
北海道大学・農学研究院・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１０１０１

基盤研究(A)（一般）

2018～2016

骨格筋発達の統合的理解を目指す異種細胞間コミュニケーション機構の全容解明

Cell-cell comunication in developing skeletal muscle

１０２３７７２９研究者番号：

西邑　隆徳（NISHIMUTA, TAKANORI）

研究期間：

１６Ｈ０２５８５

年 月 日現在  元   ６ １１

円    31,200,000

研究成果の概要（和文）：筋肥大と脂肪蓄積の制御機構を解明するため、骨格筋内の異種細胞間コミュニケーシ
ョン機構を追究した。1.筋細胞および脂肪細胞が分泌するエクソソームが異種細胞へ取り込まれ、エクソソーム
を取り込んだ細胞の遺伝子発現に影響を及ぼすことを実証した。2.脂肪細胞は筋細胞におけるIL-6の発現および
分泌を誘導することで、分化を抑制するとともに筋萎縮を促進していることを明らかにした。3. 筋再生時に
APOBEC2は、分化した衛星細胞が融合し筋管を形成するパスウェイを抑制しセルフリニューアルを促進すること
を明らかにした。4. TGF-b1は、筋再生や脂肪形成の初期段階で強力に抑制効果を発揮することが明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：In order to elucidate the regulatory mechanism of muscle hypertrophy and 
intramuscular fat accumulation, we investigated the cell-cell communication in skeletal muscle. 1. 
We found that exosomes secreted by muscle cells and adipocytes were taken up into heterologous cells
 and affected the gene expression of the cells that took up exosomes. 2. Adipocytes suppress the 
differentiation of muscle cells and promote muscle atrophy by inducing the expression and secretion 
of IL-6 in muscle cells. 3. We show that APOBEC2 suppresses the pathway in which differentiated 
satellite cells fuse to form myotubes and promote self-renewal during muscle regeneration. 4. TGF-b1
 has been shown to exert potent inhibitory effects at the early stages of muscle regeneration and 
lipogenesis.

研究分野： 農学

キーワード： 家畜骨格筋　細胞間コミニュケーション　筋細胞　脂肪細胞　筋幹細胞　運動神経　細胞外マトリック
ス

  ３版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
家畜骨格筋における筋肥大（赤肉生産）と筋肉内脂肪蓄積（霜降り肉生産）の制御機構について、骨格筋内の細
胞群（筋細胞、脂肪細胞、神経細胞およびマクロファージ）とコミュニケーションの場である細胞外マトリック
スに着目し、分泌性生理活性因子およびエクソソーム（細胞間でタンパク質およびmicroRNA を運搬する小胞）
を介した異種細胞間のローカルなコミュニケーションとその制御機構を解明する。これにより、肉用家畜生産に
おける肉量・肉質制御技術開発のための細胞分子基盤を確立する。



１．研究開始当初の背景 
食肉の主体である家畜・家禽の骨格筋は、筋組織、脂肪組織、結合組織、神経および血管など多様な組織で

構築されており、その量と分布、性状が最終産物である食肉の品質（赤肉量、霜降り、テクスチャーなど）に
直接影響する。骨格筋という同一時空間内でそれぞれの細胞は共存する異種細胞と協調あるいは競合しながら
各組織を構築していく。しかし、骨格筋内の細胞群の制御機構は未解明であり、食肉の量と質を制御する肉用
家畜生産技術開発のための研究基盤は確立されていない。 
これまでの骨格筋発達に関する研究では、筋細胞だけに着目したものが多く、筋細胞周辺に存在する他種細

胞を含む細胞群を包括的に捉えた研究はほとんど行われてこなかった。また、細胞種ごとに増殖・分化様相を
検討しても、また、特定の増殖因子だけに着目しても、骨格筋で起こる複雑な組織構築や形態形成の全容を解
明することは困難である。 
申請者らは、同一個体内の異なる部位の骨格筋において筋肉内脂肪蓄積および筋線維型の発現が一様になら

ないこと、筋・脂肪・神経の各細胞は隣接して存在すること、各細胞は増殖因子などの生理活性因子を分泌・
受容することから、骨格筋の質および量は全身性のサイトカインの影響よりも、むしろ、「骨格筋内の各種細
胞が分泌する生理活性因子を介したローカルな細胞間コミュニケーションにより骨格筋組織の発達は規定され
る」という新規仮説を立て研究を推進してきた。 

 
２．研究の目的 

家畜骨格筋における筋肥大（赤肉生産）と筋肉内脂肪蓄積（霜降り肉生産）の制御機構について、骨格筋内
の細胞群（筋細胞、脂肪細胞および神経細胞）とコミュニケーションの場である細胞外マトリックスに着目
し、分泌性生理活性因子およびエクソソーム（細胞間でタンパク質および microRNA を運搬する小胞）を介し
た異種細胞間のローカルなコミュニケーションとその制御機構を解明することで、肉用家畜生産における肉
量・肉質制御技術開発のための細胞分子基盤を確立することを目指した。 
本研究では、骨格筋内の各種細胞が分泌するエクソソームのプロファイリングを行い、エクソソームを介し

た細胞間コミュニケーションを実証する。また、「筋細胞−脂肪細胞」および「筋衛星細胞−運動神経末端」の
機能的連関を追究する。さらに、異種細胞間ニッチにおける細胞外マトリックス分子およびその制御因子の動
態を調べ、骨格筋異種細胞間コミュニケーションにおける細胞外マトリックスの役割を追究する。 

 
３．研究方法 
1.新規コミュニケーションツールとしてエクソソームの解析 
マウス脂肪細胞（3T3-L1）およびマウス骨格筋細胞を用いて常法により培養し、脂肪分化あるいは筋分化を

誘導した。各細胞が分泌したエクソソームを調製するために、分化・成熟の各段階において細胞培養液を回収
し、エクソソーム画分を超遠心法にて調製した。なお細胞培養にはエクソソームフリーの血清を使用し、血清
由来のコンタミネーションを最小限にした。調製したエクソソーム画分にエクソソームが含まれていることを
確認するために、エクソソーム内に含まれる Let-7a 等の microRNA(miRNA)の発現を PCR にて確認した。エク
ソソーム画分から RNA を調製し、マイクロアレイによる miRNA の網羅的な発現解析に供した。調製したエクソ
ソーム画分を異種細胞への導入するために、色素である PKH26 でエクソソーム画分を標識した。エクソソーム
画分を導入した細胞から total RNA を調製し、mRNA の網羅的な発現解析を行った。 
 
2. 筋-脂肪細胞のコミュニケーション機構の解明 
3T3-L1 前駆脂肪細胞を分化誘導した脂肪細胞を C2C12 筋細胞とセルカルチャーインサートを用いて共培養

し、筋細胞の分化指標である筋管形成率および筋管直径を単独培養した C2C12 筋細胞と比較検討した。また、
筋分化転写因子である MyoD および Myogenin、骨格筋形成抑制因子である Myostatin、ならびに筋萎縮・分解
に関連する Ubiquitin E3 ligases である Atrogin-1 と MuRF-1 の発現量を共培養区と単独培養区（対照区）で
比較検討した。また、脂肪細胞の筋細胞に対する分化抑制作用には脂肪細胞が分泌する液性因子が関与してい
ることが予想されたので、共培養下での脂肪細胞と筋細胞における炎症性サイトカイン（TNF-α および IL–
6）の発現および分泌パターンを調べた。さらに、脂肪細胞との共培養下で形成された筋管の筋線維型組成、
遅筋型筋管形成誘導因子である Sema3A の発現レベル、およびミオシンのアイソフォームを単独培養区と比較
検討した。 
 
3. 筋再生における筋幹細胞（衛星細胞）と運動神経との細胞間コミュニケーション 
筋再生過程での筋幹細胞（衛星細胞）と運動神経との細胞間コミュニケーションを明らかにすべく、先ず、

分化初期特異的に衛星細胞が合成・分泌する神経軸索ガイダンス因子 Sema3A が筋細胞特異的転写因子
（myogenin, Pax7, Myf5, MyoD）の発現制御に関与しているかを RT-qPCR により調べた。また、Sema3A-siRNA
によるノックダウン細胞培養系を用いて、運動神経末端の筋線維接着（運動神経支配の確立）に必須なニコチ
ン性アセチルコリン受容体 (nAChR)の発現および細胞膜での機能的凝集（クラスタリング）に及ぼす影響を
RT-qPCR とαBTX 蛍光染色法により精査した。更には、坐骨神経切除により筋線維の運動神経支配を解除する
と衛星細胞で APOBEC2 (apoB mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like family)が高発現することを見出した
ので、これが衛星細胞の動態制御にどのように関わっているかを追究した。最終年度では、衛星細胞特異的
Sema3A コンディショナルノックアウトマウス(Sema3A-cKO マウス)を用いた筋損傷実験を行い、運動終盤（運
動神経末端の筋線維への機能的接着によって形成される最終シナプス）の構築に表現型が現れるかどうかを組
織染色学的手法により観察した。 

 
4. .筋再生における組織形態形成 

代表的な化学的筋損傷誘導剤であるカルディオキオトキシン（CTX）と、グリセロールをマウスあるいはラ
ットの筋組織中に注入し、損傷後の組織の変化を光学顕微鏡レベルで観察し、それらを比較した。注入 4日目



ですでに、両処置群間で筋組織に形態学的な違いが現れることが明らかになったので、誘導剤注入直後の筋組
織の微細構造の変化を電子顕微鏡で観察した。多くの生体組織では、損傷後に組織の線維化が誘導されるが、
筋組織での報告はほとんどなかった。そこで、線維化誘導因子である TGF-b1 に着目し、外因性 TGF-b1 がグリ
セロールによる筋損傷誘導後の筋再生や脂肪形成に及ぼす影響を検討した。 
 

5. 脂肪細胞による筋肉内結合組織のリモデリング 
骨格筋内で脂肪組織は筋線維束間および筋線維間に形成されることから、脂肪細胞は筋内膜や筋周膜といっ

た筋肉内結合組織（IMCT）を足場に増殖・分化し、自らに適した細胞外環境にするために IMCT をリモデリン
グするのではないかと予想された。 そこで、生体骨格筋の高次構造を維持した IMCT 基質上で脂肪細胞を長期
間（40日間）培養し、脂肪細胞が IMCT 構造に及ぼす影響を走査電子顕微鏡等で観察した。 

 
４．研究成果 

１．新規コミュニケーションツールとしてエクソソームの解析 

(1)脂肪細胞が分化・成長過程に分泌するエクソソームの解析 
 培養脂肪細胞が分泌するエクソソーム画分に含まれる miRNA の発現変動を解析した。脂肪細胞が分泌するエ
クソソーム画分の量は、分化 0日目、4日目および 16日目にピークがあり、脂肪分化・成熟過程にかけてエク
ソソーム画分の分泌量が変化することが判明した。調製したエクソソーム画分から RNA を抽出し miRNA のマイ
クロアレイによる網羅的な発現解析を行った。なお、エクソソーム画分の分泌量が多かった分化 0日目、4日
目、12日目および 16日目のサンプルを用いて比較解析を行った。その結果、検出できた miRNA 数はそれぞれ
329、426、406、および 380 であった。主成分分析の結果、12 日目と 16 日目は同一のグループに分けられ、計
3つのグループに分離できた。脂肪細胞の分化直後（0日目）、脂肪細胞内に脂肪滴が蓄積し始める時期（4日
目）、および成熟した脂肪滴が観察できる時期（12、16 日目）では、エクソソームに含まれる miRNA のプロフ
ァイリングが異なった。 

(2)骨格筋細胞が分化・成長過程に分泌するエクソソームの解析 
骨格筋細胞でも脂肪細胞と同様に、培養骨格筋細胞が分泌するエクソソーム画分に含まれる miRNA の発現変

動を解析した。脂肪細胞とは異なり骨格筋細胞では、分化に伴いエクソソーム画分の分泌量は増加することが
明らかになった。調製したエクソソーム画分から RNA を抽出し miRNA のマイクロアレイによる網羅的な発現解
析を行った結果、検出できた miRNA 数は分化 0日目、2日目、および 4日目において、それぞれ 131、330、お
よび 361 であった。主成分分析の結果、miRNA のプロファイリングが各サンプル間で異なることが判明した。 

(3)脂肪細胞-骨格筋細胞間におけるエクソソームを介したコミュニケーション 
エクソソームを介した脂肪細胞-骨格筋細胞のコミュニケーション機構を明らかにするために、脂肪細胞由

来のエクソソーム画分を蛍光標識し、培養骨格筋細胞へ導入した。培養脂肪細胞由来のエクソソームを取り込
んだ骨格筋細胞の遺伝子発現の網羅的な解析をすることで、取り込まれたエクソソームによる骨格筋細胞へお
よぼす影響を検討した。対照群と比較して 1.5 倍以上の発現上昇があった約 300 の遺伝子を Gene Ontology 解
析した。その結果、エクソソームを導入した骨格筋細胞において転写調節因子を活性化に関連する遺伝子群の
発現が上昇する傾向にあった。一方 1.5 倍以下の減少があった遺伝子は約 20個であった。 
骨格筋細胞由来のエクソソーム画分を導入した脂肪細胞についても同様に遺伝子解析を行った。その結果、

対照群と比較して 1.5 倍以上の発現上昇があった約 300 の遺伝子を Gene Ontology 解析した。エクソソームを
導入した脂肪細胞において、細胞接着に関する遺伝子群の発現上昇が検出された。一方 1.5 倍以下の減少があ
った遺伝子は約 30 個であった。骨格筋細胞由来のエクソソームを脂肪細胞へ添加すると、遺伝子発現が上昇
する傾向にあった。 

上記の結果より脂肪細胞-骨格筋細胞間において、分泌されたエクソソームが異種細胞へ取り込まれ、エク
ソソームを取り込んだ細胞の遺伝子発現に影響をおよぼすことが実証できた。 
 
2. 筋-脂肪細胞のコミュニケーション機構の解明 
(1) 3T3-L1 前駆脂肪細胞を分化誘導した脂肪細胞を C2C12 筋細胞と共培養した結果、筋管形成率および筋管直
径は単独培養した C2C12 筋細胞に比べて小さく、脂肪細胞との共培養によって筋細胞の分化は抑制された。脂
肪細胞と共培養した筋細胞では、筋分化転写因子である MyoD および Myogenin の発現量低下、ならびに筋収縮
タンパク質であるミオシン重鎖の発現量低下がみられた。また、骨格筋形成抑制因子である Myostatin の発現
亢進、ならびに筋萎縮・分解に関連する Ubiquitin E3 ligases である Atrogin-1 と MuRF-1 の発現誘導が認め
られた。以上の結果は、脂肪細胞は筋細胞の分化を抑制するとともに、筋萎縮を促進していることが示唆され
た。 
(2) 脂肪細胞の筋細胞に対する分化抑制作用には、脂肪細胞が分泌する液性因子を介していることが予想され
たので、共培養下での脂肪細胞および筋細胞における炎症性サイトカインの発現及び分泌パターンを調べた。
共培養期間中、脂肪細胞における TNF-αおよび IL–6 の発現量は mRNA およびタンパク質レベルで大きな変化
はみられなかった。一方、脂肪細胞と共培養した筋細胞における IL–6 の発現量は単独培養した筋細胞に比べ
てタンパク質レベルで有意（p<0.05）に高く、また、培養液中の IL–6 量も有意（p<0.05）に高かった。以上
の結果から、脂肪細胞は自ら IL–6 を産生するとともに、共存する筋細胞における IL-6 の発現亢進および分泌
促進をしていることが明らかになった。そこで、この作用機序を明らかにするために、IL-6 に対する中和抗体
を添加した培養液を用いて脂肪細胞と筋細胞の共培養を行った結果、筋管形成率および筋管直径は対照区に比
べて有意（p<0.05）に大きかった。以上の結果は、脂肪細胞は筋細胞からの IL-6 の発現および分泌を誘導
し、IL-6 は自己分泌的に筋分化の抑制に働いていることが示唆された。 



(3)脂肪細胞との共培養によって筋管が細くなる現象が見られたことから、 この形態的変化に筋管の筋線維型
の変換、すなわち遅筋型の筋管は細く、速筋型は太いことから筋管の遅筋化が起こったのではないかと予想さ
れた。そこで、形成された筋管の筋線維型組成の変化と遅筋型筋管の形成誘導因子である Sema3A の発現レベ
ルを調べた。脂肪細胞との共培養によって Sema3A のタンパク質発現量は増加したが、予想に反して、遅筋型
ミオシン重鎖の発現量は変化せず、むしろ速筋型のミオシン重鎖の発現量が増加する傾向にあった。脂肪細胞
との共培養によって筋管が細くなるのは筋線維型の変化（遅筋化）を伴わないと考えられた。 
 
3. 筋再生における筋幹細胞（衛星細胞）と運動神経との細胞間コミュニケーション 

(1) 筋衛星細胞が分化初期特異的に合成・分泌する神経軸索ガイダンス因子 Sema3A の生理機能を検討した結
果、筋細胞特異的転写因子（myogenin, Pax7, Myf5, MyoD）の発現制御に関与していることを見出した。ま
た、筋線維の運動神経支配を解除すると衛星細胞が APOBEC2 を高発現することを見出し、これが衛星細胞の分
化・融合を抑制的に制御していることを明らかにした。APOBEC2 をノックアウトすると、分化した衛星細胞が
再び休止化し筋幹細胞プールを維持するセルフリニューアル機能も有意に低下した。従って、APOBEC2 は分化
した衛星細胞が融合し筋管（幼若な新生筋線維）を形成するパスウェイを抑制しセルフリニューアルを促進す
ることで、筋再生を巧みに制御していると考えられた。 

(2) Sema3A は、運動神経末端の筋線維接着（運動神経支配の確立）に必須な要素であるニコチン性アセチルコ
リン受容体 (nAChR)の発現および細胞膜での機能的凝集（クラスタリング）を誘導する鍵因子であることを in 
vitro で実証した。具体的には、nAChR のεサブユニット（成熟型サブユニット）の発現を誘導し成熟型 nAChR
の生合成を制御すること、および nAChR のクラスタリングを誘導することを新規定量法を開発し証明した。従
って、筋幹細胞分泌因子 Sema3A によって運動神経末端の筋線維接着が制御されていると考えられた。 

(3) 衛星細胞が分化初期特異的に合成・分泌する神経軸索ガイダンス因子 Sema3A が運動神経末端の筋線維接
着（運動神経支配の確立）に関わっていることを直接に証明するため、衛星細胞特異的 Sema3A-cKO マウスを
用いた筋損傷実験を行った。後肢下腿部のヒフク筋（代表的な速筋）にカルディオトキシン（CTX）を注入し
筋損傷を誘導した後、筋再生完了時に、ポストシナプス領域（最終シナプスの筋線維側部位であり運動神経末
端が結合する部分）および神経軸索を観察した結果、コントロースマウスと比較して、明瞭な表現型の違いは
認められなかったが、単位面積あたりのポストシナプス数は若干減少する傾向は認められた。nAChR のεサブ
ユニットの発現にも有意差は認められなかったので、CTX による筋損傷ではシナプス形成を誘導することがで
きなかったものと推察された。 
 
4.筋再生における組織形態形成 

(1) 筋細胞に薬剤（CTX およびグリセロール）で筋損傷を誘導し、その再生過程を、系時的に形態的手法で明
らかにした。注入後早期では、CTX を注入した後、早期では筋線維中のミトコンドリアの増加と膨化が観察さ
れた。一方、グリセロールを注入すると筋線維中に顆粒が増加し、また筋線維の基底膜や細胞膜が局所的に破
綻していた。また、CTX 注入ではグリセロール注入よりもより早期に、そしてより多数の炎症性細胞（好中球
やマクロファージ）を損傷部に遊走させていた。活性化した筋衛星細胞は CTX とグリセロールのいずれの処置
でも 6時間後から観察され始めたが、同細胞の活性度を表す指標の細胞長や核/細胞質比は CTX 注入 4日目で
有意な差を示したことから、グリセロールを注入した場合より筋再生への移行がスムーズに行われていること
が示唆された。また、4日目には CTX 注入では線維芽細胞が、グリセロール注入では脂肪細胞前駆細胞が多数
観察された。このように薬剤によって形態的な違いが筋組織に現れたことは、筋線維の損傷が異なる機構で誘
導されたことを意味する。すなわち、CTX とグリセロールではダメージを与える組織内の構造対象が異なり、
前者は筋線維のミトコンドリアであり、後者は基底膜や細胞膜が破綻することで引き起こされる細胞内浸透圧
の変化であると考えられた。 

(2) マウス前脛骨筋（TA）をグリセロールで損傷させ、外因性の TGF-b1 が筋再生及び脂肪形成に及ぼす影響
を検討した結果、TGF-b1 は、筋再生や脂肪形成の初期段階で強力に抑制効果を発揮することが明らかとなっ
た。同様の実験をラットでも行ったところ、グリセロール注入後 4日目のラットの TA には、広範囲に炎症性
細胞の浸潤を伴う筋線維の変性が観察された。7日目には、マウスのそれと異なる脂肪細胞の浸潤を伴わない
再生筋管が出現し、14 日目には筋組織の線維化が生じた。ラットの筋では、グリセロールが筋組織に早期の線
維化を誘発し、それは損傷後２週間まで持続することが明らかとなった。また、マウスで観察された脂肪組織
の形成は見られなかった。線維化に関連する因子である TGF-b1 に着目し、TGF-b1 の中和抗体（抗 TGF-b1 抗
体）をグリセロール投与と同時に TAに注入すると、筋組織の線維化は有意に減少し、同時に筋再生が促進し
た。すなわち、ラットにおいて TGF-b1 は、筋組織の線維化を促進し、筋再生を抑制することが示唆された。 
 
5. 脂肪細胞による筋肉内結合組織のリモデリング 

骨格筋内で脂肪組織は筋線維束間および筋線維間に形成されることから、脂肪細胞は筋内膜や筋周膜といっ
た筋肉内結合組織（IMCT）を足場に増殖・分化し、自らに適した細胞外環境にするために IMCT をリモデリン
グするのではないかと予想された。 そこで、生体骨格筋における高次構造を維持した IMCT 基質上で脂肪細胞
を長期間（35日間）培養し、脂肪細胞が IMCT 構造に及ぼす影響を検討した。脂肪細胞は IMCT 基質によく接着
し増殖・分化すること、IMCT 基質を構築するコラーゲン線維上を遊走し線維束間に浸潤すること、また、この
ような脂肪細胞の活動に伴って IMCT 基質を構築していたコラーゲン線維の高次構造が崩壊していくことが明
らかになった。  
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