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略語一覧 

 

ALB, albumin（アルブミン） 

ATP, adenosine triphosphate（アデンシン三リン酸） 

BALP, bone specific alkaline phosphatase（骨型アルカリフォスファターゼ） 

BBMV, brush border membrane vesicles（腎臓刷子縁膜） 

BCA, bicinchoninic acid（ビシンコニン酸） 

BMD, bone mineral density（骨密度） 

BUN,  blood urea nitrogen（血中尿素窒素） 

Ca, calcium（カルシウム） 

Ccr, creatinine clearance（クレアチニンクリアランス） 

CK, creatine kinase（クレアチンキナーゼ） 

CRE, creatinine（クレアチニン） 

CT,  computed tomography（コンピューター断層撮影） 

CTX, cardiotoxin（カルジオトキシン） 

CTx, C-terminal collagen crosslinks （I 型コラーゲン架橋 C-テロペプチド） 

dKO, double knockout（ダブルノックアウト） 

DMD, Duchenne Muscular Dystrophy（デュシェンヌ型筋ジストロフィー） 

DMEM, Dulbecco’s modified Eagle medium（ダルベッコ改変イーグル培地） 

DNA, deoxyribonucleic acid（デオキシリボ核酸） 

DPR, dystrophin-related proteins（ジストロフィン関連タンパク質） 

EBD, evans blue dye（エバンスブルー色素） 

EDTA,  ethylenediaminetetraacetic acid（エチレンジアミン四酢酸） 

ELISA, enzyme linked immunosolvent assay 
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eMyHC, embryonic myosin heavy chain（胎児型ミオシン重鎖） 

FBS, fetal bovine serum（ウシ胎児血清） 

FGF,  fibroblast growth factor（線維芽細胞増殖因子） 

FITC, fluorescein isothiocyanate（フルオレセインイソチオシアネート） 

GAPDH,  glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（グリセルアルデヒド-3-リン酸脱水

素酵素） 

H&E, hematoxylin & eosin（ヘマトキシリン&エオジン） 

IL-6, interleukin-6（インターロイキン-6） 

IL-17, interleukin-17（インターロイキン-17） 

iNOS,  inducible nitric oxide synthase 

IP, inorganic phosphorus（無機リン） 

mdx, C57BL/10ScSn-mdx 

NaPi, sodium-dependent phosphate transporter（ナトリウム依存性リン酸トランスポータ

ー） 

NO, nitric oxide（活性酸素種） 

OCT, optimal cutting temperature（凍結組織切片作製用包埋剤） 

PBS, phosphate-buffered saline（リン酸緩衝生理食塩水） 

PDVF, polyvinylidene difluoride（ポリフッ化ビニリデン） 

PTH, parathyroid hormone（副甲状腺ホルモン） 

QOL, Quality of Life（生活の質） 

RNA,  ribonucleic acid（リボ核酸） 

RANKL,  receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand（破骨細胞分化因子） 

TBS, tris buffered saline（トリス塩酸緩衝液） 

T-CHO,  total cholesterol（総コレステロール） 
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TNF,  tumor necrosis factor（腫瘍壊死因子） 

TP, total protein（総タンパク） 

UA, uric acid（尿酸） 
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序論 

 

デュシェンヌ型筋ジストロフィー 

 

デュシェンヌ型筋ジストロフィー（Duchenne muscular dystrophy, DMD）は、X 染色体

劣性遺伝であり、主に新生男児約 3,500 人に 1 人の割合で発症する重篤な筋疾患である

（Moser, 1984）。DMD は Xp21 にあるジストロフィン遺伝子（79 個のエキソンを持つ）

の欠損によって起こり、1987 年に Koenig らによってクローニングされ（Koenig et al., 

1987）、1991 年に Ervasti らによって初めて骨格筋からジストロフィンタンパクが精製さ

れた（Ervasti et al., 1991）。ジストロフィンはアミノ酸 3,685 個、427 キロダルトンの非

常に巨大なタンパク質であり（Hoffman et al., 1987）、正常筋細胞の外膜である基底膜と

細胞内にある細胞骨格を繋ぎ止める役割を担う（Watkins et al., 1988）。しかし、DMD で

はジストロフィンが欠損しているため、機械的刺激に対する筋細胞膜の抵抗性が弱く、

次第に筋細胞膜が破壊される。さらに筋変性の際に慢性的な炎症が起こり、炎症の拡大

がさらなる筋線維壊死を引き起こすことが報告されている（Villalta et al., 2011）。 

乳児期の DMD 患者は身体的異常がほとんど認められないが、多くの患者は歩行開始

時期が遅く、3～5 歳頃には歩行・走行がぎこちなく、転びやすいといった症状が認め

られる（van Ruiten et al., 2014）。この年齢ではすでに骨格筋収縮の際にエネルギー代謝

に関与する酵素であるクレアチンキナーゼ（creatine kinase, CK）が血中に漏れ出し、血

中CK値が大幅に増加するため骨格筋損傷の指標として用いられる（Ebashi et al., 1959）。

また、下腿部のふくらはぎ（腓腹筋）が筋肉質で一見発達しているように見られるが、

これは仮性肥大といい、筋細胞が崩壊した部位が脂肪組織によって置換して起こる、男

児 DMD の特徴的な症状である（Kornegay et al., 2012）。さらに症状が進行すると、足の

屈伸運動から立ち上がる際に膝に手をついて体を支えながら立位する、ガワーズ徴候と
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いう筋力低下の明らかなサインが認められるようになる（Chang and Mubarak, 2012）。

患者の多くは 10 歳頃に歩行困難になり小学校高学年から車椅子での移動を余儀なくさ

れる。特にこの時期から筋再生が筋変性速度に追いつかず、筋細胞が結合組織や脂肪組

織に置き換わることで筋肉の伸張性が失われ、関節可動域が制限される。そのため、小

学生から成長期にかけて関節拘縮や脊椎の変形などが認められる。 

 

デュシェンヌ型筋ジストロフィーを取り巻く環境の変化 

 

1990 年代の DMD は、20 代まで生きられない重篤な病気として知られ、患者は主に

呼吸不全（全体の 2/3）や心不全で亡くなっていた。また、対処療法も確立されておら

ず過度な運動療法も積極的に取り入れられていたようである。 

 現在の DMD 患者を取り巻く環境は以前から比較して、大きく進展している。近年で

は人工呼吸器の普及に伴う呼吸管理（Villanova et al., 2014）や、心筋保護治療、さらに

は適切なリハビリテーションが、生活の質（quality of life, QOL）の向上や寿命の延長（平

均寿命は 30 歳以上）をもたらした（Liew and Kang, 2013）。骨格筋量維持や炎症の抑制

には副腎皮質ホルモン（ステロイドホルモン）の有効性が証明されており、補完治療法

として用いられている（Khan, 1993）。また、ステロイドの長期投与についても、日本

での臨床研究により、患者の歩行可能時期を延長することが報告されている（Takeuchi et 

al., 2013）。 

 しかし一方で、若年 DMD 患者の多くは肥満か痩せの傾向にあり、QOL の低下が懸念

されている（Davidson and Truby, 2009）。近年、肥満の傾向にある患者が増加しており、

その背景として筋量の低下に伴う運動量低下、過度のエネルギー摂取（食べ過ぎ、カロ

リー過多）、さらにステロイド治療の副作用が挙げられる（Davidson et al., 2014）。過度

な体重増加は心臓への負担も大きくなるので注意が必要である。 
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 現在、人工核酸を用いたエキソンスキッピングや抗生物質あるいは新規化合物を用い

たリードスルーなどの治療戦略が、モデル動物で実証され、DMD 患者に対する臨床試

験が進められている（Welch et al., 2007; Hoffman et al., 2011）。さらに、ステロイド治療

の副作用である骨密度の低下を抑制するためカルシウムやビタミン D のサプリメンテ

ーションが有効であることが報告されている（Bianchi et al., 2011）。基礎研究では、骨

格筋保護や筋変性に伴う炎症の軽減のため、アミノ酸や抗酸化作用の高い緑茶エクスト

ラクトやレスベラトロールなどの有効性が明らかにされ、患者の QOL を向上するため

の補完治療法の開発が着目されている（Zdanowicz et al., 1995; Buetler et al., 2002; 

Passaquin et al., 2002; Barton et al., 2005; Yoshida et al., 2006; Payne et al., 2006）。しかしな

がら、未だに根本的治療法は確立されておらず、ステロイド治療も副作用や投与期間の

問題から効果が長続きしない。そのため現在までのところ DMD 患者は誰一人として救

われておらず、根本的治療法の開発のみならず、症状を遅延させ患者の QOL を向上さ

せるための補完治療法の研究も重要である。 

 

DMD モデルマウス（mdx マウス） 

 

 DMD モデル動物である C57BL/10ScSn-mdx （mdx）マウスは Bulfield らによって発見

された（Bulfield et al., 1984）。Mdx マウスは X 連鎖劣性遺伝でエクソン 23 にストップ

コドンが生じたためジストロフィンが欠損している（Sicinski et al., 1989）。そのため

DMD の筋病態をよく再現しており DMD 治療の基礎研究において重要な役割を果たし

ている。Mdx マウスは持続的な筋変性を生じ、筋張力や運動量が低下しており、骨密度

も有意に減少する（Anderson et al., 1993; Bianchi et al., 2011）。しかしながら、高週齢に

なるまで筋線維の萎縮や結合組織・脂肪組織への置換は認められない（Luz et al., 2002; 

Sacco et al., 2010）。外見も正常対照マウスと変わらず、寿命も多少短い程度である。ま
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た、mdx マウスは骨格筋変性部位に線維化や脂肪化はほとんど認められないが、異所的

石灰化（リン酸カルシウムの沈着）が起こることが特徴的な筋病理である（Coulton et al., 

1988; Kikkawa et al., 2009）（図 1 A）。 

Mdx マウスは DMD を発症しているにも関わらず繁殖能があり、非常に実験に用いや

すい。また、DMD 患者とは異なり、寿命は正常対照マウスと比較すると短いものの、2

年以上生きる（Chamberlain et al., 2007）。さらに、最も異なる特徴としてマウス特有の

非常に高い筋再生能が挙げられる。DMD 患者では幼児期からすでに筋変性後に線維化

や脂肪化といった置換が認められる。この置換が DMD 症状の重篤化に大きく寄与する

が、mdx マウスでは 1 年齢以上に達しないと線維化の増加は認められない（Chamberlain 

et al., 2007）。カルジオトキシン（cardiotoxin, CTX）を 1 週間に 1 度骨格筋に連続投与し

ても筋壊死後に筋再生は正常に起こり、先行研究では約 50 回（50 週）にわたり CTX

を投与して遂に筋線維萎縮や線維化が顕著になることを報告している（Luz et al., 2002）。

Mdx マウスの高い筋再生能力にはテロメアが関与している報告があり、実験用マウスは

テロメアが非常に長い。テロメラーゼを欠損した mdx マウスでは筋再生能が低く、線

維化が悪化し、さらに寿命も短くなる（Sacco et al., 2010）。このように通常の mdx マウ

スより症状が重篤化したマウスを用い、遺伝子治療や新規薬剤の効果を検討する試みが

行われている。また、dystrophin のホモログである utrophin を欠損させた mdx マウス

（double knockout マウス、dKO マウス）は、平均寿命が約半年と短く、さらに脊椎の変

形や後肢の筋萎縮が認められる（Grady et al., 1997）。 

 

DMD の骨格筋とマクロファージ 

 

 DMD の骨格筋は連続的な壊死が起こり、変性タンパクは主に貪食細胞であるマクロ

ファージによって取り除かれる。マクロファージには、筋壊死の急性期に見られる貪食
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作用と共に炎症反応を亢進する作用を持つ I 型マクロファージ（M1）と、筋再生に寄

与する II 型マクロファージ（M2）が知られている（Villalta et al., 2009）。この M1 マク

ロファージは、腫瘍壊死因子（tumor necrosis factor, TNF）の一種である TNF-α やインタ

ーロイキン-6（interleukin-6, IL-6）などの炎症性サイトカインを産生し、骨格筋で筋変

性を悪化させることが知られている。筋変性が顕著な若齢 mdx マウスの骨格筋におい

ては M1 マクロファージが占める割合が増加している（Villalta et al., 2011a）。一方、M2

マクロファージは骨格筋の再生段階で筋修復に寄与することが分かっている。筋変性と

再生のサイクルが落ち着いてくる約 12 週齢頃からの mdx マウス骨格筋では M2 マクロ

ファージの占める割合が増加することが報告されている（Villalta et al., 2011b）。先行研

究では、魚に豊富に含まれる不飽和脂肪酸の一種であるエイコサペンタエン酸を mdx

マウスに与えると、骨格筋で M2 マクロファージが占める割合が増加し、炎症が抑制さ

れることで筋症状が緩和することを報告している（Carvalho et al., 2013）。このように、

筋変性による炎症の拡大を抑制することで、DMD 症状が遅延することが分かっている。 

 

リン代謝とリン過剰摂取に関連する疾患について 

 

 リンは生命維持に必要不可欠であり、体内で 2 番目に多いミネラルである。そのほと

んど（体内の総リン量の 80%以上）が骨や歯の主成分でカルシウムと結合している

（Osuka and Razzaque, 2012）。また、リンはデオキシリボ核酸（deoxyribonucleic acid, 

DNA）やリボ核酸（ribonucleic acid, RNA）、生物のエネルギー源であるアデノシン三リ

ン酸（adenosine triphosphate, ATP）の成分としても必須である。リンは主に小腸で吸収

され、腎臓によって排出される。リン代謝については近年研究が進んでおり、腎臓の遠

位尿細管に発現する klotho、近位尿細管に発現するナトリウム依存性リン酸トランスポ

ーター（sodium-dependent phosphate transporter, NaPi）である NaPi 2a と NaPi 2c、副甲状
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腺ホルモン（parathyroid hormone, PTH）、骨から分泌される線維芽細胞増殖因子 

(fibroblast growth factor, FGF) -23（FGF-23）等によって厳密に調整されていることが明

らかとなっている（Kuro-o, 2010）。 

 リンは大半の食べ物に含有されているため、摂取するリンが不足することはほとんど

ない。体内からリンが欠乏すると骨や歯の形成障害が起こりやすくなるが、現代の食生

活ではむしろリン過剰摂取が問題視されている（Calvo, 1993）。リンは有機リンと無機

リンがあり、動物性や植物性食品には有機リンが、加工食品や食品添加物には無機リン

が多く含まれている（Ritz et al., 2012）。乳製品、魚介類、さらに豆類には有機リンが多

く含まれているが、これらはカルシウムも同程度含まれている。しかしファストフード

やインスタント食品には食品添加剤や防腐剤として無機リンが含まれており、近年無機

リンの摂取量が増加している。有機リンと無機リンの小腸での吸収率は大きく異なり、

有機リンが 40~60%ほど吸収されるのに対し、無機リンはほぼ 100%吸収される（Takeda 

et al., 2012）。日本では、無機リンを多く含む食品添加物には表示義務がないため（条件

による）、正確なリン摂取量は不明だが、平成 21 年度の国民健康栄養調査（厚生労働省）

によると、日本人は１日あたりのリン摂取量が男性で平均 1,043 mg、女性で平均 908 mg

と報告されており、有機リンのみで成人 1 日の必要リン摂取量を摂取していることにな

る。この調査では、無機リンからの摂取量を考慮しておらず、そのため現代の食生活で

は推奨リン摂取量の 2～3 倍を過剰摂取していると推測されている。 

 摂取した過剰なリンは主に腎臓で排出されるが、長期間のリン過剰摂取は腎機能を低

下させ血中リン酸濃度を増加させる。血液中のリンとカルシウムは均等なバランスで保

たれており、リンをカルシウムより多く摂り過ぎるとバランスを保つためにカルシウム

が骨から溶け出し、結果的に骨密度の低下を引き起こす。さらに、腎不全患者では血中

リン酸濃度が増加すると心筋梗塞や心循環系の不全などの死亡リスクが増加すること

を示す報告もある（Gross et al., 2014）。 
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 近年、過剰なリンはヒトや動物または培養細胞を用いた実験において Phosphate 

Toxicity として報告されている（Razzaque, 2011）。高リン環境下で骨格筋細胞を培養す

ると筋分化が抑制され骨分化が促進されることが明らかとなっている（Kikkawa et al., 

2009）。またマウスにおいてリン代謝異常は成長遅延や早老症に関係し、さらに血管石

灰化や腎臓石灰化を起こす報告もある（Kuro-o et al., 1997; Ohnishi and Razzaque, 2010）。 

  

修士課程における研究： 

リン過剰摂取が mdx マウスの骨格筋内異所的石灰化と筋機能に与える影響 

 

リン過剰摂取の健康被害は動物実験や臨床で明らかになってきているが、DMD など

の筋疾患への影響についてはこれまで報告がない。そこで、私は正常対照マウスと mdx

マウスにリン含有量を変化させた特注餌を与え、リン摂取量の変化が骨格筋変性に与え

る影響を検討した。市販のマウス飼育・繁殖用飼料（CE-2: クレア）を参考に、リンが

1.0 g/ 100 g、カルシウムが 1.2 g/ 100 g のものを通常リン食とし、リン含有量を 2 倍の

2.0 g/ 100 g に増加させたものを高リン食、さらにリンを 0.7 g/ 100 g に減量したものを

低リン食とし、正常対照マウスと mdx マウスにそれぞれ離乳時（20 日齢）から最長 90

日齢まで与えた（図 1 B）。 

その結果、正常対照マウスと mdx マウスは 3 種類のリン食による体重増加率や骨格

筋重量に変化は認められなかった（図 1 C）。Mdx マウスでは、高リン食摂取により骨

格筋内異所的石灰化が有意に増加し（図 2 A, B）、心筋や腎臓においてもその沈着が認

められた。当研究室で作成した in situ でマウス個体の骨格筋張力を測定できる筋張力測

定システムを用い、mdx マウスの下腿三頭筋の筋張力を測定した結果、高リン食摂取の

mdx マウスでは最大単収縮と最大強収縮が有意に低下した。回転ケージを用いた自発的

運動量測定では、高リン食摂取の mdx マウスでは 7 日間の総運動量が有意に減少した。 
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図1 Ｍdxマウスの筋病理的特徴と特注リン食組成ならびにマウスの体重変化 

(A) 正常対照マウスと比較して、mdxマウス骨格筋は膜裏打ちタンパクであるジストロフィンが欠

損しており、EBD陽性の変性した筋線維が認められる。さらにalizarin red S（カルシウム染

色）で染め分けたリン酸カルシウムの沈着（異所的石灰化）はmdxマウスの特徴的な筋病理

である。 

(B) 本研究で用いた特注リン食は市販されているマウス飼料（CE-2, クレア）の組成をベースにリ

ン酸一ナトリウム（無水）とリン酸一カリウムを用いてリン含有量を増加させた。 

(C) 20日齢から特注飼料を与え、30日齢、60日齢、90日齢の体重増加を示した。正常対照（正

常）マウスとmdxマウスは全てのリン食群で同様の体重増加率であった。 

100ｇ 低リン食  通常リン食  高リン食  

脱脂粉乳 % 5.00  5.00  5.00  

魚粉 % 5.00  5.00  5.00  

脱脂大豆 % 11.75  11.75  11.75  

アルファルファ % 4.00  4.00  4.00  

グルテンミール % 3.00  3.00  3.00  

トウモロコシ % 24.50  24.50  24.50  

小麦粉 % 38.20  37.00  32.80  

食塩 % 0.380  0.380  0.380  

炭酸Ca % 1.700  1.700  1.700  

塩化Mg % 0.120  0.120  0.120  

炭酸亜鉛 % 0.004  0.004  0.004  

Ca g 1.21  1.21  1.20  

P g 0.71  1.00  2.01  

K g 0.95  1.18  1.99  

Na g 0.30  0.38  0.66  

Mg g 0.25  0.25  0.24  

Zn mg 6.9  6.7  6.4  

総カロリー kcal 367 362 345 
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高リン食  
正常対照マウス  

高リン食  
mdxマウス  

通常リン食  
mdxマウス  

低リン食  
mdxマウス  
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B 

100μm 

高リン食 正常対照 高リン食 mdx 通常リン食 mdx 低リン食 mdx 

H&E 

Alizarin red S 

図2 リン摂取によるmdxマウス骨格筋内異所的石灰化への影響 

(A) これまでに高リン食摂取mdxマウスは異所的石灰化が有意に増加すること、また低リン食摂

取によりそれらが減少することが分かった。正常対照マウスでは、高リン食を摂取しても骨

格筋内に異所的石灰化は認められない。写真はalizarin red Sとalcian blueで2重染色をした

マウス下腿の透明標本。異所的石灰化を赤い矢印で示した。 

(B) 大腿四頭筋の凍結切片を作成し、H&E染色とalizarin red S染色を用いて異所的石灰化を同

定した。高リン食mdxマウスでは異所的石灰化が増加しており、炎症が亢進していることが

分かった。 
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通常、正常対照マウスでは骨格筋内に異所的石灰化は認められないが、高リン食を摂

取させた正常対照マウスに筋損傷を促すヘビ毒である CTX を骨格筋に注射すると、14

日後に再生筋線維とともに異所的石灰化が起こる事を見出した。さらにこのマウスの筋

張力を測定した結果、同様に筋肉中に CTX を注射した通常食摂取の正常対照マウス（14

日間後、骨格筋内異所的石灰化は認められなかった）のものと比較し、最大強収縮が有

意に低下した。このことから、骨格筋内異所的石灰化は変性・再生過程で生じ、筋張力

の低下に寄与することが明らかとなった。 

一方で、異所的石灰化は mdx マウスにリン摂取制限をさせることで改善することを

見出した。さらに離乳時から 60 日齢まで高リン食を摂取させた mdx マウスの下腿を動

物実験用 X 線コンピューター断層撮影（computer tomography, CT）装置（Latheta LCT200, 

日立アロカメディカル, 東京）で撮影したのち、低リン食群と高リン食群に分け、30 日

後に同個体の下腿を撮影した結果、高リン食摂取群では異所的石灰化が増加するのに対

し、30 日間低リン食摂取に変更した mdx マウスでは、60 日齢まで高リン食を与えたこ

とで増加した異所的石灰化が減少することが分かった。 

 

本研究について 

 

本研究はリン過剰摂取が mdx マウスの骨格筋変性と骨・ミネラル代謝に与える影響

について詳細な検討を行い、mdx マウスにおけるリン代謝異常の原因を解明することを

目的とした。また、腎機能低下が骨格筋変性や異所的石灰化に与える影響について検討

した。 

研究 1 では透過型電子顕微鏡を用い、骨格筋内にリン酸カルシウムが沈着するメカニ

ズムについて観察を行った。また、リン摂取による mdx マウス骨格筋変性とマクロフ

ァージの浸潤とその表現型への影響を検討した。筋変性の顕著な骨格筋の１つである大
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腿直筋（大腿四頭筋）断面積における壊死筋線維領域、マクロファージ浸潤領域を測定

し、マクロファージの表現型を調べた。筋ジストロフィー症状に対するリン摂取と運動

ストレスの影響を検討するため、リン食を摂取し、回転ケージ内で自発的運動を行った

mdx マウスと通常ケージ内飼育の mdx マウスの前脛骨筋の筋病理を比較した。これまで

に明らかになった低リン食摂取による筋ジストロフィー症状への改善効果が、リン吸着

薬投与により再現可能であるかを検討した。リン吸着薬投与は臨床で透析患者の血中リ

ン酸濃度のコントロールに用いられている塩酸セベラマーを mdx マウスに与え、筋病

理に及ぼす影響について検討した。 

研究 2 ではリン過剰摂取が骨へ及ぼす影響を検討するため、X 線 µCT 装置を用いて

脛骨の海綿骨と皮質骨の骨密度と骨形態を解析した。さらに骨形成因子と骨吸収因子を

調べ、正常対照マウスと mdx マウスの比較と異なるリン食を摂取した mdx マウス間で

比較した。 

研究 3 では mdx マウスの腎臓を中心にリン代謝について詳細に検討した。リン代謝

に関与する血中リン酸、カルシウム、PTH、FGF-23 濃度さらに尿中リン酸排泄を調べ、

腎臓でリン排泄を担う klotho、NaPi 2a、NaPi2c の発現量を確認した。腎機能測定には、

筋肉量に依存しない腎機能マーカーである血中 cystatin C 濃度を用いて比較した。これ

らの結果から mdx マウスは腎機能が低下していることが分かった。Mdx マウスの腎機

能低下の原因を明らかにするため、血液分析、尿排泄量、骨密度や骨形態、運動量を総

合的に検討した。最後に、腎機能低下が骨格筋損傷と異所的石灰化に与える影響を調べ

るため、腎障害を誘発するシスプラチンを投与した正常対照マウスに筋損傷を引き起こ

し、筋再生段階におけるリン酸カルシウムの沈着について検討した。 

以上の研究結果から、リン過剰摂取は mdx マウス骨格筋内の筋変性ならびに M1 マク

ロファージを増加させることで DMD 症状を悪化させることが明らかとなった。リン過

剰摂取と運動量が減少することが原因で骨形成が著しく低下し、低回転性骨粗鬆症に陥
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ることを見出した。腎機能マーカーである血中 cystatin C 濃度を測定した結果、mdx マ

ウスは腎機能が低下していることが分かった。そのため高リン食摂取によって、mdx マ

ウスは血中リン酸濃度を調整できなかった。骨格筋変性に伴う運動量低下によって骨密

度が減少し、高カルシウム血症を合併した結果、脱水症状に陥ったことが腎機能低下の

要因であると考えられる。また、シスプラチン投与により腎機能を低下させた正常対照

マウスは、筋損傷後の再生時に骨格筋内に異所的石灰化が起こることを明らかにした。

すなわち、mdx マウスの骨格筋内リン酸カルシウムの沈着は、腎機能低下が関与してお

り、リン過剰摂取によって筋変性が悪化した結果、異所的石灰化の増加につながったと

考えられる。  

本研究では、低リン食またはリン吸着薬投与によって mdx マウスの骨格筋症状は改

善された。特に炎症が抑制され、M2 マクロファージの占める割合が増加したことが大

きく寄与した。この結果、リン摂取制限またはリン吸着薬の投与は DMD の新たな補完

治療法として臨床応用が期待できる。 
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実験材料と方法 

 

実験動物と特殊飼料 

 

正常対照である C57BL/10ScSn（B10）と DMD モデルの C57BL/10ScSn-mdx（mdx）

は、独立行政法人国立精神・神経医療研究センター神経研究所から供与して頂いたマ

ウスを当研究室で交配・維持して実験に使用した。マウスの飼育と繁殖には市販のマ

ウス餌 CE-2 を用い、水と同様に自由摂取させた。リン含有量を変えた特注飼料は、

CE-2 の組成を参考にオリエンタル酵母工業株式会社（東京）が作製した。CE-2 と同

じ組成でリンが 1.0 g/ 100 g のものを通常リン食とし、リン含有量を 2 倍の 2.0 g/ 100 g

に増加させたものを高リン食、さらにリンを 0.7 g/ 100 g に減量したものを低リン食と

し、正常対照マウスと mdx マウスにそれぞれ離乳時（20 日齢）から最長 90 日齢まで

与えた。本研究で用いた低リン飼料は魚粉および脱脂粉乳に由来するリンのみを含み、

通常リン飼料と高リン飼料にはリン酸一ナトリウム（無水）とリン酸一カリウムを添

加してリン含有量の調整をした。そのため、リン含有量が増えることでカリウムやナ

トリウムの含有量も増加した。先行研究では 12% 塩化ナトリウム食が mdx マウスの

骨格筋変性を抑制すること（Yoshida et al., 2006）、またマウスに 5%塩化カリウム添加

食を与えた実験では、マウスのエサと水の摂取量が増加するという報告があることか

ら（Murai et al., 2010）、本研究で用いた高リン食内のナトリウム（0.66%）とカリウム

（1.99%）はマウスの骨格筋に影響を及ぼす量ではないと判断した。また、飲料用の水

にリンは含まれていない。マウスは雄のみを実験に使用した。本研究で用いたマウス

は、東京大学が定めた動物実験実施規則に従い適切な手技で実験に使用した。 
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血液サンプルと組織サンプル採取 

 

マウスはジエチルエーテル過剰吸引で安楽死させ体重を測定後、25 ゲージの注射針

付きシリンジを用いて、腹部後大静脈から血液サンプルを 0.5~0.8 ml 採取した。採取し

た血液は即座に 1.5 ml マイクロチューブに移し、室温で 2 時間放置した後、3,500 rpm

で 15 分間 4°C で遠心した。その後、血清部分を他のマイクロチューブに移しかえ、実

験に使用するまでは-80°C で保存した。血漿サンプルは、採血した血液に 1 mg/ml エチ

レンジアミン四酢酸（ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA）を含むリン酸緩衝生理食塩

水（phosphate buffered saline, PBS）を血液量の 10%入れ、マイクロチューブ中で軽く混

合した。その後 1,200 rpm で 30 分間 4°C で遠心し、血漿部分のみを他のマイクロチュ

ーブに移しかえ、実験に使用するまでは-80°C で保存した。 

 Mdx マウスの大腿四頭筋は摘出したのち、トラガカントゴムでコルク栓片上に倒れな

いように固定し、液体窒素で冷却したイソペンタン内で急速凍結した。また、mdx マウ

スの前脛骨筋と横隔膜、さらに正常対照マウスと mdx マウスの腎臓は摘出後、optimal 

cutting temperature（OCT）コンパウンド（凍結用包埋剤）に包埋し液体窒素内で急速凍

結した。 

残った片側の腎臓は摘出後、1.5 ml マイクロチューブに入れて直接、液体窒素で凍結

し、実験に使用するまでは-80°C で保存した。マウスの脛骨は摘出後、10%ホルムアル

デヒドを含む PBS（10%ホルマリン）にカルシウムを加えた溶液内で室温保存した。 

 

組織切片染色と免疫染色 

 

クライオスタット（Microm HM550, Thermo Fisher Scientific, MI, USA）を用い、8 µm

の連続凍結切片（横断面）を作成し、組織学的に検討した。コルクに立てて凍結した大
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腿四頭筋はクライオスタット内の温度を-23°C で、OCT コンパウンドで包埋した組織サ

ンプルは-19°C で切り出し、剥離防止加工したスライドガラスに貼り付けた。筋病理解

析に大腿四頭筋（そのうち大腿直筋）と前脛骨筋を用いた理由は、比較的大きな筋肉で、

組織切片の全領域を測定可能であったからである。全ての凍結切片は、組織構造の全体

像を把握するためヘマトキシリン＆エオジン（hematoxylin & eosin, H&E）で染色した。

H&E 染色はヘマトキシリンで核を青藍色で染め分け、エオジンで細胞質や線維類を淡

い赤色に染め分ける。骨格筋内異所的石灰化を同定するためには、カルシウムに結合す

る alizarin red S 染色液を用いた。さらに骨格筋内の線維化領域を染め分ける目的でマッ

ソン・トリクローム（Masson Trichrome）染色を行った。この染色方法では、コラーゲ

ンを含む結合組織（膠原線維）をアニリンブルーで青く染色し、核を鉄ヘマトキシリン

で黒紫色に、さらに細胞質を酸フクシンで赤色に染色する。 

免疫染色は、8 µm の凍結切片を 10%ホルマリンで固定した後に、10%馬血清と 0.05% 

Tween 20 を含む PBS で 15 分間、室温でブロッキングを行った。なお、ジストロフィン

などの膜タンパク質については-20°C に冷却したアセトンを用いて固定を行った。抗胎

児型ミオシン重鎖（embryonic myosin heavy chain, eMyHC）モノクローナル抗体を用い

た免疫染色は 10%ホルムアルデヒドを含む PBS で固定した後に、10 mM クエン酸緩衝

液（pH 7.0）に浸し、オートクレーブによる熱処理（120°C、10 分間）で抗原賦活化な

らびに内在性 IgG を失活させた。その後、1 次抗体を 37°C で 1 時間反応させ、PBS で

洗浄後、2 次抗体（Alexa Fluor 488 または Alexa Fluor 594; Molecular Probes, OR, USA）

に Hoechst 33258 を加えて、同様に 37°C で 1 時間反応させた。免疫染色した切片を洗

浄後に封入剤を用いてカバーガラスで包埋し、蛍光顕微鏡を用いて観察した。 

免疫染色で用いた1次抗体は以下の通りである。抗体は0.5% BSAを含むPBSで希釈し

て使用した。フルオレセインイソチオシアネート（fluorescein isothiocyanate, FITC）で標

識されたマウス抗アルブミン抗体（Cappel, PA, USA）、ラット抗F4/80抗体（AbD Serotec, 
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Kidlington, UK）、マウス抗eMyHC抗体（American Type Culture Collection, VA, USA）、ラ

ット抗inducible nitric oxide synthase（iNOS）抗体（Upstate Biotechnology, NY, USA）、ウ

サギ抗CD206抗体（AbD Serotec）、ラット抗klotho抗体（KM2076; TransGenic Inc., 熊本）。

ウサギ抗NaPi 2a抗体ならびにウサギ抗 NaPi 2c抗体は徳島大学・大学院ヘルスバイオサ

イエンス部の瀬川博子先生より恵与された。ウサギ抗dystrophin抗体、ウサギ抗utrophin

抗体、ウサギ抗α-sarcoglycan抗体、ウサギ抗β-dystroglycan抗体は独立行政法人国立精神・

神経医療研究センター神経研究所の今村道博先生より恵与された。 

 

ヘマトクリット値測定 

 

 通常飼育（食餌：CE-2）の正常対照マウスと mdx マウス（n = 5）をイソフルランで

麻酔し、ヘパリンコートしたガラス毛細管（Drummond Scientific Company, PA, USA）を

用いて眼窩から採血を行った。眼窩採血はマウスへの負担や苦痛軽減を考慮して、麻酔

下で行った（Sharma et al., 2014）。ガラス毛細管を 11,000 rpm で 5 分, 4°C で遠心するこ

とによって、血球成分と血漿成分を分離した。ヘマトクリット値は総血液量から赤血球

成分量の割合を比率で求め、算出した。 

 

尿サンプルの採取 

 

 マウスの尿サンプルは単独飼育用の代謝ゲージ（3600M21, 株式会社三商、東京）内

で 24 時間蓄尿したものを使用した。蓄尿中は食餌を制限させ、水のみを摂取させた。

24 時間後に尿を採取し、尿量を測定後に 3,500 rpm で 10 分間、4°C 遠心を行い-80°C で

保存した。 
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回転ケージを用いた自発的運動 

 

 回転ケージと飼育ケージが組み合わさった回転運動量測定装置（SN-450、 シナノ製

作所、東京）の中でマウスを単独で飼育し、3 日間環境適応させ、その後 7 日間にわた

り 1 日の回転数を付属のカウンターで測定した。なお 10 日間の実験中、食餌はそれま

で与えていたものと同じリン食を与え、水と共に自由摂取させた。10 日後、マウスを

ジエチルエーテル過剰吸引により安楽死させ、前脛骨筋を凍結切片用に摘出した。切片

は全体の筋変性領域と中心核数を測定するため H&E 染色を用い、マクロファージ浸潤

領域は抗 F4/80 抗体で、再生筋線維は抗 eMyHC 抗体を用いて反応させた。 

 

CTX による筋再生評価 

 

 リン食を摂取させた 90 日齢 mdx マウスをイソフルランで麻酔した後、下腿部の剃毛

を行い前脛骨筋に、27 ゲージの注射針付きシリンジを用いて 10 µM CTX を含む PBS を

100 µl 注射した。14 日後にマウスを安楽死させ前脛骨筋を摘出し、凍結切片を作成した。

その後、H&E 染色を行いリン食摂取による筋再生への影響を観察した。 

 

骨格筋中へのリン酸投与 

 

 通常食（CE-2）を摂取させた 90 日齢正常対照マウスをイソフルランで麻酔した後、

下腿部の剃毛を行い、27 ゲージの注射針付きシリンジを用いて前脛骨筋にそれぞれ 1 

mM、10 mM、100 mM のリン酸ナトリウムを含む生理食塩水（pH 7.4）を 50 µl 筋中し

た（各 3 匹ずつ）。4 日後にマウスを安楽死させ、前脛骨筋を凍結切片用に摘出した。

組織切片は抗 F4/80 抗体と抗 eMyHC 抗体を用いて免疫染色を行い、顕微鏡を用い撮影
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し、それぞれの陽性領域を求めた。 

 

腎不全マウスの作製とリン食摂取による異所的石灰化への影響 

 

 Johnsson らの方法に準じて、通常飼育した 90 日齢正常対照マウスに 10 mg/kg シスプ

ラチン（和光純薬工業、東京）/PBS 混合液を 300 µl 腹腔内投与し、腎不全マウスを作

製した（Johnsson and Wennerberg, 1999）。シスプラチン投与日から通常リン食または高

リン食を摂取させ、さらに 1 日後にマウスを麻酔下におき、前脛骨筋に 5 µM CTX を

100 µl の PBS に混合して注入した。なお、コントロール群にはシスプラチンを含まない

PBS のみを腹腔内注射した。7 日後にマウスを安楽死させ前脛骨筋を摘出し、筋病理を

観察した。なお、サンプルを摘出する 1 日前に PBS で希釈した 1% エバンスブルー色

素（Evans blue dye, EBD）をマウスの腹腔から体重 10 g あたり 100 µl 投与した。前脛骨

筋は凍結切片を作成し、H&E と alizarin red S で染色した。 

 

細胞培養（リン酸添加実験）と免疫染色 

 

 マウス筋芽細胞株 C2C12 を直径 35 mm の ゼラチンコート組織培養皿（IWAKI、静岡）

に 5×10⁴個播いて、37°C、5%二酸化炭素インキュベータ―内で培養した。増殖培地に

は 20%ウシ胎児血清（Fetal bovine serum, FBS）を含むダルベッコ改変イーグル培地

（Dulbecco’s modified Eagle medium, DMEM; Gibco）を用い（20% FBS/DMEM）、分化培

地には ITS (10 µg/ml インスリン、5 µg/ml トランスフェリン、5 ng/ml 亜セレン酸ナ

トリウムの混合溶液；Sigma-Aldrich, Missouri, USA）と 0.1% ウシ血清アルブミンを含

む DMEM を用いた（ITSB/DMEM）。C2C12 細胞は増殖培地で 24 時間培養し、その後

分化培地に交換した。なお、DMEM にはあらかじめ培地添加用の抗生物質であるペニ
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シリン（50 IU/ml、Gibco）とストレプトマイシン（50 µg/ml、Gibco）を加えた。 

 リン酸が分化した骨格筋細胞に与える影響を調べるため、分化 2 日目に分化培地中に

リン酸二水素ナトリウム二水和物を最終リン濃度が 3 mM、5 mM、7 mM になるように

加えた。なお、リン酸添加前の分化培地（ITSB/DMEM）には 1 mM のリンが含まれて

いた。培養した細胞は PBS で洗浄した後、10%ホルマリンを含む PBS 溶液で 30 分間室

温にて固定した。PBS で洗浄後、0.5% TrironX-100 を含む PBS 溶液で 10 分間透過処理

を行い、1 次抗体としてマウス抗横紋型ミオシン重鎖(MyHC)抗体 MF20（Developmental 

Studies Hybridoma Bank, IA, USA）を 1 時間室温で反応させた。2 次抗体（Alexa Fluor 488）

に Hoechst 33258 を加えて 1 時間室温で反応させた後、蛍光顕微鏡を用いて観察を行っ

た。顕微鏡観察では、ランダムに選択した 5視野について写真撮影を行い（各条件 n = 3）、

全筋核数の中の融合した筋細胞における筋核数の割合を fusion index（%）として求めた。 

  

腎臓刷子縁膜分画の単離 

 

腎臓でリンの再吸収を担う NaPi 2aと NaPi 2c をウエスタンブロットで定量するため、

これらのタンパク質が発現する近位尿細管刷子縁膜分画（brush border membrane vesicles, 

BBMV）の単離を行った（Biber et al., 2007; Breusegem et al., 2009）。安楽死させたマウス

から腎臓（片側）を採取し、ハサミで細かく切断した後、2 ml チューブ内で 0.8 ml の

BBMV 用 isolation buffer（300 mM D-mannitol, 5 mM EDTA, 15 mM Tris-HCl, pH7.4, 

complete mini; 250 ml per one tablet, Roche Diagnosis, Basel, Switzerland)と混合し、ソニケ

ーターを用い粉砕した。さらに 1.2 ml の milliQ と最終濃度が 12 mM になるように塩化

マグネシウムを加え、氷上で 15 分放置した。その後、4,500 rpm で 15 分間、4°C で遠

心を行い、上清を新しいマイクロチューブに移した。15,000 rpm で 30 分間 4°C 遠心し

た後、上清を取り除き、沈殿物に 1 ml の BBMV 用 sample buffer （300 mM D-mannitol, 
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16 mM HEPES, 10 mM Tris-HCl, pH 7.5, complete mini; 50 ml per one tablet）を加えて懸濁

した。Bicinchoninic acid（BCA）法によりタンパク質濃度測定を行い、電気泳動用の sample 

buffer（50 mM Tris-HCl, pH 6.8, 2% sodium dodecyle sulfate, 10% glycerol, 50 mM 

dithiothreitol, 0.0025% bromophenol blue）に 20 µg/10 µl になるように溶解した。 

 

ウエスタンブロット用サンプルの作製 

 

凍結した腎臓サンプルを液体窒素内で粉砕して粉末状にし、1 ml の complete mini 

protease inhibitor cocktail 入り PBS に溶解させ、ソニケーターにかけて粉砕した。14,000 

rpm で 20 分間 4°C 遠心を行い、上清を他のチューブに回収し、BBMV 同様に BCA 法

によりタンパク質濃度を測定した後、電気泳動用 sample buffer に 20 µg/10 µl になるよ

うに溶解した。 

培養細胞は 1 度 PBS で洗浄し、収量を得るため 1 ml の 10% トリクロロ酢酸溶液で

30 分間 4°C で固定した。0.1% Tween-20 を含むトリス塩酸緩衝液（tris buffered saline, 

TBS）（TBST）を用い洗浄を 3 度行い、セルスクレーパーで固定した培養細胞を掻き集

め、1.5 ml マイクロチューブに回収した。15,000 rpm で 5 分間 4°C 遠心をして上清を除

き、残った沈殿に 2% SDS を含む Complete Lysis-M Reagent (Roche Diagnosis, Basel, 

Switzerland)を 40 µl 加えた。その後、BCA 法によりタンパク質濃度を測定した後、電気

泳動用 sample buffer に 10 µg/10 µl になるように溶解した。 

 

ウエスタンブロット 

 

サンプルはジスルフィド結合を切断して一本鎖にするため 5 分間煮沸したあと

（BBMV サンプルは 15 分間 37°C でインキュベートした）、12.5% ポリアクリルアミド
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ゲルで電気泳動した。 その後、タンパク質はセミドライ式ブロッティング装置でポリ

フッ化ビニリデン（Polyvinylidene difluoride, PDVF）メンブレンに転写した。PDVF メン

ブレンは Odyssey Blocking Buffer（LI-COR Biosciences, Inc. NB, USA）を用い室温で 3 時

間ブロッキングを行い、1 次抗体を一晩 4°C で反応させ、一度 TBST で洗浄後、2 次抗

体（Alexa Fluor 680、1/2000）を 1 時間室温で反応させた。なお、1 次抗体と 2 次抗体は

Odyssey Blocking Buffer で希釈した。ブロッキング後と抗体反応後にはそれぞれ TBST

で洗浄を行った。ウエスタンブロットで使用した 1 次抗体は以下の通りである。Klotho

抗体、NaPi 2a 抗体、NaPi 2c 抗体、MyHC 抗体（すべて組織免疫染色で用いた同様の抗

体）、β-tubulin（Abcam, Cambridge, United Kingdom）、β-actin（GeneTex, CA, USA）。 

 

RT-PCR 

 

 リン食を摂取した mdx マウスの大腿四頭筋（各群 n = 3）を液体窒素で凍結し、液体

窒素を入れたステンレス製の容器内で粉砕した。粉砕したサンプルを 1.5 ml チューブに

入れて RNAiso-plus（タカラバイオ株式会社、滋賀）を加えて total RNA を抽出した。

この RNA を鋳型としてオリゴ（dT）をプライマーに、逆転写反応は Superscript III 

First-Strand Synthesis System for RT-PCR（Invitrogen, CA, USA）を用いて 50°C で 50 分間

行い、cDNA を合成した。その後、Emerald Amp PCR Master Mix（タカラバイオ株式会

社）を用い、cDNA を鋳型にしてプライマーを加え、サーマルサイクラ―を用いて PCR

反応を行った。１サイクルは、94°C で 15 秒、55°C で 15 秒、72°C で 30 秒とし、IL-6

と TNF-α, 破骨細胞分化因子（receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand, RANKL）

は 30 サイクル、インターロイキン-17（Interleukin-17, IL-17）は 36 サイクル、グリセル

アルデヒド-3-リン酸脱水素酵素（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, GAPDH）は

22 サイクル行った。PCR 産物は SYTO60（Molecular Probes, OR, USA）を含む 2%アガ
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ロースゲルを用いて電気泳動を 30 分間行い、Odyssey Infrared Imaging System（LI-COR 

Biosciences）を用いてバンドを検出した。 

プライマーは、以下の配列を使用した。 

   IL-6 forward primer, 5’- agttgccttcttgggactga-3’ 

      IL-6 reverse primer, 5’- tccacgatttcccagagaac-3’ 

      TNF-α forward primer, 5’- ccaccacgctcttctgtcta-3’ 

      TNF-α reverse primer, 5’- cacttggtggtttgctacga-3’ 

      IL-17 forward primer, 5’- tctctgatgctgttgctgct-3’ 

      IL-17 reverse primer, 5’- cgtggaacggttgagg-3’ 

      RANKL forward primer, 5’- cgctctgttcctgtactttcgagcg-3’ 

      RANKL reverse primer, 5’- tcgtgctccctcctttcatcacaggtt-3’ 

      GAPDH forward primer, 5’- cccatcaccatcttccaggagc-3’ 

      GAPDH reverse primer, 5’- ccagtgagcttcccgttcagc-3’ 

 

血液中・尿中成分分析 

 

ディスクリート方式臨床化学自動分析装置（7180 形日立自動分析装置、日立ハイテ

クノロジーズ、東京）を用い、マウス血中無機リン（inorganic phosphorus, IP）、カルシ

ウム（calcium, Ca）、総タンパク（total protein, TP）、アルブミン（albumin, ALB）、血中

尿素窒素（blood urea nitrogen, BUN）、尿酸（uric acid, UA）、総コレステロール（total 

cholesterol, T-CHO）、クレアチニン（creatinine, CRE）を測定した。さらに尿中 IP とクレ

アチニン（U-CRE）を測定した。クレアチニンクリアランス（creatinine clearance, Ccr）

は 24 時間蓄尿して採取した尿中 U-CRE 濃度を血中 CRE 濃度で割って、その割合を比

率で求めた。 
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ELISA による血中 PTH, FGF-23, BALP, CTx, cystatin C 濃度の定量 

 

 マウスの血清（または血漿）中 PTH と FGF-23、骨型アルカリフォスファターゼ（bone 

specific alkaline phosphatase, BALP）、I 型コラーゲン架橋 C-テロペプチド（C-terminal 

collagen crosslinks, CTx）、cystatin C 濃度は市販されている Enzyme Linked Immunosolvent 

Assay（ELISA）キットを用いて定量した。本研究で用いた ELISA キットは以下の通り

である。 Mouse PTH 1-84 ELISA kit（Immutopics, CA, USA）、 FGF-23 ELISA kit（Kainos 

Laboratories, Tokyo, Japan）、 mouse BALP ELISA kit（Cusabio, Wuhan, China）、 CTx 

RatLaps EIA（Immunodiagnostic systems, Boldon, United Kingdom）、mouse/rat cystatin C 

quantitative ELISA kit（R&D systems, MN, USA）。実験手順は付属する説明書をもとに忠

実に行った。そのため、血中 BALP と CTx 濃度を測定するための血清サンプルは、血

液を採取する 24 時間前からマウスに食餌を与えず、水のみ自由摂取にさせた。 

 

透過型電子顕微鏡による骨格筋内異所的石灰化の観察 

 

30日齢と60日齢の通常リン食または高リン食を与えたmdxマウスから前脛骨筋、大腿

四頭筋（断片）、長趾伸筋と横隔膜（断片）を摘出し、2.5% グルタルアルデヒドを含む

0.1 mol/L カコジル酸ナトリウム溶液で2時間室温固定し、骨格筋の方向性が分かるよう

に長方形に切り整えた。固定液（4 % Osmium Tetroxide, 0.2 mol/L collidine, 3 % lanthanum 

nitrate）に2時間浸透させ、その後、濃度の違うエタノールを用い筋組織の脱水を行い、

エポン樹脂に包埋した。 

 全サンプルの準超薄切片を作成し、トルイジンブルーで染色した後、光学顕微鏡で観

察した。目的の部位を特定した後、エポン包埋した筋組織をナイフでトリミングし、電

子顕微鏡観察用の超薄切片（100 nm）を作成した。超薄切片は専用のグリッドメッシュ
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に貼り付け、酢酸ウラニルと鉛で染色した後、透過型電子顕微鏡（FEI Tecnai Sprit, OR, 

USA）を加速電圧120 kVで用い、筋組織の観察を行った。撮影した画像は、写真に現像

し、スキャナーでコンピューターに取り込んだ。 

 

脛骨の骨密度と骨形態の 3 次元解析 

 

卓上型 X 線 µCT スキャナー（SkyScan-1074, Bruker, Kontich, Belgium）を用いて、ホ

ルマリン固定したマウス脛骨の連続水平断層画像を撮影した。撮影は、管電圧 40 kV、

管電流 1000 µA、露光時間 960 ミリ秒、ステージ回転ピッチ 0.9°で行った。取得した

画像は専用の再構成ソフトウェア（NRecon, Bruker）で 3 次元構築した。再構築後の画

像は画像解析ソフトウェア（CT-An, Bruker）を用い、海綿骨と皮質骨の骨密度（Bone 

Mineral Density, BMD）と骨形態評価に使用した。海綿骨密度の解析領域は脛骨遠位骨

幹端から下へ連続 30 スライスと、皮質骨密度はそのさらに下へ連続 100 スライスを対

象とし、骨形態解析領域は脛骨遠位骨幹端から下へ連続 100 スライス（海綿骨）とさら

に下へ連続 50 スライス（皮質骨）を対象とした。なお、解析対象領域は手順書（東陽

テクニカ、東京）を参考に決定した。海綿骨形態では、骨密度 (g/cm³）、骨量(%) 、総

体積 (mm³)、骨体積 (mm³)、骨表面積 (mm²)、骨表面積/体積比  (mm⁻¹)、骨表面密度 

(mm⁻¹)、骨梁幅 (mm)、骨梁間隔 (mm)、骨梁数 (mm⁻¹)、骨梁の凹凸構造を示す骨パ

ターンファクター (mm⁻¹)を測定した。また皮質骨形態については、骨密度 (g/cm³）、骨

量 (%) 、全骨断面領域  (mm²)、断面幅  (um)、皮質骨断面領域 (mm²)、 皮質骨外膜

面 (mm)、骨髄腔領域 (mm²)、皮質骨内外膜面 (mm)、皮質骨内膜面 (mm)を計測した。 
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ダイナミックスキャンを用いた腎臓代謝機能測定 

 

 実験小動物用 X 線 µCT 装置（Latheta LCT-200, 日立アロカメディカル、東京）を用

い、腎臓断面のダイナミックスキャン（検体の同一断面を繰返し断層撮影）で腎臓代謝

機能の測定を行った。この方法は、日立アロカメディカル・東哲男氏と木村真輔氏のご

協力・ご指導のもと、私が初めてマウスの腎機能測定法として用いた（Latheta LCT-200 

アプリケーションノート 8, 日立アロカメディカル）。正常対照マウスと mdx マウスに

イソフルランを吸引させ麻酔し、27 ゲージの注射針付シリンジを用いて 100 µl の造影

剤（イオパミオン, Beyer, Leverkusen, Germany）を尾静脈から注射した。直後にマウス

を Latheta LCT-200 にセットし、撮影を開始した。なお、尾静脈注射から撮影開始まで

の時間は平均 90 秒であった。マウスを装置にセットして撮影を開始した後、装置外部

から尾静脈注射で造影剤を投与する方法が好ましいが、技術的に困難だったため、上記

の方法で行った。撮影開始位置を腰椎 L2 と L3 間に設定し、撮影条件は時相間隔を 15

秒、時相数を 90 回（1 回で 3 か所撮影）とした。解析する腎臓の面積と目的の CT 値領

域（0 から 4,000）を設定し、付属の計測機能で 15 秒毎に 90 回測定した腎臓の平均 CT

値を経過時間とともにグラフ化した。 

 

リン吸着薬（レナジェル）による筋ジストロフィー症状への影響 

 

 リン吸着薬には様々な種類が販売されており、代表的なものに非 Ca 含有のリン吸着

薬の塩酸セベラマーであるレナジェル錠（中外製薬、東京）やフォスブロック（協和発

酵キリン、東京）、さらに炭酸ランタン（ホスレノール、Bayer, Leverkusen, Germany）

や炭酸カルシウム（カルタン、扶桑薬品工業株式会社、大阪）などが挙げられる。本研

究ではレナジェル錠剤（250 mg）と通常リン食を、それぞれ電気ミルで粉末上にし、レ
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ナジェルの含有量が 0.5%（離乳時から体重が 20 g に達するまで）と 1.0%（体重 20 g

以上）になるよう通常リン食と混合した（レナジェル食）。粉末状の食餌に水を含ませ

練り固め、通常の固形食餌同様にケージの上網に入れた。この練り食餌を mdx マウス

（n = 6）に 20 日齢から 60 日齢に達するまで自由摂取させた。体重を測定し、TA の凍

結切片を用いて筋病理の評価を行った。また、投与量を増加するため 45 日齢で体重が

20 g 以上の mdx マウスに 1.0% レナジェル食を 90 日齢に達するまで与えた。対照群は

通常リン食を与えた 90 日齢 mdx マウスとし、本研究中で得られた結果を用いた。レナ

ジェル食 mdx マウスの前脛骨筋と大腿四頭筋の凍結切片を用いて、筋組織の全面積に

おける筋変性領域、マクロファージの浸潤領域、再生筋線維領域、さらに中心核線維数

を評価した。 

 

統計処理 

 

本研究中では、2 群間（正常対照マウスと mdx マウス）の比較を Student’s t test（t 検

定）を行い、有意水準は p < 0.05 とした。さらに 3 群間（低リン食、通常リン食、高リ

ン食）の比較では統計ソフト（Prism 5, GraphPad, CA, USA）を使用し Tukey 法による多

重検定を行った。なお、数値は平均値±標準偏差で示した。 
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研究１：リン摂取による筋ジストロフィー骨格筋症状への影響 

 

概要と目的 

 

近年、mdx マウスの骨格筋内異所的石灰化は筋ジストロフィー症状悪化の指標として

確立されている（Liu J et al., 2004; Verma et al., 2010）。異所的石灰化は DMD モデル動物

の筋ジス犬でも確認されており（Wong and Christopher, 2002）、DMD 患者においても稀

に見つかるが（Zanotti et al., 2011）、その存在や機序については未だよく分かっていない。

さらに DMD モデル動物のみならず、ジストロフィン以外の筋膜タンパク質をノックア

ウトしたマウスや（Hack et al., 1998）、サルカグリカノパチーモデルハムスターでも心

筋の異所的石灰化が知られている。DBA/1J または 2J マウスや BALB/c マウスは心筋や

大動脈、さらに舌筋にリン酸カルシウムの沈着が起こることが知られている

（Matsushima et al., 1984; Korff et al., 2006）。興味深いことに、mdx マウス（B10 

background）と DBA/2 マウスを戻し交配させ作製した DBA/2-mdx マウスは骨格筋内異

所的石灰化や線維化が悪化することが報告されている（Fukada et al., 2010）。しかし、骨

格筋内異所的石灰化のメカニズムについては分かっていない。先行研究では、この異所

的石灰化の主な成分がハイドロキシアパタイト（リン酸カルシウム）であると報告して

いる（Kikkawa et al., 2009）。私はこれまでに、高リン食摂取が mdx マウス骨格筋内異所

的石灰化を顕著に増加させること、またそれにより筋機能が有意に低下することを見出

した。そこで本研究ではまず、透過型電子顕微鏡を用い、異所的石灰化の起源とメカニ

ズムについて詳細に観察した。  

Mdx マウスにおいて、骨格筋の崩壊を増加させる要因に運動が挙げられる。トレッド

ミルを用いて強制的な運動負荷を与えたり、回転ケージを用いて自発的運動を促進させ

ると筋線維の壊死が顕著になる。対照的に尾部懸垂で後肢の運動負荷を軽減すると mdx
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マウスの筋変性は抑制されることからも（Mokhtarian et al., 1999）、骨格筋への負荷が

mdx マウスの骨格筋壊死に与える影響は大きい。しかし、運動以外で筋変性を悪化させ

る要因はあまり知られていない。 

高リン酸が骨格筋以外の細胞へ与える影響については、特に腎臓や血管には培養細胞

や動物実験を用いた実験において、炎症の増加や細胞死を引き起こすことが報告されて

いる（Razzaque, 2011）。マウス骨格筋細胞株 C2C12 細胞においては、分化誘導した細

胞にリン酸を添加すると濃度依存的に筋分化が抑制され、骨分化が促進することが分か

っている（Kikkawa et al., 2009）。本研究ではリン摂取が mdx マウスの骨格筋変性に与え

る影響を検討した。さらに骨格筋に対するリン毒性を評価するため、筋管形成をした

C2C12 細胞と正常対照マウスの正常筋を用い、高リン酸投与が骨格筋へ与える影響につ

いて検討した。 

骨格筋が崩壊すると、変性した筋線維はマクロファージによって貪食される。マクロ

ファージの表現型には主に炎症性マクロファージ（M1）と抗炎症性マクロファージ

（M2）の 2 種類が存在する（Villalta et al., 2009）。骨格筋において M1 マクロファージ

は、筋変性に対し TNF-α や IL-6 などの炎症性サイトカイン、さらに活性酸素種（Nitric 

oxide, NO）を産生し、Th1 型細胞の免疫応答を誘導することが報告されている（Villalta 

et al., 2011a）。一方で、M2 マクロファージは M1 マクロファージから移行すると考えら

れており、骨格筋の修復に寄与することが報告されている（Villalta et al., 2011b）。そこ

で、リン食を摂取させた mdx マウスの大腿四頭筋の筋変性領域とマクロファージの浸

潤領域ならびに表現型について調べた。 

 修士論文においてリン食を摂取した 90 日齢 mdx マウスの自発的運動量を 7 日間測定

したが、正常対照マウスは回転ケージ内飼育で運動量が増加し、通常飼育と比較して骨

格筋量が増加することが分かっている。しかし運動量の増加は mdx マウスにとって、

筋変性の増加に寄与することが報告されている（Smythe and White, 2011）。一方で、低
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負荷で長時間の運動負荷は mdx マウスの筋肥大を促進するという報告があることから

（Carter et al., 1995）、計 10 日間の回転ケージ内での運動は急性ストレスとなる骨格筋

変性増加に寄与すると考えられる。そこで、運動量測定実験をした mdx マウスの前脛

骨筋の連続凍結切片を作成し、急性運動ストレスとリン食摂取の関係について検討した。 

 

結果 

 

骨格筋異所的石灰化の起源とそのメカニズム 

 

 骨格筋内にリン酸カルシウムの沈着が認められる場合、mdx マウスを解剖し皮膚を露

出させると、目視野でも容易に確認することができる。横隔膜と大臀筋は筋変性も顕著

で、さらに眼で見て分かるほど骨格筋内異所的石灰化が起こりやすい部位である。骨格

筋には大きく分けて速筋線維（白筋、Type II 線維）と遅筋線維（赤筋、Type I 線維）が

存在する。ヒトと実験用マウスには多少筋線維タイプの違いや部位に占める割合に違い

があるが、速筋線維はエネルギー解糖系による速い収縮速度を有し、瞬発的パワーを発

揮することができ、遅筋線維はミトコンドリアの含有量が多く、酸素を利用した筋持久

性に優れた特徴を持つ（Hesse et al., 2010）。 

エポン包埋した骨格筋サンプルの準超薄切片を作成し、トルイジンブルー染色液で色

付けしたあと、顕微鏡下で観察した（図 3 A-D）。観察を行ったマウス骨格筋のうち、

大腿四頭筋は速筋線維と遅筋線維が混合しており、前脛骨筋と長趾伸筋は速筋線維が占

める割合が高い。準超薄切片と超薄切片を用いた観察でも大腿四頭筋、横隔膜、大臀筋

では異所的石灰化が確認できた。一方、速筋線維優位である前脛骨筋と長趾伸筋は筋変

性領域が存在するものの、異所的石灰化が認められなかった。 

解剖時に確認できるほど巨大化したリン酸カルシウムの結晶を電子顕微鏡で観察す 
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A B 

C D 

20 µm 

50 µm 

図3 トルイジンブルー染色したmdxマウス骨格筋の準超薄切片像 

(A) 30日齢mdxマウスの横隔膜。 

(B) 60日齢mdxマウスの横隔膜。 

(C) 30日齢mdxマウスの大腿四頭筋。 

(D) 60日齢mdxマウスの大腿四頭筋。 

筋変性が顕著な若齢(30日齢）と異所的石灰化が顕著に認められる成獣（60日齢）のmdxマウス

骨格筋を用いた。濃く染色されている部分が異所的石灰化である。透過型電子顕微鏡観察用の

超薄切片を作成するため、準超薄切片を光学顕微鏡で観察し、異所的石灰化や筋変性部位を

特定した。 
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ると、その沈着は筋変性領域に認められ、骨格筋を形成する筋節（サルコメア）が整列 

する正常筋線維領域には認められなかった（図 4 F）。大きな塊を成しているが、全てが

リン酸カルシウムの集合ではなく、多くの変性したタンパク質を含んでいることが分か

った。さらに高倍率で確認すると、異所的石灰化部位にある変性タンパク質のほとんど

が丸状の形を保ちながらリン酸カルシウムが沈着した構造物であった。この構造物の中

にはミトコンドリア内膜の折り畳み構造であるクリステに似た構造が認められたため

（図 4E の矢印）、ミトコンドリアであると示唆した（図 4 E）。 

初期のリン酸カルシウム沈着を調べるため、異所的石灰化が顕著な部位ではなく、筋

変性領域を観察した。すると、変性したミトコンドリアと非常に小さな器官（変性して

断裂した筋小胞体の一部）に密度の高いリン酸カルシウムの沈着が確認できた（図 4 A）。

リンはカルシウムと非常に強い結合力を有するため、カルシウムが豊富な器官であるミ

トコンドリアや筋小胞体（特に終末槽、terminal cisterna）が変性すると、器官内でリン

とカルシウムが結合し、異所的石灰化の起源になると考えられる（図 4 B）。Bonucci ら

は活性型ビタミン D 類縁体であるジヒドロタキステロールを用い、実験的にラット心

筋に異所的石灰化を起こし、電子顕微鏡で観察している。そこで彼らは、心筋における

初期のリン酸カルシウム沈着はミトコンドリアで起こると報告している（Bonucci and 

Sadun, 1973）。 

しかし、ミトコンドリアや筋小胞体の一部にリン酸カルシウムが沈着しただけでは、

巨大な異所的石灰化はできない。巨大化した異所的石灰化には無数の変性したミトコン

ドリア等が含まれていたため、リン酸カルシウムが沈着した変性タンパク質を集合・結

合させるために、他の器官の存在が必要であると考えられる。 

 骨格筋内マクロファージは、筋変性部位を貪食する役割を担う。マクロファージは構

造的特徴として細胞体を突起状に伸張させており、さらにリソソームを有するため電子

顕微鏡下でも識別できる。筋変性領域付近にはマクロファージや好中球が確認でき、い
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かにもこれから変性領域を貪食するような像が観察できた（図 4 C）。さらに別の部位

では、すでに筋変性領域に浸潤して、変性した細胞を取り込むマクロファージが観察で

きた。そのマクロファージの中にはすでにリン酸カルシウムが沈着したミトコンドリア

や筋小胞体の一部が貪食されていた（図 4 D）。 

 結果をまとめると、mdx マウス骨格筋内異所的石灰化は筋線維内の変性したミトコン

ドリアや筋小胞体に豊富に含まれるカルシウムが組織内のリンと結合することが起源

となる。これら変性タンパク質をマクロファージが貪食して巨大化し、マクロファージ

が細胞死を起こすことで、異所的石灰化が骨格筋組織内に留まると考えられる（図 4 G）。 

  

高リン食摂取により mdx マウス骨格筋の壊死筋線維は増加する 

 

 リン食を与えた 90 日齢 mdx マウスの大腿四頭筋（大腿直筋）の凍結切片を用いて、

壊死筋線維領域の比較を行った。対象とした領域は変性した筋線維であり、通称 Opaque 

fibers と呼ばれる（Mohri et al., 2009）。その特徴として筋細胞膜が壊れることで細胞内

にカルシウムが流入するため、角ばった正常筋に比べると丸く膨張している。Opaque 

fibers は EBD で識別することが一般的な手法となっているが（Matsuda et al., 1995）、本

研究では血液サンプルを実験に使用したため、ほぼ同様な部位を染色する FITC で標識

されたマウス抗アルブミン抗体を用いて筋変性領域の定量を行った。なお、異所的石灰

化やマクロファージ浸潤領域はこの対象領域には含まなかった。その結果、壊死した筋

線維領域はリン摂取量の増加とともに増加した（図 5 A, B）。特に高リン食を摂取した

mdx マウスでは、グループ壊死領域（筋線維が束になり壊死した領域）が顕著であった

（図 5 A）。なお、正常対照マウスにおいてリン過剰摂取による筋線維の壊死は認めら

れなかった。リン摂取量に伴い、mdx マウスの筋線維壊死領域が増加したことから、高

リン（リン酸）が骨格筋に対して細胞毒性を持つことを示唆した。 
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図4 透過型電子顕微鏡を用いたmdxマウス骨格筋内異所的石灰化メカニズム 

(A) 初期の骨格筋内リン酸カルシウム（濃く染色された部位）は、筋崩壊部位の変性したミトコン

ドリア（丸状の構造物）に沈着した。 

(B) ミトコンドリア以外にも、変性した筋小胞体の一部（微小な構造物）や変性した筋線維にも認

められた。 

(C) 変性した筋線維にはマクロファージが浸潤した（赤色で囲んだ細胞）。 

(D) 筋変性領域に浸潤したマクロファージを赤色の点線で示す。すでに多数の変性した細胞を

取り込んでいるのが明らかとなった。その中には石灰化した細胞も存在した。 

(E) 巨大化したリン酸カルシウムの沈着（濃く染色された部分）。異所的石灰化の中にはクリステ

構造を持つ（赤い矢印）、ミトコンドリアの様な器官を無数に確認することができた。 

(F) 写真下部の筋原線維で満たされた筋線維とは異なり、異所的石灰化の周辺には筋原線維

が認められなかった。 

(G) 顕微鏡観察により考えられる異所的石灰化メカニズムの仮説 

G 
骨格筋変性 

ミトコンドリアや筋小胞体に 
初期のリン酸カルシウムが沈着 

筋変性部位にマクロファージが浸潤 

マクロファージがリン酸カルシウムが沈着した 
変性タンパク（細胞）を貪食 

マクロファージが細胞死を起こす 

巨大化した異所的石灰化として 
骨格筋に存在 
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100μm 

低リン食 通常リン食 高リン食 

A 

B 

図5 リン食摂取によるmdxマウスの壊死筋線維領域の変化 

(A) 90日齢mdxマウス大腿四頭筋（大腿直筋）の凍結切片をFITCで標識されたマウス抗アルブミ

ン抗体で染色した。変性した筋線維が抗アルブミン抗体で染色された。 

(B) 大腿直筋断面積当たりの壊死筋線維を割合を示した。高リン食摂取ではmdxマウスの壊死

筋線維領域が有意に増加した。誤差範囲は標準偏差で示した。 * p < 0.05 

Data 1

Low-P
 m

dx

mid-P
 m

dx

High-P
 m

dx
0

2

4

6

8 * 

壊
死

筋
線

維
領

域
 (%

) 

低リン食 通常リン食 高リン食 

抗アルブミン 

38 



そこで、C2C12 細胞と正常対照マウスの前脛骨筋を用いて、高リン酸投与が骨格筋へ

与える影響を検討した。筋分化誘導 2 日目後の C2C12 細胞に最終濃度 1 mM、3 mM、5 

mM、7 mM となるように分化培地にリン酸（リン酸二水素ナトリウム二水和物）を加

え、さらに 2 日間培養した。その結果、添加したリン酸濃度が増加するにつれて筋細胞

の分化が抑制され、高リン酸濃度（7 mM）では MyHC（緑）で染色した筋細胞が培養

皿から剥離した（図 6 A-a, B）。ウエスタンブロットを行った結果でも同様にリン酸添加

によって MyHC の発現が低下したが、7 mM のリン酸を添加しても MyHC のバンドが

検出された（図 6 C）。その理由として高濃度のリン酸添加によって多核の筋管細胞は

減少したが、MyHC を発現する単核の筋芽細胞は存在していたため、ウエスタンブロッ

トで検出されたと考えられる。 

次に、正常対照マウスの前脛骨筋に 1 mM, 10 mM, または 100 mM リン酸を 50 µl の

生理食塩水とともに注射して筋損傷への影響を確認した結果、4 日後にはリン酸濃度依

存的にマクロファージの浸潤が増加し、さらに eMyHC で染色した再生筋が増加した（図

7 A, B）。すなわち、in vitro、in vivo ともに高リン酸環境が骨格筋を壊死させる要因にな

ることが明らかとなった。 

 

リン摂取量増加による mdx マウス骨格筋内 M1 マクロファージの増加 

 

 筋線維が壊死し再生する過程において、貪食細胞であるマクロファージは大きな役割

を持つ。とりわけ mdx マウスは若齢（20 日齢程度）において、筋変性の増加は炎症性

（M1）マクロファージが寄与すること、さらに骨格筋内のマクロファージを除去する

と、筋変性が抑制されることが報告されている（Wehling et al., 2001）。筋変性が顕著な

若齢 mdx マウスでは骨格筋内で M1 マクロファージが占める割合が高く、週齢が上がる 

 

39 
 



100μm 

B C 

図6 C2C12細胞分化に対するリン酸添加の影響 

(A) ゼラチンコートした培養皿を用い、C2C12細胞を分化誘導してから2日後にリン酸を添加した。

4日後にC2C12細胞をホルマリン固定し、MyHC（緑）とHoechst 33258（青）で染色した。添加

するリン酸濃度が増加するにつれて筋分化が抑制され、7 mMでは筋管細胞が培養皿から

剥離した。 

(B) 各条件における分化誘導4日後の全筋核数中の融合した筋細胞における筋核数の割合

（fusion index）を示した。誤差範囲は標準偏差（n = 3）で示した。添加するリン酸濃度が増加

するにつれて、fusion indexが低下した。 

(C) 上記の条件で培養したC2C12細胞からタンパク質を抽出し、ウエスタンブロットを行い、

MyHCとβ-tubulinの発現を調べた。 

a 分化2日目 
b 分化4日目 
c 3mM Pi 
d 5mM Pi 
e 7mM Pi 
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図7 正常骨格筋におけるリン酸の影響 

(A) 正常対照マウスの前脛骨筋にリン酸（1 mM、10 mM、 100 mM）を50 µlの生理食塩水（pH 

7.4）に希釈して注射し、4日後に前脛骨筋を摘出した。凍結切片を作成しeMyHC（緑）と成熟

マクロファージの表面抗原であるF4/80（赤）を染色した。 

(B) eMyHC陽性領域とF4/80陽性領域を定量した。添加したリン酸濃度依存的に再生筋線維

（eMyHC陽性）とマクロファージ（F4/80陽性）が増加したことから、リン酸投与によって筋変性

が起こり、マクロファージが増加したことが分かった。誤差範囲は標準偏差（各群3匹ずつ）で

示した。 

 

1mM 10mM 100mM Pi 

F4/80  

eMyHC 

100μm 
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につれ抗炎症性（M2）マクロファージが大半を占め、M1 マクロファージが減少する

（Villalta et al., 2009）。 

 まず、リン食を摂取させた mdx マウスの大腿四頭筋（大腿直筋）の全面積における

成熟マクロファージの表面抗原である F4/80 が占める割合を比較した。すると、筋線維

壊死領域同様、高リン食摂取により mdx マウスの筋変性領域は有意に増加し、通常リ

ン食摂取群と比較しても、その領域は約 2 倍に増加した（図 8 A）。さらに F4/80 陽性の

成熟マクロファージ領域における M1と M2 マクロファージの割合を算出した（図 8 B）。

90 日齢の mdx マウスでは M1 マクロファージの表面抗原である iNOS の陽性領域と M2

マクロファージの表面抗原である CD206 で陽性の抗炎症性マクロファージ領域は同程

度であった。しかし、高リン食摂取 mdx マウスでは、M1 マクロファージが占める割合

が 70%程度に増加しており、M2 マクロファージが占める割合が有意に減少したことか

ら（図 8 C）、炎症が亢進していることが明らかとなった。このことから、高リン食摂

取による筋変性の悪化には炎症系マクロファージの増加が寄与していることが示唆さ

れた。 

 異所的石灰化の周辺に局在するマクロファージについても検討した。H&E 染色でも

分かるように、異所的石灰化は浸潤細胞に囲まれており、抗 F4/80 抗体で染色すると成

熟マクロファージが確認できた。さらにこれらのマクロファージは M1 マクロファージ

であり、M2 マクロファージの局在はほとんど認められなかった（図 9）。すなわち、骨

格筋内に異所的石灰化が起こると炎症性マクロファージが活性化され、筋再生を抑制す

る一要因になると考えられる。 

 

高リン食摂取による炎症と骨化マーカーの遺伝子発現の増加 

 

 リン食を摂取した mdx マウスの骨格筋（大腿四頭筋）から分離した mRNA を鋳型に、
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IL-6, TNF-α, IL-17, RANKL, GAPDH の RT-PCR を行った。高リン食 mdx マウスの骨格筋

では、特に炎症サイトカインである TNF-α や慢性炎症のマーカーである IL-17 の遺伝子

発現が亢進した（図 10）。この結果は、高リン食摂取によって炎症性マクロファージが

有意に増加したことと一致する。これらの遺伝子発現は DMD 患者の骨格筋でも亢進し

ていることが報告されており、炎症の増加が寄与している（Messina et al., 2011; De 

Pasquale et al., 2012）また、骨化マーカーである RANKL はリン摂取量依存的にバンド

を検出したことから（図 10）、異所的石灰化の有無を反映していると示唆した。 

 

高リン食摂取と急性運動ストレスの負の相乗効果による筋変性の悪化 

 

トレッドミルや回転ケージを用いた運動量負荷は、mdx マウスの筋変性を増加させる

手法として広く用いられている。これまでの研究で、回転ケージを用いた 7 日間の自発

的運動量測定では、mdx マウスに高リン食を摂取させると１日平均運動量が有意に低下

した（図 11 A）。3 日間の環境適応を含む合計 10 日間の運動量増加は急性的運動ストレ

スとなり mdx マウスの筋変性を増加させると考えられる。前脛骨筋は、回転ケージで

運動する際に動員される筋部位であり、さらに通常ケージ内飼育の 90 日齢 mdx マウス

で前脛骨筋は中心核を有する筋線維は多いものの、大腿四頭筋や腓腹筋と比較すると筋

変性領域は顕著ではない。そのため、急性運動ストレスの影響を検討する上で最も適し

ていると考えられる。リン食摂取をした自発的運動群と通常飼育群の前脛骨筋における

筋変性領域（壊死筋線維と筋変性、異所的石灰化を含む）と中心核線維数、マクロファ

ージの浸潤領域、再生筋線維を定量した結果、通常ケージ内飼育群と比較すると自発的

運動群では全ての評価項目が有意に増加した（表 1）。すなわち、今回実験で設定した

10 日間の自発的運動量の増加は、mdx マウスの筋変性を悪化させることが証明された。 

通常ケージ飼育環境下の高リン食摂取群は、大腿四頭筋と同様に前脛骨筋においても筋 
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図8 リン摂取によるmdxマウス骨格筋内マクロファージの浸潤領域と表現型の変化 

(A) リン食を摂取した90日齢mdxマウスの大腿四頭筋を摘出した。凍結切片を作成し、大腿直筋

断面積におけるF4/80陽性領域の比率を示した。高リン食摂取群ではマクロファージの浸潤

が有意に増加した。 

(B) 大腿直筋断面積におけるiNOS陽性のM1マクロファージ浸潤領域の比率を求め、大腿直筋

のF4/80陽性領域におけるiNOS陽性領域を示した。高リン食摂取群では炎症性マクロファー

ジ（iNOS陽性）が有意に増加した。 

(C) 大腿直筋断面積におけるCD206陽性のM2マクロファージ浸潤領域の比率を求め、大腿直

筋のF4/80陽性領域におけるCD206陽性領域を示した。リン摂取量を制限すると抗炎症性マ

クロファージ（CD206陽性）が有意に増加した。 

誤差範囲は標準偏差で示した。 * p < 0.05、** p < 0.01、*** p < 0.001 
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F4/80 
成熟マクロファージ 

iNOS 
炎症系（M1期） 

CD206 
抗炎症系（M2期） 

Hoechst 33258 

100μm 

H&E Alizarin red S 

図9 骨格筋内異所的石灰化の周辺に浸潤するマクロファージの種類 

Mdxマウス大腿四頭筋の連続凍結切片を作成し、H&E染色とalizarin red S染色で異所的石灰化

部位を同定した。また連続切片をF4/80、iNOS、CD206で染色し、Hoechst33258で対比染色した。

異所的石灰化の周辺はマクロファージの浸潤が顕著であり、iNOS陽性のマクロファージが発現

していることが明らかになった。 
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図10 リン食摂取によるmdxマウスの骨格筋の炎症と骨化マーカーの発現変化 

リン食を摂取したmdxマウスの骨格筋（大腿四頭筋）から分離したmRNAを鋳型に、RT-PCRに

よってIL-6, TNF-α, IL-17, RANKLの遺伝子発現量の変化を調べた。尚、GAPDHを内部標準と

して検出した（各群 n = 3）。 
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図11 リン摂取がmdxマウスの自発的運動量と運動後の筋変性に与える影響 

(A) 回転ケージを用いた7日間の自発的運動量を示した。高リン食摂取mdxマウスは1日平均運

動量が有意に低下した。低リン食群と通常リン食群では変化がなかった。 

(B) 10日間（3日間の環境順応期間と7日間の自発的運動量測定期間）の運動直後に前脛骨筋

を摘出し、運動量増加が筋変性に与える影響をH&E染色、F4/80染色、eMyHC染色で確認

した。筋変性領域（壊死筋線維と異所的石灰化）を青色の点線で示した（H&E染色）。 

(C) 運動後の前脛骨筋断面積におけるF4/80陽性領域とCD206陽性領域の比率を示した。骨格

筋再生を促進する抗炎症性マクロファージ（CD206陽性）は、低リン食摂取群で有意に増加

し、筋変性が顕著であった高リン食群で有意に低下した。 

誤差範囲は標準偏差で示した。 * p < 0.05、** p < 0.01、*** p < 0.001 
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変性部位やマクロファージの浸潤領域が、他のリン食群と比較して増加した（表 1）。

その上、運動負荷が加わった高リン食摂取 mdx マウスは骨格筋変性が顕著に増加し、

前脛骨筋の広域にわたりグループ筋壊死やマクロファージの浸潤を確認した（図 11 B）。

高リン食摂取の通常ケージ内飼育群と自発的運動群を比較すると、運動負荷後に筋変性

領域は 5.7 倍、マクロファージ浸潤領域は 8.3 倍、eMyHC 陽性領域は 4.9 倍と、10 日間

の運動で筋変性が顕著に悪化したことが明らかとなった。 

 

高リン食摂取は筋変性を増加させるが、筋再生には影響しない 

 

 高リン食摂取は mdx マウスの筋変性を増加させることが明らかとなったが、次に筋

再生への影響についても検討した。私はこれまでに正常対照マウスの下腿三頭筋（ヒラ

メ筋と腓腹筋）に 10 µM CTX を含む 100 µl の PBS を筋中すると、高リン食を摂取させ 

た群では 14 日後に骨格筋異所的石灰化が起こることを明らかにした。また、正常対照

マウスの前脛骨筋にリン酸を注射した実験では、筋再生は阻害されなかった（図 7 A, B）。

そこで、リン食を摂取した 90 日齢 mdx マウスの前脛骨筋に CTX を注射し、14 日後に

切片を作成し、H&E 染色を用いて筋再生の評価を行った。その結果、全てのリン食群

で CTX 投与により実験的に骨格筋を損傷させたため、前脛骨筋のほぼ全ての筋線維が

中心核を有していた。また、高リン食群においても筋再生は他のリン食群と変わらなか

ったことから、高リン食摂取によって筋再生が抑制されることはないと示唆された（図

12）。運動負荷を与えた高リン食 mdx マウスの前脛骨筋切片は運動直後だったため炎症

が拡大しているが、CTX 投与 14 日後では、筋再生が阻害されていないことが明らかと

なった。CTX 投与後の再生筋において、高リン食により異所的石灰化が確認できたが、

非投与群と比較して悪化しなかった。 

 また、最も筋変性が顕著な部位の 1 つである mdx マウスの横隔膜を観察すると離乳 
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図12 リン摂取がmdxマウスの筋再生へ及ぼす影響 

リン食を摂取したmdxマウス前脛骨筋にCTXを投与し、14日後に筋再生への影響を確認した。

上段に通常飼育群、中段に10日間の自発的運動群、下段にCTX投与群を示した。 

高リン食摂取群は、他のリン食群同様にCTX投与14日後に骨格筋が再生した。また、非投与群

と同様に異所的石灰化が確認できた。異所的石灰化を矢印で示す。 

100μm 

低リン食 通常リン食 高リン食 

CTX投与群 

急性運動群 

通常飼育群 
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前から筋変性や中心核が認められる。DMD 犬では生まれて間もない頃から横隔膜に筋

変性が認められ、さらに異所的石灰化も起こることが報告されている（Nakamura et al., 

2013）。高リン食摂取 mdx マウスの横隔膜では、他の骨格筋部位同様に異所的石灰化が

認められたが、さらにその周辺は Masson Trichrome で青く染色される線維化が亢進して

いることが分かった（図 13）。すなわち、高リン食摂取により筋変性が増加した mdx マ

ウスは、筋再生が起こるが、部分的に異所的石灰化が起こり、その周辺は筋再生が抑制

され線維化が進むことが示唆された。 

 

低リン食摂取により mdx マウス骨格筋壊死や変性領域は抑制される 

 

 私は、これまでに高リン食摂取による mdx マウスの骨格筋変性の悪化を明らかにし

てきた。低リン食を与えることで mdx マウスの骨格筋内異所的石灰化が軽減すること

を報告した。さらに一度高リン食を与えて増加した異所的石灰化も、その後 30 日間、

同個体 mdx マウスに低リン食摂取させることで減少することがを明らかにしている。

筋張力についても他のリン食群と比べて低リン食群では増加（改善）傾向にあった。本

研究で用いた特注飼料の最も低いリン含有量が 0.7 g/100 g であったが、低リン食摂取で

は正常対照マウスと mdx マウスの体重低下や筋重量低下はなく、リン摂取制限による

成長遅延は認められなかった（図 1 C）。なお、動物実験用マウスの個体維持に用いら

れる食餌の最少リン含有量は 0.3 g/100 g である（National Research Council, 1995）。 

本実験では低リン食摂取が筋ジストロフィー症状へ及ぼす影響についても検討した。

低リン食摂取 mdx マウスの大腿四頭筋と前脛骨筋における筋線維壊死領域や筋変性領

域、マクロファージ浸潤領域は、通常リン食摂取 mdx マウスと変わらなかった。RT-PCR

の結果では TNF-α の発現は通常リン食群と同等であったが、IL-6 の発現は減少した（図

10）。10 日間の急性運動負荷を与えた mdx マウスはリン摂取制限による骨格筋への効果 
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100μm 

H&E 

Masson trichrome  

低リン食 通常リン食 高リン食 

図13 Mdxマウスの横隔膜における異所的石灰化と線維化領域 

Mdxマウス横隔膜の凍結切片を作成し、H&E染色とMasson trichrome染色を行った。高リン食摂

取のmdxマウス横隔膜には異所的石灰化が認められ、さらに石灰化の周辺はMasson trichrome

染色で青色に染色された線維化した領域が亢進していることが分かった。異所的石灰化が起こ

ると、その周辺は筋再生が抑制され、線維化が亢進すると考えられる。 

異所的石灰化を矢印で示す。 
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が顕著であり、低リン食摂取では 1 日平均運動量は減少していないにも関わらず、運動

量が増加していない通常ケージ内飼育群と比較しても筋変性領域やマクロファージの 

浸潤は変わらなかった（表 1）。もちろん再生筋領域や中心核線維数は増加していたこ

とから運動負荷による影響はあったものの、過度な炎症や筋変性が抑えられた（図 11 B）。

その理由として、低リン食摂取による骨格筋内異所的石灰化の減少と抗炎症性（M2）

マクロファージが占める割合の増加が考えられる。前途したように通常、90 日齢 mdx

マウスの前脛骨筋内異所的石灰化やマクロファージの浸潤領域は大腿四頭筋や横隔膜

と比較すると顕著ではない。しかし、通常リン食群と高リン食群では急性運動負荷がか

かると異所的石灰化や炎症性マクロファージの浸潤領域が増加した。低リン食群では、

運動負荷後であっても異所的石灰化はほとんど認められず、さらに炎症領域も拡大しな

かった。運動負荷後のマクロファージの占める割合を調べると、リン摂取量が減少する

につれて筋再生を促進する抗炎症 M2 マクロファージの割合が高かった（図 11 C）。こ

れらの結果から、高リン食が細胞死や炎症を引き起こす一方で、低リン食は炎症を抑え、

抗炎症性マクロファージを活性化させるメカニズムが存在すると考察した。 

 

リン吸着薬による mdx マウスの骨格筋変性への影響 

 

これまでの研究において、低リン食摂取による mdx マウスの骨格筋変性の抑制効果

を明らかにした。臨床ではリン吸着薬を用いて、腎不全患者や透析患者の血中リン酸濃

度を調整することが一般的に行われている。そこで本研究では、塩酸セベラマーである

レナジェル錠を用いて mdx マウスへの投与を行った。本来、幼児期や成長期にリン吸

着薬を用いることは骨形成阻害につながるため推奨されていない。しかし、mdx マウス

は離乳時から 60 日齢（成獣マウス）に筋変性のピークが起こる。そのため、離乳時（20

日齢）から 60 日齢まで、食事に粉末状のレナジェルを混合させ、自由摂取させた。食
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事中レナジェル含有量は先行研究を参考に（LaRusso et al., 2008）、20 日齢から体重が

20 g に達するまでは 0.5%にし、20 g 以上からは 1.0%とした（レナジェル食）。なお、

多くの先行研究では成獣マウスやラットに 3.0%のレナジェル混合エサを用いているが

（Hauser et al., 2010; Maizel et al., 2013）、本研究ではマウスの発育・発達への影響を考慮

し、比較的少ないレナジェルの含有量で実験を行った。 

 レナジェル食を摂取した 60 日齢 mdx マウスの体重増加率は、通常食摂取の mdx マウ

スと変わらなかった（各群 6 匹）（図 14 A）。前脛骨筋の組織切片を用いて骨格筋変性

への影響を検討したところ、投与群において中心核線維数は有意に低下しており（図

14 B, C-a）、マクロファージの浸潤も低下傾向にあった（p < 0.06）（図 14 B, C-b）。また、

変性筋線維領域は通常食群と比較して変わらなかった（図 14 C-c）。レナジェル食 mdx

マウスの前脛骨筋において、骨格筋異所的石灰化は認められなかった。すなわち、根本

的な病気の原因を治療せずとも、リン吸着薬を用いることで骨格筋変性による炎症の拡

大を抑制し、その結果、中心核線維が有意に減少したことからも病気の進行を遅延する

ことが分かった。尿毒症モデルラットを用いた先行研究では、塩酸セベラマーが血中

TNF-α を低下させることを報告していることから（Hauser et al., 2010）、塩酸セベラマー

が骨格筋内の炎症を抑える効果があると考えられる。リン吸着薬が筋変性に伴う炎症抑

制に寄与するかをさらに検討するため、45 日齢で 20 g 以上の成獣 mdx マウスに対し、

投与量を 1.0%にしたレナジェル食を最長 90 日齢まで与えた。本研究ではすでに通常リ

ン食 mdx マウスの骨格筋病理を解析していたため、レナジェル食群のコントロール群

として用いた。その結果、前脛骨筋の筋病理解析では、レナジェル食群における壊死筋

線維領域（図 15 A-a）、マクロファージの浸潤領域（図 15 A-b）、再生筋線維領域（図

15 A-c）がそれぞれ有意に低下し、その結果、中心核を持つ筋線維数が有意に減少した

（図 15 A-d）。さらに大腿直筋の組織切片を用いた解析では、マクロファージ浸潤領域

における炎症性マクロファージと抗炎症性マクロファージが占める割合を算出した。 
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A 

離乳時 (g)  60日齢 (g) 増加量 (g) 

通常食群 8.7±0.8 25.0±1.5 16.3±0.9 

レナジェル群 8.7±0.8 24.8±1.9 16.1±1.3 

B 通常食 レナジェル食 

H&E 

F4/80 100μm 

C 
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図14 リン吸着薬（塩酸セべラマー・レナジェル）によるmdxマウスの筋変性への影響 

(A) 20日齢から60日まで通常リン食に粉末状レナジェルを添加してmdxマウスに自由摂取させた。

20日齢と60日齢の体重と、体重増加率を示した。通常食とレナジェル食では体重に差はな

かった（各群 n = 6）。誤差範囲は標準偏差で示した。  

(B) 通常食とレナジェル食mdxマウスの前脛骨筋を摘出し、凍結切片を作成し、H&EとF4/80で

染色した。 

(C) H&E染色を用いて、全筋線維における（a)中心核を有する筋線維の数を比率で示した。レナ

ジェル食mdxマウスは中心核線維数が有意に低下した。すなわち、投与期間に筋変性が抑

制されていたことが分かった。（b）F4/80染色を用い、成熟マクロファージ陽性領域を定量し、

前脛骨筋断面積に占める浸潤領域の割合を定量した。マクロファージの浸潤領域は減少傾

向にあった（p < 0.06）。（c）FITCで標識した抗アルブミン抗体を用い、前脛骨筋断面積にお

ける壊死筋線維領域の割合を定量した。レナジェル食摂取による壊死線維領域に差は認め

られなかった。誤差範囲は標準偏差で示した。 * p < 0.05 
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図15 リン吸着薬（塩酸セべラマー・レナジェル）によるmdxマウスの筋変性への影響 

(A) 45日齢から90日まで通常リン食に粉末状レナジェルを添加してmdxマウスに自由摂取させ

た 。前脛骨筋の筋病理を評価した結果（n = 5）、全面積における（a）壊死筋線維領域、（b）

マクロファージ浸潤領域、（c）再生筋線維領域、（d）中心核線維数はレナジェル食群で有意

に低下した。誤差範囲は標準偏差で示した。 * p < 0.05, ** p < 0.001 

(B) 大腿直筋の全面積における（a）F4/80抗体で陽性のマクロファージ浸潤領域は通常食群（n 

= 7）と比較し、レナジェル群（n = 3）で有意に減少し、（b）そのF4/80陽性領域における炎症性

マクロファージ（iNOS陽性）領域はレナジェル群で有意に減少した。一方、（c）大腿直筋の

F4/80陽性領域におけるCD206陽性の抗炎症性マクロファージの占める領域は、レナジェル

群で有意に増加した。誤差範囲は標準偏差で示した。 ** p < 0.001, *** p < 0.0001 
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レナジェル食群では通常リン食群と比較して、F4/80 抗体で陽性のマクロファージ浸潤

領域が有意に低下した（図 15 B-a）。また、iNOS 陽性の炎症性マクロファージが占める

領域が有意に減少し（図 15 B-b）、抗炎症性マクロファージが占める割合が有意に増加

した（図 15 B-c）。これらの結果から、リン吸着薬は骨格筋の炎症を抑え、抗炎症性マ

クロファージの占める割合が増加することで筋変性の拡大を抑制することが分かった。 

今回の実験では投与量を制限したが、成長期のマウスへリン吸着薬を投与することは

骨形成への影響が懸念される。DMD 患者において幼児期から筋変性が起こっており、

さらに成長期に達するころには骨格筋領域のほとんどが線維化や脂肪化していること

から、今後、投与時期や投与するリン吸着薬の種類または投与量などを詳細に検討する

必要がある。 

 

研究１のまとめ 

 

 本研究では、リン食摂取が mdx マウスの骨格筋変性に与える影響について検討した。

修士課程では、リン摂取量増加とともに骨格筋内異所的石灰化の増加と筋張力や運動量

の低下を報告したが、本研究では骨格筋変性についても同様に高リン食摂取により筋線

維壊死やマクロファージ浸潤領域は顕著に増加することを明らかにした。また、C2C12

細胞や正常対照マウスの骨格筋を用いた実験において、高リン酸が骨格筋に対して毒性

を持ち、細胞死を増加させることが分かった。高リン酸によるアポトーシスの増加は血

管内皮細胞などでも報告されている（Park et al., 2011）。しかし、高リン（リン酸）が細

胞死を誘導する詳細なメカニズムは分かっていない。 

高リン食摂取が mdx マウスの筋変性に寄与した明確な原因を特定するまでに至らな

かったが、2 つの可能性が考えられる。1 つは、過剰なリンが直接的に筋線維の崩壊に

寄与したこと。Mdx マウスの骨格筋は膜のアンカー役であるジストロフィンが欠損して
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いるため、もともと筋細胞膜が脆弱であり筋細胞壊死を起こす。そのため、過剰なリン

摂取で生体内のホメオスタシスが崩れ、過剰なリンが筋細胞内に入り込み筋細胞壊死を

増加させたと考えられる。そして、マウスの DMD 症状悪化の指標である異所的石灰化

が増加したことも、過剰なリンによって骨格筋内のイオンバランスが崩れ、筋崩壊が増

加した結果であろう。2 つ目は、リンによる M1 マクロファージの活性化である。筋線

維壊死増加に伴う“結果”ではあるが、高リン食摂取 mdx マウスの骨格筋はマクロフ

ァージ浸潤領域が有意に増加し、その大半が炎症性の M1 マクロファージであった。リ

ン摂取を制限すると M1 マクロファージが抑えられ、抗炎症性の M2 マクロファージが

増加したことから、高リン状態が炎症を拡大させる要因であると考えられる（表 4）。 

骨格筋内異所的石灰化のメカニズムについては、筋変性領域のミトコンドリアや筋小

胞体といったカルシウムを抱負に含む器官内でリンがカルシウムと結合し、初期のリン

酸カルシウムの沈着が起こることが分かった。また、これらをマクロファージが貪食し、

マクロファージが細胞死を起こすことで、巨大化した異所的石灰化が骨格筋内に留まる

ことを明らかにした。さらに、異所的石灰化の周辺には M1 マクロファージが局在して

おり、骨格筋内の炎症拡大に寄与していることを示唆した。 

 一方で、低リン食摂取やリン吸着薬投与によって mdx マウスの筋ジストロフィー症

状が改善することを明らかにした。特に骨格筋の炎症が抑制され、M2 マクロファージ

の占める割合が増加したことが症状の進行を抑制した要因だと示唆した。今後、さらに

詳細な検討が必要だが、本実験結果から低リン食摂取やリン吸着薬投与は、DMD の補

完治療法として十分実現可能であると考える。 
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表4 リン摂取がmdxマウスの骨格筋に与える影響のまとめ 

リン過剰摂取によってmdxマウスの骨格筋症状が重篤化することが明らかとなった。一方で、リ

ン摂取制限をするとこれらの症状は改善した。 

通常リン食mdxマウスの結果を基準として（－）で示し、重篤化した結果を（↑）、改善した結果を

（↓）で示した。 

低リン食 通常リン食 高リン食 

筋変性領域 

炎症性（M1）マクロファージ 

異所的石灰化 

抗炎症性（M2）マクロファージ 

自発的運動量 

筋再生能 
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研究 2：リン摂取による筋ジストロフィーの骨代謝への影響 

 

概要と目的 

 

骨密度低下による骨折は DMD 患者にとって最も頻度が高く、QOL を低下させる要因

である（Pouwels et al., 2014）。DMD は骨に直接的な病気が存在するわけではなく（少

なくともジストロフィン欠損とは関係しない）、病気が進行する上で骨格筋が萎縮し、

運動量が低下することが骨への負荷を減少させる。骨は成長期に活発に作られ、20 歳

代で骨量はある程度一定になる。DMD 患者の多くは、成長期に自力歩行ができなくな

り、車椅子等の装具が必要となる。そのため、最も骨が成長する時期に骨へのストレス

が低下することで骨変形や骨折のリスクが高くなる。また、骨折しやすい部位としては

上腕骨と大腿骨の頻度が高いが、これら主要な部位が骨折することは患者の QOL を大

きく低下させる。さらに多くの DMD 男児は骨格筋保護や筋量維持のためグルココルチ

コイドを服用している（Houde et al., 2008）。長期にわたるステロイド治療は副作用とし

て骨密度の減少や骨折のリスクが増加する。そのため、カルシウムやビタミン D のサ

プリメンテーションによる介入がなされている（Bianchi et al., 2011）。車椅子による移

動が必要となった患者や、寝たきりの患者では骨変性が顕著になり脊柱側弯症の手術が

必要となる場合が多いが、手術は患者への負担も大きいため（Cheuk et al., 2013）、骨格

筋保護と同時に、骨への介入も非常に重要となる。 

正常対照マウスと比較し mdx マウスは運動量と筋力が有意に減少することが報告さ

れており（Hayes and Williams, 1996; Landisch et al., 2008; Mangner et al., 2012; van Putten et 

al., 2012）、骨密度の低下も認められ、脛骨の骨強度や骨形態が正常対照マウスのものと

比較し有意に低下している（Novotny et al., 2011; Rufo et al., 2011）。また、mdx マウスは

実験的に骨折させた後の骨再生が遅れること、そしてその原因に骨折部位に異常なマク
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ロファージの浸潤が認められたことが報告されている（Abou-Khalil et al., 2014）。Mdx

マウスは筋変性が顕著なため血中 IL-6値が有意に高く、慢性的に炎症が亢進しており、

骨折部位でも骨形成遅延に影響したと考えられる（Rufo et al., 2011）。 

一方で mdx マウスは非常に高い筋再生能を有するため、体重や筋重量の極端な減少

は認められず、DMD 患者と比較すると骨密度の低下や骨折のリスクは少ないと考えら

れる（Novotny et al., 2011）。 

骨は骨格を形成し、カルシウムを貯蔵する役割を担うため、成長期後に骨量がピーク

を迎えた後も、その後骨形態や骨密度維持のため活発な代謝が行われる。骨代謝（骨リ

モデリング）は骨吸収と骨形成によって巧妙に制御されており、破骨細胞により古い骨

が破壊され、骨芽細胞による骨形成によって新生される（Raisz, 1999）。運動不足や加

齢、偏食さらに病気や薬の副作用などにより骨吸収と骨形成のバランスが崩れ、骨とし

ての機能が低下することが分かっている。対照的に運動やバランスの良い食事摂取は、

骨形成を増加させ、高齢者においても骨密度低下を抑制する。臨床や基礎研究において、

骨代謝を評価する指標に骨吸収マーカーと骨形成マーカーが使用される。代表的な骨吸

収マーカーとしては、骨コラーゲンが分解して生じるペプチド結合架橋体

（carboxy-terminal collagen crosslinks, CTx, amino-terminal collagen crosslinks, NTx）があり、

骨形成マーカーとしては骨芽細胞由来の酵素（bone specific alkaline phosphatase, BAP or 

BALP, osteocalcin, OCN）が用いられる。 

近年、臨床研究においてリン過剰摂取は男女ともに骨代謝を低下させことが報告され

ている（Calvo and Tucker, 2013; Calvo and Uribarri, 2013）。特に健康な 20 歳代の女性に短

期間、リン含有量の異なる食事を摂取させ骨代謝を測定した実験では、リン含有量が増

加するにつれて骨吸収マーカー（NTx）が増加し、骨形成マーカー（BAP）が低下した

（Karp et al., 2007）。また、実験動物を用いた研究においても同様に、リン過剰摂取に

よって骨格形成不良や骨密度と骨強度の低下が報告されている（Huttunen et al., 2006; 
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Huttunen et al., 2007; Lau et al., 2013）。 

 

結果 

 

Mdx マウスにおける骨密度の低下と骨代謝異常（正常対照マウスとの比較） 

 

本研究では、リン過剰摂取が正常対照マウスと mdx マウス脛骨の海綿骨と皮質骨（図

16）の BMD と骨形態さらに骨代謝マーカーの変化に与える影響を検討した。なお、本

研究で用いた正常対照マウスと mdx マウスはリン食摂取量に依存せず、体重に差はな

かったことから、マウス個体の大きさは考慮しなかった。 

通常リン食を摂取した正常対照マウスと比較した場合、mdx マウス脛骨の海綿骨

BMD（p < 0.000008）と皮質骨 BMD（p < 0.00005）は有意に低下した（表 2, 表 3）。Mdx

マウス脛骨の海綿骨と皮質骨 BMD を評価した先行研究は複数あるものの、結果は一様

ではない（Anderson et al., 1993; Novotny et al., 2011; Rufo et al., 2011）。その理由としてマ

ウスの週齢の違い、mdx マウスの系統（B10 または B6 マウスのバックグラウンド）の

違い、さらに評価する脛骨の領域の違いが考えられる。Novotny らの研究では、本研究

とほぼ同様の 12週齢mdxマウスと正常対照（B10）マウスの脛骨BMDを測定しており、

結果は一致した（Novotny et al., 2014）。DMD 患者では、筋変性に伴う筋再生能が追い

付かず若齢から骨格筋量が低下し、運動量も制限されることからBMDの低下が著しい。

しかし、mdx マウスは筋変性が顕著なものの、非常に高い筋再生能を有する上、体重量

も正常対照マウスと変わらないことから、BMD の低下率は骨部位によっても異なると

考えられる（Novotny et al., 2011）。 

骨形態計測では、通常リン食 mdx マウス脛骨の海綿骨における骨量、骨体積、骨梁

幅、骨梁間隔が有意に低下し、骨表面積/体積比と骨パターンファクターが有意に増加 
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骨端 = 海綿骨 

骨幹 = 皮質骨 

A 

B 
海綿骨 皮質骨 

図16 X線µCTスキャナーを用いたマウス脛骨の骨密度と骨形態解析 

(A) マウス脛骨の透過像を示した。骨密度（BMD）の解析領域は、脛骨遠位骨幹端から下へ連

続30スライス（海綿骨）と、そのさらに下へ連続100スライス（皮質骨）を対象とした。骨形態解

析領域は脛骨遠位骨幹端から下へ連続100スライス（海綿骨）とさらに下へ連続50スライス

（皮質骨）を対象とした。 

(B) マウス脛骨の海綿骨と皮質骨のX線画像を示した。画像中の灰色の部分は骨格筋である。 
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した（表 2, 表 3）。骨パターンファクターの増加はすなわち凸構造が増加しているこ 

とを示している。皮質骨においては骨量と全骨断面領域、断面幅が有意に低下した。骨

密度や骨形態計測の結果から、90 日齢 mdx マウスは特に脛骨の海綿骨密度低下が顕著

であることが明らかとなった。Mdx マウスにおける海面骨密度の低下は海綿骨量（骨体

積）の低下に伴い、骨の網目構造である骨梁が減少したことによると考えられる。これ

は、骨粗鬆症の典型的な特徴であり、代謝が盛んな海綿骨が大きく影響を受けたと言え

る（表 2, 表 3）。  

骨代謝に関与する骨吸収マーカー（CTx）と骨形成マーカー（BALP）の測定では、

通常リン食摂取の正常対照マウスと比較して mdx マウスの血中 BALP 濃度に差は認め

られなかったが、血中 CTx 濃度が有意に増加した（表 5）。これは骨密度低下を支持す

る結果であり、先行研究においても mdx マウスは血中 CTx 濃度が有意に増加している

ことを報告している（Rufo et al., 2011）。すなわち、成獣 mdx マウスは正常対照マウス

と比較し、骨吸収が亢進し骨密度が低下していると言える。 

 また、高リン食摂取群の比較では、mdx マウスにおいて骨密度が有意に低下し（海綿

骨 BMD p < 0.005、皮質骨 BMD p < 0.005）、骨形態計測の結果も通常リン食群間の比較

と同様であった（表 2, 表 3）。骨代謝については、血中 CTx 濃度に有意差はなかった

が、血中 BALP 値が有意に低下した。低リン食摂取群の比較でも mdx マウスの骨密度

は有意に低下し（海綿骨 BMD p < 0.0007、皮質骨 BMD p < 0.04）、骨形態計測も他の群

とほぼ同様の結果であった（表 2, 表 3）。しかし、骨代謝測定では、低リン食正常対

照マウスと比較して血中BALP濃度とCTx濃度に有意な差は認められなかった（表 5）。 

 同様のリン食を摂取した正常対照マウスと mdx マウスの比較では、mdx マウスは脛骨

の骨密度が有意に低下しており、骨吸収が亢進していることが分かった。これらの結果

から、正常対照マウスと比較すると mdx マウスは筋変性と運動量低下によって骨への

ストレスが減少していることが骨密度低下の大きな要因だと考えられる。 
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BALP  
（mg/ml） 
 

低リン食 通常リン食 高リン食 検定 

正常対照マウス 1500.2±265.7 1499.0±119.7 1464.3±259.6 

mdxマウス 1531.9±434.5 1300.5±287.8 1104.9±174.2 高リン食群間 （**） 

CTx  
（mg/ml） 
 

低リン食 通常リン食 高リン食 検定 

正常対照マウス 25.6±7.0 19.3±6.6 21.0±3.3 

mdxマウス 26.9±5.2 26.2±2.6  26.7±13.9 通常リン食群間 （*） 

表5 血中骨形成マーカー（BALP）と骨吸収マーカー（CTx）の比較 

ELISA法を用いてリン食を摂取した正常対照マウスとmdxマウスの血中BALPとCTx値を示した。 

通常リン食mdxマウスは骨吸収が有意に増加した。また、高リン食mdxマウスは骨形成が有意に

低下した。 

誤差範囲は標準偏差で示した。 * p < 0.05、** p < 0.01 
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高リン食摂取による骨密度と骨代謝低下（リン食群間の比較） 

 

 次に同系マウスのリン食摂取 3 群間（低リン食、通常リン食、高リン食）において

BMD と骨形態、骨代謝の比較を行い、リン摂取の影響について検討した。前途したよ

うに、高リン食摂取によりヒトや実験動物の骨代謝低下が報告されている。また、慢性

腎不全モデルマウスでは高リン食摂取によって体重の減少や骨密度の大幅な低下が認

められる（Lau et al., 2013）。 

 正常対照マウスは、高リン食摂取によって海面骨の骨密度が有意に低下し（対低リン

食群 p < 0.009）、皮質骨の骨密度も低下した（対低リン食群 p < 0.03、対通常リン食群 p 

< 0.03）（表 2, 表 3）。高リン食群の海面骨形態計測では、低リン食群と比較し、骨密

度、総体積、骨体積、骨梁間隔、骨梁数が有意に低下し、骨パターンファクターは低リ

ン食群と通常リン食群と比較して有意に増加した（表 2, 表 3）。高リン食群の皮質骨

形態計測については、断面幅のみ有意に低下した（対低リン食群）。この結果、先行研

究と同様に正常対照マウスにおいてリン食摂取増加により骨密度や骨形態の低下が明

らかとなった。骨代謝マーカーを測定した結果、正常対照マウスではリン食群で血中

BALP 濃度と CTx 濃度に有意な差は認められなかった（表 5）。尚、低リン食摂取によ

る骨密度や骨形態への影響は認められなかった。 

 一方、mdx マウスは高リン食摂取によって他のリン食摂取群と比較し、海綿骨の骨密

度が大幅に低下し（対低リン食群 p < 0.0001、対通常リン食群 p < 0.0001）、皮質骨の骨

密度も低下した（対低リン食群 p < 0.005）（表 2, 表 3）。骨形態計測においては、高

リン食群の海綿骨は、低リン食群と比較してほとんど全てのパラメータ（総体積と骨梁

間隔以外）が、通常リン食群と比較しても同様のパラメータ（総体積と骨梁間隔、骨表

面比/体積比、骨表面密度以外）が有意に低下した。また皮質骨においては、骨密度、

全骨断面領域、断面幅が有意に低下した。骨代謝マーカーの比較では、血中 CTx 濃度
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に差はなかったが、高リン食摂取により血中 BALP 濃度は低下傾向にあった（p < 0.07）

（表 5）。すなわち、mdx マウスは骨吸収が高値であるにも関わらず、高リン食摂取に

よって骨形成が低下する傾向にあり骨代謝のバランスが崩れ、結果的に骨密度の大幅な

減少につながった。主な原因として、運動量の著しい低下が考えられる。自発的運動量

測定では、高リン食摂取によって mdx マウスの 1 日平均運動量が有意に低下した（図

11 A）。筋張力や運動量が有意に低下している mdx マウスは正常対照マウスに比べて、

高リン食摂取によってさらに悪化したと言える。そのため、骨芽細胞への機械的ストレ

スが生じず、骨形成が低下したと考えられる。すなわち、mdx マウスは高リン食摂取に

よって骨の新陳代謝が低下して起こる低回転性骨粗鬆症になることが明らかとなった。 

 

低リン食摂取による mdx マウスの骨密度と骨代謝の改善 

 

 高リン食摂取による mdx マウス骨密度ならびに骨代謝（骨形成）低下が明らかとな

った一方、低リン食により mdx マウス脛骨の海綿骨密度は通常リン食摂取 mdx マウス

と比較しても有意に増加した。さらに形態計測パラメータでは海綿骨の骨表面積が有意

に増加し、骨形成マーカーも増加傾向にあることから、低リン食摂取によって骨密度や

骨代謝は改善する可能性が示唆された。先行研究では、腫瘍性石灰沈着症のモデルマウ

スにおいて低リン食摂取（0.1%または 0.3%）により大腿骨 BMD が改善したことを報

告している（Ichikawa et al., 2011）。 

 本研究で用いた低リン食は魚粉や脱脂粉乳を主成分にし、リン含有量は通常リン食に

含まれるリン（1.0 g/100 g）の 70%で作成した。過度なリン摂取制限は骨形成を阻害す

るが、本実験に用いたように通常の 70%ほどのリン摂取であれば、mdx マウスの骨代謝

異常に対し有効な治療法になることを示唆した。一方、マウスの飼育に必要な食餌中リ

ン最少量は 0.3 g/100 g である（National Research Council, 1995）。実際に先行研究では、
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他の疾患モデルマウスを用いて、リン含有量が 0.1%や 0.3%程度の食餌で実験を行って

いる。成獣の実験動物では、体重減少などの副作用も認められないことから（Ichikawa 

et al., 2011）、さらに低濃度のリン摂取による mdx マウスの骨密度や骨代謝への効果も期

待できる。 

  

研究 2 のまとめ 

 

 本研究では、正常対照マウスと mdx マウスの骨密度と骨代謝の比較を行い、さらに

同系マウス間におけるリン食摂取の影響を検討した。これまでに報告があるように、正

常対照マウスに比べ mdx マウスの骨密度は有意に低下し、さらに海綿骨と皮質骨の骨

形態計測においても骨密度低下を明らかにした。また、骨形成マーカーに差はないもの

の、骨吸収マーカーは有意に増加していた。若齢（4 週齢）mdx マウスは筋変性が特に

顕著であり、同じ週齢の正常対照マウスと比較すると骨密度や皮質骨の厚みも有意に低

下している。さらに骨の多孔性は増しており、筋変性増加に伴う廃用性オステオペニア

であると報告されている（Anderson et al., 1993）。Mdx マウスは慢性的に筋変性と筋再生

を繰り返しており、筋張力や運動量が顕著に低下している。そのため正常対照マウスよ

りも骨への負荷がかからず、骨リモデリングのアンバランスが生じた結果、骨密度が低

下すると考えられる。 

 正常対照マウスにおいて高リン食摂取は骨密度や骨形態の低下に寄与することや、特

に海綿骨が影響を受けやすいことが分かった。Mdx マウスは高リン食摂取によって海綿

骨の骨密度や多くの骨形態パラメータが有意に低下した。さらに皮質骨についても高リ

ン食摂取により骨密度等が有意に低下した。骨代謝については、mdx マウスは正常対照

マウスと比較して骨吸収が高いが、高リン食摂取により骨形成が低下傾向にあることが

明らかとなった。自発的運動量の低下を考慮すると、高リン食 mdx マウスは運動量低
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下により骨芽細胞への機械的ストレスが減ったことが骨密度の大幅な減少につながっ

たのだと考えられる。すなわち、高リン食摂取によって正常対照マウスの骨密度は低下

するが、もともと骨密度が低下している mdx マウスにおいては、骨症状をさらに重篤

化させ、低回転性骨粗鬆症に陥ると考えられる。 
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研究 3：筋ジストロフィーのリン代謝と腎機能について 

 

概要と目的 

 

 私はこれまでの研究において、リン過剰摂取による筋ジストロフィー症状の重篤化を

明らかにし、さらに低リン食摂取による筋ジストロフィー症状の改善を報告した。研究

3 では正常対照マウスと mdx マウスのリン代謝と腎機能を比較し、未だ明らかにされて

いない mdx マウスの腎機能について詳細に検討するとともに、高リン食摂取による筋

ジストロフィー症状の重篤化との関係性を検証することを目的とした。 

 DMD の腎機能については未だ不明な点が多い。近年、DMD は呼吸管理技術の進歩

や心筋保護治療などで平均寿命は延びている。松村らは、刀根山病院（大阪）で 286 名

の DMD 患者を対象に実施した調査結果から、今後平均寿命が 40 歳前後まで延びると

推測している（Matsumura et al., 2011）。しかし、二次性肺障害や合併症が増加している

ことや、心機能が比較的保たれた状態でも腎不全で亡くなった患者が 6 名（平均寿命

37.3 歳）いたことを報告している。DMD は骨格筋変性に伴い骨格筋量が低下すること

から、一般的に臨床で腎機能評価に用いられるクレアチニンでは正確な値を求めること

が困難である。そこで、骨格筋量の影響を受けない腎機能マーカーである cystatin C を

用いて DMD 患者の腎機能評価を行った結果、加齢に伴い cystatin C の平均値が増加す

ること、さらに 30 歳以上の患者の 30%でその濃度が高値であったことを報告している

（Matsumura et al., 2012）。 

 Mdx マウスの腎機能について詳細に検討した研究はない。これまでの報告では、血中

リン酸濃度が有意に高いことや、尿酸値が高く腎臓重量が低下しており腎機能障害があ

ると推測されている（Brazeau et al., 1992; Kikkawa et al., 2009）。一方で、腎臓に全長ジ

ストロフィンは発現しておらず、ユートロフィンやジストロフィン関連タンパク質
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（dystrophin-related proteins, DPR）は正常対照マウスと mdx マウスで発現に差はない

（Haenggi et al., 2005; Haenggi and Fritschy, 2006; Jarad et al., 2011）。一方、腎機能の指標

である cystatin C や血中尿素窒素（BUN）さらにリン代謝に関与するタンパク質を調べ

た報告はない。 

 リン代謝については慢性腎不全（CKD）を中心に研究が進展しており、近年リン代謝

の主要な臓器である腎臓に加え、骨から分泌される FGF-23 と副甲状腺から分泌される

PTH の役割が明らかになっている。さらに腎臓内でも、遠位尿細管でリン排泄を行う

klotho や近位尿細管でリンの再吸収を担う NaPi 2a と NaPi 2c の存在が報告され、リン

代謝の詳細なメカニズムが明らかとされつつある（図 17）。FGF-23 は骨細胞によって

産生される液性因子であり、NaPi 2a と NaPi 2c の発現を低下させることでリン利尿を促

進させ（Gattineni et al., 2009）、腎臓での活性型ビタミン D 産生を抑制する働きを持つ

（Quarles, 2012）。さらに FGF-23 は腎臓内で klotho と共同して FGF 受容体を介し、リ

ンの排出を担うことが明らかとなった（Kuro-o, 2010）。PTH は血中カルシウム濃度の低

下に対して副甲状腺の上皮小体から分泌され、腎臓では FGF-23 と同様に近位尿細管で

のリン利尿を促進する（Lanske and Razzaque, 2014）。また、骨では破骨細胞を活性化さ

せて骨吸収を促進し、血中カルシウム濃度を一定に保つ役割を持つ。CKD などの腎機

能障害や摂取するリン濃度が高い場合では、腎機能が低下することで尿中へのリン排出

が低下し、体内にリンが蓄積するため血中リン酸濃度が上昇する（Razzaque, 2013）。こ

の時、FGF-23 や PTH の合成・分泌によりリン利尿が亢進するが、病気が進行すると

FGF-23 や PTH によるリン利尿が限界に達し、高リン血症や二次的副甲状腺ホルモン亢

進症を発症するリスクが高まる。 

 腎機能低下が骨格筋変性や異所的石灰化に与える影響を検討するため、正常対照マウ

スに通常リン食または高リン食を与え、腹腔内にシスプラチンを投与して腎機能障害を 

引き起こした（Singh et al., 2012）。シスプラチンはヒトの肺がんや前立腺ガンなどに用 
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図17 リン過剰摂取によるリン代謝因子の変動 

高リン食摂取により、血中リン酸濃度を調整するホルモンであるPTHとFGF-23の分泌が亢進す

る。これらの作用によって、腎臓内klotho, NaPi 2aと2cさらに活性型ビタミンD（1-25 (OH)2vitamin 

D）が低下する。 

リン過剰摂取 

PTH 

副甲状腺 

NaPi 2a/2c 

腎臓 

FGF-23 

骨 
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いられていたが、副作用として強い腎障害が認められたため、現在では使用が制限され

ている抗がん剤である。シスプラチンによる腎毒性の詳細なメカニズムは明らかとなっ

ていないが、DNA 障害や活性酸素種の増加、アポトーシスが関与している報告がある

（Gong et al., 1999; Okamura et al., 2004）。さらに酸化ストレスによる炎症の拡大も関与

している可能性もある（Mishima et al., 2006）。 

 

結果 

 

高リン食摂取による mdx マウスのリン代謝異常 

 

 リン過剰摂取が正常対照マウスと mdx マウスのリン代謝へ及ぼす影響を調べるため、

血清と血漿さらに 24 時間蓄尿サンプルを用いた。血中 IP 濃度は、正常対照マウスと同

様に mdx マウスでもリン摂取量が増えるにつれ増加傾向にあったが、特に高リン食摂

取 mdx マウスは同リン食摂取の正常対照マウスや低リン食摂取 mdx マウスと比較して

有意に増加した（表 6）。血中 Ca 濃度は正常対照マウスではリン摂取量が増えるにつれ

有意に減少したものの、mdx マウスの減少率に差はなかった（表 6）。血中 IP と Ca は、

腎機能が正常であれば一定に保たれるため、mdx マウスは腎機能に何らかの障害がある

ことが示唆された。また、リン摂取量に関係なく mdx マウスは血中 Ca 濃度が有意に増

加していたため、高カルシウム血症を併発していることが分かった。 

通常リン食摂取 mdx マウスの血中 FGF-23 濃度は、正常対照マウスと比較し有意に増

加した（表 6）。先行研究では 60 日齢の mdx マウスと正常対照マウスの FGF-23 濃度を

比較しているが、mdx マウスの FGF-23 値はすでに有意に増加していた（Kikkawa et al., 

2009）。また、高リン食摂取によって正常対照マウスも mdx マウスと同様に血中 FGF-23 

濃度が増加した。さらに血中 PTH 濃度は、通常リン食摂取 mdx マウスで同リン食摂取 
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 Ca  
(mg/dL) 

IP  
(mg/dL) 

 PTH 
 (pg/ml) 

FGF-23  
(pg/ml) 

Urinary IP 
(mg/dL) 

低リン食  正常対照 11.4±0.7 12.1±0.8 45.6±9.2 144.5±26.9 149.8±50.9 

通常リン食  正常対照 11.1±0.8 12.3±1.0 42.5±11.1 164.6±25.4 210.8±91.1 

高リン食  正常対照 10.7±0.7 12.7±1.2 69.3±27.0 513.3±135.2 542.3±328.9 

低リン食  mdx 11.9±0.6 12.3±0.9 57.4±25.5 129.6±16.9 150.3±37.6 

通常リン食  mdx 11.7±1.0 12.9±1.1 75.5±28.1 192.9±9.3 338.6±237.6 

高リン食  mdx 11.5±0.7  13.8±1.6 184.3±76.4 572.5±100.3 493.7±232.8 

表6 リン食摂取正常対照マウスとmdxマウスの血中Ca、IP、PTH、FGF-23、尿中IP濃度の比較 

リン食を摂取した90日齢正常対照マウスとmdxマウスの血清と血漿サンプルを用いて、血中Ca、IP、

PTH、FGF-23濃度を測定した。さらに24時間蓄尿したサンプルを用いて尿中IP濃度を測定した。 

以下にt検定とTukeyの多重比較検定の結果をまとめる。 
 

Ca = 低リン食群 正常対照 vs mdx (*) , 通常リン食群 正常対照 vs mdx (*),  
         高リン食群 正常対照 vs mdx (***), 正常対照 低リン食 vs 高リン食 (**) 
 

IP =  高リン食群 正常対照 vs mdx (*), mdx 低リン食 vs 高リン食 (**) 
 

PTH =通常リン食群 正常対照 vs mdx (*),高リン食群 正常対照 vs mdx (**),  
            mdx 低リン食 vs 高リン食 (***), mdx 通常リン食 vs 高リン食 (**) 
 

FGF-23 =正常対照 低リン食, 通常リン食 vs 高リン食 (***), mdx 低リン食,  
                 通常リン食 vs 高リン食 (***), 通常リン食群 正常対照 vs mdx (*) 
 

Urinary IP =正常対照 低リン食, 通常リン食 vs 高リン食 (*), mdx 低リン食 vs 高リン食 (*) 
 
誤差範囲は標準偏差で示した。 * p < 0.05、** p < 0.01、*** p < 0.001 
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正常対照マウスに比べ有意に増加しており、高リン食負荷によってその差はさらに拡大

した（表 6）。すなわち、mdx マウスは FGF-23 と PTH が有意に増加しているが、高リ

ン食摂取によって正常対照マウスと同様にそれらの値が増加したことから、FGF-23 や

PTH の反応性に問題がないことが分かった。尿中 IP 排出については両マウスともリン

摂取量が増えるにつれ増加したため、mdx マウスはリン排出能に問題がないことが明ら

かとなった（表 6）。 

 腎臓はリン代謝を担う最も重要な臓器だが、正常対照マウスと mdx マウスの腎臓に

おける膜タンパクを比較した結果、全長 dystrophin と α-sarcoglycan（DPR）は発現して

おらず、utrophin と β-dystroglycan（DPR）は同様に発現した（図 18 A）。さらにリン食

摂取の正常対照マウスと mdx マウスの腎臓を H&E 染色で観察した結果、どちらのマウ

スも高リン食群のみに腎盂に異所的石灰化を確認した（図 18 B）。これらの結果から、

mdx マウスは腎臓の構造的な異常がないことが明らかとなった。 

次に腎臓で発現するリン代謝因子である遠位尿細管 klotho と近位尿細管 NaPi 2a と

NaPi 2c を調べた。先行研究において klotho（Lau et al., 2012）や NaPi 2a、NaPi 2c はリ

ン負荷により発現量が低下することが報告されている（Segawa et al., 2009; Bourgeois et 

al., 2013）。凍結切片を用いた組織免疫染色とウエスタンブロットによる解析では、正常

対照マウスならびに mdx マウスにおいて、リン摂取量に伴い klotho（図 19 A, B）と NaPi 

2a、NaPi 2c の発現量は低下した（図 20 A-D）。Mdx マウスと正常対照マウス間では、こ

れらのタンパク質発現量に差は認められなかった。 

以上の結果において、FGF-23 や PTH は通常リン食 mdx マウスで正常対照マウスより

も有意に増加しているにも関わらず、klotho と NaPi 2a、NaPi 2c の発現量に差はなかっ

た。本来、FGF-23 が亢進すると、直接腎臓に働きかけリンの再吸収を抑制する。その

ため、血中 FGF-23 の増加により NaPi 2a と NaPi 2c の発現量は低下する（Gattineni et al.,  

2009）。また、遠位尿細管での klotho 発現量も低下していないことから、FGF-23 抵抗性 
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図18 腎臓におけるDPRの発現とリン食摂取による腎臓内異所的石灰化の比較 

(A) 正常対照マウスとmdxマウスの腎臓を摘出し、凍結切片を作成した。Dystrophinとutrophin、

さらにDPRであるβ-dystroglycanとα-sarcoglycanの発現を観察した。これらのタンパク質の発

現パターンは正常対照マウスとmdxマウスで変わらなかった。 

(B) リン食摂取した正常対照マウスとmdxマウス腎臓の凍結切片を作成し、H&E染色をした。高

リン食摂取により、正常対照マウスとmdxマウスの腎盂に異所的石灰化（矢印）を確認した。 
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図19 リン摂取による腎臓・遠位尿細管でのklotho発現の変化 

(A) マウスの腎臓を摘出し、凍結切片を作成した。抗klotho抗体を用いて組織内の発現を確認し

た。正常対照マウスとmdxマウスはリン摂取量が増加するにつれklothoの発現が低下した。 

(B) 腎臓のタンパク抽出を行い、20µgのサンプルをSDS-PAGEで分離し、抗klotho抗体を用いて

発現量の定量を行った。内部標準としてβ-actinを検出した。右のグラフは、klothoのシグナ

ル強度をβ-actinのシグナル強度で標準化した値を示した。通常リン食正常対照マウスの値

を1として正常対照マウスとmdxマウスともに、リン摂取量が増加するにつれklotho発現量が

低下した。通常リン食正常対照マウスの値を1としてグラフ化した。誤差範囲は標準偏差で

示した。  
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図20 リン摂取による腎臓・近位尿細管でのNaPi 2aとNaPi 2c発現の変化 

(A) 抗NaPi 2a抗体を用いて腎臓内NaPi 2aの発現を確認した。 

(B) 腎臓からBBMVのタンパク抽出を行い、20µgのサンプルをSDS-PAGEで分離し、抗NaPi 2a

抗体を用いて腎臓内の発現量を定量した。内部標準としてβ-actinを検出した。右のグラフは、

NaPi 2aのシグナル強度をβ-actinのシグナル強度で標準化した値を示した。 

(C) 同様に腎組織内NaPi 2cの発現を確認した。 

(D) ウエスタンブロット法を用いNaPi 2cの定量を行った。 

通常リン食正常対照マウスの値を1としてグラフ化した。誤差範囲は標準偏差で示した。  

100μm 

低リン食 通常リン食 高リン食 

正常対照 

mdx N
aP

i 2
a 

N
aP

i 2
c 

83 



が考えられる。その原因として、mdx マウスは腎機能が低下しているため FGF-23 が腎

臓で機能しにくいことが挙げられる。その一方で、遠位尿細管で klotho と FGF-23 が共

役する際に必要な FGF 受容体(fibroblast growth factor receptor, FGFR)の発現が異常であ

る可能性もある。その役割を担う FGFR1c の発現については検討が必要だが、FGFR1

のノックアウトマウスは胎生致死であるため（yamaguchi et al., 1994）、mdx マウスの腎

臓内 FGFR1c の発現に問題がある可能性は低いと考えられる。 

すなわち、mdx マウスの腎臓内リン代謝（klotho と NaPi 2a、NaPi 2c）の発現や機能

は正常対照マウスと差はなく、さらに PTH や FGF-23 の反応性や尿へのリン排出機能も

正常に働いていた。すなわち高リン食摂取により mdx マウスの血中 IP 濃度が有意に増

加したのは、mdx マウスは腎機能が低下しており、リン過剰摂取に対してリン排出が追

い付かなかったことが原因であると考えられる。 

 動物実験において腎機能を測定する際にクレアチニンクリアランス（creatinine 

clearance, Ccr）が用いられることが多い。Ccr は血清中と尿中のクレアチニン濃度を比

較することで、腎糸球体による老廃物の排泄力を測定することで腎機能を評価する。し

かし、クレアチニン濃度は骨格筋量に影響されるため DMD 患者では低値になる。Mdx

マウスでは骨格筋壊死が認められるが、骨格筋重量は正常対照マウスと同等か比較的重

いことが知られている。そのため、mdx マウスの腎機能を測定する指標としてクレアチ

ニンを用いることは不適切だといえる。Mdx マウスは正常対照マウスと比較して、血中

クレアチニン濃度やクレアチニンクリアランスに差は認められなかった（表 6）。そこ

で mdx マウスの腎機能評価においても DMD 患者で用いられる血中 cystatin C 濃度測定

を使用した。 

その結果、リン摂取量に関わらず mdx マウスは cystatin C 濃度が有意に増加しており、

腎機能が低下したことが分かった（図 21 A）。低リン食摂取によって腎機能は改善傾向 

にあった（低リン食摂取正常対照マウスと比較して p < 0.05）。一方、高リン食摂取 mdx 
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図21 正常対照マウスとmdxマウスの血中と尿中cystatin C濃度測定 

(A) リン食摂取した90日齢正常対照マウスとmdxマウスの血液（血清）を用い、cystatin C濃度を

ELISA法で測定した。同じリン食を摂取した正常対照マウスと比較して、mdxマウスは血中

cystatin C濃度が有意に増加していたことから、腎機能が低下していることが明らかとなった。 

(B) 通常食（CE-2）を与えた90日齢正常対照マウスとmdxマウスの血中cystatin C濃度を測定し

た結果を示した。リン食群と同様に、mdxマウスはcystatin C濃度が有意に増加した。正常対

照マウスの値を1としてグラフ化した。 

(C) 代謝ケージを用い24時間蓄尿を行った通常食（CE-2）90日齢の正常対照マウスとmdxマウ

スの尿中cyctatin C濃度を測定した。正常対照マウスの値を1としてグラフ化した。血中

cystatin C濃度同様に、mdxマウスでは有意に増加した。 

   誤差範囲は標準偏差で示した。* p < 0.05、** p < 0.01、*** p < 0.001 
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マウスでは cystatin C 濃度は増加しなかった。さらに正常対照マウスでもリン摂取量の

増加は cystatin C 濃度に影響しなかった。今回の研究で高リン食摂取は腎機能低下に寄

与しなかった理由として、特注リン食のリン含有量が考えられる。すなわち、高リン食

（2.0 g/100 g）は正常対照マウスと mdx マウスの腎機能をさらに悪化させるまでに至ら

なかった。高リン食摂取により mdx マウスの血中リン酸濃度は有意に増加したが、C 血

中 cystatin C 濃度測定の結果から mdx マウスはもともと腎機能が低下しており、リン負

荷により血中リン酸濃度が調整できなくなったと考えられる。 

  

Mdx マウスの腎機能低下 

 

これまでに、mdx マウスの腎機能が低下する理由について調べた報告はない。では、

なぜ原因遺伝子とは直接関係のない腎機能が低下しているのだろうか。そこで、一般的

に使用されている実験動物用食餌である CE-2 を摂取させた正常対照マウスと mdx マウ

スの腎代謝機能と腎機能の指標となる血中マーカー（cystatin C と血中 Ca、IP、BUN、

UA）を測定した。血中と尿中 cystatin C 濃度を測定した結果では、mdx マウスは血中

cystatin C 濃度が有意に増加し（1.3 倍、p < 0.01）、さらに尿中 cystatin C 濃度も有意に増

加していた（4.2 倍、p < 0.05）。これらの結果から、やはり mdx マウスは腎機能が低下

していることが明らかとなった（図 21 B, C）。次に腎代謝機能を比較するため、実験小

動物用 X 線 µCT 装置 Latheta LCT-200 を用い腎臓による造影剤（イオパミロン 300）の

代謝速度をダイナミックスキャンで測定した（図 22 A）。麻酔下のマウスの尾静脈に 100 

µl の造影剤を注射し、CT 装置にセットした後、検体の同一断面（L2 と L3 の間）を繰

返し断層撮影した（図 22 B, C）。撮影は造影剤注射後、約 1 分半の間に始まり、ほとん

どの個体で撮影開始後に腎臓内の CT 値がピークを迎えた。Mdx マウスは、腎臓内 CT

値が同様なカーブを示しながらもピークを迎えるのが正常対照よりも遅く、測定した 4
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匹中 3 匹は測定終了時の腎臓内の CT 値が高かった（図 22 D）。正常対照マウスは測定

した 4 匹の CT 値が測定終了時には、同等の値まで低下した（図 22 D）。この結果から、

mdx マウスは腎機能が低下しており、正常対照マウスに比べ腎臓での代謝速度が低下し

ていることが示された。また血液生化学検査において、腎臓機能に関係する指標につい

て調べたところ、mdx マウスの血中 Ca や BUN が有意に増加しており、血中 IP と尿酸

においても高値を示した（表 6）。これらの結果からも、mdx マウスは腎機能が低下し

ていることが明らかとなった。 

 

Mdx マウスは高カルシウム血症による脱水が原因で腎機能低下に陥る 

 

これまでの結果をもとに、mdx マウスが腎機能障害に陥る原因を調べた。まず、血中

Ca 濃度に着目した。Mdx マウスの血中 Ca 濃度は有意に高く、高カルシウム血症である

ことが明らかとなった（表 6, 表 7）。その主な原因は骨密度と関係していると考えられ

る。Mdx マウスは骨格筋が変性しており、さらに運動量が低下している。そのため骨へ

のストレスが少なく、不動により低回転性骨粗鬆症であると言える。そのことが大きな

原因となり骨密度が低下し、その結果、体内の Ca 貯蔵庫である骨から Ca が溶け出し

たことで血中 Ca 濃度が有意に増加したと考えられる。 

通常、高カルシウム血症に陥ると血中 Ca 濃度を正常に保つため、尿から Ca を排出

する。そのため高カルシウム尿症となり、ナトリウムと水の再吸収が抑制されるため浸 

透圧利尿が起こり、尿量が増加する。さらに尿量の増加に伴い脱水症状が起こる。Mdx

マウスの 1 日水分摂取量は約 7.5ml で、正常対照マウスと比較しても差はなかったが、

24 時間蓄尿量を測定した結果では、尿量は有意に増加した（図 23 A）。さらにヘマトク

リット値（図 23 B）や血中 TP、ALB、BUN が有意に増加していたことから（表 7）、

mdx マウスは脱水に陥っていることが明らかとなった。なお、mdx マウスのヘマトクリ 
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図22 X線µCTスキャンを用いた正常対照マウスとmdxマウスの腎代謝機能測定 

(A) 実験小動物用X線µCTスキャナー、Latheta LCT-200。 

(B) 麻酔下のマウスに100 µlの造影剤（イオパミオン）を尾静脈から注入し、腰椎L2とL3間を繰返し

断層撮影（ダイナミックスキャン）した。 

(C) X線µCT画像による腎臓内の造影剤代謝を示した。中央部の左右が腎臓、上部が脊椎である。 

(D) 15秒毎に90回撮影した腎臓内の平均CT値を経過時間とともにグラフ化して示した。同量の造

影剤を同タイミングで投与したにも関わらず、mdxマウスは代謝能が低下していることが分かっ

た。各群4匹を測定に用いた。誤差範囲は標準偏差で示した。  
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正常対照 mdx  検定 (p) 

TP (g/dL) 4.98 ± 0.20 5.51 ± 0.22 0.0001 

ALB (g/dL) 3.10 ± 0.08 3.41 ± 0.17 0.0001 

BUN (mg/dL) 26.83 ± 3.01 30.10 ± 3.29 0.03 

UA (mg/dL) 4.94 ± 0.63 5.39 ± 0.53 0.12 

Ca (mg/dL) 10.82 ± 0.49 12.23 ± 0.33 0.0001 

IP (mg/dL) 12.11 ± 0.66 12.68 ± 0.87 0.12 

T-CHO (mg/dL) 89.10 ± 9.22 107.30 ± 9.58 0.0004 

CRE (mg/dL) 0.126 ± 0.020 0.132 ± 0.020 0.51 

U-CRE (mg/dL) 14.04 ± 5.83 14.64 ± 2.88 0.78 

Ccr 113.28 ± 49.27 112.79 ± 25.03 0.98 

表7 正常対照マウスとmdxマウスの血中濃度測定 

通常食（CE-2）を与えた90日齢の正常対照マウスとmdxマウスを安楽死させ、血液を採取した。

化学自動分析装置を用いて血中TP （総タンパク）、ALB （アルブミン）、BUN （血中尿素窒素）、

UA （尿酸）、Ca（カルシウム）、IP（無機リン）、T-CHO （総コレステロール）、CRE （クレアチニン）

を測定した。さらに24時間蓄尿して採取した尿サンプルを用いてU-CREを測定した。Ccr （クレア

チニンクリアランス）はU-CRE濃度を血中 CRE濃度で割り、その割合を比率で求めた。正常対

照マウスとmdxマウスの値をt検定で統計的有意差を示した。 

 

89 



ット値については先行研究とも一致した（Mosqueira et al., 2013）。脱水が起こると、循

環血流量の低下に伴い腎臓の血流量が低下するため、糸球体でろ過する血液量が減り、

腎機能低下に陥ることが知られている。従って、mdx マウスの腎機能低下も高カルシウ

ム血症による脱水が原因だと示唆した。X 線 µCT スキャナーを用いた腎臓代謝機能の

評価においても、mdx マウスは腎臓内造影剤 CT のピークが遅れる傾向にあり、血流が

制限していると考えられる（図 22 D）。 

 

腎機能不全と骨格筋内異所的石灰化の関係 

 

近年、腎機能低下に伴う骨格筋量減少は慢性腎不全患者において QOL を低下させる

合併症として報告されているが、基本的に腎不全による栄養障害や透析がアミノ酸を排

出し筋タンパク質分解が亢進することで筋萎縮が起こると考えられている（Wang and 

Mitch, 2013）。また、腎機能が低下するとアンジオテンシンが増加することが知られて

いるが、基礎研究においてはアンジオテンシン II が筋衛星細胞の増殖を抑制し、筋再

生を遅延させることが報告されている（Yoshida et al., 2013）。しかし、腎機能不全と骨

格筋萎縮や筋変性の関係については、未だ不明な点が多い。 

 そこで本研究では 10 mg/kg のシスプラチンを正常対照マウスに腹腔内投与して腎不

全マウスを作製した。これまで報告されているように、シスプラチンを投与すると 72

時間後には血中 BUN が有意に増加していたため（Vaidya et al., 2006）、腎障害を誘発し

たことを確認した。シスプラチン投与日からマウスを通常リン食と高リン食群に分け、

翌日に前脛骨筋に CTX を投与して骨格筋を損傷させた。7 日後に前脛骨筋を摘出し、

凍結切片を作成して筋病理を観察した結果、腎不全マウスはリン摂取量に関係なく、骨

格筋内に異所的石灰化が起こることが分かった（図 24）。これまでに私は、高リン食を

摂取した正常対照マウスに CTX 投与で筋損傷を起こすと異所的石灰化が起こることを 
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図23 正常対照マウスとmdxマウスの24時間尿排泄量とヘマトクリット値の比較 

(A) 通常食（CE-2）を摂取した正常対照マウスとmdxマウスを代謝ケージ内で飼育し、24時間尿

排泄量を測定した。mdxマウスは尿量が有意に増加した。 

(B) マウスをイソフルランで麻酔し、ヘパリンコートしたガラス毛細管で眼窩採血を行った。全量

における血漿成分量と赤血球量を定量した。その結果、Mdxマウスはヘマトクリット値が有

意に増加した。 

    誤差範囲は標準偏差で示した。* p < 0.05 
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図24 腎障害と骨格筋変性に伴うリン酸カルシウムの沈着 

通常飼育した90日齢正常対照マウスに10 mg/kgシスプラチンを腹腔内投与し、腎不全を誘発し

た。シスプラチン投与日から通常リン食または高リン食を摂取させ、さらに1日後にマウスを麻酔

下におき、前脛骨筋に5 µM CTXを100µlのPBSに混合して注入した。腎障害のないコントロー

ル群にはPBSを腹腔内投与し、その後、通常リン食または高リン食を摂取させ、腎不全群同様

に前脛骨筋にCTXを投与し骨格筋を崩壊させた。、7日後にマウスを安楽死させ前脛骨筋を摘

出し、筋病理を観察した。なお、マウス前脛骨筋を摘出する1日前に1%  EBDを体重10 gあたり

100 µl投与した。前脛骨筋は凍結切片を作成し、H&Eとalizarin red Sで染色した。 
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報告しているが、通常リン食では異所的石灰化は起こらなかった。腎機能障害を起こす

ことで、通常リン食摂取でも骨格筋内にリン酸カルシウムの沈着が確認できたことから、

mdx マウスにおいて腎機能低下が骨格筋内異所的石灰化の増加に寄与していることが

示唆される（図 25）。 

 

研究 3 のまとめ 

 

 本研究では、これまで詳細な検討がされていなかった mdx マウスの腎機能とリン代

謝機能を調べた。その結果、mdx マウスは腎機能不全であること、さらにその原因が高

カルシウム血症による脱水であることを明らかにした。骨格筋崩壊が顕著な mdx マウ

スは、筋変性に伴い運動量の低下が顕著である。先行研究や研究 2 で明らかとなったよ

うに、mdx マウスは骨吸収が亢進し骨密度が低下した。骨密度低下の主たる原因は運動

量低下であると考えられ、mdx マウスは不動症（immobilization）であると言える。さら

に骨から Ca が漏れ出したため血中 Ca 濃度が有意に高く、高カルシウム血症に陥り、

浸透圧利尿が起こることで尿量が有意に増加した。ヘマトクリット濃度測定の結果から

も mdx マウスが脱水症状に陥っていたことは明確であり、mdx マウスの腎機能低下は脱

水が一要因であると考えられる。 

 ヒトにおける高カルシウム血症による脱水の対処法としては、生理食塩水の点滴が一

般的である。先行研究において 12%の NaCl を含有した食餌を与えた mdx マウスは初期 

の筋変性が有意に低下し、血中 CK 値も低下したことから NaCl による筋変性抑制効果

が明らかとなっている（Yoshida et al., 2006）。今後、mdx マウスの骨格筋保護と高カル

シウム血症による脱水の対処法として、生理食塩水の摂水または食塩を含有した食餌に

よる効果の検証が期待される。 
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正常対照マウス 

腎障害あり 

腎障害なし 

骨格筋損傷あり 

骨格筋損傷なし 

骨格筋損傷あり 

骨格筋損傷なし 

高リン食 

通常リン食 

高リン食 

通常リン食 

高リン食 

通常リン食 

高リン食 

通常リン食 

異所的石灰化 

異所的石灰化 

異所的石灰化 

シスプラチン 
 (10 mg/kg) 投与 

１日後 

CTX (5 μM) 投与 

CTX (5 μM)投与 

PBS 投与 
 

１日後 

図25 腎障害と骨格筋変性に伴うリン酸カルシウムの沈着 

正常対照マウスにおいて、CTX投与による骨格筋崩壊後に高リン食摂取の影響で、骨格筋内

に異所的石灰化が起こることが分かった。シスプラチン投与による腎不全を発症した正常対照

マウスでは、通常リン食摂取によっても異所的石灰化が起こることが明らかとなった。なお、腎

不全マウスとコントロールマウスにおいて、CTX投与による筋崩壊を起こさなければ、骨格筋内

に異所的石灰化は起こらなかった。 
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また、臨床において腎機能低下による骨格筋萎縮が知られている。本研究では腎機能

低下が筋変性や異所的石灰化に影響を及ぼすかを検討した結果、シスプラチン腎毒性に

よって腎機能が低下した正常対照マウスにおいて、筋損傷後に異所的石灰化が起こるこ

とが明らかとなった。Mdx マウスは腎機能が低下しており、骨格筋内にリン酸カルシウ

ムが沈着する原因に腎機能低下が寄与していると示唆された。腎機能低下が骨格筋損傷

や再生に影響を及ぼすことから、Renal-skeletal muscle relationship（腎臓－骨格筋の関係）

が今後の研究テーマとして発展することが大いに期待できる。 
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総括 

 

運動療法による骨格筋保護が困難な DMD 患者において、食事は病気の進行抑制や

QOL 向上にとって重要な役割を担う。未だ DMD の有効な治療法は確立されていないが、

近年の医療の発展により DMD 患者の寿命が著しく延びている。一方で、幼児期からの

肥満が増加しており、偏食やカロリー過多が問題視されている。しかしながら、これま

でに DMD 症状に対する、ある特定の栄養素について調べた研究は少ない。そのため根

本的治療法の確立と共に患者の QOL 向上を見据えた、食事療法の確立は重要な意味を

持つ。 

そこで本研究では、現代の食生活で問題視されているリン過剰摂取が DMD 症状に与

える影響を、モデル動物である mdx マウスを用いて検証した。リンは人体にとって必

要不可欠な栄養素であるが、欧米化した食生活によって天然食品からの有機リン摂取量、

さらに加工食品に含まれる防腐剤や食品添加剤からの無機リンの摂取量が増加してお

り、健康へ及ぼす悪影響が懸念されている。 

これまでの研究成果として、リン過剰摂取が mdx マウスの骨格筋内異所的石灰化を

増加させ、筋張力や運動量を有意に低下させることを報告した。本研究では、①mdx マ

ウス骨格筋内異所的石灰化のメカニズムの解明、②リン過剰摂取が炎症性マクロファー

ジを増加させ、mdx マウスの骨格筋変性を悪化させること、③運動量低下に伴い、骨代

謝が低下し低回転性骨粗鬆症に陥ること、④これら DMD 症状が低リン食摂取によって

改善すること、⑤腎機能が低下しているため、血中リン酸濃度が増加すること、⑥mdx

マウスは低回転性骨粗鬆症のため高カルシウム血症なり、さらに脱水症状を併発するこ

とで腎機能が低下することを明らかにした（図 26）。さらに⑦腎機能障害を起こしたマ

ウスでは CTX を用いて骨格筋壊死を誘発すると、異所的石灰化が起こる事を見出した。 

 

96 
 



図26 リン過剰摂取によるmdxマウスの筋ジストロフィー症状悪化のまとめと 

    腎臓－骨格筋における相互関係（renal-skeletal muscle relationship）のモデル 

リン過剰摂取はmdxマウスの骨格筋変性と異所的石灰化を悪化させ、筋張力や運動量をさらに

低下させた。Mdxマウスは骨密度が低下しているが、リン過剰摂取によってさらに悪化した。リン

過剰摂取によりmdxマウスのリン代謝異常を明らかにし、その原因が腎機能低下であることを突

き止めた。さらに、腎機能低下は骨密度低下による高カルシウム血症が引き金となり、脱水症

状を併発したことが一要因であると示唆された。 

腎機能低下が骨格筋に与える影響は明らかになっていない。本研究では、その可能性につい

ても検討した。青色の矢印で示すように、筋ジストロフィーのみならず腎不全患者においても骨

格筋変性や筋萎縮が腎機能低下によって引き起こされることを示唆し、 

Renal-skeletal muscle relationshipとして提唱する。 

骨格筋変性・壊死 

筋張力・運動量低下 

骨密度低下 

高カルシウム血症 

尿量増加 

脱水 

腎機能低下 

リン過剰摂取 

リン過剰摂取 

研究1 

研究2・3 

リン過剰摂取 

血中リン酸濃度 
の増加 

97 



本研究は、DMD の補完治療法としてリン摂取制限の可能性を示唆し、DMD 患者や

保護者にバランスの摂れた食事やエネルギー摂取は骨格筋保護に非常に重要であるこ

とを再認識してもらう“きっかけ”としても意義を持つ。 

 

Mdx マウス骨格筋内異所的石灰化のメカニズムについて 

 

 骨格筋内異所的石灰化は mdx マウスの筋症状悪化の指標とされており、これまでに

異所的石灰化がハイドロキシアパタイト（リン酸カルシウム）であることが報告されて

いる（Kikkawa et al., 2009）。しかし、骨格筋内にリン酸カルシウムが沈着するメカニズ

ムについては不明であった。高リン食摂取によってリン酸カルシウムの沈着が増加する

ことや、高リン食摂取で一度増加した石灰化はリン摂取を制限することで減少したこと

から、骨格筋内異所的石灰化は可塑性が高いことが示唆された。透過型電子顕微鏡によ

る異所的石灰化メカニズムの解明では、初期のリン酸カルシウム沈着は変性したミトコ

ンドリアや筋小胞体といったカルシウムを多く含む器官に起こることが分かった。その

ため巨大化した異所的石灰化を観察しても、ミトコンドリアの様な構造が無数に確認で

きた。しかし、それだけでは異所的石灰化は巨大化することはないと考えた。観察を続

けた結果、筋変性部位周辺には多くのマクロファージが存在し、さらに変性した領域に

も浸潤した。これら浸潤したマクロファージは変性タンパクを貪食しており、リン酸カ

ルシウムが沈着した器官も同様に取り込んでいた。すなわち、mdx マウス骨格筋内の異

所的石灰化は、変性したミトコンドリアや筋小胞体に初期のリン酸カルシウムが沈着し、

それらを浸潤したマクロファージが貪食することで集合体となり、マクロファージが細

胞死を起こすことで、巨大化したリン酸カルシウムの沈着が起こることを明らかとした。 
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リン過剰摂取は骨格筋変性を悪化させる 

 

 高リン環境やリン過剰摂取は細胞毒性があり、“Phosphate toxicity”として報告されて

いるが（Razzaque, 2011; Osuka and Razzaque, 2012）、リン過剰摂取が骨格筋変性に与え

る影響についてはよく分かっていない。本研究では、骨格筋変性が顕著な mdx マウス

においてリン過剰摂取が変性筋線維領域とマクロファージの浸潤を有意に増加させる

ことを明らかにした。さらに、実験に用いた 90 日齢 mdx マウス骨格筋内に存在するマ

クロファージは炎症性（M1）と抗炎症性（M2）の割合がほぼ等しいことが報告されて

いる。研究で用いた通常リン食 mdx マウスでも同様の結果であったが、高リン食 mdx

マウスの骨格筋内では M1 マクロファージが有意に増加しており、筋再生を助長する

M2 マクロファージが有意に低下した。このことから、リン過剰摂取による細胞毒性で

筋変性が拡大し、炎症性マクロファージが増加した結果、慢性的な炎症が筋変性をさら

に悪化したことを明らかにした。 

 

リン過剰摂取は骨代謝を低下させ、骨密度を減少させる 

 

 Mdx マウスは骨格筋が崩壊と再生を繰り返しており、骨密度の低下の主な原因は、運

動量が低下しているため骨へのストレスが減少していることであると考える。さらに先

行研究では、骨吸収が有意に増加していることが報告されている（Rufo et al., 2011）。

本研究によって、リン摂取量に関わらず mdx マウスは正常対照マウスと比較して脛骨

の海綿骨 BMD と皮質骨 BMD が有意に低下していることを明らかにした。さらに骨形

態においても同様に mdx マウスで有意に低下した。高リン食摂取 mdx マウスは低リン

食や通常リン食 mdx マウスより運動量が有意に低下しており、骨形成マーカーである

血中 BALP 濃度が有意に低下したことからも低回転性骨粗鬆症に陥ることが分かった。  
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一方、ヒトや実験動物においてリン過剰摂取は、血中リン酸濃度が増加することで血中

PTH が増加し、骨からカルシウムが溶け出して骨密度が低下することから、mdx マウス

は運動量低下に加え、リン過剰摂取も骨密度低下に寄与したと言える。 

さらに通常リン食 mdx マウスは血中 PTH と FGF-23 濃度が有意に増加していること

を明らかにした。そのため血中リン酸濃度に差はなかったが、mdx マウスはリン代謝が

亢進していると言える。また、高リン食摂取によって正常対照マウスの血中 PTH と

FGF-23 濃度が有意に上昇し、リンを排泄するメカニズムが働いた。しかし、mdx マウ

スは高リン食によって血中 PTH や FGF-23 が有意に増加しているにも関わらず、血中リ

ン酸濃度が有意に増加したことで高リン酸血症を引き起こした。尿中リン排泄能は正常

対照マウスと mdx マウスで同様であり、リン摂取量増加に伴い尿中リン濃度が増加し

た。また、リン代謝因子である腎臓内 klotho と NaPi 2a, NaPi 2c の発現量は正常対照マ

ウスと mdx マウスで同様であった。すなわち、mdx マウスはリン代謝を主に担う PTH

や FGF-23、腎臓内 klotho, NaPi 2a, NaPi 2c の発現に異常がないことを明らかにした。 

 

低リン食摂取により骨格筋変性や骨密度の低下は改善する 

 

私はこれまでに低リン食（食餌 100 g 当たり 0.7 g リン）は、mdx マウスの異所的石

灰化を軽減することを報告した。本研究では、低リン食摂取による骨格筋変性やマクロ

ファージ浸潤、さらに骨代謝への影響を検討した。離乳後（20 日齢）からマウスに低

リン食を摂取させたが、体重減少や骨格異常などの副作用は認められなかった。高リン

食摂取により mdx マウスの筋ジストロフィー症状が悪化したが、対照的に低リン食摂

取では、壊死筋線維領域は通常リン食群と変わらなかったが、マクロファージの表現型

は、成熟マクロファージの浸潤領域のうち筋再生を助長する抗炎症性マクロファージの

浸潤が占める割合が増加した。急性運動負荷を与えた mdx マウスの前脛骨筋を調べた
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結果では、リン摂取を制限することで運動後でも抗炎症性マクロファージが有意に増加

した。その結果、低リン食 mdx マウスは自発的運動による機械的ストレスを受けても、

筋変性悪化が抑制された。筋変性に対するリン摂取制限の効果は、リン吸着薬である塩

酸セベラマーを用いた実験でも証明した。リン吸着薬には様々な種類があり、今後、

mdx マウスへの投与時期や投与量なども再度検討して、臨床応用に繋がるよう詳細な研

究が期待される。 

 低リン食摂取 mdx マウスの骨密度や骨形態は、同じ食餌を摂取した正常対照マウス

比較すると有意に低下していたが、通常リン食 mdx マウスや高リン食 mdx マウスと比

較すると改善することが分かった。さらに低リン食摂取によって、mdx マウスの骨代謝

（骨形成と骨吸収）は正常対照マウスのものと同様にまで改善されたことから、リン摂

取制限による骨格への効果が明らかとなった。DMD 患者は脊椎変形が顕著であるが

mdx マウスでは認められない。しかし、ユートロフィンを欠損した mdx マウスである

dKO マウスは脊椎変形が顕著であり、寿命も短い（Deconinck et al., 1997）。今後、dKO

マウス骨格筋や骨格変形さらに寿命に対して、低リン食摂取の有効性を検証することが

期待される。 

 

Mdx マウスは腎機能が低下している 

 

腎臓はジストロフィンを発現していないことやジストロフィン関連膜タンパク質の

発現パターンも正常対照マウスと変わらないため、骨同様にジストロフィン遺伝子の欠

損は直接的な影響をもたらさない。しかし、これまでの研究結果から mdx マウスは腎

機能が低下していると示唆した。そこで、腎機能を測定するため骨格筋量に依存しない

血中 cystatin C を用いて比較した結果、mdx マウスは cystatin C が有意に増加しており、

腎機能が低下していることが分かった。低リン食群では cystatin C が減少傾向にあった

101 
 



ものの、同リン食正常対照マウスの値までは回復しなかった。高リン食摂取によって

cystatin C 濃度は変動しなかったが、これは本研究で用いたリン含有量では腎機能を低

下するまでに至らなかったと考えられる。すなわち、リン含有量をさらに増加させた場

合、正常対照マウスにおいても腎機能が低下すると示唆した。 

本研究では主に特注飼料を用いて実験を行ったため、一般的に使用されているマウス

食餌 CE-2 を摂取した正常対照マウスと mdx マウスの腎機能についても検討した。90 日

齢正常対照マウスと比較して、mdx マウスの血中ならびに尿中 cystatin C 濃度は有意に

増加したことから、腎機能が低下していることが支持された。さらに X 線 µCT スキャ

ナーを用いて腎機能測定を行った結果、mdx マウスは腎臓での造影剤代謝速度が低下し

ていた。これらの結果、通常飼育の mdx マウスは正常対照マウスと比較して腎機能が

低下していることが明らかとなった。 

 

Mdx マウスの腎機能低下の原因について 

 

 本研究において、初めて mdx マウスの腎機能が低下していることが明らかとなった。

そのメカニズムについて検討するため、正常対照マウスと mdx マウスの血液分析を行

い、24 時間飲水量と尿量、ヘマトクリット値を測定した。その結果、mdx マウスは血

中 TP, ALB, BUN, Ca, T-CHO が有意に増加しており、UA や IP も高値を示した。ま

た、飲水量が変わらないにも関わらず尿量が有意に増加していた。ヘマトクリット値は

mdx マウスで有意に増加しており、この結果は先行研究とも一致した。 

これらの結果をまとめると、mdx マウスは骨格筋変性が原因で運動量が低下し、骨

密度が有意に低下する。そのため血中Ca濃度が増加し、高カルシウム血症を併発する。

高カルシウム血症では、浸透圧利尿が起こるため尿量が増加し、尿量の増加に伴い脱水

症状が起こる。Mdx マウスはヘマトクリット値や血中 TP、ALB、BUN が有意に増加し
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ていたことから、脱水に陥っていることが明らかとなった。脱水症状が続くと循環血流

量の低下に伴い腎臓の血流量が低下するため、糸球体でろ過する血液量が減り、腎機能

が低下する。DMD 患者は高齢になると腎機能が低下することや腎機能障害で死亡する

報告があることから（Matsumura et al., 2011; Matsumura et al., 2012）、mdx マウスで明ら

かとなった腎機能低下のメカニズムは DMD 患者においても起こりうると示唆した。  

また、腎機能低下を併発しないために、筋ジストロフィー症状を改善する以外にも高

カルシウム血症を改善することや、食塩や生理食塩水を用いて脱水を防止することが有

効であると考えられる。寿命が著しく延び、さらに QOL が向上している DMD におい

て、腎機能低下という新たな問題を解決するために今後さらなる研究が期待される。 

本研究の最後に、腎機能が低下した正常対照マウスの骨格筋に意図的に筋損傷を誘発

し、その筋再生過程で異所的石灰化が起こることを突き止めたが、腎臓と骨格筋の関係

についてはこれまであまり着目されていない。筋ジストロフィーのみならず、腎不全患

者における骨格筋の萎縮、さらに高齢者における加齢性筋肉減弱症（サルコペニア）に

対しても、多くの共通点から腎臓と骨格筋の関係を明らかにでき、双方の治療法の確立

に寄与すると考えられる。 
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