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緒緒  言言  

 
骨格筋にはサテライト細胞と呼ばれる幹細胞が存在し、骨格筋の再生能力を保証している。この再生過程で、サテラ

イト細胞は自身の数を維持する（自己複製）能力があるため、繰り返しの損傷に対しても何度でも再生することができ

る。一方で、遺伝性筋疾患である筋ジストロフィーでは、欠損遺伝子に起因する慢性的な筋変性が再生能力を上回るこ

とで脂肪化・線維化を伴う進行性の病態を示すと考えられている。しかし、どのようなメカニズムによりサテライト細

胞による再生能力が低下するのかについては分かっていない。更に言えば、脂肪化・線維化と再生能力の因果関係を調

査した研究は存在しない。我々のグループは、マウスおよびヒトにおいてPlatelet-derived growth factor receptor alpha 
（Pdgfrα）陽性の骨格筋常在性の間葉系前駆細胞を同定し、サテライト細胞ではなくこの間葉系前駆細胞が骨格筋内

の脂肪化・線維化の原因細胞であることが報告されている［1，2］。一方で、この間葉系前駆細胞は正常な再生時にお

いては、サテライト細胞の増殖を促進することが報告されている。力学的負荷依存的なサテライト細胞の増殖に間葉系

前駆細胞が必須であることも報告されている［3］。つまり、間葉系前駆細胞はサテライト細胞の増殖促進（再生促進）、

脂肪化・線維化などの瘢痕形成（再生不全）の両方に働く、二面性を持った細胞である。しかし、 間葉系前駆細胞の 
二面性がどのように制御されているかという重要な問題に対して説明できるメカニズムは明らかとなっていない。 

TGF-βは線維化を誘導する主たるサイトカインである。我々は間葉系前駆細胞特異的に TGF-βシグナルの受容体

である Tgfbr2 を欠損させた結果、繰り返しの筋再生がほとんど起きず、サテライト細胞数が枯渇していくこと、つま

り自己複製が阻害されることを見出した（未発表データ）。更に、このマウスでは、再生 1 回後でも脂肪細胞の蓄積が

見られるが、再生3回後では、筋組織の大半が脂肪細胞で埋め尽くされた。一方、間葉系前駆細胞自体を除去したマウ

スでは、繰り返しの再生による再生異常（筋重量低下、筋線維径の減少）は観察されたが、間葉系前駆細胞特異的な

Tgfbr2欠損マウスのような、顕著な再生不全は観察されなかった。この二つの結果は、1．脂肪細胞の出現により、サ

テライト細胞に異常が無くとも再生能が劇的に阻害される 2．生理的な再生過程において、TGF-βは間葉系前駆細胞

の二面性に関わる因子であり、また脂肪細胞分化を抑制していることを示唆している。つまり、TGF-βシグナル欠損

により脂肪細胞へと分化した間葉系前駆細胞が分泌する因子が、直接または、免疫担当細胞などを介して間接的にサテ

ライト細胞に働き、その筋再生能力・自己複製を劇的に阻害していると考えられる。実際に病態の進行した筋ジストロ

フィーや老化筋においても脂肪細胞は検出されるため、慢性的な筋変性でみられる再生能力の低下は、脂肪細胞の出現

が直接の原因である可能性が考えられた。そこで、本研究課題では、脂肪細胞が分泌する因子が筋再生に及ぼす影響と、

脂肪細胞を標的とした筋ジストロフィー治療の可能性を検証した。 
 

方方  法法  

 
11．．脂脂肪肪細細胞胞がが筋筋再再生生をを劇劇的的にに阻阻害害すするる分分子子メメカカニニズズムム解解明明  

C57BL/6マウスより間葉系前駆細胞をFACS Melodyを用いて単離した。単離した間葉系前駆細胞を6-well dishに

播種して4日間、増殖培地で培養後、脂肪分化誘導培地、脂肪分化維持培地で培養した。培地の組成の影響を排除する

ために、増殖培地又は、脂肪分化維持培地後に、1日間5％HS-DMEMで培養後の上清をコンディションメディウムと
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した。コントロールとしては、間葉系前駆細胞を培養していない 5％HS-DMEM を用いた。回収したコンディション

メディウムで初代培養マウス筋芽細胞を培養し、筋芽細胞の増殖に与える影響をReal-time Glo（Promega）を用いて

検討した。 
 
22．．脂脂肪肪細細胞胞をを標標的的ににししたた筋筋ジジスストトロロフフィィーー治治療療のの検検討討  
脂肪細胞分化のマスターレギュレーターであるPeroxisome Proliferator-Activated Receptor γ（PPARγ）のアン

タゴニストであるGW9662を、我々が樹立した重篤な筋ジストロフィーモデルマウスに4週齢から10週齢の6週間、

毎日投与することで、脂肪細胞の出現が筋ジストロフィー病態に与える影響を組織学的に検討した。GW9662 は      
5 mg/mLの溶液を－30℃で保存し、使用時にPBSにて0.1 mg/mLとし、マウス体重1 gあたり、10μLの量を投与

した。また、Gripテストなどの筋力測定機器を用いて、脂肪細胞除去が筋機能に与える影響も同時に検討した。 
 

33．．筋筋再再生生にに違違いいががででるる時時期期のの特特定定  
コントロール （PdgfraCreERT::Tgfbr2＋／＋::Rosa-YFP ）および、Pa-cKO （PdgfraCreERT::Tgfbr2flox/flox:: Rosa-YFP ）     

マウスにカルジオトキシンを投与して、前脛骨筋に損傷を与え、投与後 3、5、7、14 日後に前脛骨筋を摘出し、RNA
を抽出後、リアルタイムPCRを用いて、Dystrophin、Myoz、Pax7、MyoD、myogenin、Myh3などの筋再生マーカ

ーおよび、脂肪マーカーであるPerilipin、線維化マーカーであるCol1a1の発現を検討した。 
 

結結  果果  

 
11．．脂脂肪肪細細胞胞分分泌泌因因子子ははササテテラライイトト細細胞胞のの増増殖殖をを促促進進すするる  
脂肪細胞のコンディションメディウムを用いて、初代培養マウス筋芽細胞の増殖に与える影響を検証した。その結果、

予想に反して脂肪細胞のコンディションメディウムを用いた場合の方が、筋芽細胞の増殖が顕著に高かった。現在、筋

芽細胞の分化・融合に与える脂肪細胞のコンディションメディウムの影響を検証している。 

 
図1．脂肪細胞由来因子が筋芽細胞の増殖に与える影響 

間葉系前駆細胞を脂肪分化に誘導を5％HS で1 日間培養したコンディションメディウ

ム（FAP-AMM-5％HS）と間葉系前駆細胞を増殖培地で培養後5％HSで1日間培養し

たコンディションメディウム（FAP-GM-5％HS）さらには細胞が入っていないwellで
1晩インキュベートした5％HS （Cont）が、筋芽細胞の増殖与える影響。横軸は時間、

縦軸は培養開始2時間の値を1とした場合の相対値。 
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22．．脂脂肪肪細細胞胞分分化化抑抑制制剤剤はは、、筋筋ジジスストトロロフフィィーーのの表表現現型型をを改改善善ししなないい  
GW9962を6週間の連続投与後に解析した結果、解剖時の体重はコントロール群とGW9962投与群で大きな違いは

なかった。また、摘出した三箇所の筋（TA：前脛骨筋、GC：腓腹筋、Qu：大腿四頭筋）の重量を体重で補正した値に

ついて、若干の増加傾向はあったが顕著な違いは観察できなかった。さらに、筋力についてもコントロール群とGW9962
投与群で大きな違いはなかった。つまり、GW9962 により脂肪細胞への分化を抑制しても重篤な筋ジストロフィーモ

デル（DBA/2-mdx）マウスの表現型は改善しないことから、in vivoにおいても脂肪細胞が筋再生を妨害している強力

な要因でないことが予想された。 

 
図2．PPARγアンタゴニストが筋ジストロフィー病態に及ぼす影響の検討 

DBA/2-mdx マウスに Control（Cont）および PPARγアンタゴニスト（GW9962）を

6週間、毎日投与した際の筋力の推移及び解剖時の体重および筋重量。 
  

33．．間間葉葉系系前前駆駆細細胞胞特特異異的的ななTTggffbbrr22欠欠損損ママウウススはは再再生生77日日目目かからら脂脂肪肪ママーーカカーーのの発発現現増増加加ががみみらられれるる  
1、2の結果より、予想に反して、脂肪細胞が直接筋再生を強力に妨害しているとは考えにくい。そこで、別の可能性

として、病的な間葉系前駆細胞の出現により、他の細胞が影響を受け、筋再生を妨害している可能性および、in vitroで
は再現できていない間葉系前駆細胞の特徴がある可能性が考えられた。しかし、一度の再生実験に組織学的には顕著な

再生不全は観察されないため、間葉系前駆細胞特異的なTgfbr2欠損マウスにおいて、Controlの再生過程と比較して、

違いが出てくる時間の検討を行った。まず、組織学的検討と一致して、各種再生マーカーに関してはControlと間葉系

前駆細胞特異的な Tgfbr2 欠損マウスとで顕著な違いは認められなかった。一方で、脂肪細胞のマーカーについては、

間葉系前駆細胞特異的なTgfbr2 欠損マウスでのみ再生7 日目で増加傾向が確認された。また、線維化マーカーである

Col1a1 については、コントロールマウスでは再生 7 日目に一過性の発現を示したのに対して、間葉系前駆細胞特異的

なTgfbr2 欠損マウスではその発現増加は観察されなかった。以上の結果は、再生7 日目にコントロールマウスと間葉

系前駆細胞特異的な Tgfbr2 欠損マウスでは再生環境の違いが起き、その後のサテライト細胞の自己複製に影響を与え

ていることが予想された。また、コントロールマウスの7日目でのCol1a1の発現のちがいは、間葉系前駆細胞が発現

する Tgfbr2 が Col1a1 の発現に関与しており、TGF-βの一過性のシグナルは筋再生に必須であることが予想された。

これに一致して、活性化TGF-βが再生5日目から7日目に増加することが報告されている［4］。 
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図3．間葉系前駆細胞特異的なTgfbr2欠損マウスにおける筋再生、脂肪化、線維化 
マーカーの遺伝子発現時期 
Control（Cont）および Pa-cKOマウスにカルジオトキシンを用いて筋損傷を誘導後、3、
5、7、14日目前脛骨筋を採取し、筋再生関連遺伝子（Dmd、Myoz1、Myh3、Pax7、Myod、
Myogenin）、脂肪（Perilipin）、線維化（Col1a1）の発現をリアルタイムPCRにより測定

した結果。内部標準遺伝子で補正後、Contの非損傷筋（0 d）を1とした時の相対値。 
 

考考  察察  

 
間葉系前駆細胞特異的な Tgfbr2 欠損マウスの表現型は、脂肪細胞を含む病態形成細胞の出現により、サテライト細

胞の再生能力が劇的に制限される。この結果を踏まえて、脂肪細胞から分泌する因子がサテライト細胞の増殖、分化、

自己複製のいずれかに影響を与えていると予想された。しかし、in vitro の結果では、脂肪細胞由来の培養上清はむし

ろ、サテライト細胞の増殖を促進していた。また、脂肪細胞分化のマスターレギュレーターであるPPARγの阻害剤も

重篤な筋ジストロフィーマウスモデルにおける筋力低下や筋重量低下を改善できなかった。この結果は、Tgfbr2 欠損

により出現する細胞の真の特徴を in vitroでは再現できていない可能性や、脂肪細胞の出現により浸潤してくる血液系

の細胞が、サテライト細胞の再生能力を妨害している可能性を示唆している。 
間葉系前駆細胞特異的なTgfbr2の筋組織全体の遺伝子発現の結果より、損傷後7日目でPerilipinとCol1a1の違い

が観察されていることから、損傷7日目を構成する細胞群の解析が今後、再生妨害因子の同定に必要であると考えられ

た。 
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