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研究成果の概要（和文）：反芻動物の抗重力筋にのみ存在する、強い3-ヒドロキシ酪酸脱水素酵素活性を持つI型筋線
維（ID型：超疲労耐久性筋線維）は、筋小胞体から放出されるカルシウムイオンを筋線維内に高いレベルで維持して持
続的な筋運動に適応し、高い脂肪代謝能力によってエネルギーを供給することで、超疲労耐久性を発揮することが判明
した。ウシの筋線維型分化においては、Sirtuin1によって活性化したPGC-1αがミトコンドリアを増生するともにIIA型
筋線維への変移が進行し、さらにⅠ型筋線維への分化誘導時にミトコンドリアでSirtuin3が発現上昇することが示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：Ruminant-specific type ID myofibers as a super fatigue-resistant myofiber, which 
are distributed in anti-gravity muscles involved in posture maintenance, possess strong 3-hydroxybutyrate 
dehydrogenase activity. In bovine muscles, our results suggest that type ID myofibers are possible to 
keep higher sarcoplasmic calcium ion level for long-term muscular movement, and have higher metabolic 
capacity of fatty acid than other myofiber types for sufficient energy supply. Moreover, it suggests that 
sirtuin1 activate PGC-1alpha for increasing of mitochondria in myofiber transition of "type IIB to type 
IIA" as oxidative change. Successively, upregulation of sirtuin3 in mitochondria seems to lead induction 
of fast-to-slow transformation and appearance of type ID myofiber involved in super fatigue-resistance.

研究分野：機能形態学
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１．研究開始当初の背景 
 

哺乳類の骨格筋線維は遅筋型の I型筋線維
と速筋型の IIA 型および IIB 型筋線維に分類
される。反芻動物の I型筋線維には、姿勢保
持の抗重力作用や反芻時の咀嚼など持続的
筋運動に高度に適応した超疲労耐久性筋線
維型の ID 型と IE 型の亜型が存在する。これ
らは通常の I型（IC 型）筋線維より大きな径
を持ち、ミトコンドリアの好気的代謝能が高
いことが特徴的で、特に強い 3-ヒドロキシ酪
酸脱水素酵素（3-HBD）活性を示す。しかし、
ID 型筋線維の発見より約 40 年を経てもその
機能特性の詳細は不明な点が多い。 

筋線維は機能的要請に対する適応能力が
あり、筋タンパク質を置き換えて筋線維型を
変化させる高い可変性を持つ。このことは申
請者が、速筋型筋線維から遅筋型筋線維への
筋線維型移行させるウシ骨格筋への持続的
低周波電気刺激（CLSF）負荷実験からも実証
されている。CLFS や持続的な運動負荷などで
筋線維内カルシウム濃度が上昇すると、カル
シニューリンを介したシグナル伝達によっ
て、ミトコンドリア増生に作用する PGC-1α
（PPARγ coactivator 1α）が発現上昇する
ことが報告されている。また、筋線維型変移
に応じてカルシウムと関連するトロポニン
や筋小胞体カルシウムポンプ（SERCA）の Slow
型アイソフォームの発現上昇も生じること
から、筋線維でのカルシウムシグナリングが
筋線維型分化機構を制御するキーファクタ
ーの一つであることは疑いないが、本質的な
筋線維型変移トリガーは未確定である。 
 
２．研究の目的 
 

反芻動物の骨格筋にのみ存在する、強い
3-HBD 活性を持つⅠ型筋線維（ID 型と IE 型
筋線維）は、超疲労耐久性を有する筋線維で
あると考えられているが、その詳細な特徴は
明らかではない。また、I 型筋線維は持続的
筋運動に応じた PGC-1α発現上昇で分化誘導
されるが、電気刺激による人為的な筋線維型
誘導において、細胞内カルシウムイオンシグ
ナリング経路が筋線維型分化まで直接作用
する機序は未確定である。また、超疲労耐久
性筋線維の持続的筋運動への適応ではミト
コンドリアの増生と好気的代謝能の向上が
伴うため、細胞内の代謝制御因子 Sirtuin 
(SIRT)が、筋線維型分化誘導に関与する可能
性がある。細胞質の SIRT1、ミトコンドリア
内の SIRT3の動態から筋線維型変移機序を解
析することで、反芻動物特有の筋線維型分化
調節機構を解明し、骨格筋線維の持つ機能的
可変性の本質をエネルギー代謝の面から明
らかにする。 
 
３．研究の方法 
 

ウシ骨格筋より抗重力機能の異なる筋（ID

型筋線維の多い腹鋸筋と中間広筋、ID 型筋線
維の無い腰最長筋および IE型筋線維の咬筋）
を採取し、それぞれの筋の筋線維型を組織化
学的に解析した。 
酵素組織化学的には NADH脱水素酵素活性、

3-HBD 活性による染色を行ない、免疫組織化
学的解析には、ミオシン重鎖（MyHC; Slow, 
Fast）、SERCA、リアノジンレセプター（RyR）
ミトコンドリア内膜のカルシウムイオンチ
ャネル調節因子（MICU1）、脂肪酸輸送タンパ
ク質（FAT/CD36）、カルニチンアシル基転移
酵素（CPT-1b）について抗体を用いて免疫染
色し、それぞれの染色強度を画像解析した。
また、超疲労耐久性筋線維型における PGC-1
αや Sirtuin等の遺伝子発現様式をリアルタ
イム PCR 解析によって定量化した。 
また、持続的低周波電気刺激（CLFS）によ

るⅠ型筋線維誘導モデルを用いて超疲労耐
久性筋線維型を誘導し、筋線維型移行時の Ca
シグナリング因子、PGC-1α、Sirtuin および
筋関連因子の発現をリアルタイム PCR法によ
って解析した。さらに発育過程あるいは CLFS
筋線維型変移モデルで、筋線維型変移過程で
の Sirtuinとキーファクター候補遺伝子発現
動態の時系列作用連関をリアルタイム PCR法
によって解析した。 
 

４．研究成果 
 
（１）反芻動物特異的な超疲労耐久性筋線維

型の特性解明 
ａ．カルシウムイオンシグナリング機構 
ウシの腰最長筋、腹鋸筋および中間広筋に

おける超疲労耐久性筋線維型としての ID 型
筋線維の特性を酵素および免疫組織化学的
に解析した。3-HBD活性の強いID型筋線維は、
腹鋸筋と中間広筋に確認され、腰最長筋には
認められなかった（図 1）。 

免疫組織化学染色によって、ID 型筋線維は
通常の IC型筋線維と同等の遅筋型 MyHC の発
現強度を示すが、ID 型筋線維は遅筋型 SERCA
（SERCA2）の発現と筋小胞体からカルシウム
イオンを放出する RyR の発現が IC 型筋線維
よりも発現が低く、一方ミトコンドリア内膜
のMICU1の発現が高いことを見出した(図2）。
筋収縮の際に筋小胞体から放出されたカル
シウムイオンを細胞質から回収するイオン
ポンプが下方制御され、カルシウムイオン濃
度が一定に保たれる必要のあるミトコンド
リアのイオンチャネル調節因子が上方制御
されることは、ID 型筋線維が姿勢保持の持続
的筋運動のために細胞内カルシウムイオン
を高濃度に維持していることを示唆する。 
ID型筋線維はIC型筋線維に比べ、①SERCA2

発現が有意に低いこと、②RyR 発現が有意に
低いこと、③MICU1 に発現が有意に高いこと、
の 3 点を見出した。反芻動物の抗重力筋に
分布する I型筋線維は、姿勢保持のため常
時反射的な筋運動を行っており、I 型筋線
維の分布は骨格筋の中でも体重を支えるの



に適した部位に局在している。筋収縮はカ
ルシウムイオンをトリガーとしていること
から、ID 型筋線維では持続的に筋収縮を行
えるよう細胞内のカルシウムレベルが高く
維持されていること、
すなわち SERCA2の発
現が下がり、RyR の要
求性も減少するとい
う機能的適応が生じ
たと考えられる。一
方、高レベルのカル
シウムイオンからミ
トコンドリアを守る
ため、MICU1 が発現上
昇していると考えら
れる。 
 

ｂ．エネルギー代謝特性 
ID 型筋線維が発見されたとき、-HBD 活性

が著しく高く、筋線維内に微細な脂肪滴が存
在することから、ID 型筋線維には高い脂肪代
謝能力があることが予測されていたが、
3-HBD 自体は脂肪代謝酵素ではないため直接
的な証拠が無く、機能の詳細は不明なままで
あった。筋線維が脂肪代謝を行うためには、
まず細胞内に脂肪酸を取り込み、さらにそれ
をミトコンドリア内に送り込む必要がある。
そこで、筋線維内に脂肪酸を取り込む細胞膜
の脂肪酸輸送タンパク質（FAT/CD36）の発現
と、ミトコンドリア内に脂肪酸を輸送するカ
ルニチンアシル基転移酵素（CPT-1b）の発現
を、免疫組織化学的染色によって調べ、画像
解析によってそれらの染色強度を測定した。 
 ウシ骨格筋における FAT/CD36 の発現は、
ID型、IC型および IIA 型筋線維に認められ、
好気的代謝能の高い筋線維型で筋線維内に
脂肪を取り込む能力が高まっていることが
示された。一方、CPT-1b は ID 型筋線維に最
も強く発現しており、IC 型と IIA 型筋線維が
それに次ぐ発現の強さとなった。また、IIB
型筋線維には脂肪代謝関連因子の発現は認
められなかった(図３)。 
 本研究の結果により、ウシの ID 型筋線維
において、筋線維内への脂肪酸取り込み能と
ミトコンドリア内への脂肪酸輸送能力が高
いことが明らかとなり、超疲労耐久性を発揮
する ID 型筋線維のエネルギー供給が脂肪代
謝によってもたらされることが初めて証明
された。 

 
（２）筋線維型分化調節機構の解明 
 I 型筋線維を支配する運動神経と同等の頻
度の CLFS を 40 日間行なうことによって、ID
型筋線維の存在しないウシ腰最長筋に 3-HBD
活性陽性の I型筋線維を人為的に誘導できる
ことを明らかにした。持続的低周波電気刺激
は II 型（速筋型）筋線維から I型（遅筋型）
筋線維への筋線維型変移を誘導するが、同時
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図２ ウシ中間広筋におけるカルシウムイオン関連因子の発現
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に通常の I 型（IC 型）筋線維をさらに ID 型
筋線維へ亜型変移させ得ることが明らかと
なった。 
 この反芻動物特異的な超疲労耐久性筋線
維型の分化機構を明らかにするため筋線維
型移行キーファクター候補について、PGC-1
α、SIRT1 および SIRT3 の遺伝子発現を中間
広筋、腹鋸筋、半腱様筋、最長筋においてリ
アルタイム PCR によって解析した（図４）。 

PGC-1αと SIRT3
は筋間で有意な差
異は認められなか
った。一方、SIRT1
はⅡ型筋線維の多
い筋で高く、Ⅰ型
筋線維の多い筋で
低いという結果が
得られた。さらに、
30 日間の持続的低
周 波 電 気 刺 激
（CLSF)を行なっ
た最長筋では、
PGC-1αとSIRT1の
発現に変化は見ら
れなかったが、
SIRT3 に発現上昇
が認められた。
SIRT1 は筋線維が
嫌気的代謝から好
気的代謝に移行す
る際に発現上昇し、
PGC-1αを活性化
させることを示唆
する。ウシ最長筋
への CLFS では、30
日間の刺激でⅠ型
筋線維への誘導よ
りもIIB型からIIA
型筋線維への誘導が主となっていたため、
CLFSによるSIRT1の発現変動が認められなか
った可能性があり、一方でミトコンドリアの
増生に呼応して SIRT3の発現が上昇したもの
と考えらえる。 
 本研究で明らかとなった、反芻動物特異的
超疲労耐久性筋線維型の分化機構を図５に
示す。本研究では、I 型筋線維の分化におい
て想定された PGC-1αの発現上昇はみられず、
I 型筋線維分化のキーファクターとは確定で

きなかった。しかし、Ⅰ型筋線維の少ない最
長筋や半腱様筋で SIRT1の発現が高かったこ
とは、PGC-1αを活性化してミトコンドリア
増生を誘導し、IIB 型筋線維から IIA 型筋線
維に筋線維型移行する際のキーファクター
となっている可能性が示された。また、ミト
コンドリアの代謝機能と関連する SIRT3 は、
CLFS で人為的に筋線維型誘導を行なった際
に発現上昇が見られたことから、筋線維の好
気的代謝機能の亢進に一過性に作用し、I 型
筋線維の亜型変移に貢献すると考えられる。 
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