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筋線維型に応じて変化する 

筋幹細胞の特性獲得メカニズムの検証 
    1. 背景・目的 

食肉の質（味、香り、柔らかさおよび脂肪交雑の程度など）を向上させるためには、

原料となる骨格筋の筋線維型（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）を制御する必要がある。しかし、出生後の筋

形成と成長の過程において、骨格筋細胞（細く長い構造を有するため“筋線維”と呼ばれ

る）を取り巻く運動神経によって筋線維型を制御する刺激機構が構築されると考えられ

ている。そのため、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や、長期的なトレーニングを介した運動負荷をかけなけれ

ばならないため、筋線維型の変換は現実的には困難であるとされている[1]。 
しかし、我々は骨格筋の肥大や再生に寄与する筋幹細胞（衛星細胞）が筋芽細胞へと分

化し、互いに融合して新生筋線維（筋管）を形成する際、上述の運動神経の影響を受け

ずに自律的に筋線維型を制御する「コミットメント（初期決定）機構」の存在に着目し

ている。これまでに我々は、神経細胞の混入を防いだ高純度の細胞培養系を用いて、遅

筋部位を由来とする衛星細胞では速筋由来の細胞よりも、多機能性の細胞制御因子

semaphorin 3A（Sema3A）を多量に合成・分泌すること[2]、および Sema3A が遅筋型筋管

の形成を誘導することを突き止めた[3]。同培養系を用いて、最近では、速筋部位を由来

とする衛星細胞が Sema3A と同様に多機能ではあるが、様々な組織や細胞において相反

する生理機能をもった因子 netrin-1 を遅筋由来の細胞よりも多量に合成し、速筋型の筋管

を積極的に形成することも報告した[4]。以上より、衛星細胞による筋管の筋線維型初期

決定機構という仮説の妥当性が示されつつある。 
一方で、どのような経緯を経て衛星細胞が自律的に筋線維型を制御する特性を獲得した

のか、詳細な分子メカニズムについては不明である。すなわち、1種の体性幹細胞として                                         

                          
 



 
                            

認識される衛星細胞が、由来とする骨格筋部位を異にするだけで、何故 Sema3A や

netrin-1 といった別々の細胞制御因子を高発現する能力を獲得し、さらには筋線維型の

違う筋管を形成できるのかという要因について未解明なのである。 
そこで本研究課題では、衛星細胞（および筋芽細胞）が局在する筋部位の細胞外環境

が特性獲得の一因となっているのではないかと作業仮説を立てた。特に、「細胞が接

着する足場の硬さの違いによる影響」に着目した。一般的に、遅筋部位は細く柔軟性

に富み、速筋は太く硬い性質を示す。よって、それぞれの筋部位に局在する衛星細胞

が受ける硬さの度合いには違いがあると予想される点を踏まえ、本研究課題ではモデ

ルとなる細胞培養実験系を構築し、筋管の筋線維型の変化について検証作業を行った。 
 

  2. 方法 
2.1 ポリアクリルアミドゲル基質の作製と筋芽細胞の培養 
本課題では、細胞が接着する足場、すなわち細胞培養基質の硬さの度合い（弾性率）

が異なるモデル培養系の構築から着手した。そこで、架橋材の濃度を調整することで

弾性率を自在にコントロールできるポリアクリルアミドゲルを基質として採用した。

Ishiharaら（2013）の方法に従って、7.5 kPaおよび 13.8 kPaの弾性率を有し、かつ type I
コラーゲンを含有させたアクリルアミドゲル基質を作製した[5]。それぞれの培養基質

に、マウス由来の筋芽細胞株 C2C12を 2.5 × 104 cells/cm2で播種し、20%牛胎児血清含有

のハム F10 培養液（増殖培養液）にて 24時間静置後、5%馬血清含有 DMEM 培養液に

切り換えて 120 時間分化誘導培養を行った。細胞培養は、5% CO2、95%大気、37℃の

条件下で行った。 
 

2.2 RNA抽出および real-time RT-qPCR 
各弾性率を有するゲル基質上で分化誘導後培養をしたC2C12細胞を、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を抽出した。濃度 50 ng/µLとなるようそれぞれのサンプルを調整

してから、逆転写に供試して（ReverTra Ace qPCR RT Kit, TOYOBO）、cDNAを作製し

た。cDNA を含む逆転写反応液を鋳型とし、SYBER GREEN-detection format based on 
LightCycler Carousel-Based systemを用いた real-time RT-qPCR（Light Cycler 1.5 instrument, 
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。 
 

2.3 タンパク質の抽出および Western Blotting 
項目 2.2 と同様に培養後の C2C12 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 25℃に

てブロッキングし、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 4℃において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 25℃にてインキュベーションした。その後、

ECL Western Blotting Reagents（Cytiva）とメンブレンを反応させ、Ez-Capture MGシステ
ム（ATTO）を用いて化学発光検出を行った。 
 
2.4 統計解析 
 測定値は平均値±標準誤差で示した。Microsoft Office Excel 2019（Microsoft）を用いて，

各測定値から得られたデータを Student の t検定によって有意差検定を行い，p<0.05 を

もって統計学的に有意であるとした。 
 

  3. 結果および考察 
3.1 ポリアクリルアミドゲル基質を用いた培養系の妥当性 

 C2C12 が分化して形成する筋管の成熟度に対して、細胞培養基質の硬さが影響を及

ぼすことを調べた先行研究において、約 8–11 kPa の弾性率の範囲が適切であったこと

[6]、および間葉系幹細胞を約 8–17 kPa の弾性率を有する基質上で培養すると、筋芽細

胞に分化したという報告がある[7]。本研究課題ではこれらの報告をもとに、Ishihara ら
（2013）のプロトコルにおいて作製可能な 7.5 kPa または 13.8 kPa の弾性率を示すポリ

アクリルアミドゲルの 2種を、本培養基質として採用した。なお、7.5 kPa のゲル基質

を遅筋部位を反映したモデル、13.8 kPaを速筋部位と想定して検証作業を進めた。 
まず、各ゲル基質が筋芽細胞の培養に適しているか否かを判断するために、播種後

24時間増殖培養液にて静置した C2C12 を回収し、トリパンブルー染色して生存性を確

認した。7.5 kPaの基質上での生存率は約 97.9%、13.8 kPaでは約 98.3%であり、細胞毒

性等の懸念は小さく、C2C12 を適切に培養できる系であることを確認した。次に、分

化培養後の筋管形成様相を確認した（図 1）。その際、一般的に C2C12 を培養する際

に用いるプラステ

ィックディッシュ

（弾性率  約 2–3 
GPa）に、type I コ

ラーゲンをコート

した基質上での細

胞培養も行なった

が、いずれも同様

に筋管の形成が認

められた。 

                         
  

図 1 各基質上での筋管形成の様相 
C2C12をプラスチックディッシュ基質、7.5 kPaまたは 13.8 kPaの弾性率を有するポリアクリ

ルアミドゲル基質で、それぞれで分化 120 時間目まで培養した際の位相差顕微鏡像。

Arrowheadは筋管を示す。スケールバーは 100 µmを示す。 



 
 

3.2 基質の弾性率差は筋管の形成度合いに影響しない 
3.1 より、C2C12 はプラスチック基質上での培養と同

様に、ポリアクリルアミドゲル基質上でも筋分化でき

る可能性が示された。本小項目では、弾性率の違いが

筋管の形成自体に影響を及ぼすのか否かを検証した。

すなわち、筋管マーカーとなる筋収縮タンパク質ミオ

シン重鎖（myosin heavy chain; MyHC）の幼若なアイソ

フォームである MyHC-embryonic（Myh3）および

MyHC-neonatal（Myh8）の mRNA 発現レベルを real-
time RT-qPCR で調べた（図 2A）。また、MyHC の総

アイソフォーム（total MyHC）を認識する抗体を用い

て、タンパク質発現レベルについても Western Blotting
に供試して比較した（図 2B）。いずれの実験におい

ても、弾性率の違いによってMyHCの発現レベルには

差が認められなかった。よって、筋管の形成に対し

て、設定したゲル基質の弾性率の違いは、影響を及ぼ

さない可能性が示された。幸いにも、衛星細胞（およ

び筋芽細胞）による筋線維型の自律制御機構の解明を本課題の主目的とすることを踏

まえると、そもそもの筋管形成に弾性率の違いを起因とした差異が生じなかった点は、

以降に示す筋線維型組成への影響を検証するために適した実験系であると考えられた。 
 

 3.3 基質の弾性率の違いが筋管の筋線維型組成へ変化を及ぼす 
 本小項目では、培養基質の弾性率の違いが、筋管の筋線維型組成へ与える影響につ

いて調べた。すなわち、筋線維型のマーカーとなるMyHCアイソフォーム（遅筋型; Ⅰ
[Myh7], 中間型; Ⅱa[Myh2], 速筋型; Ⅱx[Myh1], および超速筋型; Ⅱb[Myh4]）の発現レベル

を、real-time RT-qPCRに供試して比較した。なお本比較に際して、内部標準として3種

類の遺伝子を用いて検討した。3.2 においても使用したプリン代謝関連酵素のハウスキ

ーピング遺伝子 HPRT（図 3A）、同じく 3.2 においてゲル基質の弾性率違いに応じて

発現量が変化しなかった MyHC-embryonic（Myh3）（図 3B）および MyHC-neonatal
（Myh8）（図 3C）をそれぞれ用いた。 
 まず、内部標準に HPRT を用いた際には、MyHCⅠが 13.8 kPa のゲル基質で、Ⅱx が

7.5 kPa でそれぞれ発現量が高い傾向であった。しかし、MyHCⅡa およびⅡb の発現量

に差は認められなかった。 
 次に、内部標準に MyHC-embryonic を用いた場合には、MyHCⅠは 13.8 kPa のゲル基
質で、Ⅱxは 7.5 kPaで、それぞれ有意に高い発現量が認められた。なお、MyHC Ⅱaお
よびⅡbでは差が認められなかった。 

                      
  

図 2 筋管形成マーカーの発現量の比較 
C2C12を 7.5 kPaまたは 13.8 kPaの弾性率を
有するポリアクリルアミドゲル上で分化

120 時間目まで培養した。A）MyHC-
embryonic、MyHC-neonatalのmRNA発現量
を比較した。それぞれ 7.5 kPaを 1とした
相対値で示す。内部標準にはHPRTを用い
た。B）total MyHC のタンパク質発現量を
比較した。内部標準には α-tubulin を用い
た。 



 
 

さらに、内部標準に

MyHC-neonatal を用いた

際には、MyHCⅠおよび

Ⅱb が 13.8 kPa のゲル基

質で、Ⅱxは 7.5 kPaで有

意に高い発現量であっ

た。MyHC Ⅱaは 13.8 kPa
で高い傾向にあったが、

有意な差は認められなか

った。 
以上の結果をまとめる

と、遅筋型のアイソフォ

ームである MyHCⅠは

13.8 kPa のポリアクリル

アミドゲル基質上におい

て、速筋型のⅡx は 7.5 
kPa の基質上で、それぞ

れ分化誘導培養した

C2C12 で高い発現レベル

を示すことが明らかとな

った。つまり、培養基質

の弾性率の違いは、形成される筋管の筋線維型組成に変化を与えることが示唆された。

予想と反して、速筋部位として設定した 13.8 kPa の基質上では遅筋型のマーカーの発

現量が、遅筋部位と想定した 7.5 kPaでは速筋型のマーカーがそれぞれ高い発現量を示

した点は大変興味深く、その要因追求は今後の新たな研究課題となるであろう。 

 
4. まとめ 
本研究課題では、衛星細胞（および筋芽細胞）が自律的に筋線維型を制御するメカニ

ズム解明の一端として、局在する細胞接着面の硬さによる影響に着目した。そこで、

7.5 kPaと 13.8 kPaの弾性率を示すポリアクリルアミドゲル基質上に C2C12筋芽細胞を

播種し、分化誘導培養を通して筋管形成を誘導した。形成された筋管の筋線維型組成

を調べたところ、7.5 kPa の基質上ではより速筋型のマーカーが、反対に 13.8 kPa では

遅筋型マーカーの発現レベルがそれぞれ高いことが明らかとなった。すなわち、細胞

の足場の硬さによって、筋線維型の異なる筋管が形成される可能性が示された。本研

究成果は、運動神経刺激を介さずに筋線維型を制御する次世代型肉質改良技術開発の

礎となると考えている。また、昨今大いに注目されている培養肉生産技術への応用も 

                 
 

図 3 筋線維型マーカーの発現量の比較 
C2C12を 7.5 kPaまたは 13.8 kPaの弾性率を有するポリアクリルアミドゲル上で分化 120
時間目まで培養し、回収したサンプルを real-time RT-qPCRに供試して、MyHC I, Ⅱa, Ⅱx
およびⅡb の mRNA 発現量を比較した。内部標準には A）HPRT、B）MyHC-
embryonic 、およびC）HPRT MyHC-neonatalをそれぞれ用いた。7.5 kPa区を 1とした相
対値で示す。†は p<0.10、*は p<0.05、**は p<0.01である。 



 
 

見込まれる。すなわち、高価な培養試薬等を導入せずとも、培養基質の弾性率を調整

することで、安価かつ容易に肉質をコントロールする技術へと発展することも期待し

ている。 
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