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SPARC  Secreted protein acidic and rich in cysteine 
IMAT  intra-muscular adipose tissue 
Sca-1  stem cell antigen-1 
FAPs  Fibroadipogenic progenitors 
PDGF  platelet-derived growth factor 
Skm-PCs Skeletal muscle derived progenitor cells 
ECM  extracellular matrix 
TGF   transforming growth factor 
GDF  differentiation factor  
FGF  fibroblast growth factor 
WAP  whey acidic protein 
TA  Tibialis anterior muscle 
SMOC  SPARC related modular calcium binding 
VEGF  vascular endothelial growth factor 
ILK  integrin-linked kinase 
C/EBP  CCAAT-enhancer-binding protein 
PPAR   peroxisome proliferator-activated receptor 
VCAM  vascular cell adhesion molecule 
DMD  Duchenne muscular dystrophy 
cxmd  canine X-linked muscular dystrophy 
MuRF1  muscle RING-finger protein 1 
TNF  tumor necrosis factor 
siRNA  short interference RNA 
itga5  integrin α5  
itgb1  integrin β1  
HSPG  heparan sulfate proteoglycan 
BMP  bone morphogenetic protein 
BARS  brefeldinA-ADP ribosylated substrate 
Cltc  clathrin heavy chain 
Cav1  caveolin1 
MT-MMP1 membrane type matrix metalloproteinase 1 

4



ZFN  zinc finger nuclease 
TALEN  transcription activator-like effecter nuclease 
CRISPR  clustered regularly interspaced short palindromic repeats 
Cas9  CRISPR associated nuclease 9 
PAM  protospacer adjacent motif 
gRNA  short guide RNA 
SOL  soleus muscle 
BPVC  bupivacaine hydrochloride 
ABD  actin binding domain 
BMD  Becker muscular dystrophy 
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 ( 2011) Quality of Life
1989

Rosenberg  (Rosenberg, 
1989)

2010 The European Working 
Group on Sarcopenia in Older People (EWGSOP) 

 (Cruz-Jentoft et al., 2010)
3

3
3

 
 

 

 (Song et al., 2004)  (fibrosis)  (Serrano et al., 
2011)

 (Cong et al., 2003)
 (Liu et al., 2012)  

(intra-muscular adipose tissue, IMAT)  
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(Visser et al., 2002) IMAT

IMAT

 (Zoico et al., 2010)

IMAT  
 

	  
 (Mauro, 

1961)

(Anderson, 
2006) bHLH MyoD

 (MyoD Myf5 myogenin Myogenic regulatory factor 4, MRF4) 
Myf5 MyoD

myogenin MRF4
 (Davis et al., 1987; Edmondoson and Olson, 1989; 

Wright et al., 1989; Weintraub et al., 1991)
 (Jang et al., 2011)

stemness  
(Chakkalakal et al., 2012) 30

 (Sousa-Victor et al., 2014)

 
 
IMAT FAPs	  

2010
stem cell antigen (Sca) -1 
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Fibroadipogenic progenitors (FAPs)
 (Joe et al., 2010)

 (platelet-derived growth factor, PDGF) α 
(PDGFRα) 

 (Uezumi et al., 2010) in vivo
IMAT

 
 ( Skeletal 

muscle derived progenitor cells, Skm-PCs ) 
Skm-PCs

Skm-PCs
 (Taylor-Jones et al., 2002)

 
 

 
Parabiosis

 
 (Carlson & Faulkner, 1989; Conboy et al., 

2005)
 (Gopinath & Rando, 2008) 

 
(extracellular matrix, ECM) 

 
(transforming growth factor, TGF) β growth 
differentiation factor (GDF) 11

 (Sinha et al., 2014)

 (Elabd et al., 2014)
stemness  
(fibroblast growth factor, FGF) FGF
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 (Chakkalakal et al., 2012)

 
 

Secreted protein acidic and rich in cysteine 
(SPARC) 

 (whey acidic protein, 
WAP) 

 
(Ikeda et al., 1994)

WAP

 (Ikeda et al., 1998; Yamanouchi et al., 2004)

 (Shibata et al., 
2010)

Skm-PCs

 

 (Tibialis anterior muscle, TA) DNA
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Secreted protein acidic and rich in cysteine (SPARC) 
DNA 4 21

TA SPARC
SPARC

 ( 2011)
SPARC

 (Scimè et al., 2010) SPARC
 

 
SPARC  

SPARC osteonectin BM-40 43kDa
collagen fibronectin laminin

ß
matricellular  (Brekken et al., 2001)

SPARC
SPARC  (Bradshaw, 2012) SPARC

hevin SPARC related modular calcium binding (SMOC) 1 2
 (Fig. 0)  

SPARC
90

SPARC
SPARC 298 304 17

N 3 51
Acidic

52 132 10
TGFβ

follistatin follistatin-like
C

follistatin-like  (Busch et al., 
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2000) SPARC hevin
SMOC1 2 SPARC

collagen

 (Sasaki et al., 1997)  
SPARC

(Porter 
et al., 1995) SPARC

 (Porter et al., 1995)

 
(Podhajcer et al., 2008) SPARC

SPARC

SPARC
SPARC collagen vitronectin ECM
SPARC PDGF  (vascular 

endothelial growth factor, VEGF)  (Raines et al., 1992; Kupprion 
et al., 1998) fibronectin laminin ECM

ECM
 (Brekken et al., 2001) SPARC

SPARC
 (Cho et al., 2000; Motamed et al., 2003)

 (Nie & Sage, 2009a; 2009b)
SPARC

 
 
SPARC  

SPARC SPARC
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SPARC SPARC
fibronectin integrin α5 β1

 (Nie et al., 2008) SPARC integrin β
integrin-linked kinase (ILK) 

β-catenin CCAAT-enhancer-binding protein (C/EBP) α
peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) γ

 (Nie & Sage, 2009a)
SPARC integrin ILK

Integrin SPARC TGFβ endoglin
TGFβ  (Rivera & Brekken, 2011)

vascular cell adhesion molecule 
(VCAM) 1  (Kelly et al., 2007)

stabilin1 SPARC
SPARC  

(Kzhyshkowska, 2006) SPARC
SPARC

 
 
SPARC  

Thrombospondin-1 tenascin-C matricellular

  (Imanaka-Yoshida & Aoki, 2014) SPARC
matricellular

SPARC
 (Norose et al., 1998)

 (Delany et al., 2000) SPARC

 (Bradshaw et al., 2003)

SPARC
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SPARC

 (Kos & Wilding, 2010)
SPARC  

(Atorrasagasti et al., 2013) SPARC fibrosis

SPARC
SPARC

 
 

 

 (Duchenne muscular dystrophy, DMD) DMD

3500 1

20 30 DMD
X 220

Dmd 427 kDa Dystrophin
 (Hoffman et al., 1987) Dystrophin

ECM
 (Koenig et al., 1988) Dmd

Dystrophin
DMD

 (Kinali et al., 
2011) DMD DMD

DMD
mdx canine X-linked muscular 

dystrophy (cxmd) 

SPARC DMD
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SPARC
 (Jørgensen et al., 2009)  

 
 

SPARC
DMD

SPARC
SPARC

Skm-PCs
SPARC
DMD

DMD SPARC
 

 
2013 4 64 2 132 138

SPARC
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Fig. 0　SPARC を構成するドメインとそのファミリーとの相同性

SPARC の各ドメインにおける機能と、SPARC と SPARC ファミリーの代表的な Hevin、

SMOC の各ドメインとの相同性 (%) を示した。Bradshaw (2012) の文献を参考にした。

なお、本文および図中では紹介していないが、SPARC ファミリーにはその他にも

Testican (sparc/osteonectin, cwcv and kazal-like domains proteoglycan, SPOCK)

1,2,3 および Follistatin-like (Fstl1) が含まれている。

SPARC

Hevin 

SMOC1,2

・ 分泌シグナル

Acidic Follistatin-like Extracellular
17 a.a.

3 51 132

298~302 a.aSignal peptide

・ Ca 結合

・ Ca 結合

・ プロテアーゼにより切断

・ Collagen と結合

・ アクチビンと結合

・ システインリッチ

・ インヒビンと結合

56% 63%

34%30%

648 a.a

452 a.a
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In vivo siRNA SPARC  
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muscle atrophy F box (atrogin1)  muscle RING-finger 
protein 1 (MuRF1) 

 (Bodine et al., 2001; Glass, 2003;  
Kamei et al., 2004; Sandri et al., 2004; Stitt et al., 2004; Clavel et al., 2006)
Atrogin1 MuRF1 (tumor necrosis factor, TNF) α

 (transforming growth factor, TGF) β 

TNFα p38MAP ×

atrogin1 MuRF1  (Li et al., 2005) TGFβ Smad2/3 ×

atrogin1  (Sartori et al., 2009; 
Mendias et al., 2012)  
 

QOL

α α

 (Forbes & Reina, 1970)
atrogin1 MuRF1  (Pattison 

et al., 2003; Clavel et al., 2006)  
 

SPARC 43kDa matricellular
SPARC

 (Brekken & Sage,2001; Kos 
& Wilding, 2010) SPARC C2C12 MM14
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FGF-2 FGFR-1
SPARC

 (Cho et al., 2000; Motamed et 
al., 2003) SPARC  (Norose et al., 
1998)

 (Delany et al., 2000; 
Bradshaw et al., 2003) SPARC

 
(Scimè et al., 2010) SPARC TGFβ endoglin ×

TGFβ  (Rivera & Brekken, 2011)
TGFβ atrogin1 SPARC

TGFβ
 

 
RNA (short interference RNA, siRNA) 21 23

RNA mRNA RNA
mRNA siRNA

siRNA
in vivo SPARC
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8 C57BL/6J  ( ) 

23 1	 C 60% 12
12  ( 7:00-19:00)  ( MR

) 
 

 
In vivo siRNA transfection 

Mouse SPARC siRNA negative control 
siRNA Applied Biosystems/Ambion (TX USA) 

0.7 mg/ml siRNA
Invivofectamine2.0 (Invitrogen CA USA)  

 (TA) 50 µl siRNA
SPARC siRNA 2 10

TA
 ( ) α

-80
PCR (qPCR) TA

 
 
RNA  

TA TRIzol reagent (Invitrogen) º  (Shake 
Master  ) 4	 C 15,000 rpm

15 1 ml TRIzol
reagent  ( ) 200 µl 4	 C
15,000 rpm 15

±

10 4	 C 15,000 rpm 15
70% l 15,000 rpm 10

10 50 µl DEPC RNA
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RNA GeneQuant  (GE Healthcare UK) 
 

 
 (Reverse transcription reaction: RT  

65	 C 15
 

Total RNA (1-2 µg)  5 µl 
Oligo dT (Invitrogen)  1 µl 
Total Volume   6 µl 
 

42	 C 60  
Total RNA  Primer    6 µl 
dNTP (2 mM, Applied biosystems)   5 µl 
5  RT buffer      4 µl 
0.1 M DTT      2 µl 
Super Script-  (Invitrogen)   1 µl 
RNase Inhibitor     2 µl 
Total Volume    20 µl 

94	 C 5  
 
qPCR 

cDNA Light Cycler 2 (Roche
Switzerland) qPCR

hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase (HPRT) 
qPCR ± forward reverse

 
SPARC: 5′-ccctgaaccttgctctcttt-3′  5′-cacggtttcctcctccacta-3′  
HPRT:  5′-agtcccagcgtcgtgattagccat-3′ 5′-cttgagcacacagagggccacaat-3′  
Atrogin1: 5′-agtgaggaccggctactgtg-3′ 5′-gatcaaacgcttgcgaatct-3′  
MuRF1: 5′-gcaggagtgctccagtcg-3′  5′-tcttcgtgttccttgcacat-3′ 
TNFα:  5′-ctgtagcccacgtcgtagc-3′  5′-ttgagatccatgccgttg-3′ 
TGFβ1:  5′-tggagcaacatgtggaactc-3′ 5′-gtcagcagccggttacca-3′ 
TGFβ2: 5′-aggaggtttataaaatcgacatgc-3′ 5′-tagaaagtgggcgggatg-3′  

20



TGFβ3: 5′-ccctggacaccaattactgc-3′  5′-tcaatataaagggggcgtaca-3′ 
Myostatin: 5′-tggccatgatcttgctgtaa-3′ 5′-ccttgacttctaaaaagggattca-3′ 
 

cDNA ± 100 PCR
cDNA 10 100 1000 ±

Milli-Q 
 (Millipore) cDNA

 
100 cDNA 5 µM ± THUNDERBIRDTM SYBER® 

qPCR Mix ( )  
cDNA  5 µl 
   4 µl 

Forward Primer  0.5 µl 
Reverse Primer  0.5 µl 
SYBER qPCR Mix 10 µl 
Total Volume  20 µl 

PCR 72	 C 1
 

qPCR  
 

95	 C 15  
 

95	 C 15  
57	 C 20     45  
72	 C 1  

 
HPRT qPCR

 
 

 
TA ±  (0.5 M Tris-HCl ( ) 10% 

glycerol ( ) 1%  (SDS )

21



10% 2-mercaptoethanol ( ) ) º

5,000 rpm 15
SDS

 
 (BIO-RAD CA USA) 

45V
PVDF  (Millipore) 

 (10%  ( ) 25 mM Tris 190 mM Glycine 
( )) 5% /PBS-T 
(0.1% Tween20 / PBS) 
PBS T 2,000 SPARC  (R&D 
systems MN USA) 4,000 α-tubulin º

 (Sigma MO USA) 1,000 p38
p38 Smad3 º

Smad3 º  (Cell signaling 
Technology MA USA) 4	 C

PBS-T 10 3
1% /PBS-T 10,000 HRP

IgG  (Southern Biotechnology Associates AL USA) HRP
IgG  (Jackson Immuno Research Laboratories ME USA) ME

USA) Biotin IgG  (Vector Laboratories CA USA) 
Biotin IgG

VECTASTAIN ABC kit (Vector Laboratories) HRP
PBS-T 3 ECL Western blotting analysis system

ChemiDoc XRS+  (Bio-Rad)
 

 
 

TA O.C.T  (Tissue-Tek; Sakura Finetek U.S.A  
CA  USA)  (MICROM International GmbH Walldolf
Germany) 7 8 µm
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MAS  (
) -80  

 
 

4%  (PFA) 
 (Phosphate Buffered-Saline; PBS) 15

PBS 3 5%  (DS) PBS 1
PBS 100 SPARC

 (R&D systems) laminin  (Sigma) 4
PBS 5%DS/PBS 500 Alexa 

Fluor® 488 IgG  (Invitrogen) Alexa Fluor® 594
IgG  (Invitrogen) Hoechst 33258 dye 

 
0.6%  ( ) 5%

 (NGS Invitrogen) PBS
PBS 500  (myosin heavt chain MHC) 

º  (Sigma) 4°C HRP
IgG 1 0.5 mg/ml

diaminobenzidine 0.03% HE
1

5
 

 
 

2 Unpaired Student’s t-test
Wilcoxon rank sum test 5%
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In vivo siRNA SPARC  

SPARC SPARC
SPARC

SPARC 8 C57BL/6J
in vivo siRNA SPARC

SPARC Invivofectamine2.0
SPARC siRNA (siSPARC) 

2 10 SPARC mRNA
 (Fig. 1 1) siRNA 2 SPARC

mRNA 70  (Fig. 1-1A)
10

siSPARC siRNA 2
50%  (Fig. 1-1B) SPARC

siRNA 2
SPARC siSPARC SPARC

 (Fig. 1-1C) in vivo SPARC
siRNA SPARC

 
 
SPARC  

SPARC siSPARC 2
10  (Fig. 1-2) siRNA 2

siSPARC
 (Fig. 1-2A B) siSPARC

HE
siRNA

siRNA
10 siSPARC  (Fig. 
1-2A C) siRNA 2
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10 siSPARC
SPARC

 
 
α SPARC  

α

 (Lexell et 
al., 1988) SPARC 10

α •
 (Fig. 1-3) siSPARC

 
(Fig. 1-3A B) α

siSPARC  (Fig. 1-3C) α

siSPARC  (Fig. 1-3D)
siSPARC

α siSPARC  
(Fig. 1-3E) SPARC

α

 
 
SPARC TNFα TGFβ  

atrogin1
MuRF1 SPARC

10
 (Fig. 1-4) MuRF1

siSPARC atrogin1
siSPARC

SPARC atrogin1 SPARC
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SPARC atrogin1
atrogin1 TNF

TGFβ1  (Fig. 1-5A) siRNA 2
SPARC

 
 (Zhou et al., 2006; Smith et al., 

2007) TGFβ1 TGFβ2 3
myostatin SPARC

 
SPARC

TNFα
p38 siSPARC TGFβ

Smad3  (Fig. 1-5B)
SPARC TGFβ
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siRNA SPARC
TGFβ atrogin1

SPARC

 (Bradshaw et al., 2003) SPARC
 

 
siRNA

atrogin1 TNFα
 (Lundberg, 2000) siRNA

SPARC atrogin1 siRNA
TNFα

siSPARC HE
TNFα

SPARC atrogin1
SPARC siRNA

SPARC atrogin1
siRNA

SPARC
±

SPARC
 

 
Smad3 TGFβ

TGFβ
TGFβ
 (Carlson et al., 2009; 

Burks & Cohn, 2011) SPARC TGFβ1
 (Brekken & Sage, 2001) SPARC

pericyte TGFβ endoglin
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TGFβ1
 (Rivera & Brekken, 2011)

endoglin SPARC TGFβ ×

endoglin
 (Duff et al., 2003)  

(Frydelund-Larsen et al., 2003)  endoglin
endoglin

TGFβ1
 (Venkatesha et al., 2006)

endoglin SPARC TGFβ ×

SPARC
 

 
In vivo º atrogin1 MuRF1 mRNA

SPARC
atrogin1 Atrogin1 MuRF1

º

 (Foletta et al., 2011)
atrogin1 MuRF1

atrogin1
MyoD Myogenin longation initiator factor substrate 

subtype 5   
(Tintignac et al., 2005; Lagirand-Cantaloube et al., 2008; Jogo et al., 2009)

MuRF1
 (Clarke et al., 2007; Cohen et al., 2009)

atrogin1 MuRF1 º

SPARC
TGFβ atrogin1
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8
 (Nishijo et al., 2009)

SPARC
siRNA 2

10

 
 

SPARC TGFβ
atrogin1

α α

SPARC
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PCR A)、 ン B によ SPARC の を した。

n  3。  p  0.0 。 

(C)SPARC に する 。Scale ar  100 μm。
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を PCR によ した。n  3。  p  0.0 。
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Fig. 1- 　SPARC による T F および T F の

A TA の siR A 2 における T F 、T F および Myostatin の

R A を PCR によ した。n  3。

B TA の siR A 2 、p3 および Smad3 のリン の を

ン によ した。 n  3。  p  0.0 。
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SPARC  
SPARC  
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SPARC

 (Mauro, 1961; Joe et al., 2010; Uezumi et al., 
2010)

SPARC
 (Jørgensen et al., 2009)

 (Cho et al., 
2000; Motamed et al., 2003)

SPARC
SPARC

 (Nie & Sage, 2009a; 2009b) SPARC
SPARC

SPARC SPARC

 
 
SPARC integrin α5 (itga5)  

(Nie et al., 2008) integrin ECM
ECM Integrin

integrin
 

(Caswell et al., 2009) integrin

 (pinocytosis) 
 (Conner & Schmid, 2003)

 (macropinocytosis) clathrin caveolin
clathrin caveolin
Integrin macropinocytosis  (Gu et al., 2011)
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clathrin  (Ezratty et al., 2009) caveolin
 (Caswell & Norman, 

2006) integrin
 (Du et al., 2011)  

 
 (young)  (old) 

 (Skeletal muscle derived progenitor cells, Skm-PCs) 
Skm-PCs SPARC SPARC

SPARC itga5 itga5
SPARC

integrin SPARC
SPARC
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4 5 21

Wistar-Imamichi  ( ) 
 

23 1	 C 60% 12 12
7:00-19:00  ( MR

) 
 

 
Skm-PCs  

CO2 70% 
5 PBS

10 cm  
(BD Falcon NJ USA) 

10-12.5 g  (Sigma
1.25 mg/ml) 30 ml PBS

3,000 rpm 3 37	 C PBS
1,000 rpm Skm-PCs

10 8 5 3
3,000 rpm 3 10% 

 (FBS Invitrogen) 50 Unit/ml 50 µg/ml
50 µg/ml  (Invitrogen) DMEM (Invitrogen

) Cell strainer (BD Falcon) 
 

Skm-PCs poly-L-lysine human plasma fibronectin 
(Invitrogen) 24-well 48-well  (IWAKI ) 

1 well 0.5 g 0.25 g
37	 C 5% CO2-95% 

24 2 3
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poly-L-lysine 5
3 0.001% human 

plasma fibronectin DMEM 30
 

 
Skm-PCs  

Skm-PCs Skm-PCs
24  ( 1 µg/ml) DEX ( 0.1 

µg/ml) IBMX ( 27.8 µg/ml) Troglitazone ( 10 µM
)  (ADM) 48

Troglitazone 48
2 DEX IBMX

1 mg/ml (0.1N HCl) DEX 0.1 mg/ml ( )
IBMX 27.8 mg/ml (DMSO) -20	 C

2%  (horse serum, HS) 50 Unit/ml
50 µg/ml 50 µg/ml DMEM

2 3
1 2 3

2  
 
siRNA short interference RNA  

siRNA  
SPARC (Sigma 3 siRNA ) 

#1: 5’-gccacaagctccacctggatt-3’ 
#2: 5’-gugugaagaagauccacgatt-3’ 
#3: 5’-ccugugaccuagacaaugatt-3’ 

Itga5 (Sigma ) :  5’-gaaugaaucagaauucagatt-3’ 
Itga5 (Ambion ) #1: 5′-cauucaauuugacagcaaatt-3 

#2: 5′-acauguacccaacucuauatt-3′ 
BARS (Ambion ) #1: 5′-gcacaguggagaugccuautt-3′ 

#2: 5′ -cagcggguuugacaacauatt-3′ 
Cltc (Ambion ) #1: 5′-caacaaguccgugaacgaatt-3′ 

#2: 5′-cauugaaguugguacaccatt-3’ 
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Cav1 (Ambion ) #1: 5′-cgacgacguggucaagauutt-3′ 
#2: 5′-cgcuugcugucuaccaucutt-3′ 

Rab7 (Ambion ) #1: 5′-agaaguucaguaaccaguatt-3′ 
#2: 5′-cagacuuucugaccaaggatt-3′ 

siRNA 50 nM
Scrambled siRNA (Invitorgen ) Negative control (Ambion

) Skm-PCs 2  (Myogenin
) 

Lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen CA
USA) siRNA siRNA
48 RNA

 
 
SPARC  

SPARC SPARC siRNA
SPARC (120-36 Peprotech NJ USA)

BSA SPARC Alexa  
(Invitrogen)

SPARC SDS-PAGE Oriole  (BioRad) 
 

 
Oil Red O  

Oil Red O  (Sigma)  ( ) 
0.5% (w/v) Oil Red O

 (Oil Red O :  = 3 : 2) 0.20 µm
 (Corning NY USA; 431222) 0.3% Oil Red 

O 4% PFA/PBS 15 PBS
3 Oil Red O 7 PBS 3

1 well 5
Photoshop (Adobe Systems Incorporated CA USA) 
ImageJ (ver1.41 National Institutes of Health: NIH MD USA) 
Oil Red O  
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Pax7  (1:100

Developmental Studies Hybridoma Bank: DSHB IA USA) MyoD
 (1:100 A5.8 Novocastra Newcastle upon Tyne UK)

myogenin  (1:100 F5D DSHB)
 (1:200 MF20 DSHB) SPARCº

 (1:100 R&D sytems) itga5
 (1:1000 Millipore MA USA) Cltc  (1:100

D3C6 Cell signaling) Rab5  (1:100 C8B1
Cell signaling) Rab7  (1:100 D95F2 Cell 
signaling) Rab11  (1:50 D4F5 Cell signaling)

C/EBPα  (1:200 Santa Cruz) PPARγ
 (1:200 Santa Cruz) Perilipin

 (1:500 D1D8 Cell signaling) 
Invitrogen Alexa Fluor® º IgG º

IgG º º IgG
IgG IgG

Hoechst 33258 dye Triton-X 
(Sigma)  

1 well 5 Photoshop
Hoechst

ImageJ (NIH ver1.4.3) 1
Photoshop 1

ImageJ SPARC
Zeiss LSM510 system (Carl Zeiss 

Jena GmbH  Jena  Germany)  
 
RNA  

24-well Skm-PCs 500 µl TRIzol reagent 
Invitrogen CA USA 1 ml TRIzol reagent

± 200 µl 4	 C 15,000 rpm 15
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10
4	 C 15,000 rpm 15 70% 

1 l 15,000 rpm 10
10 50 µl DEPC RNA

RNA GeneQuant GE Healthcare UK  
 

Reverse transcription reaction: RT  
65	 C 15

 
Total RNA (1-2 mg)  5 µl 
Oligo dT (Invitrogen)  1 µl 
Total Volume   6 µl 

42	 C 60  
Total RNA  Primer     6 µl 
dNTP (2 mM, Applied biosystems)   5 µl 
5  RT buffer      4 µl 
0.1 M DTT      2 µl 
Super Script-  (Invitrogen)   1 µl 
RNase Inhibitor     2 µl 
Total Volume    20 µl 
 

94	 C 5  
 

RT-PCR 
cDNA Light Cycler 2 (Roche

Switzerland) PCR
hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase 

(HPRT) qPCR forward reverse
 

SPARC: 5′-aggtgcagaggaaactgtcg-3′ 5′-gtttgcagtgatggttctgg-3′  
HPRT: 5′-gaccggttctgtcatgtcg-3′  5′-acctggttcatcatcactaatcac -3′  
Itga5: 5′-gcaccattcaatttgacagc-3′  5′-ttgtactccacaggttcctcac-3′  
Itgb1: 5′-atcatgcaggttgcagtttg-3′  5′-cgtggaaaacaccagcagt-3′ 
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BARS:  5′- gctcgcacttgctcaaca-3′  5′-ctccaaccaaagctctcagg-3′ 
Cltc: 5′- cgaatcctgaacaacctct-3′  5′-catctattgatgttcgcagagc-3′ 
Cav1: 5′- aacgacgacgtggtcaaga-3′  5′-cacagtgaaggtggtgaagc-3′  
Rab7: 5′- ggaggccatcaatgtgga-3′  5′-cagctccacttccgtttcc-3′ 
 

cDNA 100 PCR
cDNA 10 100 1000 3

Milli-Q  (Millipore) 
cDNA  

100 cDNA 5 µM THUNDERBIRDTM 
probe® qPCR Mix  
 

cDNA  5 µl 
  3.8 µl 

Forward Primer  0.5 µl 
Reverse Primer  0.5 µl 
Probe   0.2 µl 
probe qPCR Mix  10 µl 
Total Volume  20 µl 
 

THUNDERBIRDTM SYBER® qPCR Mix (
) HPRT qPCR

 
 
Skm-PCs  

2 3 siRNA 48 Skm-PCs
 15,000 rpm 5

SDS
 (SDS-PAGE) Coomasie 

brilliant blue (CBB) β−actin
SPARC
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 (1:1,000) Cltc  (1:1,000)
Rab7  (1:1,000) PBS-T 4	 C

PBS-T 10 3 1% /PBS-T
10,000 HRP IgG  (Southern Biotechnology 

Associates AL USA) HRP IgG  (Jackson Immuno 
Research Laboratories ME USA) Biotin

º IgG VECTASTAIN ABC kit (Vector 
Laboratories) HRP PBS-T 3 ECL 
Western blotting analysis system X

 (GE Healthcare UK) SRX-101
(

) 
ChemiDoc XRS+  (Bio-Rad) 
ImageLab

 
 

 
Unpaired 

Student’s t-test 3 ANOVA
Tukey-Kramer’s test 5%
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SPARC  
 

 
 

Skm-PCs SPARC  
Skm-PCs SPARC

SPARC
MyoD

C/EBPα SPARC MyoD
C/EBPα SPARC  (Fig. 2-1-1)

Oil Red O SPARC
MHC SPARC

Skm-PCs SPARC
 

 Skm-PCs SPARC Skm-PCs
Skm-PCs

Skm-PCs SPARC
qPCR (Fig. 2-1-2A)  (Fig. 2-1-2B) 

SPARC
 (Fig. 2-1-2C)

Skm-PCs Skm-PCs
Skm-PCs SPARC

 
 

Skm-PCs siSPARC  
SPARC

Skm-PCs
Skm-PCs

SPARC
Skm-PCs
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SPARC siRNA (siSPARC) 
mRNA
Skm-PCs siSPARC  (Fig. 
2-1-3)  

Skm-PCs siRNA
SPARC  (Fig. 2-1-4)

Skm-PCs SPARC
Skm-PCs  

SPARC
SPARC

Myogenin MHC
 (Fig. 2-1-5)  

siSPARC SPARC SPARC
SPARC

 (Fig. 2-1-6) Skm-PCs
SPARC

Skm-PCs SPARC
Skm-PCs SPARC

 
 
SPARC integrin  

SPARC integrin
 (Nie et al., 2008) SPARC integrin α5 

(itga5) integrin β1 (itgb1) SPARC
integrin β1

integrin-linked kinase (ILK)  (Nie & 
Sage, 2009) Skm-PCs SPARC itga5

itga5 Skm-PCs
SPARC  mRNA

qPCR Skm-PCs itga5
50  (Fig. 
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2-1-7A) itga5 Skm-PCs
 (Fig. 2-1-7B C)  

Skm-PCs SPARC itga5
Skm-PCs  itga5 siRNA (si-itga5) 

qPCR
50  (Fig. 2-1-8A B) Skm-PCs

si-itga5 siSPARC
SPARC

si-itga5 siSPARC si-itga5
Oil Red O MHC

 (Fig. 2-1-8C D) itga5 si-itga5 
SPARC SPARC

itga5
Fig. 2-1-6

 (Fig. 2-1-8E F)
itga5 SPARC

SPARC
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Skm-PCs SPARC

 
 

SPARC melanoma
SPARC

SPARC  (Haber et al., 
2008) SPARC collagen

SPARC

integrin SPARC  (Nie et al., 2008)
integrin SPARC SPARC

Integrin integrin α5β1
 (Blaschuk & Holland, 

1994) SPARC integrin α5 β1 SPARC
α6  (Nie et al., 2008)

integrin β1 α integrin α5β1
SPARC

Skm-PCs SPARC integrin α5β1
SPARC

integrin α5β1 Skm-PCs
itga5

mRNA integrin α5β1
 (Hu et al., 1996)

Skm-PCs SPARC
itga5
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SPARC
itga5 Itga5 SPARC

stabillin-1 SPARC
SPARC

(Kzhyshkowska et al., 2006)
 (Kzhyshkowska, 2010) Skm-PCs

SPARC stabilin-1
× endoglin TGFβ

Skm-PCs
SPARC VCAM-1

 (Kelly et al., 2007)
VCAM-1 C2C12
VCAM-1

 (Rosen et al., 1992)
VCAM-1  (Yin et al., 

2013) Skm-PCs
VCAM-1 SPARC Skm-PCs

SPARC
 

 
SPARC

20 µg/ml SPARC FGF
 (heparan sulfate proteoglycan, HSPG) 

ECM  
(bone morphogenetic protein, BMP) Wnt

 (Clark, 2008; Dityatev et al., 2010) Rentz
SPARC ECM collagen

SPARC collagen SPARC
collagen  (Rentz et al., 2007)

Skm-PCs SPARC
Skm-PCs ECM ECM
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SPARC
ECM Skm-PCs

SPARC
SPARC

 
 

SPARC Skm-PCs itga5
SPARC

Skm-PCs SPARC
Skm-PCs

 
 

itga5 SPARC
SPARC  
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Fig. 2-0　 、 Skm-PCs における 能

および よ Skm-PCs を し、 Oil Red O に

よ 能を した。 の が Oil Red O で、それを したものが

の フで る。Scale ar  00 μm。n  3。  p  0.0 。
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SPARC/Hoechst

SPARC/Hoechst

SPARC/Hoechst

SPARC/Hoechst

MyoD/Hoechst

MHC/Hoechst

C/EBP /Hoechst

Oil Red O/Hoechst

  1
0 

%
 F

B
S

 
  2

 %
 H

S
 

  A
D

M
 

Fig. 2-1-1　Skm-PCsにおけるSPARCの

Skm-PCs において 、 および (A M)

において SPARC の を によ した。 は に で示した

ー ー Myo 、MHC るいは ー ー (C/ BP 、Oil Red O) 性

を、 は 性 を示す。Scale ar  100 μm。
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Fig. 2-1-2　 および Skm-PCs におけるSPARC の

および Skm-PCs において SPARC の を PCR(A)、 ン (B)

および  (C) によ した。Scale ar  100 μm。A  n  、B、C  n  3。

53



B)

A)
S
PA
R
C

/H
pr
t

-actin 

SPARC 
Young Old 

siSPARC Control siSPARC Control 

S
PA

R
C

/
-a

ct
in

 

0 

0.5 

1 

1.5 

Control siSPARC 

Old 
*

0 

0.5 

1 

1.5 

Control siSPARC 

Young 
*

0 

0.5 

1 

1.5 

Control siSPARC 

*
Young 
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1.5 

Control siSPARC 

*
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Fig. 2-1-3　 および Skm-PCsにおける

siR AによるSPARC

および Skm-PCs において SPARC に する siR A 2 に

SPARC の を PCR(A) および ン (B) によ した。

A  n  、B  n  3。  p  0.0 。
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siSPARC Control siSPARC Control 

Fig. 2-1- 　 および Skm-PCsにおける

SPARC の 能の

および Skm-PCs において siR A によ 性の SPARC の を した の

能を Oil Red O 性 (A) および C/ BP 性 (B) によ した。 は

C/ BP 性 を示す。Scale ar  200 (A)、100 (B) μm。n  。  p  0.0 。
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Fig. 2-1- 　 および Skm-PCsにおける

SPARC の 能の

および Skm-PCs において siR A によ 性の SPARC の を した の

能を Myogenin(A) および MHC(B) 性 によ した。 は Myogenin るいは

MHC 性 を示す。Scale ar  100 μm。 n  。  p  0.0 。
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Fig. 2-1- 　 Skm-PCsにおけるSPARCに する 性

および Skm-PCs において siR A によ 性の SPARC の を した 、

中にリ ン ン SPARC を した の 能 (A) および 能 (B) を した。

n  3。  p  0.0 。
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Fig. 2-1- 　 および Skm-PCs における

integrin の

(A)Integrin  (itga ) および integrin 1(itg 1) の を PCR によ および

Skm-PCs で した。(itga  yo ng  n  , old  n  , itg 1  n  )。

 p  0.0 。 によ itga の を および Skm-PCs で

した。(B) がその で、それを した フを (C) に示した。 が itga

を、 が を示す。Scale ar  100 μm。n  3。  p  0.0 。
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Fig. 2-1- 　SPARC の における integrin の

Skm-PCsにおいて itga に する siR Aを PCR (A)および (B)によ

その を した。n  3。  p  0.0 。 tga および SPARCに する siR Aを 、

能 (C)および 能 ( )を した。同 に はない。 itga および SPARC

に する siR Aを 、 中に SPARC ン を し、 のと の 能 ( )および

能 (F)を した。n  3。  p  0.0 。

si-itga5 si-itga5 
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SPARC SPARC
 

 
 

 
Skm-PCs SPARC  

SPARC itga5
	 Integrin ECM ECM

integrin

 (Du et al., 2011)	 SPARC itga5 SPARC
Skm-PCs itga5 SPARC

	  
Skm-PCs SPARC

Alexa SPARC (Alexa-SPARC)  (Fig. 
2-2-1)	 Alexa-SPARC Skm-PCs

 (Fig. 2-2-1A)	 Skm-PCs
SPARC

	 Alexa-SPARC
Alexa-SPARC
 (permeabilized) 

 (non-permeabilized) SPARC
 (Fig. 2-2-1B)	 

Alexa-SPARC SPARC
Alexa-SPARC SPARC

	  (Fig. 
2-2-1C) Skm-PCs SPARC

	  
SPARC SPARC

Alexa-SPARC SPARC SPARC
SPARC  (Fig. 2-2-2)	 

SPARC 4 SPARC
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	 Skm-PCs SPARC SPARC
	  

SPARC
Skm-PCs Alexa-SPARC  (Fig. 

2-2-3)	 Skm-PCs SPARC
	 SPARC

SPARC
	  

 
SPARC itga5  

SPARC SPARC
itga5 Alexa-SPARC itga5

 (Fig. 2-2-4)	 
SPARC itga5 	 SPARC

itga5 itga5 siRNA
SPARC  (Fig. 2-2-5)	 itga5

siRNA (si-itga5) qPCR
mRNA (Fig. 2-2-5B)  (Fig. 2-2-5A,C)

si-itga5 itga5 	 SPARC
si-itga5  (Fig. 2-2-5D)	 

si-itga5 itga5 SPARC
 (Fig. 2-2-5E)	 SPARC itga5

	  
 
Clathrin SPARC  

Integrin macropinocytosis (Gu et al., 
2011) clathrin  (Ezratty et al., 2009) caveolin

 (Caswell & Norman, 2006)	 SPARC
macropinocytosis

brefeldinA-ADP ribosylated substrate (BARS  

Liberali et al., 2008; Haga et al., 2009; Gu et al., 2011) clathrin heavy 
chain (Cltc) caveolin1 (Cav1) siRNA
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SPARC  (Fig. 2-2-6)	 siRNA qPCR
 (Fig. 2-2-6A) Alexa-SPARC

BARS Cav1
Cltc SPARC  (Fig. 2-2-6B
C)	 SPARC Clathrin

Skm-PCs 	  

 
SPARC Rab7  

SPARC
Rab5

Rab7 Rab11
 (Fig. 2-2-7)	 Rab5 (Fig. 2-2-7A) Rab11 

(Fig. 2-2-7C) Rab7 SPARC (Fig. 
2-2-7B)	 SPARC
Alexa-SPARC 2 SPARC Rab5 Rab7
12 Rab7  (Fig. 
2-2-7D)	  (Fig. 2-2-8)
Skm-PCs SPARC Rab7

	  
 

SPARC SPARC  
SPARC SPARC

MyoD
Skm-PCs

SPARC  (Fig. 2-2-9)	 
Skm-PCs MyoD

 (Takegahara et al., 
2014)	 MyoD Skm-PCs

SPARC MyoD
SPARC 	 

SPARC
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SPARC Cltc Rab7
Skm-PCs  (Fig. 2-2-10)	 

Cltc Skm-PCs
 (Fig. 2-2-10A) Rab7 Skm-PCs

	 Cltc Rab7
MyoD

 (Fig. 2-2-11)	 Skm-PCs MyoD
Cltc Rab7

SPARC
	  

SPARC SPARC
SPARC
	 SPARC SPARC

Cltc Rab7 Skm-PCs
siRNA Cltc Rab7 SPARC

	 Cltc Rab7 siRNA
Cltc Rab7

mRNA siRNA  (Fig. 
2-2-12)	 Cltc siRNA SPARC

 (10 µg/ml) SPARC
Cltc

 (Fig. 2-2-13)	 Rab7 SPARC
 (Fig. 2-2-14)	 

SPARC Cltc Rab7
Cltc Rab7 SPARC
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SPARC Skm-PCs
SPARC

	 Skm-PCs
itga5 SPARC

Skm-PCs MyoD
	 SPARC

SPARC
	 MyoD SPARC

Clathrin Rab7
MyoD SPARC

SPARC SPARC
	  

 
itga5 SPARC Skm-PCs
	 SPARC

stabilin-1
 (Kzhyshkowska et al., 2006)	 
SPARC

SPARC Rab7
	 

SPARC ECM collagen vitronectin
itga5 fibronectin

SPARC ECM  (Chlenski et 
al., 2011)	 SPARC SPARC

	 SPARC
SPARC SPARC

	  
 

Clathrin  (epidermal growth factor, EGF) Wnt
 (Disanza et al., 
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2009) 	 Wnt3a clathrin
Wnt

 (Blitzer & Nusse, 2006)	 
clathrin Dynamin
EGF  (Sousa et al., 2012)	 EGF

clathrin EGF EGF
	 SPARC

clathrin
SPARC EGF

	 Clathrin integrin clathrin
itga5  

(Moravac et al., 2012)	 Skm-PCs clathrin
SPARC

itga5 SPARC
	  

Rab7 SPARC Rab7 SPARC
	 

Dominant-negative Rab7 Rab7
 (Feng et 

al., 1995; Press et al., 1998) Rab7
 (Bucci et al., 2000)	 

 (membrane type matrix metalloproteinase, MT-MMP) 1
Rab7  

(Williams & Coppolino, 2011)	 MT-MMP1 itga5
MT-MMP1

	 Rab7

	 itga5 Rab7
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Fig. 2-2-15 	 SPARC
Skm-PCs itga5

SPARC itga5 Clathrin
SPARC

	 Rab7 SPARC itga5
SPARC 	 

Skm-PCs itga5 Clathrin
SPARC

	 Rab7 itga5
SPARC 	 

SPARC SPARC
SPARC

SPARC
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Fig. 2-2-1　Skm-PCs における SPARC の

(A) Skm-PCs において した BSA な びに SPARC を 中に 、

2 、 、 2 に を した。Scale bar = 50 μm。

(B) Skm-PCs において した SPARC を 中に 、 の の

の において SPARC に する による 性を た。Scale bar = 50 μm。

(C) Skm-PCs において した SPARC を 中に 、 の

で SPARC に する を い、 によ を した。 

Scale bar = 40 μm。
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Fig. 2-2-2　 SPARC による SPARC の

Skm-PCs において した SPARC を 中に した 、

同 に SPARC を したと の した SPARC の を た。

Scale ar  0 μm。n  10 cells。同 に はない。
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Fig. 2-2-3　 および Skm-PCs における SPARC の

および Skm-PCs において した SPARC を 中に し、

SPARC の を した。Scale ar  0 μm。n  3。*  p  0.0 。
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Alexa-SPARC MergedAnti-itga5

Fig. 2-2- 　SPARC における integrin の

Skm-PCs において した SPARC を 中に した 、

integrin  (itga ) に する を い、 を た。
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Fig. 2-2- 　 ntegrin を介した SPARC の

Skm-PCsにおいて itga に する siR Aを し、その の を  (A、C) 

および PCR (B)によ した。 を (A)に、それを した フを (C)に示す。

n  3。  p  0.01。Scale ar  0 μm。

( ) Skm-PCsにおいて itga に する siR Aを した 、 した SPARCを 中に

し、SPARCの を た。 は SPARC を 示す を、 は 示す を表す。

n  10 cells。  p  0.01。 Scale ar  0 μm。

( ) Skm-PCsにおいて した SPARCを 中に し、itga に する を い、

によ を した。Scale ar  20 μm。
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Fig. 2-2- 　SPARC ンド イ ー の

(A) Skm-PCs において BARS、clathrin (Cltc)、caveolin1 (Cav1) に する siR A を

した のそれ れの R A を PCR によ した。n  3。  p  0.01。

(B) Skm-PCs において BARS、clathrin (Cltc)、caveolin1 (Cav1) に する siR A を

した 、 した SPARC を 中に し、SPARC の を した。 がその

で、それを した フを に示す。n  10 cells。同 に はない。
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Fig. 2-2- 　 の SPARC が する ンド ー の同

Skm-PCs において で した SPARC を 、 ンド ー ー ーで る

Ra  (A) 、Ra  (B) 、Ra 11 (C) に する を いた を た。 Scale ar  0 μm。

( ) 各 ンド ー ー ーと SPARC との が する を した フ。

n  10 cells。同 に はない。
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SPARC Rab5 Merged

2 
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12
 h

SPARC Rab7 Merged

2 
h

12
 h

SPARC Rab11 Merged

2 
h

12
 h

B)

A)

C)

Fig. 2-2- 　 による各 ンド ー ー ーと

SPARC との

Skm-PCs において で した SPARC を 、 ンド ー ー ーで る

Ra  (A) 、Ra  (B) 、Ra 11 (C) に する を いた を い、 によ

を した。 Scale ar  20 μm。
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および Skm-PCs において を い、Myo 性な びに 性 における

SPARC を によ した。 にその を、 にそれを した フを示す。

は Myo 性 を、 は Myo 性 を示す。Scale ar  100 μm。n  10 cells。

 p  0.0 、  p  0.01。

Fig. 2-2- 　 および Skm-PC における

Myo 性 / 性 における SPARC の
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Fig. 2-2-10　 および Skm-PC における

clathrin な びに Ra の

および Skm-PCs において Cltc(A) な びに Ra (B) の を

ン によ した。n  3。  p  0.0 。
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Fig. 2-2-11　 および Skm-PC における

Myo 性 / 性 における clathrin な びに Ra の

および Skm-PCsにおいて を い、Myo 性な びに Myo 性 における

Cltc (A)な びに Ra (B)の を によ した。 は Myo 性 を、

は Myo 性 を示す。 Scale ar  100 μm。n  10 cells。  p  0.0 、  p  0.01。
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Fig. 2-2-12　Clathrin な びに Ra に する siR A の

(A) Skm-PCs において Cltc に する siR A を し、その の を ン

によ した。n  3。　  p  0.0 。

Skm-PCs において Ra に する siR A を し、その の を PCR (B) およ

び ン (C) によ した。n  3。  p  0.0 、  p  0.01。
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Fig. 2-2-13　SPARC の における clathrin の

Skm-PCsにおいてCltcに するsiR Aを , 中にSPARCを し, ー ー

を いた によ その の 能を した。そのと の  (A)と、PPAR 性

(B)およびPerilipin 性  (C)を した フを示した。同 に はない。

Scale ar  100 μm。
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Fig. 2-2-1 　SPARC の における Ra の

Skm-PCsにおいてRa に するsiR Aを , 中にSPARCを し, ー ー

を いた によ そのと の 能を した。そのと の  (A)と、PPAR 性

(B)およびPerilipin 性  (C)を した フを示した。n  3。同 に はない。

Scale ar  100 μm。
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Young Old

adipogenesis
Rab7

clathrin
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Fig. 2-2-1 　SPARC の における の とその 性

Skm-PCsにおいて、 表 のitga と したSPARCは を し、

いてClathrinによ と れる とで、その が れる。その 、Ra が

SPARCとともに れたitga を 表 とリ イ する とで、SPARC の 性を

る。 、 のSkm-PCsでは itga の が する とに 、Clathrinによる

が する とで、 表 でのSPARCの が する。 にRa の

が する とで、itga のリ イ が し、SPARC の 性 が に れない 能性

が考 れる。
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Dystrophin X 220 79 exon
Dmd 427kDa

 (Koenig et al., 1988) Dystrophin

Dmd Dystrophin
 (DMD) 

DMD 3000 1

 (Kinali et al., 2011) DMD

Dystrophin
DMD (Anderson et al., 

2002; Sekiguchi et al., 2009)  
 

DMD DMD
 (Vanizof et al., 2008)

DMD mdx canine 
X-linked muscular dystrophy (cxmd) mdx

cxmd
 (Nowak et al., 2004; Beytía Mde et al., 2012)

DMD 20
DMD

 (Banks et al., 2009; Nakamura et al., 2011)
mdx

DMD
cxmd

DMD
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 (Jachob et al., 1999)

 (Abbott et al., 2004)
 

(Abbott et al., 2004) ES

zinc finger nuclease (ZFN) 

 (Geurts et al., 2009)
transcription activator-like effecter 

nuclease (TALEN) 
 (Tesson et al., 2011) TALEN

clustered regularly interspaced short 
palindromic repeats (CRISPR) CRISPR associated nuclease (Cas) 9

RNA CRISPR/Cas
 (Mali et al., 2013; Wang et al., 2013) CRISPR/Cas

protospacer adjacent motif (PAM) 20
100 short guide RNA 

(gRNA) Cas9

100 F0 ×  
(Fujii et al., 2013) CRISPR/Cas

 (Li et al., 2013) CRISPR/Cas Dmd
mdx cxmd

DMD  
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SPARC 43kDa
SPARC

SPARC  
(Petersson et al., 2013) DMD SPARC

DMD SPARC
 (Jørgensen et al., 2009)
SPARC DMD

SPARC DMD  
 

DMD SPARC
CRISPR/Cas Dmd

DMD
SPARC
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Wistar-Imamichi  ( ) 
23 1	 C 60% 12 12  ( 7:00-19:00) 

 ( MR ) 

 
 
CRISPR/Cas Dmd  

Cas9 mRNA    
 (Fujii et al., 2013) rat Dmd exon3 16

sparc exon7 gRNA  
(Fujii et al., 2013) 5 Wistar-Imamichi  (25 
IU ) 48  (

) Wistar-Imamichi  (
) 20

M2  (Sigma) 
 ( ) Cas9 mRNA 

(10 µg/ml) gRNA (10 µg/ml) M16 1
8 Wistar-Imamichi

1 10
 

 
PCR 

1-2 mm
180 µl 50 mM NaOH 95 10  20 µl

1 M Tris-HCl (pH 8.0) 1-2 µl KOD FX
KOD FX Neo ( ) PCR  
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94	 C  2  
94	 C 10  
58	 C 20      45  
68	 C 1 / kb 

 
PCR Table 3  
PCR ±

FastGene Gel/PCR Extraction Kit ( ) 
PCR PCR BigDye (v3.1 Applied 

Biosystems) TA
FastGene Plasmid Mini Kit ( ) BigDye

ABI 3130xl 
(Applied Biosystems)  
 
RNA  

TA TRIzol reagent (Invitrogen) º

 (Shake Master ± ) 
4	 C 15,000 rpm 15

ml TRIzol reagent º  ( ) 200 µl
4	 C 15,000 rpm 15

10 4	 C 15,000 rpm 15
70% 1 ml 15,000 rpm

10 10 50 µl DEPC
RNA RNA GeneQuant  (GE 

Healthcare UK)  
 

 (Reverse transcription reaction: RT) 
65	 C 15

 
Total RNA (1-2 µg)  5 µl 
Oligo dT (Invitrogen)  1 µl 
Total Volume   6 µl 
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42	 C 60  
Total RNA  Primer     6 µl 
dNTP (2 mM, Applied biosystems)   5 µl 
5  RT buffer      4 µl 
0.1 M DTT      2 µl 
Super Script-  (Invitrogen)   1 µl 
RNase Inhibitor     2 µl 
Total Volume    20 µl 

94	 C 5  
 
qRT-PCR 

cDNA Light Cycler 2 (Roche
Switzerland) qPCR

hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase (HPRT) 
qPCR forward reverse

 
SPARC: 5′-aggtgcagaggaaactgtcg-3′ 5′-gtttgcagtgatggttctgg-3′  
HPRT: 5′-gaccggttctgtcatgtcg-3′  5′-acctggttcatcatcactaatcac -3′  
 

 
TA O.C.T  (Tissue-Tek  Sakura Finetek U.S.A  

CA  USA)  (MICROM International GmbH Walldolf
Germany) 7 8 µm

MAS  (
) -80  

 
 

1.5ml  (Beckman 
Coulter CA USA) 50 100 µl ± 45,000 
rpm 30

SDS
 (SDS-PAGE) Coomasie brilliant blue CBB
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β−actin
BIO-RAD CA

USA 45V
PVDF  (Millipore) 

5% /PBS-T (0.1% Tween20 /PBS) 
PBS T SPARC

 (1:2,000 R&D systems MN USA) 4,000
α-tubulin  (1:4,000 Sigma) Dystrophin

 (1:1,000 Santa cruz) Dystrophin
 (1:100 Dys1 Dys2 Novocastra) Perilipin
 (1:1,000 Cell signaling Technology) 4	 C

PBS-T 10
3 1% /PBS-T 10,000

HRP IgG  (Southern Biotechnology Associates)
HRP IgG  (Jackson Immuno Research Laboratories) 

Biotin IgG  (Vector Laboratories CA USA) 
Biotin IgG

VECTASTAIN ABC kit (Vector Laboratories) HRP
PBS-T 3 ECL Western blotting analysis system

ChemiDoc XRS+  (Bio-Rad) 
 

 
 

4% º  (PFA) 
 (Phosphate Buffered-Saline; PBS) 15

PBS 3 5%  (NGS) PBS
PBS 100 Dystrophin

 (Santa Cruz) Dystrophin  
(Dys1 Dys2 Novocastra) embryonic myosin heavy chain

 (F1.652 DSHB) laminin  (Sigma)
β-dystroglycan α-sarcoglycan

nNOS  (
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) SPARC
 (R&D systems) 500 Perilipin

 (Cell signaling Technology) 4
Invitrogen Alexa Fluor®  IgG

IgG NGS ±

 (DS) 5 DS/PBS ± IgG ±

IgG ± IgG
laminin 1 3

Photoshop 2 ImageJ
minimal Feret’s  
 
 

 

10 cm 40 cm 15 mm
75 cm

 
 
Creatine kinase  

Creatine kinase F1
 ( )  

 
 

2 Unpaired 
Student’s t-test Wilcoxon rank sum test 

5%  
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CRISPR/Cas rat Dmd  

Dmd Dmd exon 3
16 gRNA F0

Table 1 Fig. 3-1 Exon3 (target1) 
exon16 (target2)  

(indel) CRISPR/Cas
gRNA

 (Fu et al., 2013; Fujii et al., 2013; Mali et al., 
2013) gRNA 2

3
 (Table 2)

target1 8 1 10 4
Target2 3

 (TA)  (Fig. 3-2A)
F0

TA
 (Fig. 3-2B C) 1 4
Cas9 CRISPR/Cas

2 gRNA
long deletion  (Fujii et al., 2013) target1

target2 300 kb 1 long 
deletion  (Fig. 3-3) CRISPR/Cas 30

 
Dmd TA Dystrophin mRNA

exon3 16 mRNA
mRNA  

(Fig. 3-4A) Dystrophin
Dmd
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Dystrophin ±  (Fig. 3-4B)

Dmd  (Fig. 3-4C Fig. 3-5)
CRISPR/Cas Dmd Dystrophin

 
Fig. 3-1 #6 #7 3

in-frame Dystrophin
Dystrophin  (Dys1

Dys2) Dys1 rod domain
Dystrophin Dys2 Dystrophin C

Dys2 Dmd Dystrophin
 (Fig. 3-6A) Dys1 #6 #7

Dystrophin  (Fig. 3-6B) Dys2
in-frame

Dystrophin  
(Fig. 3-6C) in-frame
Dystrophin  

 
Dmd  

Dmd DMD
Dmd 13

 (Fig. 3-7A) Dmd  (Fig. 3-7B) TA (Fig. 
3-7C) 
Dystrophin

 (soleus muscle, SOL)  (Fig. 3-7D)
DMD SOL TA

TA
Dmd TA

 (Fig. 3-8A) Dmd
 (Fig. 3-8B)

Masson’s trichrome Dmd
 (Fig. 3-9A)
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in-frame
out-of-frame  (Fig. 
3-9B) embryonic myosin heavy chain (eMHC) 

Dmd
eMHC  (Fig. 3-10)
Perilipin

Perilipin ±

Perilipin Oil red O  (Fig. 3-11B)
Perilipin Oil Red O

Dmd
 (Fig. 3-12)

DMD
Dmd

Dmd  DMD

 
Masson’s 

trichrome Dmd
 (Fig. 

3-14A) Dmd  (Fig. 3-14B)
TA Dmd

 (Fig. 3-15)
Dmd DMD

 
 
CRISPR/Cas rat Dmd ×  

DMD Dmd ×

F0 F1
F0

F1  (Fig. 3-16A) 1 F1
 (Fig. 
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3-16B)  (Fig. 3-16C) SOL  (Fig. 3-16E) 
TA  (Fig. 3-16D) F1 TA F0

Dystrophin  (Fig. 3-17)
 (Fig. 3-18A) CK

 (Fig. 3-18B) F0 F1 TA
eMH  (Fig. 3-19)

Dystrophin-Glycoprotein Complex (DGC) 
β-dystroglycan α-sarcoglycan nNOS

DGC
F1 TA  (Fig. 3-20) DMD

Dmd ×

 
 
DMD SPARC  

CRISPR/Cas Dmd
DMD DMD

1 DMD
3  (Fig. 

3-21A) 10 DMD

 (Data not shown) Dmd
DMD DMD

SPARC DMD
SPARC mRNA qPCR

SPARC mRNA 1 DMD
3 10

DMD SPARC mRNA  (Fig. 
3-21B)  

SPARC
SPARC 43 kDa ± 90 kDa

±  ( Fig. 3-22B ) ±

SPARC CRISPR/Cas

94



SPARC-  (KO) SPARC
exon7 gRNA Cas9 mRNA

F0
3 exon7

exon 3  (Fig. 3-22A) F0
F1 DNA

×

SPARC  (Petersson et al., 2013)
SPARC 0.75% ±  (bupivacaine 

hydrochloride, BPVC) TA
SPARC  (Fig. 3-22B)

SPARC 43 Da ±

SPARC ± 90 kDa
±  

SPARC
out-of-frame Dmd SPARC

 (Fig. 3-23) 1 Dmd
SPARC 3

10 SPARC Dmd
qPCR

DMD DMD
SPARC
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DMD Dmd
mdx
mdx

Dmd
DMD

1 3
3

Dmd mdx
DMD

Dmd

TALEN Dmd
 (Larcher et al., 2014)

mdx
DMD

mdx DMD
Dmd  

 
Mdx mdx2cv-5cv mdx52

Dmd DMD  
(Willmann et al., 2004) Dmd

DMD
Dystrophin Dmd

 (Blake et al., 2002)
exon3 16 mdx exon23

DMD
mdx

C57BL/10 DBA/2 ±

 (Fukada et al., 2010)
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±

DMD

 
 

Dmd in-frame Dystrophin
DMD

Becker  (BMD) CRISPR/Cas9
DNA

exon3 in-frame
in-frame

Dystrophin Dys1

Dystrophin Dystorphin
in-frame

out-of-frame exon3 actin 
binding domain (ABD) Dystrophin

 (Ervasti, 2007)
BMD Dystrophin

 (Beggs et al., 
1991) ABD Dystrophin rod

Dystrophin
 (Henderson et al., 2011)

Dystrophin
in-frame Dystrophin

Dystrophin Dystrohin
DMD

BMD  
 

SPARC
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 (Jørgensen et al., 2009) 1 Dmd
SPARC mRNA

1 SPARC
3

10 Dmd
SPARC mRNA

DMD
 

(Jørgensen et al., 2009) SPARC

SPARC DMD
SPARC

SPARC DMD
DMD

SPARC
SPARC

SPARC-KO
Dmd DMD

SPARC  
 

Dmd DMD
DMD DMD
DMD SPARC DMD
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Target1

Detectable/Newborn Males Mutant Allele/Detectable Rats

Target2
Males/Newborns

Target1 Target2

10/17 8/10 9/10 8/8 7/9

  Generation efficiency of Dmd- mutated rats using CRISPR/Cas9

Double Mutated  Rats

/Newborn Males

5/10*

Ta le 1　CR SPR/Cas による md の 成

1 において、target1 と target2 の が する long deletion が れた。
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CCTGCAGGATGGGAAAGGCATCT

1.2 CCTGCAGGCTGGCCAACGCCTCC

GGAAAACTCTGCACAACCCTTGG

AGAAAAGTTTGCACAACTTTGGG

chr20: 14,437,218-14,437,240

chr14: 80,131,101-80,131,123

chr18: 41,820,912-41,820,934

chr9: 117,853,303-117,853,325

No. of Mutated F0 Male RatsSequence of Off-target 

0/10

Locus

0/101.1

2.2

2.1

0/10

0/10

1.4

1.3

1.6

CCTGCAGGATGGGAAACACCAGC

CCAGCAGGAAGGGAAACCCCTTC

CCAGCAGGAGGGGAAATGGCTCC

CCTGCAGGATGGGACACTCCACC

CCTGCAGGACTGGAAATGCCTCC1.8

1.7

chr8: 60,483,929-60,483,951 4/10

chr8: 50,757,345-50,757,367 0/10

chr6: 1,082,237-1,082,259

chr10: 57,594,822-57,594,844

chr13: 102,121,427-102,121,449 0/10

0/10

0/10

2.4

2.3

2.6

2.5

GGCTAACTTTGCACAATGTTGGG

GGTAACCTTTGCACAACGTTTGT

GGCAAACTTTGCACAACATTGGC

GGAAACCTTTGCACAAAGATGGG

chr11: 31,967,242-31,967,264

chr15: 2,132,713-2,132,735

chr1: 94,964,610-94,964,632

chr2: 260,132,982-260,133,004 0/10

0/10

0/10

0/10

1.5 CCTGCAGGCTGGGCAACGCCTTC chr2: 135,597,810-135,597,832 0/10

Ta le 2　CR SPR/Cas における フ ー
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Target 1

  Forward   Reverse

Target 2

Off-target1.2
Off-target1.1

Off-target2.2
Off-target2.1

Target 1

Target 2

5’-TCTCAGTGTACAAGTGTGACGAACA

For others

For #1, #4

5’-TACAGTTTTCCATTTCTGAAGAACC

5’-CTGTAGCCAGGAAGTAAAGCTGTGT

5’-TACATATCTTCCCAGCCAGTGATCT

5’-CATGCTCTTCCGGTAGGAGATAGTA

5’-GCATAGGACTAGGAAGACATCCAGA

Dmd mRNA

  Target

5’-GTTTTACCATGATTTGTTCCCTTGT

5’-TACAGTAGCTGAGTCAATGAGGTTG

Hprt mRNA 5’-CACAGGACTAGAACRYCTGC

Off-target2.4
Off-target2.3 5’-GGAGCGTTTCATATGTGAGATGAGAT

5’-TGGAAATGACACAGAAAGAAATGAA

Off-target2.6
Off-target2.5 5’-GGCTTAAGTGGACAATCATTCAACT

5’-GCGTGACACATATTTCTATCCTGTG

Off-target1.4
Off-target1.3 5’-TTCTTAGAAGTCTGATCCTGGCAGT

5’-GCTTCTCTCTTTACACCACCACATT

Off-target1.6 5’-ACCCTTGCACTGAGAACACATATT

Off-target1.8
Off-target1.7 5’-CTTCCTCATTACTCAGACCCAAAAA

5’-ACTCCCATACAGGTGCTATCAAGAG

For #5
For #8

5’-AGTTTCCATCAATAGCCATACCAAA
5’-TATTGATGCACACTATCTCCCTTGA
5’-ATCGAAGTGCTGAAAAGAATCTCAT
5’-AAAAGGAGAACAGGAGTTTTTGAAT

5’-AGGAGGCAAGTGAGAGATAGGATTT
5’-TATAACCATGTTTTCTCTCCCCAAA

5’-GAATACCTTTGGGTGTGACTGTATC

5’-CCCACTTCATAGATGAGAACACTGA

5’-CCTCCTATACAACCCACATGTTTCT

5’-AGGTCCCATCTCCTAGTCTCAAAGT

5’-TAACACGAGCACAGGCAATTTATTA

5’-AAAAAGGAAGGGTAAATAGCACGAC

5’-TGGCTAGTACATCAAGGTCTCTTGG

5’-AATACGACCTAGGTTAGGTGGGAAG

5’-ACTCAATTTTGACTGAAGACCAACC

5’-GCTACTTCACGTCAAATGAGTGGTA

5’-TTCTTTCGACTGCCTTCATGATATT

5’-AAAAAGGTTCTCATTCCCAAGTAGC

5’-TAAGTGGTTTCAAAACCCTAAGCTC

5’-AAACAGACGTAGCCTTCTCAGGTAA

5’-AAAGCAACACATAGACAACCTCTTC

5’-GCTGGTGAAAAGGACCTCT

Off-target1.5 5’-GTGCAATGCTGATACATAATACACAA5’-TCACCGACCTAACATGTAAATCAAA

Sparc exon7 5’-GCTTAAGGAGAAGGCCTGTTAACTC5’-GGAAGAGTCTGGATCAGAGAGACAG

Ta le 3　PCR に いた Primer の
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WT CATAGACAACCTCTTCAGTGACCTGCAGG//AATGAATATTTATATGTGGCTATATAA
#4 CATA-------------------------//--------------TGTGGCTATATAA

WT AGTGACCTGCAGGATGGGAAACGCCTCCTGGACCTCCTGGAAGGCCTGACAGGGCAAA
#6 AGTGACCTGCA---------ACGCCTCCTGGACCTCCTGGAAGGCCTGACAGGGCAAA
#7-1 AGTGACCTGC------------------TGGACCTCCTGGAAGGCCTGACAGGGCAAA

#5 GGAAAACTTTGCAC---------------------AAAAACTTGAAAAGAGTTCAGCA
#6 GGAAAACTTTGCACAACGTTGGGATAATTTAACCCAAAAACTTGAAAAGAGTTCAGCA
#7 GGAAAACTTTGCACAACGTTGGGATAATTTAACCCAAAAACTTGAAAAGAGTTCAGCA
#8 GGAAAACTTTG-------TTGGGATAATTTAACCCAAAAACTTGAAAAGAGTTCAGCA
#9-1 GGAAAACTTTGCACAACGTTGGGATAATTTAACCCAAAAACTTGAAAAGAGTTCAGCA
#9-2 GGAAAACTTTGCACAA--------------------------------GAGTTCAGCA
#9-3 GGAAAACTTTGCAGA-----TGGATAATTTAACCCAAAAACTTGAAAAGAGTTCAGCA
#10-1 GGAAAACTTTGCACA----------AATTTAACCCAAAAACTTGAAAAGAGTTCAGCA
#10-2 GGAAAACTTTGCACAAA--TGGGAT---TTAACCCAAAAACTTGAAAAGAGTTCAGCA

WT CTTATTAATTGAAAGGGTGAAAT//CAGTGACCTGCAGGATGGGAAACGCCTCCTGGA
#1 CTTATTAATTG------------//-----------------GGAAACGCCTCCTGGA

5’ 3’

Target 1

Target 2

chrX: 51,878,371-51,878,393

chrX: 52,203,342-52,203,364

-9 bp

-2 bp
-1 bp

-9 bp

-21 bp

-32 bp

-10 bp

-162 bp

-9 bp

-178 bp

-18 bp

-73 bp

+2 bp

A)

B)

WT GGAAAACTTTGCACAACGTTGGGATAATT//GTATTGGGAAATTGTGAAGAGGCAGAT
#4-1 GGAAAACTTTGCACAACG-----------//-----GGGAAATTGTGAAGAGGCAGAT
#4-2 GGAAAACTTTT----------GGATAATT//GTATTGGGAAATTGTGAAGAGGCAGAT

-186 bp

WT AGTGACCTGCAGGATGGGAAACGCCTCCTGG//TATTTCCTTCTTTCCTTTCTTCCCA
#7-2 AGTGACCT-----------------------//--------TCTTTCCTTTCTTCCCA

#9-1 AGTGACC----------------CCTCCTGGACCTCCTGGAAGGCCTGACAGGGCAAA
#9-2 AGTGACCTGC----tggaaAACGCCTCCTGGACCTCCTGGAAGGCCTGACAGGGCAAA
#10 AGTGACCTGCAggGGATGGGAAACGCCTCCTGGACCTCCTGGAAGGCCTGACAGGGCA

-9/+4 bp

WT AGTGACCTGCAGGATGGGAAACGCCTCC//TTTTCATTTTTGCATTGTCTATCATGTG
#8 AGTGACCTGCA-----------------//---------TTGCATTGTCTATCATGTG -577 bp

-16 bp

-10 bp

WT GGAAAACTTTGCACAACGTTGGGATAATTTAACCCAAAAACTTGAAAAGAGTTCAGCA
#1-1 GGAAAACTTTGCACAACGTTGGGATAATTTAACCCAAAAACTTGAAAAGAGTTCAGCA
#1-2 GGAAAACTTTGCACA--GTTGGGATAATTTAACCCAAAAACTTGAAAAGAGTTCAGCA
#1-3 GGAAAACTTTGCACAA-GTTGGGATAATTTAACCCAAAAACTTGAAAAGAGTTCAGCA

WT AGTGACCTGCAGGATGGGAAACGCCTCC//ATAATTCATATTACAATTTTCATTTTTG
#5 AGTGAC----------------------//------------ACAATTTTCATTTTTG -566 bp

-5 bp

-5 bp

-7 bp

#3-1 GGAAAACTTTG---------GGGATAATTTAACCCAAAAACTTGAAAAGAGTTCAGCA
#3-2 GGAAAACTTT---------TGGGATAATTTAACCCAAAAACTTGAAAAGAGTTCAGCA

5’ 3’

#2, #3: unsuccessful

#2: unsuccessful

Fig. 3-1　CR SPR/Cas によ した rat md の

F0 の において on3 (target1,A) および e on1  (target2, B)

の を ー ン した を示した。Target は ン で、PAM

は で示した。 は ンで、 は で示した。
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A)

B)

Tail

TA

Target 1

WT CAACCTCTTCAGTGACCTGCAGGATGGGAAACGCCTCCTGGACCTC 
#9-1 CAACCTCTTCAGTGACC----------------CCTCCTGGACCTC -16 bp
#9-2 CAACCTCTTCAGTGACCTGC----tggaaAACGCCTCCTGGACCTC -9/+5 bp

WT  CAACCTCTTCAGTGACCTGCAGGATGGGAAACGCCTCCTGGAC 
#7 tail  CAACCTCTTCAGTGACCTGC------------------TGGAC -18 bp
#7 TA  CAACCTCTTCAGTGACCTGC------------------TGGAC -18 bp

Target 1

WT  GGAAAACTTTGCACAACGTTGGGATAATTTAACCCAAAAACTT
#8 tail  GGAAAACTTTG-------TTGGGATAATTTAACCCAAAAACTT -7 bp
#8 TA  GGAAAACTTTG-------TTGGGATAATTTAACCCAAAAACTT -7 bp 

Target 2

WT CAACCTCTTCAGTGACCTGCAGGATGGGAAACGCCTCCTGGACCTC 
#9-1 CAACCTCTTCAGTGACC----------------CCTCCTGGACCTC -16 bp
#9-2 CAACCTCTTCAGTGACCTGC----tggaaAACGCCTCCTGGACCTC -9/+5 bp

Tail

TA

C)

C A A C C T C T T C A G T G A C GC
C
T G
C
C
T C
T G
C
A
T
A
G G
G
A
A A
C
C
C
G
T C
C

C A A C C T C T T C A G T G A C GC
C
T G
C
C
T C
T G
C
A
T
A
G G
G
A
A A
C
C
C
G
T C
C

Fig. 3-2　CR SPR/Cas によ れた と における

(A) および TA よ した において各 target を ー ン した 。

(B) および TA よ した における、target1 の PCR の イ

ー ン 。 の な は イ を示す。

(C) および TA よ した における target1 の TA cloning 。
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Exon 3 Exon 16
325 kb

Dmd gene

exon3
exon16PAMPAM

A)

B)
-324,981 bp

#1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 WT#8 #9 #10
Dmd KO F0

Forward primer [chrX: 51,878,006-51,878,030]

Reverse primer [chrX: 52,203,605-52,203,629]

#3

Fig. 3-3 CR SPR/Cas による rat md での long deletion

(A) on3 および on1 においての PCR 。

(B) 3 において れた ンドを ー ン した 。
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#1 #2 #3 #4 #5 #6 #7WT #8 #9 #10

Hprt

Dmd

Dmd mutated F0

Exon 3 Exon 16

Dystrophin

-tubulin
#1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 #8 #9 #10

Dmd mutated F0
WT

2kbA)

B)

D
ys

tro
ph

in
D

ys
tro

ph
in

/H
oe

ch
st

WT Dmd mutated F0 #9 C)

Fig. 3- 　 md における ystrophin の

3 の および F0 md の TA における ystrophin の を、

RT-PCR (A)、 ン  (B) および  (C) によ した。

Scale ar  100 μm。

Dmd mRNA
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Fig.3-  md TA における ystrophin を いた

および F0 md 10 の TA において ystrophin リ ー

を いて を た。Scale ar  100 μm。
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
F0WT

Dystrophin

(Dys2)

CBB staining (loading control)

D
ys

tro
ph

in
/H

oe
ch

st
D

ys
tro

ph
in

 (D
ys

2)

#1 #6WT #3

A) B)

C)

Fig. 3-  ystrophin ys1 および ys2 による md での

ystrophin ン の

および F0 md 10 の TA において ys2 (A) および ys1 (B)

を いた ン 。 oading control として CBB を示した。

(C) ys2 による F0 md TA における 。
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Heart TA SOL

0.4

%
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0
WT F0

0.2

0.1

0
WT F0

0.04

0.02

0 WT F0

B) C) D)
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weeks

0

B
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t (
g)

* *

F0
WT

A)

Fig. 3- 　 md における の な びに各 の

(A) および F0 md の の を フ した。

および F0 md の (B)、 (TA、C) および

メ  (SO 、 ) を フ した。 T  n  、F0  n  10。

 p  0.0 。
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W
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F0
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WT F0

W
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 #

8

Fig. 3- 　 md における の 的

(A)3 の および F0 md の TA における H 。

Scale ar  100 μm。

(B)H において中 を する を した 。 フ中の ar

は を表す。Scale ar  0 μm。 T  n  、F0  n  10。  p  0.01。

A)

B)
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Masson’ s trichrome staining

W
T

F0
 #

8

#1 #2 #3 #4

#5 #6 #7 #8

#9 #10

WT 1 WT 2 WT 3 WT 4

#3

Fig. 3- 　 md における の

(A)3 の および F0 md の TA における

Masson s trichrome の 。Scale ar  100 μm。

(B)3 の および F0 md 10 の TA における

Masson s trichrome の 。Scale ar  00 μm。

A)

B)
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eMHC MergedLaminin
W

T 
F0

 #
3

A)

eMHC/Laminin/Hoechst

#1 #2 #3 #4

#5 #6 #7 #8

#9 #10

WT 1 WT 2 WT 3 WT 4

#3

B)

Fig. 3-10　 md における の

(A)3 の および F0 md の TA における eMHC に する

。Scale ar  100 μm。

(B)3 の および F0 md 10 の TA における eMHC

に する 。Scale ar  100 μm。
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Perilipin

-tubulin
#1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 #8 #9 #10

F0
WT

F0
 #

2

Perilipin/Oil Red O/Hoechst

A)

B)

Fig. 3-11　 md における の

(A)3 の および F0 md の TA における Perilipin の を

ン によ した。

(B)Perilipin の が れた の TA において Perilipin に する

および Oil Red O を た。Scale ar  100 μm。
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14366 79 92 105 118

13 26 40 53 130 14366 79 92 105 118

A)

B)

Fiber diameter (μm)

Fig. 3-12　 md における の

3 の および F0 md の TA の各 における の (A)

とその (B)。  p  0.01。

Fi
be

rs
 (%

)
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Fig. 3-13　 md で れた の

および F0 md それ れにおいて イ ー ン を い、

その を フ した。図中の ar は を表す。

T  n  、F0  n  10。  p  0.01。
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Right ventricle Left ventricle
A)

W
T 

F0
 #

4

WT F0

1

2

0

3
P = 0.15

A
re

a 
of

 ri
gh

t v
en

tri
cl

e 
(A

rb
itr

ar
y)

B)

Fig. 3-1 　 md における の

(A) および F0 md における の Masson s trichrome 。

は を、 は を示す。Scale ar  100 μm。

(B) および F0 md の において、 と 中 によ て

まれる を した フ。図中の ar は を表す。 T  n  、F0  n  10。
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W
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F0
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8

Fig. 3-1 　 md の における

および F0 md の における Masson s trichrome 。

Scale ar  100 μm。
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Heart

TA

*

80

40

0
WT F1

 Body weight (g) 

0.6

0.3

0 WT F1

0.16

0.08

0
WT F1

 

0.04

0.02

0
WT F1

**

SOL

B) C)

D) E)

 %

 %  %

 GTGGATGGAAAACTTTGCACAACGTTGGGATAA

 GTGGATGGAAAACTTTG----------GGATAA

 GTGGATGGAAAACTTTG----------GGATAA

 GTGGATGGAAAACTTTG----------GGATAA

 *****************          ******

WT

#1

#2

GTGGATGGAAAACTTTGCACA-ACGTTGGGATAA

GTGGATGGAAAACTTTGCACAtAATTTGGGATAA
GTGGATGGAAAACTTTGCACAtAATTTGGGATAA

GTGGATGGAAAACTTTGCACAtAATTTGGGATAA
********************* *  *********

F0 mother
WT

#4

#5

#3

PAMTarget2
A)

Fig. 3-1 　rat md の 代 の

(A)F1 と に した F0 メ の target2 の ー ン 。

1 において および F1 md の (A)、 (B)、 

(TA、C) および メ  (SO 、 ) を フ した。

T  n 、F1  n  。  p  0.0 。
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Dystrophin Dystrophin/Hoechst
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F1
 #

3
F1

 #
4

F1
 #

5

Dystrophin Dystrophin/Hoechst

F1
 #

3
F1

 #
4

Fig. 3-1 　F1 md の における

ystrophin ン の

(A) 1 の および F1 md TA において ystrophin

リ ー を いて を た。Scale ar  100 μm。
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**

F1WT

B)

A)

Fig. 3-1 　F1 md の における の

(A) 1 の および F1 md TA における H 。Scale ar  100 μm。

(B) 1 の および F1 md における 中の Creatinine Kinase　

性 (CK) の 。 T  n  3、F1  n  。  p  0.01。
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eMHC/Laminin/Hoechst

Fig. 3-1 　F1 md の における の

1 の および F1 md TA において eMHC および aminin に する

を た。Scale ar  100 μm。
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Fig. 3-20　F1 Dmd における C の

1 の および F1 md TA において によ

-dystroglycan、 -sarcoglycan および OS の を た。 Scale ar  100 μm。
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Fig. 3-21　 M における SPARC の mR A

1、3 および 10 の  ( T) および o t-o - rame md ( M  rat) の

 TA における H  (A) と SPARC の mR A を PCR によ したもの (B)。

Scale ar  200 μm。n  3。  p  0.01。
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B)
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DMD rat
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Fig. 3-22 CR SPR/Cas による SPARC-KO の 成

A CR SPR/Cas によ れた SPARC-KO の 的 の ー ン 。

B F1 メ SPARC-KO BP C 3 の TA における SPARC の を ン

によ した。 は A) に示したものとは しない。 的な ンド。

B PC 。

Sparc ex7

PAM Target
WT TGCCCTCTA//TTGCCCCCTGCCTGGATTCTGAGCTGACCGAATTCCCTC
#1-1 TGCCCTCTA//TTGCCCCCTGCCTG-------AGCTGACCGAATTCCCTC -7  bp
#1-2 TGCC-----//-------------------TGAGCTGACCGAATTCCCTC -66 bp 

WT CTGCCTGCCTGGATTCTGAGCTGACCGAATTCCCTC//AGGACACAAAAT
#2-1 CTGCCTGCCTG-------AGCTGACCGAATTCCCTC//AGGACACAAAAT -7  bp
#2-2 CTGC--------------------------------//-----ACAAAAT -230 bp
#2-3 CTGCCTGCCTGGATTCTGAGCTGACCGAATTCCCTC//AGGACACAAAAT +1 bpt

WT TGCCCTCTA//TTGCCCCCTGCCTGGATTCTGAGCTGACCGAATTCCCTC
#1-1 TGCC-----//-------------------TGAGCTGACCGAATTCCCTC -66 bp 
#1-2 TGCCCTCTA//TTGCCCCCTGCCTGGATTCTGAGCTGACCGAATTCCCTC +1  bp 

t
#1-1 TGCC-----//-------------------TGAGCTGACCGAATTCCCTC -66 bp 
#1-2 TGCCCTCTA//TTGCCCCCTGCCTGGATTCTGAGCTGACCGAATTCCCTC +1  bp 

t

WT TGCCCTCTA//TTGCCCCCTGCCTGGATTCTGAGCTGACCGAATTCCCTC
#1-1 TGCCCTCTA//TTGCCCCCTGCCTG-------AGCTGACCGAATTCCCTC -7  bp
#1-2 TGCC-----//-------------------TGAGCTGACCGAATTCCCTC -66 bp
 
#2-1 TGCCCTCTA//TTGCCCCCTGCCTG-------AGCTGACCGAATTCCCTC -7  bp
#2-2 TGCC-----//-------------------TGAGCTGACCGAATTCCCTC -66 bp 

#3-1 TGCCCTCTA//TTGCCCCCTGCCTG-------AGCTGACCGAATTCCCTC -7  bp
#3-2 TGCCCTCTA//TTGCCCCCTGCCTGGATTCTGAGCTGACCGAATTCCCTC +1  bp 

t

#3-1 TGCCCTCTA//TTGCCCCCTGCCTG-------AGCTGACCGAATTCCCTC -7  bp
#3-2 TGCCCTCTA//TTGCCCCCTGCCTGGATTCTGAGCTGACCGAATTCCCTC +1  bp 

t

#4-1 TGCC-----//-------------------TGAGCTGACCGAATTCCCTC -66 bp 
#4-2 TGCCCTCTA//TTGCCCCCTGCCTGGATTCTGAGCTGACCGAATTCCCTC +1  bp 

t
#5-1 TGCC-----//-------------------TGAGCTGACCGAATTCCCTC -66 bp 
#5-2 TGCCCTCTA//TTGCCCCCTGCCTGGATTCTGAGCTGACCGAATTCCCTC +1  bp 

t

#6-1 TGCCCTCTA//TTGCCCCCTGCCTG-------AGCTGACCGAATTCCCTC -7  bp
#6-2 TGCCCTCTA//TTGCCCCCTGCCTGGATTCTGAGCTGACCGAATTCCCTC +1  bp 

t
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-tubulin

1 2 3 54

*

A)

B)
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Fig. 3-23 M における SPARC ン の

1、3および 10 の T および o t-o - rame md ( M  rat) の

TA における SPARC の を ン によ した。　n  3。*  p  0.0 。

SPARC

-tubulin

*

WT DMD WT DMD WT DMD
1 month 3 month 10 month
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SPARC in vivo SPARC
atrogin1

 (Skm-PCs) SPARC
SPARC

	 

mdx
DMD DMD

SPARC 	 SPARC

SPARC
DMD  (Fig. 

4-1)	  
 

SPARC
SPARC 	 SPARC

	 SPARC
SPARC

	  (FAPs) 
 (Joe et al., 2010; Uezumi 

et al., 2010)
 (Takegahara et al., 2014)

FAPs 	 

SPARC  (Portela et al., 2010)	 

Neutrophin
 (Joo et al., 2014)	 

Neutrophin
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 (Fig. 4-2)	 
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 (Hayflick and 
Moorhead, 1961) 	 
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p53
p16  

(Sherr & DePinho, 2000)	 DMD DMD
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 (Decary et al., 2000)
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 (Sacco et al., 2010)	 Mdx
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 (Sousa-Victor et al., 2014)	 

 (Baker et al., 2011) ECM

 (Campisi, 2005; 
Campisi & d'Adda di Fagagna, 2007)	 

	 

Skm-PCs
SPARC DMD

	 10 DMD

SPARC 	 DMD
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DMD SPARC
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	  (Caenorhabdits elegans) 
SPARC RNAi

SPARC
 (Fitzgerald & Schwarzbauer, 1998)	 

SPARC
 (Gilmour et al., 1998)	 
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CRISPR/Cas 	 

100 gRNA
	 

2 2
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	 CRISPR/Cas
in-frame off-target F0

	 KO KO

	 

	 CRISPR/Cas
3
	 

DMD
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Fig. -1　 における SPARC の とその 機構

SPARC は、atrogin1 の を する とで を する を、また

に しては の 、 の を

する とで の 性を する を 。SPARC の の が する とが

の を す。

SPARC

Atrogin1

分分

DMD
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Fig. -2　 が SPARC の に する

性 に する 能性

における SPARC の が を る 能性を

考 た。 中では SPARC の に して と で

が 、 において が する とで SPARC の に

する が する 能性が考 れる。

Young Old

SPARC
SPARC

り

合

分
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