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研究成果の概要（和文）：骨格筋（食肉）の筋線維タイプ制御機構の解明は、食肉生産や医療・スポーツ科学分野への
貢献が期待される。本研究では筋線維タイプの詳細な解析を目的として、ラット単離筋線維の長期培養系の確立および
特性を調べた。まずラットより単離した筋線維の生存率を7日間90%以上維持できる培養方法の確立に成功した。単離筋
線維の培養に伴い、速筋タイプのミオシン重鎖が著しく低下しており、この変化は恐らく筋萎縮様の状態を反映してい
ると推測した。次に筋萎縮マーカー分子atrogin-1のタンパク質レベルを調べた結果、経時的に増加していたことから
、本培養系は筋萎縮モデルとして適用できる可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：To attain high quality meat production, elucidation of the regulation system of 
skeletal muscle fiber type is required. That mechanism will also contribute in medical and sports 
science. For detailed analysis of muscle fiber type, in the present study, we challenged to establish 
long term culture system of isolated rat muscle fibers (single fibers) and examined its characteristics. 
First, we succeeded in establishment of a culture protocol that can maintain more than 90% survival rate 
of muscle fibers isolated from rat up to 7 days. In the cultured isolated muscle fibers, fast type of 
myosin heavy chain isoform was significantly reduced over the culture period. We assumed this alteration 
can be similar to the state of muscle atrophy. Therefore, we measured protein level of atrogin-1, which 
is the muscle atrophy marker. The level of atrogin-1 was increased over time, suggesting the possibility 
that the present culture system can be applied as muscle atrophy in vitro model.

研究分野：農学
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１．研究開始当初の背景 
 
世界的な異常気象や世界経済の拡大、成長
に起因する世界規模の飼料価格の高騰、また
世界経済のグローバル化は、日本の畜産（食
肉生産）農家の経営を圧迫している。このた
め効率的かつ付加価値の高い食肉の生産技
術が求められている。その方策のひとつとし
て考えられるのは、優れた肉質を有する食肉
生産技術を開発することである。これを実現
するために、我々は骨格筋の質を左右する基
本的な特性である筋線維タイプに着目をし
た。 
骨格筋は筋線維と呼ばれる多核細胞が、束
になった組織である。ほ乳類の筋線維は、収
縮特性および代謝特性の違いから、遅筋タイ
プ（1型、赤筋）と、速筋タイプ（2B型、白
筋）および 2種類の中間タイプ（2A, 2X型）
に分類することができ、主としてミオシン重
鎖（MyHC）アイソフォーム（MyHC1, 2A, 2X, 
2B）で規定される。筋線維タイプ組成は、体
内に分布する骨格筋組織によって異なり、ま
た同じ筋組織でも動物個体間で異なる。 
古くから持久運動トレーニングによって、
遅筋タイプ筋線維の比率が増加することが
多くの研究により示されてきたが、その詳細
な作用機構は、依然として明らかでない。近
年、持久運動により活性化される転写関連因
子（PGC1α, PGC1β, PPARδなど）に筋線維
タイプを調節する役割が発見され注目を集
めている。また我々は、一部の食品成分によ
って筋線維タイプ組成が変化しうることも
明らかにしている。本研究は、筋線維タイプ
組成変化の詳細を、特に培養筋線維（細胞）
のレベルで解明を目指す先駆的な試みと言
える。 
筋線維タイプ組成は、上述のように後天的
に変化するが、筋線維のどの部位で、どの程
度の速さで変化が生じるか、現在までほとん
ど分かっていない。筋線維タイプ調節機構の
解析には、遺伝子操作が容易かつ、神経系内
分泌系の影響を排除できる培養細胞系が必
須である。 
これまでに筋線維の in vitro培養細胞系と
しては筋芽細胞株である C2C12や L6、ある
いは動物より単離した衛星細胞を分化誘導
して形成させた筋管が用いられてきた。しか
し C2C12 を分化させて形成した培養筋管で
は、成熟骨格筋で発現するMyHC1,2A,2X,2B
ではなく、分化期にのみ発現が認められる
embryonic MyHCやneonatal MyHCが主要
なミオシン重鎖アイソフォームとして発現
している(LaFramboise et al. 2003)。すなわ
ち筋管は成熟した筋線維まで分化していな
い状態と考えられる。骨格筋の機能を解明す
るには成熟した筋線維を in vitroで解析でき
る手法の確立が求められている。 
 
２．研究の目的 
 

そこで本研究では、まず初めにラットの単離
筋線維の長期（1 週間以上）培養法の確立を
試みた。次に生体で観察される運動トレーニ
ングや不活動による筋線維タイプの変化を、
単離筋線維培養系で in vitroで再現されるか
を検証した。単離した筋線維培養系は、不活
動の特性を強く示したため、筋萎縮のモデル
として妥当かどうか、筋萎縮マーカーの変動
から評価を行った。 
 
３．研究の方法 
 
実験 1 ラット単離筋線維培養系 
既に報告されているマウスの単離筋線維
培養プロトコル（Wozniak and Anderson 2005, 
Ravenscroft et al. 2007）を参考にラット単離筋
線維培養法の確立を試みた。ただしマウスの
プロトコルも長期培養を前提とした手法で
はないため、単離した筋線維が長期培養可能
であるかどうかは実施するまで不明であっ
た。Fischer344系統（5週齢）雄性ラットの短
趾屈筋から筋線維を単離・培養し、7 日目ま
で生存率を調べた。 
 
実験 2 単離筋線維培養系における種々の条
件の工夫 

F344 ラットの短趾屈筋より単離した筋線
維から培養 0, 1, 3, 7日後に total RNAを回収、
逆転写後、real time RT-PCRに供して、MyHC
アイソフォームの mRNA発現を測定した。ま
た内部標準遺伝子として HPRTを用いた。ま
た単離筋線維の培養中に以下に述べる条件
を付加し、MyHC mRNA発現を調べた。①物
理刺激（シェーカーによる振とう）②アセチ
ルコリン添加③伸展刺激④組織のまま培養
（伸展刺激 or 無刺激）⑤電気刺激⑥動物種
を変更（マウス） 
 
実験 3 単離筋線維培養系における筋萎縮マ
ーカー分子発現 
単離した筋線維を培養 0, 1, 3, 5日後にタン
パク質を回収し、筋萎縮に関わるタンパク質
発現の変化を抗MyHC-fast, atrogin-1, FOXO1
抗体を用いたWestern blottingにより検討した。 
 
４．研究成果 
 
実験 1 
コラゲナーゼを中心にプロトコルの最適
化を行った。その結果ラットの短趾屈筋を用
いて筋線維を単離・培養すれば、培養 7日目
でも筋線維の生存率を 90 %以上に維持する
ことができた（Fig.1）。問題として、筋衛星
細胞と思われる単核の細胞の存在が認めら
れ、培養日数の経過と共にこの細胞が増殖し
た。培地交換の際に、筋線維を新しい培養デ
ィッシュに移すことで、ディッシュ上から回
収した単離筋線維の RNA およびタンパク質
サンプルは、ほぼ筋線維に由来すると考えら
れた。 



 従来の筋線維モデルである培養筋管と単
離筋線維の MyHC の遺伝子発現量を比較し
た。培養筋管にはラット由来筋芽細胞株 L6
を分化誘導培地で 4日間培養し、筋管を作成
した。その結果、単離筋線維では分化誘導し
た L6 に比べ、MyHC の発現量が著しく高か
った（Fig.2）。すなわち単離筋線維は成熟筋
線維の培養モデルとして優れていることが
分かった。 
 

実験 2 
単離した筋線維では、筋収縮タンパク質の
一種である MyHC mRNA の発現量が培養に
伴い経時的に減少することを見出した
（Fig.3）。この変化は、恐らく筋の不活動に
よる萎縮を反映していると推測している。そ
こで、筋線維の培養に様々な条件を付加し、
萎縮を防げるか検討したが、いずれもMyHC 
mRNA の低下を防ぐことはできなかった
（data not shown）。 
 
実験 3 

MyHC のタンパク質レベルは mRNA の結
果と同様、単離筋線維の培養期間経過に伴い、
経 時 的 に 低 下 し 、 特 に 速 筋 タ イ プ
（MyHC-fast）の減少が顕著であった（Fig. 4）。
速筋タイプの優先的な萎縮はベッドレスト
等の不活動でも見られる現象であり、不活動
による萎縮と近い結果となった。また筋萎縮
マーカー分子の atrogin-1と FOXO1タンパク
質量を調べたところ、両因子とも経過に伴い
発現量が顕著に増加していた（Fig. 5）。以上
より、単離筋線維培養系は生体における筋萎
縮に近い状態であることが強く示唆され、本
培養系は筋萎縮モデルとして適用できる可
能性を見出した。 
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