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研究成果の概要（和文）：研究者らは、遅筋または速筋由来の筋幹細胞（衛星細胞）が融合して新生筋線維（筋
管）を形成する過程で、それぞれ多機能性細胞制御因子semaphorin 3Aまたはnetrin-1を合成して自律的に筋タ
イプを決定する分子メカニズムの解明を目指している。本研究では、衛星細胞が局在する筋タイプに応じて特性
が保持されている可能性と、衛星細胞を取り巻く細胞外環境から受ける物理的刺激による特性獲得の2パターン
からアプローチした。その結果、物理刺激（細胞接着面の弾性率）の影響による特性獲得の可能性は低く、衛星
細胞が局在していた筋線維の筋タイプに応じて特性を保持するメカニズムの存在が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We focused on resident myogenic stem cells (satellite cells) are attracting 
attention for their novel roles in myofiber type regulation. When satellite cells were separately 
isolated from the slow fiber-abundant muscles or the fast-type muscles, each cell highly synthesized
 semaphorin 3A or netrin-1 for autonomous myofiber type determination. However, the molecular 
mechanisms how did each muscle derived-satellite cells acquire their characters were uncertain. We 
hypothesized that the two cases would be the key contents for the specification-acquirement 
mechanisms. First, satellite cells can maintain the unique potentials according to their host 
myofiber even though the post-isolation. Second, satellite cells may be affected the physical 
stimulations like elasticities of each culture substrate. Upon our results, we predict that 
satellite cells isolated from each myofiber, keeping their own specification, would be responsible 
for the autonomous myofiber type commitment.

研究分野：筋細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
食肉の質を向上させるためには、骨格筋の筋タイプ（遅筋型および速筋型で大別される）を制御する生産方法の
開発が求められる。これまでに、筋タイプは成熟した筋線維に接着する運動神経刺激の支配下にあると考えられ
てきたが、各筋タイプ特異的な筋線維に局在する衛星細胞は自律的に筋管の筋タイプを制御する能力を有するこ
とが明らかとなっている。本機構は物理的刺激などの外的要因を受けずに維持される可能性があるため、それぞ
れの筋タイプに特異的な衛星細胞をターゲットとした筋肥大誘導技術開発によって、容易に筋タイプを変換する
新技術開発に繋がることが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
骨格筋は食肉の主な原料となるため、筋量の増加はもちろんのこと肉質（味、香り、柔らかさ
および脂肪交雑の程度など）も高めた効率的な生産技術開発が求められる。しかし、成熟個体に
おいて、肉質と深いつながりのある骨格筋の「筋線維型（筋タイプ; 持久力が高く細いため柔軟
性に富む“遅筋型”と瞬発力を発揮して太く硬い“速筋型”に大別される）」を制御することは困難
であると考えられている。すなわち、動物が成長し、成熟していく過程において、筋線維に接着
した運動神経によって筋タイプが制御される神経刺激作用が構築され、遅筋型または速筋型の
それぞれに対応した神経末端を繋ぎ換えるといった大掛かりな外科的処置を施さなければ、筋
タイプの大幅な変換は困難であるとされてきた（Schiaffino & Reggiani, 2011, Physiol. Rev.）。一方
で研究者らは、骨格筋の肥大や再生に寄与する筋幹細胞（衛星細胞）が互いに融合して、新生筋
線維（筋管）を形成する際、運動神経の影響を受けずに自律的に筋タイプを制御する「コミット
メント（初期決定）機構」の存在に着目している。すなわち、研究者らは遅筋（ヒラメ筋）また
は速筋（長趾伸筋）部位から単離した衛星細胞が、それぞれで異なる多機能性細胞制御因子
（semaphorin 3Aおよび netrin-1）を多量に合成および分泌し、神経刺激とは独立して自律的に筋
タイプを初期決定する新奇制御システムの存在を見出した（Tatsumi et al., 2017, STEM CELLS; 
Suzuki et al., 2021, Int. J. Mol. Sci.）。よって、衛星細胞による筋タイプの初期決定機構の妥当性が
期待されているが、詳細な分子メカニズムについては不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
本研究は、衛星細胞が互いに融合して筋管を形成し、遅筋型または速筋型へと各々の筋タイプ
を初期決定する過程で、その方向性に起因する分子メカニズムの解明を目的とした。衛星細胞は
自身が局在する筋線維の「①筋タイプに応じて特異性を維持している」パターンと、「②筋部位
内で衛星細胞を取り巻く細胞外環境から獲得した特異性を保持している」という 2 パターンの
作業仮説を立てた。特に②における細胞外環境を構築する具体的な候補として、筋部位ごとで異
なる「物理刺激」による影響に着目した。そこで、以下に示す項目についての検証を行なった。 
(1) 遅筋型/速筋型筋線維のみに局在する衛星細胞の高純度単離培養系の確立、および動態変化

の観察 
(2) 筋部位ごとの物理刺激モデルが衛星細胞による筋タイプ初期決定機構に与える影響 
以上の検証を通して、衛星細胞はそもそも局在していた筋線維によって独自性が決められてい
るのか、あるいは自身が置かれた環境に適応して自在に性質を変化させることが可能なのかと
いう点を明らかにすることができる。 
 
３．研究の方法 
(1) 衛星細胞の単離、培養法 
8–12週齢の C57BL/6雄マウスの骨格筋（ヒラメ筋または長趾伸筋）を摘出し、酵素処理により
各骨格筋から単一筋線維を分離した。Poly-L-lysineとMatrigelでダブルコートしたカルチャープ
レートに、単一筋線維を接着させて 3–4日間培養し、その間プレート上に遊走する衛星細胞を採
取した。5.0 x 104 cellsとなるよう細胞を再播種し、5% CO2、95%大気、37℃の条件下で 24時間
増殖培養した（培養液; 30% FBS-DMEM）。その後、分化誘導培養液（5% HS-DMEM）に切り換
えて、筋管形成が認められた分化 120時間目まで培養した。 
 
(2) ポリアクリルアミドゲル基質の作製 
Ishiharaら（2013, Exp. Cell Res.）の方法に従って、7.5, 13.8および 67.2 kPaの弾性率を示すポリ
アクリルアミドゲルを培養基質として作製した。細胞接着を促すため、type Iコラーゲン含有処
理と残存アクリルアミド（モノマー）の除去を行なった後、Matrigelコートをし、(1)に示すとお
り採取した衛星細胞を播種した。 
 
(3) RNA抽出および real-time RT-qPCR 
各骨格筋由来の衛星細胞（筋芽細胞および筋管を含む）をPBSで洗浄後、RNA抽出試薬（ISOGEN 

II, ニッポンジーン）により溶解し、メーカー推奨のプロトコルに従って total RNAを抽出し、逆
転写に供試して（ReverTra Ace qPCR RT Kit, TOYOBO）cDNAを作成した。作製した cDNAを含
む逆転写反応液を鋳型とし、TaqMan Probe Assay を用いた real-time RT-qPCR（Light Cycler 480 
system II, Roche）によって定量的解析を行った。データの分析は、添付のソフトウェアを用いて
行った。 
 

(4) タンパク質の抽出およびWestern Blotting 
各骨格筋由来の衛星細胞（筋芽細胞および筋管を含む）を PBSで洗浄後、Laemmli sample buffer
でタンパク質を抽出した。サンプルは 10%ポリアクリルアミドゲルによるSDS-PAGEに供試し、
泳動後のゲルより PVDFメンブレンにタンパク質を転写した。転写後のメンブレンは、5%（w/v）
のスキムミルクを添加した tween 20含有トリス緩衝液により 30分間ブロッキングし、免疫反応



促進試薬（Can Get Signal, TOYOBO）で希釈した 1次抗体溶液中で一晩インキュベーションした。
メンブレンを洗浄後、同様に希釈したHRP標識 2次抗体溶液で 1時間インキュベーションした。
その後、ECL Western Blotting Reagents（GE Helth care）とメンブレンを反応させ、ChemiDocTM 
XRS+システム（Bio-Rad）を用いて化学発光検出を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 遅筋型/速筋型筋線維のみに局在する衛星細胞の高純度単離培養系の確立、および動態変化

の観察 
まず、単離した衛星細胞の純度測定のために、衛星細胞マーカーである転写因子 Pax7 および

MyoD陽性率を計測した。野生型マウスより単離した Pax7陽性細胞の割合は、ヒラメ筋由来の
衛星細胞で約 97.4%であり、長趾伸筋由来の細胞で約 96.7%であった。MyoD陽性細胞の割合は、
ヒラメ筋由来の衛星細胞で約 95.8%であり、長趾伸筋由来の細胞で約 97.0%であった。よって、
本法による衛星細胞の高純度単離培養系は確立できた。 
筋収縮タンパク質であるミオシン重鎖（myosin heavy chain; MyHC）のアイソフォームは、遅筋
型および速筋型によって異なるため、各筋タイプマーカーとして用いることができる。そこで次
に、遅筋型の slow MyHC に緑色蛍光タンパク質（GFP）を融合し遅筋型筋線維が識別できる遺
伝子組み換えマウス（GFP-Myh7）と、速筋型の fast MyHCを橙色蛍光タンパク質（Kusabira-Orange; 
KO）で標識させて速筋型を識別するマウス
（KO-Myh1）を準備して、本研究の目的とす
る衛星細胞の採取作業を行った。しかし、そ
れぞれの筋タイプに特異的な単一筋線維が
充分量に分離することができず、衛星細胞の
高純度採取に至らなかった。参考までに、再
播種を行わずに筋線維から遊走した衛星細
胞で直接分化誘導を行なった際、遅筋型筋線
維由来の衛星細胞は遅筋型だけでなく速筋
型筋管の形成を行なったが（Fig. 1）、速筋型
由来の衛星細胞は速筋型筋管のみを形成す
ることが示唆された。今後、採取プロトコル
を改善し、より詳細に解析する必要がある。 
 
(2) 筋部位ごとの物理刺激モデルが衛星細胞による筋タイプ初期決定機構に与える影響 
ヒラメ筋のような遅筋は柔軟性に
富み、一方で長趾伸筋のような速筋
は硬質であるとされている。そこ
で、異なる弾性率を有する基質上で
衛星細胞を培養することよって、各
筋タイプに優勢な骨格筋の特性を
模倣した物理刺激モデルを用いて、
形成された筋管における筋タイプ
マーカーの発現変化を検証した。本
研究では、架橋剤の濃度を調整する
ことで培養基質の硬さをコントロ
ールできるアクリルアミドゲルを
使用し、遅筋モデルとしては弾性率
をより低く、速筋はより高い割合と
想定して検証を行なった。野生型マ
ウスのヒラメ筋より単離した衛星
細胞を、各弾性率を有するゲル上で
培養して筋管の形成を誘導したと
ころ、いずれのゲル基質上において
も筋タイプマーカー（slow MyHC[I
型]および fast MyHC[より遅筋側よ
り IIa, IIxおよび IIb型]によって分
類される）の発現レベルに差は認め
られなかった（Fig. 2, 3）。また、長
趾伸筋由来の衛星細胞においても、同様の結果であり弾性率間で差が認められなかった。すなわ
ち、培養基質の弾性率は形成された筋管の筋タイプ組成に影響を及ぼさないことが示唆された。 
 
以上より、速筋型筋線維を由来とする衛星細胞は元の局在に応じた特性を維持することで、自
律的に筋タイプを制御して速筋型筋管を形成することが示唆された。しかし、遅筋型から単離し
た衛星細胞には、同様な特性維持機構が保有されていない可能性もあるため、今後更なる詳細な
検証が求められる。 

200 µm

Fig. 1 遅筋型筋線維（GFP 陽性）から遊走した衛星細胞が
速筋型の筋管（KO 陽性）を形成した様相
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Fig. 2 培養基質の弾性率が筋線維型マーカーの発現に及ぼす影響（mRNA レベル）
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Fig. 3 培養基質の弾性率が筋線維型マーカーの発現に及ぼす影響（タンパク質レベル）
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The replacement of myosin molecules in thick filaments is different between slow- and fast-twitch myofibers.
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筋幹細胞が合成するNetrin-1は速筋型筋線維の形成誘導に関与する

マウス系統間における筋幹細胞の機能的不均一性の検証

筋幹細胞が合成するNetrin-1は筋管の速筋化を誘導する; Netrin-1 abundantly synthesized in satellite cells isolated from fast-
twitch muscles may promote fast myofiber-type commitment.

多機能性細胞外因子semaphorin 3Eが筋分化に与える影響; A Multi-potent cell regulator semaphorin 3E may affect myogenic
differentiation.
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神経筋接合部の形態観察を目的とした上腕二頭筋損傷モデルの検討

培養基質の弾性率が筋幹細胞による自律的な筋線維型制御に与える影響

筋幹細胞活性化因子HGFのニトロ化による不活化の生理学的意義：加齢性筋萎縮・再生不全の主要因のブレークスルー

筋幹細胞の機能的不均一性について-筋線維型の制御に着目したアプローチ-
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筋幹細胞の活性化・増殖因子HGFのニトロ化による不活化の生理学的意義：暑熱ストレスによる筋成長阻害との関係

ニワトリ胚における砂嚢平滑筋層分化の経時的変化

無血清培地を用いたニワトリ砂嚢由来平滑筋細胞の分化維持培養系の確立
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