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研究成果の概要（和文）：骨格筋には、遅筋型と速筋型という異なる線維型が存在し、骨格

筋の代謝能力や疲労耐性を左右する。持久トレーニングを行うと、遅筋型が増えることが

知られていたが、食品成分による筋線維型への影響は知られていなかった。本研究では、

まずラットの筋線維を生体外で培養できる実験系の確立に成功し（単離筋線維）、さらに魚

油に含まれるエイコサペンタエン酸がこの単離筋線維に対し、遅筋型で発現が多い代謝関

連因子の遺伝子発現量を直接的に増加させることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Skeletal muscle fibers are classified as slow-type and fast-type 
based on color, metabolism and contractile properties. Here, we tested whether food 
component could affect muscle fiber type. Here, we succeeded in establishing a rat 
muscle fiber-culture assay, in which fibers express mature myofibrillar proteins. Then, 
we revealed that PDK4 and UCP3 mRNAs, known target genes of PPARδ and 
abundant in slow-type fibers, were up-regulated when eicosapentaenoic acid (EPA), 
abundant in fish oil, was added to fiber cultures for 24 hours. 
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１．研究開始当初の背景 
 
骨格筋線維は、遅筋型（1 型、赤筋）と、

速筋型（2B 型、白筋）および中間型（2A, 2X

型）の 3 種類に大きく分けられる。これら
の指標は主として、収縮タンパク質（ミオ
シン重鎖アイソフォーム）あるいは代謝能
力（酸化系酵素活性、ミトコンドリア量）
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である。運動トレーニングにより遅筋型の
筋線維が増加し、不活動により速筋型の筋
線維が増加することが多くの研究により示
されているが、現在まで、運動以外で筋線
維型を変化させる要因はほとんど示されて
いない。 
核内受容体とはリガンド依存的に標的遺

伝子の発現を制御する転写因子である。こ
れまでに核内受容体の一種ペルオキシゾー
ム増殖剤応答性受容体（PPAR）δを骨格筋
に過剰発現させることで、遅筋型ミオシン
重鎖の発現増加や酸化系酵素発現の増加が
引き起こされることが報告されている(1)。
脂肪酸は PPARδの内因性リガンドとなる
ことから、筆者は『骨格筋内に流入する脂
肪酸により PPARδが活性化され、それに呼
応して遅筋型筋線維へ変化する』という仮
説を立てた。脂肪酸の PPAR に対するリガ
ンド活性は飽和脂肪酸より多価不飽和脂肪
酸（PUFA）で高いという特徴があること
から、筆者は脂肪酸組成が異なる食用油（ラ
ード、大豆油、魚油）をラットに 4 週間与
え、筋線維タイプを調べた。その結果、
PPARδリガンド活性が高いと考えられる
n-3 系 PUFA を多く含む魚油摂取群ではラ
ード、大豆油摂取群に比べ、遅筋型への筋
線維型移行が観察された(2)。しかしながら、
ここで見られた変化が、食用油由来の脂肪
酸が PPARδを介し筋線維に直接作用した
ために生じたかどうかは不明であった。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、脂肪酸が筋線維タイプに及

ぼす影響を、培養筋細胞を用いた in vitro
の実験系から、直接的に証明することを目
指した。つまり、ラットから筋線維を単離
後、各種脂肪酸を含む培地で培養し、筋線
維型に関わる因子の発現量を解析すること
とした。そのために、本研究ではまず、ラ
ット筋線維の単離・培養法の確立を目指し、
次にその実験系を用いて脂肪酸の影響を評
価することとした。 
 
３．研究の方法 
 
(1)ラット筋線維の単離・培養法の確立 
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(3,4)を参考にラット単離筋線
維培養法の確立を試みた。Fischer344 雄性ラ
ットの短趾屈筋（FDB）から筋線維を単離・
培養し、7 日目まで生存率を調べた。単離筋
線維と 4 日間分化誘導し筋管を形成させたラ
ット筋芽細胞株 L6 で成熟筋線維の指標であ
るミオシン重鎖（MyHC）アイソフォームの
発現量を比較した。 
(2)各種脂肪酸の PPARδリガンド活性測定

と単離筋線維への影響 
CV-1 細胞（アフリカミドリザル、腎臓由来）

を用いたルシフェラーゼレポーターアッセ
イにより、各種脂肪酸（パルミチン酸、オレ
イン酸、リノール酸、アラキドン酸、α-リノ
レン酸、ドコサヘキサエン酸：DHA、エイコ
サペンタエン酸：EPA）の PPARδアゴニスト
活性を測定した。ラットから単離した筋線維
の培地中に各種脂肪酸（パルミチン酸、オレ
イン酸、リノール酸、DHA、EPA）を終濃度
30 μM となるように添加し、培養 72 時間後
に PPARδの標的遺伝子であるピルビン酸デ
ヒドロゲナーゼキナーゼ（PDK）4 の mRNA
発現量を調べた。 
(3)EPA あるいは PPARδアゴニストが単離
筋線維の代謝関連遺伝子と筋収縮関連遺伝
子発現へ及ぼす経時的影響 
魚油に多く含まれ、n-3 系 PUFA の一種で

ある EPA（30 μM）、PPARδ特異的アゴニスト
である GW501516（100 nM）を培地中に添加
し、培養 12、24、72、120 時間後に脂肪代謝
に関わる因子、ミトコンドリアタンパク質お
よび MyHC アイソフォームの mRNA 発現量
を調べた。 
(4)EPA、PPARδ特異的アゴニストと PPARδ 
アンタゴニスト及び RXR アゴニストの共添
加試験 

30 μM EPA と 800 nM GSK0660（PPARδア
ンタゴニスト）を共添加し、EPA による効果
が PPARδ活性化を介して生じたかを調べた。
また、PPARδは生体内でレチノイド X 受容体
（RXR）とダイマーを形成して働いているこ
とが分かっている。そこで RXR のアゴニス
トである 30 μM DHA と 30 μM EPA を共添加
することで EPA 単独で見られた効果が増強
されるかを調べた。 
 
４．研究成果 
 
(1)ラット筋線維の単離・培養法の確立 

既報のマウス単離筋線維培養系の概略を
述べると、マウスから FDB 筋を摘出し、コ
ラゲナーゼ処理後、穏やかなピペッティン
グにより筋線維をほぐし、コラーゲンによ
りディッシュ上に固定する。同様の方法を
ラットに適用したところ、解析に必要と考
えられる筋線維数および生存率が得られな
かった。そこで、いくつかの実験条件につ
いて調整を行った結果、0.2%コラゲナーゼ
3 時間処理の条件で最も筋線維の生存率が
高かった。コラーゲンで筋線維を固定した
ディッシュでは、培養日数の経過に伴い、
衛星細胞と思われる単核の細胞の増殖が筋
線維の周囲で認められた。筋線維以外の細
胞が増殖すると筋線維のみに由来するサン
プルの採取が困難になる。この問題は、コ
ラーゲンコートを行わないことで解決した。



 

 

培養 6 日目における筋線維の生存率は上腕
三頭筋で 48%、長趾伸筋で 13%、ヒラメ筋
で 0%と筋組織による顕著な違いが認めら
れた。筋組織と単離筋線維のミオシン重鎖
組成を SDS-PAGE で調べたところ同一で
あったことから、単離操作により特定の筋
線維型の選別は起こっていないことが分か
った。単離操作に含まれる多くの実験条件の
中でも、細胞を分散させるためのコラゲナー
ゼ処理条件と、筋組織の種類が生存率に大き
く影響をすることが検討の結果、明らかとな
った。以上の点に注意してさらに検討を重ね
た結果、筋組織には FDB を、コラゲナーゼに
は Worthington 社の Collagenase, Type 2 を用い
ると、生存成績が格段に向上した。Fig.1A は
FDB から単離した筋線維の写真と生細胞染
色色素である Calcein-AM 陽性の筋線維であ
る。Calcein-AM 陽性筋線維をカウントするこ
とで、単離筋線維の生存率を経時的に測定し
た結果、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.1B）。
従って培養過程で、死細胞が増えることはな
く、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、ほぼ生細
胞に由来すると考えられた。現在まで筋線維
モデルとして用いられているラット由来筋
芽細胞株 L6 を分化誘導培地で 4 日間培養し、
筋管のミオシン重鎖（MyHC）発現量を比較
した。その結果、単離筋線維では分化誘導し
た L6 に比べ、MyHC の発現量が高かった
（Fig.1C）。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。 

 
(2)各種脂肪酸の PPARδリガンド活性の測
定 

CV-1 細胞に PPARδ-GAL4 キメラタンパ

ク質を発現させたルシフェラーゼレポータ
ーアッセイで、各種脂肪酸（パルミチン酸、
オレイン酸、リノール酸、アラキドン酸、
α-リノレン酸、DHA、EPA）の PPARδリ
ガンド（アゴニスト）活性を測定した。結
果、オレイン酸、アラキドン酸、EPA が他
の脂肪酸に比べ、高い PPARδリガンド活性
を示した（Fig.2）。 

ラットから単離した筋線維の培地中に各
種脂肪酸（パルミチン酸、オレイン酸、リノ
ール酸、DHA、EPA）を終濃度 30 μM となる
ように添加し、培養 72 時間後に PPARδの標
的遺伝子であるPDK4のmRNA発現量を調べ
た。その結果、オレイン酸、EPA の単離筋線
維への添加により、PDK4 の発現量が増加し
た（Fig.3）。この結果はルシフェラーゼレポ
ーターアッセイの結果と非常に類似した結
果であった。 

 
(3)EPA あるいは PPARδアゴニストが単離
筋線維の代謝関連遺伝子と筋収縮関連遺伝
子発現へ及ぼす経時的影響 
培養 12 時間の結果を Fig.4 に示した。まず

PPARδ特異的アゴニストの影響について説
明する。Fig.4 の黄色いバーが GW501516 処
理区である。単離筋線維への GW501516 の添
加により代謝関連酵素である PDK4、ミトコ
ンドリア外膜で働く代謝酵素であるカルニ
チンパルミトイルトランスフェラーゼ（CPT）
1a、ミトコンドリアに存在する UCP3、クエ
ン酸合成酵素、ミトコンドリアタンパク質で
ある porin の発現量が増加した。収縮タンパ
ク質においては、GW501516 の添加により遅



 

 

筋タイプの MyHC1 が減少し、中間タイプの
MyHC2X、速筋タイプの MyHC2B が増加した。
収縮タンパク質についての影響は、速筋タイ
プの増加という実験開始前の予想と反対の
結果であった。この他にも培養 24、72、120
時間後の影響も観察した結果、程度の差はあ
ったものの同様の傾向が得られた。反応のピ
ークは添加 12 時間後であった。また、解糖
系酵素の乳酸デヒドロゲナーゼ（LDHa）と
遅筋タイプのトロポニン（TNNI1）の発現量
は GW501516 による影響を受けなかった。 

次に EPA の効果を説明する。Fig.4 の青色
のバーが EPA 処理区である。EPA の添加によ
り培養 12 時間後に PDK4、UCP3、クエン酸
合成酵素、porin の発現量が増加し、収縮タン
パク質においては MyHC2X、MyHC2B が増加
した。これらの反応は GW501516 添加による
反応と非常に似た傾向であった。GW501516
添加試験と同様に培養 24、72、120 時間後の
影響も観察した結果、程度の差はあったもの
の同様の傾向が得られた。反応のピークは添
加 12 時間後であった。以上の結果は、遊離
脂肪酸の一種 EPA が筋線維の遺伝子発現を
変動させること、そしてその作用は PPARδ
特異的アゴニストと非常に類似しているこ
とが分かった。 
 

(4)EPA、PPARδ特異的アゴニストと PPARδ
アンタゴニスト及び RXR アゴニストの共添
加試験 

EPA の作用が PPARδを介したものか調べ
るために、PPARδ特異的アンタゴニストの影
響を調べた。30 μM EPA と PPARδ特異的アン
タゴニストである GSK0660（800 nM）の共添
加によりEPA単独添加による PDK4の発現量
増加がほぼ完全に抑制された（Fig.5）。従っ
て、EPA の作用が PPARδを介した結果である
事が強く示唆された。PPARδは RXR とヘテ
ロダイマーを形成して、標的遺伝子の転写を
制御していると言われる。魚油に含まれる
DHA は PPARδアゴニスト活性が見られなか
ったものの RXR のアゴニストとして作用す
ることが報告されている。そこで DHA の共
添加により、GW501516 と EPA の遺伝子発現
作用が増強されるか調べた。結果、DHA（30 
μM）の共添加により、GW501516 も、EPA も
PDK4 遺伝子発現の増強は観察されなかった。

筋線維では RXR が何らかの内因性リガンド
により既に十分に活性化されているためか、
DHA を添加しても PPARδの転写活性の増強
は引き起こされないようである。 
 
結論（Fig.6） 

以上より、魚油に多く含まれる n-3 系 PUFA
の一種 EPA は、単離筋線維の脂肪代謝に関わ
る遺伝子の発現を 12 時間で上昇させること
が明らかとなった。そしてその作用経路は
PPARδであることが示唆された。またその一
方で、EPA も PPARδアゴニストも、単離筋線
維の遅筋型 MyHC アイソフォーム（MyHC1, 
MyHC2A）の発現は増加させず、予想に反し
速筋型（MyHC2X, MyHC2B）の増加を誘導す
ることが分かり、PPARδによる筋線維型制御
は単純な機構ではないことが示唆された。 
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