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略語一覧 

 

Ber: Berberine 

bFGF: Basic fibroblast growth factor 

BPR: Barred Plymouth Rock  

BS: Binding solution 

BSA: Bovine serum albumin 

CEE: Chicken embryo extract 

DAPI: 4',6-diamidino-2-phenylindole 

DEG: Differentially expressed gene 

DM: Differentiation medium 

DMEM: Dulbecco's modified Eagle's medium 

EdU: 5-ethynil-2'-deoxyuridine 

FBS: Fetal bovine serum 

FDR: False discovery rate 

GM: Growth medium 

GO: Gene ontology 

HS: Horse serum 

IL: Interleukin 

LENK: Leucine-enkephalin 

MAPK: Mitogen-activated protein kinase 

MB: Myoblast 

MENK: Methionine-enkephalin 

MHC: Myosin heavy chain 

MRF: Myogenic regulatory factor 

myoDN: Myogenetic oligodeoxynucleotide 

NCBI: National Center for Biotechnology Information 

NEAA: MEM non-essential amino acids 

NF-κB: Nuclear factor-kappa B 

ODN: Oligodeoxynucleotide 

PCA: Principal component analysis 

PBS: Phosphate buffered saline 

PFA: Paraformaldehyde 

PS: Penicillin-streptomycin 

qPCR: Quantitative polymerase chain reaction 
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QTL: Quantitative trait locus 

rhEGF: Recombinant human epidermal growth factor 

RBD: RNA-binding domein 

RNA-seq: RNA-sequencing 

RPKM: Reads per kilobase of exon per million mapped reads 

RPMI: Roswell Park Memorial Institute medium 

TLR: Toll-like receptor 

TPM: Transcripts per million 

UKC: UK Chunky 

UTR: Untranslated region 

WL: White Leghorn 
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1-1 鶏肉の生産量と消費量 

世界の人口は 2020年の 77億人から 2050年に 97億人へと増加し、21世紀末に

110 億人に達すると予測されている。世界人口の増加、開発途上国の経済成長に伴

い、世界全体の食肉需要は増加傾向で推移している [1]。鶏肉は、炭素排出量の点

で牛肉や豚肉よりも持続可能なことに加え [2]、宗教的禁忌も少ないことから生産量

が増加している (Fig. 1-1-A)。日本では若年層の魚離れや消費者ニーズの変化等に

より、魚介類の消費量が減少する一方で、一人当たりの食肉の消費量は、2019 年に

33.2 kg/年となり、過去最高を更新した [3]。特に国内の鶏肉需要は、消費者の価格

志向や健康志向の変化による影響を強く反映し、他の畜肉と比較して増加傾向で推

移している [4] (Fig. 1-1-B)。人類はこれまでに、戦略的な育種により肉用鶏の増体

率を向上させることで、現在の食肉生産量を維持してきた [5-7]。 

 

1-2 骨格筋組織の形成・再生 

食肉となる骨格筋組織は動物で最大の器官であり、運動、姿勢維持、呼吸、熱発生

などの重要な機能を担っている。骨格筋の形成は、タンパク質合成と分解のバランス

によって維持されており、これらのプロセスは栄養状態やホルモンバランス、運動、お

よび疾患や傷害などによる影響を常に受けている [8]。 

骨格筋は、多数の筋細胞が融合してできた多核の筋線維から構成される (Fig. 1-

2-A)。基底膜と筋細胞膜の間には、衛星細胞と呼ばれる幹細胞が存在している。衛星

細胞は、幹細胞集団を維持するだけでなく、分化、融合を経て、新しい筋線維の形成

および再構築を行う。成体の骨格筋では、衛星細胞の多くが、Pax3 [9]や Pax7 [10]

を発現している。Pax3/Pax7 陽性の衛星細胞は、分化刺激を受けると細胞周期から

離脱する。筋分化は、MyoD, myogenin, MRF4, Myf5 などの筋形成調節因子 

(MRF) によって高度に組織化されている [11]。細胞周期を脱した細胞は、Myf5 と

MyoD を発現する筋芽細胞 (前駆細胞) へと分化し、自己増殖する。次に筋芽細胞

は、サイクリン依存性キナーゼ阻害因子 p21 の発現増加と、網膜芽細胞腫タンパク質

pRB (Rb1) の脱リン酸化を介した代謝の切り替えを行う。一般的に p21 は増殖の停

止に重要な因子として知られるが、近年では分化プログラムの開始に関与することが

示唆されている。これまでに、筋分化中の p21の転写はMyoDによって誘導されてお

り、MyoD-p21 経路の活性化が筋分化の調節に重要なイベントであることが報告され

ている [12]。これらの代謝調節を受け、増殖を終えた筋芽細胞は、myogenin やミオ

シン重鎖 (MHC) を発現する筋細胞へと分化する。その後、単核の筋細胞が近くの

筋管や既存の筋線維と融合することで多核の筋管を形成する。筋細胞の融合には、

数万の筋芽細胞や筋細胞が関与すると考えられており、骨格筋形成はダイナミックな

イベントであることがうかがえる。実際に、筋細胞同士の融合は、認識、接着、細胞内

シグナル伝達、細胞骨格の変化、および膜の再配列を必要とする複雑なプロセスで、

5



厳密に制御されている。特に、膜貫通タンパク質 myomaker の発見は、脊椎動物に

おける筋細胞融合メカニズムを紐解く際に大きく貢献した [13]。近年ではmyomaker

のリガンド myomixer が同定されており、筋特異的な細胞融合メカニズムへの理解が

深まりつつある [14]。複雑な融合プロセスを終えた筋管は、最終的に、ミオシンフィラ

メントとアクチンフィラメントを形成し、骨格筋として機能を発揮する。骨格筋形成の中

でも筋芽細胞は、自己増殖による細胞の供給、膜の再編成や細胞融合によって骨格

筋の構造と機能を維持することから、筋管と筋線維の形成プロセスにおいて中心的な

役割を担っていると言える。したがって、筋芽細胞の増殖と分化に影響する因子の探

索と同定は、筋管や筋組織の形成メカニズムを理解し、制御するために重要である。 

 

1-3 卵用鶏と肉用鶏の筋芽細胞における網羅的な遺伝子発現解析 

生物は外的環境に対応するために、細胞が保有している遺伝情報を読み解き、そ

の情報を表現する。生物の全遺伝情報 (ゲノム) の解読が進み、1 つの細胞の中にタ

ンパク質をコードする遺伝子や生命活動に重要な役割を担う RNA 分子が数万種類

存在していることが明らかになっている。ゲノム DNA の一部を鋳型にして RNA が合

成されることを転写と呼び、転写によって合成された RNA のことをトランスクリプトとい

う。トランスクリプトは細胞内でタンパク質に翻訳され、臨機応変にその機能を発揮する

ことで、生命活動に貢献する。トランスクリプトーム解析は、細胞全体の今の動きを可

視化するだけでなく、未来の活動を予測する上で重要な技術である。同じ動物種由来

の細胞でも、遺伝子発現パターンが個体 (系統や品種) によって異なることもあり、細

胞の性格を判断することにもトランスクリプトーム解析が利用されている。現在、トランス

クリプトーム解析は、生物学研究、医学診断、および治療研究で広く使用されている。 

定量 PCR (quantitative PCR; qPCR) はポリメラーゼ連鎖反応 (PCR) を用いて、

対象物の中にある特定のトランスクリプトの量を調べる方法である。迅速性と定量性に

優れており、少ないサンプルの量で解析が可能である。一方で、qPCR では各遺伝子

に対する特定のプライマーを設計して発現を解析するため、対象とする遺伝子は数百

種類が限界である。この問題を克服した方法がマイクロアレイである。qPCR とは異な

り、プライマーを用意する必要がなく、遺伝子発現を網羅的に調べることが可能である。

マイクロアレイでは、一度の解析で数万種類の遺伝子の発現パターンを網羅的に調

べることができる。マイクロアレイでは、標識した cDNAとスライドガラス上に固定化され

た DNA プローブをハイブリダイゼーションすることで、遺伝子の発現量を蛍光によっ

て可視化する。DNAプローブの蛍光量を測定することにより、遺伝子の発現量を網羅

的に評価することができる。しかし、マイクロアレイを利用するには、解析対象の塩基配

列をあらかじめ知っておく必要があり、情報のない遺伝子の測定不可能である。また、

ほとんどのマイクロアレイは、遺伝子上のエキソンに存在する一領域だけを発現解析

指標として用いるため、遺伝子のスプライシングバリアントの発現を調べることができな
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い。マイクロアレイとは対照的に、RNAシーケンシング (RNA-seq) では、標識された

トランスクリプトを直接解析するため、スプライシングバリアントや融合遺伝子などを含

む、新規転写物を同定することもできる。コストの面で敬遠されてきた RNA-seqであっ

たが、逆転写反応と全 cDNA 増幅法の効率上昇、逆転写酵素の最適化や試薬コスト

の削減によって RNA-seqはより身近な解析方法となりつつある。最近では、クラウドプ

ラットフォーム RaNA-Seq を用いて、RNA-seq データを迅速に解析・可視化すること

もできる [15]。RaNA-Seq では、中間マッピングファイルを形成せずに、遺伝子発現

を定量するアルゴリズム (salmon) を用いることにより、次世代シーケンサからの出力

されたテキストデータ (FASTQファイル) の定量、品質管理の計算、発現変動遺伝子

の解析を数分で実行可能である。 

食肉を効率的に生産するために育種選抜されてきた家畜は、原種よりも発達した骨

格筋を有するようになった。これら家畜の筋形成メカニズムを紐解くことは、新たな筋形

成シグナルの解明につながることが期待される。近年、RNA-seqを用いた網羅的な遺

伝子発現解析によって、家畜の筋分化の機構を解析した研究が報告されている。ヒツ

ジの品種間で上腕二頭筋のトランスクリプトームを比較した研究では、合計 1,300 遺

伝子の発現パターンの違いが報告されている。この報告は、骨格筋組織の発達メカニ

ズムの解明に役立つと期待されている [16]。最近では、霜降りの多い牛系統の選抜

に必要な科学的な知見を得るため、背最長筋の網羅的な遺伝子発現解析が行われ

た [17]。さらに、RNA-seq を使用して、ブタの筋組織の発達と、肉の品質に関連する

遺伝子が提案されている [18]。この流れはニワトリも例外ではなく、トランスクリプトベ

ースの解析が進められている。例えば、RNA-seq 解析によって、鶏肉の柔らかさに関

与する可能性がある 68個の遺伝子が明らかにされている [19]。このように、トランスク

リプトーム解析を用いることで、家畜の特異的な筋形成に関わるメカニズムを組織や細

胞レベルで明らかにすることが可能になりつつある。しかし、骨格筋の形成に関連する

シグナルネットワークは複雑であり、鳥類の筋形成の研究はまだ不完全である。 

最近では、肉用鶏の骨格筋組織の肥大に関わる遺伝子を探索するためのゲノムベ

ースの研究も進められてきた。量的形質遺伝子座 (quantitative trait locus; QTL) 

解析により、経済形質の遺伝子座を同定することで各肉用鶏を比較する報告も増えて

いる [20-22]。だが、QTL 解析で明らかにできるのは、量的形質を支配する遺伝子の

場所である。このため、対象とする遺伝子の機能を明らかにすることができない。マウ

スやヒトでの研究によって多くの骨格筋形成に関わる遺伝子が明らかになりつつある

が、筋形成に特化して育種選抜されてきた家禽と哺乳類で遺伝子発現が異なることが

推測される。近年、筋組織の遺伝子発現パターンを網羅的に解析し、ニワトリの骨格

筋形成に関わる新たな遺伝子群を同定しようとする試みがある [23-25]。しかし、これ

らの研究では、様々な細胞からなる成鶏の骨格筋組織を材料としているため、純粋に

筋細胞の遺伝子発現を評価しているとはいえず、また、成育状況などの環境要因によ
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る影響の存在も否定できない。家禽の筋形成を制御する遺伝子の探索には、実験条

件を厳密に制御でき、再現性の高い解析系の確立が不可欠である。筆者は、骨格筋

の形成において中心的な役割を担う筋芽細胞に着目した。出生後の骨格筋組織の発

達は、主に筋線維の長さと筋線維径の増大に依存している [26]。一方で筋線維数は、

マウス [27, 28]、ラット [29]、豚 [30]、牛 [31]およびニワトリ [32]において胚形成の

間に決定されることが報告されている。これらの報告は、発生段階での遺伝子発現が

筋線維の形成に重要であることを示唆する。胚時期の筋形成では、筋芽細胞が増殖・

分化することで、筋線維を形成する。これらの知見から、ニワトリ筋芽細胞の増殖・分化

に関わる因子を探索することや、それら因子の機能を明らかにすることは家禽の筋形

成メカニズムの理解に重要である。そこで本研究では、ニワトリ筋芽細胞の増殖と分化

を制御する遺伝子の探索と、その機能の解明を目的とした。 

 

1-4 筋形成型オリゴ DNA (myoDN) とベルベリンの複合体がニワトリ筋芽細胞に

与える影響 

最近、筆者が所属する研究室で、骨格筋芽細胞の分化を促進する 18塩基のオリゴ

DNA (ODN) 群が世界で初めて同定された [33]。これらの配列は筋形成型 ODN 

(myoDN) と命名された。myoDN は、ヒト腸内に存在し、乳製品にも用いられる乳酸

菌 Lacticaseibacillus rhamnosus GGのゲノム配列から設計された一本鎖 ODNで

ある。これまでに myoDN は、マウスだけではなく、ヒト筋芽細胞の分化を強力に促進

することが明らかになっている。また、myoDN の一つである iSN04 は多機能タンパク

質ヌクレオリンに直接結合することが分かっている。ヌクレオリンと p53の関係について

は詳細に調べられており、ヌクレオリンが p53 遺伝子の 3’-UTR に結合することで、

p53 mRNAの翻訳を阻害することが報告されている [34-36]。実際に iSN04を筋芽

細胞に投与すると p53 タンパク質量が増加する。これまでに、マウス筋芽細胞株

C2C12 を用いた研究では、ドミナントネガティブ型の p53 が筋分化を阻害することが

報告されている [37]。筋分化において、p53 はMyoD と協調して [38]、網膜芽細胞

腫タンパク質 (RB) の転写を活性化する [39]。p53-RB シグナル経路は細胞周期を

停止させ、筋分化中のMyoDの活性化に関わる補助的な機構として働く [40, 41]。こ

れらの報告から、iSN04 がヌクレオリンタンパク質の阻害を介して、p53 タンパク質の

翻訳を増加させ、筋分化を誘導していると考えられている。さらに、キハダ由来のアル

カロイドであるベルベリンが iSN04 と結合し、その活性を劇的に亢進させることが見出

されている (Fig. 1-2-B)。分子シミュレーションおよび変異 iSN04を用いた実験から、

13から 15番目の連続したグアニン (G) が iSN04の活性に重要であることが分かっ

ている。ベルベリンは、GGG配列を介して iSN04 と物理的に相互作用することが示さ

れており、構造を安定化することやヌクレオリンとの結合の親和性を向上させることによ

って iSN04の筋分化活性を増強すると考えられている。 
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ODNの作用は同一配列でも動物種によって異なることが報告されている。例えば、

TLR依存的に免疫を制御する ODN である ODN-2006 はマウスとヒトの TLR9 を刺

激するが、ODN-1826 はマウス TLR9 にのみ認識される [42]。ニワトリでは哺乳類

TLR9 の機能的ホモログとして TLR21 を発現する。最近では、鳥類マクロファージを

刺激する ODN の報告もある [43]。鳥類の免疫系を刺激するために重要な配列も同

定されつつあるが [44-46]、これら配列はマウスやヒトにおいては必須ではないことが

示唆されている。筋形成型ODNである iSN04の標的タンパク質であるヌクレオリンの

アミノ酸配列は、鳥類と哺乳類の間で比較的類似しているが、同一性は約 60％にとど

まる (ニワトリ-ヒト間の同一性 62.5％、ニワトリ-マウス間の同一性 59.6％)。これらの知

見は、myoDN が種特異性を示す可能性を示唆している。これまでに、哺乳類と鳥類

で筋分化を促進する共通の核酸配列は報告されていない。myoDN がアンチセンス

核酸や miRNA 様に機能するのであれば、各種ゲノムの相同遺伝子座に myoDN と

類似の配列が保存されているはずである。しかし、BLAST検索ではそのような遺伝子

座を認めなかった。また、アンチセンス核酸は直鎖化による活性向上が期待されるが、

先行研究によってmyoDNの一部は熱変性により失活することが示されている。これら

の結果は、myoDN の作用が立体構造依存的であることを強く示唆する。myoDN が

ニワトリ筋芽細胞の分化をも誘導する分子であることが明らかになれば、哺乳類と鳥類

で高度に保存された筋分化メカニズムの発見につながると考えられる。しかし、

myoDN が鳥類筋芽細胞にも効果があるかは不明である。そこで本研究では、

myoDNがニワトリ筋芽細胞の分化を誘導するのかを検証した。 
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Fig. 1-1; 鶏肉の生産量と肉用鶏
A: 世界の食肉生産量 [1]

B: 国内の食肉生産量 [3]
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Fig. 1-2; myoDN
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第 2章 

 

卵用鶏と肉用鶏の骨格筋芽細胞における 

網羅的な遺伝子発現解析 
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2-1 緒言 

 

鶏肉は安価で良質なタンパク源であることから、世界的に需要が増加している。肉

用鶏の体重などを指標に、有用形質の選抜が繰り返された結果、鶏肉の生産効率は

年間約 3.3％ずつ向上してきた [47]。鶏肉生産に特化した肉用鶏は、他の品種と比

較して、急速に骨格筋が発達する [48, 49]。孵化時の体重は、卵用鶏で 38.5 gであ

るが、肉用鶏では 44.4 gに達する。孵化後の肉用鶏の体重は 4~5週間以内に 2 kg

に達するが、卵用鶏の体重は依然として 0.4 kg に留まる。このように肉用鶏は急速に

生育するように改良され、現在の食肉産業を支えている。 

肉用鶏の骨格筋形成メカニズムを詳細に理解するために、ゲノムベースの研究が

進められてきた。Ambo らは、QTL 解析を用いて、ニワトリ個体の体重が、限られた染

色体領域に支配されていることを報告している [50]。最近では、日本原産の品種であ

るナゴヤと市販の肉用鶏の親品種であるホワイトプリマスロックの QTL 解析によって、

出生後の成長を制御する 3つの QTLが報告されている [51]。これらの報告によって

肉用鶏の増体に関わる遺伝子座が同定されているが、QTL 解析では遺伝子の詳細

な機能を明らかにすることはできない。 

卵用鶏と肉用鶏の体重の違いは、主に骨格筋の大きさに起因する。卵用鶏と比較

して、肉用鶏の骨格筋は、筋線維数が多く、各筋線維の直径が大きい。骨格筋形成

の違いを分子レベルで明らかにするために、骨格筋組織のトランスクリプトーム解析が

行われてきた。胸筋組織を対象としたマイクロアレイでは、遅筋線維や衛星細胞の増

殖、および筋肉肥大に関連する遺伝子の発現が、卵用鶏と肉用鶏の間で異なること

が報告されている [52]。また、肉用鶏の胸筋組織におけるマイクロアレイでは、胸筋

組織の遺伝子発現パターンは飼料の影響を受けることが報告されている [53, 54]。次

世代シーケンサの発展により RNA-seq は身近なツールとなりつつある。ニワトリのゲノ

ム情報の刷新もあり、哺乳類のように簡単にデータが収集可能になってきている。最

近では、RNA-seq を用いてニワトリのトサカの大きさに関わる遺伝子が探索された 

[55]。また、現行の商業用肉用鶏と改良前の肉用鶏の胸筋組織で発現の異なる遺伝

子が報告されている [23, 24]。さらには、胸筋組織の pHが異なるニワトリ系統間の遺

伝子発現を比較し、肉質に関わるマーカー遺伝子の探索が行われた [25]。これらの

報告から、ニワトリの骨格筋形成には、ストレス応答やDNAの複製、ホルモンによる刺

激などさまざまなシグナルが関与することが示唆されている。しかし、これらの研究では、

成鶏の骨格筋組織を材料としているため、純粋に筋細胞の遺伝子発現を評価してい

るとはいえず、また、成育状況などの環境要因による影響も否定できない。家禽の筋

形成メカニズムをより詳細に調べるためには、実験条件を厳密に制御でき、再現性の

高い解析系の確立が不可欠である。 
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骨格筋は、多数の筋細胞が融合してできた多核の筋線維から構成される。基底膜と

筋細胞膜の間には、衛星細胞と呼ばれる幹細胞が存在している。通常、衛星細胞は

静止状態にあり、増殖しない。しかし、発生期や骨格筋が損傷するなどの刺激を受け

ると、衛星細胞は活性化されて筋芽細胞と呼ばれる前駆細胞に分化する。筋芽細胞

は数回の細胞分裂によって増殖した後、筋細胞へと分化する。そして複数の筋細胞が

互いに融合して、多核の筋管となる。骨格筋は筋管同士が互いに融合することで肥大

する [56]。筋芽細胞は、自己増殖による細胞の供給や膜の再編成や細胞融合による

筋管の形成に関わることから、骨格筋の形成において中心的な役割を担っていると言

える。出生後の骨格筋組織の発達は、主に筋線維の長さと筋線維径の増大に依存し

ている [26]。ニワトリの筋線維数は、胚形成の間に決定されることが報告されている 

[32]。これらの報告は、遺伝的な要因や発生段階での遺伝子発現が筋線維の形成に

重要であることを示唆する。したがって、胚発生の筋形成において重要な役割を果た

す筋芽細胞の遺伝子発現を解析することは、肉用鶏の活発な筋成長に関わる因子の

探索に有用であると考えられる。しかし、今日までに、ニワトリ筋芽細胞で発現する遺

伝子を網羅的に解析したデータはない。そこで本研究では、表現型の異なるニワトリ

品種の比較を通じて筋芽細胞の増殖と分化の分子基盤を明らかにすることを目的とし、

肉用鶏と骨格筋の発生および形態が大きく異なる卵用鶏の筋芽細胞を対照群とした。

RNA-seq によって卵用鶏および肉用鶏のニワトリ胚から単離した筋芽細胞の遺伝子

発現を網羅的に解析した。 
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2-2 材料および方法 

 

2-2-1 初代培養ニワトリ筋芽細胞 

卵用鶏 (白色レグホン; WL) と肉用鶏 (UK チャンキー; UKC) の鶏卵はそれぞ

れ、全国農業協同組合連盟から購入した。各鶏卵を 38.5℃、湿度 60％、水平回転

45°で、3.75 分間隔で 10 日間転卵培養した (ハンバーガー・ハミルトンの発生段階

36 期 [57])。個体差を均等にし、胚あたりの細胞数が少ないことを克服するために、

各系統で 10個のニワトリ胚を使用した。ニワトリ 10日胚の大腿骨を股関節と膝関節で

切断し、皮膚を剥がして大腿骨を除去した後、2 mg/mL コラゲナーゼ II (Sigma-

Aldrich)、DMEM (Nacalai)、10％ FBS (HyClone; GE Healthcare)、1％ PS 

(Nacalai) の混合溶液からなるコラゲナーゼ溶液中で後肢筋を細かく切り刻んだ。

37℃で 1 時間培養器内に静置した後、細胞懸濁液を 100 μm セルストレーナー 

(Thermo Fisher Scientific) を使用して筋線維を除去した。得られた細胞を、

RPMI1640 (Nacalai) 、 20％  FBS 、 1％  NEAA (Wako) 、 1％  CEE (US 

Biological)、2 ng/mL bFGF (Wako)、および 1% PS からなる増殖培地 (chMB-

GM) に懸濁した。コラーゲンコーティングされていない培養皿で 24 時間培養し、脂

肪細胞、線維芽細胞、血管細胞などの付着細胞を接着させた。次に、上清中のニワト

リ筋芽細胞を、コラーゲンタイプ I-C (Cellmatrix; Nitta Gelatin) でコーティングさ

れた培養皿で培養した。未分化なニワトリ筋芽細胞は chMB-GMで維持した。chMB-

GMで維持したニワトリ筋芽細胞を、1 mM EDTA (Wako) を含む 0.25％ トリプシン

で 37°Cで 5分間処理して細胞を回収した。chMB-GMに懸濁した筋芽細胞をコラー

ゲンタイプ I-C でコーティングした培養皿またはプレートに適切な細胞数 (各実験方

法を参照) で播種し、サンプル間の細胞密度を均等にした。細胞を播種してから 24

時間後の筋芽細胞を 0 日目と定義した。筋分化は、DMEM、5％ FBS、1％ PS か

ら成る分化培地 (chMB-DM) に置換することで誘導した。全ての実験においてニワ

トリ筋芽細胞は、37℃、5% CO₂で培養した。 

 

2-2-2 初代培養マウス筋芽細胞 

4 週齢の C57BL/6J マウスの骨格筋からマウス筋芽細胞を単離し、Ham's F-10 

(SIGMA)、20％ FBS、2 ng/mL bFGF (Wako)、および 1％ PSから成る増殖培地

で維持した。5.0×105個のマウス筋芽細胞をコラーゲンタイプ I-C でコーティングした

60 mm培養皿で培養した。筋分化は、DMEM、5％ FBS、1％ PSから成る DMに

置換することで誘導した [33]。 

 

2-2-3 初代培養ヒト筋芽細胞 

初代培養された成人の筋芽細胞 (CC-2580; Lonza) を購入し、製造元の指示に
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従って培養した。2.0×105個のヒト筋芽細胞を、コラーゲンタイプ I-Cでコーティングし

た 60 mm 培養皿に播種し、増殖培地で維持した。筋分化は、DMEM、2％ HS 

(HyClone)、1％ PSから成る DMに置換することで誘導した [33]。 

 

2-2-4 細胞数計測 

コラーゲンタイプ I-C でコーティングした 12 ウェルプレートに 2.5×104個/ウェルで

ニワトリ筋芽細胞を播種した。筋芽細胞は chMB-GM で培養し、細胞数の計測時に、

0.25％ トリプシンで 37℃、5 分間処理した。血球計算盤を使用して筋芽細胞の数を

数えた。 

 

2-2-5 EdU (5-ethynil-2'-deoxyuridine; 5-エチニル-2'-デオキシウリジン) 染色 

1.0×105個のニワトリ筋芽細胞をコラーゲンタイプ I-C でコーティングした 30 mm

培養皿に播種した。24時間後、EdU を最終濃度 10 μMで添加し、細胞を 3時間培

養した。EdU染色は、Click-iT EdU Imaging Kit (Thermo Fisher Scientific) を

製造元の指示に従って使用した。DAPI によって細胞核を染色した。EdU 陽性細胞

は、ImageJ ソフトウェア (National Institutes of Health) を使用して計測した。

EdU 陽性細胞の割合は、EdU で染色された核の数を、DAPI で染色された核の総

数で割ったものとして定義した。 

 

2-2-6 細胞の免疫染色 

1.0×105個のニワトリ筋芽細胞を 30 mm の培養皿に播種した。翌日、chMB-DM

に培地交換し、2 日間培養した。培養細胞は 2% PFA (Nacalai) で固定し、0.2% 

Triton X-100 (Nacalai) で透過処理を行った。1％ ウシ血清アルブミンで 30分間ブ

ロッキングした後、0.5 µg/mL マウスモノクローナル抗 MHC 抗体 (MF20; R＆D 

Systems) で免疫染色した。細胞核は DAPI (Nacalai) で染色した。Alexa Fluor 

488結合ロバポリクローナル抗マウス IgG抗体 (Jackson Immuno Research) を二

次抗体として使用した。EVOS FL Auto microscope (AMAFD1000; Thermo 

Fisher Scientific) を使用して、位相差および蛍光画像を撮影した。ImageJ ソフトウ

ェアですべての核数を測定し、そのうちの MHC陽性の割合をMHC陽性率、2個以

上の多核の筋管に存在する核の割合を筋管形成率 (fusion index) と定義した。 

 

2-2-7 RNA-seq 

ニワトリ筋芽細胞の RNA-seq は、東京農業大学生物資源ゲノム解析センター平成

29 年度後期共同研究課題「肉用鶏と卵用鶏の骨格筋芽細胞における遺伝子発現の

比較解析」 (17B-03) として行った。2.0×105 個のニワトリ筋芽細胞をコラーゲンタイ

プ I-Cでコーティングした 60 mm培養皿に播種し、前述のように筋分化を誘導した。
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細胞の全 RNA は、各品種の分化誘導前 （day 0）、分化誘導後 1 日目 （day 1）お

よび 2 日目 （day 2）の筋芽細胞 （各品種 n=3、計 18 サンプル）から、NucleoSpin 

RNA Plus (Macherey-Nagel) を用いて回収した。RNA の純度は Agilent 2100 

Bioanalyzer Agilent と RNA 6000 nano kit (Agilent Technologies) を用いて測

定した。RNA Integrity Number (RIN) 値はすべてのサンプルで>8.0だった (Fig. 

2-1)。1 μgの全 RNAを、Illumina TruSeq RNA Library Prep Kit v2 (Illumina) 

を使用して RNA-seq 用のライブラリを調製した。ライブラリの品質は、Agilent 2100 

Bioanalyzerおよび Agilent DNA 1000試薬 (Agilent Technologies) を使用して

確認した (Fig .2-2)。RNA-seqは、Illumina HiSeq 2500で実行し、102サイクル、

シングルリードの条件で各サンプルを解析した。FASTQ 読み取りデータは、

bcl2fastq conversion software 2.18 (Illumina) で取得した。読み取りの品質 (Q

スコア) は、DNA の塩基配列の品質を表す指標である Phred クオリティスコアによっ

て計算した。低品質の読み取り (Q スコア<36) を削除し、アダプターシーケンスをトリ

ミングした後、処理したデータをリファレンスゲノム (Gallus_gallus-5.0 Assembly; 

GCA_000002315.4) にマッ ピング し た 。 CLC Genomics Workbench 9.5.2 

(Qiagen) を使用して遺伝子発現を解析し、発現レベルを RPKM 法によって数値化

した。最後に FDR を使用して p 値を算出した。RNA-seq の FASTQ リードデータは

DDBJ Sequence Read Archive (DRA) に登録した  (Accession Number; 

DRA007964)。RNA-seq のサンプル構成と総リード数、およびマッピングされたリード

数とその割合を Table 2-1に示す。 

 

2-2-8 Volcano plot 

Volcano plotは 2つのサンプル間で異なる発現パターン示す遺伝子を可視化する

ために作製した。遺伝子発現の差は、2 を底とする対数 (X軸) および p 値の負の常

用対数 (Y軸) としてプロットした。 

 

2-2-9 遺伝子オントロジー (GO) analysis 

DAVID Bioinformatics Resources 6.8 (https://david.ncifcrf.gov/) [58] を使用

して GO 解析した。生物学的プロセスにおけるオントロジーは、p 値<0.05 を基準とし

て、有意に濃縮された遺伝子クラスタとして定義した。 

 

2-2-10 Heatmap generation 

ヒートマップは、Heatmapper によって生成した (http://www.heatmapper.ca/) 

[59]。各行は遺伝子を、各列は各サンプル (n=3) の平均を表している。緑は発現が

高い遺伝子、赤は発現が低い遺伝子を示している。 
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2-2-11 STRING analysis 

遺伝子の機能的および生理学的な相互作用を、 STRING version 10.5 

(https://string-db.org/) [60] を使用して視覚化した。 

 

2-2-12 主成分分析 (PCA) 

RNA-seq から得た RPKM 値 (読み取り数>0) を PCA に使用した。18 個のサン

プルで発現する合計 13,815 個の遺伝子を次元数削減に使用した。分散共分散行列 

(13815×13815 次元) は、18 個のベクトルから計算した。行列を対角化し、固有値と

ベクトルを取得した。最大の固有値の固有ベクトルへの射影は、PCA の最初の成分 

(PC1) に対応した。PCAの 2番目の成分 (PC2) は、2番目に大きい固有値の固有

ベクトルへ射影した。これらの計算は、Python スクリプトを使用して実行した。 

 

2-2-13 qPCR 

RNA-seq に使用したニワトリ筋芽細胞の全 RNA を qPCRに使用した。マウスおよ

びヒトの筋芽細胞からの全 RNAは、TRIzol試薬 (Thermo Fisher Scientific) を使

用して抽出した。RNAは、ReverTra Ace qPCR RT Master Mix (TOYOBO) を使

用して逆転写した。qPCRでは、GoTaq qPCR Master Mix (Promega) と StepOne 

Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific) を使用した。各遺伝子の発

現量は、ニワトリ 16S 遺伝子、マウス Rn18S 遺伝子、ヒト YWHAZ 遺伝子の発現量

で正規化し、結果は相対値として示した。qPCR に用いたプライマー配列を Table 2-

2に示す。 

 

2-2-14 エンケファリン 

MENK (Tyr-Gly-Gly-Phe-Met) (Peptide Institute) と LENK (Tyr-Gly-Gly-

Phe-Leu) (Wako) を PBS に溶解し、実験に使用した。エンケファリンを用いた細胞

実験では陰性対照群としてエンケファリンを含まない PBSを投与して実験を行った。 

 

2-2-15 統計解析 

各実験結果は平均±標準誤差で示した。対応のない独立した 2 群の検定には

Student’s t test、3 つ以上のグループ間の統計的差異は、一元配置分散分析 

(ANOVA) を行ったのち、Williams’ test または、Scheffe’s F testによって評価した。

有意水準は p値<0.05に設定した。 
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2-3 結果 

 

2-3-1 WL と UKC筋芽細胞における増殖と筋分化能の違い 

WL と UKC の筋芽細胞の増殖・分化能を細胞レベルで詳細に比較解析した。ま

ず、増殖培地中でのWL とUKCの筋芽細胞の数を経時的に計測した (Fig. 2-3-A)。

培養 48時間後にはUKC筋芽細胞数はWLの 1.4倍に達し、引き続き 72時間後、

96 時間後においても UKC 筋芽細胞数は WL を有意に上回っていた。このことから

WL と比較して UKC 筋芽細胞の増殖が速いことがわかった。さらに、EdU のゲノム

DNAへの取り込みを指標に、細胞分裂の頻度を評価した (Fig. 2-3-B, C)。EdU添

加 3時間後では、分裂中の細胞の割合を示すEdU陽性率はUKC筋芽細胞で 49%

であり、WL の 35%を有意に上回っていた。細胞数の計測の結果と合わせて、UKC

筋芽細胞の増殖は速いことが明らかになった。 

次に筋芽細胞の分化能を調べた。分化培地で筋芽細胞を分化誘導し、24時間ごと

に骨格筋の最終分化マーカーである MHC を免疫染色した (Fig. 2-3-D)。その結果、

MHC陽性率 (図中; MHC+ cells) は 1日目および 2日目でWLに比べてUKC筋

芽細胞で有意に高くなった  (Fig. 2-3-E)。また、筋管の形成率  (図中 ; Fusion 

index) も同様に、UKCで有意に高くなっていた (Fig. 2-3-F)。このことからWL と比

較してUKC筋芽細胞は高い筋分化能を示すことがわかった。 

 

2-3-2 WL と UKC筋芽細胞で発現が異なる遺伝子群の解析 

WLおよび UKC 筋芽細胞は独立して 3 回筋分化を誘導した。筋芽細胞を分化誘

導後 0、1、および 2日目の細胞の全 RNA を抽出し、RNA-seqに供した。得られたリ

ードからアダプター配列をトリミング処理した。平均して 2,330 万のリードが取得され、

そのうち約 2,260 万のリード (97.2％) がニワトリリファレンスゲノム (Gallus_gallus-

5.0) にマッピングされた (Table 2-1)。全サンプルを通じて、46,389個の転写産物か

ら合計 26,640 個の遺伝子の発現を確認した。遺伝子発現レベルは、リードカウントに

対して、100 万リードあたりの正規化と、1 kb あたりの正規化を適用した値 (RPKM) 

を使用して、正規化した。偽発見率 (FDR)<0.05、p 値<0.05、かつ fold-change≧

2.0の遺伝子を DEG として定義した。まず、分化段階ごとにWL とUKC筋芽細胞を

比較した解析では、合計 1,032 DEGs が同定された (Fig. 2-4-A)。そのうち 336 

DEGsが 0日目から 2日目までの筋分化を通して常に発現量が異なっていた。これら

の 336 DEGsは、WLとUKC筋芽細胞の品種間の違いをよく反映すると考えられる。

GO 解析の結果、336 DEGs には、コラーゲン、チャネル、受容体、リガンドなどの細

胞外、または細胞表面に存在するタンパク質が多く含まれていた (Table 2-3)。これら

のタンパク質は、筋芽細胞の特性を反映している可能性があり、ニワトリの筋発達を予

測するための細胞マーカーとして役立つ可能性がある。Volcano plot から、これら遺
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伝子群の発現は品種間で大きく異なることがわかった (Fig. 2-4-D)。 

次に、各品種において分化に伴う DEGs (fold-change≧2.0, p<0.05) を抽出した 

(Fig. 2-4-E)。WL筋芽細胞の分化においては合計 1,933個 (Fig. 2-4-B)、UKC筋

芽細胞の分化においては合計 1,754 遺伝子(Fig. 2-4-C)の発現が有意に変化した。

Volcano plotからも、これらの遺伝子群の発現変化は 24時間以内では比較的小さく、

発現レベルが大きく変化するには少なくとも 48時間を必要とすることがわかった (Fig. 

2-4-E)。 

 

2-3-3 ニワトリ筋芽細胞の分化中に発現が変動する 840遺伝子の解析 

WLまたはUKC筋芽細胞の分化過程で発現が変動する 840 DEGs (fold-change

≧4.0, p<0.05) を抽出し、ヒートマップを作製した (Fig. 2-5-A)。緑は発現が高い遺

伝子を、赤は発現が低い遺伝子を示している。階層的クラスタリングにより、840 

DEGs は 4 つのサブクラスに分類された。未分化な WL で発現が高い WG (WL 

growth) 群、未分化な UKC で発現が高い UG (UKC growth) 群、分化後の WL

で発現が高い WD (WL differentiation) 群、分化後の UKC で発現が高い UD 

(UKC differentiation) 群である。特徴的な変動パターンを示すこれら 4つの遺伝子

クラスタについて GO 解析をした (Table 2-4)。各群における GO 解析では、840 

DEGs 内で細胞周期調節や筋肉形成に関わる複数の遺伝子クラスタが有意に形成さ

れた (Fig. 2-5-B)。UG 群 (117 遺伝子) の解析では、細胞分裂に関わるクラスタが

有意に検出された。また、UD 群 (393 遺伝子) には、アクチンやミオシンなどの筋タ

ンパク質が多数含まれていた。一方、WG 群 (45 遺伝子) と WD 群 (270 遺伝子) 

には機能的なクラスタを認めなかった。各群に含まれる遺伝子と、それら遺伝子から翻

訳されるタンパク質の相互作用について、STRINGデータベースを使用して視覚化し

た (Fig. 2-6)。UG 群および UD 群内の遺伝子は互いに緊密に相互作用するが、

WG 群と WD 群内の遺伝子間では相互作用がほとんど見られなかった。これらの解

析から、UG 群と UD 群に含まれる遺伝子クラスタは、活発な増殖と分化を示す UKC

筋芽細胞の特徴とよく一致していることが示された。 

 

2-3-4 主成分分析 (PCA) による肉用鶏の形質マーカー遺伝子の探索 

GO 解析ではデータベースからオントロジー情報を収集することで、遺伝子クラスタ

に特徴づけをするため、GO 解析でアノテーションが付与されない未知の遺伝子は考

慮されない。このため GO 解析で得られる結果は、よく研究された発現量が大きい遺

伝子クラスタの影響を強く反映し、偏った解釈をもたらす可能性がある。そこで、筋芽

細胞の性質に寄与する遺伝子をデータベースに依存しない方法で探索するため、

13,815 遺伝子を対象に主成分分析を行った (Fig. 2-7-A)。主成分分析によって定

義された第 1 主成分 (PC1, 寄与率=0.73) は、WL および UKC 筋芽細胞の分化
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段階に対応していた。第 2 主成分 (PC2, 寄与率=0.10) は、品種間差を明確に表し

ていた。PC1 と PC2に対して因子負荷率の高い遺伝子をそれぞれ抽出した (Fig. 2-

7-B, C)。この遺伝子リストの中には、336/840 DEGsのいずれかに含まれる遺伝子が

13個あった (Table 2-5)。これらの遺伝子は筋芽細胞の性質への関与が推測される。

抽出した 13遺伝子には、細胞周期関連遺伝子 (CDKN2B) や筋線維を構成する遺

伝子 (ACTC1, MHY15, TNNI1, TNNI2, TNNT2) が含まれていた。加えて、サイ

トカインやペプチド、ホルモンをコードする遺伝子 (CCK, CXCL14, MDK, PENK) 

など 7 つの遺伝子が得られた。これらのサイトカインやペプチドと、筋芽細胞の分化の

関係についてはこれまでに報告はない。そこで、これらの遺伝子について、RPKM 値

を用いて、筋分化中の発現パターンを確認した (Fig. 2-7-D-J)。これら 13 遺伝子の

発現パターンには一貫性がなく、それぞれのサイトカインやペプチドは独立して筋芽

細胞の増殖と分化に影響することが示唆された。筋芽細胞の増殖と分化に関わる

PC1 と、分化で発現が変動する 840 DEGsの両方に含まれる遺伝子は、筋芽細胞の

性質の根幹に影響することが考えられる。そこで本研究では、鳥類だけでなく哺乳類

の骨格筋形成や筋芽細胞における機能が不明であり、PC1と 840 DEGsの両方に含

まれる PENK遺伝子に着目した。 

 

2-3-5 エンケファリンが筋芽細胞に与える影響の解析 

PENKはプロエンケファリン (proenkephalin) をコードする遺伝子である。PENK

遺伝子から翻訳された前駆体タンパクがプロセシングを受けてエンケファリンが生成さ

れる。エンケファリンは 5 つのアミノ酸からなるペプチド (Tyr-Gly-Gly-Phe-XX) であ

り、C末端がメチオニンのMENK (Met-enkephalin) と、C末端がロイシンの LENK 

(Leu-enkephalin) の 2種類が産生される [61]。 

RNA-seq と qPCRによる遺伝子発現解析では、補正法の違いによって異なる解釈

を招くことがある。RNA-seq から得られたデータと実際の遺伝子発現量との関係を調

べるため、ニワトリ PENK 遺伝子の発現レベルを、qPCR によって再確認した (Fig. 

2-8-A)。RNA-seq と qPCRによって得られた PENK遺伝子の発現パターンは強く相

関していた (R2=0.623) (Fig. 2-8-B)。このことから、RNA-seqの解析結果は、筋芽細

胞における PENK遺伝子の発現を正確に観測できていると言える。PENKの発現は

0日目で最も高く、分化に伴って減少することが分かった。WL とUKC筋芽細胞の間

で PENK の発現量に有意差はなかった。これまでに、ラット L6 筋芽細胞株が Penk 

mRNA を発現することが報告されているが [62]、哺乳類の初代培養筋芽細胞がニワ

トリのように筋分化を通じて PENK 遺伝子を発現するかどうかは報告されていなかっ

た。そこで、マウスとヒト筋芽細胞におけるPENK遺伝子発現を確認した (Fig. 2-8-C, 

D)。その結果、鳥類と哺乳類の筋芽細胞が共通して PENK 遺伝子を発現しているこ

とがわかった。また、いずれの筋芽細胞においても PENK mRNAの発現は分化に伴
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って減少していた。 

次に、MENK と LENKが増殖中の筋芽細胞に与える影響を調べるため、1 μMの

エンケファリンを chMB-GM 中に投与し、経時的に細胞数を計測した (Fig. 2-8-E)。

培養 72 時間後の細胞数は、対照群と比較してエンケファリン投与群で有意に減少し

た。次に、分化におけるエンケファリンの効果を調べた (Fig. 2-8-F-H)。chMB-DM

中にエンケファリンを投与し、48時間後にMHC染色をした (Fig. 2-8-F)。その結果、

対照群とエンケファリン投与群の間に、MHC 陽性率や筋管形成率の変化は見られな

かった (Fig. 2-8-G, H)。このことからMENKおよび LENKは筋芽細胞の増殖を抑

制するが、筋分化には影響を与えないことが示唆された。 
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2-4 考察 

 

本研究では、WL と UKC 筋芽細胞で、細胞増殖や分化に違いがあることを見出し

た。WLに比べUKC筋芽細胞は活発に増殖するとともに、分化誘導時にはMHC陽

性の筋細胞に速やかに分化した。これら UKC 筋芽細胞の性質は、成長が速く、発達

した骨格筋を有する肉用鶏の表現型をよく反映していると考えられる。オントロジー解

析によって得られた細胞周期関連遺伝子群の中には、細胞増殖に関する遺伝子に加

え、細胞周期の停止に寄与する遺伝子も含まれていた。このことは、肉用鶏筋芽細胞

は増殖期には活発に細胞周期を進める一方、筋形成時には速やかに細胞周期を離

脱して筋分化に移行する機構が備わっていることを示唆している。 

これまでに報告された遺伝子発現解析では、孵化後の骨格筋組織が試料として用

いられていた [23-25]。骨格筋組織は筋細胞以外にも血管内皮細胞や脂肪細胞、線

維芽細胞が存在している。そのため、これらの研究で行われた解析には筋細胞以外

の細胞が発現する mRNA を含んでいる可能性が高い。Richard らの研究 [23] に

おいて発現量が変化した遺伝子のGO解析では、筋分化に関わる遺伝子群は抽出さ

れなかった (Table 2-6)。また、肉用鶏と卵肉兼用鶏の胸筋組織の遺伝子発現を比

較した Kong らの報告において、最も差次的に発現する遺伝子の中に、脂肪滴の蓄

積に関わるペリリピンや脂肪分化に関わる遺伝子である FABP4が含まれていた [24]。

これらの結果は、骨格筋以外の細胞を含んだ解析であることを示唆している。本研究

と先行研究で抽出された遺伝子群を比較しても、筋関連遺伝子を除き、骨格筋におけ

る機能未知遺伝子の重複はなかった。これらのことから、本研究で同定された遺伝子

群は筋芽細胞の性質を純粋に反映したものだと考えられる。 

RNA-seq によって肉用鶏筋芽細胞で特徴的に発現する遺伝子群の探索を行った。

WL と UKC を比較すると、全遺伝子中 3.9％の遺伝子に発現量の違いを認めた。未

分化な筋芽細胞 (day 0) から分化した筋管 (day 2) になるまでの間、常に発現が異

なる 336遺伝子を見出した。この 336 DEGsはニワトリ品種間の差異をよく反映するこ

とが考えられる。336 DEGs について GO 解析を行った結果、細胞外基質や細胞膜

の構成成分といった機能的クラスタが有意に検出された。細胞膜を構成し、細胞外に

露出しているタンパク質の違いは、増殖因子をはじめとするリガンドの感受性や細胞の

遊走に関わることが予測される。ニワトリの筋線維数は、胚形成の間に決定されること

から [32]、胚発生初期の遺伝子発現が、筋組織の大きさに関与していることが推察さ

れる。これらの報告から、細胞表面タンパクの発現の差異が筋芽細胞の増殖や分化に

影響している可能性が考えられる。 

336 DEGsの中には、コラーゲンをコードする複数の遺伝子(COL2A1、COL6A3、

COL9A2、COL11A1、COL14A1、COL16A1、COL21A1、および LOC426344)が

含まれていた。筋芽細胞は、基底膜と筋鞘の間に存在する衛星細胞に由来する前駆
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細胞である。 最近の研究で、細胞外マトリクスや分泌された成長因子などの微小環境

が、衛星細胞の維持に重要であることが報告されている [63]。例えば、マウスの衛星

細胞が発現するコラーゲンが、衛星細胞の休止期を制御していることが報告されてい

る [64]。WLとUKC筋芽細胞で発現パターンの異なるこれらのコラーゲン遺伝子は、

衛星細胞の微小環境の構築に寄与している可能性が考えられる。 

BMP (bone morphogenetic protein) や BMPER (bone morphogenetic 

protein-binding endothelial regulator protein)、GREM2 (DAN family BMP 

antagonist) といった BMP シグナルに関連する遺伝子の発現は、WL と比較して、

UKC 筋芽細胞で高かった。 BMPER は BMP2、BMP4 および BMP6 と相互作用

して BMP シグナルを阻害することが知られている [65]。また、GREM2 は BMP2/4

のアンタゴニストであり、BMP シグナルを阻害することによりヒト多能性幹細胞の心筋

分化を誘導することが報告されている [66]。筋芽細胞における BMPER および

GREM2 の発現に関する報告はないが、BMP2/4/7 は筋芽細胞分化を阻害すること

がわかっている [67-69]。 UKC筋芽細胞で高い発現レベルを示す BMPERおよび

GREM2 は、UKC において BMP シグナルを阻害し、筋形成を促進している可能性

が考えられる。 

WLおよび UKC筋芽細胞の day 0から day 2で発現が変化する遺伝子 840個

を見出した。未分化状態で UKC において発現が高い UG 群に分類される遺伝子で

は細胞周期や細胞分裂に関わる GOが有意に検出された。分化でUKCにおいて発

現が高い UD 群には、筋形成に関わる GO が有意に検出された。このことから 840 

DEGs は WL と UKC の増殖から分化にかけての遺伝子発現の変化をよく反映して

いると考えられる。840 個の遺伝子で有意なクラスタを形成していない遺伝子の中に

はマイオカインとして知られる IL-7, IL-8 (IL8L1, IL8L2), IL-15 が含まれていた。

IL-7は筋肥大に関わることが報告されている [70]。IL-8は骨格筋における血管新生

を誘導することが報告されている [71]。IL-15 は筋肥大以外にも糖代謝や脂質代謝

に関与するといわれている [72-74]。RNA-seq データでは、これらのマイオカインの

発現量は分化に伴って増加する傾向にあった (Fig. 2-9)。培養 2日目において、IL-

15 の発現は肉用鶏で有意に高かった。IL8L2 は IL-7 や IL8L1 よりも RPKM値が

高いことが分かった。筋芽細胞から放出されたこれらのマイオカインが自己分泌あるい

は傍分泌的に筋芽細胞の分化に作用している可能性が考えられる。 

336 DEGsや 840 DEGsの性質についてはデータベースを用いて解析しており、

データベース上に登録のない遺伝子群は抽出されない。RNA-seq から得られたデー

タライブラリを数学的に縮約することで未知遺伝子の同定につながると考え、主成分

分析をした。主成分分析の結果、第 1 主成分においては筋分化、第 2 主成分におい

ては品種による差異が、それぞれ関連していることが示唆された。これらの主成分とバ

イオインフォマティクスにより抽出した 336 DEGsおよび 840 DEGs とを比較し、筋芽
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細胞の性質を特徴づけ得る 13 遺伝子を同定した。この 13 遺伝子の中には、細胞周

期関連因子 (CDKN2B) や筋線維を構成する遺伝子 (ACTC1、MYH15、TNNI1、

TNNI2およびTNNT2) が含まれていた。また、4つのペプチドやサイトカイン (CCK、

CXCL14、MDK、および PENK) とその他 3 つの遺伝子 (CSRP2、MFAP5、およ

び UCHL1) が抽出された。これらの 13 遺伝子は品種間、または筋芽細胞の増殖と

分化に関与すると考えられる。 

コレシストキニン (CCK) は強力な膵酵素分泌刺激作用と胆嚢収縮作用を有し、セ

クレチンやガストリンなどに代表される古典的な消化管ホルモンの一種として知られて

いる。近年、CCKの分子量多様性 (CCK4, CCK8, CCK33, CCK39, CCK58) が

明らかにされ、消化管ホルモンとしてのみではなく、中枢神経系における神経伝達物

質としても注目されている。しかし、CCK が筋芽細胞で発現しているという報告はない。

ラットへのCCKの投与は、骨格筋におけるAMPキナーゼ (AMPK) のリン酸化を増

加させることが報告されている [75]。また、マウス筋芽細胞では、AMPKのリン酸化は

G1/S 細胞周期の移行を減少させること、筋管形成を阻害し、PGC-1α の発現を亢進

することによって筋管の萎縮を引き起こすことが知られている [76]。ニワトリ筋芽細胞

において CCKの発現は、UKC筋芽細胞と比較して、day 0のWL筋芽細胞におい

て高い (Fig. 2-7-D)。 これらのことから、WL 筋芽細胞で高発現する CCK は、細胞

増殖や筋分化を抑制していることが考えられる。 

CXCL14 (C-X-C motif chemokine ligand 14) は、筋肉を含む様々なヒト組織に

おいて発現しているサイトカインである [77]。最近の研究で、CXCL14 がマウス筋芽

細胞の細胞周期を活性化することで筋分化を抑制することが示された [78]。RNA-

seq によって、CXCL14 の発現レベルが、WL 筋芽細胞よりも UKC において 10 倍

以上高いことがわかった (Fig. 2-7-E)。このことは、UKC筋芽細胞が活発な増殖を示

す理由の一つであると考えられる。 

ミッドカイン (MDK) はヘパリン結合性の増殖因子で、細胞の増殖、生存、移動を

促進するなどの多彩な活性を持っている。これまでの研究で、ラットの筋再生の初期

段階で筋芽細胞および筋管で MDK が発現していることが知られている [79]。また、

免疫細胞において MDK は走化性タンパク質として働き [80]、Mdk-/- マウスではマ

クロファージ浸潤の減少に起因する筋再生の遅延を示すことが報告されている [81]。

MDK の発現は、WL と比較して、UKC 筋芽細胞で有意に高かった (Fig. 2-7-F)。

最近の研究では、肉用鶏の胸筋におけるマクロファージおよびリンパ球の浸潤を伴う、

急性・慢性の炎症性病変が報告されている [82]。UKC 筋芽細胞で高発現する

MDKは、肉用鶏の筋組織で観察される炎症に関与しているかもしれない。 

CSRP2 (cysteine and glycine-rich protein 2) は、亜鉛結合性でシステイン残基

を多く含むモチーフである LIM ドメインを持つタンパク質である。これまでの研究で、

CSRP3 は筋芽細胞分化を促進し [83]、CSRP2 は平滑筋分化に関与すること [84] 
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が報告されているが、筋芽細胞における CSRP2 の機能は未知である。Csrp2-/- マウ

スは、心筋細胞の超微細構造においてわずかな表現型を示すが、骨格筋において有

意な変化を示さないことが分かっている [85]。しかし、CSRP1 あるいは CSRP3 が、

CSRP2 の機能を補っている可能性は否定されていない。CSRP2 の発現は、WL お

よび UKC 筋芽細胞の両方において分化中に増加する傾向があった (Fig. 2-7-H)。

ニワトリ筋芽細胞における CSRP2 の役割について、今後の研究で調べていく必要が

ある。 

MFAP5 (microfibril associated protein 5) は、細胞外マトリックスのミクロフィブリ

ル構成成分で、miR-29 の標的となる。マウス筋芽細胞における miR-29 の発現低下

は、MFAP5の増加に伴う筋線維芽細胞への分化転換を促進する [86]。 MFAP5の

発現は、UKC筋芽細胞と比較して、筋分化中のWLにおいて有意に高かった (Fig. 

2-7-I)。MFAP5の発現は、筋管形成を損なう可能性が考えられる。 

UCHL1 (ubiquitin C-terminal hydrolase L1) は、ニューロン細胞質タンパク質

9.5 (neuron cytoplasmic protein 9.5)、PGP9.5、PARK5等の別名でも知られるタ

ンパク質である。UCHL1 は神経マーカーとして著名な遺伝子であるが、骨格筋にお

いても発現が見られる。Uchl1-/- マウスは、神経筋接合部の機能不全による進行性の

麻痺を示し、早期に死亡する [87]。C2C12 (マウス筋芽細胞株) において、UCHL1

の発現は筋分化の間に抑制されることが知られている。また、Uchl1 のノックダウンは

増殖を抑制し、筋管形成を誘導することが報告されている [88]。UCHL1 の発現は、

WLおよび UKC 筋芽細胞の分化中に 10 倍以上増加した (Fig. 2-7-J)。マウスとニ

ワトリ筋芽細胞の分化において異なる発現パターンを示すことから、UCHL1の転写調

節および機能は、哺乳類と鳥類で異なる可能性が考えられる。 

本研究では、オピオイドペプチドであるエンケファリンに着目し、エンケファリンが筋

芽細胞の増殖と分化に与える影響を解析した。オピオイドとは、中枢神経や末梢神経

に存在する特異的受容体 (オピオイド受容体) への結合を介してモルヒネに類似した

作用を示す物質の総称である。プロエンケファリン (PENK) から産生されるエンケフ

ァリンは、内在性オピオイドペプチドの一種である。5 つのアミノ酸からなるペプチドで

あり、C末端のアミノ酸がメチオニンの MENK と、ロイシンの LENKの 2種類が存在

する。骨格筋におけるエンケファリンの機能に関する報告がなかったため、本研究で

は、PENK の発現とその機能に注目した。PENK は、胚発生時および出生後の発達

の間にラット骨格筋で発現するが、成体筋肉では消失することが報告されている [89, 

90]。また、ラットL6筋芽細胞株はPenk mRNAを発現することが知られている [62]。

今回筆者は、筋分化中のニワトリ筋芽細胞で、PENK の発現が低下することを確認し

た。また、筋芽細胞の分化過程における PENK 遺伝子の発現パターンが鳥類と哺乳

類で共通していることを明らかにした。PENK 由来のペプチドである MENK および

LENKは、オピオイド受容体を介してオピオイドペプチドとして働くことが報告されてい
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る [91, 92]。しかし、WL および UKC 筋芽細胞において、オピオイド受容体 μ 

(OPRM1)、δ (OPRD1)、κ (OPRK1)、およびオピオイド関連ノシセプチン受容体 1 

(OPRL1) の発現は検出されなかった。一方、オピオイド増殖因子受容体 (OGFR) 

遺伝子 (OGFR) およびそのホモログ (OGFRL1) は、ニワトリ筋芽細胞で発現して

いた (Fig. 2-10)。OGFRは、通常のオピオイド受容体とは構造や機能も異なり、核周

囲に局在している受容体である。オピオイドペプチドは、発生、癌成長および血管新

生などの様々な細胞プロセスにおいて OGFR を介して成長調節因子として作用する

ことが知られている [93]。また、MENKおよび LENKが B16-BL6 メラノーマの増殖

を阻害することが報告されている [94]。この他にも、MENK が神経芽細胞腫 [95] 

および神経細胞 [96] の負の成長調節因子であることが報告されている。これらの知

見は、筋芽細胞由来のエンケファリンがオピオイド増殖因子である可能性を示唆して

いる。本研究では、MENK および LENK が筋分化に影響を与えずに、ニワトリ筋芽

細胞の増殖を抑制することを示した。これらのことから、エンケファリンは筋芽細胞の増

殖に対する負の調節因子である可能性が考えられる。また、鳥類だけでなく哺乳類に

おいてもエンケファリンが筋芽細胞の増殖に影響を与える可能性が示唆された。 

本研究で、エンケファリンがオピオイド増殖因子受容体に作用することで、筋芽細胞

の増殖を抑制することが示唆された。この結果は、骨格筋芽細胞にオピオイドが直接

作用し、骨格筋量の減少を誘導する可能性を示唆している。ヒトゲノム中には、内因性

オピオイドペプチドをコードしている 3つの相同遺伝子がある。ヒトプロオピオメラノコル

チン (POMC) 遺伝子は、β-エンドルフィンや γ-エンドルフィンといった内因性のオピ

オイドペプチドをコードしている [97, 98]。プロダイノルフィン (PDYN) 遺伝子は、ダ

イノルフィンをコードする遺伝子である[99]。PDYN mRNA から翻訳された前駆体タ

ンパク質は翻訳後にプロセシングを受けて、ダイノルフィンやネオエンドルフィンを生

成する。PENK 遺伝子から生成されるアドレノルフィンは、C末端アミド化オピオイドオ

クタペプチドであり、哺乳類の脳に広く分布していることが報告されている [100-102]。

これら 3つ相同遺伝子から生成されるオピオイド以外にも、PROL1タンパク質のN末

端領域から生成されるオピオルフィンが同定されている [103, 104]。いずれのオピオ

イドペプチドも骨格筋芽細胞に作用するという報告はない。数アミノ酸からなるオピオ

イドペプチドは非常に短いために、偶然に内因性オピオイドペプチドと類似の作用を

示すペプチドが食品等に含有されることがある [105]。これまでに、OPRM1 に対して

親和性の強いオピオイド様化合物であるモルヒネの継続投与が、筋量を減らすことが

報告されている [106]。これらの報告から、偶発的に生成されたオピオイドが継続的に

骨格筋を刺激することで、骨格筋量の減少を誘導する可能性が考えられる。例えばニ

ワトリでは、飼料等に含まれるオピオイドが骨格筋芽細胞に作用し、肉用鶏の骨格筋

形成に影響を与える可能性が考えられる。ニワトリ筋芽細胞の RNA-seq によって、

POMC mRNAや PDYN mRNAが発現していることがわかった (Fig. 2-10)。これら
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のオピオイドペプチドが骨格筋に与える影響を調べることは筋芽細胞の増殖・分化に

関わる新たな分子基盤の理解につながるかもしれない。 

本研究では、ニワトリ筋芽細胞における遺伝子発現の網羅的な定量と、バイオイン

フォマティクスから、卵用鶏と肉用鶏筋芽細胞では細胞表面タンパクの発現が異なるこ

とを明らかにした。また、オントロジー解析と計量統計学的手法よって筋芽細胞の性質

に寄与すると予測される 13 遺伝子を同定した。これら候補因子の役割の解明は、筋

芽細胞による筋形成メカニズムの理解を進め、食肉生産に資する新たな知見に結び

付くと期待される。本研究ではその一例として、ニワトリ筋芽細胞がエンケファリンを発

現すること、エンケファリンはニワトリ筋芽細胞の増殖を抑制するが筋分化には影響し

ないことを明らかにした。エンケファリンを含むオピオイドペプチドは、様々な食品に含

まれることが知られている。本研究の結果から、飼料中に含まれるオピオイドが家畜の

筋形成に及ぼす影響など、新たな研究課題が提示された。 
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Sample No. of input reads No. of mapped reads % mapped

UKC P04 day 0 21,812,633 21,148,264 97.0%

UKC P04 day 1 22,489,004 21,835,912 97.1%

UKC P04 day 2 24,764,717 24,103,965 97.3%

UKC P05 day 0 21,189,864 20,571,250 97.1%

UKC P05 day 1 22,606,963 21,975,686 97.2%

UKC P05 day 2 25,375,970 24,697,715 97.3%

UKC P07 day 0 23,073,691 22,380,689 97.0%

UKC P07 day 1 22,275,274 21,667,048 97.3%

UKC P07 day 2 24,544,406 23,885,619 97.3%

WL P08 day 0 24,636,499 23,929,133 97.1%

WL P08 day 1 22,279,784 21,709,664 97.4%

WL P08 day 2 21,924,068 21,378,021 97.5%

WL P09 day 0 23,197,326 22,560,790 97.3%

WL P09 day 1 22,870,723 22,246,047 97.3%

WL P09 day 2 24,432,387 23,831,100 97.5%

WL P10 day 0 24,958,361 24,198,953 97.0%

WL P10 day 1 22,996,430 22,362,891 97.2%

WL P10 day 2 23,271,079 22,694,664 97.5%

Table 2-1; RNA-seqサンプルの構成とリード数およびマッピング率

29



Gene Sequence bp Reference

CCK (chicken)
CTCGGGGAAGGAAGGAAG

CTGTCAGGCTCTGCTGGAG
151 本研究で作成

CSRP2 (chicken)
CTATGGTCAGGGAGCAGGAG

TGGCCCAAACACTACAGTCA
151 本研究で作成

CXCL14 (chicken)
GTGACCCTGTGGACGAAAGT

ATCTTCTGCAGAGCCCAGTC
192 本研究で作成

MDK (chicken)
AGAGCAGGAAGCTCAAATGC

ACCACCTCCTCACATTCAGC
169 本研究で作成

MFAP5 (chicken)
TCTCCCTTGCAAACAGATCC

ATTGCAACCACCATGACAGA
245 本研究で作成

PENK (chicken)
GCCCAGAACTGGAAGATGAA

TCTCTGGGACCTCTTTGGAA
186 本研究で作成

UCHL (chicken)
GGGATCTGCCCTGAAGAAAT

TTGTGCCATGGTTTACAGGA
236 本研究で作成

16S (chicken)
ACCTATTTGACTCCCTCAACCA

AAGTTTACGCCGTAGGAGGATAGGTT
102 [128]

Penk (mouse)
CAGGCGACATCAATTTCCTG

TCATCCTGTTTGCTGCTGTC
157 本研究で作成

Rn18s (mouse)
CGCACGGCCGGTACAGTGAAACTG

CACCCGTGGTCACCATGGTAGGCA
344 [129]

PENK (human)
CATCCTCCAGTGGGAAACTG

CCAAAAAGAGCACAGAACCTG
128 本研究で作成

YWHAZ (human)
CAAGCATACCAAGAAGCATTTGA

GGGCCAGACCCAGTCTGA
76 [130]

Table 2-2; 本章で使用したプライマー配列
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GO p-value Gene

Proteinaceous

extracellular matrix
7.1E-06

NOV, HAPLN1, COL9A2, COL14A1, CRISPLD2, SMOC1,

LUM, ELN, COL6A3, FBN3, ECM2, COL16A1, SLIT3

Extracellular matrix 3.4E-05
COL14A1, COL21A1, COMP, F3, MMP27, MMP17, FBN3,

TGM4, AGRN, FBN2

Extracellular region 7.7E-05

FGF19, BGLAP, CCK, ENPP2, C1R, ESM1, PTGFR,

ADCYAP1, NOV, PGR, DNASE1, DKK3, BMPER,

CXCL14, AGRN, NRG1, CD200R1

Extracellular space 3.6E-04

ENPP2, PDGFA, LUM, FAM132A, LRRC4C, NRN1,

GREM2, ABI3BP, C1QTNF5, COMP, COL6A3,

SERPINB10, PTN, NRG1, LOC422654, ECM2, SLIT3,

PTHLH, GKN2, BMPER, COL14A1, F3, SEMA4D, IL12B,

LIPC

Axon 2.7E-03
ALCAM, PTPRK, CCK, PVALB, STMN2, CHRNA7, AGRN

, GAP43

Neuron projection 3.4E-03
STMN2, TENM2, MAP2, AGRN, GHSR, GAP43, TPH2,

ADCYAP1

Integral component

of plasma

membrane

1.0E-02

SLC8A3, LPPR1, FLT4, TRPV3, PTGFR, APCDD1, KDR,

ALCAM, SEMA6A, THBD, SLC24A4, SLC6A7, SLC24A2,

TENM2, ADRA1B, CLDN1, TBXA2R, SEMA4D, NRG1,

FAM26F

Collagen trimer 2.7E-02 COL9A2, C1QTNF5, COL14A1, COL6A3

Cell surface 3.9E-02
PTPRK, THBD, CAPN5, CLSTN2, PDGFA, F3, BF2,

ITGB5, GHSR, MDK

Table 2-3; 336DEGsのGO解析
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Table 2-4; UG群とUD群にアノテーションされたオントロジーのリスト

Group Ontology p-value

UG

Cell cycle process 1.2.E-04

Cell cycle 7.7.E-04

Chromosome organization 5.9.E-03

Mitotic nuclear division 6.4.E-03

Organelle organization 7.2.E-03

Mitotic cell cycle 1.3.E-02

Cell division 1.3.E-02

Single-organism organelle organization 1.4.E-02

DNA conformation change 1.6.E-02

DNA integrity checkpoint 2.0.E-02

Cellular response to DNA damage stimulus 4.7.E-02

UD

Muscle contraction 1.2.E-04

Regulation of muscle contraction 1.6.E-03

Regulation of system process 1.6.E-03

Striated muscle contraction 2.4.E-03

Regulation of multicellular organismal process 1.4.E-02
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Category Gene Product Involved in

Cell cycle CDKN2B
Cyclin-dependent kinase inhibitor 

2B (p15)
PC2

336 DEGs

Muscle

ACTC1 Cardiac muscle actin, alpha PC1, PC2 840 DEGs

MYH15 Myosin heavy chain 15 PC1, 840 DEGs

TNNI1 Troponin I1 PC1 840 DEGs

TNNI2 Troponin I2 PC1 840 DEGs

TNNT2 Troponin T2 PC1, PC2 840 DEGs

Peptide, 

cytokine

CCK Cholecystokinin PC1, PC2 336 DEGs

CXCL14 C-X-C motif chemokine ligand 14 PC2 336 DEGs

MDK Midkine PC2 336 DEGs

PENK Proenkephalin PC1 840 DEGs

Others

CSRP2 Cysteine and glycine-rich protein 2 PC2 840 DEGs

MFAP5 Microfibril associated protein 5 PC2 336 DEGs

UCHL1 Ubiquitin C-terminal hydrolase L1 PC1 840 DEGs

Table 2-5; 13候補遺伝子のリスト
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Table 2-6; 孵化6日目のニワトリ骨格筋組織を用いたRNA-seqにおいて発現が変化した遺伝子のGO解析 [23]

GO Count p-value Genes

Mitosis 8 2.08E-04
CCNB2, INCENP, NUF2, CDK1, NUSAP1, NDC80, NCAPH, 

SMC2

Cell division 9 2.15E-04
CCNB3, CCNB2, INCENP, NUF2, CDK1, NUSAP1, NDC80, 

NCAPH, SMC2

Nucleotide-

binding
38 2.17E-04

TOP2A, HSP90AB1, RRAD, MCM9, ATP2A2, KIF11, 

AURKA, KIF15, SMC2, CKMT2, SEPT9, CKB, PRKG1, 

WARS, CAMK1D, PLK1, MYH1C, KIF24, KIF23, MYH1B, 

MYO16, EEF1A1, TUBB2B, MRAS, MELK, RAD51, 

STK17A, UBE2T, ARL8BL, KIF4A, CDK2, CDK1, MCM3, 

SUCLG2, PRKCQ, KIF20A, MCM6, MCM2

ATP-binding 31 5.05E-04

TOP2A, HSP90AB1, MCM9, ATP2A2, KIF11, AURKA, 

KIF15, SMC2, CKMT2, CKB, PRKG1, WARS, CAMK1D, 

PLK1, MYH1C, KIF24, KIF23, MYH1B, MYO16, MELK, 

RAD51, STK17A, UBE2T, KIF4A, CDK2, CDK1, MCM3, 

PRKCQ, KIF20A, MCM6, MCM2

Cell cycle 10 7.44E-04
CCNB3, CCNB2, INCENP, NUF2, CDK1, NUSAP1, MCM3, 

NDC80, NCAPH, SMC2

Chromosome 10 9.97E-04
H3F3B, H2AFY2, HIST1H46L2, INCENP, KIF4A, NUF2, 

CENPK, HMGB2, NDC80, SMC2

Phosphoprotein 19 0.001007

MYBPC3, FEN1, HSP90AB1, H3F3B, TFRC, HIST1H46L2, 

CHRM4, ODC1, HSPB1, ATP2A2, FOS, LMNB2, MYL12A, 

EEF1A1, PLN, STMN1, CDK1, CKB, LBR

Actin-binding 9 0.002056
MYBPC3, WDR1, MYH1C, XIRP1, PLS3, MYH1B, DBN1, 

MYO16, LMOD2

Motor protein 7 0.003576 KIF4A, MYH1C, KIF23, MYH1B, KIF20A, MYO16, MYL12A

Cytoskeleton 11 0.006404
TUBB2B, WDR1, INCENP, KIF4A, NUF2, STMN1, CDK1, 

ZYX, NUSAP1, NDC80, LMOD2

Microtubule 7 0.006702
TUBB2B, INCENP, KIF4A, STMN1, NUSAP1, KIF23, 

KIF20A

Kinetochore 4 0.006955 INCENP, NUF2, CENPK, NDC80

34



Day 0 Day 1 Day 2

UKC P04

UKC P05

UKC P07

WL P08

WL P09

WL P10

RIN: 10.0 RIN: 10.0 RIN: 9.9

RIN: 10.0 RIN: 10.0 RIN: 9.9

RIN: 10.0 RIN: 10.0 RIN: 10.0

RIN: 9.9 RIN: 10.0 RIN: 9.9

RIN: 9.9 RIN: 9.9 RIN: 9.9

RIN: 9.9 RIN: 10.0 RIN: 9.8

Fig. 2-1; RNA-seqに使用したRNAサンプルの純度
RNAの純度は Agilent 2100 Bioanalyzer Agilent とRNA 6000 nano kit (Agilent

Technologies) を用いて測定した。RNA Integrity Number (RIN) 値はすべてのサンプルで
8.0以上であり、全てのサンプルが純度の高いRNAであることがわかった。
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Day 0 Day 1 Day 2

UKC P04

UKC P05

UKC P07

WL P08

WL P09

WL P10

Fig. 2-2; RNA-seq ライブラリの品質
RNA-seq用のライブラリの品質は、Agilent 2100 BioanalyzerおよびAgilent DNA 1000

試薬 (Agilent Technologies) を使用して確認した。いずれのサンプルにおいてもアダプタ
ー配列の混入は見られなかった。
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Fig. 2-3; WL UKC
A: WL UKC * p<0.05, ** p<0.01, Student’s
t test, n=3
B-C: WL UKC EdU (B) EdU+ (C) (EdU + =EdU +

/ ) * p<0.05, Student’s t test, n=4, scale bar=200 μm
D-F: WL UKC 2 MHC (D) MHC + (E) (MHC +

=MHC + / ) (F) (Fusion index=1
/ ) * p<0.05, ** p <0.01, Student’s t test, n=4, scale bar=200 μm



Fig. 2-4;
A: WL UKC (fold-change 2.0, p<0.05)
B-C: WL (B), UKC (C)
D-E: WL UKC (D) (E) Volcano
plot (fold-change 2.0, p<0.05)
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Fig. 2-5; WLまたはUKC筋芽細胞の分化過程で発現が変動する遺伝子群
A: WLまたはUKC筋芽細胞の分化に伴って発現が変動する遺伝子をHeatmapで可視化した。
p < 0.05 (FDR), |fold-change| ≥ 4。
B: 840 DEGsについてオントロジー解析をした。
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WD, 270 genes
WG, 45 genes

UG, 117 genes UD, 393 genes

─ : From curated databases
─ : Experimentally determined
─ : Gene neighborhood
─ : Gene fusions
─ : Gene co-occurrence
─ : Textmining
─ : Co-expression
─ : Protein homology

Fig. 2-6; STRINGを用いたタンパク質間相互作用の解析
WG、WD、UG、およびUDに含まれる遺伝子のタンパク質間相互作用をSTRINGによって視覚
化した。

40



-2000

0

2000

-5000 0 5000

PC
2

PC1

WL day 0

WL day 1

WL day 2

UKC day 0

UKC day 1

UKC day 2

A

-0.6 -0.3 0.0 0.3
FN1

ACTC1
LOC101750014

SPARC
COL1A1
ARIH1_2

TXN
COL1A2
GAPDH
FTH1
TPM1
TNNI2
TNNT2
ACTA2
ENO1
LDHA

UCHL1
MSMO1
TNNI1
MYL6

MYH15
PENK
RPS4X

LOC107051171
RPL36A

LOC100859104
RPS3A
RPL37A
RPL28
RPS19
RPS20
RPS3

LOC107051058
RPL19
RPL8
RPL4

THBS1
RPS6
RPS2
RPLP1
RPSA
RPL3

HSPA8
RPL13
RPS8
CCK

RPL7A
TUBA1C

TUBB
LOC100859737

NPM1
LOC776816

PPIA
TMSB4X

EEF1A1_1
ACTB

Factor loadingsB
-0.6 -0.3 0.0 0.3

ENO1
ACTB

CSRP2
ACTC1
LGALS1
GAPDH
TNNT2
PKM
PLS3
RPS6

MYL12A
MYL6

CXCL14
TAGLN
CYR61
MDK

CCL4_2
LDHA
PGK1

ALDOC
PTX3

LOC107049278
YBX1

CDKN2B
TPT1
MGP

LOC107051991
MFAP5
PHLDA1
S100A10

TPM1
ACTN1

TXN
COL1A1

RPS2
C1QTNF3

THBS1
SPARC
CST3

COL1A2
ANXA5
RPSA
RPLP1
FABP7
FTH1

ARIH1_2
S100A6

LOC101750014
CCK

LOC100502566
FN1

TMSB4X

Factor loadingsC

0

500

1000

1500

Day 0 Day 1 Day 2

C
C
K

(R
PK

M
)D

0

200

400

600

Day 0 Day 1 Day 2

U
C
H
L1

(R
PK

M
)J

▭WL UKC

**
** **

0

100

200

300

Day 0 Day 1 Day 2C
XC

L1
4

(R
PK

M
)E

**
**

**

0

100

200

300

Day 0 Day 1 Day 2

M
D
K

(R
PK

M
)F

**

* **

0

100

200

300

Day 0 Day 1 Day 2M
FA

P5
(R

PK
M

)I

**
** **

0
200
400
600
800

Day 0 Day 1 Day 2

C
SR

P2
(R

PK
M

)H
**

**

0

200

400

600

Day 0 Day 1 Day 2
PE

N
K

(R
PK

M
)G

Fig. 2-7; PCAの結果と候補遺伝子の発現解析
A: PCAの結果をプロットした図。X軸=PC1, Y軸=PC2。
B-C: PC1 (B) およびPC2 (C) で因子負荷率が大きい遺伝子のリスト。
D-J: CCK (D), CXCL14 (E), MDK (F), PENK (G), CSRP2 (H), MFAP5 (I), UCHL1 (J) 遺伝子の
RPKM値をグラフ化した。有意差は各時点でのWLの値と比較解析した。* p<0.05, ** p<0.01, FDR。
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Fig. 2-8; PENK
A: PENK qPCR NS WL
Student’s t test, n=3
B: RNA-seq qPCR PENK
C, D: (C) (D) PENK qPCR 0

1.0 * p<0.05, ** p<0.01 vs day 0, Williams' test, n=3-4
E: GM 1 μM MENK LENK WL UKC
†† p<0.01 vs control WL; ** p<0.01 vs control UKC, Scheffe’s F test, n=4
F: DM 1 μM MENK LENK 48 MHC Day2, scale
bar=200 μm MHC + (G) (H) control MENK

LENK Scheffe’s F test, n=4



Fig. 2-9; ニワトリ筋芽細胞の筋分化におけるマイオカインの発現
マイオカインの発現量はRNA-seqデータ (RPKM値) を用いた。* p<0.05, 各時点での
WLの値と比較, Student’s t test, n=3。
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Fig. 2-10; ニワトリ筋芽細胞の筋分化におけるオピオイド受容体の発現
オピオイド受容体とPOMCの発現量はRNA-seqデータ (RPKM値) を用いた。n=3。
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第 3章 

 

筋形成型オリゴ DNA-ベルベリン複合体 

によるニワトリ筋芽細胞の分化誘導 
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3-1 緒言 

 

鶏肉の需要は、過去半世紀にわたって世界中で増加している。肉用鶏は、戦略的

な育種によってより増体率の大きい個体が選抜されてきた [107-109]。食肉となる骨

格筋組織は、筋線維と呼ばれる縞状の長い多核の細胞から構成されている。筋線維

の細胞膜と基底膜の間には、単核の衛星細胞と呼ばれる幹細胞が存在する。成長中

の骨格筋では、衛星細胞が活性化し、筋芽細胞と呼ばれる増殖性の前駆細胞に分化

する。未分化な筋芽細胞は細胞分裂を数回した後、収縮性の筋細胞に分化する。最

終的に、筋細胞は互いに融合し、多核の筋管を形成する [66]。この一連のプロセス

によって骨格筋の恒常性は厳密に維持・制御されている。とくに筋芽細胞は前駆細胞

の供給から分化までの段階に関わり、骨格筋の再生・形成において中心的な役割を

担っている。そのため、肉用鶏の筋芽細胞の増殖と分化を制御する機構を解明するこ

とは、肉用鶏の筋形成メカニズムの理解に有用であることが考えられる。 

先行研究において、Toll様受容体 (TLR) 非依存的にマウスとヒト筋芽細胞の分化

を誘導する筋形成型 ODN (myoDN) 群と呼ばれる一連の 18 塩基の ODN が同定

された [33]。myoDN の 1 つである iSN04 は、自発的に細胞内に取り込まれ、多機

能タンパク質として知られるヌクレオリンに結合する。iSN04 はヌクレオリンの機能を阻

害することで p53 タンパク質の翻訳を増加させ、p53 シグナル経路を活性化して筋分

化を促進する。さらに、iSN04 はイソキノリンアルカロイドであるベルベリンと複合体を

形成し、iSN04 単体よりも高い筋分化促進作用を示す。この効果は、ベルベリンが

iSN04 の立体構造を安定化させるためであると考えられている [33]。TLR 依存的な

免疫型 ODN の効果は同一配列でも動物種によって異なることが知られている。例え

ば、TLR 依存的に免疫を制御する ODN である ODN-2006 はマウスとヒトの TLR9

を刺激するが、ODN-1826 はマウス TLR9 にのみ認識される [42]。ニワトリでは哺乳

類 TLR9の機能的ホモログとして TLR21を発現する。最近では、鳥類マクロファージ

を刺激する ODN の報告もある [43]。鳥類の免疫系を刺激するために重要な配列も

同定されつつあるが [44-46]、これら配列はマウスやヒトにおいては必須ではないこと

が示唆されている。筋形成型ODNである iSN04の標的タンパク質であるヌクレオリン

のアミノ酸配列は、鳥類と哺乳類の間で比較的類似しているが、同一性は約 60％にと

どまる (ニワトリ-ヒト間の同一性 62.5％、ニワトリ-マウス間の同一性 59.6％)。これらの

知見は、myoDNが種特異性を示す可能性を示唆している。myoDN-ベルベリン複合

体がニワトリ筋芽細胞の分化をも促進すれば、哺乳類と共通した新たな筋分化を促進

する機構の発見につながることが期待される。しかし、myoDNが鳥類筋芽細胞にも効

果があるかは不明である。そこで本研究では、myoDNがニワトリ筋芽細胞の分化を誘

導するのかを検証した。 
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3-2 材料および方法 

 

3-2-1 初代培養ニワトリ筋芽細胞 

黄斑プリマスロック (BPR) と UKC の鶏卵はそれぞれ、後藤養鶏場と全国農業協

同組合連盟から購入した。2-2-1 と同様の方法で細胞を培養した。細胞数の計測は 2-

2-4、EdU染色は 2-2-5 と同様の方法で行った。 

 

3-2-2 細胞の免疫染色 

コラーゲンタイプ I-C でコーティングした 96 ウェルプレートに 5.0×103個/ウェル、

または 30 mm 培養皿に 1.0×105 個のニワトリ筋芽細胞を播種した。24 時間後に

chMB-GM に培地を交換し、10 µM の ODN を投与して 48 時間培養した。免疫染

色は、2-2-6 と同様の方法で行った。抗体は、0.5 µg/mL マウスモノクローナル抗

MHC抗体 (MF20; R＆D Systems) と 1.0 µg/ mLウサギポリクローナル抗ヌクレオ

リン抗体 (ab22758; Abcam)で免疫染色した。Alexa Fluor 488結合ロバポリクロー

ナル抗マウス IgG抗体 (Jackson Immuno Research) と Alexa Fluor 594結合ロ

バポリクローナル抗ラビット IgG 抗体を二次抗体として使用した。免疫染色した細胞の

画像は、CellInsight NXT (Thermo Fisher Scientific) で自動的に撮影した。HCS 

StudioとCellomics Scanソフトウェア (Thermo Fisher Scientific) を用いてMHC+

細胞の割合を算出した。 

 

3-2-3 qPCR 

2-2-13 と同様の方法で行った。qPCR に用いたプライマー配列を Table 3-1 に示

す。各転写物の量は YWHAZの量で正規化し、結果はすべて相対値として示した。 

 

3-2-4 化合物 

合成されたホスホロチオエート化 ODN (PS-ODN) は、高速液体クロマトグラフィー

(HPLC) によって精製された (GeneDesign)。PS-ODN とベルベリン(Nacalai) は

超純水に溶解した。PS-ODNまたはベルベリンを含まない等量の超純水を対照群とし

て設定した。 iSN04-ベルベリン複合体形成のために、 iSN04 とベルベリンは

RPMI1640 培地 (Nacalai) 中で混合し、20℃で 30 分間静置してから実験に用い

た。スクリーニングに用いた ODNの配列を Table 3-2に示す。 

 

3-2-5 RaNA-Seqによる RNA-seqデータ解析 

ヒト筋芽細胞に 30 µM iSN04 を投与してから 24時間後の遺伝子発現を解析した

RNA-seq のデータファイルを DDBJ から取得 (Accession number; DRA008498) 

した [33]。データの解析・可視化をするためのクラウドプラットフォーム RaNA-Seq を
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使用した [15]。リードカウントデータの補正は TPM (transcripts per million) で補

正した。遺伝子発現の解析は、RaNA-Seq プラットフォームに搭載されている

DESeq2 [111] を用いて解析した。TPMの変化が条件間で 2倍を超える場合、有意

に発現が異なる遺伝子として定義した。STRING 解析は 2-2-11 と同様の方法で行っ

た。 

 

3-2-6 MA plot 

対照群と iSN04群間における遺伝子発現量の差異を可視化するために R studio

を用いてMA plotを作図した。RNA-seqで得られた各遺伝子の発現量をサンプル間

で比較し、縦軸を発現量比、横軸を平均発現量として各遺伝子の値を二次元平面上

にプロットした。 

 

3-2-7 ヌクレオリンの立体構造予測 

NCBI か ら ヒ ト  (NM_005381.3), マ ウ ス  (NM_010880.3), ニ ワ ト リ 

(NM_205265.1) のヌクレオリンのアミノ酸配列を取得し、タンパク質の構造予測を実

行する Googleの人工知能プログラム AlphaFold 2を用いてヌクレオリンの立体構造

を予測した [112]。 

 

3-2-8 統計解析 

各実験結果は平均±標準誤差で示した。対応のない独立した 2 群の検定には

Student’s t test、3 つ以上のグループ間の統計的差異は、一元配置分散分析 

(ANOVA) を行ったのち、Williams’ test または、Scheffe’s F testによって評価した。

有意水準は p値<0.05に設定した。 
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3-3 結果 

 

3-3-1 ニワトリ筋芽細胞におけるヌクレオリンの局在 

最初に、単離した初代培養ニワトリ筋芽細胞の純度を確認した。初代培養した細胞

を chMB-DM で 5 日間、筋分化誘導した結果、MHC 陽性細胞の比率が 90％以上

に達し (Fig. 3-1-A)、ほとんどが分化能を持つ筋芽細胞であることがわかった。 

ヌクレオリンは iSN04 の標的タンパク質として先行研究で同定されたが [33]、ニワ

トリ筋芽細胞におけるヌクレオリンの発現や局在は報告されていない。免疫染色の結

果、ニワトリ筋芽細胞では、ヌクレオリンが核に局在していることがわかった。未分化な

筋芽細胞では、ヌクレオリンは核小体に集中していたが (Fig. 3-1-B, day 0)、MHC

陽性の単核の筋細胞および多核の筋管では、ヌクレオリンが細胞質にも拡散して存在

することが観察された (Fig. 3-1-B, day 2, day 4)。ニワトリ筋芽細胞の分化中のヌクレ

オリン局在の変化は、マウスとヒトで観察された様子と一致していた [33]。 

次に、7 つの myoDN (iSN01-iSN07) を含む 19 種類の PS-ODN を、ニワトリ筋

芽細胞へ投与し、筋分化への影響をスクリーニングした。chMB-GM で培養した筋芽

細胞を 10 μMの PS-ODNで 48時間処理し、MHCで免疫染色した (Fig. 3-2-A)。

iSN01–iSN07 投与群では MHC 陽性細胞の割合が顕著に増加したが、他の PS-

ODN は筋芽細胞の分化に影響を与えなかった (Fig. 3-2-B)。myoDN は、マウスお

よびヒトの筋芽細胞と同様に、ニワトリ筋芽細胞の筋分化も促進することがわかった。

以降の実験では、マウス同様にニワトリ筋芽細胞で最も高い筋分化活性を示す

iSN04を使用した。 

 

3-3-2 iSN04はニワトリ筋芽細胞の増殖を抑制する 

幹細胞や前駆細胞の増殖と分化は相反するプロセスであり、互いに負に調節され

ている [113]。マウス筋芽細胞では、iSN04 は筋分化を促進することにより細胞増殖

を抑制する [33]。これら iSN04 の効果がニワトリ筋芽細胞でも観察されるのかを検証

した。3または 10 μMの iSN04でニワトリ筋芽細胞を処理し、細胞数を経時的に計測

した (Fig. 3-3-A)。iSN04を投与してから 48時間後には、対照群と比較して、iSN04

投与群の細胞数が濃度依存的に減少した。次に、EdU 染色によってニワトリ筋芽細

胞における DNA の複製を評価した (Fig. 3-3-B, C)。EdU 陽性細胞の割合は 10 

μM iSN04 群で有意に減少した (Fig. 3-3-C)。これらの結果から、iSN04 はニワトリ

筋芽細胞の増殖を抑制することがわかった。 
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3-3-3 ベルベリンは iSN04の筋分化活性を増強する 

イソキノリンアルカロイドであるベルベリンは、iSN04 の 13 から 15 番目のグアニン

を介して iSN04 と物理的に相互作用し、緊密な複合体を形成する。これにより、ベル

ベリンは iSN04の構造の安定化に寄与し、iSN04の筋分化活性を増大させる [33]。

ニワトリ筋芽細胞においても、ベルベリンが iSN04の活性を増強するかどうかを調べる

ために、10 μM のベルベリン単体、iSN04 単体、または iSN04-ベルベリン複合体を

ニワトリ筋芽細胞に 48 時間投与した (Fig. 3-4-A)。対照群の MHC 陽性細胞率 

(8.0％) および筋管形成率 (5.2％) と比較して、iSN04単体投与群ではMHC陽性

細胞率 (23.9％) と筋管形成率 (18.7％) が有意に増加した (Fig. 3-4-B, C)。

iSN04-ベルベリン複合体投与群においても、MHC 陽性細胞 (42.4％) と筋管形成

率 (32.0％) が顕著に増加しており、その値は iSN04 単体投与群よりも有意に高か

った。ベルベリン単体ではニワトリ筋芽細胞の分化が変化しなかったことから、iSN04-

ベルベリン複合体の活性は iSN04 とベルベリンの相乗効果ではなく、ベルベリンによ

る iSN04 の活性増強によるものであることが確認された。これらの結果から、マウス筋

芽細胞と同様にニワトリ筋芽細胞においても、ベルベリンが、iSN04 の筋分化活性を

増強することがわかった。 

 

3-3-4 iSN04はニワトリ筋芽細胞の筋原性遺伝子の発現を促進する 

iSN04 および iSN04-ベルベリン複合体がニワトリ筋芽細胞の遺伝子発現に与える

影響を明らかにするために、MyoD (MYOD1)、myogenin (MYOG)、ミオシン重鎖 

(MYH1)、および myomaker (TMEM8C; 筋肉特異的膜タンパク質) の発現を

qPCR で評価した (Fig. 3-4-D, E)。iSN04 または iSN04-ベルベリン複合体の投与

8 時間後には、MYOD1 の発現が有意に増加した。さらに、iSN04-ベルベリン複合体

は、MYOG と TMEM8C の発現を有意に増加させた (Fig. 3-4-D)。一方で、これら

遺伝子の発現増加は iSN04単体では観察されなかった。これらの結果は、iSN04単

体よりも iSN04-ベルベリン複合体の筋分化促進作用が高いことを示している。投与

24時間後には、iSN04および、iSN04-ベルベリン複合体の両群において、MYOD1, 

MYOG, MYH1, および TMEM8Cの発現が同程度に誘導された (Fig. 3-4-E)。一

方、いずれの時点でも、ベルベリン単体は遺伝子発現に影響を与えなかった。これら

の結果から、iSN04単体と iSN04-ベルベリン複合体が、投与直後にニワトリ筋芽細胞

の遺伝子発現プログラムを誘導することがわかった。また、iSN04 単体と比較して、

iSN04-ベルベリン複合体は筋分化促進効果が高いことが明らかになった。 
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3-4 考察 

 

本研究では、myoDN と呼ばれる一連の 18 塩基の ODN (iSN01-iSN07) が、ニ

ワトリ筋芽細胞の筋分化を促進することを明らかにした。myoDN の中でも、iSN04 が

ニワトリ筋芽細胞において最も高い活性を示した。これらのデータは、マウスやヒト筋芽

細胞の結果とよく一致していた [33]。筋芽細胞の分化と筋管の形成は、骨格筋組織

の発生、形成、再生において必須のプロセスである [66]。卵用鶏と比較して肉用鶏の

筋芽細胞は、高い分化能を示す [114]。しかし、肉用鶏筋芽細胞の分化能力は、週

齢によって変化し、体重が増加すると筋芽細胞の分化能が減弱することが報告されて

いる [41]。近年、家禽の筋形成メカニズムに関する研究が多数報告されているが、肉

用鶏筋芽細胞における増殖と分化に関わるメカニズムは不明な点が多い。myoDNは、

筋芽細胞を直接の標的とする 1 本鎖の ODN である。これまでに myoDN の筋分化

促進作用には分子内立体構造が重要であることが示唆されている。myoDN の作用

機構を詳細に解析することは、ニワトリ筋芽細胞の分化メカニズムの解明に有用な知

見となることが期待される。ニワトリの骨格筋線維数は胚性期において筋芽細胞の数

に依存して決定されることが報告されている [32]。iSN04 を筋芽細胞の増殖が終了

した孵化後に給餌することで、iSN04 による筋芽細胞の増殖抑制作用が筋線維数に

及ぼす影響を最小化しながら、筋分化促進作用による筋組織の増大効果を得られる

のではないかと考えられる。 

休眠状態で基底膜下に存在している衛星細胞が活性化すると、Myf-5, MyoD, 

Myf-6, myogenin など bHLH 転写因子を有する筋発生調整因子  (myogenic 

regulatory factors; MRFs) を段階的に発現することが知られている [115]。先行研

究から、iSN04 は培地に投与してから 2 時間で細胞内に取り込まれることが分かって

いる [33]。ニワトリ筋芽細胞では、iSN04単体を投与して 8時間後に、MYOD1の発

現量が増加していた。このことから iSN04 は、迅速に筋芽細胞に作用し、筋分化を促

進することが示唆された。さらに、iSN04-ベルベリン複合体を 8 時間投与した群での

み MYOG と TMEM8C の発現が有意に増加した。MYOG と TMEM8C は MyoD

の活性化後に発現が増加する遺伝子である。これらのことから iSN04 単体と比較して、

iSN04-ベルベリン複合体の筋分化促進効果が強いことが示唆された。ベルベリンは、

薬用植物由来の安全性の高いイソキノリンアルカロイドであり、抗炎症作用や抗腫瘍

作用など複数の生理活性を示し [116, 117]、いくつかの臨床試験に活用されている 

[118]。さらに、ベルベリンはテロメア DNA と結合し、DNA の立体構造を安定化させ

る [119]。先行研究において、ベルベリンが iSN04の 13から 15番目のグアニンを介

して物理的に相互作用し、iSN04 の立体構造を安定化させ、マウス筋芽細胞の筋分

化を強力に促進することがわかっている [33]。本研究で、iSN04-ベルベリン複合体

が、ニワトリにおいてもその効果を発揮することを確認した。ベルベリンを用いた
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iSN04の筋分化活性の増強は、ODNの機能を向上させるための重要な知見である。 

先行研究では、ヒト筋芽細胞へ iSN04を投与し、24時間後の遺伝子発現を RNA-

seq で網羅的に解析している [33]。本考察ではこのデータを、RaNA-Seq [15] を用

いて再解析した。クラスタリングの結果から、対照群と iSN04投与群では、細胞の遺伝

子発現が大きく変化することが推測された (Fig. 3-5-A)。さらに遺伝子発現を両群で

比較すると、iSN04 で発現が増加した遺伝子は 296 遺伝子、発現が減少した遺伝子

は 328 遺伝子であった (Fig. 3-5-B)。発現が増加、または発現が減少した遺伝子群

のタンパク質間相互作用を STRINGによって視覚化した (Fig. 3-5-C, D)。STRING

解析の結果、発現が増加した遺伝子群と減少した遺伝子群の両方でタンパク質が密

に相互作用することが示唆された。さらに各群について GO 解析をした。発現が増加

した遺伝子群には骨格筋形成に関わる遺伝子クラスタが有意に含まれていた (Table 

3-3)。一方で発現が減少した遺伝子群では細胞増殖に関わる GO が有意に含まれて

いた (Table 3-4)。これらヒト筋芽細胞の解析結果と、本研究で観察されたニワトリ筋

芽細胞の表現型はよく一致しており、iSN04 がヒトとニワトリ筋芽細胞を活性化する機

構は類似していると推測される。興味深いことに、iSN04 投与によって発現が減少し

た遺伝子群に炎症反応に関わる遺伝子クラスタが検出された (Table 3-4)。近年、肉

用鶏の骨格筋組織では肉質の異常がしばしば観察されている。この組織の異常は筋

線維内の酸素濃度の低下や慢性的な炎症反応に起因する [120]。RNA-seq の再解

析から、iSN04は筋芽細胞の分化を促進するだけでなく、炎症シグナルを抑制する可

能性が示唆された。iSN04 は家禽の筋分化を促進するだけではなく、炎症を抑制す

る新たな分子である可能性が期待される。 

iSN04は、多機能タンパク質であるヌクレオリンと物理的に相互作用する [33]。ヌク

レオリンは、p53 mRNA に結合して翻訳を阻害する [34-36]。筋分化において、p53

は MyoD と協調して [38]、網膜芽細胞腫タンパク質 (RB) の転写を活性化する 

[39]。p53-RB シグナル経路は細胞周期を停止させ、筋分化中の MyoD の活性化に

関わる補助的な機構として働く [40, 41]。ヒト筋芽細胞において、iSN04 はヌクレオリ

ンの機能を阻害し、p53 タンパク質の翻訳を増加させる [33]。iSN04 の投与によって

活性化された p53 シグナル経路は、MyoD や myogenin などの筋原性遺伝子の発

現を増加させることで、細胞周期の停止と筋分化を誘導する [33]。本研究で、iSN04

がニワトリ筋芽細胞の増殖を抑制し、MYOD1 とMYOG mRNAの発現を促進させた

ことから、iSN04 の作用機序が鳥類と哺乳類の筋芽細胞で共通していることが強く示

唆された。 

ODN の作用は種特異的であると考えられている。例えば、非メチル化 CpG-ODN

は TLR9 のリガンドであるが、その最適なモチーフはマウスとヒトでは異なる [121]。

CpG-ODN の特異性は、おそらく種ごとの TLR9 の細胞外ドメインに対する結合親和

性に依存していると考えられる [42]。一方、iSN04 は、ニワトリ、マウス、ヒト筋芽細胞
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間で同様の作用を示した。抗ヌクレオリン DNA アプタマーとして AS1411 が知られて

いる。AS1411は、ヌクレオリンの 4つの RBD (RBD1-RBD4) と相互作用すると考え

られている (Fig. 3-6) [122]。また、AS1411 は、iSN04 と同様に哺乳類の筋芽細胞

の分化を促進することがすでに確認されている [33]。このことから、iSN04 はヌクレオ

リンの RBD ドメインに結合することが予測される。ニワトリヌクレオリンの RBD のアミノ

酸配列は、マウスやヒトのアミノ酸配列と非常に同一性が高い (Table 3-5)。特にヌク

レオリンの RBD4配列の保存性は、iSN04がニワトリと哺乳類筋芽細胞において筋分

化作用を発揮する理由の一つであると推察される。この仮説を分子構造の観点から考

察するため、ヌクレオリンの立体構造を AlphaFold2 [112] で予測した (Fig. 3-7)。ヌ

クレオリンの N-末端ドメインは、塩基性アミノ酸の繰り返しに挟まれた酸性のストレッチ

からなり、高移動度グループ型タンパク質の構造に似ていた。このドメインは、ヌクレオ

リンがクロマチンの凝縮を調節する能力に関係していると考えられている [123, 124]。

ヌクレオリンには、中央部を始まりとして、4 つの RNA 結合ドメインが存在する。約 85

アミノ酸の C 末端ドメインは、グリシン、アルギニン残基が非常に豊富である。ヌクレオ

リンの RBD4、およびアルギニン-グリシン-グリシン (RGG) ドメインがグアニン四重鎖

構造の形成に重要であることが報告されている (Fig. 3-6) [125]。RGG ドメインは生

物種間で高度に保存されており、各生物種が共通して iSN04 を認識するのに重要で

あることが予測される。配列と立体構造との関係から、ヌクレオリンの RBD4 と RGG ド

メインが iSN04 との結合に重要であることが推測される。先行研究から、iSN01 から

iSN07の塩基配列中に存在する二つのGGG配列によって形成される立体構造が筋

分化促進活性に重要であることがわかっている。iSN01から iSN07はいずれも GGG

配列を有するが、18 塩基のオリゴ DNA 全長のどの部位に存在するかによって立体

構造が変化するため、iSN01から iSN07の活性に違いが生じていると考えられる。 

本研究では、iSN04 とベルベリンが形成する複合体が筋分化プログラムの活性化

を介して、ニワトリ筋芽細胞の分化を強力に誘導することを見出した。さらに、iSN04は

筋分化の促進だけではなく、肉用鶏の骨格筋で発生する炎症を抑制する可能性が示

唆された。また、本研究は、ニワトリ筋芽細胞がヒトやマウスと同様に、ヌクレオリンを発

現することを明らかにした。アミノ酸配列の比較から、iSN04がヌクレオリンのRBD4に

結合することで、ヌクレオリンの機能を阻害することが示唆された。本研究の成果は、ヌ

クレオリンの RBDが核酸を認識する機構の解明に重要な知見となることが期待される。 
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Gene Sequence bp Reference

MYH1
CTCCTCACGCTTTGGTAA

TGATAGTCGTATGGGTTGGT
213 [131]

MYOD1
GACAGCAGCTACTACACGGAATCA

GGAAATCCTCTCCACAATGCTT
102 [132]

MYOG
GGAGCACCCAGCTGGAGTT

CGATGCTCTCCACGATGGA
108 [132]

TMEM8C
TGGGTGTCCCTGATGGC

CCCGATGGGTCCTGAGTAG
135 [131]

YWHAZ
TCCACCACGACAGACCA

CCAGCCTTCCAACTTCC
358 [133]

Table 3-1; 本研究で使用したプライマー配列
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Name Sequence

iSN01 AAAAGATTAGGGTGAGGG

iSN02 AAAGATTAGGGTGAGGGT

iSN03 AAGATTAGGGTGAGGGTG

iSN04 AGATTAGGGTGAGGGTGA

iSN05 GATTAGGGTGAGGGTGAG

iSN06 ATTAGGGTGAGGGTGAGT

iSN07 TTAGGGTGAGGGTGAGTT

iSN08 AGTTCAACATTAGGGTGA

iSN15 CATTAGGGTGAAAATGAA

iSN16 TAAAGCATTAGGGTGATG

iSN23 TTAGGGTGATGAAATCCA

iSN24 ATCAGGCTCAAGCTTGAG

iSN30 CTCAAGCTTGAGTTCTGA

iSN31 TCATTCCTAAGCTTGAGG

iSN39 AAGCTTGAGGCCTATGGG

iSN40 GGAACGATCCTCAAGCTT

iSN47 CCTCAAGCTTAGGTCCGC

iSN48 AAATAGCTTTAGGGTTAG

iSN50 ATAGCTTTAGGGTTAGCC

Table 3-2; 本章で使用したODN配列
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GO No. p-value Gene

GO:0045944

positive

regulation of

transcription

22 0.045492

MEF2A, MYOG, HDAC5, EGR2, CEBPB,

PRRX1, AIRE, ATP1B4, HFE2, FOXO4,

SIRT2, FLCN, CSRP3, MAF, ABLIM3,

SOHLH2, HSF4, IRF7, HES1, SOX8, SOX4,

PITX3

GO:0007155 cell adhesion 18 3.72E-04

DDR1, POSTN, MYBPC1, MYBPC2, LAMB3,

ACTN2, ADGRG1, ISLR, CXCL12, THEMIS2,

FAP, GPNMB, ITGA10, BOC, SSPO, HES1,

ITGB6, SCN1B

GO:0000122

negative

regulation of

transcription

18 0.031837

MEF2A, HDAC5, PRRX1, SATB1, PDE2A,

ARX, HFE2, NR1D1, SIRT2, FLCN, MAF,

BHLHE40, HSF4, IRF7, HES1, MSC, SKIL,

DACT1

GO:0006936
muscle

contraction
14 4.58E-09

MYOM1, TRIM63, MYBPC2, LMOD3,

MYOM2, LMOD2, MYLPF, CHRND, ACTA1,

CHRNG, HRC, MYH8, SCN4A, SNTB1

GO:0030049

muscle

filament

sliding

12 3.79E-12

ACTA1, MYBPC1, MYBPC2, ACTN2, MYL2,

TNNT3, TNNC2, MYH8, TNNI1, TNNI2,

TCAP, NEB

GO:0030198

extracellular

matrix

organization

9 0.007645

DDR1, POSTN, OLFML2B, LAMB3,

CRISPLD2, COL14A1, ITGA10, ITGB6, NPNT

GO:0003009

skeletal

muscle

contraction

8 3.33E-08

CHRND, TNNT3, TNNC2, MYH8, STAC3,

TNNI1, TNNI2, TCAP

GO:0007420
brain

development
8 0.020383

EGR2, ADGRG1, BCL2L11, SCT, SPHK1,

NNAT, CKB, SEPT4

GO:0060048
cardiac muscle

contraction
7 4.28E-05

CSRP3, MYL2, TNNI1, TNNI2, TCAP,

ATP1A2, SCN1B

GO:0007517
muscle organ

development
6 0.009286

MEF2A, UNC45B, SGCD, NEB, FOXO4,

JPH1

Table 3-3; iSN04で発現が増加した296遺伝子のGO解析
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GO No. p-value Gene

GO:0051301 cell division 51 3.46E-31

ZWILCH, NCAPG2, KIF14, BUB1B, KIF11, SMC4, 

CDC20, PTTG1, NUF2, NEK2, HELLS, LIG1, 

CDC25C, CCNA2, SGO2, PSRC1, CCNE2, KIFC1, 

BIRC5, MCM5, KIF2C, KIF20B, CDCA2, CDCA3, 

CDCA5, CDCA7, NCAPG, CDCA8, NCAPH, SKA1, 

AURKA, CCNB2, DSN1, CCNB1, FAM83D, BUB1, 

SPAG5, UBE2C, CDC6, NDC80, ZWINT, CENPE, 

TPX2, CENPF, KIF18B, UBE2S, CDK2, CDK1, 

TACC3, SPC25, MAD2L1

GO:0007067
mitotic nuclear 

division
37 7.68E-23

CDCA2, CDCA3, ZWILCH, CDCA5, NCAPG2, 

BUB1B, KIF11, PKMYT1, SKA1, AURKB, 

AURKA, CDC20, CCNB2, PTTG1, NUF2, PBK, 

NEK2, FAM83D, BUB1, CEP55, HELLS, PLK1, 

CDC6, CDC25C, NDC80, CCNA2, ASPM, ANLN, 

TPX2, CENPF, INCENP, CDK2, CDK1, BIRC5, 

KIF2C, KIF20B, SPC25

GO:0006260 DNA replication 26 2.69E-17

BLM, FEN1, RNASEH2A, MCM10, CHTF18, 

ORC6, CHAF1A, CDC45, ORC1, EXO1, CLSPN, 

POLE, GINS2, RFC3, RFC4, RRM2, LIG1, GINS4, 

CDC6, CDC25C, CDK2, MCM3, CDK1, MCM4, 

MCM5, MCM2

GO:0007062
sister chromatid 

cohesion
25 1.43E-20

ZWILCH, CDCA5, CDCA8, BUB1B, SKA1, 

AURKB, CDC20, DSN1, NUF2, BUB1, CENPU, 

PLK1, NDC80, ZWINT, SGO2, CENPE, CENPF, 

INCENP, CENPK, BIRC5, CENPM, KIF2C, 

CENPO, MAD2L1, SPC25

GO:0006955
immune 

response
24 1.62E-06

CD274, IL1RN, CXCL8, CCL4L2, AQP9, HLA-B, 

LIF, HLA-C, TNFRSF11B, PDCD1LG2, 

TNFRSF1B, CTSS, CXCL10, CXCL11, IL6, IL1B, 

TNFSF4, CCL4, CCL3, IGKV3-15, HLA-DRA, 

IL7R, CTSC, HLA-DPA1

GO:0006955

xpositive

regulation of cell 

proliferation

23 2.74E-05

MYOCD, EDN1, PDGFB, KIF14, LIF, ADM, TTK, 

NRG1, ADRA1D, FOXM1, FGF2, FGF5, EFNB2, 

FOSL1, CDC20, CXCL10, IL6, PRC1, TNFSF4, 

CDK2, BIRC5, CD248, KIF20B

GO:0008283 cell proliferation 21 7.85E-06

TCF19, PLK1, EMP1, BUB1B, NRG1, ADRA1D, 

MCM10, MKI67, CDC25C, CYR61, AURKB, FGF5, 

TPX2, CENPF, ERCC2, CDK1, TACC3, KIF2C, 

FAM83D, BUB1, DLGAP5

GO:0006281 DNA repair 20 3.61E-08

FANCI, POLQ, BLM, FEN1, LIG1, FANCA, 

FOXM1, FANCG, RAD51AP1, RAD51, CHAF1A, 

PTTG1, FANCD2, EXO1, RFWD3, CDK2, CDK1, 

RAD54L, CLSPN, POLE

GO:0006281

xG1/S transition 

of mitotic cell 

cycle

19 1.82E-13

RRM2, CDCA5, PRIM1, MCM10, CDC6, PKMYT1, 

IQGAP3, ORC6, CDC45, ORC1, CCNE2, CDK2, 

MCM3, CDK1, MCM4, MCM5, POLE, CDKN3, 

MCM2

GO:0045893

positive 

regulation of 

transcription, 

DNA-templated

19 0.004486

BLM, MYOCD, SPI1, MSTN, ATAD2, WNT5A, 

PDGFB, FOXM1, FGF2, CCNA2, IL6, PSRC1, 

IL1B, ID2, ERCC2, CDK2, E2F1, MYBL1, CREB5

Table 3-4; iSN04で発現が減少した328遺伝子のGO解析
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Table 3-5; ニワトリ-ヒト間、およびニワトリ-マウス間のRBDのアミノ酸配列の同一性 (%)

Domain Chicken-human Chicken-mouse

RBD1 55.8% 55.8%

RBD2 64.0% 68.0%

RBD3 66.7% 70.7%

RBD4 89.5% 88.2%
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Fig. 3-1;
A: chMB-DM 5 BPR MHC Scale bar=100 μm
B: 0 2 4 chMB-DM BPR MHC

Scale bar=50 μm
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Fig. 3-2; ODNのスクリーニング
A: BPR筋芽細胞に10 μM PS-ODNを投与してから48時間後のMHC染色像。Scale bar=200 μm。
B: 蛍光画像を定量化しMHC+細胞の比率をグラフ化した。 ** p<0.01 vs control, Dunnett's test, n=3。
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Fig. 3-3; iSN04投与による細胞数の変化
A: UKC筋芽細胞に3または10 μMのiSN04を投与してから24および48時間後の細胞数。* p<0.05, ** p<0.01 

vs control, Williams' test, n=3。
B-C: UKC筋芽細胞に3または10 μMのiSN04を投与してから48時間後のEdU染色画像 (B)、およびEdU+細
胞率 (C)。Scale bar=200 μm, ** p<0.05 vs control, Williams' test, n=4。
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Fig. 3-4; iSN04投与が筋芽細胞の分化に与える影響と遺伝子発現の変化
A-C: UKC筋芽細胞を10 μMのベルベリン (Ber) 単体、iSN04単体およびiSN04とベルベリンを共投与し
て48時間処理した。MHCおよびDAPI染色の代表的な画像 (A)、MHC+細胞の比率 (B)、および筋菅形
成率 (C)。Scale bar=200 μm, * p<0.05, ** p<0.01, Scheffe’s F test, n=4。
D-E: UKC筋芽細胞における筋形成関連遺伝子の発現解析。UKC筋芽細胞を10 μMのベルベリン
(Ber) 単体、iSN04単体およびiSN04とベルベリンを共投与 (iSN04-Ber) して8時間 (D)、または24時間
(E) 処理したときの遺伝子発現をqPCRで定量した。Controlの平均値は、各遺伝子で1.0に設定した。*

p<0.05, ** p<0.01 vs control, Dunnett's test, n=3-4。
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Fig. 3-6; ヌクレオリンのアミノ酸配列
ヒト、マウス、ニワトリのヌクレオリンのアミノ酸配列。RBD; 青枠、RGG配列; 黄色の枠。
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A B

C

ヒト マウス

ニワトリ

Fig. 3-7; ヌクレオリンタンパク質の立体構造
A-C: AlphaFold2によるヒト (A)、マウス (B)、 ニワトリ(C) のヌクレオリンタンパク質の立体構造予測。
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4-1 卵用鶏と肉用鶏の骨格筋芽細胞における網羅的な遺伝子発現解析 

世界的な人口増加や開発途上国の経済発展により食肉の需要は増加傾向にある。

中でも、安価で良質なタンパク質であり、宗教的な禁忌も少ない鶏肉は、過去 40年で

最も高い消費量を示している。これらの状況から、さらに迅速に成長するニワトリ系統

の開発が求められているが、家禽の筋形成に関する報告は少ない。これまでに、肉用

鶏の骨格筋の形成メカニズムを明らかにするために、網羅的遺伝子発現解析が行わ

れてきた。しかし、これらの研究では、成鶏の骨格筋組織を材料としているため、純粋

に筋細胞の遺伝子発現を評価しているとはいえず、また、成育状況などの環境要因に

よる影響の存在も否定できない。そこで本研究では、表現型の異なるニワトリ品種の比

較を通じて筋芽細胞の増殖と分化の分子基盤を明らかにするため、肉用鶏と骨格筋

の発生と形態が大きく異なる卵用鶏の筋芽細胞の遺伝子発現を網羅的に比較した。 

本研究で、卵用鶏と肉用鶏で発現が異なる遺伝子群を同定した。これらの遺伝子

の多くは細胞外および細胞表面に存在するタンパク質をコードしていた。食肉生産に

特化した育種選抜によって、肉用鶏は発達した骨格筋を有するようになった。これら肉

用鶏の骨格筋組織の遺伝子発現は原種とは大きく異なることが示唆されている [23-

25]。近年では、気温によっても骨格筋形成が抑制される可能性が報告されている 

[126, 127]。これまでに家禽の筋形成メカニズムを解析した研究が報告されてきたが、

純粋なニワトリ筋芽細胞の遺伝子発現を解析した報告はなかった。本研究で同定され

た細胞表面タンパク質の発現に関わる遺伝子は、肉用鶏の増殖と分化に関わるシグ

ナルを解析する上で、起点となる可能性が期待される。また、本研究で同定された細

胞膜の構成に関わる遺伝子群は肉用鶏の選抜マーカーとして有用であると考える。日

本国内で育種された国産鶏から筋芽細胞を採取して、その特性を比較解析すること

は、国産肉用鶏の有用形質の選抜につながる可能性がある。また、肉用鶏筋芽細胞

の形質と、個体の表現型や育種地域の相関を解析することで、増体率や環境適応能

力が高い国産鶏の確立につながると期待される。 

本研究では、卵用鶏と肉用鶏筋芽細胞の増殖と分化の過程で変化する遺伝子発

現も比較した。その結果、肉用鶏筋芽細胞では、増殖と分化に関わる遺伝子群が一

貫して発現変動することがわかった。これらの肉用鶏筋芽細胞の遺伝子発現は、速や

かに成長し、発達した骨格筋を形成する個体の表現型をよく反映することがわかった。

オントロジー解析によって得られた細胞周期関連遺伝子群の中には、細胞増殖に関

する遺伝子に加え、細胞周期の停止に寄与する遺伝子も含まれていた。筋芽細胞の

増殖と分化は互いに負に制御しあうプロセスである [63]。これら遺伝子群が互いを制

御しあう機構を解析することは、筋芽細胞の増殖と分化メカニズムの解明につながるこ

とが期待される。 

また本研究では、オントロジー解析と計量統計学的手法よってニワトリ筋芽細胞の

性質に寄与すると予測される 13 遺伝子を同定した。本研究で同定された遺伝子の機
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能を明らかにすることは、ニワトリ筋芽細胞の増殖と分化の分子基盤の解明につなが

ると期待される。本研究ではその一例として、オピオイドペプチドであるエンケファリン

がニワトリ筋芽細胞の増殖を抑制するが筋分化には影響しないことを世界で初めて明

らかにした。オピオイドペプチドは非常に短いために、偶然に内因性オピオイドペプチ

ドと類似の作用を示すペプチドが飼料に含有されることがある [105]。本研究によって、

偶発的に生成されたオピオイドが継続的に骨格筋を刺激することで、骨格筋量の減少

を誘導する可能性が示唆された。本研究の成果は、肉用鶏の品種改良に貢献するだ

けでなく、飼料配合物を最適化するための一助となることが期待される。  
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4-2 myoDN-ベルベリン複合体によるニワトリ筋芽細胞の分化誘導 

myoDN は、筋芽細胞を直接の標的とする 1 本鎖の ODN である [33]。myoDN

がニワトリ筋芽細胞の分化をも促進すれば、哺乳類と共通した新たな筋分化メカニズ

ムの発見につながることが期待される。しかし、myoDNが鳥類筋芽細胞にも効果があ

るかは不明である。そこで本研究では、myoDN がニワトリ筋芽細胞の分化を誘導する

のかを検証した。 

本研究により、iSN04-ベルベリン複合体が筋分化プログラムの活性化を介して、ニ

ワトリ筋芽細胞の分化を強力に誘導することを見出した。iSN04-ベルベリン複合体の

作用機構をより詳細に調べることで哺乳類と家禽で共通する筋形成プログラムの解明

に貢献することが期待される。筋線維数は胚性期において筋芽細胞の数に依存して

決定されることが報告されている [32]。iSN04 を筋芽細胞の増殖が終了した孵化後

に給餌することで、iSN04-ベルベリン複合体による筋芽細胞の増殖抑制作用が筋線

維数に及ぼす影響を最小化しながら、筋分化促進作用による筋組織の増大効果を得

られると考えられる。 

近年、肉用鶏の筋線維では筋線維の大小不同や変性、壊死が観察される。特に肉

用鶏の胸筋においては、筋線維に沿って乳白色の線条が発達する外観的異常や、

滲出液を伴う著しい弾力性硬化が観察される [120]。このような筋組織の異常は、筋

線維内の酸素濃度の低下や慢性的な炎症応答が原因だと考えられている [120]。本

研究によって、iSN04が炎症シグナルを抑制することが示唆された。iSN04が筋形成

を促進するだけでなく、筋線維内で発生する炎症を抑制することが期待される。 

家禽の筋形成や炎症を抑制する iSN04は飼料配合物のリード化合物として新たな

飼料配合物の開発が可能だと考えられる。近年では、AI の発達によって立体構造の

似た分子を探索することが可能となった。先行研究から、iSN01から iSN07の塩基配

列中に存在する二つの GGG配列によって形成される立体構造が筋分化促進活性に

重要であることがわかっている。iSN01から iSN07の活性が異なる理由を明らかにす

ることは、筋分化促進作用を持つ分子を in silicoで探索するための重要な知見となる

ことが期待される。 

家禽の筋形成を直接活性化する飼料配合物の開発は食肉の増産に貢献し、食料

不足問題の解決につながると期待される。 

iSN04 はヌクレオリンに直接結合することで筋分化を促進する [33]。ヌクレオリンは、

哺乳類だけではなく、鳥類の筋芽細胞でも発現し、いずれの動物種においても核に

局在することが観察されている。本研究から、ヌクレオリン-p53 経路は、いずれの動物

種でも高度に保存されている筋分化を促進する経路であることがうかがえる。考察でも

述べたようにヌクレオリンが iSN04 と結合するには、ヌクレオリンの RBD4 と RGG ドメ

インが重要であることが推察される。ヌクレオリンの RBD ドメインの構造は自由度が高

く、立体構造が決定されていない。また、筋芽細胞におけるヌクレオリンの機能は不明

69



な点も多い。本研究が、ヌクレオリンが核酸を認識する機構の解明や、筋分化におけ

るヌクレオリンの役割の解明につながることを期待する。 

 

4-3 総括 

 タンパク質は人類にとって最も重要な栄養素の一つであり、我々の健康に深く関わ

っている。人口増加や気候変動、エネルギー問題など世界の情勢が目まぐるしく変化

する中でも、効率的に食肉を生産することは、人類の存続に重要な課題である。本研

究で肉用鶏筋芽細胞の増殖や分化を内外から刺激する因子を同定した。本研究によ

って、ニワトリ筋芽細胞の分化機構の理解を深めるとともに、産肉性の高い肉用鶏が

開発されることや、肉用鶏の増体に寄与する飼料の開発が期待される。本研究が筋分

化機構の理解に貢献し、品種改良に有用な知見となることを祈る。 
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