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はじめに
　骨格筋は、成人の体積において
約40%を占め、運動機能を担う
最大の組織である。一つの骨格筋
は主に多核の筋線維が束になるこ
とで構成されているが、骨格筋内
には筋線維以外にも単核の細胞が
存在する。筋線維の外側にある基
底膜と筋線維の細胞膜との間には
筋衛星細胞（サテライト細胞）と
よばれる組織幹細胞が存在してい
る。筋衛星細胞は通常休止状態に
あるが、筋線維が損傷を受けると
活性化し、増殖・分化を経たのち
に互いに融合することで多核の筋
管細胞を形成する。この一連の過
程を筋再生とよぶ。再生初期の筋
管細胞では核が中心部に位置して
いるが、再生が進行するにつれて
徐々に辺縁に移動し、成熟した筋
線維となる。骨格筋はこのように
高い再生能をもつため、損傷を受
けてもその機能を補償することが
できる。
　筋基底膜の外側の間質には、
間葉系前駆細胞（mesenchymal 

progenitor cells；MPC）とよば
れる細胞群が存在する。MPCも
筋衛星細胞と同じく、筋損傷に反
応して一過的に増殖し、筋衛星
細胞の分化を促進する（1）。一方
で、MPCは脂肪細胞や線維芽細
胞への分化能をもつ細胞でもある

（1-3）。ヒト筋ジストロフィーでは、
MPCから分化した脂肪細胞や線
維芽細胞が骨格筋内に出現し、こ
れが骨格筋機能の低下に寄与す
ると考えられている。そのため、
MPCの脂肪細胞・線維芽細胞へ
の分化制御機構を解明することは
筋ジストロフィー病態緩和のうえ
で重要である。

ヒト筋ジストロフィーとモデル
動物
　筋ジストロフィーは、比較的軽
度のものから重度のものまで様々
であるが、中でも重篤なデュシェ
ンヌ型筋ジストロフィー（DMD）
は、X染色体上にコードされてい
るジストロフィン遺伝子の変異に
より、それに由来するジストロフ
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ィンタンパク質が欠損し、筋線維
細胞膜の構造的な安定性が失われ
ることで生じる。DMDの発生頻
度は、男子3500人に1人と高く、
また、20 ～ 30代に呼吸不全で死
亡するという症状の重篤さから難
病に指定されており、多数の研究
がおこなわれている。DMDの初
期では損傷に対して十分な筋再生
がおこるが、年齢を重ねる毎に次
第に再生が追いつかなくなり、全
身の骨格筋量低下にともない筋力
低下が進行する。DMD患者の骨
格筋では、筋線維の変性・壊死、
中心に核をもつ再生筋線維、筋線
維の大小不同に加え、健常者では
ほとんどみられない線維組織や脂
肪組織が出現する。
　DMD研究を進める上での主な
モデル動物としては、mdxマウ
スとCXMD犬がある。ヒトと同
様にジストロフィンタンパク質
を欠損しているmdxマウスは維
持・繁殖が簡便であり、多くの研
究者によって利用されているが、
DMD患者と比較すると骨格筋再
生能が高く、骨格筋の線維化・脂
肪化の程度も低い。また、筋力に
ついてもほとんど低下がみられ
ず、DMDの病態進行を必ずしも
反映しているとはいえない。一方
で、CXMD犬は、骨格筋の再生、
線維化や脂肪化がみられ、DMD
の病態をよく反映しているが、実
験動物としてはその維持・繁殖に
多大な労力がかかるという問題点
がある。我々は、新たなゲノム編
集技術であるCRISPR/Casシステ
ムを用いてラットジストロフィン
遺伝子に変異を導入することによ
り、ジストロフィンタンパク質を
欠損するラットを作製した（4）。
作製したラットのうち、ある系
統では、月齢の進行とともに脊

椎の後弯が生
じ（ 図1A）、
骨格筋内に線
維組織及び脂
肪組織がみら
れるようにな
る（ 図1B）。
特に病態の進
行した10 ヶ月
齢では筋力低
下も顕著であ
る（未発表）。
このようにジ
ストロフィン
タンパク質欠
損 ラ ッ ト は、
mdxマウスよ
りもヒトDMDと類似した病態進
行を呈し、CXMD犬よりも維持・
繁殖が容易であることから、今後
筋ジストロフィー研究を進めてい
く上で極めて利用価値が高いと考
えられる。しかし、その一方で、
各細胞種に特異的な細胞膜表面抗
原や、それを利用した細胞分離に
使用可能な抗体など、マウスと比
較してラットで使える研究ツール
は限られているのが現状である。
　我々が作製したジストロフィン
タンパク質欠損ラットがmdxマ
ウスと大きく異なる点の一つが、
病態の進行とともにみられる線維
組織及び脂肪組織の出現であり、
これはin vivoにおけるこれら組
織の出現機序を明らかにする上で
大きく役立つと思われる。そこで
我々は、ジストロフィンタンパク
質欠損ラットに加えて、MPCの
脂肪細胞・線維芽細胞への分化制
御機構をin vitroの側面から解明
するうえで有用な研究ツールとし
て、ラット骨格筋よりMPCクロ
ーンを樹立し、MPCの細胞膜上
分子を認識する抗体を作製した。

本稿では、これらのツールを用い
て得られたMPCの分化制御機構
に関する知見を紹介したい。

骨格筋MPCクローン2G11細胞
　骨格筋MPCの分化制御機構を
明らかにするため、ラットヒラメ
筋より単核細胞を単離し、限界希
釈によって各細胞をクローン化し
た。各クローンについて脂肪分化
能の有無によるスクリーニングを
おこなったところ、得られたクロ
ーンの一つ、2G11細胞は脂肪分
化誘導に反応してオイルレッドで
染色される脂肪滴を蓄積し、脂肪
細胞マーカー（PPARγ）陽性を
示すことが明らかになった（5）。
さらに、2G11細胞に線維芽細胞
分化誘導因子であるTGFβを添
加すると、線維芽細胞マーカー

（Col1a1、Acta2）の遺伝子発現量
の上昇と、ストレスファイバー形
成がみられた（図2）（6）。以上の
ことから、2G11細胞は脂肪細胞・
線維芽細胞両者への分化能をもつ
ラット骨格筋MPCクローンと位
置付けた。

図1　野生型ラット及びジストロフィンタンパク質欠損ラット
A）各遺伝子型ラットの外観。B）各遺伝子型ラット骨格筋のHE染
色像。ジストロフィンタンパク質欠損ラットでは骨格筋間質に線
維組織（矢印）や脂肪組織（矢頭）がみられる。
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　 そ れ で は
DMDで は ど
のような機序
により脂肪細
胞の出現がお
こるのであろ
うか？我々は
以前、Ex vivo
で損傷した骨
格筋由来の培
養細胞では脂
肪分化能が著
しく亢進して
いることを報
告 し た（7）。
骨 格 筋 の 損
傷・再生にと
もなって発現
が上昇する成
長因子である
bFGFは、 マ
トリゲルとと
もに皮下投与
す る と 脂 肪
組織の形成を
促進すること
が報告されて
い る（8-11）。

そこで、脂肪分化誘導に先立ち、
bFGFで前処理したところ、2G11
細胞の脂肪分化能は大きく上昇し
た（図3）。また、このような効
果は他の成長因子ではみられなか
った。我々はbFGF前処理による
このような効果をbFGFのプライ
ミング効果と名付けた（12）。この
結果より、生体内では筋損傷・再
生に伴うbFGFの発現上昇により
MPCがプライミング効果を受け、
その後の何らかの脂肪分化誘導刺
激によって骨格筋内の脂肪細胞に
分化する可能性が考えられる。

骨格筋MPC細胞膜表面抗原の探
索と抗原の同定
　 前 述 し たbFGFだ け で な く、
TGFβも筋再生に伴い発現量が
上昇する成長因子である（9, 13）。
このことは、筋再生時にMPCは
bFGFとTGFβの両者が存在する
環境におかれることを意味してい
る。この両者が同時に存在する環
境下でのMPCの分化方向はどの
ような機序により決定されている
のだろうか？これら成長因子の作
用は受容体を介して発現すること
を踏まえると、MPCの細胞膜表
面分子の中に、成長因子の受容や
作用発現を制御する分子が存在す
る可能性が考えられる。
　そこで、我々はマウスに2G11
細胞を免疫し、MPCの細胞膜表
面分子を認識するモノクローナル
抗体を作製することで、成長因子
によるMPCの分化制御に関与し
うる膜表面分子の探索を試みた。
その結果、得られたモノクローナ
ル抗体のうち5C12抗体はコンド
ロイチン硫酸プロテオグリカン4

（CSPG4）を認識することが判明
した（6）。
　CSPG4は分子量約260 kDaの1
型膜貫通タンパク質で、細胞膜上
では細胞外ドメインがコンドロイ
チン硫酸鎖による修飾を受け、約
300 kDaの分子として発現してい
る（図4）。CSPG4は、成長因子
や細胞外マトリクスとの結合や
リン酸化などによる細胞内シグナ
ル制御により、細胞増殖、細胞伸
展、細胞遊走、分化などに関わる
ことが知られている（14-16）。また、
CSPG4はプロテアーゼによる切
断を受け、細胞膜上から遊離して
機能をもつことも報告されている

（17）。以上のことから、CSPG4が
骨格筋MPCの分化においても機
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図2　2G11細胞の線維芽細胞分化能
2G11細胞はTGFβ添加により、A）線維芽細胞マーカー（Col1a1、
Acta2）の遺伝子発現量の上昇と、B）ストレスファイバー（白矢頭）形
成を示す。★★、P ＜0.01、Student's t-test（文献6より改変して引用）

図3　2G11細胞の脂肪分化能におけるbFGFのプライミング効果
脂肪分化誘導に先立ち、bFGFで前処理をおこなうと2G11細胞の脂
肪分化能は大きく上昇する（オイルレッド染色およびPPARγの免
疫染色を指標とした）。★★、P ＜0.01、Student's t-test（文献6より改
変して引用）

図4　CSPG4分子の構造
細胞外ドメインにはコンドロイチン硫
酸鎖付加部位に加え、遊離型CSPG4
を生じるプロテアーゼ切断部位があ
る。一方、細胞内にはリン酸化を受け
る部位や、他の細胞内タンパク質と共
役して細胞内情報伝達の制御に関与す
ると考えられるPDZ結合モチーフが存
在する。



LABIO 21  JAN. 201810

モデル動物が切り拓く筋ジストロフィー研究

能をもつことが予想されたため、
2G11細胞を用いてCSPG4の発現
抑制実験をおこない、脂肪分化能・
線維芽細胞分化能に与える影響を
調べた（6）。

骨格筋間葉系前駆細胞の線維芽
細胞分化・脂肪分化における
CSPG4の機能
　 脂 肪 分 化 誘 導 前 の2G11細 胞
にsiRNAを導入し、あらかじめ
CSPG4の発現を抑制したところ、
bFGF前処理による脂肪分化能
の亢進が消失した（図5A）。一
方、脂肪分化誘導開始と同時に
CSPG4を発現抑制しても脂肪分
化能の低下はみられなかった（図
5B）。 こ の こ と か ら、CSPG4は
bFGFのプライミング効果発現に
関与することが明らかになった。
　一方、TGFβ誘導性の線維芽細
胞への分化能については、CSPG4
の発現抑制により、線維芽細胞マー
カーであるCol1a1の発現量には変
化はみられなかったが、Acta2 の
発現量増加が阻害されていた（図
6A）。また、これとともにストレ
スファイバー形成がみられなくな
っていた（図6B）。これらの結果
から、CSPG4はTGFβによる線維
芽細胞分化に伴うActa2 の発現や
ストレスファイバー形成に関わる
ことが明らかになった。CSPG4が
実際にMPCの分化方向決定に関
与するかどうかについては現在研
究が進行中である。

今後の展望
　ラット骨格筋MPCクローン
2G11細胞およびMPCの細胞膜表
面に存在するCSPG4に特異的な抗
体5C12の作製と、これらを用いて
得られたMPCの脂肪分化・線維
芽細胞分化制御機構に関する知見

を紹介した。
　多くの筋疾
患では線維化
は生じるもの
の、脂肪化が
みられるもの
は少ない。骨
格筋内に線維
組織と脂肪組
織 が 同 時 に
みられるとい
う点において
も、筋ジスト
ロフィーは特
徴的である。
MPCは線維芽
細胞分化能と
脂肪細胞分化
能の両者を併
せもつが、筋
ジストロフィ
ーの病態下で
の分化制御機
構については
未解明の点が
少なくない。
これら多くの
未解決の問題
について、我々
が作製したジ
ストロフィン
タンパク質欠
損ラットやラッ
ト骨格筋MPC
クローン2G11
細胞を有効に
利用すること
で明らかにし
ていきたい。
　新たなゲノ
ム編集技術により、ラットを含む
多様な動物種での遺伝子改変が容
易になっている。今回紹介したジ
ストロフィンタンパク質欠損ラ

ットのように、これまでマウスに
おける遺伝子改変でその機能が予
想されてきたタンパク質であって
も、遺伝子改変ラットを改めて作

図5　CSPG4発現抑制時の脂肪分化能
A）脂肪分化誘導に先立ちCSPG4の発現をsiRNAにより抑制し
た場合、2G11細胞の脂肪分化能が低下する。B）脂肪分化誘導
開始と同時にCSPG4の発現を抑制した場合は脂肪分化能に変化
はみられない。ともにオイルレッド染色およびPPARγの免疫染
色を指標とした。★★、P ＜0.01、Student's t-test（文献6より
改変して引用）

図6　CSPG4発現抑制時の線維芽細胞分化
A）siRNAによりCSPG4を発現抑制した2G11細胞ではTGFβ
添加による線維芽細胞マーカーCol1a1 の発現量には変化はなく、
Acta2 の発現量増加が阻害される。B）CSPG4発現抑制群では
TGFβ添加によるストレスファイバー（白矢頭）形成がみられな
い。★★、P ＜0.01、Student's t-test（文献6より改変して引用）
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製することで異なる知見が得られ
る可能性は今後も十分にある。ま
た、ラットはマウスよりもサイズ
が大きいことから、血液や臓器な
どサンプル量が多く得られること
も利点である。このような利点を
最大に活かすためにも、ゲノム編
集技術だけでなく、今回紹介した
細胞クローンや抗体のように、ラ
ットで使用可能な研究ツールの今
後ますますの充実が望まれる。
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