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研究成果の概要（和文）：本研究テーマは、環境負荷の少ない効率的な技術開発を目指し肉組織の運命決定機構
の解析により次世代型の食肉生産法に向けた基盤研究と位置づけた。将来的には筋脂肪比率を制御することでよ
り効率的な飼育法開発を目指し、本研究では筋細胞、脂肪細胞がお互いを制御できる可能性について明らかにす
ることを目的としたし、食肉組織の筋―脂肪細胞間の運命転換機構に注目し研究を行った。その結果、脂肪前駆
細胞株である3T3-L1細胞へ筋幹細胞マーカーであるPax7を強制発現させると、脂肪分化への抑制効果及び筋細胞
への分化誘導能力を抑制することを発見した。

研究成果の概要（英文）：Myogenesis is precisely proceeded by myogenic regulatory factors. Myogenic 
stem cells are activated, proliferated and fused into a multinuclear myofiber. Pax7, paired box 7, 
one of the earliest markers during myogenesis. It has been reported that Pax7 regulates the muscle 
marker genes, Myf5 and MyoD toward differentiation. The possible roles of Pax7 in myogenic cells 
have been well researched. However, it has not yet been clarified if Pax7 itself is able to induce 
myogenic fate in non-myogenic lineage cells. In this study, we performed experiments using stably 
expressed Pax7 in 3T3-L1 preadipocytes to elucidate if Pax7 inhibits adipogenesis. We found that 
Pax7 represses adipogenic markers and prevents differentiation. These cells showed decreased 
expression of PDGFRalpha, PPARganma and Fabp4 and inhibited forming lipid droplets. 

研究分野： 筋細胞生物学

キーワード： Pax7　Adipogenesis　Cell specific expression　Lipid droplet　Inhibition　PPARgamma

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在の食肉生産は、長期間の肥育の結果、屠殺後に高品質であれば付加価値が望めるが低品質の場合は原価の回
収が不能となる。そのための安全策として環境負荷の高い穀物飼料に依存することで脂肪交雑率を維持するた
め、飼料経費や施設・設備の維持の点からも問題となっている。食肉はきめ細かさ、硬さ、脂肪交雑率といった
基準で評価されるが、その肉質は形成される筋肉線維の太さ、脂肪細胞の割合、結合組織（線維芽細胞）の割合
等に影響される。そこで、筋肉と脂肪の割合を調節できることを目指し、両者が組織形成に与える影響を細胞レ
ベルで検証した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 

近年、環境に配慮し持続可能な視点を持った生産技術開発が農学分野にも求められている。畜産
物である牛乳や食肉、卵等も低環境負荷な方法で生産する必要に迫られ多くの研究者が効率的
な生産を目指し研究を進めている。現在の食肉生産は、長期間の肥育の結果、屠殺後に高品質で
あれば付加価値が望めるが低品質の場合は原価の回収が不能となる。そのための安全策として
環境負荷の高い穀物飼料に依存することで脂肪交雑率を維持するため、飼料経費や施設・設備の
維持の点からも問題となっている。この問題を解決すべく様々な側面から研究が行われている
が本申請では食肉組織の運命決定機構に注目し研究を進める。食肉はきめ細かさ、硬さ、脂肪交
雑率といった基準で評価されるが、その肉質は形成される筋肉線維の太さ、脂肪細胞の割合、結
合組織（線維芽細胞）の割合等に影響される。筋肉細胞は未分化状態から分化段階に応じて特異
的なマーカー（Pax7, Myf5, MyoD）を発現し筋肉分化の促進/抑制を通じて筋肉量をコントロー
ルすることが広く知られている。同様に脂肪細胞も分化段階において異なるマーカー（PPAR, 
PGC1）を発現し、成熟した脂肪細胞は細胞内に脂肪滴を形成することが知られている。しかし各
細胞の分化マーカーから組織運命決定を予測することで高品質の食肉を生産するという視点を
持った研究はほとんど行われていないなかった。 
 

２．研究の目的 

 

本研究テーマは、環境負荷の少ない効率的な技術開発を目指し肉組織の運命決定機構の解析に
より次世代型の食肉生産法に向けた基盤研究と位置づけた。現在の食肉生産は、長期間の肥育の
結果、屠殺後に高品質であれば付加価値が望めるが低品質の場合は原価の回収が不能となる。そ
のための安全策として環境負荷の高い穀物飼料に依存することで脂肪交雑率を維持するため、
飼料経費や施設・設備の維持の点からも問題となっている。そこで、将来的には筋脂肪比率を制
御することでより効率的な飼育法開発を目指し、本研究では筋細胞、脂肪細胞がお互いを制御で
きる可能性について明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 

 
本研究テーマでは食肉組織の筋―脂肪細胞間の運命転換機構に注目し研究を開始することとし
た。具体的には脂肪前駆細胞株である 3T3-L1 細胞へ筋幹細胞マーカーである Pax7 を強制発現
させ、脂肪分化への抑制効果及び筋細胞への分化誘導能力を検証することとした。 
(1) 細胞培養 

3T3-L1細胞は DMEM-10%FBSを用いた。ピューロマイシン耐性 Pax7プラスミドもしくはコン
トロールプラスミドをリポフェクション法で導入後、培地にピューロマイシンを加え細胞の
選別を 2 週間行なった。分化培地には Zenbio 社の脂肪細胞分化培地、分化維持培地キット
を用いた。 
 

(2) RT-PCR 
Total RNA を Pax7-3T3-L1,Control-3T3-L1細胞を回収後、oligo-dTプライマーを用いて逆
転写酵素により cDNAを合成した。その後、Pax7, Myf5, PDGF-R, PPAR Fabp4プライマ
ー、TaqMan probe を用いて qPCR を行った。インターナルコントロールとして HPRT を用い
た。 
 

(3) ウェスタンブロッティング 
培養細胞は PBS wash後、1X SDS-PAGE サンプルバッファーにて回収し 10%SDS ポリアクリル
アミドゲルに泳動し、ニトロセルロースメンブレンへトランスファーした。メンブレンは 5%
スキムミルク in T-TBSにて１時間ブロッキング を行った。一次抗体として Pax7、a-actin
を CanGetSignal solution 1 (TOYOBO)に希釈して用いた。二次交代として HRP-conjugated 
抗マウス IgG を CanGetSignal solution 2 (TOYOBO)に希釈して用いた。シグナルは Amersham 
ECL-select（GE Healthcare）にて可視化し、Image J（NIH）ソフトにより解析を行った。 
 

(4) 蛍光免疫染色 
Pax7-3T3-L1,Control-3T3-L1 細胞を 3.7%パラホルムアルデヒド(PFA)にて 15 分間固定、ウ
オッシュ後、3%BSA in T-TBSにてブロッキングを行い、一次抗体として Pax7抗体、二次抗
体として Aleza-Fluor-594conjugated goat anti-mouse IgG抗体を用いた。 
 

(5) BODIPY 493/503 染色 

細胞内脂肪滴は中性脂肪を染色する BODIPY 493/503 にて染色を行った。Pax7-3T3-
L1,Control-3T3-L1細胞は 4%PFAにて固定後、1mg/ml BODYPY溶液にて 90分間インキュベー
ション、ウオッシュ後、観察を行った。 

 
 



 
 
４．研究成果 
 
(1) 脂肪前駆細胞 3T3-L1への筋幹細胞マーカーPax7の導入と株細

胞の樹立 

Pax7 発現プラスミドを構築し、3T3-L1 細胞へリポフェクショ

ン法で導入後、薬剤セレクションにより発現細胞のみを選別

し、Pax7 発現 3T3-L1 細胞株を樹立した。この細胞における

Pax7タンパク質発現をウェスタンブロッティグ法（Fig.1A）、

RNA 発現を qPCR 法（Fig.1B）にて確認した。さらに、Pax7 抗

体を用いた蛍光免疫染色法により細胞核に発現していること

を認めた(Fig.1C )。 

 

(2) Pax7が 3T3-L1細胞内にて脂肪細胞マーカー発現に与える影響 

上記(1)にて樹立した Pax7-3T3-L1細胞における 

脂肪細胞マーカーの発現を RT-qPCR法に射て解析した。 

その結果、脂肪細胞分化初期マーカーである PPAR, 

 分化後期マーカーである Fabp4の発現量が、Pax7-3T3-

L1にて優位に減少していた（Fig.2）。さらに脂肪前駆細

胞マーカーである PDGFRの発現も抑制されていた。こ

の結果から Pax7 の発現は脂肪前駆細胞のマーカー遺伝

子発現を抑制する効果があることが示唆された。一方、

筋芽細胞初期マーカーである Myf5 については発現が認

められなかった。Myf5以外にも MyoD の PCRも行ったが、

Myf5同様に発現が認められなかった。以上の結果から、

Pax7による筋細胞マーカーの発現誘導には、本培養条件

では不十分であり、他の筋特異的な遺伝子の Co-factor

としての機能や、培地条件の検討が必要であると考えら

れる。 

 

(3) Pax7による脂肪細胞分化抑制 

上記(2)の細胞を培養しコンフルエントまで培養後、 

脂肪分化培地にて 3日間、さらに脂肪分化維持培地で 

9 日間培養し脂肪細胞分化誘導を行った（Fig. 3A）。そ

の結果、Pax7-3T3-L1 では脂肪細胞分化マーカーの持続

的な抑制が認められた（Fig. 3B）。さらに培養 12日後に

細胞を固定し、細胞内における脂肪滴形成の有無を

BODIPY法を用いて行った。その結果、Pax7により脂肪滴

形成が顕著に減少していることが明らかとなった（Fig. 

3B）。 

以上の結果より、Pax7は脂肪細胞内で特異的遺伝子の発

現抑制を行うことで脂肪細胞分化の阻害している可能性

を明らかとした。 

 

(4) Pax7による脂肪細胞分化抑制メカニズムの解明 

Pax7発現による脂肪細胞の分化抑制は転写レベルで行わ

れている可能性が高い。Pax7は転写因子であり、筋細胞

内では、筋特異的遺伝子の発現調節を行なっていること

が知られている。そこで、脂肪細胞においても、マーカ

ー遺伝子上での抑制メカニズムについて検討を行う予定

である。 

 

 

  

 

Figure 1. Pax7-3T3-L1 の樹立 

Figure 2. Pax7 による脂肪細胞マーカーの 

発現抑制 

Figure 3. Pax7 による脂肪細胞分化の抑制 
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