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 研究要旨 
	
 ３年間全体について 
	
 本研究目的は、加齢に伴う筋再生能力低下の原因となる骨格筋内の環境変化を明らかに

し、サルコペニアの予防・治療法の開発へと発展させることである。骨格筋の再生環境を

調節する要素として、再生過程の骨格筋で作用するタンパク質（骨格筋組織に局在する

因子および全身性の因子（血清））と骨格筋内在性の間葉系前駆細胞に着目し、これらの

加齢変化を明らかにすることにより再生環境悪化の原因を究明する。再生過程の骨格筋

で作用するタンパク質に着目した解析では、老化マウスと若齢マウスの再生過程骨格筋組

織と血清を用いてサイトカイン抗体アレイ解析を実施し、老化で発現変動する因子を同定

した。それらの候補因子の発現確認や in vitroでの機能解析から、老化骨格筋での再生能低

下の一因として一つのサイトカインの発現減少を見出し、実際に老化マウスへそれを補充

することにより筋再生能力を改善できることを示した。また、骨格筋内在性の間葉系前駆

細胞に着目した解析においては、間葉系前駆細胞の加齢に伴う組織内動態変化を解析し、

老化マウスの再生中期における間葉系前駆細胞の減少と再生後期における収束遅延を認

めた。続いて、再生中期の細胞の性質変化をマイクロアレイにより調べ、間葉系前駆細

胞特異的でかつ老化により発現低下している遺伝子群を同定した。その中で、一連のシ

グナル関連因子の低下が見出されたため、間葉系前駆細胞におけるそのシグナルの重要性

を検証したところ、間葉系前駆細胞の筋衛星細胞に対する支持作用発揮に機能しているこ

とが示された。 
 
	
 平成２５年度について 
	
 再生過程の骨格筋で作用するタンパク質に着目した解析では、前年度までに老化筋再

生能低下の一因として一つのサイトカインの発現減少を見出していたため、平成 25年度

は、実際に老化マウスへそれを補充することにより筋再生能を改善できるかどうかを調

べた。コントロール群では多くの壊死線維が残り再生遅延が見られるのに対し、サイト

カイン投与群では壊死線維はほとんど見られず、速やかに再生が進行していた。また、

筋線維数の増加と線維化領域の減少も認められた。これらの結果から、老化マウスへの

そのサイトカインの補充は筋再生能力の改善に有効であることが示された。また、骨格

筋内在性の間葉系前駆細胞に着目した解析においては、前年度までに老化再生筋の間葉系
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前駆細胞では一連のシグナル関連因子の発現が低下していることを見出している。そこで

平成 25年度は、間葉系前駆細胞におけるそのシグナルの重要性を調べた。その結果、筋

衛星細胞に対する支持作用発揮に機能していることが示され、その筋再生における重要性

が明らかとなった。 
 
 
	
 主任研究者 
	
 	
 上住	
 円	
 国立長寿医療研究センター	
 室長 
	
 分担研究者 
	
 	
 上住	
 聡芳	
 藤田保健衛生大学	
 助教 
 
 
	
 研究期間	
 平成２３年４月１日～平成２６年３月３１日 
 
 
Ａ．研究目的 

	
 サルコペニアは高齢者の転倒事故の主要な原因の一つであり、寝たきり人口の増加につ

ながるため解決すべき重要課題である。老化に伴い骨格筋で起こる様々な変化がサルコペ

ニアに寄与すると考えられるが、筋再生能力の低下もその一つである。我々は実際に、老

化マウスでは若齢マウスに比べ筋再生能力が顕著に低下していることを認めている。成体

筋組織の再生は、骨格筋特異的な幹細胞である筋衛星細胞が担っており、我々は、筋衛星

細胞自体の能力は加齢により変化しないが、老化骨格筋内環境の悪化が筋衛星細胞の機

能低下をもたらすことを明らかにしている。よって、老化骨格筋の再生環境悪化の原因

を特定できれば、それらを標的としたサルコペニアの予防法開発につながる可能性があ

る。本研究では、骨格筋の再生環境を調節する要素として、再生過程の骨格筋で作用す

るタンパク質（骨格筋組織に局在する因子および全身性の因子（血清））と、骨格筋内在

性の間葉系前駆細胞に着目し、これらの加齢変化を明らかにすることにより再生環境悪

化の原因を究明する。 

	
 これまでに我々は老化マウスと若齢マウスの血清を用いて筋衛星細胞を培養し、老化

マウスの血清が筋衛星細胞の増殖を低下させることを明らかにしている。また、他の研

究者等は老化マウスと若齢マウス間でパラビオーシス（血流を共有させること）を行う

と老化マウスの筋再生能が回復すると報告している (Conboy IM. et al., Nature. 2005)。よ

って、再生過程の骨格筋で作用するタンパク質として、骨格筋組織に局在する local factor

の他に血清 (systemic factor) に着目し、特にサイトカインやホルモン等の液性因子について
その加齢変化を明らかにする。 
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 分担研究者は骨格筋内に筋衛星細胞とは異なる間葉系前駆細胞を同定し、この細胞が骨

格筋の脂肪化や線維化といった組織内環境の悪化に寄与することを見出している（Uezumi 

et al., Nat. Cell Biol. 2010; Uezumi et al., J. Cell Sci. 2011）。一方、この間葉系前駆細胞は生理的

条件下では、筋衛星細胞や免疫細胞に作用し、間接的に筋再生を促進することも明らかに

なってきた。このように間葉系前駆細胞は筋再生環境に大きな影響を及ぼす細胞要素で、

その加齢変化を解明することは老化に伴う筋再生能力低下の原因究明につながると期待出

来る。 
 
 
Ｂ．研究方法 
	
 ３年間全体について 
（１）再生過程の骨格筋で作用するタンパク質に着目した解析 
Ⅰ.	
 サイトカイン抗体アレイ解析 
①老化マウス（24ヶ月齢超）と若齢マウス（2-3ヶ月齢）の下肢骨格筋に Cardiotoxin (CTX)

を投与し、筋再生を誘導した。最も筋衛星細胞の増殖が活発な CTX投与 3日後の骨格筋

組織からタンパク質を抽出し、サイトカイン抗体アレイ（RayBiotech）解析を行った。 

②老化マウスと若齢マウスから血清を分離し、サイトカイン抗体アレイ（RayBiotech）

解析を行った。 
 

Ⅱ.	
 サイトカイン抗体アレイ解析により同定されたタンパク質の発現確認 
①老化マウス（n =3）と若齢マウス（n = 3）から血清を分離し、いくつかのサイトカイ

ンについて ELISAで発現の再現性を調べた。 

②老化マウスと若齢マウスの下肢骨格筋に CTXを投与し、筋再生を誘導した。CTX投

与 1, 3, 5, 7, 14日後に筋肉を採取し、タンパク質を抽出した。Immunoblot及び ELISAに

て、着目したサイトカインの筋再生過程における経時的発現変化と老化によるその発現

変化を調べた。 

	
 

Ⅲ.	
 筋衛星細胞培養系での機能解析	
 

①若齢マウスの下肢骨格筋から FACSを用いて筋衛星細胞を分取し、様々な濃度のサイ

トカインを含む増殖培地中で培養した。4日後に 10 µM EdUで 1時間処理し、EdU陽性

細胞率により増殖能を比較した。 

②若齢マウスから FACSによって分取した筋衛星細胞を増殖培地中で 4日間培養後、様々

な濃度のサイトカインを含む分化培地に交換した。2日後に myosin heavy chain陽性

myotubeに含まれる核の割合（fusion index）により分化能を比較した。 
 

Ⅳ.	
 老化マウスへの候補サイトカイン補充による筋再生能力改善効果の検討 
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①老化マウスと若齢マウスの下肢骨格筋に CTXを投与し、筋再生を誘導した。 

②CTX投与 4日後に、サイトカインを充填した alzet浸透圧ポンプを老化マウスの皮下

に移植し、1週間持続投与を行った（n=7）。また、PBSを充填したポンプを皮下移植し

た老化マウス（n=5）と若齢マウス（n=5）をコントロール群とした。 

③投与 1週間後（CTX投与 11日後）に筋肉を採取し、ヘマトキシリン・エオジン（HE）

染色や免疫組織学的解析により老化マウスの筋再生における影響を調べた。	
 

 
（２）骨格筋内在性の間葉系前駆細胞に着目した解析 
Ⅰ.	
 以下の手順で筋再生過程における間葉系前駆細胞と筋衛星細胞、免疫細胞の動態変化

を精査し、老化マウスと若齢マウス間で比較した。 
①老化マウスと若齢マウスの下肢骨格筋に再生を誘導した。 
②筋再生過程における間葉系前駆細胞と筋衛星細胞、免疫細胞の動態変化を三重染色によ

り、免疫組織学的に調べた。老化マウスと若齢マウスについて同様の解析を行い、各細胞

の動態変化に違いがあるか精査した。各細胞のマーカーとしてPDGFRα（間葉系前駆細胞）、

M-cadherin（筋衛星細胞）、CD45及び CD11b（免疫細胞）を用いた。 
③筋再生過程での間葉系前駆細胞、筋衛星細胞、免疫細胞の数的変化を FACSにより定量的

に解析した。老化マウスと若齢マウスについて同様の解析を行い、各細胞の数的変化の違

いを比較解析した。 
 
Ⅱ.	
 以下の手順で筋再生中期の間葉系前駆細胞と筋衛星細胞、免疫細胞の遺伝子発現をマ

イクロアレイによって調べ、老化マウスと若齢マウス間で比較した。 
①老化マウスと若齢マウスの下肢骨格筋に再生を誘導した。 
②筋再生 3日目の間葉系前駆細胞、筋衛星細胞、免疫細胞を FACSにより分取し、RNAを

単離、精製した。 
③マイクロアレイにより網羅的遺伝子発現解析を行った。間葉系前駆細胞、筋衛星細胞、

免疫細胞の細胞間での比較、さらに、老化マウスと若齢マウス間での比較解析を行い、間

葉系前駆細胞特異的で老化により発現変動する遺伝子群を同定した。 
 
Ⅲ.	
 筋再生過程の間葉系前駆細胞の表現型に及ぼす候補シグナルの重要性を以下の手順に

よって精査した。 
①筋再生におけるそのシグナルの重要性を調べるため、マウスの筋再生過程においてシグ

ナル阻害剤を投与した。組織学的解析によって筋再生の程度をコントロールマウスと比較

した。 
②間葉系前駆細胞と筋衛星細胞の共培養系や筋衛星細胞の単独培養系を用いて、そのシグ

ナルが筋再生を促進するメカニズムを調べた。 
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 平成２５年度について 
（１）再生過程の骨格筋で作用するタンパク質に着目した解析 
老化マウスへの候補サイトカイン補充による筋再生能力改善効果の検討 

①老化マウスと若齢マウスの下肢骨格筋に CTXを投与し、筋再生を誘導した。 

②CTX投与 4日後に、サイトカインを充填した alzet浸透圧ポンプを老化マウスの皮下

に移植し、1週間持続投与を行った（n=7）。また、PBSを充填したポンプを皮下移植し

た老化マウス（n=5）と若齢マウス（n=5）をコントロール群とした。 

③投与 1週間後（CTX投与 11日後）に筋肉を採取し、ヘマトキシリン・エオジン（HE）

染色や免疫組織学的解析により老化マウスの筋再生における影響を調べた。 
 
（２）骨格筋内在性の間葉系前駆細胞に着目した解析 
筋再生過程の間葉系前駆細胞の表現型に及ぼす候補シグナルの重要性を以下の手順によっ

て精査した。 
①筋再生におけるそのシグナルの重要性を調べるため、マウスの筋再生過程においてシグ

ナル阻害剤を投与した。組織学的解析によって筋再生の程度をコントロールマウスと比較

した。 
②間葉系前駆細胞と筋衛星細胞の共培養系や筋衛星細胞の単独培養系を用いて、そのシグ

ナルが筋再生を促進するメカニズムを調べた。 
 
 
（倫理面への配慮） 
	
 本研究は、人権の保護や個人情報の取り扱いの配慮を必要とする研究には該当しない。

動物実験に関しては、国立長寿医療研究センター及び藤田保健衛生大学の動物飼育設備利

用者委員会および動物実験倫理委員会の承認の下、規則に従って実施した。	
  
 
 
Ｃ．研究結果 
	
 ３年間全体について 
（１）再生過程の骨格筋で作用するタンパク質に着目した解析 

	
 血清のサイトカイン抗体アレイ解析では、調べた144種類のサイトカイン関連因子のう

ち、若齢マウスに比べ、老化マウスで1.5倍以上発現変動するものを同定した。このうち、

いくつかのサイトカイン（DKK-1, sTNF RI, CXCL13等）についてELISAで発現の再現性

を確認した。これらの機能解析については、筋衛星細胞の培養系への添加または阻害実

験等により現在進行中である。 
	
 また、再生過程骨格筋組織のサイトカイン抗体アレイ解析においても、老化マウスで

1.5倍以上発現変動するものを同定し、老化マウスで発現減少していた一つのサイトカイ
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ンに着目した。まず、若齢マウスにおいて、筋損傷後の発現変化を経時的に調べたとこ

ろ、そのサイトカインは筋損傷により誘導され、損傷 5日後に最も発現が増大し、筋再

生がほぼ完了する 2週間後に収束することがわかった。その発現を老化マウスと比較し

た結果、発現のピークが筋損傷 7日後に遅延するだけでなく、絶対量も顕著に低下して

いた。そのサイトカイン産生細胞を同定するため、損傷 5日後の筋肉から単離した筋衛

星細胞、間葉系前駆細胞、血管内皮細胞、免疫細胞と培養下で筋衛星細胞から分化させ

た筋管細胞において、mRNA発現を調べた。その結果、筋衛星細胞、間葉系前駆細胞及

び筋管細胞が産生源であることがわかり、老化間葉系前駆細胞ではその発現が顕著に低

下していた。また、筋衛星細胞培養系への添加により、それは筋衛星細胞の増殖を促進

することが分かった。そこで次に、老化マウスへ補充することにより筋再生能力を改善

できるかどうかを調べた。そのサイトカインを充填した浸透圧ポンプを筋損傷 4日後の

老化マウスの皮下に移植し、1週間持続投与を行った。筋切片の HE染色から、老化コン

トロールマウスでは未だ多くの壊死線維や細胞浸潤が見られ、間質の開大も認められる

のに対し、サイトカイン投与老化マウスでは壊死線維はほとんど認められず、細胞浸潤

や間質の開大も軽度であった。mouse IgG抗体染色により壊死線維領域を定量した結果、

サイトカイン投与老化マウスでは老化コントロールマウスに比べ顕著に減少しており、

そのレベルは若齢マウスと同等であった。また、myosin heavy chain陽性の再生筋線維面

積と筋線維数を定量したところ、筋線維面積に有意な差は認められなかったが、筋線維

数は老化コントロールに比べ有意に増加していた。さらに、collagen I抗体染色により線

維化領域を定量した結果、サイトカイン投与老化マウスでは老化コントロールマウスに

比べ顕著に減少しており、そのレベルは若齢マウスと同等であった。これらの結果から、

老化マウスへそれを補充することにより壊死線維領域や線維化領域の減少、筋線維数の

増加が認められ、筋再生能力を改善できることが示された。 
 
（２）骨格筋内在性の間葉系前駆細胞に着目した解析 

	
 筋再生過程における間葉系前駆細胞と筋衛星細胞、免疫細胞の動態変化を免疫組織学

的解析と FACS解析によって精査し、老化マウスと若齢マウス間で比較した。その結果、

再生中期（筋損傷後 3日）において間葉系前駆細胞と筋衛星細胞の増殖が老化マウスで

顕著に低下していた。老化マウスの再生中期で Pax7、MyoD陽性筋衛星細胞の減少だけ

でなく、myogenin陽性筋衛星細胞も著しく減少していたことから、筋衛星細胞の増殖と

分化がともに低下していることが明らかとなった。これに対応して、再生後期（筋損傷

後７日）の筋衛星細胞による新生筋線維形成が老化マウスにおいて低下していた。また、

再生後期には、若齢マウスでは間葉系前駆細胞と免疫細胞は減少してくるが、老化マウ

スではこれらの細胞の減少が見られず、炎症反応の収束に遅延が認められた。 
	
 再生中期の変化が後期に見られた違いを生んでいると考え、再生中期の細胞の性質変

化解明に取り組んだ。老化マウスと若齢マウスの再生中期（筋損傷後 3日）から間葉系
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前駆細胞、筋衛星細胞、免疫細胞を単離しマイクロアレイによる比較解析を行った。そ

の結果、間葉系前駆細胞特異的でかつ老化により発現低下している 43遺伝子を同定した。

その中で、一連のシグナル関連因子の低下が見出されたため、間葉系前駆細胞における

そのシグナルの重要性を調べた。マウスに筋再生を誘導し、再生過程においてシグナル阻

害剤を投与した。組織学的解析の結果、コントロールマウスでは中心核の再生筋線維が多

数観察され筋再生が進行していたが、阻害剤投与マウスでは再生筋線維の形成が不全で筋

再生不良を呈していた。筋再生におけるそのシグナルの作用メカニズムを明らかにするた

め、間葉系前駆細胞と筋衛星細胞の共培養系においてシグナルの阻害を行った。間葉系前

駆細胞と筋衛星細胞の共培養では筋衛星細胞の単独培養に比べ、筋衛星細胞による筋管形

成が促進されるが、そのシグナルを阻害すると間葉系前駆細胞による筋衛星細胞に対する

支持作用が打ち消された。筋衛星細胞の単独培養系でシグナルを阻害しても特に影響はな

かった。 
 
	
 平成２５年度について 
（１）再生過程の骨格筋で作用するタンパク質に着目した解析 
	
 前年度までに老化筋再生能低下の一因として一つのサイトカインの発現減少を見出し

ていたため、平成 25年度は、実際に老化マウスへそれを補充することにより筋再生能力

を改善できるかどうかを調べた。サイトカインを充填した浸透圧ポンプを筋損傷 4日後

の老化マウスの皮下に移植し、1週間持続投与を行った。筋切片の HE染色から、老化コ

ントロールマウスでは未だ多くの壊死線維や細胞浸潤が見られ、間質の開大も認められ

るのに対し、サイトカイン投与老化マウスでは壊死線維はほとんど認められず、細胞浸

潤や間質の開大も軽度であった。mouse IgG抗体染色により壊死線維領域を定量した結

果、サイトカイン投与老化マウスでは老化コントロールマウスに比べ顕著に減少してお

り、そのレベルは若齢マウスと同等であった。また、myosin heavy chain陽性の再生筋線

維面積と筋線維数を定量したところ、筋線維面積に有意な差は認められなかったが、筋

線維数は老化コントロールに比べ有意に増加していた。さらに、collagen I抗体染色によ

り線維化領域を定量した結果、サイトカイン投与老化マウスでは老化コントロールマウ

スに比べ顕著に減少しており、そのレベルは若齢マウスと同等であった。これらの結果

から、老化マウスへそれを補充することにより壊死線維領域や線維化領域の減少、筋線

維数の増加が認められ、筋再生能力を改善できることが示された。 
 
（２）骨格筋内在性の間葉系前駆細胞に着目した解析 
	
 前年度までに老化再生筋の間葉系前駆細胞では一連のシグナル関連因子の発現が低下し

ていることを見出している。そこで平成 25年度は、間葉系前駆細胞におけるそのシグナ

ルの重要性を調べた。マウスに筋再生を誘導し、再生過程においてシグナル阻害剤を投与

した。組織学的解析の結果、コントロールマウスでは中心核の再生筋線維が多数観察され
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筋再生が進行していたが、阻害剤投与マウスでは再生筋線維の形成が不全で筋再生不良を

呈していた。筋再生におけるそのシグナルの作用メカニズムを明らかにするため、間葉系

前駆細胞と筋衛星細胞の共培養系においてシグナルの阻害を行った。間葉系前駆細胞と筋

衛星細胞の共培養では筋衛星細胞の単独培養に比べ、筋衛星細胞による筋管形成が促進さ

れるが、そのシグナルを阻害すると間葉系前駆細胞による筋衛星細胞に対する支持作用が

打ち消された。筋衛星細胞の単独培養系でシグナルを阻害しても特に影響はなかった。 
 

 

Ｄ．考察と結論 
（１）再生過程の骨格筋で作用するタンパク質に着目した解析 
	
 老化骨格筋での再生能力低下の一因として一つのサイトカインの発現減少を見出し、老

化マウスへそれを補充することにより筋再生能力を改善できることを示した。老化でな

ぜその発現が減少するのかについては未だ明らかでないが、間葉系前駆細胞での mRNA

発現が老化で顕著に減少していたことから、間葉系前駆細胞の老化による性質変化が 1

つの原因であるかもしれない。また、筋再生におけるそのサイトカインの詳細な作用メ

カニズムについては現在検証中であるが、老化コントロールマウスに比べサイトカイン

投与老化マウスでは筋衛星細胞数の増加が確認されているため、それは筋衛星細胞の増

殖を促進し、それが筋線維数の増加につながっていると予想される。前年度に実施した

in vitroの実験からもそのサイトカインは直接筋衛星細胞に作用し増殖を促進すること

を確認している。さらに、その投与により壊死線維や線維化の減少が認められたことか

ら、壊死線維除去に働くマクロファージや線維化の起源となる間葉系前駆細胞に対する

作用効果も期待され、この点についても今後検討していく。 
 
（２）骨格筋内在性の間葉系前駆細胞に着目した解析 
	
 筋再生における一連のシグナル経路の重要性が明らかとなり、それは間葉系前駆細胞の

筋衛星細胞に対する支持作用発揮に機能していると考えられる。今後、そのシグナル活性

化による老化筋再生の改善に取り組む。 
 
 
Ｅ．健康危険情報 
	
 なし 
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