した後、導⼊ 2⽇後から 3⽇間 WT由来筋芽細胞と共培養し、Fusion index を⽐較した。
その結果、2G11 細胞と共培養した場合には si-Tgfb1 の導⼊によって Fusion index の増加が
認められ (Fig. 3-18B, C)、筋芽細胞の融合が促進されていた。⼀⽅、PMS-2G11 細胞に si-

Tgfb1 を導⼊した後に共培養を⾏っても筋管細胞は形成されなかった (Fig. 3-18B, C)。以上
のことから、PMS-2G11 細胞は TGF-b1以外の SASP因⼦によっても筋芽細胞の融合を阻害
することが⽰された。 
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考察 

 
 

  本研究によって間葉系前駆細胞の SASP が筋芽細胞の融合を阻害することが⽰された
が、その中でどの因⼦が筋芽細胞融合阻害因⼦として働いているのかはまだ特定できてい
ない。本研究では筋分化を抑制する因⼦として TGF-b1 に着⽬したが、PMS-2G11 細胞にお
いて発現抑制を⾏っても筋融合能が回復しなかったことから、TGF-b1以外の経路によって
も融合が阻害された可能性がある。筋芽細胞の融合に関与する因⼦として、他に Wnt3a が
ある。Wnt3a は Wnt シグナリングを活性化させることによってマウス筋芽細胞株 C2C12 細
胞の融合を促進することが知られている (Pansters et al., 2011)。ヒト線維芽細胞では、酸化
的ストレスによって細胞⽼化を誘導すると、Wnt リガンドと結合することで Wnt 受容体へ
の結合を阻害する Secreted Frizzled Related Protein 1 (sFRP1) の発現が増加するという報告が
ある (Elzi et al., 2012)。間葉系前駆細胞は Wntリガンドである Wnt1、Wnt3a、Wnt5a を発現
することや (Joe et al., 2010)、 筋芽細胞は Wnt1、Wnt3a などを発現することによって⾃⼰
分泌的に⾃⾝の筋分化能を調節する可能性が⽰されている (Otto et al., 2008)。これらのこと
から、PMS-2G11 細胞は Wnt リガンドの発現低下、または sFRP1 の過剰発現によって筋芽
細胞における Wnt シグナリングを抑制し、筋芽細胞の融合を阻害する可能性がある。その
他の候補として、エクソソームの関与を考えても良いかも知れない。⽼化した細胞は SASP

によって様々な液性因⼦を分泌するが、これに加えてエクソソームの分泌も亢進すること
がわかっている (Lehmann et al., 2008)。エクソソームは microRNA (miRNA) などを包含する
細胞膜由来の⼩胞であり、これが他の臓器に輸送され、標的細胞の細胞膜と融合することで
miRNA を運搬し、⾻格筋を含む様々な臓器の恒常性維持に関与することが知られている 

(Nakamura et al., 2015)。TNF-aも筋芽細胞の融合を阻害する効果をもつが、これに TNF-a誘
導性の miR-98 が関与し、miR-98 の発現を抑制することで筋芽細胞の融合が促進されること
が⽰されている (Meyer et al., 2015)。また、IL-1受容体や Toll Like Receptor のアダプタータ
ンパクである MyD88 は近年の研究によって筋芽細胞の融合に重要であることが明らかにな
ったが (Hindi et al., 2017)、miR-203 は MyD88 の発現を抑制することがわかっている (Wei 

et al., 2013)。他にも、miR-15aや miR-16 は Wnt3a の発現を抑制することが明らかになって
おり (Bonci et al., 2008)、今後の研究によって PMS-2G11 細胞から放出されるエクソソーム
における miRNA の種類や量を調べることで、筋芽細胞の融合を抑制する因⼦を同定できる
可能性がある。 

 本研究では Myomaker (MYMK) 及び Myomixer (MYMX) の強制発現によっても PMS-

2G11 細胞の筋芽細胞に対する融合阻害効果を打ち消すことができなかった。筋芽細胞の融
合は、細胞同⼠の接着、アクチン細胞⾻格の再構成、脂質⼆重膜の膜融合、膜貫通孔の形成
による細胞質の融合などが関与する複雑なプロセスである (Chen et al., 2020)。MYMK及び



 

 128 

MYMX はそれぞれ膜融合、膜貫通孔の形成に関与するが (Leikina et al., 2018)、これらの因
⼦を強制発現させても PMS-2G11 細胞によって融合が抑制されたことから、より上流のプ
ロセスから阻害されている可能性がある。細胞同⼠の接着には VCAM1、M-Cadherin、Adam12、
Myoferlin、Caveolin を含む数多くの因⼦が関与することが同定されている (Chen et al., 2020)。
特に、Caveolin は Wnt3a受容体である lipoprotein receptor-related protein 6 (LRP6) が Wnt3a に
結合した際に、LRP6 の内在化を媒介し、Wnt/b-catenin シグナリングの伝達に重要であるこ
とが⽰されている (Yamamoto et al., 2006)。さらに、近年Wnt/b-catenin シグナリングは筋芽
細胞の融合時に細胞⾻格の再構成に重要な因⼦である synaptopodin-2-like (Synpo2l)の発現を
促進することや、MYMK、MYMX の発現を亢進させることがわかってきた (Cui et al., 2019)。
Caveolin-1 は TNF-a、IL-23、IL-17A などのサイトカインによって発現が抑制されることが
報告されており (Yamaguchi et al., 2015)、PMS-2G11 細胞がこれらのサイトカインを発現し、
Caveolin の発現を抑制することで Wnt/b-catenin signaling が阻害され、これが筋芽細胞に対
する融合阻害効果につながった可能性も考えられる。今後の研究によって PMS-2G11 細胞
と共培養した筋芽細胞における接着関連因⼦や細胞⾻格系タンパク質の発現を調べ、融合
のどのプロセスが阻害されているかを明らかにすることで、PMS-2G11 細胞由来のどの分泌
因⼦が筋芽細胞の融合を抑制しているのかを同定できるかも知れない。 

 本研究では、細胞⽼化を誘導するために酸化的ストレスとして H2O2 を⽤いたが、これは
p21 の発現は増加させたものの、p16 の発現は増加させなかった。第⼆章の考察でも述べた
ように、細胞⽼化は p53-p21 を介した経路または p16-pRB を介した経路あるいはその両⽅
によって誘導されるが、細胞がどの経路によって⽼化するかは、刺激の種類や、細胞種、動
物種特異性が関与すると考えられている (Itahana et al., 2004)。第⼆章における Cdkn2a mRNA、
Cdkn1a mRNA に対する ISH の結果から、⽼化した間葉系前駆細胞は p16または p21、ある
いはその両⽅を発現することが⽰された。間葉系前駆細胞はヘテロな集団であることを考
えると (Malecova et al., 2018; Uezumi et al., 2010)、間葉系前駆細胞のうち、p21依存的に細胞
⽼化をおこしやすい集団が存在し、2G11 細胞はその集団から株化された可能性もある。も
しそうであるならば、今後の研究によって PMS-2G11 細胞と同様な subpopulation が存在す
るかどうかや、その集団において特異的に発現する因⼦などを同定することで、筋再⽣を促
す間葉系前駆細胞を残しつつ、筋再⽣を強く阻害する⽼化間葉系前駆細胞のみを除去する
新しい治療薬の開発に貢献できるかも知れない。 

本研究において、⽼化間葉系前駆細胞では線維芽細胞、脂肪細胞への分化能が減弱するこ
とが⽰された。脂肪分化能の減弱に関して、細胞⽼化によって 2G11 細胞が bFGF の刺激に
反応しにくくなった可能性も考えられる。しかし、2G11 細胞では bFGF ⾮存在下において
もある程度の脂肪細胞分化能が存在するのに対し、PMS-2G11 細胞では bFGF刺激の有無に
関わらず PPARg及び Perilipin の発現が完全に消失していたことから、そもそも細胞⽼化に
よって脂肪細胞分化能が完全に消失したため、bFGF を添加しても脂肪細胞分化能が亢進し
なかった可能性が⾼いと考えられる。また、2G11 細胞は細胞⽼化誘導単独の刺激によって
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ストレスファイバーを形成していた。細胞は⽼化すると細胞形態の変化を起こし、細胞の扁
平化や膨化が認められる。これまでの研究によって、このような細胞の膨化は⽼化細胞にお
けるストレスファイバーの形成が原因であることが既に⽰されている (Chen et al., 2000; 

Cho et al., 2004)。ストレスファイバーは、細胞と細胞外マトリクス (Extracellular matrix: ECM) 

を接着斑によって結びつけることによって、ECM の収縮に重要な役割を果たしている 

(Castella et al., 2010)。⽼化細胞も ECM と接着斑によって結びついているとすると、ストレ
スファイバー形成によって、DMD において⼀部 ECM 収縮能の低下や、筋⼒低下などに関
与するかもしれない。 

本章の研究によって、間葉系前駆細胞は細胞⽼化によって線維芽細胞、脂肪細胞への分化
能が低下することが⽰されたため、DMD ラット⾻格筋に⾒られる線維・脂肪化は、⽼化細
胞⾃⾝の分化以外の影響によって亢進すると考えられる。⽼化細胞を介さない経路につい
ては第⼀章第⼀節において考察したため、ここでは⽼化細胞が線維・脂肪化に関与する機序
について考察する。まず、線維化に関して、本研究によって DMD ラット⾻格筋では、線維
化の master regulator である TGF-bの総量は⽉齢の変化とともに発現量が変動しないのに対
し、活性型 TGF-bの量は 3 ヶ⽉齢から加齢性に発現が上昇することが明らかになった。こ
のことは、細胞⽼化が誘導される 3 ヶ⽉齢から TGF-bを活性化させる因⼦が発現すること
を⽰唆している。先⾏研究によって mdx マウスにおいて微細な針で筋損傷を誘導すること
で線維化を亢進させ、ヒト DMD に近い病態を⽰すようになったマウスでは、間葉系前駆細
胞において TGF-bを活性化させる BMP1 や MMP14 の発現が上昇することが報告されてい
る (Juban et al., 2018)。特に MMP14 は SASP因⼦であることが報告されており (Byun et al., 

2015)、3 ヶ⽉齢から⽼化細胞が SASP によって TGF-bを活性化させる因⼦を分泌し、これ
が⽼化していない間葉系前駆細胞に作⽤することで線維化を誘導した可能性が考えられる。 

次に、⽼化細胞が脂肪化に関与する機序について考察する。これまでの研究によって、間
葉系前駆細胞は筋管細胞と共培養すると脂肪分化が抑制されることが知られていたが 

(Uezumi et al., 2010)、近年の研究によって筋管細胞に発現する Notch ligand である Dll1 が間
葉系前駆細胞の Notch 受容体に結合することで脂肪分化を抑制することが明らかになって
きた (Marinkovic et al., 2019)。さらに、同研究グループは炎症性マクロファージから分泌さ
れる TNF-aも脂肪分化抑制効果を持つことを⽰している (Marinkovic et al., 2019)。⽼化細胞
は SASP によって CCL2 を⾼発現し、⾃⾝の近傍にマクロファージを誘導することが知られ
ている (Kang et al., 2011)。第⼆章で考察したように、IL-6 はマクロファージの M2への分化
を促進することから、もし⽼化細胞が⾃⾝の近傍に呼び寄せたマクロファージを IL-6 によ
って過剰に M2マクロファージへ分化させると仮定すると、TNF-a発現量減少に伴って間葉
系前駆細胞が脂肪化しやすくなる可能性がある。また、⽼化細胞は細胞⽼化に伴って膜表⾯
抗原に様々な変化がおきる (Althubiti et al., 2014)。今後の研究によって DMD ラットの筋線
維における Notch ligand の発現を調べることで、CDKN2A 陽性筋線維の脂肪化に対する影
響も明らかになるかも知れない。 
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以上より、本章の研究によって、間葉系前駆細胞における細胞⽼化は、線維芽細胞、脂肪
細胞分化能を減弱させることが明らかになった。このことから、⽼化細胞⾃⾝が線維芽細胞
や脂肪細胞へ分化し、間接的に筋再⽣を抑制する可能性は低いと考えられる。⼀⽅で、⽼化
間葉系前駆細胞は SASP によって筋芽細胞の融合を著しく阻害することが⽰された。DMD

では筋衛星細胞数の枯渇によって筋再⽣能が低下すると考えられて来たが、本研究によっ
て新たに⽼化間葉系前駆細胞の関与が明らかにされ、DMD の治療法開発研究に新機軸を与
えうると考えられる。
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総合考察 

 
 

 本研究では、第⼀章において、ジストロフィン遺伝⼦に out-of-frame 変異を持つラットは
重篤な⾻格筋の症状を⽰し、10 ヶ⽉齢では⼼不全も伴うなど、ヒトの病態を反映した適切
なモデル動物であることを⽰した。第⼆章では、DMD ラット⾻格筋では慢性炎症に伴って
筋衛星細胞、間葉系前駆細胞に細胞⽼化が誘導されるとともに、筋線維にも Cdkn2a が発現
することを明らかにし、遺伝学的⼿法及び薬剤を⽤いて、細胞⽼化が病態進⾏に関与するこ
とを明らかにした。最後に、第三章では、その中でも間葉系前駆細胞は細胞⽼化に伴って
SASP を獲得し、これが筋芽細胞の融合を著しく阻害することで DMD の筋再⽣能低下に関
与する可能性を⽰した。 

本研究において、DMD ラットにおける p16 の⽋損は線維・脂肪化を改善したが、ABT263

投与時にはこのような改善効果が認められなかった。ABT263 の投与によって線維化の
master regulator である TGF-bの発現低下や、PMS-2G11 細胞では 2G11 細胞に⽐べて TGF-

b1、CTGF の発現上昇が観察されたことから、DMD の線維化に細胞⽼化が関与すると推測
される。しかし、本研究では ABT263投与によって線維化が改善されなかったが、これには
ABT263 投薬期間の影響が考えられる。ブレオマイシン誘導性肺線維症モデルマウスでは、
ブレオマイシン投与後 2-3週間において線維化のピークを迎えるが、その後 4ヶ⽉経過する
と、⾃然に線維化から回復することがわかっている (Hecker et al., 2014)。⼀⽅、⽼齢マウス
では NOX-4依存性に筋線維芽細胞において細胞⽼化が誘導され、アポトーシス耐性になる
ことによって、線維化を促進し続け、線維化からの回復が遅延する。実際に同研究グループ
は in vivo で Nox4 に対する siRNA を導⼊することや NOX-1/4 inhibitor の投与によってこの
ような線維化回復の遅延が改善されることを⽰しているが、効果が現れるまでに投与開始
から少なくとも 6週間の時間を要している (Hecker et al., 2014)。そのため、本研究における
ABT263投薬プロコトルでは線維化回復に顕著な差は⾒られなかったが、投与期間の延⻑や、
より若齢期からの投与などによって線維化の改善が期待できるかも知れない。⼀⽅、脂肪化
に関しては、脂肪組織における細胞⽼化は周囲の脂肪前駆細胞に作⽤し、脂肪化を抑制する
という報告がいくつかなされている (Gustafson et al., 2019; Xu et al., 2015)。⾻格筋において
も同様の機構が存在するかどうかは現在のところわからないが、dKO ラットではむしろ脂
肪化は抑制されていた。間葉系前駆細胞の脂肪分化能は他細胞との crosstalk によっても制
御されており、例えば筋線維は接触性に脂肪化を抑制することが⽰されている (Marinkovic 

et al., 2019; Uezumi et al., 2010)。そのため、dKO ラットでは細胞⽼化が抑制された結果、筋
衛星細胞の分裂再開や、第三章で⽰された⽼化間葉系前駆細胞による筋芽細胞融合阻害効
果が解除されることで筋再⽣能が亢進し、筋線維数の増加によって間接的に間葉系前駆細
胞の脂肪化が抑制されたのかもしれない。また、線維化は筋再⽣に負の影響を与えるため、
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もし ABT263 の⻑期投与が線維化を改善できるとすれば、これも筋線維数の増加によって
脂肪化をも改善できる可能性がある。 

本研究によって、細胞⽼化が DMD の病態進⾏に関与することが明らかになったが、この
ような細胞⽼化による病態進⾏機序は他の筋疾患においても存在するかもしれない。加齢
性⾻格筋減弱症 (サルコペニア) は加齢に伴う筋量の顕著な減少を特徴とするが、その進⾏
に筋衛星細胞の細胞⽼化が関与すると考えられている (Sousa-Victor et al., 2014)。筋強直性
ジストロフィーは DMPK 遺伝⼦の⾮翻訳 3’領域の CTG 反復配列の伸⻑を原因とする 1 型 

(Myotonic dystrophy type 1: DM1) と、CNBP 遺伝⼦のイントロン 1 にある CCTG反復配列の
伸⻑を原因とする 2型 (Myotonic dystrophy type 2: DM2) に⼤別される。これら反復配列の
異常によって、CUG 配列を認識する RNA 結合タンパク質であり、スプライシング因⼦とし
て働く muscleblind-like protein 1 (MBNL1)、CUG-triplet repeat RNA-binding protein 1 (CUGBP1) 

の安定性に異常が⽣じる。その結果、MBNL1や CUGBP1 のターゲットである Caセンサー
タンパク質やサルコメア構成タンパク質をコードする mRNA のスプライシング異常が⽣じ、
筋収縮異常や筋萎縮が引き起こされる (Udd and Krahe, 2012)。近年の研究によって、DM1患
者由来の筋芽細胞では p16依存的な、DM2患者由来の筋芽細胞では p16⾮依存的な細胞⽼
化が誘導されていることが明らかになり、病態進⾏に細胞⽼化が関与することが⽰唆され
ている (Bigot et al., 2009; Renna et al., 2014)。また、ジストロフィン遺伝⼦に in-frame 変異が
⽣じることによって発症するベッカー型筋ジストロフィー (Becker Muscular Dystrophy: 

BMD) では、正常ジストロフィンではなく、不完全な短縮型のジストロフィンが発現する。
短縮型ジストロフィンは、ジストロフィンとしての機能を⼀部保持しているため、BMD で
は⼀般的に DMDほど病態は悪化しないが、BMD患者では短縮型ジストロフィンの機能及
びその発現量が不⼗分であり、慢性的な筋の炎症が⽣じる (Kaido et al., 1991; Koenig et al., 

1988)。当研究室で樹⽴されたジストロフィン遺伝⼦に in-frame 変異を持つラット (BMD ラ
ット) は、DMD ラットと⽐較して病態は軽症であるが、11ヶ⽉齢においては⾻格筋におけ
る筋再⽣能の低下に伴って細胞⽼化関連因⼦ p16 の発現が上昇することが⽰されている 

(寺本、博⼠論⽂)。さらに、メロシン⽋損型先天性筋ジストロフィーでは、ラミニンa2 をコ
ードする遺伝⼦の out-of-frame 変異によって筋ジストロフィー症状を呈し、⾻格筋に慢性炎
症が誘導される (Mehuron et al., 2014)。もし同疾患においても慢性炎症に伴って細胞⽼化が
誘導されていれば、DMD と同様に⽼化細胞をターゲットとした治療法の開発が検討できる
かもしれない。 

また、近年では⼼臓においても細胞⽼化が誘導されうることがわかってきた (Shimizu and 

Minamino, 2019)。⼤動脈弁狭窄症による⼼不全を呈するヒト患者由来の⼼筋細胞や、⽼齢マ
ウスの⼼筋細胞は細胞⽼化のマーカーを発現し、SASP によって線維芽細胞の増殖を亢進さ
せるとともに、⾮⽼化⼼筋細胞の肥⼤を促進することが報告されている (Anderson et al., 

2019)。また、同研究グループは⽼齢マウスにおいて p16 陽性細胞を特異的に除去すること
やABT263 の投与によって⼼肥⼤や線維化が抑制されることも⽰した (Anderson et al., 2019)。
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また、⼼臓における細胞⽼化の報告は⼼筋細胞のみにとどまらない。⼤動脈弁結紮モデルマ
ウスでは⼼不全に伴って⾎管内⽪細胞に細胞⽼化のマーカーである p53 が発現し、⾎管内
⽪細胞特異的に p53 を⽋損させることで⼼肥⼤や線維化を抑制できることがわかっている 

(Gogiraju et al., 2015)。上述の⼼筋細胞における細胞⽼化の報告では酸化的ストレスによっ
て細胞⽼化が誘導されることが明らかになっており、慢性的に炎症細胞浸潤が観察される
DMD ラット⼼筋でも細胞⽼化が誘導されている可能性がある。本研究では dKO ラットや
ABT263投与ラットにおける⼼機能や⼼病理組織解析は⾏わなかったが、今後の研究によっ
て細胞⽼化が DMD における⼼不全に与える影響も明らかになるかもしれない。 

以上より、細胞⽼化は多様な筋疾患において病態に関与する可能性がある。本学位論⽂で
明らかにした研究成果と合わせて考えると、細胞⽼化という現象は DMD のみならず、広く
筋組織の恒常性を破綻させる機構を持つことが提⾔され、本研究は様々な筋疾患の病態解
明、治療法開発、ひいては細胞⽼化の病態⽣理学的な意義の解明に貢献するものと期待され
る。 
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