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原 著

脱神経 により廃用性萎縮をきた したラッ ト骨格筋に対する

培養筋芽細胞の移植

慶磨義塾大学医学部形成外手{学教室

　 　 　 　 　 こ　　やコ　　セ　　ろう

　　　　 小 山 太 郎

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ABSTRACT

Myoblasls　 transplantation　 into　 denervated　 rat　muscles

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Taro　Kosama,Sf.Q

Department　 of　Plastic　 and　 Reconstructive　 SurSery.　 Kcio　 University　 School　 of　Medicine

　 The　 purpose　 of　 this　 investigation　 is　 to　 observe　 whether　 cultured　 myoblasts　 take　 in　 denervated　 muscle

and　 differentiate　 myofiber　 without　 reinnervation.　 CuRured　 myoblasts　 survived　 in　 not　 only　 intact　 muscle

but　 also　 denervated　 muscle　 without　 reinnervation　 at　 l　week　 after　 transplantation.　 The　 cells　 differentiated

myofibers　 in　 both　 intact　 and　 dencrva[ed　 musdes　 aし2wceks　 and　 4　 weeks　 after　 transplantation,　 The　 ratio

of　 denervated　 muscle　 weight　 to　 intact　 muscle　 weight　 decreased　 from　 l　week　 to　 4　 weeks　 after　 myoblas[s

transplantation,　 but　 the　 decrease　 is　not　 significant　 for　 first　 2　 weeks.　 These　 data　 suggest　 that　 transp且anted

myoblasts　 could　 survive　 and　 ditterentiatc　 myofibers　 in　 denervated　 muscle　 and　 myoblasts　 transplantation

before　 reinnervation　 may　 prevent　 denervated　 muscle　 atrophy　 and　 improve　 muscle　 regeneration　 after

nerve　 repair.

Key　 WordS;skeleta聖muscie。 　satellite　 cells,　 myob且asts,　 denervation.,　 cell　 transp且antation

緒　　言

　脱神経された骨格筋は筋線維が縮小 し,廃 用性萎縮が

iLffし 筋力は急速に低一ドする固.骨 格筋の筋線維の基

底膜下には筋原性幹細胞である筋衛鍛細胞が存在 し,筋

損傷時にはこの筋衛星細胞が増殖 し,損 傷部位の筋再生

が起こる7荊.ラ ットの骨格筋を脱神;Yす ると,3ヶ 月

間は筋衛星細胞は増殖 し続けるが,筋 肉への神経再支配

が起 こらない限り増加 したifJitｧih?'i111胞による筋班生は起

こらず,や がて筋衛星細胞は枯渇 してい く{,),loi.よっ

て脱神経後,神 経再支配 までの期間が長 くなるほど,筋

衛星細胞の減少は進行 し,禅 経筋接合部位の退行変性 も

あわさうて,神 経颪支配後の筋力の回復は低下する9.山.

われわれは筋芽細胞を移績することで脱神経後の萎縮筋

内 に お け る筋 衛 星 細 胞 の減 少 を補 充 す る こ とが で きれ ば,

神 経 再 支 配 後 の 筋 再生,筋 力 改 善 を 向上 さ せ られ る との

仮 鋭 を 立 て た.

　 筋 芽 細 胞 を 用 い た細 胞 移 櫃 治 療 と して は デ}シSン ヌ

型 筋 ジス トロ フ ィーm3や 心 筋 硬 塞 後 の 心 イく全 に 対 す る

治 療 報 告 が あ る1`91;1.筋 ジ ス トロ フ ィーmdxマ ウ スの

筋 内 に,ジ ス トロ フ ィ ン産 生 能 を も った 正常 マ ウ スの 筋

芽 細 胞 を 注 射 した と ころ,移 緬 筋 芽 糊 胞 が ジス トロ フ ィ

ンの 欠 損 した筋 細 胞 と融 合 し,筋 細 胞tlAに ジ ス トロ フ ィ

ンを 発 現 す る こ と に 成 功 して い るゆ.ま たrktln性 心 疾 患

の患 者 に 対 して,自 家 培 養筋 芽細 胞 を 移 植 して心 機 能 が

改 善 した と い う報 告 もあ る'{・IS!.し か しなが ら,廃 用 性

萎縮 骨 格 筋 に 対 す る筋 芽 細 胞 移 植 の 報 告 は少 な く,移 植

した 筋 芽 細 胞 が 神 経 再 支 配 の起 きて いijい 脱 神経 一ドの 筋
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肉 に 生 着 し う るの か 否 か は 不 明 で あ る.わ れ わ れ は,

green　 fluorescent　 protein(GFP)transgenicラ ッ トの

下 腿 筋 か ら筋 芽細 胞 を採 取,培 養 した.こ の 培 養 筋 芽細

胞 を脱 神 経 に よ る廃 用 性 萎 縮 骨 格 筋 に移 植 し,移 槙 した

筋 芽 細 胞 が 神経 再 支 配 な しに生 着 し う るか,さ らに筋 線

維 に分 化 しう るか 否 か を 検 討 した,

材料と方法

　 雌 の5週 齢 のJcl/Sprague・Dawley〔SD)ラ ッ ト(日

本 ク レ ア)ll匹 を用 い た.手 術 操 作 は ネ ン ブ タ ー ル腹

腔 内 麻 酔 下(60mg/kg)で 無 菌的 に 行 っ た.手 術 操 作

後,ラ ッ トは別 々 のゲ ー ジで飼 育 した.ラ ッ トの手 術 及

び 飼 育 は本 大 学 の 動 物 実 験 倫理 規 定 を遵 守 し行 った,

　 脱 神 経:顕 微 鏡 下 に右 坐骨 神 経 を膝 窩 で 切断 した.切

断 した 神 経 の 筋 肉 へ の 再 支 配 を 防 ぐ為 に 両 断 端 を8-0

ナ イ ロ ン糸 で 結 紮 した.

　 筋 芽 細 胞 移 櫃:神 経 切 断 か らnon後 に,あ らか じめ

培 養 して お い た 雄 の 成 獣green　 f】uorescent　 protein

〔GFP)transgenic　 Sprague-Dawley(SD)ラ ッ ト(関 西

医 科 大 学 第 一 病 理 学 教室 足 立靖 先生 よ り ご提 供 い た だ い

た)由 来 の 筋 芽 紬 胞 を 脱 神経 した右 腓 腹 筋 と,健 側 の 左

腓 腹 筋 に移tmし た.　Preplating操 作161.11)'101を7回 行 っ

た 筋 芽 細 胞,約1×10`'個 を300μ1のPBSに 浮 遊 させ

26Gイ ンス リ ン シ リ ンジを 用 い て 直 視 下 で 注 射 した.

　 筋 芽 細 胞 の 採 取 と培 養=筋 芽 細 胞 の採 取,培 養 に は

Yaffeら が 報 告 し たpreplating　 techniqueを 用 い

た1611..,,雄 の 成 獣GFPト ラ ン ス ジ ニ ニ ッ クSDラ ッ

トの 下 腿 筋 を 切 除 し,結 合織 を取 り除 い た 後 に メ ス 刃 で

細 切 し,0.25%ト リプ シ ンEDTA(Sigma-Aldrich,　 St,

Louis.　MOIと0.5　 mg/mlコ ラゲ ナ ー ゼ(和 光 純製 薬,

日本)に て37℃ の恒 温 器 内 で処 理 し細胞 を遊 離 さ せ た.

細 胞 浮 遊 液 を 培 養 皿 に移 し,細 胞 を 培 餐 した.培 地 は

Ham●s　 F且O　nutrient　 mixture〔GibcoBRL,　 Gaithers・

burg,　MD〕 に20%牛 胎 児 血 消,5ng〆ml　 bFGF,1%ペ

ニ シ リ ン/ス ト レプ トマ イ シ ン(Sisma-Aldrich)を 添

加 して 用 い た,Preplating操 作 に よ り7継 代 した細 胞

を 用 意 した.

　 免 疫 組 織 化 学 評 価:細 胞 移 植 か ら1週 。2週,4週 目

に ラ ッ トの両 腓 腹 筋(右=脱 神経,左:正 常)を 採 取 し

r.採 取 した腓 腹 筋 は湿 重 最 を計 測 した 後,4%パ ラt

ル ム ア ルデ ヒ ドで 固 定 しOCTコ ンパ ウ ン ドを用 い て包

埋 し,液 体 窒 素(一iso℃)で 凍 結 して 一80℃ で 保(Fし

た.凍 結 保 存 した腓 腹 筋 か ら ク ラ イ オ ス タ ッ トを 用 い て

長 軸 方 向 に8ｵmの 厚 さで 切 片 を 作 成 し窒 気 乾燥 した 後

に ア セ ト ン に5分 間 浸 清 し 切 片 を 固 定 し た .蛍 光 免 疫 染

色 に は 以 下 の 抗 体 を 用 い た.ウ サ ギAlexa　 Cluor488

化 抗GFP抗 体(lnvitrogen,　 Carlsbad,　 CA),マ ウ ス 抗

vimentin抗 体(Sigma・Aldrich),ウ サ ギ 抗desmin

抗 体 　(Sigma・Aldrich),マ ウ ス 抗skeletal　 myosin

{FAST)抗 体(Sigma・A】drich),マ ウ ス 抗 αsmooth

muscle　 actin抗 体(Sigma-Aldrich),ヤ ギ ビ オ チ ン化

抗 ウ サ ギlgG(VECTOR,　 Burlingame,　 CAI。 ウ マ ビ オ

チ ン 化 抗 マ ウ スIgG(VGCTOR).核 染 色 に はHoechst

33258solution〔DOJINDO,日 本 》を 用 い た.発 色 に は

Streptavidin　 texas　 red(Amrsham　 pharmacia　 bio-

tech.,　UK)を 用 い た.

　 検 体 をPBSで 希 釈 し た そ れ ぞ れ の 一 次 抗 体(マ ウ ス

抗vimentin抗 体,ウ サ ギ 抗desmin抗 体,マ ウ ス 抗

skeletal　 myosin(FASTI抗 体,マ ウ ス 抗asmooth

muscle　 actin抗 体)と1時 間 反 応 さ せ た,そ の 後PBS

で5分 間,3回 洗 浄 し た 後 に 二 次 抗 体 と(ウ サ ギ 抗

desmin抗 体 に は ビ オ チ ン化 航 ウ サ ギIgGを,マ ウ ス

抗vimentin抗 体,マ ウ ス 抗skeletal　 myosin(FAST)

抗 体,マ ウ ス 抗asmooth　 muscle　 actin抗 体 に は ビ オ

チ ン 化 抗 マ ウ スIgGを 用 い た)30間 分 反 応 させ,再 び

PBSで3回 洗 浄 し た.最 後 にStreptavidin　 texas　 red,

Hoechst,ウ サ ギAlexa　 Flour　 4881ヒ 抗GFP抗f4の 混

合 液 で30分 開 反 応 さ せ た.各 抗 体 は 添 付 文 書 に 記 載 さ

れ た 推 奨 濃 度 で 使 用 し た.標 本 は 蛍 光 顕 微 鏡

(OLYMPUS　 SYSTEM　 MICROSCOPE　 BX51)に て 鏡

検 し た.vimentin陽 性 細 胞 はfibroblastic　 cell,desmin

陽 悔 細 胞 はmyogenic　 cellと 判 断 し た.

結　　果

　 免疫 組織 化 学 評 価:細 胞 移 植 後,1週,2週 お よ び4

週 で,右 腓 腹 筋(脱 神経)と 左 腓 腹 筋(正 常)の 両 側 に

GFPま た は抗GFP抗 体 で 発 色 され る移kH･91胞 が 認 め ら

れ た.

　 移 値 後1週 で は,筋 線 維 の 周 囲 にGFP陽 性 の 単 核 細

胞 が 多数 観 察 され た(図1).こ れ らのGFP陽 性 細 胞 は

vimentin陰 性,　 desmin陽 性 を示 した.ま た,移 植 後

1週 の 時 点 で は,GFP陽 性 の 筋 線 維 は認 め られ な か っ

た.

　 細 胞 移植 後2週 で はGFP陽 性 の 筋 線 維 が観 察 され た.

これ らGFP陽atの 筋 線 維 はvimentin陰aE,　 desmin

陽 性.skeletal　 myosin陽 性,　 a　smooth　 muscle　 actin

陰挫 で あ った(図2,図3).移 植 細 胞 が筋 原 細 胞 で,筋

線 維 に融 合 し骨 格筋 と して分 化 した こ とが 示 唆 され た.
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右腓腹 筋湿 勇凧/左 腓腹 筋湿 重 蹴

327i-33

0ssｱo.or

2.13一10.12

し85±0.27

6.68ｱ0.54

0.27±0.02

346±26

0sｱo.i

2.29　 0.36

1.71ｱ0.2fi

6.50ｱ0.57

0.26ｱ0.03

434ｱ3]

ossｱo.io

2.9610.22

1.501'0.15

6.8010.15

0.22士0.02

group　 t,1week　 after　 cell　transplantation:group　 2.2waeks　 after　 cell　transplantation:group　 3
,a

weeks　 a`ter　ce既 〔ransplantatlon .　Data　 are　 means±SEM.　 n.　number　 of　rats

　 細 胞 移 値 か ら4週 後 で はGFP陽 性 の筋 線 維 が 多 数 認

め ら れ(図4),移 植2週 後 の 免 疫 染 色 結 果 と同 様 に

vimentin陰 性,　 desmin陽 性,　skeletal　myosin陽 性,

asmooth　 muscle　 actin陰 性 で あ っ た.移 植 細 胞 は 筋 線

維 に融 合 し,4週 後 に お い て も生 着 して い る こ とが 確 認

で き た.

　 筋 重 量 評 価=筋 芽 細 胞 移 櫨 後1週,2週,4週 の 各 時

点 で,ラ ッ トの 体 重 は増 加 して お り,こ れ に 比 例 して左

腓 腹 筋(正 常)の 湿 筋 重 量 も増 加 して い った.各 時点 で

の 左 腓 腹 筋 湿 重 景/ラ ッ ト体 亜 の 比 は.ほ ぼ 一 定 で あ っ

た.し か しな が ら右 腓 腹 筋iSE.1T(fit/ラッ ト体 重 の比 は,

時 間 経 過 と と も にわ ず か に 滅 少 して い った.右 腓 腹 筋 湿

S_i　 (脱 神 経)と 左 腓 腹 筋'rSF1Ttiit(正常)の 比 も移 植 後

1週 か ら4週 の 問 に減 少 して い った が,移 植 後2週 に お

い て はそ の 減 少 はわ ず か で あ った(表i).

考　 察

　脱神経された筋では,筋 衛星細胞が一過性に増加する

ものの,代 償的に働くことができないまま廃用性萎縮が

進行 し,や がて筋衛星細胞 は橘渇 してしまう4's'1。}.脱

神経後の筋衛星細胞の変化にっいては様々な報告がある,

脱神経により筋衛星細胞はアポ トーシスを起こしやす く

なるisi,という報告や,脱 神繰後の筋衛星細胞内では細

胞周 期 の抑 制 因子 であ るGADD45お よ びp21の

mRNAの 発現が大幅に増加するM1という報告がある一

方で.脱 神経後も筋衛星細胞自体の再生能,分 化能は維

持されており,周 囲の細胞環境により融合が阻害されて

いるだけであるとの報告もある&1。,,このように,脱 神

経後の筋肉内の筋衛星細胞にっいては不明な点が多 く,

培養筋芽細胞を移植 した場合,ど のようなことになるの

かといった報告は現時点ではない.

　われわれが渉猟 した限りでは,今 回の実験が廃用性萎

縮骨格筋に対する脱神経下での筋芽細胞移櫃の初めての

報告である.今 回,わ れわれは脱神経後の廃弔性萎縮骨

格筋に移櫃した培養筋芽細胞が,神 経再支配がなくとも,

移擢〔後4週 までは廃用健萎縮骨格筋内で生着 し,筋 線維

に融合 していることを確認した.

　 1(II管柄な しの遊離の筋移値片が筋芽細胞の供給源とな

りうると考えたChammasら は坐骨神経切断か ら3ヵ

月後に神経縫合を行い,こ の3週 間後に下腿三等筋に血

管柄なしの遊離筋弁移殖を行い,筋 力の大幅な改善を報

告しているv:.Lazergesら はウサギの脱神経廃用性萎

縮骨格筋に神経縫合を行い,神 経再支配後に筋芽細胞を

移栖することで筋力の改善を報告 している231.こ のよう

に.筋 芽細胞移値は脱神経による廃用性萎縮を抑制 し神

経再支配後の筋力を改善する可能性がある.今u,わ れ

われの実験では筋芽細胞移植のみで神経縫合を行 ってい

ないが,移 植後2週 までは脱神経 による筋重量の減少

はわずかであった.こ の結果から脱神経後の神径縫合前

の時期に筋芽細胞を移植することで廃用性萎縮の進行を

抑制 し,神 経縫合後の筋力回復結果を改善できる可能性

が示唆された.

総　　括

　lie用性萎縮骨格筋に対する筋芽細胞移植の報告は少な

く,移 摘 した筋芽細胞が神経再支配の起 きていない脱神

経.ドの筋肉に生着 しうるのかどうかは不明である.わ れ

われは.green　 fluorescent　protein[ransgenicラ ット

の下腿筋から筋芽細胞を採取,培 養 し,こ の培養筋芽細

胞を脱神経により廃用性萎縮をきたした腓腹筋に移櫨し,

移櫃 した筋芽細胞が神経再支配なしに生着 しうるか,さ

らに筋線維 に分化 しうるかを検討 した.脱 神経後に移植

した筋芽細胞 は,神 経再支配がなくとも移植後L週 で生

糟 しており移植後2週 には筋線維への融合が確認された.

移植後4週 においても筋線維に融含した移植細胞が確認

できた.筋 重量の計測では,脱 紳経後.筋 重蚤は減少 し

ていったが,移 植後2週 までは筋重轍の減少はわずかで

あった.こ れらの結果から脱神経後の神経縫合前の時期
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小lll:廃 用性 萎繍骨 格筋への筋 芽細胞移植

に筋芽細胞を移檀することで廃用性萎縮の進行を抑制 し,

神経縫合後の筋力回復結果を改善できる可能性が示唆 さ

れた.
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