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【考察】

筋質重量や組織染色の結果ではWTマウスでは術後14日目で筋組織はほぼ回復するが、

p21KOマウスでは回復が認められなかった。これらの結果より p21KOマウスでは筋組

織の回復が遅延することが確認できた。

一方、細胞周期の観点からはの'clinDlの発現増加はWTマウスより p21KOマウスで

認められた。さらに、細胞増殖マーカーである阻・67やPCNAの発現増加も p21KOマ

ウスで認められたことより、 p21KOマウスでは細胞増殖が充進していることが確認でき

た。 F4/80の発現増加も p21KOマウスで認められ、 p21KOマウスにおける筋損傷後の

免疫炎症反応の充進が示唆された。筋合成過程において、 myoblastの増殖によって細胞

周期から脱却することがその後の筋分化に必要であり、 p21はMyoDなどを通じてその

重要な役割を担うとされている。MyoDやMyogeninの発現遅延がp21KOマウスで認め

られたことより、p21欠損が筋分化・筋再生に重大な影響を与えていることが証明された。

Satellite cellは基底膜に存在しており、筋再生を促進するとされている。我々の膜蛋

自の車断裁染色やPax7の発現結果より、基底膜レベルにおいても p21KOマウスでの筋再

生の遅延が確認された。以上の事から、筋損傷に伴い細胞増殖は充進するが、 p21KOマ

ウスでは筋合成関連遺伝子の低発現に伴って、筋再生が遅延することが証明された。

このように筋再生が遅延するp21KOマウスにおいても、術後28日目にはほぼ筋再生が

認められた。従ってp21欠損は筋損傷後の各再生段階に影響を与えていたが、筋再生には

代償機構が存在している可能性が示唆される。一方、 p21欠損自体にも他の細胞周期調節

因子に代償される可能性が報告されている。従って、より複雑なメカニズムよって筋再

生が制御されていることが示唆された。

【結語I

p21欠損は細胞増殖を充進させるが筋分化を遅延させることにより、p21は筋再生に重

要な役割を担う。 F



[目的]

頻度の高い外傷の一つである筋損傷は主に保存的治療を行うが、主に下腿筋に発生し

易い為にスポーツ復帰や日常生活支障を来しやすい。従って筋損傷を早く確実に治すこ

とが求められる。筋再生は損傷組織の壊死と炎症反応の惹起により始まるが、その過程

尽高度に制御調節されている。例えばMyoDはmesodermalsomitic cellをmyoblastに

誘導し、 myogeninはmyoblastから myocyteへの分化を誘導する。その後My'口巴円e同

士が鳳合し myofiberとなる。筋発生の後半においては、 Pax7を主要なマーカーとする

satellite cellがmyofiberの成長へ関与している。一方、 DNAレベルでは、外界からのス

トレスで損傷が起きると、細胞分裂周期を停止させることにより異常なDNA増殖を抑制

する分子、即ちcyclin-dependentkinase inhibitorの一種としてp21が知られている。

p21は特に細胞周期の G1において必要とされ、このように細胞周期調節を担う一方、近

年は組織損傷後の役割に関する報告も散見される。筋組織関連においてはinvitroの報告

は多いがinvivoでの報告は少なく、筋合成に関するp21の関与はいまだ不明な点が多い。

従って我々は筋損傷の回復過程における p21の役割をp21ノックアウト<KO)マウスで検

討した。

【方法】

三立三飽宣

p21KOマウス(B6.129S6(Cg)-Cdkn1atm1Led87fJ)はJackson Labora旬ryから購入し

た。ワイルドタイプ (WT)""'7ウスにはC57BLf6Jを使用した。各々を交毘させヘテロマ

ウスを作成、さらにそのヘテロマウスを交配させ、 littermateとしての p21KOマウス

とWTマウスを手に入れた。尚、 7 ウスのgeno勿pingにはマウスの尾を用いた。

筋損傷モデル作成とサンプル回収

週齢 10週のp21KOマウス(n=9)とWTマウス弘=9)の右下腿筋に0.5%塩酸ブピパカイ

ンを O.lmL注射し、筋損傷モデルを作成した。処置なしのマウスをコントローfレとし、

処置したマウスは術後 313， 14 13， 28日での計4time pointで安楽死させ、 sampleを

回収した。各マウスの体重と sampleの筋質量の測定を行った後、 sampleから蛋白及び

RNAを抽出し、 cDNAを合成した。さらにパラフイン組織標本も作製した。

盤宣皇旦

各筋は、 HE染色の他、膜蛋白関連遺伝子 (Laminin，Dystrophin)を蛍光免疫染色で、

細胞増殖能(Ki67，PCNA)を免疫染色で評価した。さらに炎症の指標として、マクロフ

ァージの代表的なマーカーであるF4f80の免疫染色も評価した。 ReaHimePCR法では

2群闘の細胞廃期や筋合成に関する遺伝子発現を比較した。細胞周期の指標として

CyclinD1を、筋合成の指標として MyoD、myogenin、Pax7の発現を検討項目とした。

また抽出した蛋白はwesternblot法で2群間の筋合成に関する遺伝子(MyoD，myogenin， 

Pax7)の発現を比較した。

[結果】

監重重量

各timepointでの2群間の平均筋質重量をTable1に示す。筋質重量体重比はコント

ロール、術後3目、 28日では2群聞に有意差はなかったが、術後 14日ではp21KOマウ

スのほうが有意に減少していた。

HE皇室生

p21KOマウスは筋組織の再生がWTマウスと比較して遅延していた (Fig.1)。炎症反

応は共に術後 3日で強く認められた (Fig.1A) 0 WTマウスでは術後 14日で筋組織はほ

ぼ再生していたが、 p~1 ""'7ウスでは遅延していた (Fig.1B)。

膜蛋白関淳潰伝子の発現

Lamininと Dystrophinの蛍光免疫染色ではp21KOマウスの筋組織の再生がWTマ

ウスと比較して遅延していた (Fig.2)。術後3日では共に膜構造は再生していなかった

(Fig.2B)が、 WTマウスでは術後 14日でほぼ再生した (Fig.2C)op21マウスは術後

28日でほぼ再生した (Fig.2D) 0 Lamininと Dystrophinの棺対的な発現の定量産吉果で

は、共に術後3日で最低となり、WTマウスでは術後 14日で発現が増加した(Figs.2E and 

2F)。

凸rclinDlの発現

の低五uDlの発現は術後3日で共に増加した。 p21マウスはどの厄mepointでも WT

マウスより発現が増加していた (Fig.3)。

亙主7(1)韮皇

Ki-67の発現は2群捕でコントロール、術後 3日の両方で有意に違いが見られた (Figs.

4A姐d4B) 0 Ki-67陽性細胞数でも術後 3日で共に有意に増加していた。

PCNAと F4f80の発現

PCNAの発現は2群間共に術後3日の方がコントロールよりも有意に増加していた。

さらにp21KOマウスの方がWTよりも有意に増加していた (Figs.5A and 5B)。同一

切片においてのF4f80の発現も術後3日のp21KOマウスで最も増加していた (Figs.5C

and 5P)。

筋合成関連遺伝子の発現

WTマウスでは』。旬。と myo伊混血の発現ピークは術後3日目に認められたが、p21KO

マウスでは術後 14日目に認められた (Figs.6A and 6B)。ピークレベルも p21KOマウ

スの方が低値であった。 Pax7の発現ピークは、 WTマウスでは術後3日目に認められた

が、 p21KOマウスでは発現レベル自体が低値であった (Fig.6C)。

Western blot法による筋合成関連蛋白の検討

WTマウスではMyoD，myogenin， P阻 7のいずれも術後3日目で蛋自発現が増加して

いたが、 p21KOマウスでは増加が見られなかった (Fig.7)。
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頻度の高い外傷の一つである筋損傷は、下腿筋に発生し易い為に日常生活支障を来しや

すい。筋損傷後の筋再生は損傷組織の壊死と炎症反応の惹起により始まるが、その過程は

高度に制御調節されている。一方、 DNAレベルにおいて、外界からのストレスで損傷が起

きると、細胞分裂周期を調節し異常な DNA増殖を抑制する分子のーっとして p21が知ら

れており、近年は組織損傷後の役割に関する報告も散見されている。しかし筋合成に関す

るp21の関与は未だ不明な点が多く、研究者らは筋損傷の回復過程における p21の役割を

ノックアウト(KO)マウスで検討した。

筋損傷モデル作成とサンプル回収

週齢 10週のp21KOマウス(n=9)とWTマウス(n=9)の下腿筋に、0.5%塩酸ブピパカインを

O.lmL注射し筋損傷モデルを作成した。処置なしマウスをコントロールとし、処置したマ

ウスは術後3日、 14日、 28日で安楽死させ sampleを回収した。各マウスの体重と sample

の筋質量の測定を行った後、 sampleから蛋白及び町呼Aを抽出した。パラフィン組織標本

も作製した。

検討項目

各筋はHE染色の他、膜蛋白関連遺伝子 (Lami凶n，Dys仕ophin)を蛍光免疫染色で、細胞

増殖能(Ki67、PCNA)、炎症の指標 (F4/80)を免疫染色で評価した。 Real-timePCR法で

は2群聞の細胞周期 (CyclinDl)や筋合成関連遺伝子 (MyoD、myogenin、Pax7)の発現を

比較した。抽出した蛋白でも westernblotting法でMyoD、myogenin、Pax7を比較した。

筋質重量

筋質重量体重比は術後 14日ではp21KOマウスのほうが有意に減少していた。他の日数

では2群聞の有意差はなかった。

HE染色および膜蛋白関連遺伝子の蛍光免疫染色

WTマウスでは術後 14臼で筋組織はほぼ再生していたが、 p21マウスでは筋組織の再生

が遅延していた。

CycIinDlの発現ー

CyclinDlの発現は共に術後3日で共に猶加した。 p21マウスはどの日数でも WTマウス

より発現が増加していた。

Ki・67の発現、 PCNAと F4/80の発現

Ki-67、PCNA、F4/80の発現及び各々の陽性細胞数は2群問共に術後3日の方がコントロ

ールよりも有意に増加していた。さらにp21KOマウスの方がWTマウスよりも有意に増加

していた。

筋合成関連遺伝子の発現

p21KOマウスではWTマウス比べて MyoDとmyogeninの発現ピークは遅延しており、

ピークレベルも p21KOマウスの方が低値であった。 Pax7の発現もp21KOマウスではその

レベル自体が低値であった。



Westem blotting法による筋合成関連蛋白の検討

WTマウスではMyoD，myogenin， Pax7のいずれも術後3日目で蛋自発現が増加していた

が、 p21KOマウスでは増加が見られなかった。

筋質重量や組織染色の結果より p21KOマウスでは筋組織の回復が遅延することが確

認できた。細胞周期の観点からはCyclinD1やKi・67、PCNAの発現増加がp21KOマウスで

認められたことより、 p21KOマウスでは細胞増殖が克進していることが確認できた。 F4/80

の発現増加も p21KOマウスで認められ、p21KOマウスにおける筋損傷後の免疫炎症反応の

充進が示唆された。筋合成過程において、 myoblastの増殖によって細胞周期から脱却する

ことがその後の筋分化に必要であるが、本研究ではMyoDやP砿 7などの筋合成関連遺伝子

の発現遅延がp21KOマウスで認められた。以上の事から、 p21欠損は細胞増殖を充進させ

るが筋分化を遅延させることにより、p21は筋再生に重要な役割を担うことが証明された。

本研究は p21がマウスの筋損傷モデルにおいて、筋再生・筋分化に重大な影響を与えて

いる乙とを研究したものである。筋組織関連の研究は従来、 invivoでの報告は少なく、本

研究はp21KOマウスを用いてこれらの関連因子を詳細に報告したものである。 p21と筋損

傷後の再生過程の関連を明らかにする乙とは、細胞周期と筋再生・分化の更なる綿密な関

連を明らかにし、新たな治療アプローチへの手がかりのーっと成り得る重要な知見を得た

ものとして価値ある業績であると認める。よって本研究者は、博士(医学)の学位を得る資

格があるものと認める。


