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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 
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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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ěȗ 
 
ÅɠıɞũǈƎğƩ  RyQncE 
� ɟɠÉ�Õ/?&���Ĺ�ë'.ɟɠǡ+ċ�>ƻ�ƮȞŀ-÷Å�âɘ

Ȋ�?�-ȍƁ�İÈ(*#&�>��'9Åɠ+�
ɞũǈȽ-ƎĎ:ǈÃ

����?+�
ȣ�Ŵǧ-��.ɟɠǡ-Ȥ©:ɞĽ��?+;>ĉ �=

BĞ�Ȣ��ȇç(*#&�= (ȾŚ�2011)�ɟɠǡ- Quality of LifeBǻ�
�����>�1989Ė��-;
*Åɠ+;>ɞũǈȽ-ƎĎ:ǈÃ��+ċ
�& Rosenberg �RyQncE(�
àƽB¢Ơ� -BŴ+ (Rosenberg, 
1989)�ɟɠǡ-ǽğ:ȣ�ƮǳơBŇ,>ȇç(�&-RyQncE(�
ů
į+ċ�ȓƶĝ�ħ�+ɟ5=$$�>�2010 Ė�The European Working 
Group on Sarcopenia in Older People (EWGSOP) +;=¾8&ı¿�(+R
yQncE-ǲĚƮĄǞ:ȐŌóƑ(*>L]`Kjª+Ƀ�>ëɌƮ*Q|

W|RU�Ĩ<?  (Cruz-Jentoft et al., 2010)��?+;>(RyQncE.
ɞũǈȽ-ƎĎ�ǈÃ-���ȣ�Ŵǧ-��- 3 $BłŲ+�ɞũǈȽ-Ǝ
Ď-6�6<?>ÁRyQncE��?+Å�&ǈÃ���>�.ȣ�Ŵǧ-

��-��?�B�
9-BRyQncE���&�?< 3 $-ƩƙB¡Ƭ�
>ȻƩRyQncE- 3 Žɉ+»ɚ�?�Ɨ+ȻƩ-9-+Ƀ�&.Åɠıǈ
Ƨĳ(�&ǁŮƮ+Êƪ�³�>4�(-ȓȚ�*�?>;
+*# ���

'RyQncE-ƬƩsLcVr+ó%� ƂƪƄ�ƀ8<?>��RyQn

cEBÿ8(�>ÅɠıƧĳ-Ïç.üđ+Ə>�(�<��-ɁƬ.éɑB

Ů8&�>� 
 
ǈǕǓ-ÅɠıúÉ(ɞũǈ¶+ºƛ�>ǨǤǎǦ 
� ɞũǈ'��>ÅɠıúÉ(�&�ǈǕǓƲĥ-Ǘč+;>ǈǕǓ-ǺǗ:

ǈǕǓŊ-ƎĎ�*<1+Ȱǈð-ǈǕǓ-ǺǗ~ƎĎ�ƶ<?&�>�ɟɠ

ǡ-ɞũǈ'.ǈǕǓ'-úÉ�û+9�ɂȠ+��&�/�/ǨǤǎǦ-Ƈ

ƒ: (Song et al., 2004)�ǕǓÉ-�ȳ (fibrosis) �6<?> (Serrano et al., 
2011)�ąɝƮ+9Ùű*úÉ�ȌĊ�?&�=�ǟɠpHU-ɞũǈBŇ®�
� Ɍ�ǹɠ-9-+ž4&ǈ·Ɵǧ���� (Cong et al., 2003)�ǨǤǎǦ
-Ƈƒ��ȳ�> (Liu et al., 2012)�RyQncE'6<?>ɞũǈ¶ǨǤ 
(intra-muscular adipose tissue, IMAT) -Ƚ.�ɞũǈȽ(Ȟ-ƳɃBƺ� 
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(Visser et al., 2002)��- IMAT.ǈǕǓ-ãþBǨǤǏǙ'ǛŅ�>ĤÂB
ŀ
�(��ĵ�?>��ǈǕǓ;=9ǩğ*ǨǤǏǙ-÷Å.ǈÒǗǧB�

���>(Ǡ�<?>��<+�IMAT.ɞũǈ-ÒǗŴǧ-��!�'*��
ɞũǈ-Ǎ�șŴǧ+ċ�&G|Ux|3-ĶÔıB����>G|Ux|Ŀ

ļı+Ĉ��>(-ôÝ9�> (Zoico et al., 2010)���-�(�<�RyQ
ncE+ċ�>ɄȜǉBȘ�>�'�Åɠ+�
ǈǺǗBɄ�!�'*��Ù

ŕ+ IMAT-ǼǁBĻÀ�>¹Ǜ�Įȇ'�>� 
 
ɞũǈ+āí�>ǏǙƗƦƮėǎǦ�ǈȂœǎǦ	
  
� ɞũǈ+.ɞũǈǏǙƗƦƮėǎǦ'�>ǈȂœǎǦ�āí�> (Mauro, 
1961)�ǈȂœǎǦ.ǈǕǓBÓ=Ĕ�ǈǰ(óĜǰ-ɂ+āí��ȯĕ.�ŷ
ƙķ'�>��ǈŇ®ŕ+ƅıÉ�÷ż�>�('�ǈǸǎǦ3(»É���

?�ǿØ�>�('�<+ǈǊ3(»É�&ǈǏǙ-§ĪBŀ
(Anderson, 
2006)�ǈȂœǎǦ-ǈ»É. bHLH asG|BŁ$ MyoDjDqx�Ȥ¸Ȗ
ǋçĀ (MyoD�Myf5�myogenin�Myogenic regulatory factor 4, MRF4) +
;#&Àĩ�?&�>�ǈȂœǎǦ-ƅıÉŕ+. Myf5 : MyoD BƬƛ��
�-Ħmyogenin:MRF4BƬƛ�>;
+*>(ǈǸǎǦÙù�ǿØ��ü
Ũ-ǈǊǎǦBĢĸ�> (Davis et al., 1987; Edmondoson and Olson, 1989; 
Wright et al., 1989; Weintraub et al., 1991)��-ǈȂœǎǦ-Ŋ.Åɠ+��
ƎĎ��ǈȂœǎǦ-ƅıÉǧ����> (Jang et al., 2011)�5 ǟɠpHU
-ǈȂœǎǦ'.�ėǎǦ(�&-Ȼȇ*Ŵǧ'�>ǈȂœǎǦǳȣB =º

�ėǎǦ-ťƍBɄ� stemness �ƈþ�>(-ôÝ9*�?&�> 
(Chakkalakal et al., 2012)��<+ 30ŗɠ��-ǟɠpHU'.�ǎǦ»ȄB
ǚ=ȫ��('»Ȅ-ɆƣBȩ�÷ż�«ŷ�>ǎǦǟÉ�ǈȂœǎǦǳȣ+

9Ȣ�>;
+*> (Sousa-Victor et al., 2014)��-;
*Åɠ+��ǈȂœ
ǎǦ+Ȣ�>ű�*úÉ��ɟɠǡ'-ɞũǈȽ-ƎĎ:ǈÃ��BĞ�Ȣ�

��ç(*>Öǧı�Ǡ�<?&�>� 
 
IMAT-ȢƐ�FAPs	
  
� ɞũǈ¶-ǨǤǎǦ-ȢƐ+$�&.ǈȂœǎǦ�ü»ÉǧBŘ�>-��

�>�.�?(.¿-ǎǦɎè�āí�>-�ɀ<�țȗ�?&� ��2010
Ė�ǈȂœǎǦ(.¿-ǎǦɎè'�stem cell antigen (Sca) -1 Ɉı-�ɟĝ
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*ǨǤ»ÉǧBŘ�> Fibroadipogenic progenitors (FAPs)(;/?>ǎǦɎ
è�ɞũǈ¶+āí�>ǨǤÁɜǎǦ(�&ÙĄ�?  (Joe et al., 2010)�Ù
ŕ+�ȀčšơŠĸɀçĀ (platelet-derived growth factor, PDGF) Ôć�α 
(PDGFRα) Ɉı-ǎǦ�ǨǤ»ÉBŘ��$ǈȂœǎǦ(.¿-Ɏè'�>
(ôÝ�?  (Uezumi et al., 2010)��?<-ǎǦ.ɞũǈ-Ň®ŕ+ in vivo
'ǨǤǎǦ3(»É�>�(�ƺ�?&�=��?<-ǎǦ��IMAT -ȢƐ
'�>(Ǡ�<?&�>� 
� w]`:pHUɞũǈ;=Îɐ� ɞũǈÁɜǎǦǝ (ŝƷǂ'. Skeletal 
muscle derived progenitor cells, Skm-PCs(ƽ�>) +.ǈȂœǎǦ�û+9
�?<-ǨǤÁɜǎǦ�Ú5?&�=�Skm-PCsBǨǤ»ÉȔČş��'òɛ
�>(üŨ-ǈǊ�û+9ĸƕ� ǨǤǎǦ�ºƛ�>�Åɠ+�� Skm-PCs
-ǨǤ»Éǧ��ȳ�> (Taylor-Jones et al., 2002)��-�(.ǟɠpHU'
ǨǤǎǦ-Ƈƒ��ȳ�>�(���&ɟɠǡ-ɞũǈ'ǨǤƇƒ�6<?>

ƶȈ+Øǵ�>� 
 
ɞũǈ-ǟÉ+��>c]\-Ƀ� 
� Parabiosis (ƽ�?>ǹɠ¨�(ǟɠ¨�-ȀƆBµŘ��>��ǐØąɝ
:�ǹɠ¨�;=Îɐ� ǎǦBǟɠ¨�+ƟƵ��>ƾūąɝ'. ǟɠ¨�
-ǈ·Ɵǧ�æĪ�>�(�< (Carlson & Faulkner, 1989; Conboy et al., 
2005)�ɞũǈ-·Ɵǧ��(�# ÅɠıúÉ.�c]\(;/?>ǎǦû-
īčƞö+ý��ģɔBÔ�>(Ǡ�<?&�> (Gopinath & Rando, 2008) �
c]\.�ȀƆ5 .ŉŁǎǦ*<1+ėǎǦǳȣ�<»ƃ~¤Ǒ�?>ĸɀ

çĀ*)-ƉıçĀ(��-ŴŪƮŉŁBŀ
Űȱı-ǎǦûp`xNU 
(extracellular matrix, ECM) �<Űĸ�?>��-;
*ȀƆB��&ǈȂœ
ǎǦ-ǟÉ+Ƀ��>ŴŰ(�&�`w|UjJ�q|O÷żçĀ 
(transforming growth factor, TGF) βU�g�jDqx�+Đ�> growth 
differentiation factor (GDF) 11-Ȁ�Ɠĝ-����ǈȂœǎǦ-ÅɠıúÉ
BĞ�Ȣ���( (Sinha et al., 2014)��<+�ſ»ƃ:ƻ�ȁÇBÀĩ�>
(�?>KMS`S|-Ȁ�Ɠĝ-ƎĎ��ǟɠpHU+��>ǈ·Ɵǧ��

-ȇç'�>�(�ƺ�?&�> (Elabd et al., 2014)�ÁȬ� ǈȂœǎǦ-
stemness -��+$�&9�ǈȂœǎǦ-Þê+ǕǓǸǎǦ÷żçĀ 
(fibroblast growth factor, FGF) �÷Å��FGFSOby��ȳ�>�(+Ȣ
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ç�>�(9Œ<�+*#&�> (Chakkalakal et al., 2012)��-;
+ĸɀ
çĀ:oyt|*)-ƉıçĀB�ĭ(�&�ǈȂœǎǦ-c]\ŰĸçĀ(

RyQncE(-ɃȲı+$�&��-´ć�Ď��$Œ<�+*=ÿ8&�

>� 
 
RyQncEt_yw]`( Secreted protein acidic and rich in cysteine 
(SPARC) 
� ġƷǂĆ'-±ȁƷǂ+��&��ƌȺıZ|gNȠ (whey acidic protein, 
WAP) ȷ�Ā-k{t�Z�ɖñ-�Ɔ+h`ĸɀoyt|ȷ�ĀBǏ6ȨC
!Q|U`wN`BČ³� `w|UTIc]Nw]`- ĸ+ĸÄ�&�> 
(Ikeda et al., 1994)��ĵ+Ñ�&��-w]`'.Ȁ�3-ĸɀoyt|-»
ƃ����&� ��?.�WAPk{t�Z�-¯�+;=��*�<9�Ť
'Ƭƛ�>h`ĸɀoyt|-Ȟ-jF�af]N Ơ+;=w]`-ǳē�

ï��<-»ƃ�ĻÀ�?> 8(Ǡ�<?>�ĸɀoyt|.Åɠ+���

-»ƃȽ����>�(�h`+��&9;�ƶ<?&�>���-w]`'

6<?>ĸɀoyt|»ƃ��.ɟɠǡ'Ɵ�>ĸɀoyt|»ƃ�´(�?

+�Ɋ�>ƨķB;�ÑŔ�&�=��ą��-`w|UTIc]Nw]`'

.ɟĝ*ǨǤǼǁB.�8�ɞǏǙ-ǩğÉ�ǢǍǧƦĕ*)ű�*Åɠıú

É+ɚ��>ƩƙBÜ�> (Ikeda et al., 1998; Yamanouchi et al., 2004)�ɞũ
ǈ+��&9Ùű+�ºƟĦŐř+ɞũǈȽ-ƎĎ�ǈǕǓƲĥ-ǺǗ�ǈÃ

��*)ɞũǈ-ÅɠıúÉ+Ů8&ɚ�� ƗĬ�6<?  (Shibata et al., 
2010)�ǈǕǓ-ǺǗ+Ƀ�&9ȴǈð+ž4�Ȱǈð-ǈǕǓ+Ġ�ǺǗ�6
<?��-�(.ɟɠǡ'-ǈǕǓð+6<?>ƛȝ+�ǵ�&�>��<+

�-w]`ɞũǈ;=Îɐ� Skm-PCs-»ÉǧBȖ4 (�@�ǈ»Éǧ.
���>�ŎǨǤ»Éǧ.�ȳ�&�=�ɞũǈÁɜǎǦǝ-»Éǧ+Ƀ�>

�?5'+ôÝ�? ÅɠıúÉ(�ǵ�>���-�(�<�-ĸɀoyt

|»ƃ��`w|UTIc]Nw]`.RyQncE-ŘƠ*t_yÇƖ(*

=
>� 
� RyQncEÏççĀBƗĄ�> 8��-RyQncEt_yw]`-Á

Ǫɞǈ (Tibialis anterior muscle, TA) +��& DNApGN{EzG+;>ǔ
ǜƮ*ȷ�ĀƬƛȍŢBȁ��ǎǦûp`xNUŰĸçĀ:ĸɀçĀ*)-c

]\ŰĸçĀ-ƬƛȽBȼƟðw]`(žȥ� ��-ǐţ��-`w|UT
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Ic]Nw]`'Ƭƛ����&�>çĀ(�&ǎǦûp`xNUŰĸçĀ'

�> Secreted protein acidic and rich in cysteine (SPARC) BÙĄ� ��-
DNA pGN{EzG-·ƛıBÓ>4��4 }ŗɠ-ǹɠw]`�;1 21 }
ŗɠ��-ǟɠw]`-TA+��&SPARC-ȷ�ĀƬƛȽBžȥ� (�@�
ǟɠw]`+��& SPARC -ȷ�ĀƬƛȽ.ǹɠ-9-+ž4&ÌƎ�&�
>�(�Œ<�(*#  (�Ş� Íŭȗŋ�2011)�pHU+��&9Ùű+ý
ǯåɗǈ+��&Åɠ+;= SPARC -ȷ�ĀƬƛȽ����>�(�ôÝ�
?&�> (Scimè et al., 2010)���-ǐţ�<Åɠ+�
 SPARC-ƬƛȽƎ
Ď�RyQncEƬƩ+Ƀ��>Öǧı�Ǡ�<?>� 
 
SPARC-ıƙ 
� SPARC. osteonectin: BM-40(9;/?> 43kDa-»ƃı-ǍZ|gN
Ƞ'�ǕǓı collagen: fibronectin�laminin*)-Űȱıp`xNU(.Ʀ
*=�ǏǙ-ŴŪƮŉŁ+.Ƀ��*�ɒŰȱıǎǦû ß p`xNUçĀ-�
$'�=�matricellular Z|gNȠ+»ɚ�?> (Brekken et al., 2001)�
SPARC .Ù�;
+ɒŰȱıǎǦûp`xNUçĀ'�-Űȱ: Ơ+µȯ
ıBŁ$ SPARCjDqx�+Đ�&�> (Bradshaw, 2012)��- SPARCj
Dqx�+.�ŖȪ-Ʒǂ�<ƬƫsLcVr3-Ƀ��Œ<�+�?&�>

»Ā'�> hevin: SPARC related modular calcium binding (SMOC) 1�2
*)�Ú5?> (Fig. 0)� 
� SPARC.ǕǾ�<őǾ�h`+Ǵ>5'ȳÉƮ+ɟĝ+¦ā�?&�>ȷ�
Ā'�h`�pHU�;1w]`ɂ'. 90ɡ��-ƳÙı�ǓŁ�?&�>�
SPARC ȷ�Ā-ǃƔúƦ+;#&ƬƩ�>ȷ�ƨ.�?5'+ôÝ�? £
.*��h`- SPARC . 298 �< 304 ¨-EqeȺ�<*=�Ŗ¾- 17 E
qeȺ.ǎǦû+»ƃ�?>Ɍ+Ó=ɇ�?>»ƃSOby(�&¯��Ż>

ȸ».Ŷ-ɤ$-asG|�<Űĸ�?&�>�NŜǆ 3�< 51ƥƱ-Eqe
Ⱥ5'. AcidicasG|(;/?>LySHrǐØıȹ½B*�&�>�ǒ�
52 �< 132 ƥƱ-EqeȺ. 10 ¨-SU^G|BÚ7SU^G|x]\*a
sG|'�TGFβU�g�jDqx�+Đ�>EN\i|:G|hi|(ǐØ�
> follistatin (;�� ŰȱBƺ��(�< follistatin-like asG|(;/?
>���&Ż=- C Ŝǆ¬.ǎǦûasG|(;/?�LySHrǐØǧBƺ
���Ȫ­+�Ǜ�> follistatin-likeasG|(Ƴ� ƠBƺ� (Busch et al., 
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2000)��-ǎǦûasG|+Ƀ�&.�- SPARCjDqx�'�> hevin:
SMOC1�2 -��?+��&9ɟ�ƳÙıBƺ��(�<�SPARC jDqx
�BƗĬ%�>�'Ȼȇ*asG|'�>(Ǡ�<?>��-ɖñ+.collagen
ǐØȸ�9āí��p`xNUsZ{k{^E�X+;>¼ŌBÔ�>(�-

ȋáı�÷Å�>�(�ƶ<?&�> (Sasaki et al., 1997)� 
� SPARC-Ƭƛ.ɞ:ƴƯ�ǫ�ĭǱ:ǣǱ*)´ȣ-Ǳä'6<?�Ɨ+x
t_x|O�ưC+ȁA?>;
*ǏǙ'�-ɟƬƛ�ȓ8<?>� (Porter 
et al., 1995)�5 ýǭƫ:�ǥƫ��Ǯƫ+��& SPARC�ɟƬƛ�>�(
�ƶ<?&�>*) (Porter et al., 1995)��?5'ƫ(-ɃȲıBłň�>ô
Ý.ü���Ŏ'�- Ơ.ƫ-ǀɚ+;#&Ʀ*=�ƫ-ĴıÉ+ċ�&Ƴ

Ñ�>ƶȈ�Ƌí�>�(�<țȗ-�îBŻ�(�@(*#&�> 
(Podhajcer et al., 2008)�SPARC(Ƴ� Ơ�>çĀ�ȆŊāí���-Ƭƛ
gZ�|�ƫǎǦǀ+;=Ʀ*>�('�SPARC- ƠƬƛ-Ȇɏ�BƟ6º
�Ïç(*#&�>�(�ĵĄ�?>���-Ȓǎ*Ŵě+$�&.�Œ'�

>��?5'-Ʒǂ�<�SPARC(Ƴ� Ơ�>çĀ�üđ+A >�(�Œ
<�(*#&� �SPARC. collagen: vitronectin*)ü�-Űȱı ECM
(ƲŃǐØ�>�SPARC . PDGF :ȀǊ¶ƯǎǦ÷żçĀ  (vascular 
endothelial growth factor, VEGF) (9ǐØ� (Raines et al., 1992; Kupprion 
et al., 1998)�5 fibronectin: laminin�ECM-»ȍBŀ
p`xNUsZ
{k{^E�X-ƬƛȖǋ ƠB9$�(�<�ǎǦ( ECM(-Ƴ� ƠBÀ
ĩ�>ĤÂBŀ
(Ǡ�<?&�> (Brekken et al., 2001)�SPARC-9$Ɵ
Ɲ Ơ9ű�'�£�/ǎǦ÷żĻÀ Ơ:ǎǦŃƵĻÀ Ơ�ƶ<?&�>

��ǎǦ-»ÉǧBȖǋ�> ƠB9$��-£(�&�SPARC.ǈǸǎǦŧ
'-ǈ»É-¥ȳ (Cho et al., 2000; Motamed et al., 2003)�ƭǷǨǤơŠǨǤ
ÁɜǎǦ-ǨǤ»É-ĻÀÆţBƺ� (Nie & Sage, 2009a; 2009b)�� �#
& SPARC.÷ż�ȵȡ�»É�ǎǦźB.�8(�>ǎǦ-ű�*Çķ+Ƀ��
�?BÀĩ�>�('ǏǙ-ĲĕıǓŁ+ȟƚ�&�>9-(Ǡ�<?>� 
 
SPARCÔć� 
� ű�*ǎǦǀ+��&Ƭƛ�6<?�üű* ƠBƬņ�>Ɍ�»ƃ�? 

SPARC�ǎǦȃɓÔć�(ǐØ�>�(�ĵĄ�?>��SPARCƗƦƮÔć
�.ś!ÙĄ+.Ǵ#&�*��ŖȪ+*=��$�-ǎǦȃɓ�-ǰ»Ā�
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SPARC (ǐØ�>�(�A�#&� �SPARC .ǨǤÁɜǎǦ+��&�
fibronectinÔć�(�&ƶ<?> integrin α5�;1β1-l^{[Gp�(ǐ
Ø�> (Nie et al., 2008)�SPARC-ļǨǤ»É Ơ.�integrin βȿ-ǎǦ¶
asG|(ǐØ�> integrin-linked kinase (ILK) *<1+�-�Ɔ+�>
β-catenin -ŨƾȁB��& CCAAT-enhancer-binding protein (C/EBP) α:
peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) γ(�# ǨǤ»É-pU
Z�ȷ�Ā-ƬƛBĻÀ�>�('Ƭņ�?> (Nie & Sage, 2009a)��-�(
�< SPARC. integrin(ǐØ��ILK-x|ȺÉB��&ǨǤ»ÉBĻÀ�
>(�
�Ȳ-LUP�a+;=ǨǤ»ÉĻÀÆţBƬƛ�&�>(ńĄ�?

>�Integrin �û-»Ā'.�SPARC . TGFβ�ðÔć�'�> endoglin (
ǐØ�>�(+;= TGFβSObyBȖǋ�>�( (Rivera & Brekken, 2011)�
5 ƭȀƜ+��&ŃƵ»Ā-0($'�> vascular cell adhesion molecule 
(VCAM) 1 (ǐØ�>�( (Kelly et al., 2007)��<+pN{jD�T'.U
Lm|Tu�Ôć�'�> stabilin1+ SPARC�ǐØ��xYY�r�3(ȧ
ȭ�?>�('�SPARC -NxEw|U�ȁA?&�>�(�ƺ�?&�> 
(Kzhyshkowska, 2006)��?<-ǎǦȃɓçĀ. SPARCƗƦƮ*9-'.*
����?<-çĀ�ǎǦû- SPARC BÔć���-SObyBǎǦ¶3(
�ȶ�>Ôć�(�&-ĤÂBŀ#&�>Öǧı.Ë»+Ǡ�<?>� 
 
SPARC(Ƨĳ 
� Thrombospondin-1 : tenascin-C *)- matricellular Z|gNȠ-ƗĬ-
�$(�&��?BŵŇ� e]NEH`pHU�Ÿĕ+ºƟ��əǻ*ȃƛ

ðBƺ�*��(�ƶ<?&�>  (Imanaka-Yoshida & Aoki, 2014)�SPARC
e]NEH`pHU9�-matricellularZ|gNȠ(Ùű+�ºƟŕ+Œ<�
*Ʀĕ.6<?*�9--��-Ħ-;=Ȓǎ*ȃƛðȍŢ�<�ĸɀ((9

+ű�*ȃƛðBƺ��(�Œ<�(*#&�>�£�/�SPARCe]NEH
`pHU.ºƟĦ�Őř+ƭ¶ɍBÜ�>� (Norose et al., 1998)�KU^Kn
cE(;/?>;
*ɞȽ-��Bƺ� (Delany et al., 2000)�5 SPARCe
]NEH`pHU-�Ȼ.ȼƟð+ž4&Ùƿĝ'�>9--��Ȼ� =-

ǨǤǏǙȻȽ�ü��(�< (Bradshaw et al., 2003)�ɞ*<1+ɞũǈ*)
-ɒǨǤǏǙȻȽ��°Ʈ+ƎĎ�&�>�(�ńĊ�?>��?<�Ȳ-ȃ

ƛð.ɟɠǡ'6<?>9-+ɚ��&�=�SPARC-Ƭƛ����5�5*
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ÅɠıƧĳ-ƬƩ+Ƀ��>Öǧı�Ǡ�<?>��Ŏ�SPARC.Ǎďƨ:�
?+�Ɋ�>ǬƧĳ��<+.ɟȀìŕ*)ƨƮ*ƙķ'�-Ƭƛ�ȔČ�?

>�(�ôÝ�?&�> (Kos & Wilding, 2010)�5 ǣǱ+��&ǕǓÉBȔ
Č� Ɍ+ SPARC -ƬƛĻÀ��-ƩƙBǖá��>�(�< 
(Atorrasagasti et al., 2013)�SPARC. fibrosis+ċ�&¥ȳƮ* ƠB9$
�(9A�#&�>�¨�-ƨķ+$�&�-Ȓǎ*Ŵě.Ʀ*>�9�?*

���SPARC -ƬƛȽ-÷Ǝ�)"<9ƨķBĞ�Ȣ��
>�(�<�
SPARC -Ƭƛ�;1 ƠBŸĕ+¦$�(�ÅɠıƧĳ-ƨķÀĩ+$*�
>(Ǡ�<?>� 
 
_vSI|dðǈTU`{jF� 
� RyQncE(.¿+�ɀĖü�-Ʒǂǡ-ɂ'�-ƨķȍŒ:ƂƪƄɁƬ

- 8+Ʒǂċȝ(*#&�>ǈÏıƧĳ+�_vSI|dðǈTU`{jF

� (Duchenne muscular dystrophy, DMD) ��>�DMD'.ǈǕǓ-øź(
�?+�Ɋ�&��>ǈ·Ɵ�ǚ=ȫ�?>�('�ǈǏǙ�ǩğÉ�Ŵǧ�

´BĞ�Ȣ�����;�ōƟƢ²- 3500�+ 1�-ÂØ'ƬƩ��ĘĎř;
=Źȁ�´(�&Ʃƙ��<A?�ųɋǰ:ĭǈ+5'�-ƨú��;2�(

'�20�30 �'àÛéɑ:ĭ�´BĞ�Ȣ��ǵźı-Ƨĳ'�>�DMD -
Ïç(�&�X ŦǷ��+�Ǜ�>´ɀ��;� 220 �õó+9Ð2Ēý*
Dmdȷ�Ā+;#&Q�a�?> 427 kDa-DystrophinZ|gNȠ�ÙĄ�
?  (Hoffman et al., 1987)�ǈǕǓ+Ƭƛ�> DystrophinZ|gNȠ.ǈǎ
ǦǰBȅĺ"��ǎǦɞũ(ǈǕǓ- ECM(Bǘ��('�ǈǎǦǰ-ăĄı
Bɟ8> ƠBŁ$ (Koenig et al., 1988)��- 8�Dmdȷ�Ā-úƦ+;
= DystrophinZ|gNȠ-ŵŇ�Ȣ�>(�ǈǕǓ-ăĄı�þA?�ǈǕǓ
�Ƹø�:��*>(Ǡ�<?>�RyQncE(Ùű+�DMD-ƨķ�ȳȁ
�>(�ŸĕǈǕǓ�ƎĎ�>!�'*��ǨǤǎǦ�Ƈƒ�> (Kinali et al., 
2011)�DMD -Ïçȷ�Ā�ÙĄ�?&�Ʌ�DMD +Ƀ�>ǌÃƮ*Ʒǂ�
ȳ8<?&�&�=��-ƨķŴěȍŒ+ DMD t_yÇƖ�*�'9pHU
t_y'�> mdx pHU:Gdt_y'�> canine X-linked muscular 
dystrophy (cxmd) Ƙ��?5'ę�Ơ�<?&�>� !��ƛí-(�@Ř
Æ*ƂƪƄ.ƹǄ�?&�<���-ü��ǲĚȑɝŽɉ'Ƥ5#&�>�Ƕ

ßƊ��(+�SPARC.h`-ǈȂœǎǦ'Ƭƛ�&�=�5 DMDĳǡ-

13



ɞũǈ+��&·ƟȮ�-ǈǕǓ+��& SPARC �Ƭƛ�>�(�ôÝ�?
&�> (Jørgensen et al., 2009)� 
 
ŝƷǂ-ƱƮ 
� ŝƷǂ'.�-;
*üű* ƠBŘ�> SPARC ��ɞũǈ-ĲĕıǓŁ
*<1+RyQncE: DMD (�# ǨǤǎǦ-ƇƒB�
ǈƧĳ-ƨķƬ
ƛ+Ƀ��>ÖǧıBǠ��ɞũǈ+��> SPARC -ĤÂBŒ<�+�>�
(BƱƮ(� �ŝƷǂ-Ǉ�ǅ'.�ɞũǈ+��> SPARC Ƭƛ���ǈ
ǕǓ+)-;
*ģɔB� �>-�ŬȎBȁ# �ǒ�Ǉ�ǅ'. Skm-PCs
+��> SPARC -Ƭƛ*<1+�- Ơ-ÅɠıúÉBȍŢ� ���&Ǉ
�ǅ'. DMD ƂƪƄƹǄ-�'ŏā-t_y�ľ�>ȕɘBȍƁ�>4�ō
ȉ DMD t_yw]`B ĸ���-t_yBƠ�& SPARC -ƬƛȍŢBȁ
# � 
 
ɢŝěȗ'-ȏȦ.ů, 2013Ė 4ŗ� Ɵ�-ƼĂ� 64Ĕ 2×� 132�< 138
ɕ	RyQncE+��>ɒŰȱıǎǦûp`xNUZ|gNȠ SPARC -Ĥ
Â
+ȏȦ� ¶ć+Ƒ�>�ɣ 
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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 ơƕİÈ�ƾǏǍ.��?ěȾ  
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ǎǾ 
 
� ɅŜƾȫ0àÐ+ƜÐ/l��[.<&)Ǎĸ�@)�?��/l��[�

ƜÐ.±?�+*
ƾǏǍ/ǫǑ�Ę�Ȏ��@?�
�/ǫǑ.0ƾǫǑȢ

¡û+Ƶ�@?
muscle atrophy F box (atrogin1) ; muscle RING-finger 
protein 1 (MuRF1) +�&#ɅŜƾƒƜƣ�oPb��O�^��ĥƣ-ĜË
Cĵ��ğǚ*/ȴƳǊ;ğǚĭí
ÍɈ-,/ƾǏǍ/ǫǑCĘ�Ȏ��Ŕ

��*0
�@=/ƾǫǑȢ¡û/ơƕ�Ȇą�@
!@�ƾǫǑCĘ�Ȏ�

�Ƨļƣ-Öè+-?�+�Ʊ�@)�? (Bodine et al., 2001; Glass, 2003;�  
Kamei et al., 2004; Sandri et al., 2004; Stitt et al., 2004; Clavel et al., 2006)�
Atrogin1;MuRF1/ơƕ0
ǢƟóŦèû(tumor necrosis factor, TNF) α;
f��[qL�y�SòŨèû (transforming growth factor, TGF) β -,/
ƋƞĪWHfNH�
�?�0!/�ŷ.£Ǔ�?��ȧÐYSh�N[T�

g.<&)ÈĢ�@)�?�TNFα0!/�ŷ*�? p38MAP Ph�^C×�
) atrogin1;MuRF1/ơƕC (Li et al., 2005)
�ń TGFβ0 Smad2/3C×
�) atrogin1 /ơƕCȆą�?�+�ðâ�@)�? (Sartori et al., 2009; 
Mendias et al., 2012)� 
 
� ÍɈ.¢�ɅŜƾ*/ƜÐ��ț�ƾǏǍ�ǫǑ�?ƕȊ0W�VtiF+

ä1@
ɅŜƾȫ/Ɓć;ƾÌ/¤�Cķ�
ɆɈǙ/ QOLC¤�� ?ö�
-ǹè+-&)�?�W�VtiF/ƒĤ+�)
ƾǏǍ/ŒŁ/Ɓć-=2

.ƾǏǍƧĝ/ǑĆ�àŊ.��>
�=.Ȝƾî
αƾî/�%ƒ.αƾî

*ƾǏǍ/ǫǑ�ɀǬ*
Ȝƾî/ƾǏǍ/Ëß�òÍ�?�+�ē�ƫ=@

)�? (Forbes & Reina, 1970)��@.Í�
�cf.��)ÍɈ.¢�ɅŜ
ƾ*/ atrogin1 ; MuRF1 /ơƕ�òÍ�?�+:ðâ�@)�? (Pattison 
et al., 2003; Clavel et al., 2006)� 
 
� SPARC0Ãûȫ 43kDa/ÃůĪǃ`�mRȌ*
matricellular`�mRȌ
+�B@?ȼşșĪǇǞõxf�R[èû+�)ƫ=@)�?�SPARC0ǇǞ
ļƪ;ǇǞòŨCİÈ�?¦ƙC0�9
ǇǞõxf�R[;Įȭèû+ǋß

�?�+;ǇǞ/ÃÐǟCȇǀ�?¦ƙCŎ�? (Brekken & Sage,2001; Kos 
& Wilding, 2010)�SPARC0C2C12-=2.MM14-,/ƾǨǇǞŚ.Ą�
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ƾÃÐ¬ț¦ƙCĸ'�FGF-2;!/ÜĂ¥*�? FGFR-1.<?ǇǞòŨ/
¬ț�ōǈƣ-ƾƿǇǞ3/ÃÐCİÈ�?�
SPARC0!@CȲā�?�+
.<>ƾÃÐC¬ț�?�+�ðâ�@)�? (Cho et al., 2000; Motamed et 
al., 2003)��=. SPARCkcRFIfxI[0ŇŐ/Ƣ¼ȸ (Norose et al., 
1998)
M[dMtiF+ä1@?Ʌȫ/Ɓć
Ǜƅ/ƞƓ;ɅŜƾȫ/Ɓć-
,
ɆɈǙ*»îƣ.7=@?<�-ǴƕîCƱ� (Delany et al., 2000; 
Bradshaw et al., 2003)��@.Í�)
ɅŜƾ.��? SPARC/ơƕȫ0Ǘ
ɈxI[;�cf*0ǩɈ/:/.Ū4)¤��)�?�+:Æŉ�)�? 
(Scimè et al., 2010)�SPARC0 TGFβ/�îÜĂ¥*�? endoglinC×�)
TGFβ/YSh�CİÈ�?�+:ðâ�@)�? (Rivera & Brekken, 2011)�
TGFβ0 atrogin1 /ơƕȇǀ.Ȱ��?�+�=
ɅŜƾ.��? SPARC /
ơƕȫ/¤�� TGFβYSh�/�țCĘ�Ȏ��
�/�+�ÍɈ.¢�ƾ
ǫǑ/�è*�?ÝǟĪ�ǘ�=@?� 
 
� ƬȬđƀ RNA (short interference RNA, siRNA) 0 21�= 23ñïĄ/�Œ
Ȭ RNA*
šƣmRNA+ƨàƣ-ȥÅCĸ%
šƣɏRNA+ǋß�?�+
*!/mRNACÃǽ�?¦ƙCĸ'��/ siRNACƙ�?�+*
ƦƣȢ¡
û/ơƕCƒƜƣ.İÈ�?�+�Ýǟ+-?�!�*Ƽ�ƻ*0�/ siRNA
C in vivo*Ƞƙ�?�+*
ɅŜƾ.��? SPARC/ơƕİÈC½ƕ�
!
/+�/ƾǏǍ.��?ěȾCŝȀ�#� 
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œł+ńŰ 
 
ÏƑ 
� M[ 8ȚɈ C57BL/6JxI[Cb}��\��l��Z}m�Ʋ (ƳùĊ) <
>ȍ¹�#�ÏƑ0
Ƃĕ 23�1	
 C
Ƅĕ 60%
ŉŌŔ�ɍŉŐ 12Ŋȯ
Ō
Ő 12Ŋȯ (ŉŐɎ7:00-19:00) /Ŕ��*Ƀǝ�
éĚȃł (�vMR[`�
a�g
ņŒȓƘċŞ
ŢŹ) ×2Ŭ0Ǥƚ.ľÛ� #�º)/ÿɄ0
Ŗ�
öýÏƑÿɄÿŅxi�F��.ï(�)ǲ&#� 
 
In vivo siRNA transfection 
� Mouse SPARC.Ą�? siRNA-=2.ȵĪĄƎ+�)/ negative control 
siRNA0 Applied Biosystems/Ambion (TX
USA) <>ȍ¹�#�Ƕșµ/Ľ
ú�?įȿ.Ġ�
ōǈƊĕ 0.7 mg/ml+-?<�!@"@/ siRNAC
Invivofectamine2.0 (Invitrogen
CA
USA) +žß�#� �/ƇżC!@"
@ɇȦ�/xI[/ÉǡɅƾ (TA) .!@"@ 50 µlŲ¹�#�siRNA.<?
SPARC/ơƕİÈÎŘCŝȀ�?#9
siRNACı��)�= 2ņ�<2 10
ņğ.!@"@ TACĻÛ�
ǋßǉǒCÛ>ȴ�)�=
ż¥ƺǅ�*¿Ô�
#H_t�`� (å¶Ǆǯ
öȱ) /�*ĩα.Àǋ� #ğ
g�HFH[/
�*H_t�`�Cǭơ� 
§ƙ6*-80�.)­ü�#�!/�%�ȣCþ
ȫƣ PCR (qPCR) �<2IJ[`�r�cf.
6# TA/ɅŜƾÀǋÄƐC
¦Į�¸Ɲřǧ.©�#� 
 
RNA /ĴÂ 
� Àǋ�# TAC TRIzol reagent (Invitrogen) �*
uºZJhHX� (Shake 
Master
 lHM{eGN�WHK�[
Ŗ�) .<>ǁƮğ
4	
 C
15,000 rpm
* 15Ãȯ/ȟĥÃȹCǲ�
�ĉCÇ/b��r.ƶ�#�1 ml/ TRIzol�

reagent.Ą�R��u�z (å¶Ǆǯ) C 200 µlÍ�
ŀĶ�#/%. 4	
 C

15,000 rpm* 15Ãȯ/ȟĥÃȹCǲ�
�ĉ/Ȗŉ-ȣÃ/ŬĉCÇ/b�
�r.çÚ�#��@+ƽȫ/H_±�p�F�V��CÍ�
ŀĶ�)�=

10ÃȯĀƂ*ȻǓ�
4	
 C
15,000 rpm* 15Ãȯ/ȟĥÃȹCǲ&#��ſ
Cĺ)
70% K`k��ɌɏlCÍ��=. 15,000 rpm* 10ÃȯȟĥÃȹ�
#��ſCĺ)
Ɂ�� #/%. 10ɐ50 µl/ DEPCÁƖŬCÍ�
RNAC
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Ƈǽ� #�ġ=@# RNA0
GeneQuant� (GE Healthcare
UK) .)Ɗ
ĕCƃþ�#� 
 
ȕȐ¾Ùħ (Reverse transcription reaction: RTɊ 
� 6�
��.Ʊ�#ÙħƇżC 65	
 C* 15ÃȯÁƖ� #/%
ŭ�*ĩ¿
�#� 
Total RNA (1-2 µg)  5 µl 
Oligo dT (Invitrogen)  1 µl 
Total Volume   6 µl 
 
Ť.
��.Ʊ�ÙħƇż*
42	
 C* 60ÃȯȕȐ¾ÙħCǲ&#� 
Total RNA ɋ 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 
� Ùħǈ�ğ
94	
 C* 5ÃȯÍƏ�
ŭ�*ĩ¿�#� 
 
qPCR 
� ȕȐ¾Ùħ.<&)ġ# cDNACƙ�)
Light Cycler 2 (Roche

Switzerland) Cƙ�# qPCR.<>ÞȢ¡û/ơƕCþȫ�#�¼ȣšƆȢ¡
û+�)0
hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase (HPRT) Cƙ
�#�qPCR.§ƙ�#±�Hx�0 forward
reverse/ȿ.!@"@��.
Ʊ�#� 
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′  
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TGFβ3: 5′-ccctggacaccaattactgc-3′  5′-tcaatataaagggggcgtaca-3′ 
Myostatin: 5′-tggccatgatcttgctgtaa-3′ 5′-ccttgacttctaaaaagggattca-3′ 
 
� Þ cDNAW�±�CȏǄŬ* 100¯ďȨ�#ƇżC PCR.ƙ�#�6#

šƆŝȫǏ¦Į/#9.Çȗ cDNAC 10¯
100¯
1000¯ďȨ�
Þ±�
Hx�]cf.Ą�)šƆŝȫǏC¦Į�#�ȏǄŬ0º)Milli-Q ȏǄŬǶ
șǵǓ (Millipore) .<>ǂǶ�@#:/Cƙ�#�-�ȵĪĄƎ.0 cDNA
/�B>.ȏǄŬ/7Cƙ�#� 
� 100¯.ďȨ�# cDNA
5 µM/±�Hx�
THUNDERBIRDTM SYBER® 

qPCR Mix (ŖŴǆ
öȱ) C��/ǉĮ*žß�#� 
ďȨ�@# cDNA  5 µl 
ƈǪȏǄŬ   4 µl 
Forward Primer  0.5 µl 
Reverse Primer  0.5 µl 
SYBER qPCR Mix 10 µl 
Total Volume  20 µl 
��/Ŕ�* PCR/ÙħCǲ&#�72	
 CC 1ƴȯǍĸ�?qJ�\�ǈ��
#Ŋƌ*ǰ¶ĕCŝÂ�
�@CɌWHR�ũ.ǲ&#� 
qPCRÙħŔ� 
 
� � � � � � � � � � 95	
 C
15Ã 
 
� � � � � � � � � � 95	
 C
15ƴ 
� � � � � � � � � � 57	
 C
20ƴ    45WHR� 
� � � � � � � � � � 72	
 C
1ƴ 
 
ÞȢ¡ûơƕȫCHPRTȢ¡ûơƕȫ.<>ȴ�#°C qPCR.<?ÞȢ¡û
/ƨĄƣ-ơƕȫ+�#� 
 
ɅŜƾ�=/`�mRȌĴÂ-=2.IJ[`�r�cf 
� Àǋ�# TACW�±�lcqE� (0.5 M Tris-HCl (å¶Ǆǯ)
10% 
glycerol (å¶Ǆǯ)
1%geY�ưȧhf�Iz (SDS
hN�Hd[R
�Ȥ)
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10% 2-mercaptoethanol (å¶Ǆǯ) ) �*uºZhHX�.<>ǁƮ�#ğ

5,000 rpm* 15Ãȯ/ȟĥÃȹCǲ�
�ĉCÇ/b��r.ƶ�#��/`
�mRȌĴÂƑC
SDSCá8w�FR��FygU�Cƙ�#ȺūųÏ.<
>Ãȹ�#� 
� IJcfėȐ¾ǵǓyif��[r�cf]� (BIO-RAD
CA
USA) .<
> 45V/þȺê�*�ŋr�cdG�SCǲ�
w�FR��FygU��=
PVDF{�r�� (Millipore) 3+Ȑ¾�#�r�cdG�S.0f��[q
E�lcqE� (10% {`k�� (å¶Ǆǯ)
25 mM Tris
190 mM Glycine 
(å¶Ǆǯ)) Cƙ�#�!/ğ
{�r��CÛ>Â�
5% [Pzy�R/PBS-T 
(0.1% Tween20 / PBS) .ź�
ĀƂ*�Ŋȯr�cP�S�#��ŤĲ¥0
PBS	T* 2,000¯.ďȨ�#Ĳ SPARC~Qw�R��h�Ĳ¥ (R&D 
systems
MN
USA)
4,000¯.ďȨ�#Ĳα-tubulinxI[ºkR��h�
Ĳ¥ (Sigma
MO
USA)
1,000¯.ďȨ�#Ĳ p38IWQw�R��h�
Ĳ¥
Ĳ��ȧÐ p38IWQw�R��h�Ĳ¥
Ĳ Smad3IWQºkR��
h�Ĳ¥
Ĳ��ȧÐ Smad3IWQºkR��h�Ĳ¥ (Cell signaling 
Technology
MA
USA) Cƙ�
4	
 C.)�ŋÙħ� #��ŤĲ¥Ùħğ

{�r��CÛ>Â�
Ĺƥ�-�=
PBS-T* 10Ãȯ
3çŵŸ�#��Ť
Ĳ¥Ùħ*0
1% [Pzy�R/PBS-T* 10,000¯ďȨ�# HRPšȈĲIW
Q IgGĲ¥ (Southern Biotechnology Associates
AL
USA)
HRPšȈĲx
I[ IgGĲ¥ (Jackson Immuno Research Laboratories
ME
USA)
ME

USA) �<2 BiotinšȈ~Q IgGĲ¥ (Vector Laboratories
CA
USA) C
ƙ�
ĀƂ*�ŊȯÙħ� #�BiotinšȈ~Q IgGĲ¥C§ƙ�#ȷ0
!
/ğ VECTASTAIN ABC kit (Vector Laboratories) Cƙ�) HRPšȈCǲ&
#�PBS-T* 3çŵŸ�#/%
ECL Western blotting analysis system.<
>ơ¶� 
ChemiDoc XRS+Y[dz (Bio-Rad).<>ƛ³CÛġ�#/%

ƛ³ÁƖ.<>Þ`�mRȌȫ/þȫCǲ&#� 
 
ɅŜƾ/ÀǋÄƐ/¦Į 
� Àǋ� # TAC O.C.TV�mI�g (Tissue-Tek; Sakura Finetek U.S.A
 
CA
 USA) .<>R�M[`cf (MICROM International GmbH
Walldolf

Germany) .éþ�
Õ� 7ɐ8 µm/ÀǋÄƐC¦Į�#�ÄƐ0ƾǏǍ.Ą
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�)íƧ-Ƚ+-?<�.¦Į�
MASV�f��[�HgS�[ (ŗűƯû
ċŞŚė Ʋ
öȱ) �.ȋ>��
Ɂ�� #ğ
-80�*­ü�#� 
 
ǉǒÄƐ/řǧ 
� ¦Į�#ÀǋÄƐC
4%m�u�zF�eng (PFA) Cá8��ȧǐǳƗ
ƖɂñŬ (Phosphate Buffered-Saline; �� PBS) .) 15ÃȯéþCǲ&#�
PBS.<> 3çŵŸ�#ğ
5%�lǱſ (DS) Cá8 PBS.) 1Ŋȯr�c
P�S�#�ŵŸğ
PBS* 100¯.ďȨ�#Ĳ SPARC~Qw�R��h�
Ĳ¥ (R&D systems)
Ĳ laminin IWQw�R��h�Ĳ¥ (Sigma) C 4�
*�ŋÙħ� #�PBS *ŵŸğ
5%DS/PBS .) 500 ¯.ďȨ�# Alexa 
Fluor® 488�lĲ~Q IgGĲ¥ (Invitrogen) + Alexa Fluor® 594�lĲIW
Q IgGĲ¥ (Invitrogen) C�ŊȯÙħ� #�ś0 Hoechst 33258 dye .<
>ĄŪřǧ�#� 
� ȜƾîƾǏǍ/ŝÂ.0
0.6%ȝȧÐŬǅŬ (å¶Ǆǯ) Cá8 5%ťĐ~Q
Ǳſ (NGS
Invitrogen) Cá8 PBS *ĀƂ.)ɌŊȯr�cP�S�#ğ

PBS* 500¯.ďȨ�#ĲȜƾîyMY�ȩȬ (myosin heavt chain
MHC) 
xI[ºkR��h�Ĳ¥ (Sigma) C 4°C*�ŋÙħ� #�!/ğ HRPš
ȈĲxI[ IgG Ĳ¥CĀƂ* 1 ŊȯÙħ� #ğ
ōǈƊĕ 0.5 mg/ml /
diaminobenzidine+ 0.03%ȝȧÐŬǅŬCá8Ƈż.)ơǧ� #�6# HE
řǧ
�?�0ĲȜƾîyMY�ȩȬ.Ą�?¸ƝřǧCǲ&#ÄƐ�=
1®
¥�#> 5 ǻȪC�Ĭ.ȡD*¾ƩĿě�
ƬĝCƃþ�?�+*ƾǏǍƧĝ
+�#� 
 
ǌǿÁƖ 
� 2ǔȯ/Ēì°/ŪȒ0
Unpaired Student’s t-testCƙ�)ǲ&#��÷°
/ŪȒ.0
Wilcoxon rank sum test Cƙ�#�ÓȶƔ 5%őƅC:&)ŎĬ
-č��?+Æþ�#�
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ǋŘ 
 
In vivo siRNA .<?xI[ÉǡɅƾ.��? SPARC /ơƕİÈ 
� ɅŜƾ.��) SPARC�ơƕ�)�>
SPARC/ơƕ�ÍɈ.¢�Ɓć�
?�+0�@6*.ðâ�@)�?://
ɅŜƾ.��? SPARC/¦ƙ-
=2.!/ơƕ¤�/ĬǕ.'�)0�ŉ*�?�!�*Į¥ɅŜƾ.��?

SPARC/ĜËCŉ=�.�?#9
8ȚɈ C57BL/6JxI[/ÉǡɅƾ.��
)
in vivo.��? siRNAą¹.<> SPARCCkcRaI��
ÍɈ.¢�
SPARC/ơƕ¤�CǩɈ®¥*½ƕ�?�+Cȃ7#�Invivofectamine2.0C
ƙ�#�wqJRY��Ű.<> SPARCCšƣ+�# siRNA (siSPARC) C
ÉǡɅƾ.Ƨļı��
!/ 2ņ�<2 10ņğ. SPARC/mRNA
`�m
RȌơƕȫCȇ4# (Fig. 1	1)�!/ǋŘ
siRNAą¹ 2ņğ.��) SPARC
/mRNAȫ�ĄƎǔ.Ū4) 70ɉ��İÈ�@)�# (Fig. 1-1A)��/ơƕ
İÈ0 10ņğ.0Żø�)�>
ĄƎǔ+àƷĕ.6*çģ�)�#�IJ[
`�r�cf/ǋŘ:àŠ.
siSPARCǔ*0 siRNAą¹ 2ņğ.ĄƎǔ.
Ū4) 50%��/ơƕİÈÎŘCȅ9# (Fig. 1-1B)�SPARC.Ą�?Ĳ¥C
ƙ�)¸ƝǉǒÐýřǧCǲ&#+�A
siRNAą¹ 2ņğ.��)ĄƎǔ*
0ȯȌ. SPARC/ơƕCȅ9#�
siSPARCą¹ǔ*0 SPARC/ơƕ05
+D,7=@-�&# (Fig. 1-1C)���/ǋŘ�=
in vivo.��) SPARC
.Ą�? siRNACƧļı��?�+.<>
SPARC/ơƕ��ȝƣ.İÈ�
@?�+�ŉ=�+-&#� 
 
SPARC ơƕİÈ�ƾǏǍƧĝ.��?ěȾ 
� SPARC/ơƕİÈ�ɅŜƾ.��?ěȾCŝȀ�?#9
siSPARCą¹ 2
ņ�<2 10ņğ/ƾǏǍ/ƧĝCȇ4# (Fig. 1-2)�!/ǋŘ
siRNAą¹ 2
ņğ*0
ĄƎǔ
siSPARCą¹ǔȯ*ƾǏǍ/Ƨĝ/ÃĎ.Ȟ�07=@-
�&# (Fig. 1-2A
B)��/+�ĄƎǔ
siSPARCą¹ǔ,%=/ǔ.��)
:ȯȌ3/ƋƞǇǞ/źƉ�ȅ9=@#�
HEřǧ³�=0�Ǚ.Ƌƞ/Ʒĕ
/Ȟ�07=@-�&#�+�=
�/ƋƞǇǞ/źƉ0 siRNACáD$Ƈż
CɅŜƾ.Ƨļı��#�+.Ȏè�?:/+ǘ�=@#��ń
siRNAą¹
10ņğ.��)0 siSPARCą¹ǔ*ŎĬ-ƾǏǍƧĝ/ǑĆCȅ9# (Fig. 
1-2A
C)�ƾǏǍ/Ƨĝ/Ēì°.'�):
àŠ. siRNAą¹ 2ņğ.0ô
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Ð�7=@-�&#�
10ņğ*0 siSPARCą¹ǔ*ŎĬ-ǑĆ�ȅ9=@
#���/ǋŘ�=
SPARC/ơƕİÈ0
ƾǏǍ/ǫǑCĘ�Ȏ��ÝǟĪ
�ǘ�=@#� 
 
αƾî�<2ȜƾîƾǏǍ.��? SPARC ơƕİÈ/ěȾ 
� ɆɈǙ/ɅŜƾ*0Ȝƾî<>:αƾî/ƾǏǍ.��)ǫǑ�ɀǬ*�>


�=.Ȝƾî/ƾǏǍ�Ò9?Ëß�òÍ�?�+�ƫ=@)�? (Lexell et 
al., 1988)�!�* SPARCơƕİÈ.<?ƾǏǍ/ǫǑ�7=@# 10ņğ.�
�)ȜƾîyMY�ȩȬ.Ą�?Ĳ¥.<?¸ƝřǧCǲ�
ƾǏǍî/Ëß

.ôÐ�Ȏ�?/�
6#αƾî•Ȝƾî/,%=/ƾǏǍ.ǫǑ�Ȏ�)�?
/�Cȇ4# (Fig. 1-3)�6�ĄƎǔ�<2 siSPARCą¹ǔȯ*ȜƾîƾǏǍ
/ËßCŪȒ�#+�A
ȜƾîƾǏǍ/Ò9?Ëß.ôÐ07=@-�&# 
(Fig. 1-3A
B)�Ť.Ȝƾî
αƾî!@"@.��?ƾǏǍ/ƧĝCƃþ�#
+�A
Ȝƾî/ƾǏǍ.��)0ƾǏǍ/Ƨĝ/ÃĎ.'�)ĄƎǔ�<2

siSPARCą¹ǔȯ*Ȟ�07=@-�&# (Fig. 1-3C)��ń
αƾî/ƾǏǍ
*0 siSPARCą¹ǔ*ƾǏǍ/Ƨĝ/ÃĎ�Čń3ƶÏ�)�# (Fig. 1-3D)�
ƾǏǍƧĝ/Ēì°.Ȱ�):Ȝƾî*0ĄƎǔ�<2 siSPARCą¹ǔȯ.
Ȟ�07=@�
αƾî.��) siSPARCą¹ǔ*Ƨĝ/ǑĆ�ȅ9=@# 
(Fig. 1-3E)���/ǋŘ�=
SPARC/ơƕİÈ0ƾǏǍî/Ëß.ěȾ0�
�-�://
αƾîƾǏǍ.Ą�)ƾǏǍƧĝ/ƁćCĘ�Ȏ���+�ŉ

=�+-&#� 
 
SPARC /ƾǫǑȢ¡û-=2. TNFα�<2 TGFβYSh�ȇǀ¦ƙ 
� ɅŜƾ�ǫǑ�?Ŕ��*0!/ǫǑ/Öè+-?ƾǫǑȢ¡û atrogin1;
MuRF1/ơƕ��ň�?�+�ðâ�@)�?�!�*
SPARC/ơƕİÈ
.<>ƾǏǍ/ǫǑ�7+9=@#10ņğ.��)�@=ƾǫǑȢ¡û/ơƕ
ȫCȇ4# (Fig. 1-4)�!/ǋŘMuRF1/ơƕȫ.'�)0ĄƎǔ�<2
siSPARCą¹ǔȯ*Ȟ�07=@-�&#://
atrogin1/Ȣ¡ûơƕȫ.
Ȱ�)0 siSPARCą¹ǔ*òÍ�)�?�+�Æŉ�#��/�+�=

SPARC/ơƕİÈ.<> atrogin1��ň�?�+�
SPARCơƕİÈ.<?
ƾǫǑ/�è*�?ÝǟĪ�ǘ�=@#� 
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� SPARC/ơƕİÈ� atrogin1/ơƕȫòÍCĘ�Ȏ��ţĔCŉ=�.�
?#9
atrogin1/ơƕC�ň� ?¦ƙC:'WHfNH�*�?
TNF�
�<2 TGFβ1/Ȣ¡ûơƕȫCȇ4# (Fig. 1-5A)�!/ǋŘ
siRNAą¹ 2
ņğ.��)
SPARCơƕİÈ.<>�@=WHfNH�/ơƕȫ�òÍ�?
ǋŘ0ġ=@-�&#� 
� ɅŜƾ*àŠ.ơƕ�?�+�ƫ=@? (Zhou et al., 2006; Smith et al., 
2007)
TGFβ1/FH_qL�z*�? TGFβ2�<2 3
6#ƾǫǑCĘ�Ȏ
��myostatin.'�):!/ơƕȫCȇ4#+�A
àŠ. SPARCơƕİ
È.<?ơƕȫ/ŎĬ-òÍ07=@-�&#� 
� Ť. SPARC/ơƕİÈ.<>WHfNH�.Ą�?ÙħĪ�ôÐ�?Ýǟ
ĪCǘ�
!/�ŷYSh�/��ȧÐCȇ4#+�A
TNFα/�ŷ*�?
p38.'�)0ôÐ�-�://
siSPARCą¹ǔ.��) TGFβ/�ŷYS
h�*�? Smad3/��ȧÐ��ț�?�+�ŉ=�+-&# (Fig. 1-5B)�
��/ǋŘ�=
SPARC0 TGFβYSh�Cȡĳƣ.İÈ�?�+*
ƾǫǑ
Ȣ¡û/ơƕ�ň.Ȏè�?ƾǫǑ�=ƾǏǍC­ȉ�?ĜËCĵ&)�?+

ǘ�=@#� 
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ǘă 
 
� Œƭƹ.<>
ɅŜƾ3/ siRNA/Ƨļı�.<? SPARC/ơƕİÈ0
TGFβYSh�/�ț
atrogin1/ơƕ�ň�<2ƾǏǍ/ǫǑCĘ�Ȏ���
+�Ʊ�@#�SPARCkcRFIfxI[/Ǵƕî+�)ǠǜǮƸ/�ț��
�=@
�@.0¥ȩòÍC¢B-��+�=
�´ƣ-ɅŜƾȫ/Ɓć��

ī�@? (Bradshaw et al., 2003)�Œƭƹ/ SPARC/æø.<?ƾǫǑ/ǋ
Ř0�/<�-ƫǺ+�ǥ�?� 
 
� ɅŜƾ3/ siRNAƇż/Ƨļı�0ƾǏǍȯ3/ƋƞǇǞ/źƉCĘ�Ȏ�
�
�@=ƋƞǇǞ0 atrogin1/ơƕCȆą�? TNFαCƘƗ�?�+�ƫ=
@)�? (Lundberg, 2000)���/�+�=
Œƭƹ.��)7=@# siRNA
ą¹.<? SPARCơƕİÈŊ/ atrogin1/ơƕ�ň� siRNAı�.<&)
Ȇą�@# TNFαƘƗ.Ȏè�?+�&#ÝǟĪ:ÑÃǘ�=@?����-
�=
ĄƎǔ+ siSPARCą¹ǔȯ* HEřǧ³*0Ƌƞ/Ʒĕ.ɀǬ-Ȟ�0
ȅ9=@-�&#�+
6# TNFα/ơƕȫ.'�):�ǔȯ.Ȟ�07=@
-�&#�+�=
SPARC/ơƕİÈŊ.7=@# atrogin1/ơƕ�ň0

SPARC`�mRȌ/æø.Ȏè�?:/+ǘ�)�?����
siRNAı�
.<?ƋƞȆą�
SPARCơƕİÈ.<? atrogin1/ơƕ�ňÎŘ/ơƕ.
Ħǹ-Ŕ�*�?ÝǟĪ0ªƍ+�)ŧ�@?�ɅŜƾ3/ siRNA/Ƨļı�
+��įŰ<>:<>ȼ«Ǹƣ*
�' SPARC/ơƕ�Ŋȯƣ�'ƾǏǍȳ
Ĉƣ.ÈĢ*�?<�-ǯÊȆąĪ/V�eGY�h�kcRFIf;
M±

fZJjdGR[-,Ń��įŰCȮơ�?�+*
SPARC/ƾǏǍ.Ą�?
Ƨļƣ-ěȾ.'�)�ğ<>ȄǇCŉ=�.*�?:/+ĨB@?� 
 
� Smad3/��ȧÐC0�9+�? TGFβYSh�0ÍɈ.¢�xI[ɅŜƾ
*�ț�?�+�ƫ=@)�>
ǗɈxI[*7=@? TGFβYSh�/�ț
CİÈ�?�+*
ƾţǟ/çģ�7=@#�+�=
TGFβYSh��W�V
tiFŮƠŰCȮơ�?�*/šƣ/�'+-&)�? (Carlson et al., 2009; 
Burks & Cohn, 2011)�SPARC0 TGFβ1/ŶĪCÈĢ�?èû*�?�+0
�É<>ƫ=@)�#� (Brekken & Sage, 2001)
ōȔ.->
SPARC0
pericyte.��)
ǇǞǣ�.üë�? TGFβ/�îÜĂ¥*�? endoglin+
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ƧļǷß¥CĚĮ�?�+*
TGFβ1+!/ÜĂ¥+ǋßCȲā�?�+�ð
â�@# (Rivera & Brekken, 2011)��/�+�=ɅŜƾ.��)�/
endoglin� SPARC+ TGFβYSh�+C�×�)�?ÝǟĪ�ǘ�=@?�
���
ɅŜƾ.��? endoglin/ơƕ0
�cf/ƾǨǇǞ;Ǳƿ¼ƤǇǞ
.ȳĈ�)�> (Duff et al., 2003)
¸Ɲřǧ*0ƾǏǍ.0ơƕ�7=@-� 
(Frydelund-Larsen et al., 2003)� �/ƌ.Ȱ�)
ǦãŽ��+.
endoglin
0Ġŕ/ǣǋßî�õ.:Ƈǽî/şșC:%
�/Ƈǽî/ endoglin�nf
/Ǳſ�.üë�
TGFβ1+!/ÜĂ¥+/ǋßCȲā�?¦ƙCƱ��+�
ŉ=�+-&# (Venkatesha et al., 2006)���/�+�=
�/Ƈǽî
endoglin�ɅŜƾ.:üë�
SPARC/ TGFβYSh�İÈ¦ƙC�×�?Ý
ǟĪCŝȂ�?�+*
ɅŜƾ.��? SPARC/¦ƙţĔ.Ȱ�?ƫǺCġ
?�+�ŐĞ*�?� 
 
� In vivo.��?Š�-ƾǫǑºe�*0 atrogin1+MuRF1/mRNAØń
/ơƕ��ň�?�+�ƫ=@)�?�
Œƭƹ*0 SPARCơƕİÈŊ.
atrogin1/ơƕ�ň��Ǽă�@-�&#�Atrogin1;MuRF1-,/ƾǫǑ
Ȣ¡û0
ɅŜƾ/ǫǑ�õ.:�ºe��S-=2.ƜÐ¦ƙCȇǀ�?�

+*ɅŜƾȫ/ǍĸCĵ��+�ƫ=@)�? (Foletta et al., 2011)��@.Í
�)
�oPb��O�^*�? atrogin1+MuRF1/ïȌƒƜĪ�Ɯ-?�
+:��'�ðâ�@)�?�¨�1
atrogin10ƾÃÐ.ȩǹ-Ȑ¾ȇǀè
û*�?MyoD;Myogenin-=2. longation initiator factor substrate 
subtype 5CÃǽ�?�+*
ƾÃÐ;`�mRȌǖȁ.ěȾC��?  
(Tintignac et al., 2005; Lagirand-Cantaloube et al., 2008; Jogo et al., 2009)�
�ń
MuRF10yMY�ȑȬ;yMY�ȩȬ+�&#ƾǏǍ/şșCĵ�èû
+ƨ�¦ƙCƱ�+�@)�? (Clarke et al., 2007; Cohen et al., 2009)�ƕë
/+�A�@=/ƾǫǑȢ¡û/ïȌƒƜĪ/Ȟ��,/<�-ƗƖýƣĬǕ

Cĸ'�0�ŉ*�?�
�/Ȟ�� atrogin1+MuRF1�ƾǫǑ;�ºe�
�SŊ.Ç�/ĜËCĵ&)�?�+CƱ�:/*�?ÝǟĪ�Ɇ��SPARC
0 TGFβYSh�-=2.!/�ŷ.£Ǔ�? atrogin1/ơƕCÈĢ�?�+
*
ƾǏǍ/şșCĵ�èû<>:ƾÃÐCÈĢ�?èû/ȇǀ.Ȱ��)�

?/�:�@-�� 
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� Œƭƹ*0 8ȚɈ/xI[Cƙ�)�>
�/ȚɈ/xI[*0ƾǨǇǞ�
Ŷơ.²�ɅŜƾ/Įȭ�Ǭ��ŊŐ*�? (Nishijo et al., 2009)�!/#9

SPARCơƕİÈ.<?ƾǏǍƧĝ/ǑĆ�ɅŜƾ/Įȭ/ȜĖ.<?:/*
�?ÝǟĪ:ÑÃ.ǘ�=@?����-�=
Œƭƹ*0 siRNAą¹ 2ņğ
�<210ņğȯ*ƾǏǍ/Ƨĝ.ɀǬ-ôÐ07=@-�&#��/�+�=

Œƭƹ*7=@#ƬŐȯ.��?ƾǏǍƧĝ/ǑĆ0
ɅŜƾ/Įȭ/ȜĖ.

<?:/+��<>:
ƾǏǍ/ǫǑ.Ȏè�?:/*�?ÝǟĪ�Ɇ�+ǘ

�)�?� 
 
� ��
Œƭƹ.<>
SPARC/ơƕİÈ� TGFβYSh�/�țCķ�
!
/ǋŘ atrogin1/ơƕòÍ.<?ƾǫǑCĘ�Ȏ��ÝǟĪ�Ʊ�@#��=
.�/ƾǫǑ�αƾîƾǏǍ*ɀǬ*�&#�+0
ɆɈǙ*Ȝƾî<>:α

ƾîƾǏǍ*ǫǑ�Ǭ��ƫǺ+�ǥ�?���/�+�= SPARC0ƾǏǍ
/ǫǑ�=ƾǏǍC­ȉ�?¦ƙCĸ%
!/ơƕ/Ǎĸ-=2.!/¦ƙ/

òę�W�VtiF·ŏ3/šƣ+-?�+CŐĞ�)�?� 
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Fig. 1-1　,n vivo siR1A による SPARC ンຠ⋡のホ౯࢘ࢲࢡࢵࣀ

➽๓⬯㦵ࢫ࣐࢘ (TA) ࡬ siR1A ᢞ୚ 2および 10 ᪥ᚋに TA を᥇ྲྀし、

TPCR㸦A)、࢙࢘ࢱࢫンࢺࢵࣟࣈ㸦B㸧によࡾ SPARC のⓎ⌧㔞をᐃ㔞した。

n   3。 
� p � 0.0�。 

(C)SPARC にᑐするච␿ᰁⰍീ。Scale Ear   100 μm。
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Fig. 1-2　siR1A による SPARC るᙳ㡪࠼ンが➽⥺⥔に୚࢘ࢲࢡࢵࣀ

ࢫ࣐࢘ TA ࡬ siR1A ᢞ୚ 2および 10 ᪥ᚋの TA ෾⤖ษ∦の H( ᰁⰍീ㸦A㸧とその᫬の

➽⥺⥔┤ᚄのศᕸ㸦B、C㸧およびそのᖹᆒ㸦'㸧。�はⴎ⦰した➽⥺⥔を示す。

n   3。Scale Ear   100 μm。
� p � 0.0�。

#

#
#

#

31



s
iS

P
A

R
C

C
o

n
tr

o
l

A)
Anti slow–type MHC

C
u

m
u

la
ti
v
e

 %
 f

ib
e

rs
C

u
m

u
la

ti
v
e

 %
 f

ib
e

rs

F
ib

e
rs

 (
%

)
F

ib
e

rs
 (

%
)

4011 18 26 33 48

Fiber diameter (μm)

C)

D)

Slow-type

Fast-type

54 62

4011 18 26 33 48 54 62

Fiber diameter (μm) Fiber diameter (μm)

Fiber diameter (μm)

50

00

30 60

50

00

30 60

S
lo

w
-t

y
p

e
 f

ib
e

rs
 

(%
)

B)

Slow fibers Fast fibers 

E)

40

20

M
e

a
n

 f
ib

e
r 

d
ia

m
e

te
r 

( μ
m

) *

Control siSPARC

Control siSPARC Control siSPARC
0

15

10

0

5

Control

siSPARC

Control

siSPARC

Control

siSPARC

10

20

15

25

0

5

10

20

15

25

0

5

0

0

Fig. 1-3　SPARC るᙳ㡪࠼ンが➽⥺⥔ᆺに୚࢘ࢲࢡࢵࣀ

ࢫ࣐࢘ TA の࡬ siR1A ᢞ୚ 10 ᪥ᚋの TA におけるᢠ㐜➽ᆺミ࢜ࢩン㔜㙐ᢠయを⏝いた

ච␿ᰁⰍീ㸦A㸧と㐜➽ᆺ➽⥺⥔が༨ࡵる๭ྜ㸦B㸧なࡽびにその᫬の➽⥺⥔┤ᚄの

ศᕸ㸦C、'㸧とそのᖹᆒ㸦(㸧をࣛࢢフ໬したもの。n   3。Scale Ear   100 μm。


� p � 0.0�。
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Fig. 1-�　SPARC Ⓨ⌧ᢚไによる➽ⴎ⦰㑇ఏᏊⓎ⌧㔞のኚ໬

ࢫ࣐࢘ TA の࡬ siR1A ᢞ୚ 10 ᪥ᚋにおける atrogin1 および MXRF1 の

㑇ఏᏊⓎ⌧㔞を TPCR によࡾᐃ㔞した。n   3。
� p � 0.0�。
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Fig. 1-�　SPARC Ⓨ⌧ᢚไによる T1F_および T*F`ࣝࢼࢢࢩのኚ໬

㸦A㸧࣐࢘ࢫ TA の࡬ siR1A ᢞ୚ 2᪥ᚋにおける T1F_、T*F`および Myostatin 㑇ఏᏊの

㹫R1A Ⓨ⌧㔞を TPCR によࡾᐃ㔞した。n   3。

㸦B㸧࣐࢘ࢫ TA の࡬ siR1A ᢞ୚ 2᪥ᚋ、p3� および Smad3 のリン㓟໬の⛬ᗘを


。ᐃ㔞した。 n   3ࡾによࢺࢵࣟࣈンࢱࢫ࢙࢘� p � 0.0�。
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Êɝ.¡�ɚţǄÈɘǏǨǟ*ƣ�@ SPARC ıİĥ+  

!A.Ą�@ SPARC ¹êÍŬŨ/Ⱦ�  
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ǘȈ 
 
� ǂ�ǁ.��)	ɚţǄ*0 SPARC �ǄǙǖ/ǵǚ.Ą�¬ȕƭ-¦ƥD
Ķ'�+�ƺä�A#
ɚţǄ.0ǄǙǖ�ô.;	ǄǽŏǏǨ<ǪǤÈɘǏ

Ǩ-,/ÈɘǏǨ�ûê�@ (Mauro, 1961; Joe et al., 2010; Uezumi et al., 
2010)
�A>/ǏǨ/¿Íǩ.��@ÊɝĥóÍ+�)	ǄǽŏǏǨ/Ǆ¿Í
ǩ�£��	ǪǤÈɘǏǨ/ǪǤ¿Íǩ��Ȩ�@
SPARC0	ǄǽŏǏǨ.
��);!/ƫƠ�ƹȏ�A)�? (Jørgensen et al., 2009)	ǄǱǏǨšDƥ
�#ÿə�>	ǄǆėīD«Ȩ�@¦ƥDĶ'�+�ƺ�A)�@ (Cho et al., 
2000; Motamed et al., 2003)
�ŉ*	ǪǤ¿Íǩ.Ⱦ�)0	vJY/ƬǰǪ
ǤǑǜƦŜ/ǪǤÈɘǏǨ/îë�. SPARC ]�iRȖDƇÊ�@+ǪǤ¿
Íǩ�įÆ�A@�+�>	SPARC�ǪǤ¿ÍįÆ¦ƥDĶ'�+�ðà�A
)�@ (Nie & Sage, 2009a; 2009b)
�/=�. SPARC�Ǆ¿Í	ǪǤ¿Í
/Õŉ/¿Íǩ.Ą�ȓǇ¦ƥDŕ�@�+�>	SPARC�ǄǙǖ$�*-�
ɚţǄDŨī�@ÈɘǏǨǟ.Ą�!/¿ÍǩDÆğ�@�+*	ɚţǄ/Ħ

čĥǖĶ.Ă��)�@�+�Ĩþ�A@
��/�+�>	Êɝ.¡��/

SPARC/ƫƠȶ	;��0 SPARC/¿ÍȓǇ¦ƥ.Ą�@Öģĥ�ǄǽŏǏ
Ǩ�=2ǪǤÈɘǏǨ.��)£��@�+*	ǄǽŏǏǨ->2.ǪǤÈɘ

ǏǨ*8>A@¿Íǩ/ÊɝĥóÍDĔ�Ș��ÚǩĥDǡ�#
 
�  
� SPARC +Ʋ�¦ƥDƺ�çù/�'. integrin α5 (itga5) �ķ�>A@ 
(Nie et al., 2008)
ǏǨǾɍ�.¢Ǟ�@ integrin0 ECMÙā¤+�)°�	
ECM +ǏǨȽ/Ʋ�¦ƥD���)�@
Integrin /žĥ0ǏǨô	ǏǨ¹
ũ�-çù.=&)Æğ�A)�?	ǏǨǾɍ�/ integrin 0!/�ȯ�L�
dVIc�WYǒȚ.=?ǏǨ¹3+¹êÍ�@�+�Ƶ>A)�@
 
(Caswell et al., 2009)
�ēǏǨ¹.Ø?Ƞ7A# integrin0!/Ĝ�VIR
�L�d\�x3+ȞȢ�A	ǏǨǾɍ�.Ĭ&)ºÅƥ�A@
�O�d0	

�ǯ.	Ùā¤D��#L�dVIc�WY�@�0ɓ¦ƥ (pinocytosis) .=
@;/�Ƶ>A)�@ (Conner & Schmid, 2003)
�/ǒȚ0õ��¿�)	
õɓ¦ƥ  (macropinocytosis)	clathrin ©ûĥ	caveolin ©ûĥ->2.
clathrin�caveolin Ɍ©ûĥL�dVIc�WYǒȚ/åƽɑ.¿ɑ�A@

Integrin/¹êÍ.Ⱦ�)0macropinocytosis.=@;/ (Gu et al., 2011)	
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clathrin©ûĥ (Ezratty et al., 2009) �=2 caveolin©ûĥL�dVIc�W
YǒȚ.=?ǏǨ¹.¹êÍ�@�+�Ƶ>A)�@ (Caswell & Norman, 
2006)
�/ integrin/¹êÍ�~`cɚɛƦŜȽǶǊĐǏǨ/¿ÍǩȓǇ/ȴ
Ȃ-ÆğŬŨ+-&)�@ (Du et al., 2011)
 
 
� řǁ*0	7�ǂ�Ǉ.��)ǲɝ (young) +Ǡɝ (old) ~`c=?Ðɉ�
#ɚţǄÈɘǏǨǟ (Skeletal muscle derived progenitor cells, Skm-PCs) D
ƥ�)	Skm-PCs.��@ SPARC/ƫƠȶ�=2 SPARC.Ą�@ÖģĥD
ǲɝ�ǠɝȽ*ųȝ�#
7#	SPARC+Ʋ�¦ƥ�@ itga5.Ⱦ�)	itga5
� SPARC /¿ÍȓǇ¦ƥD���@�,��.'�)ŤȊDÊ�#
ǂ�Ǉ
*0	integrin�ǏǨ¹3+¹êÍ�A@�+.ƴư�	SPARC/¿ÍȓǇ¦
ƥ+!/ÊɝĥóÍ.Ą�)	SPARC/¹êÍŬŨ�Ⱦ��@�,��DŤȌ
�#
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ŚŇ+ŉŹ 
 
Ìƛ+ɔǥś� 
� řƷƿ*0	ǲɝǟ+�) 4 �> 5 Ŕɝ/	Ǡɝǟ+�) 21 �Ŕɝ��/
Wistar-Imamichi~`c/ɈDƥ�#
�A>0ÌƛǛŮƷƿĭ (ǳí) �>ȗ
¶�#;/D!A"A/Ŕɝ.-@7*ɔǥ�#
 
� Ìƛ0	Ɗē 23�1	
 C	ƌē 60%	ōŒś�ɥōŖ 12ŐȽ	ŒŖ 12ŐȽɠō
Ŗɦ7:00-19:00ɡ/ś��*ɔǥ�	éėȎŇ (~tMRY]�^�d	ŋřȟ
ƤĊť	ūƀ) Ô2ŵ0ǬƦ.ĿØ� #
·)/ÿə0�ŝ�õüÌƛÿəÿ
Ŋvf}G�
.ï(�)Ǽ&#
 
 
~`cɚţǄ�>/ɚţÈɘǄǏǨ Skm-PCs /Ðɉ�=2îɖ 
� �ȋ/ś��*ɔǥ�#~`cD CO2OY.)ýŧŰ�	70% L]g��.
5¿ȽƂ�	·țDƃŲ�#
!/Ĝ	Ĝǣ+Ǧȯ/ɚţǄDĺØ� PBS.Ƃ
�#
ɚţǄ.�ƴ�)�@ǪǤ<ǓÜǑǜDØ?ɂ�#Ĝ	10 cm W{�� 
(BD Falcon	NJ	USA) .ɚţǄDƻ�	ȷ*Ǐ��ÇE$
ǏÀ�#ɚţǄ
ȴȶDƋþ�	10-12.5 g/ǑǜD	!A"Ao�aG�[ (Sigma	œǐƑē
1.25 mg/ml) DÞ9 30 ml/ PBS.=?ɣŐȽ	ȱǍ½Ƣ�#
ȱǍ½Ƣǐ�
Ĝ	3,000 rpm* 3¿ȽȬġ¿ɉ�	�ƈDØ?ɂ�#
º2 37	
 C/ PBSD
Ê�łĴ�	1,000 rpm/Ȭġ¿ɉDǼ� Skm-PCsDÞ9�ƈDæ×�#
�
/Ń¦DȬġ¿ɉ/ŐȽD 10¿	8¿	5¿+ƶ��-�>Üȉ 3æǝ?ȡ�	
æ×�#�ƈD 3,000 rpm* 3¿ȽȬġ¿ɉ�#
ŷű�#ǏǨD 10% JW
ǧùǻƈ (FBS	Invitrogen) Ô2 50 Unit/mlrfW��	50 µg/mlYc�o
cvIW�	50 µg/mlT�]vIW� (Invitrogen) DÞ9 DMEM (Invitrogen	
��Ȧčîë+�@) .)Ɓȩ� 	Cell strainer (BD Falcon) Dƥ�)ƒȪ
�#
 
� Ğ>A# Skm-PCs 0	 poly-L-lysine + human plasma fibronectin 
(Invitrogen) *U�c�# 24-well�=2 48-wello��c (IWAKI	ÏǶ) .	
!A"A 1 well�#?	!/ǏǨ�ƦŜ�@ǄǑǜ/ȴȶ� 0.5 g�=2 0.25 g
+-@=�.ŀƽ�#
ǏǨ0Ȧčîë.)	37	
 C	ƌēɕã	5% CO2-95% ǀ
Ŵś��*îɖ�#
îɖȼø 24ŐȽĜ.	Ȧčîë* 2æ�> 3æż��+
.=?Ɍ�ƴĥ/ǏǨ<ǓÜǑǜ-,DØ?ɂ�#
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� o��c/U�c.�#&)0	7�îɖǾɍD poly-L-lysine* 5¿Ƚ½Ƣ
�	Ǖ�)ƐǴșǌŵ* 3æżſ�)=��ƚ� #
�>.	0.001%/ human 
plasma fibronectinDÞ9 DMEM* 30¿��½Ƣ�	ǏǨDŀƽ�@ƱÈ.
ßĔɂÓ�#
 
 
Skm-PCs /¿ÍȐą 
� Skm-PCs /ǪǤ¿ÍȐą0��/=�.Ǽ&#
Skm-PCs Dŀƽ�)�>
ǋ 24ŐȽĜ.	Ȧčîë.I�Y�� (œǐƑē 1 µg/ml)	DEX (œǐƑē 0.1 
µg/ml)	IBMX (œǐƑē 27.8 µg/ml) Ô2 Troglitazone (œǐƑē 10 µM	ǂ
��¸	ŝ�) DƇÊ�#îë (ADM) 3+�Ľ�	48ŐȽîɖ�#
Ǖ�)	
I�Y��+ Troglitazone /8DƇÊ�#Ȧčîë* 48 ŐȽîɖ�#
�/
îë*�ɀ/ǏǨîɖDǼ�	2ŋ��.�Ľ�#
I�Y��	DEX	IBMX
.'�)0	I�Y�� 1 mg/ml (0.1N HCl)	DEX 0.1 mg/ml (y]g��)	
IBMX 27.8 mg/ml (DMSO) DYc`RƏƄ+�	-20	
 C.�)¬û�#;/D
ƥ�#
Ǆ¿ÍȐą0 2% ɗǻƈ (horse serum, HS) Ô2 50 Unit/mlrfW
��	50 µg/mlYc�ocvIW�	50 µg/mlT�]vIW�DÞ9 DMEM
îë.=?Ǽ&#
ǏǨŀƽĜ	2	3ŋĜ.�/îë.�Ľ�#
ǏǨDŀƽ
�) 1ŋĜ	ǻơǊ/ǏǨ<ǓÜǑǜ-,D 2æ�> 3æ/îë�Ľ.=?Ø
?ɂ�#
�ɀ	2ŋ�+.Ǆ¿ÍȐąîëD�Ľ�#
 
 
siRNAɠshort interference RNAɡ/ą¶ 
� řǁ*§ƥ�# siRNA/Z�Yȸ/ȰÁD��.ƺ�#
 
SPARC (Sigma	�� 3ƽɑ/ siRNADƆÜ�	NRa�+�)§ƥ�#
) 

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

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

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

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

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

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

� ,/ siRNA ;œǐƑē 50 nM +-@=�.ȓȀ�)ÿə.ƥ�#
ɃĥĄ
Ƙ+�) Scrambled siRNA (Invitorgen	ǂ�Ǉ)	Negative control (Ambion	
ǂ�Ǉ) Dą¶.ƥ�#
Skm-PCs 0ŀƽ�)�> 2 ŋȽ (Myogenin /µƩ
Šǰ/ñÜ.0ɣŋȽ) îɖ�#Ĝ	İƣƛȖDÞ7-�îë.�Ľ�	�>.
�őîɖ�#
!/Ĝ	ą¶Ȏǹ/ Lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen	CA	
USA) Dƥ�	Ȁȧ²/ļ÷�@Įɏ.ĝ&) siRNADą¶�#
siRNAą¶
48ŐȽĜ.	RNA	]�iRȖĲ¾�=2ǪǤ¿ÍȐąîë	Ǆ¿ÍȐąîë
3/�ĽDǼ&#
 
 
SPARC ]�iRȖ/ƇÊ 
� îë�3/ SPARC]�iRȖ/ƇÊÿə.0¹çĥ/ SPARCD siRNA.
=?įÆ�#Ĝ	jc�U�ke�c SPARC (120-36	Peprotech	NJ	USA)
Dƥ�)Ǽ&#
BSA�=2jc�U�ke�c SPARC0 AlexaŪȔP`c 
(Invitrogen)� Dƥ�	Ȁȧ²/ļ÷�@Įɏ.ĝ�Ǻ´ŪȔ�#
!/ĜǺ´
ŪȔ SPARCD SDS-PAGE�#Ĝ	T�D Oriole Šǰ (BioRad) .¨�	ó
ĥ�)�-��+Dƹȏ�#
 
 
Oil Red O Šǰ 
� Oil Red OǈŘ (Sigma) DI\o�l�G�U�� (ã´ǌǹ) .Əȇ�	
0.5% (w/v) Oil Red OYc`RƏƄ+�#
�/Yc`RƏƄD	Šǰ/ƱÈ.
șǌŵ*Čȳ (Oil Red OYc`RƏƄ: șǌŵ = 3 : 2) �	úĚ 0.20 µm/Ɛ
ǴmH�]� (Corning	NY	USA;ɞ431222) *ƒȪ�#;/D 0.3% Oil Red 
OŠǰƄ+�#
7�ǏǨD	4% PFA/PBS* 15¿Ƚéþ�#
éþĜ	PBS
* 3æżſ�	ŭ. Oil Red OŠǰƄ* 7¿ȽŠǰ�#
PBS* 3æżſĜ	
ȆăÔ2»ƳŁĘDǼ&#
ȇŞ.0 1 well �#?ƕ¦Ɣ. 5 ȄȵDȭ2	
Photoshop (Adobe Systems Incorporated	CA	USA) *�ɆȓÍ�#Ĝ	
ImageJ (ver1.41	National Institutes of Health: NIH	MD	USA) Dƥ�)
Oil Red OŠǰɅĥɍƾDǅ¾�#
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 µƩŠǰ 
� ƥ�#�ŭİ¤D��.ƺ�
İ Pax7 vJYzgR��e�İ¤ (1:100	
Developmental Studies Hybridoma Bank: DSHB	IA	USA)	İMyoDvJ
YzgR��e�İ¤ (1:100	A5.8	Novocastra	Newcastle upon Tyne	UK)	
İmyogeninvJYzgR��e�İ¤ (1:100	F5D	DSHB)	İf�c�w
MW�ȴȸvJYzgR��e�İ¤ (1:200	MF20	DSHB)	İ SPARCº
Qu�R��e�İ¤ (1:100	R&D sytems) 	İ itga5JVQu�R��e�
İ¤ (1:1000	Millipore	MA	USA) 	İCltcJVQzgR��e�İ¤ (1:100	
D3C6	Cell signaling)	İ Rab5JVQzgR��e�İ¤ (1:100	C8B1	
Cell signaling)	İ Rab7 JVQzgR��e�İ¤ (1:100	D95F2	Cell 
signaling)	JVQİRab11zgR��e�İ¤ (1:50	D4F5	Cell signaling)	
İ C/EBPαJVQu�R��e�İ¤ (1:200	Santa Cruz)	İ PPARγvJY
zgR��e�İ¤ (1:200	Santa Cruz)	İ PerilipinJVQzgR��e�
İ¤ (1:500	D1D8	Cell signaling) D!A"Aƥ�#
�ŭİ¤.0	
Invitrogen=?ȗ¶�# Alexa Fluor® ŪȔºQİvJY IgGİ¤	ºQİJ
VQ IgG İ¤D	7#�ŭİ¤.ºQİ¤Dƥ�#ɇ0�hİºQ IgG İ¤	
�hİvJY IgGİ¤	�hİJVQ IgGİ¤D!A"Aƥ�#
ĄųŠǰ+
�)	ŢD Hoechst 33258 dye.=?Šǰ�#
ǏǨǫ/ŎȤÍ.0 Triton-X 
(Sigma) Dƥ�#
 
� Ǻ´Ėē/ȇŞ.0 1 well�#?ƕ¦Ɣ. 5ȄȵDȭ2	Photoshop.=?
�ɆȓÍ�#Ĝ	Hoechst ɅĥǏǨŅ+Û]�iRȖ/ɅĥǏǨŅ7#0Ʌĥ
ɍƾD ImageJ (NIH	ver1.4.3) Dƥ�)ȉƋ�#
7# 1 ǏǨ�+.��@
Ǻ´Ėē/þȶ0	7� Photoshop.=? 1ǏǨ�+.Ƨ±D¿É�	�Ɇȓ
Í�#Ĝ	ImageJ.=?Ǻ´ŪȔ SPARC¹êÍȶ->2.L�d\�xv�
N�+/¸ćêDþȶ�#
̧ ƖƓɐĠȹ0	Zeiss LSM510 system (Carl Zeiss 
Jena GmbH	 Jena	 Germany) Dƥ�#
 
 
RNA /Ĳ¾ 
� 24-well o��c*îɖ�# Skm-PCs .	500 µl / TRIzol reagent 
ɠInvitrogen	CA	USAɡDÊ�	_}�n.ƻ�#
1 ml/ TRIzol� reagent
.Ą�R��±�xD 200 µlÊ�	łĴ�#/%. 4	
 C	15,000 rpm* 15¿
Ƚ/Ȭġ¿ɉDǼ�	�ĉ/Ȥō-ȯ¿/ŵĉDÄ/_}�n.æ×�#
�

41



A+ǃȶ/I\o�l�G�U��DÊ�	łĴ�)�>10¿ȽĀƊ*ɋǞ�	
4	
 C	15,000 rpm* 15¿Ƚ/Ȭġ¿ɉDǼ&#
�ƈDĹ)	70% L]g�
� 1 ɧlDÊ��>. 15,000 rpm* 10¿ȽȬġ¿ɉ�#
�ƈDĹ)	ɒ�
� #/%. 10ɨ50 µl/ DEPC½ƢŵDÊ�	RNADƏȇ� #
Ğ>A#
RNA0	GeneQuant�ɠGE Healthcare	UKɡ.)ƑēDƋþ�#
 
 
ȣȜ»ÖģɠReverse transcription reaction: RTɡ 
� 7�	��.ƺ�#ÖģƏƄD 65	
 C* 15¿Ƚ½Ƣ� #/%	Ŷ�*Ĥ¼
�#
 
Total RNA (1-2 mg)  5 µl 
Oligo dT (Invitrogen)  1 µl 
Total Volume   6 µl 
ŭ.	��.ƺ�ÖģƏƄ*	42	
 C* 60¿ȽȣȜ»ÖģDǼ&#
 
Total RNA ɢ 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 
 
Öģǐ�Ĝ	94	
 C* 5¿ȽÊƙ�	Ŷ�*Ĥ¼�#
 
 
�G�]Ix RT-PCR 
� ȣȜ»Öģ.=&)Ğ# cDNADƥ�)	Light Cycler 2 (Roche	
Switzerland) Dƥ�#�G�]Ix PCR.=?ÛȮ ù/ƫƠDþȶ�#

¹ȯŪƎȮ ù+�)0	hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase 
(HPRT) Dƥ�#
qPCR.§ƥ�#o~Iv�0 forward	reverse/ɏ.!
A"A��.ƺ�#
 
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′ 
 
� Û cDNAV�o�Dșǌŵ* 100®Čȳ�#ƏƄD PCR.ƥ�#
7#	
ŪƎŤȶǙ¦ī/#:.Äȥ cDNAD 10®	100®	1000®Čȳ�# 3ůɆ
/Ƒē/V�o�Dƥ�)	Ûo~Iv�Z`c.Ą�)ŪƎŤȶǙD¦ī�

#
șǌŵ0·)Milli-Q șǌŵȀȧǿǞ (Millipore) .=?ǉȀ�A#;/
Dƥ�#
-�ɃĥĄƘ.0 cDNA/�C?.șǌŵ/8Dƥ�#
 
� ǂ�Ǉ*0100®.Čȳ�# cDNA	5 µM/o~Iv�	THUNDERBIRDTM 
probe®� qPCR MixD��/Ǒī*ƆÜ�#
 
 
Čȳ�A# cDNA  5 µl 
ƐǴșǌŵ  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 
 
� ǂ�Ǉ*0ǂ�ǁ+Ýũ. THUNDERBIRDTM SYBER® qPCR Mix (ŝŻǎ	
õȿ) Dƥ�#
ÛȮ ùƫƠȶDHPRTȮ ùƫƠȶ.=?ɂ�#¯D qPCR
.=@ÛȮ ù/ƲĄƭ-ƫƠȶ+�#
 
 
Skm-PCs �>/]�iRȖĲ¾->2.JKY]�n�`c 
� Ǒǜ=?ÐɉĜ 2	3ŋîɖĜ	�@�0 siRNAą¶Ĝ 48ŐȽĜ/ Skm-PCs
�.V�o�h`mF�DÊ�	 15,000 rpm* 5¿Ƚ/Ȭġ¿ɉDǼ�	�
ĉDÄ/_}�n.ƻ�#
�/]�iRȖĲ¾ƛD	SDSDÞ9u�GR�
�GwdT�Dƥ�#ɊŴźÌ (SDS-PAGE) .=?¿ɉ�#Ĝ	Coomasie 
brilliant blue (CBB) Šǰ;��0β−actin/ƫƠȶ.=?ÛV�o�Ƚ/]�
iRȖȶ�ǃȶ+-@=�.ȓņ�#
�ŭİ¤+�)İ SPARCJVQu�

43



R��e�İ¤ (1:1,000)	İ CltcJVQzgR��e�İ¤ (1:1,000)	İ
Rab7JVQzgR��e�İ¤ (1:1,000) D PBS-T.Čȳ�)ƥ�	4	
 C.
)�őÖģ� #
�ŭİ¤ÖģĜ	y�n��DØ?¾�	ĸƯ�-�>

PBS-T* 10¿Ƚ	3æżſ�#
�ŭİ¤Öģ*0	1% YPxw�R/PBS-T
* 10,000®Čȳ�# HRPŪȔİJVQ IgGİ¤ (Southern Biotechnology 
Associates	AL	USA) �=2 HRPŪȔİvJY IgGİ¤ (Jackson Immuno 
Research Laboratories	ME	USA) Dƥ�	ĀƊ*�ŐȽÖģ� #
Biotin
ŪȔºQ IgGİ¤D§ƥ�#ɇ0	!/Ĝ VECTASTAIN ABC kit (Vector 
Laboratories) Dƥ�) HRPŪȔDǼ&#
PBS-T* 3æżſ�#/%	ECL 
Western blotting analysis system.=?ƫ´� #
Ƨ±ØĞ0ǂ�Ǉ*0 X
ǙmH�x (GE Healthcare	UK) .Ī´� #Ĝ	ǬÌƠ±ŬɠSRX-101	
UfNɩwg�]	ŝ�ɡ.=?Ơ±�#
Ơ±Ƅ�=2þƴƄ(UfNɩwg�
]	ŝ�) 0Ȁȧ²/ļ÷�@Įɏ.ĝ�¦Ȁ�#;/Dƥ�#
ǂ�Ǉ*0
ChemiDoc XRS+WYax (Bio-Rad) .=?Ƨ±DØĞ�#/%	�Ĉ/
ImageLab\mcJKGDƥ�#Ƨ±½Ƣ.=?Û]�iRȖȶ/þȶDǼ&
#
 
 
ǔȉ½Ƣ 
� Ņ¯b�]0ďì¯�ŪƎȑċ*ƺ�#
ďì¯/ųȝD	Unpaired 
Student’s t-test Dƥ�)Ǽ&#
3 ǟ��/ñÜ0 ANOVA *ȇŞ�#Ĝ	
Tukey-Kramer’s testDƥ�#ŤþDǼ&#
ÑɄƟ 5%ŗƍD;&)ŕĩ-ċ
��@+Ãþ�#
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ǂ�Ǉ� ɚţǄÈɘǏǨǟ.��@Êɝ.¡� SPARC.Ą�@Öģĥ£� 
 
Ǔş 
 
ɚţǄÈɘǏǨǟ Skm-PCs.��@ SPARCƫƠ+!/ÊɝĥóÍ 
� Skm-PCs.Þ7A@ǄǱǏǨ->2.ǪǤÈɘǏǨ.��@ SPARC/ƫƠ
ȶDȓ4@#:	Ǆ¿Í	ǪǤ¿Í/ÛůɆ.��) SPARC .Ą�@İ¤D
ƥ�#µƩŠǰDǼ&#
!/Ǔş	ǄǱǏǨv�N�/ MyoD ɅĥǏǨ	Ǫ
ǤǏǨv�N�/ C/EBPαɅĥǏǨ��A; SPARCDƫƠ�)�#�	MyoD
Ƀĥ	C/EBPαɃĥǏǨ.��); SPARC/ƫƠ�ȏ:>A# (Fig. 2-1-1)

7#	Ǆ¿ÍȐąś��*/wMW�ȴȸɅĥ/ǄǆǏǨ	7#ǪǤ¿ÍȐą

ś��*/ Oil Red OŠǰɅĥ/ǪǤǏǨ.��); SPARC/ƫƠ�ȏ:>
A#�ŉ	MHCɃĥ/ǏǨ.��);SPARC0ƫƠ�)�#
�/Ǔş�>	
Skm-PCs*0	ǏǨƽ<!/¿ÍůɆ.��C>�56·)� SPARCDƫƠ
�)�@�+�ō>�+-&#
 
 �/ Skm-PCsǬț�ƫƠ�@ SPARC�	Skm-PCs/Ǆ¿Í�ǪǤ¿ÍǩD
ȓǇ�)�?	!/ƫƠȶ�Êɝ.¡�ƉĆ�@�+� Skm-PCs*/Êɝ.¡
�Ǆ¿Íǩ£��ǪǤ¿Íǩ�ȨDĔ�Ș��ÚǩĥDǡ�#
!�*ǲɝ�

=2Ǡɝ~`cƦŜ Skm-PCsȽ* SPARC/ƫƠȶDųȝ�#+�B	�Ǣ/
Ƚ.��) qPCR (Fig. 2-1-2A)	JKY]�n�`aH�S (Fig. 2-1-2B) ��
A.��);ŕĩ-ƫƠȶ/ċ08>A�	7#µƩŠǰ.��); SPARC
DƫƠ�@ǏǨ/ÉÜ.ȫ�08>A-�&# (Fig. 2-1-2C)
��/Ǔş�>	
Skm-PCsǠÍ.¡� Skm-PCs.��)�A7*ðà�A#Êɝ.¡�Ǆ¿Í
ǩ£�->2.ǪǤ¿Íǩ/�Ȩ0	Skm-PCsǬț�Ƥƣ�@ SPARCƫƠȶ
/£�.=@;/*0-�Úǩĥ�ǡ�>A#
 
�  
ǲɝ�=2Ǡɝ~`cƦŜ Skm-PCs/¿Íǩ.Ą�@ siSPARC/ĘɎ 
� ³/ǓşDÙ�	ň#-Úǩĥ+�)	SPARC.Ą�@Öģĥ�Êɝ.¡�
£��@�+*	Skm-PCs.��@Ǆ¿Íǩ£��ǪǤ¿Íǩ�Ȩ�ƣ�)�
@Úǩĥ�ǡ�>A@
!�*	ǲɝ�=2Ǡɝ~`cƦŜ/ Skm-PCs.��
)Ǭț�Ƥƣ�@¹çĥ/ SPARC /ƫƠDįÆ�#Ő/¿Íǩ.óÍ�ƣ�
@�,��.'�)ȓ4#
7�	ǲɝ�=2Ǡɝ~`cƦŜ/ Skm-PCs.�
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�) SPARC .Ą�@ siRNA (siSPARC) Dą¶�#+�/ƫƠįÆËşD	
mRNA	]�iRȖ�q�*ȓ4#+�B	ǲɝ�=2Ǡɝ~`cƦŜ
Skm-PCs ,%>.��); siSPARC ǟ*!/ƫƠȶ�Ƿ��£��# (Fig. 
2-1-3)
 
� ŭ.ǲɝ�=2Ǡɝ~`cƦŜ/ Skm-PCs.��) siRNAą¶.=?¹ç
ĥ/ SPARCƫƠD£�� #Ő/ǪǤ¿ÍǩDȓ4# (Fig. 2-1-4)
!/Ǔş	
ǲɝ~`cƦŜSkm-PCs*0SPARC/ƫƠDįÆ�@+ǪǤ¿Íǩ�ŕĩ.
�Ō�#�	Ǡɝ~`cƦŜ Skm-PCs*0!/=�-óÍ�ȏ:>A-�&#
 
7#¹çĥ/ SPARC/ƫƠDįÆ�#Ő/Ǆ¿Íǩ.'�);ȓ4#+�B	
ǪǤ¿Íǩ.Ⱦ�)Ğ>A#Ǔş+Ý�=�.	SPARCƫƠįÆ.=@ǲɝ~
`cƦŜ/ǏǨ*8>A# Myogenin ɅĥǏǨ�=2 MHC ɅĥǏǨŅ/ƉĆ
�	Ǡɝ~`cƦŜ/ǏǨ*0ƃö�)�# (Fig. 2-1-5)
 
� siSPARC.=?¹çĥ/ SPARCƫƠDįÆ�#��*îë�3 SPARCD
ƇÊ�ǪǤ¿Íǩ�Ǆ¿ÍǩDþȶ�@�+*	SPARC.Ą�@Öģĥ->2
.!/ÊɝĥóÍDȍª�# (Fig. 2-1-6)
!/Ǔş	ǲɝ~`cƦŜ Skm-PCs
.��)0 SPARC DƇÊ�@�+.=?ǪǤ¿Í�įÆ�A	Ǆ¿Íǩ��
Ȩ�#/.Ą�	Ǡɝ~`cƦŜ Skm-PCs*0 SPARCƇÊ.=@¿Íǩ/ó
Í0ȏ:>A-�&#
��/Ǔş�>	Êɝ.¡� Skm-PCs/ SPARC.Ą
�@Öģĥ�£��)�?	�/�+�ǪǤ¿Íǩ/�Ȩ->2.Ǆ¿Íǩ£

�/�ç+-&)�@Úǩĥ�ƺ�A#
 
 
SPARC.Ą�@Öģĥ£�.��@ integrin/Ⱦ� 
� SPARC /¦ƥŬĒ/�'+�)ǏǨĻƴçù*�@ integrin D��#;/
�Ƶ>A)�? (Nie et al., 2008)	ǪǤÈɘǏǨ*0 SPARC� integrin α5 
(itga5) + integrin β1 (itgb1) �ȶ¤+ǓÜ�@�+	�>. SPARC/ǪǤ¿
ÍįÆ¦ƥ0 integrin β1 /ǏǨ¹dyI�.=?žĥ�Æğ�A@
integrin-linked kinase (ILK) D��#ǒȚ*�@+��ðà��@ (Nie & 
Sage, 2009)
!�*	Skm-PCs.��@ SPARC/¿ÍȓǇ¦ƥ� itga5D�
�#;/*�?	itga5 /ƫƠ£��Ǡɝ~`cƦŜ Skm-PCs *8>A#
SPARC.Ą�@Öģĥ£�DĔ�Ș��ÚǩĥDǡ�#
7� mRNA/ƫƠ
ȶD qPCR.=?ȓ4#Ǔş	Ǡɝ~`cƦŜ Skm-PCs.��@ itga5/ƫƠ
ȶ0ǲɝ/;//��=! 50ɟƼē.7*£��)�@�+�Ãō�# (Fig. 
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2-1-7A)
µƩŠǰ*;Ýũ.	itga5WSe��Ǡɝ~`cƦŜ Skm-PCs.�
�)£��)�# (Fig. 2-1-7B	C)
 
� Skm-PCs.��) SPARC/¿ÍȓǇ¦ƥD itga5����@�ǲɝ~`c
ƦŜ Skm-PCsDƥ�)ŤȊDȎ8#
7� itga5.Ą�@ siRNA (si-itga5) D
ą¶�	!/ƫƠD qPCR ->2.µƩŠǰ.=?ȓ4#+�B	ĄƘǟ.ų
4	50ɟ5,Ȯ ùƫƠ�įÆ�A# (Fig. 2-1-8A	B)
ŭ.	Skm-PCs .
si-itga5Dą¶�#ś��*; siSPARCą¶.=@ǪǤ¿Íǩ/�Ȩ	Ǆ¿Í
ǩ£��©Ɨ+�)ȃ>A@�,��.'�)ȓ4#
SPARCDƇÊ�-�ś
��*0	si-itga5+ siSPARCD�ŉą¶�#ǟ+ si-itga5Ðƞą¶ǟ+/Ƚ
.0 Oil Red OŠǰɅĥɍƾ->2.MHCɅĥǏǨ/ÉÜ.ȫ�0ȃ>A-
�&# (Fig. 2-1-8C	D)
�ŉ	itga5/ƫƠD si-itga5 .=?įÆ�@+ÝŐ
. SPARC DƇÊ�#+�/ SPARC /ǪǤ¿ÍįÆ¦ƥ�=2Ǆ¿Í«Ȩ¦
ƥDȓ4#+�B	ǪǤ¿ÍįÆ¦ƥ0 itga5/ƫƠįÆ.=?ƃö�#/.Ą
�	Ǆ¿Í«Ȩ¦ƥ.Ⱦ�)0 Fig. 2-1-6 .ƺ�#Ǔş.ų4)Ɖĕ0�@;
//	©Ɨ+�)ƺ�A@�+�ō>�+-&# (Fig. 2-1-8E	F)
��/Ǔ
ş�>	itga50 SPARC/ǪǤ¿ÍįÆ¦ƥ/õȯ¿D	7#Ǆ¿Í«Ȩ¦ƥ
/�ȯD���)�?	�/ƫƠȶ�Êɝ.¡�£��@�+* SPARC .Ą
�@Öģĥ£�DĔ�Ș��Úǩĥ�ƺ�A#
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ǡă 
�  
� řƷƿ.=?	Ǡɝ~`c/ Skm-PCs *0 SPARC /Ķ'ǪǤ¿ÍįÆ¦
ƥ�Ǆ¿Í«Ȩ¦ƥ.Ą�@ıİĥ�ƣ�)�@�+�Â:)ō>�+-?	

�A�V�UrfG*ȃ>A@ɚţǄ¹/ǪǤǸƾ<Ǆǵǚ/Òç+-&)�

@Úǩĥ�ƺ�A#
 
 
� SPARC .Ą�@ıİĥ.'�)0	ƪǏǨ/ melanoma ǏǨš*;ðà�
�?	SPARC DƇÊ�);ƪǏǨš/ǏǨòŮ�į�>A-��+�>	
SPARC ıİĥ�ƪ/ħĥÍ.Ⱦ��@�+�ƺä�A)�@ (Haber et al., 
2008)
SPARC0 collagenDø:+�@f`_DŨī�@ũ�-çù+ǓÜ�
Ʋ�¦ƥ�@�+��A7*/ƷƿǓş�>ƺ�A)�@
���	Ơê/+

�B	Ďđ�Ǒǜ<ǏǨƽ*ƫƠ�)�@ SPARC .Ą�@Ɯƨƭ-Ùā¤/
ðà0�A)�-�
ɚţǄD0�:+�@ƣ¤Ǒǜ.đ�ƫƠ�ȃ>A@

integrin� SPARC+ǓÜ�@+��Ƶȃ�Ğ>A)�? (Nie et al., 2008)	
integrinD SPARC/¦ƥD��@Ùā¤+ǡ�@+	SPARC�·țĥ.đ�
ƣƢ¦ƥDƺ��++�ǭ�@
Integrin/�*;	integrin�ȶ¤/α5β1�
jc/ɚţǄÂ�îɖǏǨ*ƫƠ�ƹȏ�A)�@�+ (Blaschuk & Holland, 
1994)	7#ǪǤÈɘǏǨ*0 SPARC0 integrin α5+β1ȸ0 SPARC+ǓÜ
�@�ŉ	α6ȸ0ǓÜ�-��+�ðà�A)�@ (Nie et al., 2008)
�-C
%	integrin β1ȸ+αȸ.=&)ėī�A@;//�%	integrin α5β1�ȶ¤
0 SPARC +/ɜ�ȅãĥDƺ�
�/�++řƷƿ*Ğ>A#Ǔş�>	
Skm-PCs.��)0 SPARC� integrin α5β1+ǓÜ�!/WSe�DǏǨ¹
. �@�+*!/¦ƥDƫľ�)�?	SPARC .Ą�@ıİĥ0�/
integrin α5β1�ȶ¤�Ǡɝ­¤ƦŜ/ Skm-PCs*0ƉĆ�@�+.=?ƣ�
)�@+ǡ�>A@
Ǯâƅ��+.	jcǙǖǱǏǨ*0ǠÍ.¡� itga5
/mRNAȶ0òÊ�@;//	ŬǩDŕ�@ integrin α5β1�ȶ¤/ǏǨǫ*
/]�iRȖȶ�£��@+��ðà�-�A)�@ (Hu et al., 1996)

Skm-PCs.��@ SPARC.Ą�@Öģĥ£�.Ⱦ�)	!/¦ƥD���@
Úǩĥ�Ŧ:)ɜ� itga5/¿ùƜĥ.ƴư�@�+*	!/ŬĒ.'�)�>
-@Ƶȃ�Ğ>A@+Ŗě�A@
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� řƷƿ*0 SPARC /Ǆ¿Í«Ȩ¦ƥ.Ⱦ�)	Êɝ.¡�!/Öģĥ£�
� itga5�ô/ŬŨ*Ĕ�Ș��A@ÚǩĥDƺ�#
Itga5�ô. SPARC+
Ʋ�¦ƥDƺ�çù+�)	�.vR�mF�X.��)ƫƠ�ȏ:>A@

stabillin-1 +=1A@YNq�X{�Ùā¤� SPARC +ɜ�ȅãĥDĶ%	
ǏǨô.��@ SPARC /R�G~�YDĳ&)�@�+�ðà�A)�@
(Kzhyshkowska et al., 2006)
#$�	�/Ùā¤/ƫƠ0vR�mF�X<
ɑŽ¹ƮǏǨ.Ɂ>A@+�A)�? (Kzhyshkowska, 2010)	Skm-PCs.�
�@ SPARCıİĥ� stabilin-1D��)�@Úǩĥ0£�+ǡ�>A@
!/
×	ǂ�ǁ*��# endoglin .'�)	TGFβ;7#Ǆ¿Í.ƅ�Ⱦ��@ȴ
Ȃ-çù*�@�+�>	!/Ⱦ�� Skm-PCs .��);Î¿.ǡ�>A@

7#	�A+0Ä.	SPARC�Ƭǻơ.��)ǻǆ¹ƮǏǨĻƴçù VCAM-1
+ǓÜ�@+��ðà�ķ�>A@ (Kelly et al., 2007)
Ǯâƅ��+.�/
VCAM-1 .Ⱦ�)0ǄǱǏǨš*�@ C2C12 .��)ƫƠ�ȏ:>A	
VCAM-1 .Ą�@�ãİ¤DÊ�#+�B!/Ǆǆėī�įÆ�A#�+�>	
Ǆ¿ÍD«Ȩ�@ęÉDĳ�çù*�@�+�ǡ�>A@ (Rosen et al., 1992)

�/ VCAM-1 0ǄǽŏǏǨ/v�N�+�);§ƥ�A)�? (Yin et al., 
2013)	Skm-PCs �.Þ7A@ǄǽŏǏǨƦŜ/ǄǱǏǨ��/Ǆ¿ÍDĳ&
)�@�+DȺ8@+	�/ VCAM-1+ SPARC/Ʋ�¦ƥ� Skm-PCs.�
�);ȏ:>A@�ō>�.�@�+�	SPARC/Ǆ¿ÍȓǇ¦ƥ.Ⱦ�@ň
#-Ƶȃ.'-�@+Ŗě�A@
 
 
� �æ	îë�3 SPARC ƇÊ�	!/ǪǤ¿ÍįÆ¦ƥ�ƫƠ�@#:.0
20 µg/ml+��ųȝƭɜƑē/ SPARC�ĢȂ*�&#
FGF+pi~�ƸȲ
o�aMS�N� (heparan sulfate proteoglycan, HSPG) +/ǓÜ.ȃ>A
@=�.	ǏǨáè*ǗưƝ.ûê�@ ECM 0īȻçù<ɚėī]�iRȖ 
(bone morphogenetic protein, BMP)	Wnt+�&#Ƅĥçù+ȁÜ¤Dėī�
)�@ (Clark, 2008; Dityatev et al., 2010)
�>.	Rentz>/ƷƿǓş0
SPARC; ECM.ûê�@ collagen�	�	�+ǓÜ�)�?	ǙǖǱǏǨ�
>¿Ÿ�A# SPARC 0ǏǨáè/ collagen /ýþĥDɜ:	SPARC �ǏǨ
Ǿɍ+ collagen¿ùȽ*¦ƥ�@�+Dƺä�)�@ (Rentz et al., 2007)
�
�/�+�>	Skm-PCsǬț�>Ƥƣ�A# SPARC0¿ŸƱĜ.¥>�/Ŭ
Ũ.=? Skm-PCsáè/ ECM.ǓÜ�c~`o�A@�+*ǏǨ+ ECMȽ
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/ćĭ.��)!/¦ƥDƺ�/.Ą�	ô�>ƇÊ�# SPARC /õȯ¿0
îɖƄ�.ĵń�)�7�	ECM.ǓÜ�) Skm-PCsáè/ćĭ*¦ƥDƺ
� SPARC 05E/�ȯ*�@Úǩĥ�ǡ�>A@
!/#:ô�>/ƇÊ�
# SPARC /¦ƥ�ǾA@#:.0ɜƑē/ƇÊ�ĢȂ*�&#/*0-��
+ļă�A@
 
 
� ��	ǂ�ǁ/Ǔş+ÜC @+��/�Ȓ�ǡ�>A@
ǠÍ++;.ɚ

ţǄ¹.��@ SPARC/ƫƠȶ�ƉĆ�@
7#	Skm-PCs.��); itga5
/ƫƠȶ�£��@�+.=? SPARC .Ą�@ıİĥDƣ�@
�/ɤ'�
ƲÊƭ.°��+* Skm-PCs.��@ SPARC/¦ƥ�Ɖĕ�	Ǆ¿Íǩ/£
�	ǪǤ¿Íǩ/�Ȩ�Ĕ�Ș��A@
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Fig. 2-0　ⱝ㱋、⪁㱋ࣛࢺࢵ⏤᮶ Skm-PCs における⬡⫫ศ໬能

ⱝ㱋および⪁㱋ࣛࢺࢵ㦵᱁➽よࡾ Skm-PCs を༢㞳し、⬡⫫ศ໬ㄏᑟᚋ Oil Red O ᰁⰍに

よࡾ⬡⫫ศ໬能をホ౯した。 ୖの෗┿が Oil Red O ᰁⰍീで、それをᐃ㔞したものが

ୗのࣛࢢフで࠶る。Scale Ear   �00 μm。n   3。
� p � 0.0�。
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Fig. 2-1-1　Skm-PCsにおけるSPARCのⓎ⌧

ⱝ㱋ࣛࢺࢵ⏤᮶ Skm-PCs において㏻ᖖᇵ㣴᫬、➽ศ໬ㄏᑟ᫬および⬡⫫ศ໬ㄏᑟ᫬ (A'M)

において SPARC のⓎ⌧をච␿ᰁⰍによࡾホ౯した。ⓑ▮㢌はᕥ෗┿ୖグに㉥Ꮠで示した

➽ⱆ⣽⬊࣐ー࢝ー㸦Myo'、MHC㸧࠶るいは⬡⫫⣽⬊࣐ー࢝ー (C/(BP_、Oil Red O) 㝧性

⣽⬊を、㯮▮㢌は㝜性⣽⬊を示す。Scale Ear   100 μm。

52



S
PA

R
C

/
-a

ct
in

 

0.5  

1 

0 

-actin 

SPARC 
Young Old A)

S
PA

R
C

/H
pr

t 

0 

1 

2 

Young Old 

S
PA

R
C

 (+
) c

el
l r

at
e 

SPARC/Hoechst 

Young 

Old 

C)

B)

Young Old 

Young Old 

0.5 

1 

0 

Fig. 2-1-2　ⱝ㱋および⪁㱋ࣛࢺࢵ⏤᮶Skm-PCs㛫におけるSPARCⓎ⌧㔞のẚ㍑

ⱝ㱋および⪁㱋ࣛࢺࢵ⏤᮶ Skm-PCs において SPARC のⓎ⌧㔞を TPCR(A)、࢙࢘ࢱࢫンࢺࢵࣟࣈ (B)

およびච␿ᰁⰍ (C) によࡾホ౯した。Scale Ear   100 μm。A� n   �、B、C� n   3。
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Fig. 2-1-3　ⱝ㱋および⪁㱋ࣛࢺࢵ⏤᮶Skm-PCsにおける

siR1AによるSPARCⓎ⌧ᢚไຠᯝ

ⱝ㱋および⪁㱋ࣛࢺࢵ⏤᮶ Skm-PCs において SPARC にᑐする siR1A ᑟධ 2᪥ᚋに

SPARC のⓎ⌧㔞を TPCR(A) および࢙࢘ࢱࢫンࢺࢵࣟࣈ (B) によࡾホ౯した。

A� n   �、B� n   3。
� p � 0.0�。

54



O
il 

R
ed

 O
 

C
/E

B
P

/H
oe

ch
st

 

A) B)

0 

1 

2 

3 

O
il 

R
ed
 O

 (+
) a

re
a

Young Old 

*

siSPARC Control Control siSPARC 

C
/E

B
P

 (+
) c

el
l r

at
e 

0 

1 

2 

3 

4 

Young Old 

*

siSPARC Control siSPARC Control 

Fig. 2-1-�　ⱝ㱋および⪁㱋ࣛࢺࢵ⏤᮶Skm-PCsにおける

SPARCⓎ⌧ᢚไ᫬の⬡⫫ศ໬能のኚ໬

ⱝ㱋および⪁㱋ࣛࢺࢵ⏤᮶ Skm-PCs において siR1A によࡾෆᅉ性の SPARC のⓎ⌧をᢚไした᫬の

⬡⫫ศ໬能を Oil Red O 㝧性㠃✚ (A) および C/(BP_㝧性⣽⬊ᩘ (B) によࡾホ౯した。ⓑ▮㢌は

C/(BP_ 㝧性⣽⬊を示す。Scale Ear   200 (A)、100 (B) μm。n   �。
� p � 0.0�。
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Fig. 2-1-�　ⱝ㱋および⪁㱋ࣛࢺࢵ⏤᮶Skm-PCsにおける

SPARCⓎ⌧ᢚไ᫬の➽ศ໬能のኚ໬

ⱝ㱋および⪁㱋ࣛࢺࢵ⏤᮶ Skm-PCs において siR1A によࡾෆᅉ性の SPARC のⓎ⌧をᢚไした᫬の

➽ศ໬能を Myogenin(A) および MHC(B) 㝧性⣽⬊ᩘによࡾホ౯した。ⓑ▮㢌は Myogenin るいは࠶

MHC 㝧性⣽⬊を示す。Scale Ear   100 μm。 n   �。
� p � 0.0�。
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Fig. 2-1-�　⪁㱋ࣛࢺࢵ⏤᮶Skm-PCsにおけるSPARCにᑐする཯ᛂ性పୗ

ⱝ㱋および⪁㱋ࣛࢺࢵ⏤᮶ Skm-PCs において siR1A によࡾෆᅉ性の SPARC のⓎ⌧をᢚไしたᚋ、ᇵᆅ

中にリࢥンࢼࣅンࢺ SPARC をῧຍした᫬の⬡⫫ศ໬能 (A) および➽ศ໬能 (B) をホ౯した。

n   3。
� p � 0.0�。
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Fig. 2-1-�　ⱝ㱋および⪁㱋ࣛࢺࢵ⏤᮶Skm-PCs㛫における

integrin _�Ⓨ⌧㔞のẚ㍑

(A)Integrin _� (itga�) および integrin `1(itgE1) のⓎ⌧㔞を TPCR によࡾⱝ㱋および

⪁㱋ࣛࢺࢵ⏤᮶ Skm-PCs 㛫でẚ㍑した。(itga�� yoXng� n   �, old� n   �, itgE1� n   �)。


� p � 0.0�。ච␿ᰁⰍによࡾ itga� のⓎ⌧㔞をⱝ㱋および⪁㱋ࣛࢺࢵ⏤᮶ Skm-PCs 㛫でẚ㍑

した。(B) がその෗┿で、それをᐃ㔞したࣛࢢフを (C) に示した。ⓑ▮㢌が itga� ᙉⓎ⌧⣽⬊

を、㯮▮㢌がᙅⓎ⌧⣽⬊を示す。Scale Ear   100 μm。n   3。
� p � 0.0�。
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Fig. 2-1-�　SPARC のศ໬ㄪ⠇స⏝における integrin _� の㛵୚

ⱝ㱋ࣛࢺࢵSkm-PCsにおいて itga�にᑐする siR1Aをᑟධᚋ TPCR (A)およびච␿ᰁⰍ (B)によࡾ

そのⓎ⌧ᢚไຠᯝを☜ㄆした。n   3。
� p � 0.0�。,tga�および SPARCにᑐする siR1Aをᑟධᚋ、

⬡⫫ศ໬能 (C)および➽ศ໬能 (')をホ౯した。同➢ྕ㛫に᭷ពᕪはない。 itga�および SPARC

にᑐする siR1Aをᑟධᚋ、ᇵᆅ中に SPARCࢱンࢡࣃ㉁をῧຍし、ࡇのとࡁの⬡⫫ศ໬能 (()および

➽ศ໬能 (F)をホ౯した。n   3。
� p � 0.0�。
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ĎbĐ� Řâď�ŖēğĚ"	�1 SPARC #y��èå��# SPARC ÌË
Ä'#Ō] 
 
Ėß 
 
Skm-PCs"	�1 SPARC#y�� 
� �Đ"	��SPARCÌËÄ"Ō�� itga5#āùk\".1�ĠÄ�Ċ�2
�	
 Integrin$ ECM�«l���ēğ� ECMŋ#ącmü5if�1ŇĮ!
�§��1���# integrin "$ēğy'�y���21èå�¨����#
y���REGŘřýÞŋĨđ´ēğ#{�ĠķĐ#ŇĮ!�¾èå�!��

�1 (Du et al., 2011)	
 SPARC� itga5#S;WH#Z��Ĝ�1��SPARC
"	�1 Skm-PCs#{�ķĐmü" itga5�#ącmü".1 SPARC#y�
�èå�Ō]�1�ĠÄ�Ś�	
  
� ����Skm-PCs"	�� SPARC�y���1èå�¨��1
 �
5�
Alexa ĪuĥĒ�çĸ�� SPARC (Alexa-SPARC) 5ü��ãı�� (Fig. 
2-2-1)	
 �#Ėß���_'ð��� Alexa-SPARC$ Skm-PCs#ēğy'�
�0ľ)21���}Ø�� (Fig. 2-2-1A)	
 �#¼Úŋ��," Skm-PCs"
	�1Īu¸µ�ñ·����
/��0ľ)2� SPARC �{İ�1�$Ñ
ō�2����Ò­�21	
 Alexa-SPARC�á��"±�5Ċ���
/�ē
ğy'�0ľ)2���5`Å�����25ĉĲ�1�+�Alexa-SPARC5
�0ľ)��¼�þŒíÄ�".0ēğĢ5ÙŁ���,# (permeabilized) 
����!�,# (non-permeabilized) "®�� SPARC "®�1Ël5ü�
�vĀàĥ5Ĭ�� (Fig. 2-2-1B)	
 �#Ėß�ÙŁ����!�,#�$ēğ
y"�0ľ)2�Alexa-SPARC�SPARC"®�1Ël".1àĥÄ5Ċ�!

��#"®��ÙŁ���,#�$ Alexa-SPARC� SPARC"®�1Ël"
.0àĥ�2�	
 xôóŕÀŉ".��,�æ#Ėß�½/2���
/ (Fig. 
2-2-1C)�Skm-PCs"	�� SPARC$ēğy'�y���1èå�¨��1�
��Ø/
�!��	
  
� �# SPARC #y��èå� SPARC ÷ÿĂ��1
 �
ĉĶ�1�+�
Alexa-SPARC�őçĸ SPARC�5�Ú"ð���Īuçĸ SPARC#�0ľ
*�őçĸ SPARC".0č��1
ãı�� (Fig. 2-2-2)	
 �#Ėß�Īuç
ĸ�� SPARC #�0ľ*$�¹ň�1�$ 4 rň#őçĸ SPARC ".0Ê
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��2�	
 �#��
/�Skm-PCs"	�1 SPARC#y��$ SPARC"÷
ÿĂ!ĕĻ5f��,#��1�ĠÄ�Ċ�2�	
  
� �# SPARC #y�����ś"j�£��1#
 �
ķ(1�+�ħś
	.&ěśREGýÞ Skm-PCs #��_" Alexa-SPARC 5ð��� (Fig. 
2-2-3)	
 �#Ėß�ěśREGýÞ Skm-PCs�$ħś"ë( SPARC#y��
�dń���1���}Ø��	
 �#��
/��Đ�*/2� SPARC ÌË
Ä��#�ś"j� SPARC y��dń�#ŌŃÄ5Ĝ��h\��#ãĲ5
Ĵ*�	
  
 
SPARCy��"	�1 itga5#Ō] 
� SPARC #y�����Đ�Ċ�2� SPARC #{�ĠķĐmü5if�1
itga55f��ĕĻ��1
ãı�1�+�Alexa-SPARC5ð���¼�itga5
"®�1Ël5ü��vĀàĥ5Ĭ�� (Fig. 2-2-4)	
 �#Ėß�y����
SPARC$ itga5�±��Zģ�1���Ø/
�!��	
 �# SPARC#y�
�"	�1 itga5 #»�5ãĲ�1�+�itga5 #āù5 siRNA ".0Ê��
�Ú# SPARC �0ľ*ň#£�5ķ(� (Fig. 2-2-5)	
 )� itga5 "®�1
siRNA (si-itga5) #Û�Ä5 qPCR 	.&vĀàĥ".0ĳo����3�
mRNA (Fig. 2-2-5B) !/&"DWJ<Ĺ (Fig. 2-2-5A,C)��2#¡�"	�
�, si-itga5¯wĚ� itga5āùň�Ê��2���	
 �#���SPARC#�
0ľ*$®õĚ"ë( si-itga5¯wĚ�ŕĩ"ñ°�� (Fig. 2-2-5D)	
 xôó
ŕÀŉ"	��, si-itga5¯wĚ� itga5āùň!/&"SPARCy��#Ê�
�ĉĶ��� (Fig. 2-2-5E)	
 h[#Ėß
/�SPARC$ itga55f��ēğy
'��0ľ)21���Ø/
�!��	
  
 
Clathrinn¨Ä9WH>8GY?AĕĻ".1 SPARCy�� 
� Integrin �ēğy'�y���1ĕĻ"$�macropinocytosis (Gu et al., 
2011)�clathrinn¨Ä (Ezratty et al., 2009) 	.& caveolinn¨Ä9WH>
8GY?AĕĻ� ��2��1 (Caswell & Norman, 2006)	
 ����SPARC
��#��2#ĕĻ"	��y���21
ãı�1�+�macropinocytosis
"ÁŔ#�¾�§��1 brefeldinA-ADP ribosylated substrate (BARS� 

Liberali et al., 2008; Haga et al., 2009; Gu et al., 2011)��clathrin heavy 
chain (Cltc) !/&" caveolin1 (Cav1) "®�1 siRNA5¯w���#��#
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SPARCy��ň5©ň�� (Fig. 2-2-6)	
 �2�2# siRNA#Û�Ä5 qPCR
".0ĉĶ��¼ (Fig. 2-2-6A)�Alexa-SPARC 5��_'ð�����3�
BARS	.& Cav15Ê���Ě�$®õĚ�#Ņ�$*/2!
��,##�
Cltc#āù5Ê���Ú SPARC�0ľ*ň$ĩ�
ñ°�� (Fig. 2-2-6B�
C)	
 h[#Ėß
/�SPARC $ Clathrin n¨Ä9WH>8GY?AĕĻ".
0 Skm-PCs#ēğy"�0ľ)21���Ø/
�!��	
  

 
y�� SPARC�Ċ� Rab7ŏÄ¼Ü9WHCYO'#±� 
� y���� SPARC � #9WHCYO"Ľŀ�21#
5ķ(1�+�|
Ü9WHCYONY:Y��1 Rab5�¼Ü9WHCYO#NY:Y��1
Rab7 	.&S>8<T9WHCYONY:Y��1 Rab11 "®�1Ël5ü
��vĀàĥ5Ĭ�� (Fig. 2-2-7)	
 �#Ėß�Rab5 (Fig. 2-2-7A) - Rab11 
(Fig. 2-2-7C) "ë(�Rab7 �y���� SPARC �±�#Zģ5Ċ��(Fig. 
2-2-7B)	
 SPARC �9WHCYONY:Y�#±�#Zģ5©ň����3�
Alexa-SPARCð� 2Úŋ¼�$�SPARC$ Rab5	.& Rab7�x±���
12Úŋ¼"¥ņ{�Rab7ŏÄ9WHCYO'�±��1���}Ø�� (Fig. 
2-2-7D)	
 xôóŕÀŉ�,�æ#Ėß�½/2���
/ (Fig. 2-2-8)�
Skm-PCs"�0ľ)2� SPARC$�#¼ Rab7ŏÄ#¼Ü9WHCYO'�
Ľŀ�21�Ĝ�/2�	
  
 
�ś"j� SPARCy��#dń� SPARCÌËÄ 
� ����SPARC#y����Đ�*/2��ś"j� SPARC"®�1�Â
Äk\"Ō]�1
ãı�1�+�ďĦēğNY:Y��1MyoD"®�1Ë
l5ü��vĀàĥ".0�Skm-PCs_#ďĦēğ!/&"ġĞ�Ŗēğ#�
�2"	�� SPARCy��#dń�ĺ�1#
5ãı�� (Fig. 2-2-9)	
 Ýª
ŗ#Éì�$ Skm-PCs_"$MyoDŏÄ#ďĦēğh¤#,#,�)21��
�#¥ņ{�ġĞ�Ŗēğ��1���{
���1 (Takegahara et al., 
2014)	
 �#Ėß�MyoDŏÄēğ"Ō��ħś	.&ěśREGýÞ Skm-PCs
ŋ" SPARCy��ň"Ņ�$*/2!
��,##�MyoDŎÄ#ēğ"	
��$ěśýÞ#ēğ"	�� SPARC#y���dń����	
 �#��

/��ś"j� SPARCy��#dń$ďĦēğ�$!
ġĞ�Ŗēğ"û�
��1�ĠÄ�Ĝ�/2�	
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� ê" SPARC#y��"Ō]�1 Cltc!/&" Rab7"����#āùň5
ħś	.&ěśREGýÞ Skm-PCsŋ�ëļ�� (Fig. 2-2-10)	
 �#Ėß�
Cltc#āùň"Ō���ħś"ë(ěśREGýÞ Skm-PCs$¢�s�5Ċ
�#"®� (Fig. 2-2-10A)�Rab7#āùň$ěśREGýÞ Skm-PCs"	�
�k\�1���Ø/
�!��	
 �# Cltc#āù¢�!/&" Rab7#āù
k\�ďĦēğ�ġĞ�Ŗēğ �/�û�1#
�MyoD�#xvĀàĥ"
.0ãı�� (Fig. 2-2-11)	
 �#Ėß�ěśREGýÞ Skm-PCs_#MyoD
ŎÄēğ"	���Cltcāùň#¢�!/&" Rab7#āùňk\�*/2�
��
/��ś"j� SPARCy��dń5¶�ĺ��y��ŌŃ�§#āù
£�$ġĞ�Ŗēğ"û���1���Ċ��2�	
  
� ďĦēğ"	��$ SPARCy��dń�*/2!
���+��# SPARC
y��#dń� SPARC#ġĞ{�Ê�mü"®�1�ÂÄk\5¶�ĺ��
�ĠÄ5Ĝ��	
 ����SPARC#ġĞ{�Ê�mü"	�1�SPARCy�
�ŌŃ�§# Cltc!/&" Rab7#»�"����ħśREGýÞ Skm-PCs
5ü��siRNA".0 Cltc!/&" Rab75Ê���Ú# SPARC#ġĞ{�
Ê�mü'#ºœ5ãĲ��	
 Cltc!/&" Rab75 siRNA�Ê���Ú#Û
�Ä5ĉĶ����3�Cltc"Ō��$DWJ<ĹUMT��Rab7"Ō��$
mRNA�DWJ<ĹUMT� siRNA".1ŕĩ!Ê��ß�ĉĶ�2� (Fig. 
2-2-12)	
 Cltc"®�1 siRNA5¯w��¼�SPARC#ġĞ{�Ê�mü5ķ
(���3�ł³ð��1òµ#�{#òµ (10 µg/ml) �$ SPARC#ġĞ{
�Ê�mü$¸
*/2!�,##�Cltc#āùÊ�".0�#mü�¢¸�
2�ÛÆ!²���ù2� (Fig. 2-2-13)	
 ZÕ�Rab75Ê���Ő"$ SPARC
#ġĞ{�Ê�mü�ñ·�1Ėß�½/2� (Fig. 2-2-14)	
 h[#Ėß
/�
SPARC#ġĞ{�Ê�mü5�Cltc$ñ·��Rab7$pń�1»�5Í��
�ś"j� Cltc#āùň�¢�� Rab7#āùň�ñ°�1��� SPARC#
ġĞ{�Ê�mü#k\5Î
�ĠÄ�Ø/
�!��	
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� �Đ�$SPARC�Skm-PCs"	��ď{�pńmü	.&ġĞ{�Ê�m
ü5Ċ�����/"�2/ď{�XġĞ{��Õ"®�1 SPARC#mü"
$�ś"j��#�ÂÄ#k\�*/21��5Ċ��	
 ÝĐ�$ Skm-PCs
"	�1 itga55f�� SPARC#y����#�ś"j�dń5Ċ�����
#y��#dń$ Skm-PCs_#ďĦēğNY:Y��1MyoDŏÄ#ēğ�
$*/2!
��	
 �#��
/�SPARC#ď{�pńmü"®�1�ÂÄk
\$ďĦēğ"	�1 SPARC#y��dń".1,#�$!��Ĝ�/2�
���#ó"���ĵē$ĘÏ�Ŀ(��	
 ZÕ�MyoDŎÄēğ�$ SPARC
y��#dń�Clathrin#āù¢�!/&" Rab7#āùñ°�*/2���

/�MyoDŎÄēğ_�¥ņ{5�+1ġĞ�Ŗēğ"	�� SPARCy�
�"Ō]�1�§#āù�£�� SPARC#y���dń�1����SPARC
#ġĞ{�Ê�mü"®�1�ÂÄk\5Ċ�.�"!1�Ã42�	
  
 
� ÝĐ�$ itga55f��ĕĻ� SPARC� Skm-PCsy'�y���1��5
Ø/
"��	
 g#=TYL#tĬĈČ�$ SPARC�N<VK6Y@"	�
�A:MW@QY�«l#Z���1 stabilin-15f��ēğy'��0ľ)
21���Ċ�2��1 (Kzhyshkowska et al., 2006)	
 �#��
/�N<V
K6Y@".0ēğ¤# SPARC�ō��21,#�Ò­�21��N<VK
6Y@"�0ľ)2�SPARC$�#¼Rab7ŏÄ#9WHCYO'�Ľŀ�2
1��,Ċ�2�	0��#ćį$ÝĐ�½/2�Ėß�Zģ�1	
 )��

SPARC$ęėĦēğ"	��,ECMåÈĮĒ��1 collagen- vitronectin�
)� itga5#S;WH��1 fibronectin��,"ċäĂ"y���2��Ú"
SPARC�Ö¨# ECM#{İ5pń�1��� ��2��1 (Chlenski et 
al., 2011)	
 ÝĐ"	��, SPARCy��èå� SPARC#ġĞ{�ķĐmü
5�¾�1èå��1��5Ċ��	
 �2/#ćį5�4�1��SPARC#y
��$�"ēğ¤# SPARC5ō��1���!
�SPARC�Ð�æ�!ûú
mü#āù"	��ŇĮ!»�5Í���1�ĠÄ�Ĝ�/21	
  
 
� Clathrin$[ăÈŊ�§ (epidermal growth factor, EGF) -Wnt5$�+�
æ�!S;WHn¨Ä9WH>8GY?AĕĻ5�¾�1� (Disanza et al., 
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2009)��#»�$^ĝ"	��ÿ!���1	
 Wnt3a#mü$ clathrin#ā
ùÊ�".0ñ·�21��
/�Wnt?=IT$ēğy'�y���2�9
WHCYO#øÇ�w��21�Ĝ�/21 (Blitzer & Nusse, 2006)	
 �#Z
Õ� clathrinn¨Ä9WH>8GY?A5if�1 Dynamin#āùéÔXî
¦$ EGF?=IT5¢¸�1 (Sousa et al., 2012)	
 �#��
/ EGF"Ō�
� clathrin$ EGF5ēğy'�y���1��� EGF".1ēğ'#?=I
T#w�5Ĕ4/�1»�5Ð����Ĝ�/21	
 e��SPARC"Ō��$
clathrin#āùÊ�".0�#mü�¢¸�21Ėß�½/2���
/�
SPARC#mü,)� EGF��æ"�9WH>8GY?A".0ĔĖ�1,#
�Ã421	
 Clathrin$ integrin#�¾�§���,ć/2�	0�clathrin
#āùÊ�$ēğĭŒ[# itga5#ň5¢���1���Ċ�2��1 
(Moravac et al., 2012)	
 �ś"j� Skm-PCs�*/2� clathrin#āù¢�
$ SPARC#ġĞ{�Ê�mü#ĔĖ5pń�1���!
�ēğĭŒ[#
itga5#ň5ñ°���SPARC"®�1�ÂÄk\"¬]���1#
,�2
!�	
  
� ÝĈČ�$ Rab7�y���� SPARC�x±�5Ċ��Rab7� SPARC#
ġĞ{�Ê�mü5āÓ�1[�ÁĮ!�§��1��5Ċ��	
 

Dominant-negative Rab75ü��ªŗ".0�Rab7�×Ü9WHCYO
/
¼Ü9WHCYO'#öĹ#ēğyĽŀ5�¾�1�§��1�� (Feng et 
al., 1995; Press et al., 1998)�)��Rab7�¼Ü9WHCYO�SCCYO�
#ī�"ŇĮ!»�5Í��§��1���ć/2��1 (Bucci et al., 2000)	
 
ZÕ�~# ��$�ēğy"�0ľ)2�Ģ�NGSE<APDVLVF7

YB (membrane type matrix metalloproteinase, MT-MMP) 1�z&ēğĭŒ
['�Ľŀ�21Ő" Rab75f��S>8<T�21���Ċ�2� 
(Williams & Coppolino, 2011)	
 Ĥ�ï���"�MT-MMP1� itga5��
MT-MMP1#9WH>8GY?AÚ"x±�
�xĽŀ�2��1��,Ċ�
2��1	
 h[#ćį!/&"ÝĐ�½/2�Ėß
/�Rab7$¼Ü9WHC
YO
/ēğĭŒ['�{§5S>8<T�1Ő"�25pń�1»�5Í�

�ĠÄ�Ĝ�/21	
 ,��2�aª��2%�itga5,)��# Rab7".�
�S>8<T�21�ĠÄ�Ś�	
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� h[�ÝĐ#ĈČ
/Ĝ�/21�ĠÄ5 Fig. 2-2-15"Ċ��	
 SPARC#
�ÂÄk\"Ō���ħśql"	�1 Skm-PCs�$ēğĭŒ[# itga5�Ė
��� SPARC� itga55ł��ġĞ{�Ê�mü5āÓ���#¼ Clathrin
".0ēğy'�y���21����SPARC#ġĞ{�Ê�mü�ñ·�2
1	
 �#¼�Rab7� SPARC��,"y���2� itga55ēğĭŒ['�S
>8<T�1����SPARC"®�1�ÂÄ5�¿��1	
 ZÕ�ěśql#
Skm-PCs�$ itga5#āùň�ñ°�1��"���Clathrin".1y���
dń���1�+�ēğĭŒ[
/w��21 SPARC#ġĞ{�Ê�mü�
k\�1	
 �/"Rab7#āùň�k\�1��� itga5#S>8<T�ñ°��
SPARC'#�ÂÄ�¿��{"Ĭ42!��ĠÄ�Ĝ�/21	
 �#��
/�
ěśql�k\�� SPARC#mü5�¿��1"$�Řâď"	�1 SPARC
#āùň5ėÐ�1���!
�SPARC"®�1�ÂÄ5�¿��1ÁĮ��
0�)��#�¿"$ SPARC#�«èå���!
�#¼#ēğyy��è
å"ĆĄ�1ÁĮ��1��5Ċ��1,#�Ĝ�1	
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Fig. 2-2-1　Skm-PCs 㛫における SPARC のෆᅾ໬

(A) ⱝ㱋ࣛࢺࢵ Skm-PCs において⺯ගᶆ㆑した BSA なࡽびに SPARC をᇵᆅ中にῧຍᚋ、

2�、��、�2 ᫬㛫ᚋに⏬ീをྲྀᚓした。Scale bar = 50 μm。

(B) ⱝ㱋ࣛࢺࢵ Skm-PCs において⺯ගᶆ㆑した SPARC をᇵᆅ中にῧຍᚋ、⭷の᫆㏱໬の

᭷↓の᮲௳ୗにおいて SPARC にᑐするᢠయによるᰁⰍ性をㄪ࡭た。Scale bar = 50 μm。

(C) ⱝ㱋ࣛࢺࢵ Skm-PCs において⺯ගᶆ㆑した SPARC をᇵᆅ中にῧຍᚋ、⭷の᫆㏱໬᮲

௳ୗで SPARC にᑐするච␿ᰁⰍを⾜い、ඹ↔Ⅼ㢧ᚤ㙾によࡾ⏬ീをྲྀᚓした。 

Scale bar = 40 μm。
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Fig. 2-2-2　㠀ᶆ㆑ SPARC による SPARC ෆᅾ໬の➇ྜ

ⱝ㱋ࣛࢺࢵ Skm-PCs において⺯ගᶆ㆑した SPARC をᇵᆅ中にῧຍした㝿、

同᫬に㠀ᶆ㆑ SPARC をῧຍしたとࡁのෆᅾ໬した⺯ගᶆ㆑ SPARC の㔞をㄪ࡭た。

Scale Ear   �0 μm。n   10 cells。同➢ྕ㛫に᭷ពᕪはない。
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Fig. 2-2-3　ⱝ㱋および⪁㱋ࣛࢺࢵ Skm-PCs 㛫における SPARC ෆᅾ໬㔞のẚ㍑

ⱝ㱋および⪁㱋ࣛࢺࢵ Skm-PCs において⺯ගᶆ㆑した SPARC をᇵᆅ中にῧຍし、

SPARC のෆᅾ໬㔞をᐃ㔞した。Scale Ear   �0 μm。n   3。*� p � 0.0�。
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Alexa-SPARC MergedAnti-itga5

Fig. 2-2-�　SPARC ෆᅾ໬における integrin _� の㛵୚

ⱝ㱋ࣛࢺࢵ Skm-PCs において⺯ගᶆ㆑した SPARC をᇵᆅ中にῧຍしたᚋ、

integrin _� (itga�) にᑐするᢠయを⏝い、ච␿ᰁⰍを⾜ࡗた。
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Fig. 2-2-�　,ntegrin _� を介した SPARC のෆᅾ໬

ⱝ㱋ࣛࢺࢵSkm-PCsにおいて itga�にᑐする siR1Aをᑟධし、その᫬のⓎ⌧㔞をච␿ᰁⰍ (A、C) 

および TPCR (B)によࡾホ౯した。ච␿ᰁⰍീを (A)に、それをᐃ㔞したࣛࢢフを (C)に示す。

n   3。

� p � 0.01。Scale Ear   �0 μm。

(')ⱝ㱋ࣛࢺࢵ Skm-PCsにおいて itga�にᑐする siR1Aをᑟධしたᚋ、⺯ගᶆ㆑した SPARCをᇵᆅ中にῧ

ຍし、SPARCのෆᅾ໬㔞をㄪ࡭た。ⓑ▮㢌は SPARCෆᅾ໬をᙉࡃ示す⣽⬊を、㯮▮㢌はᙅࡃ示す⣽⬊を表す。

n   10 cells。

� p � 0.01。 Scale Ear   �0 μm。

(()ⱝ㱋ࣛࢺࢵ Skm-PCsにおいて⺯ගᶆ㆑した SPARCをᇵᆅ中にῧຍし、itga�にᑐするච␿ᰁⰍを⾜い、

ඹ↔Ⅼ㢧ᚤ㙾によࡾ⏬ീをྲྀᚓした。Scale Ear   20 μm。
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Fig. 2-2-�　SPARC ෆᅾ໬࢚ンドࢧイࢺーࢫࢩ⤒㊰の≉ᐃ

(A) ⱝ㱋ࣛࢺࢵ Skm-PCs において BARS、clathrin (Cltc)、caveolin1 (Cav1) にᑐする siR1A を

ᑟධした᫬のそれࡒれの㹫R1A Ⓨ⌧㔞を TPCR によࡾホ౯した。n   3。

� p � 0.01。

(B) ⱝ㱋ࣛࢺࢵ Skm-PCs において BARS、clathrin (Cltc)、caveolin1 (Cav1) にᑐする siR1A を

ᑟධしたᚋ、⺯ගᶆ㆑した SPARC をᇵᆅ中にῧຍし、SPARC のෆᅾ໬㔞をホ౯した。ୖがその෗

┿で、それをᐃ㔞したࣛࢢフをୗに示す。n   10 cells。同➢ྕ㛫に᭷ពᕪはない。
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Fig. 2-2-�　ෆᅾ໬ᚋの SPARC がᒁᅾする࢚ンドࢯー࣒の同ᐃ

ⱝ㱋ࣛࢺࢵ Skm-PCs において⺯ගⰍ⣲でᶆ㆑した SPARC をῧຍᚋ、࢚ンドࢯー࣒࣐ー࢝ーで࠶る

RaE� (A) 、RaE� (B) 、RaE11 (C) にᑐするᢠయを⏝いたච␿ᰁⰍを⾜ࡗた。 Scale Ear   �0 μm。

(') 各࢚ンドࢯー࣒࣐ー࢝ーとෆᅾ໬ SPARC とのᒁᅾが୍⮴する๭ྜをᐃ㔞したࣛࢢフ。

n   10 cells。同➢ྕ㛫に᭷ពᕪはない。
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Fig. 2-2-�　ඹ↔Ⅼ㢧ᚤ㙾による各࢚ンドࢯー࣒࣐ー࢝ーと

SPARC とのඹᒁᅾീ

ⱝ㱋ࣛࢺࢵ Skm-PCs において⺯ගⰍ⣲でᶆ㆑した SPARC をῧຍᚋ、࢚ンドࢯー࣒࣐ー࢝ーで࠶る

RaE� (A) 、RaE� (B) 、RaE11 (C) にᑐするᢠయを⏝いたච␿ᰁⰍを⾜い、ඹ↔Ⅼ㢧ᚤ㙾によࡾ

⏬ീをྲྀᚓした。 Scale Ear   20 μm。
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ⱝ㱋および⪁㱋ࣛࢺࢵ Skm-PCs においてච␿ᰁⰍを⾜い、Myo' 㝧性なࡽびに㝜性⣽⬊における

SPARC ෆᅾ໬㔞を⏬ീฎ⌮によࡾホ౯した。ୖにその෗┿を、ୗにそれをᐃ㔞したࣛࢢフを示す。

ⓑ▮㢌は Myo' 㝧性⣽⬊を、㯮▮㢌は Myo' 㝜性⣽⬊を示す。Scale Ear   100 μm。n   10 cells。


� p � 0.0�、

� p � 0.01。

Fig. 2-2-�　ⱝ㱋および⪁㱋ࣛࢺࢵ⏤᮶ Skm-PC㹱における

Myo' 㝧性 /㝜性⣽⬊における SPARC ෆᅾ໬㔞のẚ㍑

75



Cltc Rab7

`-actin

Young Old

0

5

Young Old

���� ���� ���� ���� ���� ����

C
ltc

/ `
-a

ct
in

0

1

Young Old

R
ab

7/
`-

ac
tin

*
p = 0.09

`-actin

Young Old

A) B)

Fig. 2-2-10　ⱝ㱋および⪁㱋ࣛࢺࢵ⏤᮶ Skm-PC㹱における

clathrin なࡽびに RaE� Ⓨ⌧㔞のẚ㍑

ⱝ㱋および⪁㱋ࣛࢺࢵ Skm-PCs において Cltc(A) なࡽびに RaE�(B) のⓎ⌧㔞を


 。ホ౯した。n   3ࡾによࢺࢵࣟࣈンࢱࢫ࢙࢘� p � 0.0�。
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Fig. 2-2-11　ⱝ㱋および⪁㱋ࣛࢺࢵ⏤᮶ Skm-PC㹱における

Myo' 㝧性 /㝜性⣽⬊における clathrin なࡽびに RaE� Ⓨ⌧㔞のẚ㍑

ⱝ㱋および⪁㱋ࣛࢺࢵSkm-PCsにおいてච␿ᰁⰍを⾜い、Myo'㝧性なࡽびに Myo'㝜性⣽⬊における

Cltc (A)なࡽびに RaE�(B)のⓎ⌧㔞を⏬ീฎ⌮によࡾホ౯した。ⓑ▮㢌はMyo'㝧性⣽⬊を、㯮▮㢌

は Myo'㝜性⣽⬊を示す。 Scale Ear   100 μm。n   10 cells。
� p � 0.0�、

� p � 0.01。
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Fig. 2-2-12　Clathrin なࡽびに RaE� にᑐする siR1A のᢚไຠᯝ

(A) ⱝ㱋ࣛࢺࢵ Skm-PCs において Cltc にᑐする siR1A をᑟධし、その᫬のⓎ⌧㔞を࢙࢘ࢱࢫン


　。ホ౯した。n   3ࡾによࢺࢵࣟࣈ� p � 0.0�。

ⱝ㱋ࣛࢺࢵ Skm-PCs において RaE� にᑐする siR1A をᑟධし、その᫬のⓎ⌧㔞を TPCR (B) およ

び࢙࢘ࢱࢫンࢺࢵࣟࣈ (C) によࡾホ౯した。n   3。
� p � 0.0�、

� p � 0.01。
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Fig. 2-2-13　SPARC の⬡⫫ศ໬ᢚไస⏝における clathrin の㛵୚

ⱝ㱋ࣛࢺࢵSkm-PCsにおいてCltcにᑐするsiR1Aをᑟධᚋ,ᇵᆅ中にSPARCをῧຍし,⬡⫫⣽⬊࣐ー࢝ー

を⏝いたච␿ᰁⰍによࡾその᫬の⬡⫫ศ໬能をホ౯した。そのとࡁの෗┿ (A)と、PPARa㝧性⣽⬊ᩘ๭ྜ

(B)およびPerilipin㝧性㠃✚ (C)をᐃ㔞したࣛࢢフを示した。同➢ྕ㛫に᭷ពᕪはない。

Scale Ear   100 μm。
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Fig. 2-2-1�　SPARC の⬡⫫ศ໬ᢚไస⏝における RaE� の㛵୚

ⱝ㱋ࣛࢺࢵSkm-PCsにおいてRaE�にᑐするsiR1Aをᑟධᚋ,ᇵᆅ中にSPARCをῧຍし,⬡⫫⣽⬊࣐ー࢝ー

を⏝いたච␿ᰁⰍによࡾそのとࡁの⬡⫫ศ໬能をホ౯した。そのとࡁの෗┿ (A)と、PPARa㝧性⣽⬊ᩘ๭

ྜ(B)およびPerilipin㝧性㠃✚ (C)をᐃ㔞したࣛࢢフを示した。n   3。同➢ྕ㛫に᭷ពᕪはない。

Scale Ear   100 μm。
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Fig. 2-2-1�　SPARC の⬡⫫ศ໬ᢚไస⏝におけるෆᅾ໬の㛵୚とそのຍ㱋性ኚ໬

ⱝ㱋ࣛࢺࢵSkm-PCsにおいて、⣽⬊表㠃ୖのitga�と⤖ྜしたSPARCは⬡⫫ศ໬ᢚไస⏝をⓎ᥹し、

⥆いてClathrinによࡾ⣽⬊ෆ࡬とෆᅾ໬ࡉれるࡇとで、そのస⏝がῶᙅࡉれる。そのᚋ、RaE�が

SPARCとともにෆᅾ໬ࡉれたitga�を⣽⬊表㠃ୖ࡬とリࢧイࣝࢡするࡇとで、SPARC࡬の཯ᛂ性をᅇ

᚟ࡏࡉる。୍᪉、⪁㱋ࣛࢺࢵのSkm-PCsでは itga�のⓎ⌧㔞がῶᑡするࡇとにຍ࠼、Clathrinによる

ෆᅾ໬がஹ㐍するࡇとで、⣽⬊表㠃ୖでのSPARCの⬡⫫ศ໬ᢚไస⏝がపୗする。ࡽࡉにRaE�のⓎ⌧

㔞がῶᑡするࡇとで、itga�のリࢧイࣝࢡがῶᑡし、SPARC࡬の཯ᛂ性ᅇ᚟が༑ศに⾜ࢃれないྍ能性

が考ࡽ࠼れる。
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Ȭɦ 
 
� Dystrophin3�XƤɋµ�0³ȴ�DÎʡ��A# 220�Ěė�792 exon
�B/D Dmdʕ°Ĩ0A(+Z�l�ED�×Ĩʞ 427kDa0?�A6ľĢ/
e�tVɷ,�D (Koenig et al., 1988)	Dystrophine�tVɷ3ȔȭȪ0�
�+ȣȻ˄Ƨ-ȣȻĠ�k�V`Hȱ�,�C�ȔȣȻɃ2īĭşH˅>Dő

àHŭ�	�2 Dmdʕ°Ĩ2ğǱ0AC Dystrophine�tVɷ�Ʋż�D-�
j�^O�oēȔ_`k�wL� (DMD) -Ă4EDȔïşǳŠHǷǵ�D	
DMD3Ƞ 3000¦0 1¦2ƆǫǯÌ0Ƿǵ��ȔȭȪ�Ⱦōç�D�-,Ȕȭ
Ȫ2ȃĝ-#E0±�Ñǫ�ȳCʃ�E�ʎɖş2Ȕá´�HĀ�ʜȚ/ǳŠ

,�D	ǴŢ�ʎɖ�%Šȷ2˄ƧȔ,3�ȔȭȪ�Ǔķ�D&�,/��Ƚ

ȸȣȻ@ȧûȥȲ0A(+ȴŻ�ED (Kinali et al., 2011)	DMD3ŚɅ@ư
ʫɃ0?ŐʷHñ:��ŚȔ@ưʫɃȔȭȪ2ĝƵ�Ō�ɹ��E�ĂÿĊʲ

@Ś�Î-/CƖȤǸ0Ƶ0ɈD	Dystrophine�tVɷ3�ƣȈȦȟ0?Ƿ
ǩ�+�C�DMD Šȷ,3�4�4ɮǿƱȼ2´�H±�(Anderson et al., 
2002; Sekiguchi et al., 2009)	 
 
� DMD 2ǴŢƱň2ɥƍ/B50#E0Ĵ�DƾǶǁHʢǷ�D�,�DMD
2ǳŠ�j�æǣ�ʜɞ/őàHƢ%�+�% (Vanizof et al., 2008)	Ǥ0
DMD �j��N`,�D mdx �N`�A5Mo2�j�,�D canine 
X-linked muscular dystrophy (cxmd) ǥ�ņ�ǭ�BE+�D	�EB2mdx
�N`@ cxmd ǥH¸ǭ�D�-3ǩďɆŇƾ˃Ƹʪ2?2?þ>�ƭ
/ƾ
Ƕǁ2ʢǷ0Ƙǭ,�(% (Nowak et al., 2004; Beytía Mde et al., 2012)	�
��/�B�DMD2ïĉʕ°Ĩ�üĭ�E+�B 20Ņ¬�Ȧ)0?ʤGB �
ǩď2-�FƾǶǁ�ȅȏ�E+�/�	�EB2 DMD �j�æǣ03#E
$Eʡť-Ȁť��D (Banks et al., 2009; Nakamura et al., 2011)	¹�4
mdx �N`3ȰƷ@#2Z�n�2Ȫű3İƎ,�D��˄ƧȔ2ğş3Öǫ
Ƌƙ0ʦĭǸ,�uk2 DMD ,<BEDA�/ʜŉ2ȔȭȪ2ğşÇ@Ƚȸ
ȣȻ2ǋǛ�ȭȪç2£ʎ-�(%ʜȚ/ǵǦ3Ȇ�/�	�Ƈ�cxmdǥ3u
k2 DMD 0A�ʽ²�%ʜȚ/ɚǩēHȆ���#2Z�n�2Ȫű0Ģɠ
Ư/ƈɩ�śɞ0/D/.�ȰƷ@ˀȹ0ġĢ/äáHɞ�DƲǞ��D	 
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� �N`-Mo2�ʣ2ɽµ2\MaHű)�hk3�E;,uk2ǳǴ0Ĵ

�DƾǶǁʢǷ0ǭ�BE+�%Ý»ş2˅�Į˃æǣȌ,�C�Ǥ0ɓåɫ

º@ƹşɫº0ĥI,ǭ�BE+�D (Jachob et al., 1999)	�E3�N`AC
?ɽµ2\Ma�Ģ��%>Ÿɕ�İƎ,Ÿɕʞ?ȅ½,��ACƴȅ/ǖĭ

�øȼ,�D�B-ȶ�BED (Abbott et al., 2004)	;%�hk3�N`0ƺ
8ɝʰ/ŦʹHɢ�D�-�,�D%>�ɖæĮ˃Hɖ�ʬ0?ʗû�A� 
(Abbott et al., 2004)	�Ƈ��N`-3Ǳ/C�ESȣȻ2Ėˁǁ�ȅȏ�E+
�/�(%�hk0��+3�ƮǸ-�%ʕ°Ĩʖ³Hƀğ�D�-3ʡB�

2ʣŧɗǸ0Ċʲ,�(%	����zinc finger nuclease (ZFN) -Ă4EDY
q�Ȯʮŧɗ�ʢǷ�E��EHǭ�D�-,�2�hk0��+?ʕ°ĨH

Ʋż�!D�-�øȼ,�D�-�Ęā�E% (Geurts et al., 2009)	�B0�
#2Ŕ0ʢǷ�E%Yq�Ȯʮŧɗ,�D transcription activator-like effecter 
nuclease (TALEN) 0A(+?;%ʕ°Ĩƀğ�hkH¶ţ,�D�-�Ȇ�
E% (Tesson et al., 2011)	TALEN,3¦ļoV�K�c2ǷǩzVe�2ɩ
ɧ�Ǡʰ,�(%	�2ǞHƀć�%�ACț»/Yq�Ȯʮŧɗ-�+�÷

ȣɏ2ǧŖËǲ^`i�,�D clustered regularly interspaced short 
palindromic repeats (CRISPR) -CRISPR associated nuclease (Cas) 9HŜǭ
�%�Ȁ� RNA ûţ2<,ƮǸʖ³0ğǱ�ĵÍ,�D CRISPR/Cas ǁ�ʢ
Ƿ�E% (Mali et al., 2013; Wang et al., 2013)	CRISPR/Cas ǁ,3�
protospacer adjacent motif (PAM) -Ă4EDʘÙ2�ǈ20ƁĚė2ƮǸ-ǽ
ü/ʘÙ-ɻę2ʘÙ,Ƭţ�EDÎʡ 100 ƁĚė2 short guide RNA 
(gRNA) �ƮǸʕ°Ĩ0ȧû��#�0 Cas9�ɯĵ�ED�-,�ƮǸʖ³0
¡ƜʟØƅHŌ�ɹ��	�2¡ƜʟØƅ3˅ȅǨ,ğǱ�ɹ�Dʵǽüƛȑ

ȧû0AC¾ŗ�ED%>�ƮǸʖ³0ğǱHĵÍ�%æǣH¶ţ�D�-�

øȼ,�D	�2Ƈǁ3©2Yq�Ȯʮŧɗ-ƺ8+åǨ�˅���N`,3

100ˇʂ�åǨ,ʕ°ĨƲż¿µH F0 ×«0+¶ɜ,�D�-�Ęā�E% 
(Fujii et al., 2013)	�B0�2 CRISPR/Casǁ3�hk0?ʓǭ,�D�-�
Ȇ�E+�D (Li et al., 2013)	¬�2�-�B�CRISPR/CasǁHǭ�+ Dmd
ʕ°Ĩ0ğǱHű)�hkH¶ţ�D�-,�mdx �N`�A5 cxmd ǥòƇ
2ʡťH·!ű) DMDǳŠ�j�æǣ�¶ţ,�Døȼş�ȶ�BED	 
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� SPARC3 43kDa2×ǀşȞe�tVɷ,�˄ƧȔ2nhgHƬţ�DʵƬ
ʋşȣȻĠ�k�V`ĉĨ2�),�D	SPARC3˄ƧȔ2żÅƑ0Ƿǩʞ�
Ĝã��ȔÑǫ�ʎɖ�D0ŕ�ʉł2ǦŢ0#2Ƿǩʞ�ŤD�-��2ż

Å0Ŝȕ�Ǉşç�DȔɘƏȣȻ� SPARCHǷǩ�D�-�ǿBE+�D 
(Petersson et al., 2013)	;%�uk2 DMD0��+?ȔɘƏȣȻ� SPARC
HǷǩ��DMD�,<BEDÑǫȔȭȪ?;% SPARCʩşHȆ��-�Ęā
�E+�D (Jørgensen et al., 2009)	Ȓ�Ȑ�A5Ȓ¡Ȑ0ACȆ�E%˄Ƨ
Ȕ0��D SPARC2őà-�EBǿɟHʠ<D-�DMDǴŢ�0��+?
SPARC� DMD2ǴŢʎɖ0Ĵ�½ɲǸ0¶ǭ�Døȼş�ȶ�BED	 
 
� #�,�ƜȐ,3 DMD0��D SPARC2őàHȶĳ�D%>�; 
CRISPR/CasǁHǭ��DmdğǱ�hkH¶ţ�D�-,Ɖĩ2�N`�j�
AC?ʜȚ/ɚǩēHȆ� DMDǳŠ�j��hk2¶ţHɬ<%	#2Ŕ�
�2�hkHǭ��ǴǦ2ʎɖ0AD SPARCʕ°Ĩ�e�tVɷǷǩ2ĭʞ
Hɬ<%	 
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ƝƄ-Ƈǁ 
 
æǣ 
� Wistar-Imamichi�hk3æǣȰƷȁȍť (ɍĔ) ACɸÍ�%	æǣ3�Ǖ
ŉ 23�1	
 C�Ǘŉ 60%�ƍƔƞ­̩ ƍƙ 12Ƒʣ�Ɣƙ 12Ƒʣ (ƍƙ̱ 7:00-19:00) 
2ƞ­�,ˀȹ��ČŏɬƄ (�}MR`e�f�l�ƊƜʁǬļƪ�ưǊ) ñ
5Ƽ3ɇǮ0Žõ�!%	Î+2Į˃3�Ɵ¥ĢĪæǣĮ˃Įƈ�n�K��

0ė*�+ɖ(%	 
 
CRISPR/Cas ǁ0AD Dmd ğǱ�hk2¶ţ 
� Cas92mRNA3Ɵ¥ĢĪĢĪʧ ʁĪǫăȉĪȁȍȉ Ŝǭʕ°Īȁȍį ɔ
¢ǒÉǫAC×��E% (Fujii et al., 2013)	rat Dmd2 exon3�16��A5
sparc 2 exon70Ĵ�D gRNAûţ3ɔ¢B2ʢǷ�%Ŧǁ0ʹ�+ɖ(% 
(Fujii et al., 2013)	5ʍˆ2�`Wistar-Imamichi�hk0b�k�v� (25 
IU����ɜɓ�Ɵ¥) HɂɁÐ0ũ���#2 48ƑʣŔ0[mk�v� (�
��ɜɓ) HɂɁÐũ���¤ʘȦ˃Ǒ<Q`Wistar-Imamichi�hk (æǣ
ȰƷȁȍť)� -¤ʘ�!%	#2 20ƑʣŔ0íȘHŸõ��ɄĢʖACöȝ
íHŸí�%	öȝí3ŸõŔuK��nf�cÕǪ�%Ŕ�M2ĖĐ (Sigma) 
�7ȋ�%	�MV��nv���e� (m�^Y�Ɵ¥) 0AC Cas9 mRNA 
(10 µg/ml) �A5 gRNA (10 µg/ml) HʼŘǃÍ��M16ĖĐ0+ 1ƑʣĖˁ
�%	#2Ŕ�ßƊ0ÄĦħ�% 8ʍˆ�`Wistar-Imamichi�hk2íȘʚ
�BɄĢʖªʂHØʢ��1íȘ�%C��A# 10¿2ʼŘǃÍ�%öȝíH
T�v���0Èě�%ŔíȘÐ0ȋƨ�%	 
 
PCR 
� ÖǬŔ�ĸĹHÉȑ�B 1-2 mm9.Øƅ��_OqeMv�W0ǭ�%	
�E0 180 µl2 50 mM NaOHHã��95��10×ʣǡÕǪ�%Ŕ� 20 µl
2 1 M Tris-HCl (pH 8.0) Hã��Ą�%	�EH 1-2 µlǭ��KOD FX?�
�3 KOD FX Neo (ƟǅȢ) Hǭ�+¬�2Ǖŉ�Ƒʣ0+ PCRóŜHɖ(%	 
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� � 94	
 C� 2× 
� � � � � � � � � � 94	
 C�10Ȋ 
� � � � � � � � � � 58	
 C�20Ȋ     45\MV� 
� � � � � � � � � � 68	
 C�1 ×/ kb 
 
PCR0ǭ�%y�M��3 Table 30Ȇ�%	 
PCRǬǣ3KS��`ʳƻǄæ�%Ŕ�ǻǸ2Ǭǣ2±�lHþ=Y�HØC
Ö��FastGene Gel/PCR Extraction Kit (ƊƜ_OpiLV`�Ɵ¥) Hǭ�
+ PCRǬǣHŬÖ�%	�2 PCRǬǣHǼŹ BigDye (v3.1�Applied 
Biosystems) -óŜ�!D���D�3 TAV��n�WHȦ%Ŕy�`�l
H FastGene Plasmid Mini Kit (ƊƜ_OpiLV`) 0+ŬÖ��BigDye-
óŜ�!D�-,�^�VP�`Hɖ(%	/�^�VP�`03 ABI 3130xl 
(Applied Biosystems) Hǭ�%	 
 
RNA 2ŬÖ 
� V�Q`ehk0+ɒØ�% TAH TRIzol reagent (Invitrogen) �,�º�
_OmM]� (Shake Master�±MQ�jLR�\MP�`�Ɵ¥) 0ACȜ
ȂŔ�4	
 C�15,000 rpm, 15×ʣ2ʒŚ×ʱHɖ���ĻHÜ2g��x0ȋ
�%	̀ ml2 TRIzol� reagent0Ĵ�V��º�� (ĄÊȡɓ) H 200 µlã��
ſŮ�%2'0 4	
 C�15,000 rpm, 15×ʣ2ʒŚ×ʱHɖ���Ļ2ʇƍ/
ʖ×2ƼĻHÜ2g��x0Ĉô�%	�E-ȓʞ2Mdy�v�K�Z��

Hã��ſŮ�+�B 10×ʣįǕ,ʴȴ��4	
 C�15,000 rpm, 15×ʣ2ʒ
Ś×ʱHɖ(%	�ǐHŷ+�70% Peq�� 1 mlHã��B0 15,000 rpm
, 10×ʣʒŚ×ʱ�%	�ǐHŷ+�ʾ��!%2'0 10ˏ50 µl2 DEPC
ÕǪƼHã��RNAHǚɥ�!%	ŖBE% RNA3�GeneQuant� (GE 
Healthcare�UK) 0+ǜŉHǖĭ�%	 
 
ʆɾÒóŜ (Reverse transcription reaction: RT) 
� ; �¬�0Ȇ�%óŜǚǍH 65	
 C, 15×ʣÕǪ�!%2'�ƽ�,ŞÓ
�%	 
Total RNA (1-2 µg)  5 µl 
Oligo dT (Invitrogen)  1 µl 
Total Volume   6 µl 
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Ƴ0�¬�0Ȇ�óŜǚǍ,�42	
 C, 60×ʣʆɾÒóŜHɖ(%	 
Total RNA ˊ 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 
� óŜȤ�Ŕ�94	
 C, 5×ʣãǡ��ƽ�,ŞÓ�%	 
 
qRT-PCR 
� ʆɾÒóŜ0A(+Ŗ% cDNAHǭ�+�Light Cycler 2 (Roche�
Switzerland) Hǭ�% qPCR0ACúʕ°Ĩ2ǷǩHĭʞ�%	ÐʖƮǙʕ°
Ĩ-�+3�hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase (HPRT) Hǭ
�%	qPCR0¸ǭ�%y�M��3 forward�reverse2ʹ0#E$E¬�0
Ȇ�%	 
SPARC: 5′-aggtgcagaggaaactgtcg-3′ 5′-gtttgcagtgatggttctgg-3′  
HPRT: 5′-gaccggttctgtcatgtcg-3′  5′-acctggttcatcatcactaatcac -3′  
 
˄ƧȔ2ÔȧØǢ2¶ţ 
� Ôȧ�!%TAHO.C.TZ�tN�l (Tissue-Tek� Sakura Finetek U.S.A� 
CA� USA) 0ACV�Q`ehk (MICROM International GmbH�Walldolf�
Germany) 0Čĭ��î� 7ˏ8 µm2ÔȧØǢH¶ţ�%	ØǢ3ȔȭȪ0Ĵ
�+ĒǼ/ʶ-/DA�0¶ţ��MASZ�kª�`�MlW�` (ƠǂȄĨ
ļƪƥŋ¯ȇ�Ģʥ) �0ɶCª��ʾ��!%Ŕ�-80�,½ĩ�%	 
 
˄ƧȔ�B2e�tVɷŬÖ/B50NO`e�x�hk 
� V�Q`ehk0+ɒØ�%ȔØǢH 1.5ml ʒŚg��x (Beckman 
Coulter�CA�USA) 0ʮ>�50
100 µl 2\�y�±hwJ�Hã��45,000 
rpm,30×ʣ2ɺʒŚHɖ(%Ŕ��ĻHÜ2g��x0ȋ�\�y�-�%	
�2e�tVɷŬÖǣH�SDSHþ=~�KV��K�lY�Hǭ�%ʳƻǄ
æ (SDS-PAGE) 0AC×ʱ�%Ŕ�Coomasie brilliant blue̍ CBBˉƤɋ?�
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�3β−actin2Ƿǩʞ0ACú\�y�ʣ2e�tVɷʞ�ȓʞ-/DA�0
ɰƂ�%	NOhkŋɾÒɛȴ�nk��`x�hkb�ˈBIO-RAD�CA�
USAˉ0AC 45V2ĭʳĎ�,�ƒx�hiL�WHɖ��~�KV��K�
lY��B PVDF��x�� (Millipore) 7-ɾÒ�%	#2Ŕ���x��
HõCÖ��5% `T���V/PBS-T (0.1% Tween20 /PBS) 0ǋ��įǕ,�
Ƒʣx�hT�W�%	�ƳŪµ3 PBS�T,Łʛ�%Ū SPARC�U~�V�
�m�Ūµ (1:2,000�R&D systems�MN�USA)�4,000À0Łʛ�%Ū
α-tubulin�N`�qV��m�Ūµ (1:4,000�Sigma)�Ū DystrophinN\U
~�V��m�Ūµ (1:1,000�Santa cruz)�Ū Dystrophin�N`�qV��
m�Ūµ (1:100�Dys1�Dys2�Novocastra)�Ū PerilipinN\U�qV��
m�Ūµ (1:1,000�Cell signaling Technology) Hǭ��4	
 C0+�ƒóŜ�
!%	�ƳŪµóŜŔ���x��HõCÖ��ŴǺ�/�B�PBS-T, 10
×ʣ�3Ĉǆǉ�%	¡ƳŪµóŜ,3�1% `T���V/PBS-T, 10,000À
Łʛ�% HRPƮɱŪN\U IgGŪµ (Southern Biotechnology Associates)�
HRPƮɱŪ�N` IgGŪµ (Jackson Immuno Research Laboratories) �A
5 BiotinƮɱ�U IgGŪµ (Vector Laboratories�CA�USA) Hǭ��įǕ
,�ƑʣóŜ�!%	BiotinƮɱ�U IgGŪµH¸ǭ�%ʬ3�#2Ŕ
VECTASTAIN ABC kit (Vector Laboratories) Hǭ�+ HRPƮɱHɖ(%	
PBS-T, 3Ĉǆǉ�%2'�ECL Western blotting analysis system0ACǷ
Ê�!�ChemiDoc XRS+^`i� (Bio-Rad) 0ACǰÇHõŖ�%2'�ǰ
ÇÕǪ0ACúe�tVɷʞ2ĭʞHɖ(%	 
 
ȥȲØǢ2Ƥɋ 
� ¶ţ�%ÔȧØǢH�4%t�º��K�jul (PFA) Hþ=��ʙȯəǫ
ǪʿĚƼ (Phosphate Buffered-Saline; ¬� PBS)0+ 15×ʣČĭHɖ(%	
PBS 0AC 3 Ĉǆǉ�%Ŕ�5%ƴł�Uɕǐ (NGS) Hþ= PBS 0+�Ƒʣ
x�hT�W�%	ǆǉŔ�PBS, 100À0Łʛ�%Ū DystrophinN\U~
�V��m�Ūµ (Santa Cruz)�Ū Dystrophin �N`�qV��m�Ūµ 
(Dys1�Dys2�Novocastra)�Ū embryonic myosin heavy chain�N`�qV
��m�Ūµ (F1.652�DSHB)�Ū lamininN\U~�V��m�Ūµ (Sigma)�
Ūβ-dystroglycan�N`�qV��m�Ūµ�Ūα-sarcoglycan�N`�qV�
�m�Ūµ�Ū nNOS N\U~�V��m�Ūµ (čȏȝȈ�ȈȦéǶȁȍb
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�e�� ʕ°ĨǳŠƾǶʖ� ɳȑǎëĞAC×�)�Ū SPARC �U~�V��
m�Ūµ (R&D systems) �500À0Łʛ�%Ū PerilipinN\U�qV��m
�Ūµ (Cell signaling Technology) H 4�,�ƒóŜ�!%	¡ƳŪµ03�
InvitrogenACɸÍ�% Alexa Fluor®Ʈɱ �UŪ�N` IgGŪµ��UŪN
\U IgG ŪµH�;%�ƳŪµ0�UŪµHǭ�%ʬ3 NGS 2«GC0�±
ɕǐ (DS) Hǭ��5ˇDS/PBS,Łʛ�%�±Ū�U IgGŪµ��±Ū�N`
IgG Ūµ��±ŪN\U IgG ŪµH#E$Eǭ�%	ȔȭȪ2ǼŒ2ɫº3
laminin0Ĵ�DËǲƤɋHɖ(%ØǢHǭ�+ɖ(%	1¿µ�%C 3ɡʝH
®š0ʔI,ÒǾžŐHɖ��Photoshop0+ 2ʪɰç�%Ŕ�ImageJ0AC
minimal Feret’sHȗÖ�D�-,ȔȭȪǼŒ-�%	 
 
 
�M��r�Wi`k 
� �M��r�Wi`k3ȔáHɫº�D%>0ɖ(%	{�t�eQ�-Ň

ƃH 10 cmʜ1+Vh^��-��#2�Ȏ 40 cm0ǼŒ� 15 mm2�M�
�H 75 cm3(%	�hkH�M��0Ŷ;B!�ɐ'D;,2ƑʣHɧǖ��
µʜ,��%ÁHȔá2ŲƮ-�%	 
 
Creatine kinase Ǉşǖĭ 
� Creatine kinase2Ǉş3 F1�hkɂĢæȿACŸɕ�%ɕǐHǭ��ĲĞ
l�MX�^`i� (ĲĞwM���Ɵ¥) 0+ǖĭ�%	 
 
ȨɧÕǪ 
� ƁÁj�e3ńđÁ�ƮǙÂĿ,Ȇ�%	2ȵʣ2ńđÁ2ƺʀ3�Unpaired 
Student’s t-testHǭ�+ɖ(%	�ģÁ2ƺʀ03�Wilcoxon rank sum test 
Hǭ�%	ìʨǨ 5%ƚǘH?(+Ƙš/Ŀ��D-Ûĭ�%	 
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ȧƢ 
 
CRISPR/Casǁ0AD rat Dmdʕ°Ĩ72ğǱĵÍ 
� �hk Dmd72ğǱĵÍ2åǨH˅>D%>��hk Dmd2 exon 3�A
5 160Ĵ�D gRNAHüƑ0ʼŘǃÍ�%	ŖBE% F0Q`�hk2ƮǸʖ
³H^�VP�`�%ȧƢHTable 1�A5Fig. 3-10Ȇ�%	Exon3 (target1) 
�A5 exon16 (target2) .'B2ƮǸʖ³0��+?ƲĤ?��3ŵÍ 
(indel)��D�3ȴŻ/.2ğǱ�<BE%	CRISPR/Cas ǁ3ƮǸʖ³¬Ġ
0? gRNA 2ʘÙ-ʽ²�%ʘÙ0Ĵ�ʵǤǱǸ0ØƅǇşHȆ�Qwe�Y
hkåƢ�Ćʻɡ�E+�D (Fu et al., 2013; Fujii et al., 2013; Mali et al., 
2013)	§Ĉǭ�% gRNA 3�hkYq��0 2 Ěė¬�2�`�hgHþ=
ʖ³Hű%/�?2Hʔū�+�D%>�3Ěė2�`�hgHþ=ʘÙʖ³0
Ĵ�+Yq�ʘÙH^�VP�`�Qwe�YhkåƢHɫº�% (Table 2)	
#2ȧƢ�target10ʤ�+ 8Ȗť2�' 1Ȗť2<,�10è� 4è0��+
ğǱ2ĵÍ�ȅɮ�E%	Target2 0ʤ�+3 3 Ěė2�`�hgʖ³0��
DQwe�YhkåƢ3ȅɮ�E/�(%	;%�ĸĹ2Éȑʖ,ƩÖ�E%

ğǱ-ü�ğǱ�ßɀ˄Ȕ (TA) 0��+?ɤĳ�E% (Fig. 3-2A)	§ĈŖB
E% F0�hk2�'���)�2¿µ3ü�¿µÐ0ɝƁ2ğǱ�Ǐď�D�
]MVHȆ����2�]MV0ʤ�+?�ĸĹ/B50 TA0��+ü�2?
2�ȅɮ�E% (Fig. 3-2B�C)	�2�-�B�Îɽ2ȣȻ��1ȣȻƙ�B 4
ȣȻƙ0��+ Cas90ACĵÍ�E%ğǱHű)-ȶ�BED	CRISPR/Cas
ǁ,3ü�ʕ°Ĩ0Ĵ�+ 2)2 gRNAHĵÍ�%ęû�#2ƮǸʖ³ʣ�Ʋ
ż�D long deletion�ɹ�Dęû��D (Fujii et al., 2013)	§Ĉ�target1-
target2 2ʣ, 300 kb ¬�?ɼʱ��D0?ʤGB �1 ¿µ0��+ long 
deletion�ɹ�(+�% (Fig. 3-3)	�2�-3 CRISPR/CasǁHǭ�E4 30
�Ěė9.2ʺĕ,�E4�ƮǸ-�%ȖťHĢ��Ʋż,�D�-HȆą�

D	 
� Dmd0ğǱ�ȅɮ,�%�hk2 TA0��+Dystrophin2mRNAǷǩH
ɰ8%-�F���)�2¿µ0ʤ�+3 exon3�B 160��+mRNA2Ƿ
ǩ�ƶĩ�+�%���2ʣ2mRNA2ǷǩHȅɮ,�/�¿µ?<BE% 
(Fig. 3-4A)	Ƴ0 Dystrophine�tVɷ2ǷǩHNO`e�x�hk�A5Ë
ǲƤɋ0ACɫº�%-�F�NO`e�x�hk,3 DmdğǱ�hk0��
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+ʝǫē,ɟBE%Dystrophine�tVɷ2±�l�ȅɮ�E  (Fig. 3-4B)�
;%ËǲƤɋ0��+?ʝǫē,ȅɮ�E%ȔȭȪȣȻɃ0ƿ(%^Wm��

DmdğǱ�hk,3ǌĤ�+�% (Fig. 3-4C�Fig. 3-5)	¬�2ȧƢ�B�
CRISPR/Casǁ0ACDmd ʕ°Ĩ0ğǱHű)DystrophinƲż�hk�¶ţ
,�%�-�Ȇ�E%	 
� Fig. 3-10Ȇ�%A�0�#6�A5#72�hk,3 32ÀƁ2ƲżHű)%
>��EB2¿µ3 in-frameğǱHű'�ʖ×Ǹ/ Dystrophine�tVɷH
Ƿǩ�Døȼş�ȶ�BE%%>�©2 Dystrophin0Ĵ�DŪµ (Dys1�A
5 Dys2) Hǭ�+NO`e�x�hkHɖ(%	Dys13 rod domain-Ă4E
D Dystrophine�tVɷ2�ģʖ×H�Dys23 Dystrophine�tVɷ2 C
ƛȑʺĕHɮɱ�D	Dys2Hǭ�+?üƭ0 DmdğǱ�hk,3 Dystrophin
e�tVɷHɮɱ,�/�(%� (Fig. 3-6A)�Dys1Hǭ�%ʬ3#6�A5#7
2�hk0��+? Dystrophine�tVɷ�ȅɮ,�% (Fig. 3-6B)	Dys2H
ǭ�%ËǲƤɋ0��+�in-frameğǱHű)?2,3ʝǫē0ƺ8+Ǔō3
�+�D?22ȔȣȻɃ0ƿ(% Dystrophine�tVɷ2Ƿǩ�ɮ>BE% 
(Fig. 3-6C)	¬�2ȧƢ�B�in-frameğǱHű)�hk,3ʖ×Ǹ/
Dystrophine�tVɷ�Ƿǩ�+�D-ȶ�BED	 
�  
DmdğǱ�hk0��DȔȥȲ2ɚǩēɥơ 
� DmdğǱ�hk� DMD0ʽ²�%ǴŢHȆ��.���#2ȔȥȲ2ɚǩ
ēHɥơ�%	DmdğǱ�hk3 13ʍˆ;,3ʝǫē-üȓ2µʜ2źȋH
Ȇ�%� (Fig. 3-7A)�DmdğǱ�hk2ŚɅ (Fig. 3-7B) /B50 TA (Fig. 
3-7C) 2ʜʞ3ʝǫē0ƺ8Ĝã�+�%�-�B��EB2ȥȲ�
Dystrophine�tVɷ2Ʋż0ACŐʷHö�+�D�-�ȶ�BE%	u�
�Ȕ (soleus muscle, SOL) ʜʞ3�ȵʣ0ğç3/�(%� (Fig. 3-7D)��
E3 DMD,3ʏȔēAC?ʊȔēȔȭȪ�Őʷ�E@���;% SOL3 TA
0ƺ8ʏȔēȔȭȪ�ɴĲ,�D�-0ɹĉ�D-źĳ�ED	Ƴ0 TA2ȥȲ
ÇHɤĳ�%-�F�DmdğǱ�hk2 TA,3ȔȭȪ2ĝƵ�ǝǵȣȻ2ǋ
Ǜ�ʣɷ2ĜĢ�<BE% (Fig. 3-8A)	;%�ŚƦH?(%ÑǫȔȭȪ� Dmd
ğǱ�hk0��+Ƙš0Ĝã�+�C (Fig. 3-8B)�ȔȭȪ2ĝƵ0ȩ�ȔÑ
ǫ�ɹ�(+�D?2-ȶ�BED	Masson’s trichromeƤɋ0��+? Dmd
ğǱ�hk3ȔȭȪ2ĝƵ�A5ȭȪç2£ʎHȆ�% (Fig. 3-9A)	�2ȭȪ
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ç2ŉû�0ʤ�+3¿µĿ�<BE�Ǥ0 in-frameğǱ2?23
out-of-frameğǱ2?20ƺ8�ȭȪç2ŉû��ķ/�A�0<BE% (Fig. 
3-9B)	ÑǫȔȭȪ2��R�,�D embryonic myosin heavy chain (eMHC) 
0Ĵ�DŪµHǭ�+ËǲƤɋHɖ(%-�F�� E2 DmdğǱ�hk0�
�+? eMHCʩş2ȔȭȪ�ȅɮ�E% (Fig. 3-10)	;%ȽȸȣȻ2��R�
,�D Perilipin0Ĵ�DŪµHǭ�+NO`e�x�hkHɖ(%-�F��
�)�2¿µ, Perilipin2±�l�ȅɮ�E%�-�B�#2¿µ0��+
Perilipin0Ĵ�DËǲƤɋ- Oil red OƤɋHɖ(% (Fig. 3-11B)	#2ȧƢ�
ʣɷ0��+ Perilipin�A5 Oil Red Oʩş2ȽȸȣȻ�Öǩ�+�%	Ȕȭ
Ȫ2ǼŒHɰ8%-�F�DmdğǱ�hk2ȔȭȪǼŒ3ʝǫē2×ŀ-Ǳ/
C�ǼŒ2Ķ��?2�;%Ģ��?2�ġ�<BE% (Fig. 3-12)	�2�-
3 DMDŠȷ,ɟBEDȔȭȪ2ĢĶ�ü-��Ǥř-�ɉ�D	�B0Ȕá
Hɫº�DŦǁ-�+��M��r�Wi`kHɖ(%-�F�DmdğǱ�h
k3ʝǫē0ƺ8�Ȕá�Ƙš0´��+�D�-�Ûƍ�%	¬�2ȧƢ�

B DmdğǱ�hk,3 Ȕá´�0ã��DMD0ʽ²�D�ȔȭȪ2ĝƵ-
#E0±�Ñǫ�ȭȪç2£ʎ/B50ȽȸȣȻ2ǋǛHȆ��-�ƍB�-

/(%	 
� ˄ƧȔ¬Ġ2ȔȥȲ,�DŚɅ/B50ưʫɃ0��+?Masson’s 
trichromeƤɋ0ADȥȲĪǸɥơHɖ(%	DmdğǱ�hk2ŚɅ,3ùŚ
į�ĽŚį-?0ŚȔ2ĝƵ-#E0±�ǝǵȣȻ2ǋǛÇ�<BE% (Fig. 
3-14A)	;%��)�2 DmdğǱ�hk3ùŚį2ůŎHȆ�% (Fig. 3-14B)	
ưʫɃ0��+? TA-üƭ0 DmdğǱ�hk,3ȔȭȪ2ĝƵ@Ñǫ�ǝǵ
ȣȻ2ǋǛ/B50ȭȪç2£ʎ�<BE% (Fig. 3-15)	¬�2ȧƢ�B�
DmdğǱ�hk3˄ƧȔ@ŚȔ�ưʫɃ-�(%ȔȥȲ, DMD0ʽ²�%Ǵ
ŢHȆ��-�ƍB�-/(%	 
 
CRISPR/Casǁ0ACĵÍ�E% rat Dmdʕ°ĨğǱ2Ƴ×«72°ʐ 
� DMD0ʽ²�%ǴŢHȆ�Dmdʕ°Ĩ72ğǱ�Ƴ×«0?°GD�.�
�ɰ8D%>�ŖBE% F02ʯ�hk-ʝǫē2ʭ�hkH¤ʘ��F12ʭ
�hk2ʕ°ĨēH^�VP�`ɥơ�%	#2ȧƢ�F02ʯ�hk,ȅɮ�
E%ğǱ-ü�ğǱ� F10��+?ȅɮ�E% (Fig. 3-16A)	1�Ɨˆ2 F1
Q`�hk0��+�üƗˆ2ʝǫē0ƺ8+µʜ�Ǔķ�+�C (Fig. 
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3-16B)�ŚɅ (Fig. 3-16C) �A5 SOLʜʞ (Fig. 3-16E) 0ğç3/�?22�
TAʜʞ�Ĝã�+�% (Fig. 3-16D)	�2 F1Q`�hk TA,3 F0,2ȧ
Ƣ-üƭ0 Dystrophine�tVɷ2Ƿǩ�ǌĤ�+�C (Fig. 3-17)�ȔȭȪ
2ĝƵÇ (Fig. 3-18A)�/B50ȔżÅ2��R�,�Dɕǐ�2 CKǇş2
�ƌ�<BE% (Fig. 3-18B)	;% F0�hk-üƭ0 F1Q`�hk2 TA,
3 eMHʩş2ÑǫȔȭȪ�ņșċ0ǔCɤĳ�E% (Fig. 3-19)	_`k�w
L�-ȧû��Dystrophin-Glycoprotein Complex (DGC) -Ă4EDɝûµH
ŏţ�Dβ-dystroglycan�α-sarcoglycan�A5 nNOS0)�+#2ǷǩHËǲ
Ƥɋ0ACɰ8%-�F�ʝǫē,<BE%ȔȣȻɃ0ƿ(%�EB DGCʤʌ
ĉĨ2Ƿǩ��F12 TA,3ǌĤ�+�% (Fig. 3-20)	¬�2ȧƢ�B�DMD
0ʽ²�%ɚǩēHȆ� Dmdʕ°Ĩ2ğǱ�Ƴ×«0°GD?2,�D�-
�ƍB�-/(%	 
 
DMD�j��hk0��D SPARC2ǷǩæŢ 
� �E;,2ȧƢ�B�CRISPR/Casǁ0AC¶ţ�% DmdğǱ�hk��u
k2 DMD2ǴŢHA�óƐ�D DMD�j�æǣ,�D�-�Ȇ�E%	�
2�hk,3 1�Ɨˆ,3ȔĝƵ0±�ȔÑǫ�ǹI0ɖGEDuk2 DMD
2Úƙ2ǴŢHȆ��3�Ɨˆ0��+?#2Ñǫ3Ȫű�E+�D (Fig. 
3-21A)	����10�Ɨˆ,3ȔÑǫȼ�ɑ��´���uk2 DMDƛƙ2
Ǥř,�DƴłȔȭȪ2ǌĤ�#�+ȭȪç2£ʎ@ȽȸȣȻ2˅ŉ/ǋǛ�

<BE% (Data not shown)	�2�-�B�DmdğǱ�hk2ƗˆHʅ��
-,�DMD2ǴŢʎɖHɤĳ,�D-ȶ�BED	#�, DMDǴŢ-#2ʎ
ɖ0��D SPARC2ǷǩæŢHƍB�0�D%>�; DMD�j��hk
2úƗˆ0��DSPARC2mRNAǷǩʞH qPCR0ACĭʞ�%	#2ȧƢ�
SPARC2mRNAǷǩʞ0)�+�1�Ɨˆ,3ʝǫē�A5 DMD�j��
hkʣ0ʑ�3<BE/�(%?22�3�Ɨˆ�A5 10�Ɨˆ0��+3
DMD�j��hk0+ SPARC2mRNAǷǩʞ�Ƙš0Ĝã�+�% (Fig. 
3-21B)	 
� Ƴ0�hk SPARC2e�tVɷHƩÖ�D8��NO`e�x�hkHɖ
(%-�F�SPARC2×Ĩʞ,�D 43 kDa2±�l-#E¬Ġ0Ƞ 90 kDa
2±�lHƩÖ�% (Ŕʄ�D Fig. 3-22BHðǟ�E%�)	#2%>��2±
�l� SPARCǤǱǸ/?2�.��Ʃɪ�D%>�CRISPR/CasǁHǭ�+
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SPARC-qhVKNk (KO) �hkH¶ţ�D�-Hɬ<%	�hk SPARC
ʕ°Ĩ2 exon7HƮǸ-�% gRNA�A5Cas9 mRNAHöȝí0M�_OV
^���%-�F�ŖBE% F00��+ƮǸʖ³0ğǱHű)�hk�¶ţ�
E�� E2ğǱ? 32ÀƁ,/��?��3 exon72`y�M`ʖ³HƲ��
�) exonÐ? 32ÀƁ,/�Ʋż�ŵÍğǱ,�(% (Fig. 3-22A)	�2 F0
ğǱ�hküĞH¤ʘ�!�ŖBE% F12ƮǸʖ³2 DNAʘÙH^�VP�
`ɥơ�%ȧƢ��K��-?ɣ×«,ȅɮ�E%ğǱHű)�-�ȅɮ,�

%	SPARC2Ƿǩ3ȔHżÅ�!D�-,ɯĵ�ED (Petersson et al., 2013)	
�2 SPARCğǱ�hk0��+ 0.75%Ěʙxv±RM� (bupivacaine 
hydrochloride, BPVC) Hþ=ǫǪʿĚƼH TA0ũ��ȔHżÅ�!%Ŕ�
SPARCe�tVɷ2ǷǩHNO`e�x�hk0ACɫº�% (Fig. 3-22B)	
#2ȧƢ�SPARC2×Ĩʞ,�D 43ˎDaªʂ2±�l�ʝǫē,3ȅɮ�E
%��SPARCğǱ�hk,3�2±�l�ǌĤ�+�%	�2�-�B�90 kDa
ªʂ0<BED±�l3ʵǤǱǸ/óŜǣ,�D-ȶ�BED	�hk 
SPARCe�tVɷ�ƩÖ,�D�-�ȅɮ�E%%>�ƖŔ0�2ȟHǭ�+
out-of-frameğǱHű)DmdğǱ�hk,2 SPARC2e�tVɷǷǩHɫº
�% (Fig. 3-23)	#2ȧƢ�1�Ɨˆ,3ʝǫē�A5 DmdğǱ�hk0��
+SPARCe�tVɷ2Ƿǩ�z��˅���ȵʣ0Ŀ3/�?22�3�Ɨˆ�
10�Ɨˆ,3ʝǫē0��+ SPARC2Ƿǩʞ�´��+�C�DmdğǱ�h
k,3#2Ƿǩ�˅�ǦŢ,Ȫű�E+�%	�2ȧƢ3É2 qPCRȧƢ-ƫ
1�ɉ�D?2,�D	¬�2�-�B DMDÚƙ&�,/� DMD2ǴŢ�
ʎɖ�%ǦŢ0��+ SPARC2Ƿǩ�˅�Ȫű�E+�D�-�ƍB�-/
(%	 
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ȶĳ 
� Ɯȁȍ,3Ɔɠ DMD�j�æǣ-�+ DmdğǱ�hk2¶ţ0ţâ�%	
æǣȌ�Ǳ/D%>Ɖĩ2�N`�j�,�Dmdx�N`-�2�hkHǼŹ
ƺʀ�D�-3ʲ����ɌʍˆƑ0�ƑǸ0mdx�N`,<BED˄ƧȔ@
ưʫɃ,2ĝƵ�ÑǫÇ-�(%ÏēǸ/ťɟ3 DmdğǱ�hk0��+?ɤ
ĳ�E+�C�DMD�j�æǣ-�+2ǤřHA�óƐ�D?2,�D-ȶ�
BED	%&��˄ƧȔ,2ȭȪç2£ʎ�/B50 1 �Ɨˆ&�,/� 3 �
ƗˆƑ0?ȔȭȪ2ĝƵ@Ñǫ�ņșċ0ǔCɹ�(+�D�-��B0 3 �
Ɨˆ0��+ʼɑ/ŚȔ2ĝƵÇHȆ��-�B��2DmdğǱ�hk3mdx
�N`AC?uk2DMD0ʽ²�DʜȚ/ɚǩēHȆ�øȼş�ȶ�BED	
 Į��2 Dmd ğǱ�hk3ʍˆHʜ1D�-0µʜǓķHȆ�A�0/C�
˄ƧȔ2ĝƵ0Ĵ�+Ñǫ�ʏŊ��ȽȸȣȻ2ǋǛ@ȭȪç2£ʎ�ɑ��

/D�-?×�(+�D	;%©W��y2ȁȍ0��+ TALEN0AC Dmd
ʕ°Ĩ0ğǱHű)�hk�¶ţ�E+�C (Larcher et al., 2014)�#2�h
k0��+?mdx�N`AC?ʜȚ/ɚǩē�#�+ŚȔ2ĝƵ/B50ŚƱ
ȼ�´��D�-?Ȇ�E+�D	Ś�Î3 DMD 2Ƶĉ2Ģ�/�ĉ,�D
�-�B��E;,mdx�N`,3ɫº,�/�(%ŚȔ0Ĵ�D DMDƾǶ
ǁ2ɫº0Ĵ�+?�2 DmdğǱ�hk3Ƙǭ,�D-ȶ�BED	 
 
� Mdx�N`¬Ġ0?mdx2cv-5cv�D�3mdx52�N`/.��E;,��)
�2 Dmd ʕ°Ĩ0ğǱHű) DMD �j��N`�¶ţ�E+�D 
(Willmann et al., 2004)	Dmdʕ°ĨÐ0ğǱ�ɹ�Dʖ³3#E$E2�j
��N`,Ǳ/D?22�ƫ�+#2ɚǩē0Ŀ3/�	;%uk2 DMD Š
ȷ0��+ Dystrophin e�tVɷ�Ʋż�+�Dęû�Dmd ʕ°Ĩ,2ğǱ
-ʜȚŉ0ƍB�/ǽʤ3<BE/�-ȶ�BE+�D (Blake et al., 2002)	
Ɯȁȍ,3 exon3�A5 160�mdx�N`3 exon230ğǱHű)���2ğ
Ǳ2ʑ���N`�A5�hk DMD �j�0��Dɚǩē2ʑ�HŌ�ɹ�
�øȼş3´�-ȶ�+�D	�N`0��+ʉł2mdx�N`,A�¸ǭ�
EDC57BL/10�BDBA/27-�N`2ʕ°Ǹ±hVW�N�lHğƕ�%-
�F�˄ƧȔ2ǴŢ�ʜȚ0/D�-�Ȇ�E+�D (Fukada et al., 2010)	
�2�-�B�É0ʄ8%�N`��hkʣ0ADɚǩē2ĿǱ3�ǱȌʣ2
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ʕ°Ǹ±hVW�N�l2ʑ�0ɹĉ���N`AC?�hk2ʕ°ǸȺƓ2

Ƈ��DMDǴŢ�ʼďç�@��øȼş�ȶ�BED	/"�2A�/ʑ��
ɹ�D2�3�ǩƑǞ,3�ƍ,�D���hk2Ƈ�ɽµ2\Ma�Ģ��

µʜ?ʜ�%>�˄ƧȔ@ŚȔ0��DɵɎ��N`AC?Ģ���-��Ȕ

ȥȲ2ğşHACŌ�ɹ��@���!+�D2�?�E/�	 
 
� Dmdʕ°Ĩ0 in-frameğǱ�ɹ�D�-,Dystrophine�tVɷ�ʖ×Ǹ
0Ʋż�D�-, DMD -ƺʀ�+ɿŘ/˄ƧȔ2ğşH�ř-�DȔïşǳ
Š0 Becker ēȔ_`k�wL� (BMD) �ų�BED	CRISPR/Cas9 ǁ3
DNA ¾ŗƱƬ,�DʵǽüƛȑȧûH¨�+ƮǸʖ³0ğǱHÍEDŦǁ,
�C�ŖBEDğǱ3ƭ
,�D	#2%>�§Ĉ exon32<0 in-frameğǱ
Hű)¿µ�ŖBE%	�2 in-frame ğǱ2�hk0��+�ʖ×Ǹ/
Dystrophine�tVɷ2Ƿǩ3 Dys1Ūµ0ADNO`e�x�hk@ËǲƤ
ɋ0ACȅɮ3�E%?22�©2ŪµHǭ�%ʬ3ƩÖ�E/��-�B�

ʖ×Ǹ/ Dystrophine�tVɷ2Ƿǩʞ3ʝǫē,2ƴł/ Dystorphine�
tVɷ0ƺ8+Ǔķ�+�Døȼş�ȶ�BED	;%�2 in-frameğǱ�h
k2˄ƧȔ,3ȔȭȪ2ĝƵ�ÑǫÇ�ĺťǸ,�C�ưʫɃ�ŚȔ2ĝƵ?

©2 out-of-frame ğǱ�hk0ƺ8+ɿŘ,�(%	�2 exon3 3 actin 
binding domain (ABD)-Ă4ED�Dystrophine�tVɷ-ȣȻ˄Ƨ-Hȱ�
őàHŭ�ʜɞ/l�M�HZ�l�+�D (Ervasti, 2007)	�2ªʂ0ğǱ
Hű)BMDŠȷ,3ʖ×Ǹ/Dystrophine�tVɷ2Ƿǩ�Ãłȷ,2Ƿǩ
ʞ0ƺ8+Ǔķ�DÆý�Ȇ�E+�C�ǵǦ?ʜǵç�@�� (Beggs et al., 
1991)	ABDl�M�,3/��Dystrophin2�ģ0³ȴ�D rodl�M�-
��ʖ×HƲ�% Dystrophin e�tVɷ3ĬÎʡ2?20ƺ8+e�tVɷ
×Ĩ2īĭş�´��D�-�Ȇ�E+�D (Henderson et al., 2011)	¬�2
�-�B�Ɯȁȍ,¶ţ�E%�ĬÎ/ Dystrophin e�tVɷHǷǩ�D
in-frameğǱ�hk3�Dystrophine�tVɷ2ƱȼǸ/l�M��ĤGE%
�-0ã� Dystrophine�tVɷ×Ĩ2īĭş�´��D�-,�Dystrohin
2ȔȣȻɃ2īĭşHȪű�D¶ǭ�Ǔō��DMD AC?ɿŘ/ǵǦHȆ�
BMD�j�æǣ-�+2ǤřHȆ�?2,�D-ȶ�BED	 
 
� ǷǫƸʪ2˄ƧȔ,3êƦ2ȣȻ�A5ȔȘȣȻ0��+ SPARC 2Ƿǩ�
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˅��-�Ęā�E+�D (Jørgensen et al., 2009)	1�Ɨˆ2 DmdğǱ�h
k-ʝǫē-2ʣ0 SPARC2mRNA�e�tVɷǷǩʞ0Ŀ�/�(%23�
˄ƧȔ2ţʡ�ɑ�� 1 �Ɨˆ2ʝǫē0��+? SPARC 2Ƿǩʞ�˅�Ȫ
ű�E+�%�B�?�E/�	�Ƈ�ȔȭȪÑǫ�;&ɹ�D 3 �Ɨˆ�A
5ǴŢ�ʎɖ�Ñǫ�ɊHȆ� 10 �Ɨˆ2 Dmd ğǱ�hk0��+0
SPARC2mRNA�A5e�tVɷ2Ƿǩ�ʝǫē0ƺ8+˅�ǦŢ,Ȫű�
E+�%	DMD,3Ñǫʈ�2ȔȘ&�,/��ȔȭȪ2ĝƵ0óŜ�+Ǉş
ç�%ȔɘƏȣȻ�A5ʣɷ2êƦȣȻ0��+Ƿǩ�ɮ>BE+�D 
(Jørgensen et al., 2009)	SPARC3Ȕ×çH¼ʎ��Ƚȸ×çHŨÞ�D�-�
;%ȔɘƏȣȻ&�,/�˄ƧȔ�Bêʱ�%Ƚȸß˂ȣȻ0��+?

SPARC�Ƿǩ�D�-Hȶ�D-�DMD2ǴŢ,3ȔȭȪ�ȔɘƏȣȻ�Ƚ
ȸß˂ȣȻ-Ńņ�ȣȻȌ0��+ SPARC 2Ƿǩ�£ʎ�D�-�źĳ�E
D	/" SPARC � DMD ƛƙ0/(+?#2Ƿǩ�˅�ǦŢ,Ȫű�E+�
D2��;%�2�-� DMD ǴŢ0.2A�0ʤ��D2�0)�+3�Ȓ
¡Ȑ,<BE% SPARC 0Ĵ�DóŜş2´�0AD?2,3/��-ŝGE
D���E0)�+3ɭȣHȫŰ2ʸ,ɨ�%�	ƜȐ,3 SPARC e�tV
ɷHƲż�D�hk2¶ţ0?ţâ�+�D�-�B�§Ŕ��2 SPARC-KO
�hk- DmdğǱ�hkH���G!ʍˆHʅ��-,�DMD0��+Ƿǩ
�£ʎ�D SPARC2őà0)�+ƕ/Dǿɟ�ŖBED�-�ƙœ�ED	 
 
� ¬�2�-�B�DmdğǱ�hk3uk DMD2ǴŢHA�óƐ�DƆ%/
DMDǳŠ�j�æǣ,�D�-�Ȇ�E%	�2 DMD�j��hk�§Ŕ2
DMDƾǶǁʢǷ/B50SPARC2A�/�E;,DMD,2őà�ɥƍ�E
+�/�(%ĉĨ-2ʤʌş/.��B/DǴŢɥƍ0ı��D�-Hƙœ�

+�D	 
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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*

TaEle 1　CR,SPR/Cas ἲによる 'md ኚ␗ࣛࢺࢵのస成ຠ⋡


�1 ಶయにおいて、target1 と target2 の㛫がḞᦆする long deletion がࡽࡳ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

TaEle 2　CR,SPR/Cas ἲにおける࢜フࢱーࢺࢵࢤຠᯝ
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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

TaEle 3　PCR に⏝いた Primer の୍ぴ
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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 ἲによࡾᑟධした rat 'md 㑇ఏᏊ࡬のኚ␗

F0࢜ࢺࢵࣛࢫのᑼᑿඛ➃㒊࣒ࣀࢤにおいて ([on3 (target1,A) および e[on1� (target2, B)

の㡿ᇦをࢩー࢚ࢡンࢫゎᯒした⤖ᯝを示した。Target 㡿ᇦは࣐ࢮンࢱで、PAM 㓄ิ

は⥳で示した。ሷᇶ⨨᥮は࢔ࢩンで、ᤄධ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 ἲによࡾᑟධࡉれたᑼᑿと๓⬯㦵➽におけるኚ␗

(A) ᑼᑿおよび TA よࡾᢳฟした࣒ࣀࢤにおいて各 target 㡿ᇦをࢩー࢚ࢡンࢫした⤖ᯝ。

(B) ᑼᑿおよび TA よࡾᢳฟした࣒ࣀࢤにおける、target1 㡿ᇦの PCR ⏘≀のࢲイࣞࢺࢡ

。を示すࢡイࢨはࣔࡾᯝ。Ἴᙧの㔜な⤖ࢫン࢚ࢡーࢩ

(C) ᑼᑿおよび TA よࡾᢳฟした࣒ࣀࢤにおける target1 㡿ᇦの TA cloning ⤖ᯝ。
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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 ἲによる rat 'md 㑇ఏᏊでの long deletion

(A)([on3 および ([on1� 㛫においての࣒ࣀࢤ PCR ⤖ᯝ。

(B)�3 においてࡽࡳれたࣂンドをࢩー࢚ࢡンࢫした⤖ᯝ。
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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 ኚ␗ࣛࢺࢵにおける 'ystrophin のⓎ⌧

3ࣨ᭶㱋の㔝⏕ᆺおよび F0 ࢫ࢜ 'md ኚ␗ࣛࢺࢵの TA における 'ystrophin のⓎ⌧を、

RT-PCR (A)、࢙࢘ࢱࢫンࢺࢵࣟࣈ (B) およびච␿ᰁⰍ (C) によࡾホ౯した。

Scale Ear   100 μm。

Dmd mRNA

105



Fig.3-� 'md ኚ␗ࣛࢺࢵ TA におけるᢠ 'ystrophin ᢠయを⏝いたච␿ᰁⰍ

㔝⏕ᆺおよび F0 ࢫ࢜ 'md ኚ␗ࣛࢺࢵ඲ 10 ಶయの TA においてᢠ 'ystrophin ࣝࢼーࣟࢡリ࣏ࢠࢧ࢘

ᢠయを⏝いてච␿ᰁⰍを⾜ࡗた。Scale Ear   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-� ᢠ 'ystrophin ᢠయ 'ys1 および 'ys2 による 'md ኚ␗ࣛࢺࢵでの

'ystrophin ㉁の᳨ฟࢡࣃンࢱ

㔝⏕ᆺおよび F0 ࢫ࢜ 'md ኚ␗ࣛࢺࢵ඲ 10 ಶయの TA において 'ys2 (A) および 'ys1 (B)

を⏝いた࢙࢘ࢱࢫンࢺࢵࣟࣈ⤖ᯝ。/oading control として CBB ᰁⰍീを示した。

(C)'ys2 による F0 ࢫ࢜ 'md ኚ␗ࣛࢺࢵ TA におけるච␿ᰁⰍീ。
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Heart TA SOL
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A)

Fig. 3-�　'md ኚ␗ࣛࢺࢵにおけるయ㔜の᥎⛣なࡽびに各⤌⧊㔜㔞のኚ໬

(A) 㔝⏕ᆺおよび F0 ࢫ࢜ 'md ኚ␗ࣛࢺࢵのయ㔜のኚ໬をࣛࢢフ໬した。

㔝⏕ᆺおよび F0 ࢫ࢜ 'md ኚ␗ࣛࢺࢵのᚰ⮚ (B)、 ๓⬯㦵➽ (TA、C) および

�フ໬した。:Tࣛࢢメ➽ (SO/、') 㔜㔞をࣛࣄ n   �、F0� n   10。


� p � 0.0�。
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Fig. 3-�　'md ኚ␗ࣛࢺࢵにおける๓⬯㦵➽の⤌⧊Ꮫ的ኚ໬

(A)3 ࣨ᭶㱋の㔝⏕ᆺおよび F0 ࢫ࢜ 'md ኚ␗ࣛࢺࢵの TA における H( ᰁⰍീ。

Scale Ear   100 μm。

(B)H( ᰁⰍീにおいて中ᚰ᰾を᭷する➽⥺⥔ᩘをᐃ㔞した⤖ᯝ。ࣛࢢフ中の Ear

はᖹᆒ್を表す。Scale Ear   �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 ኚ␗ࣛࢺࢵ๓⬯㦵➽における⥺⥔໬のஹ㐍

(A)3 ࣨ᭶㱋の㔝⏕ᆺおよび F0 ࢫ࢜ 'md ኚ␗ࣛࢺࢵの TA における

Masson̓s trichrome ᰁⰍの඾ᆺീ。Scale Ear   100 μm。

(B)3 ࣨ᭶㱋の㔝⏕ᆺおよび F0 ࢫ࢜ 'md ኚ␗ࣛࢺࢵ඲ 10 ಶయの TA における

Masson̓s trichrome ᰁⰍの඾ᆺീ。Scale Ear   �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 ኚ␗ࣛࢺࢵ๓⬯㦵➽における➽⥺⥔の෌⏕ീ

(A)3 ࣨ᭶㱋の㔝⏕ᆺおよび F0 ࢫ࢜ 'md ኚ␗ࣛࢺࢵの TA における eMHC にᑐする

ච␿ᰁⰍീ。Scale Ear   100 μm。

(B)3 ࣨ᭶㱋の㔝⏕ᆺおよび F0 ࢫ࢜ 'md ኚ␗ࣛࢺࢵ඲ 10 ಶయの TA における eMHC

にᑐするච␿ᰁⰍീ。Scale Ear   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 ኚ␗ࣛࢺࢵ๓⬯㦵➽における⬡⫫⣽⬊のᾐ₶

(A)3 ࣨ᭶㱋の㔝⏕ᆺおよび F0 ࢫ࢜ 'md ኚ␗ࣛࢺࢵの TA における Perilipin のⓎ⌧を

。ホ౯したࡾによࢺࢵࣟࣈンࢱࢫ࢙࢘

(B)Perilipin のⓎ⌧がࡽࡳれたಶయの TA において Perilipin にᑐするච␿ᰁⰍ

および Oil Red O ᰁⰍを⾜ࡗた。Scale Ear   100 μm。
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Fig. 3-12　'md ኚ␗ࣛࢺࢵ๓⬯㦵➽における➽⥺⥔┤ᚄのศᕸ

3ࣨ᭶㱋の㔝⏕ᆺおよび F0 ࢫ࢜ 'md ኚ␗ࣛࢺࢵの TA の各┤ᚄにおける➽⥺⥔の๭ྜ (A)

とその⣼✚᭤⥺ (B)。

� p � 0.01。
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Fig. 3-13　'md ኚ␗ࣛࢺࢵでࡽࡳれた➽ຊのపୗ

㔝⏕ᆺおよび F0 ࢫ࢜ 'md ኚ␗ࣛࢺࢵそれࡒれにおいて࣡イࣖーࣁンࢺࢫࢸࢢを⾜い、

その⤖ᯝをࣛࢢフ໬した。図中の Ear はᖹᆒ್を表す。

:T� n   �、F0� n   10。

� p � 0.01。
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Fig. 3-1�　'md ኚ␗ࣛࢺࢵにおけるᚰ➽の⑓ኚ

(A) 㔝⏕ᆺおよび F0 ࢫ࢜ 'md ኚ␗ࣛࢺࢵにおけるᚰ⮚の Masson̓s trichrome ᰁⰍീ。

㯮▮㢌はྑᚰᐊቨを、ⓑ▮㢌はᕥᚰᐊቨを示す。Scale Ear   100 μm。

(B)㔝⏕ᆺおよび F0 ࢫ࢜ 'md ኚ␗ࣛࢺࢵのᚰ⮚において、ྑᚰᐊቨとᚰᐊ中㝸によࡗて

ᅖまれる㠃✚をᐃ㔞したࣛࢢフ。図中の Ear はᖹᆒ್を表す。:T� n   �、F0� n   10。
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W
T 

F0
 #

8

Fig. 3-1�　'md ኚ␗ࣛࢺࢵのᶓ㝸⭷における⤌⧊ീ

㔝⏕ᆺおよび F0 ࢫ࢜ 'md ኚ␗ࣛࢺࢵのᶓ㝸⭷における Masson̓s trichrome ᰁⰍീ。

Scale Ear   100 μm。
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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 㑇ఏᏊኚ␗のḟୡ代࡬のఏ㐩

(A)F1 と஺㓄に౑⏝したࢫ࢜ F0 メࢫの target2 㡿ᇦのࢩー࢚ࢡンࢫ⤖ᯝ。

1 ࣨ᭶㱋において㔝⏕ᆺおよび F1 ࢫ࢜ 'md ኚ␗ࣛࢺࢵのయ㔜 (A)、ᚰ⮚ (B)、 

๓⬯㦵➽ (TA、C) およびࣛࣄメ➽ (SO/、') 㔜㔞をࣛࢢフ໬した。

:T� n  �、F1� n   �。
� p � 0.0�。

117



Dystrophin Dystrophin/Hoechst

W
T

F1
 #

3
F1

 #
4

F1
 #

5

Dystrophin Dystrophin/Hoechst

F1
 #

3
F1

 #
4

Fig. 3-1�　F1 ࢫ࢜ 'md ኚ␗ࣛࢺࢵの๓⬯㦵➽における

'ystrophin ⌧㉁のⓎࢡࣃンࢱ

(A) 1 ࣨ᭶㱋の㔝⏕ᆺおよび F1 ࢫ࢜ 'md ኚ␗ࣛࢺࢵ TA においてᢠ 'ystrophin

。た。Scale Ear   100 μmࡗ⾜ᢠయを⏝いてච␿ᰁⰍをࣝࢼーࣟࢡリ࣏ࢠࢧ࢘
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Fig. 3-1�　F1 ࢫ࢜ 'md ኚ␗ࣛࢺࢵの๓⬯㦵➽における➽⥺⥔の෌⏕

(A) 1 ࣨ᭶㱋の㔝⏕ᆺおよび F1 ࢫ࢜ 'md ኚ␗ࣛࢺࢵ TA における H( ᰁⰍീ。Scale Ear   100 μm。

(B) 1 ࣨ᭶㱋の㔝⏕ᆺおよび F1 ࢫ࢜ 'md ኚ␗ࣛࢺࢵにおける⾑Ύ中の Creatinine Kinase　

ά性 (CK) の ᐃ⤖ᯝ。:T� n   3、F1� n   �。

� p � 0.01。
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Fig. 3-1�　F1 ࢫ࢜ 'md ኚ␗ࣛࢺࢵの๓⬯㦵➽における➽⥺⥔の෌⏕

1ࣨ᭶㱋の㔝⏕ᆺおよび F1 ࢫ࢜ 'md ኚ␗ࣛࢺࢵ TA において eMHC および /aminin にᑐする

ච␿ᰁⰍを⾜ࡗた。Scale Ear   100 μm。
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Fig. 3-20　F1 ࢫ࢜ Dmdኚ␗ࣛࢺࢵ๓⬯㦵➽における '*C 」ྜయᅉᏊのⓎ⌧

1ࣨ᭶㱋の㔝⏕ᆺおよび F1 ࢫ࢜ 'md ኚ␗ࣛࢺࢵ TA においてච␿ᰁⰍによࡾ

`-dystroglycan、_-sarcoglycan および㹬1OS のⓎ⌧をㄪ࡭た。 Scale Ear   100 μm。
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Fig. 3-21　'M' におけるࢺࢵࣛࣝࢹࣔ SPARC の mR1A Ⓨ⌧㔞

1、3および 10 ᭶㱋の㔝⏕ᆺ (:T) および oXt-oI-Irame 'md ኚ␗ࣛࢺࢵ ('M' rat) の

 TA における H( ᰁⰍീ (A) と SPARC の mR1A Ⓨ⌧㔞を TPCR によࡾホ౯したもの (B)。

Scale Ear   200 μm。n   3。

� p � 0.01。
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Fig. 3-22 CR,SPR/Cas ἲによる SPARC-KO のస成ࢺࢵࣛ

㸦A㸧CR,SPR/Cas ἲによࡾసฟࡉれた SPARC-KO 。ᯝ⤖ࢫン࢚ࢡーࢩのᶆ的㒊఩のࢺࢵࣛ

㸦B㸧F1 メࢫ SPARC-KO ࢺࢵࣛ BP9C ᢞ୚ 3 ᪥ᚋの TA における SPARC のⓎ⌧を࢙࢘ࢱࢫンࢺࢵࣟࣈ

によࡾ☜ㄆした。ಶయ␒ྕは㸦A) に示したものとはᑐᛂしない。
� 㠀≉␗的なࣂンド。

�㸸B9PC 㠀ᢞ୚。

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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F1

 ♂
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 ♀
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*
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Fig. 3-23 'M' におけるࢺࢵࣛࣝࢹࣔ SPARC ⌧㉁のⓎࢡࣃンࢱ

1、3および 10 ࣨ᭶㱋の㔝⏕ᆺ㸦:T㸧および oXt-oI-Irame 'md ኚ␗ࣛࢺࢵ ('M' rat) の

TA における SPARC のⓎ⌧㔞を࢙࢘ࢱࢫンࢺࢵࣟࣈによࡾᐃ㔞した。　n   3。*� p � 0.0�。
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ŗì 
 
� SPARC%ƪĈŇ$	�5�ĩ$Ɯ���Ņmł & in vivo$	�� SPARC
�ŇŭŚƓ�À atrogin1%İħ9é��5�! ŇŘŕ9�Ƅ�5�ĩ9í�
�!�Ņxł &�ƪĈŇ�ƨŐţŝ (Skm-PCs)  &�Ƭ$�� SPARC %
��ŤƂŉ�ĩ$È��¡Þà��p�5�!��3$&�%�p$ SPARC
%�²�čĉ!�%�Ƭà¼��Ɯr�5�!9Ļ��	
 ���Ņnł &�

6- ÄƩ$Ñ�ĩ�36���mdx^>I$ĕ*�WQ%ĭå92�¡ü�
5 DMD bPfdNQ9�æ���%dNQ9ĩ�� DMD ĭå$	�5

SPARC%İħ�å9ú3
$��	
 ~o%œą
3�ƪĈŇ İħ�5 SPARC
&ŇŘŕ1ŇűûŐţ�ƪĈŇ�$Á²�5ťŢ�ƨŐţ$�ĩ��ƪĈŇ%

áÎà9ŕí�5�ĩ9í���% SPARC %�ĩčĉ�ĹŖ�5�!�Ef
D]S<1 DMD #"%ŇĬâ%ĭåã�$Ɯr�5¤Ťà�Ļ�6� (Fig. 
4-1)	
  
 
� Ąĸŀ$24ťŢ��$È�5 SPARC %�ĩčÒ!�%�Ƭà¼�$��
�& SPARC �²�čĉ%Ɯr�Ļ®�6�	
 mø SPARC %Ň��$È�
5�ĩ#3($�%�Ƭà¼�$���&�%�ĩčÒ0©/�ŽŐ&�Ġ!

��qú �5	
 ŇűûŐţ &Őţ�)% SPARC ¢4Ɗ.Ɨ$�Ƭà¼�
�.36#
���!
3�SPARC&ťŢ��é��ĩ!&ī#5čĉ Ň�
��Û9Ű���5%
0�6#�	
 ƪĈŇ�$Á²�5ťŢ�ƨŐţ (FAPs) 
$&ŇűûŐţ%Ň��9�Ə�5�ĩ��5�! (Joe et al., 2010; Uezumi 
et al., 2010)�mø �ťŢŐţ�ŇűûŐţ%Ň��9é��5�!�¶ª�
6��5�!
3 (Takegahara et al., 2014)�ŇűûŐţ%Ň��Ť9Š�5
o �FAPs!%Ĵy�ĩ&ğŷ �#�	
 Gc>Hc>U? &�¾Őţőś
9ĉŊ�5Ɵ$ī#5Őţƛ .365ĨÁńv �5Őţń¥!��ħƅ%

Ɵ$��š%Őţ$2��0�3�65ŐţĒ
3ôš%Őţ9�Ƅ�5�ĩ

90�°À!�� SPARC�¦Ã�6� (Portela et al., 2010)	
 Őţń¥%ÃŞ

3&ƐŦ�5��ļŒŐţ%ČĤŁƇ�ƙ$Ɯ���ļŒćƧ°À �5

Neutrophin !�%£Æ�9İħ�5Őţ!İħ�#�Őţ9¦m��s$Á
²��5bF=B9�ħ��ũ¬ę�ĶŶ��5 (Joo et al., 2014)	
 �6$2
5!�Neutrophin£Æ�%TNB<>Q^>I &ČĤŁƇ�ƙ&ƖĨ³$ĕ
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*�Íī&#���bF=B��p$	�� Neutrophin£Æ�9í�Őţ��
Á��·¥��%£Æ�9í�#�Őţ%ČĤŁƇ%�ƙ�ƝÅ�65	
 �6

39���Š�5!�ťŢ�ƨŐţ$	�� SPARC %�²��zƏ�5�!
 ��Á�5ŇűûŐţ$È�5 SPARC %�ĩ�¿86��%Ň��Ť9İ
ð �#�#5%
0�6#�	
 0��6�wÄ�!�5#3'�ŬƬý$&

SPARC%ĥÚ$&ŇűûŐţ!ťŢ�ƨŐţƛ$ń¥&#����²�čĉ 
.36�2�#�Ƭà¼�$24�63%Őţƛ$ń¥�Ĩ.��65�! �

Ň��Ť%�p1�6$��Ň�ĨŤ%�p�Ó�Ƈ��65!���ş�ħ

ƅ$È�5Ŷø0 �5 (Fig. 4-2)	
 ŇűûŐţ!ťŢ�ƨŐţƛ%Ĵy�ĩ	
2(Őţń¥!��ŸĞ
3 SPARC%Ɯr9ú3
$�5�! �SPARC%
Ň���Ûčĉ$���÷��ĶŶ�Ú365�!9Ă×���5	
  
 
� ď$Ņnł %�ĮĤ�ƕŋ��� 10jÿƬ% DMDbPfdNQ$	��
0 SPARC%İħ�zƏ����ŸÇœą$���ŠÇ���	
 1961Ï��}
´ƧŐţ%¹Ĕ$&�ų%ƞĪ��5�!�İŶ�6  (Hayflick and 
Moorhead, 1961)��%ƞĪ&\=YeNB%ƞĪ!§|�36�	
 �%ƞĪ)
!¨
�ƏŰ&Őţş�!2'6�DNA%ăŃ$�Ŝ��Őţ�ų$Ù�ķŚ
��5�! Őţ�ų%�Đ9Ó�Ƈ��Oha<%ĜË$24ſÉ�65į

é�Ɠ�À p53��5�&Őţ½%ľ�%IQgI$24ſÉ�65E=Be
i�ÁàARlJ=iWXKl% p16 #"%��$2��Őţ¹Ĕ��Đ�5 
(Sherr & DePinho, 2000)	
 DMD$	��0�DMDâš
3�ơ���}´
ƧŐţs$©-65ŇūŐţ1�6~½%Őţ &�ųŤ��p���5�! 
(Blau et al., 1983; Webster & Blau, 1990)�-�Oha<%ƙ�� DMD%ĭ
åƏŰ$2��ķ�#5�! (Decary et al., 2000)����^>I$	��Oh
a<%�ƙ9ê�OhadlJ%��9é��5�! �mdx ^>I%ƉÝ#
Ųħ³�ƕŋ��5�!�¶ª�6��5 (Sacco et al., 2010)	
 Mdx^>I%
ƪĈŇ &�ŇűûŐţ!¦Ċ$�ŇŘŕ%»Ē$¡Þ� FAPs %¹ĔŤ��
Ə�65 (Uezumi et al., 2011)	
 �63%ĶŶ9���Š�5!�DMD &ö
Ŕı$İĨ�5ŇŘŕ%»Ē�Ó�Ƙ!#4ƪĈŇs$Á²��%�Ĩ9ê�

ŇűûŐţ1 FAPs #"¹ĔŤ9Ā��Őţ�Ĳ:$¹Ĕ�5�!$24�
DMD âš%ƪĈŇ� Őţş��Ƈ�5�!�ïÇ�65	
 şƬ^>I 0�
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�5�!�ÄƩı$Ļ�6��5 (Sousa-Victor et al., 2014)	
 �3$��%ş
�Őţ9Ĩ�
3Ę¿��5�! ��Ƭ$��ŇŘŕ%ŭŚ1Ƒ�čŤ%�

p�¯Ü�5�! (Baker et al., 2011)�-�ş�Őţ& ECM�ŹƔŏ1ĝĮ
àE=Q@=i�æƙ°À9Ĳ:$ó���đÎőś%SNM9¼����č

Ť1ĉƎ$È�ĀÅ$�ĩ�5�!�ú3
!#���5 (Campisi, 2005; 
Campisi & d'Adda di Fagagna, 2007)	
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Fig. �-1　㦵᱁➽における SPARC のᙺ๭とそのస⏝機構

SPARC は、atrogin1 のⓎ⌧をᢚไするࡇとで➽⥺⥔をⴎ⦰ࡽ࠿ಖㆤするస⏝を、また

㦵᱁➽๓㥑⣽⬊⩌にᑐしては➽⾨ᫍ⣽⬊の➽ศ໬ಁ㐍、⬡⫫๓㥑⣽⬊の⬡⫫ศ໬をᢚไ

するࡇとで㦵᱁➽のᜏᖖ性を⥔ᣢするస⏝をᣢࡘ。SPARC のࡇのస⏝が◚⥢するࡇとが

➽⑌ᝈの⑓ែᝏ໬をᘬࡁ㉳ࡇす。
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Fig. �-2　⣽⬊➇ྜが SPARC の➽ศ໬ಁ㐍స⏝にᑐする

཯ᛂ性పୗに㛵୚するྍ能性

⬡⫫๓㥑⣽⬊における SPARC のྲྀࡾ㎸ࡳஹ㐍が➽ศ໬ಁ㐍స⏝をపୗࡏࡉるྍ能性を

考࠼た。⪁㱋ಶయ中では SPARC のྲྀࡾ㎸ࡳに㛵して➽⾨ᫍ⣽⬊と⬡⫫๓㥑⣽⬊㛫で➇

ྜが㉳ࡾࡇ、⬡⫫๓㥑⣽⬊においてྲྀࡾ㎸ࡳがஹ㐍するࡇとで SPARC の➽⾨ᫍ⣽⬊に

ᑐするస⏝がపୗするྍ能性が考ࡽ࠼れる。
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