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大量培養による骨格筋衛星細胞中の食肉タンパク質の

分離利用に関する基礎的研究

池 内 義 秀(新 潟大学農学部助教授)

〔研究の 目的〕

筋肉組織には,分 裂能力 を残 したまま融合せず

単核の状態で筋 管細胞に接着 しその基底膜下 に留

まっている衛星 細胞(satellitece11)と 呼 ばれ る細

胞群が存在 する(Mauro,1961)。 この細胞 は,骨

格筋中 に存在す る核のほんの一部 を含 んで いるに

過 ぎないが,筋 肉の成長や再生に決定的 な役割を

果たしてい る。例えば,筋 線維が損傷 を受 け変性

崩壊 をす るとい っせいに分裂を繰 り返 して,や が

て融合 して多核 細胞 とな り新たな筋線維 を形成す

る。 その際 も一 部は将来に備えて衛星細胞 として

筋肉組織中 に留 まる(Bischoff,1974)。

衛星細胞の増 殖調節機構 について未だ理解 され

ていないが,こ の細胞 を増殖 させる因子や その機

構が明 らか にされれ ば,大 量培 養によって培養細

胞 か ら筋肉(動 物)タ ンパ ク資質源 を得 ることが

可能 となるであ ろう。 また,牛 の老 化に伴 う老年

性萎縮 による筋肉量の損失 とい う畜 産経済的な問

題を軽減 し,畜 産物の有効利用を図ることも出来

るか も知れない。

筋細胞の成長分化の過程で神経組織 は栄養的な

役割 を果た してい ると考え られるので,本 研究で

は まず脳由来のfibroblastgrowthfactor(Brain

FGF)を 調整 し,衛 星細胞 に対す る増殖促進 効果

を調べ た。

〔方 法〕

(1)脳 由来fibroblastgrowthfactor(FGF)

の 調 製

脳 由来のFGFは 基 本的 に はGospodarowicz

(1978)の 方法 に従 って行 った。牛 の脳2kgを0.15

M硫 安 でホモジナ イズ し,塩 酸でpH4.5に 調整

後,撹 絆抽出 をした。遠心後,上 清 をINNaOH

でpH6.5に 調製 し,さ らに硫安 を加 えて塩析 した。

透析 して硫 安 を除去 した後CM-SephadexC-50

クロマ トグラフィーにかけ,段 階的溶出法 により

分離 した。 その活性 分画を濃縮 し,SephadexG-

75で ゲル濾過,引 続 きさらにCM-Celluloseイ オ

ン交換 クロマ トグラフィーで精製 した。

精製 した標 品の純度 はSDSポ リアク リルア ミ

ドゲル電気泳動法(Laemmli,1970)で,ま たその

濃度の決定 は色素結合法(Bradford,1976)で 行 っ

た。FGFの バ イオア ッセイは,Balbi'c3T3細 胞

を用いて行 い,細 胞数の増加をDNAの 量 か ら算

定 した。 なお,DNA量 はDABA蛍 光 法で求 め

た(KissaneandRobbins,1958)。

(2)ラ ッ ト骨格筋か らの衛星細胞の分離 とそ

の細胞数の決定

ラ ット骨格筋挽肉にPBS-Pronase溶 液を加え,

衛星細胞 を筋線維か ら遊離 させた。37℃,1時 間

保温後遠心 して ヒ清画分を回収 した。細胞懸濁液

を コラーゲンで コーテ ィング していないペ トリ皿

に移 し,血 清及び抗生物質を含 む培養液で37℃ で

2時 閲保温 した。 この操作で大部 分のfibroblast

はペ トリ皿 に結合する。衛星細胞 はこの操作で は

べ トリ皿 に結合 しないので培 養液 を遠心 して回収

した。 回収 されたペ レッ トを培養液 に懸濁 し,目

的の密度 になるように コーテ ィングしたプレー ト

に衛星細胞 を播 いた。
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培地の血清濃度 を下 げ,細 胞が休止期 に入るの

を待ってFGFを 含む"definedmedium"に 切 り

換 えた。37℃,5%CO2で 一定期間(3日 間)保

温 して衛星細胞 を増殖 させた後,増 殖を抑 え細胞

融合を促 す"conditionedmedium"を 加 えた。衛

星細胞 はこの培地 で多核細胞の筋管細胞 になるの

で,染 色後顕 微鏡下 で融合 した核 と融合 しなか っ

た核の数を数え,そ の割合か ら衛星細胞 の増加 を

算定 した(Allenetal.,1984)。

〔結果 を考 察〕

Gospodarowiczら(1974)は 牛の下垂体以外 に

脳の抽出物 に もFGF活 性 がある ことを報告 した。

しか も,Balb/c3T3細 胞 に対する増殖促進効 果

を比較 した ところ,下 垂体 よ りもむしろ脳 によ り

高 いFGF活 性 を認めた。 そ こで,我 々 は脳由 来

のFGFを 精製 して,そ の衛星細 胞増殖促進効 果

を検討す ることに した。

脳由来FGFの 精製 は基本的には下垂体FGFの

場合 と同 じであ り,ま ず,牛 の脳 を硫安でホモ ジ

ナ イズ し,塩 酸でpH4.5に 調整 したの ち硫安 分

画 を行 って得 られた沈澱物を蒸留水 で溶解 した。

透析後,0.1Mの ぎ酸 でpH6.0に 調 製 し,CM-

SephadexG50に か け,段 階 的溶 出法 により分

離 した。 大 部分 のFGF活 性 は0.1M燐 酸緩衝液

一〇.5MNaC1の 溶 出液で回収 され たの で,そ の

活性画分 を濃縮 し,SephadexG-75で ゲル濾過 を

行 った。そのゲル濾過の溶出パターンをFig.1に

示す。図 に示 したように,分 子量 の異 なる3つ の ・

ピー クが得 られた。 そこで,得 られた溶 出液 を6

つの フラクションに分 け各々,Balb/c3T3細 胞 を

用 いて生物活性 を調 べたところ,フ ラクシ ョン3

と4に 高い活性 が認 められた。Gospodarowiczら

(1978)の 報告 と照 らし合わせ ると,分 子量 の大

きい方 がbrainFGF-1,生 物活1生が高 く,し かも

分子量 が小 さい方がbrainFGF-2画 分 と思 われ

る。活性 の高 か ったフ ラクシ ョン4画 分 を濃縮

し,0.2Mぎ 酸ア ンモニウム(pH6.0)に 溶 か し,

Fig.1ChromatographicprofileofbrainFGFpreparationonSephadexG-75gel.TheO.5NINaCI

elutefromCM・SephadexC-50chromatographywasIoadedontoa2.6×60cmcolumnof

SephadexG・75equilibratedwithOユMammoniumcarbonate,pH8.5.Thehistgramshows

themitogenicactivitiesofthedifferentfractionsupontheBalb/c3T3cellline.
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Fig.2GradientelutionofbrainFGFonsecondCM-SephadexC-50.Fraction-4containingmitogenic

activityfromSephadexG-75gelfiltrationwasloadedontoasecondCM-SephadexG50column

(1xIOcm)equilibratedwithO.liVINa-phosphate,pH6.0.Thecolumnwasthenelutedwithlinear

sa工tgradient(0.1MtoO.8MNaC1).Thehistgramshowsthemitogenicactivitiesofthedifferent

fractionsupontheBalbc3T3cellline,

CM-SephadexC-50イ オ ン交換 クロ マ トグラフ

ィーによ り最終精製標品 を得た。Fig.2に その溶

出パターン と生物活性 を示す。図か ら分かるよう

に,塩 濃 度が0.3か ら0.4の 位置 に生物活性 の高い

画分(画 分A,B)が 出現 した。SDSポ リアク リ

ルア ミドゲル電気泳動法(Fig.3)で その純度 を調

べた ところ,画 分Aに は多 くの混入物が存在 して

いたが,画 分Bは かな り精製 されてい ることが分

か った。 その主要 なバ ン ドの分子量 は,12,000前

後である ことから,得 られた画分Bの 標 品は脳 由

来FGF-2で ある と結論 した。 そこで,画 分Bを

用いて脳 由来 のFGFの 衛星細胞 に対 す る増殖促

進効 果を調べ るこ とにした。

ラ ット骨格筋 から分離 した衛星細胞 を2%の 馬

血清 と0か ら250ng/mlの 脳由来FGFを 含 む培養

液で72時 間培養 したの ち,1%馬 血清,1μMin-

sulinお よび1ｵg/mllinoleicacidを 含む融 合促

進のための培養液 と交換 して さらに培 養を続 けた。

48時 間後 固定 し,Giemsa染 色を した。1mm2当

りの筋管細胞の核 の数,全 細胞核 数及び融 合割合

を調べるために,顕 微鏡下で同一処理 を した3つ

の培養 ウエルの各々10地 点 を無作為に選 び,そ の

視野 の中の核 を数 えた。その結果 をTable1に 示

す。

融合 した細胞 中の核数 は加 えたFGFの 濃度 に

Fig.3SDSpolyacrylamidegelelectrophoreticpattern

offractions(A,B)obtainedfromsecondCM-

SephadexC-50chromatography.Molecular

massmarkersareindicatedbybars:phospho-

rylaseb(92kd),BSA(67kd),ovalbumin(45kd),

carbonicanhydrase(31kd),soybeantrypsin

inhibitor(21kd)andlysozymeQ4kd).
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依存 して顕著 な増加 を示 した。 これ らは明 らか に

衛星細胞が脳 由来のFGFに よって増殖 した こと

を示 している。 その増殖促進効果 は150ng;「m1以

上 で認 められ た。 しか しなが ら,Balb/c3T3細 胞

に対 する脳由来FGFの 増殖 促進効果 と比 べる と

その活性 は1/10程 度で あった。 これ はSDSポ リ

ァク リルア ミドゲル電気泳動 図から分か るように

得 られ た標品 の純度がやや低いこ とに依 るのか,

それ とも線維芽細胞 と比べて衛星細胞の脳由来F

GFに 対す る感受性 が低 い ことに依 るのか不明で

ある。最近,ヘ パ リンアフ ィニテ ィーカラムによ

る細胞成 長因 子の 分離法 が報告 され ているので

(KimuraandGoto,1987),純 度の高 い脳 由来FG

F標 品を精製 して再度検討す る必要がある と考 え

る。一 方,Tablelか らも分かるように,融 合 し

ていない細胞の核 も脳 由来FGFの 濃度 に依 存 し

て同様 に増加 した。 また,融 合割合 も期待 した ほ

ど高 くなか った。 これは明 らかに衛星細胞 分離 の

過程 で混入 した線維芽細胞 の増殖が脳由 来のFG

Fに よって刺激 されたためである。従 って,今 後

は衛星細胞の分離方法 も改良 する必 要がある と思

われる。
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SkeletalMuscleSatelliteCellProliferation

b}・BovineBrainFibroblastGrowthFactor

YoshihideIkeuchiのepartmentofAnimalScience.NiigataUniversity)

Wehaveexaminedtopurifybrainfibroblastgrowthfactor(BrainFGF)frombovine

braintissueusingthisprocedureinvolvingammoniumsulfatefractionation,followedby

chromatographyonCM-SephadexC-50,SephadexG-75andsecondCM-SephadexC-50.

ThefractionelutingfromsecondCM-SephadexC-50columnatO.35-04MNaClwas

activeinstimulatingDNAsynthesisinBalb'c3T3cells.Itmainlyconsistedofapolype-

ptideof12,000molecularweightwhenarlalysedbySDSpolyacrylamidegelelectropho-

resis.Thecombineddata(molecularweightandbiologicalactivit}')suggestedthatthe

fractionisolatedusingthisprocedurecontainedalargequantityofbrainFGFpurified

byGospodaro≪ ・iczetal.(1918).

Skeletalrnusclesatellitecellswereculturedfrommatureratsandweretreatedln

vitrowiththeisolatedbrainFGF。Morphologicaユobservatlonsandquantitativedata

indicatedthatthebrainFGFincresedthenumberofnuclei.Thenewnucleiseemedto

resultfromsatellitecellproliferationandfromthefusionofsomeofthem.But,apart

ofnewnucleioriginatedfromgrowthoffibroblastcontaminatedincultures.Inthe

rangeof150-250ngm1,thisfactorpromotedtheleaelofproliferationandsubsequent

myotubeformationwhensatellitecellswereinducedtodifferentiate.However,the

biologicalactivityforsatellitecellswasfairylowerthanwehadimagined.Thismay

beduetoimpuritiespresentintheFGFpreparation.


