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ABSTRACT

　Proportions of muscle fiber types are responsible for a variety of properties of 
skeletal muscle, including contractile, metabolic, and sensory （differential tasting-
component contents and fat deposition）．Therefore mechanisms that regulate these 
properties, and their manipulation are hot targets of research for human sports and 
health sciences and animal production.
　We recently found that resident myogenic stem satellite cells secrete semaphorin 
3A （Sema3A） protein which exclusively impacts the formation of fatigue-resistant 
fibers （also called slow-twitch fibers） through a cell-membrane receptor （neuropilin2-
plexinA3 complex） → myogenin/MEF2D/HDAC7 → slow-myosin signaling pathway 
5）．Here we report that an 8-week intake of chlorogenic-acid rich materials （APP; 
polyphenol mixture prepared from unriped apples） in the diet, may stimulate the 
Sema3A-dependent pathway concerned.  Results demonstrated improvement of 
lower hind-limb muscle endurance based on increased proportions of fatigue-resistant 
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　緒　言

　骨格筋の主体である筋細胞（細長く巨大な細胞

なので“筋線維”と呼ばれる）は，その収縮特性

やエネルギー代謝特性の違いから抗疲労性筋線維

（遅筋型筋線維とも呼ばれる）と易疲労性筋線維

（速筋型筋線維）の 2つの型に分類される．骨格

筋の筋線維型組成（抗疲労性筋線維と易疲労性筋

線維の割合）はヒトの運動機能や QOL（生活の質）

などに関わる重要な要素であるので，これを支配

している分子機構を解明すると共に，その食品機

能学的作動性を検証することが本研究の目的であ

る．特に健康寿命の延伸（健康増進）の観点から

社会的意義は極めて大きいと言える．

　本研究代表者らの研究グループはこれまで

に，i） 筋線維の周囲に多数存在する筋幹細胞（衛

星細胞と呼ばれる筋組織幹細胞）が活性化・増

殖し分化・融合する時期に至ると多機能性細胞

制御因子 semaphorin 3A （Sema3A）を合成・分

泌すること 1-4），ii） Sema3Aが筋幹細胞の細胞

膜受容体 （neuropilin2-plexinA3 複合体） に結合

　要　旨

　骨格筋の疲労耐性に関わる抗疲労性筋線維（遅

筋型筋線維）の形成を食品成分によって亢進で

きるかどうか調べた．筋幹細胞である衛星細胞

の初代培養系に食事性ポリフェノールであるク

ロロゲン酸を添加すると（終濃度 10 ng/ml），抗

疲労性筋線維の形成を誘導する新奇シグナル軸

（Sema3Aリガンド → 細胞膜受容体 neuropilin2-

plexinA3 複合体 → 転写制御因子 myogenin-

MEF2D → 抗疲労性 myosin）が活性化した．ま

た，クロロゲン酸を主成分とするポリフェノール

混合物を成熟ラットに 8週間給餌すると（添加濃

度 0.5%），後肢下腿部筋の myosinアイソフォー

ム組成が抗疲労性方向へシフトし筋持久力が向上

することが確認された．これらの結果より，クロ

ロゲン酸が Sema3A受容体のアゴニストとして抗

疲労性筋線維の形成を促進すると考えられた．高

齢者やスポーツ競技者などの筋疲労耐性向上への

食品機能学的貢献が期待される．

myofibers （types IIa and I） by the 0.5% APP-feeding to young-adult rats.  There was 
no significant difference in the animal body-phenotypes or locomotor activity shown 
as total moving distance in light and dark periods. The result indicates that the shift in 
myosin heavy chain （MyHC） isoforms from fast-to-slow did not include a bias due 
to greater exercise behavior by the treated rats.  Notably, a subsequent in vitro study 
showed that supplementation of APP （500 ng/ml） or the major component chlorogenic 
acid （10 ng/ml） also up-regulated the expression of slow MyHC and the up-stream 
signaling molecules, myogenin and MEF2D, in primary cultures of differentiating 
myoblasts.  Other major polyphenols found in APP （procyanidin B1, B2, phloridzin, 
and catechin） in a range of 10-1000 ng/ml did not induce these effects.  
　Therefore, the present study highlights a possible contribution of dietary chlorogenic 
acid intake to antagonizing the Sema3A-signaling pathway responsible for fatigue-
resistant fiber formation. The finding may help in developing a novel strategy for 
application in human sports and age-related health sciences.
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すると，筋特異的転写制御系である myogenin-

MEF2D-HDAC7 を介して抗疲労性 myosin（遅筋

型 myosin）の発現を誘導し抗疲労性筋線維が形

成されることを見出した （図 1のモデル図参照）
5）．この新規の自律制御軸は，既知の「運動神経

刺激制御系（活動電位の大きさや頻度による制

御）」 6-10）や「PPARδ-PGC1α転写制御系」 11-17）

が作動する前に筋線維型を初期決定（コミット）

する強力な分子機構であること，細胞外リガンド

（Sema3A）と細胞膜受容体との結合によってシグ

ナルが発生することに大きな特徴がある．このこ

とは，Sema3A細胞膜受容体（neuropilin2-plexinA3

複合体）のアゴニストによって抗疲労性筋線維

の形成を促進できることを示唆している．実際，

これまでの予備実験により，クロロゲン酸 （コー

ヒー生豆や幼果皮に多く含まれるポリフェノー

ル） が上記のアゴニスト活性を有することを示唆

する実験結果を得ている．

　そこで本研究では，上記のクロロゲン酸のア

ゴニスト活性を明らかにすべく，衛星細胞培養

系への添加実験を行った．具体的には，クロロ

ゲン酸添加によって Sema3A受容体（neuropilin2-

plexinA3複合体） → myogenin-MEF2D-HDAC7 → 

抗疲労性 myosinのシグナル伝達軸が活性化する

かどうかを調べた（in vitro実験）．また，クロロ

ゲン酸給餌の予備実験として，クロロゲン酸を主

成分とするリンゴポリフェノール（APP; リンゴ

幼果皮から調製したポリフェノール混合物）を

ラットに低用量給餌し，筋の疲労耐性に及ぼす効

果を検証した（in vivo実験）．極めて高価なクロ

ロゲン酸の給餌実験を行う際の有効量を見積もる

予備実験である．これらの in vitroおよび in vivo

実験結果の概要を本研究成果報告書にて報告す

る．

　1．方　法

　1．1　衛星細胞初代培養系への添加実験

　3 週齢の Sprague-Dawley系雄性ラットの背部

および後肢大腿部の骨格筋より，Allenら 18）の

方法に従い衛星細胞を調製した．パーコール密

度勾配遠心分離法により衛星細胞を単離した後，

poly-L-lysine・fibronectin・laminin で 3 重 コ ー

図1　筋幹細胞分泌因子semaphorin 3A （Sema3A）による抗疲労性筋線維の形成誘導（コミットメント）モデル
Sema3Aが細胞膜受容体（neuropilin2-plexinA3 複合体）に結合すると，myogenin-MEF2D-HDAC7 転写制御系を介して抗疲労性 myosin
（slow myosin）の発現が誘導され抗疲労性筋線維が形成される（出版社Wileyの許可を得て，引用文献 5の図 7を転載・改変）



─  134  ─

デサントスポーツ科学  Vol. 39

トした培養用プレートに 1×104 個 /cm2 の細胞

密度で衛星細胞を播種した．10%正常ウマ血清 

（HS）を含むαMEM培地で 2 日間前培養した

後，2%HS-OptiMEM分化誘導培地で 4 日間培

養し，抗疲労性MyHCアイソフォーム（MyHC 

I）・易疲労性MyHCアイソフォーム（MyHC IIb, 

IIx, IIa）・myogenin・MEF2Dの発現を RT-qPCR

により調べた（TaqMan Probe法；内部標準は

HPRT）．上記の分化誘導培地には，APPおよび

ポリフェノール精製標品（クロロゲン酸，フロ

リジン，プロシアニジン B1, B2，エピカテキン）

を種々の濃度で添加した（図 2Aに示した培養デ

ザインを参照）．

　

　1．2　APP 低用量摂餌実験

　実験動物として，12 週齢の Sprague-Dawley系

雄性ラット（KBTオリエンタル社）を供試した．

搬入後約 2週間の馴致飼育の後（室温 22 ± 2℃，

湿度 55 ± 10%，12 : 12 明暗サイクル），AIN-

93G準拠食に APP（アサヒビール社製）を 0.5%

（w/w） 添加した飼料を，自由摂食飲水条件にて 8

週間給餌した（n = 9 匹）．初期体重，総摂食量お

よび体重増加量はいずれも対照群（APP非給餌群，

n = 9 匹）と有意な差がないことを確認した．

　Iwataら 19）の方法を一部改変し，筋持久力を

測定した．すなわち，麻酔下で脛骨神経の電気刺

激（電圧 60 V，パルス幅 1 ms，250 Hz）により

発生する後肢下腿部後方筋（ふくらはぎの筋）の

最大発揮張力を測定し，その経時的減衰曲線から

0.5%APP給餌群と対照群の筋持久力を比較した．

また，ミオグロビンの発現変化はアクチンを内部

標準とした ECL-Western blotting法により解析し

た．これらの動物実験は全て，日本学術会議が定

める動物実験実施ガイドラインに従い九州大学動

物実験審査委員会の承認の下実施した．

図2　衛星細胞の初代培養系におけるリンゴポリフェノール（APP）の添加実験（陽性コントロール実験）
ラット骨格筋より単離した衛星細胞の分化・融合期に APPを種々の濃度で添加し（終濃度 10-10000 ng/ml），抗疲労性MyHCアイソ
フォーム（MyHC I）・易疲労性MyHCアイソフォーム（MyHC IIb, IIx, IIa）・myogenin・MEF2D・MEF2C・Sema3Aの mRNA発現変
化を RT-qPCRにより調べた．データは，内部標準を HPRTとした 3ウェルの平均値 ± 標準誤差（パネル B）．*, P < 0.05，**, P < 0.01 
vs. コントロール（cnt: 0 ng/ml APP区）．パネル A：細胞培養系のデザイン
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　2．実験結果と考察

　2．1　クロロゲン酸添加による抗疲労性筋線 

　　　　 維の形成誘導軸の活性化

　抗疲労性筋線維の形成誘導を担う Sema3A細

胞膜受容体 （neuropilin2-plexinA3 複合体） → 

myogenin-MEF2D-HDAC7 転写制御系→ 抗疲労

性MyHCの新奇シグナリング軸がクロロゲン酸

によって活性化するかどうかを調べた．先ず，陽

性コントロールとして，単離・培養した衛星細胞

が分化・融合し筋管（幼若な筋線維）を形成する

時期に APPを種々の濃度で培養液に添加し（最

終濃度 10-10000 ng/ml），抗疲労性MyHC（MyHC 

I）の発現に及ぼす影響を調べた（図 2B）．MyHC I 

の mRNA発現は有意に増加し，その効果は 500 

ng/mlで最大となった．MyHC I タンパク質の

発現量の増加はWestern blottingによって確認

された（data not shown）．また，Sema3A 依存

的なMyHC I 発現誘導シグナリング軸を構成す

る myogeninおよびMEF2Dの発現も APP添加

により大きく増加し，その効果も 500 ng/ml で

最大となった．Sema3AおよびMEF2Cの発現

は APP添加により変化しないことから，上記

の myogenin・MEF2D・MyHC I の発現増加が

Sema3A発現増加によるものではなく，APP成分

による直接的な効果であると考えられた．これら

の陽性コントロール添加実験の結果から，本培養

実験系が APPの活性成分をアッセイする方法と

して適切であることが確認された．

　そこで，本研究のターゲット成分であるクロロ

ゲン酸に対して先と同様の実験条件で添加実験を

行った （最終添加濃度 10-1000 ng/ml）．図 3に示

すように，クロロゲン酸に強力なMyHC I発現誘

導効果が認められ，その効果は 10 ng/mlで最大

となった．フロリジン （10 ng/ml）にも有意な効

果が認められたが，その程度はクロロゲン酸に比

べ小さいものであった．また，myogeninおよび

MEF2Dの発現も 10 ng/mlクロロゲン酸添加によ

り有意に増加した．一方，フロリジンを添加す

ると myogeninの発現が減少したことから，先の

APP添加実験ではクロロゲン酸（促進因子）と

フロリジン（抑制因子）が拮抗的に作用している

と推察され，これが APP濃度依存性がベル型と

なる要因であると推察された．APPに含まれる

他の主要なポリフェノール成分（プロシアニジン

B1, B2，エピカテキン）の精製標品に対しても同

様の添加実験を行ったが （最終濃度 10-1000 ng/

ml），MyHC I発現に有意な変化は認められなかっ

た（data not shown）．

　以上の結果から，APPに含まれるクロロゲ

ン酸が活性成分であり，MyHC I・myogenin・

MEF2Dの発現を誘導する因子であることが明ら

かになった．従って，クロロゲン酸が Sema3A

細胞膜受容体に結合すると前述の細胞膜受容体 /

myogenin/MEF2Dからなるシグナリング軸が活

性化されMyHC Iの発現誘導，即ち，抗疲労性筋

線維の形成が促進されると考えられた．

　

　2．2　APP 摂取が筋線維型組成に及ぼす影響

　上記の細胞培養系でのクロロゲン酸のアゴニス

ト効果を in vivoで検証するためには，クロロゲ

図3　クロロゲン酸添加による抗疲労性筋線維形成シグ
ナル軸の要素のmRNA発現増加

図 2と同様に，衛星細胞の分化・融合期にクロロゲン酸ある
いはフロリジンの精製標品を種々の濃度で添加し（終濃度 10-
1000 ng/ml），RT-qPCRにより解析した．*, P < 0.05，**, P < 0.01 
vs. コントロール（cnt: 無添加区）
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ン酸の摂取実験を行う必要がある．その予備実験

として，クロロゲン酸の精製標品は極めて高価で

あるため，先ず，クロロゲン酸の有効最低投与

量を推定することとした．これまでに，5%（w/

w） APP添加食を 8週間給餌するとラット後肢下

腿部筋の持久力が有意に向上することを観察して

いるので，その 10 分の 1の APP添加量でも効果

があるかどうかを調べた．その結果，図 4に示

すように，成熟ラットに APPを 0.5%含む通常食

を 8週間給餌すると，脛骨神経の電気刺激により

発生する後肢下腿部筋の最大発揮張力の経時的減

衰が抑制される傾向が観察された（F （98, 1372） = 

1.246, P = 0.0574）．

　また，後肢下腿部筋の筋線維型組成を高分解能

SDS-PAGE20）で解析したところ，MyHCアイソ

フォーム組成が抗疲労性方向へ有意にシフトして

おり，具体的には，IIb型あるいは IIx型の減少

と IIa型と I型の増加であり，また，抗疲労性筋

線維に多く含まれるミオグロビンの含量も有意に

増加した（data not shown）．0.5%APP給餌によっ

てラットの明期・暗期の自発運動量に有意な差は

認められなかったことから，上記の抗疲労性方向

へのシフトは運動による 2次的効果ではないと考

えられた．これらの結果より，0.5%APP摂取に

より筋線維型組成が持久性に富む抗疲労性方向へ

シフトすることが明らかになった．

　APPにはクロロゲン酸が約 20%含まれている

ことから，今回の給餌実験は 0.1%（w/w） クロロ

ゲン酸相当となり，現在，その給餌実験を行って

いるところである．結果は別の機会に報告する予

定である．

　3．結　論

　クロロゲン酸を約 20%含有するリンゴポリ

フェノール（APP）を 0.5%（w/w） 添加した餌

を成熟ラットに 8週間与えると，後肢下腿部筋

の myosin重鎖アイソフォーム組成が抗疲労性方

向へシフトし筋持久力が向上することが確認され

た（in vivo実験）．また，筋幹細胞である衛星細

胞の培養系にクロロゲン酸を添加すると，抗疲

労性 myosinの発現を誘導する Sema3A細胞膜受

容体（neuropilin2- plexinA3 複合体）・myogenin-

MEF2D転写制御系からなるシグナリング軸 5）が

活性化することから，クロロゲン酸が Sema3A

受容体のアゴニストになりうると考えられた（in 

vitro実験）．従って，クロロゲン酸の低用量給餌

によって抗疲労性筋線維の形成を促進できると期

待できる．現在，0.1%クロロゲン酸の給餌実験

図4　0.5%リンゴポリフェノール（APP）添加食の8週間給餌による筋持久力の向上
麻酔下で脛骨神経の電気刺激（電圧 60 V，パルス幅 1 ms，250 Hz；パネル Bの挿入図参照）により発生する後肢下腿部後方筋（ふく
らはぎの筋）の最大発揮張力を測定し（パネル A），その経時的減衰曲線から 0.5%APP給餌群とコントロール群（CNT）の筋持久力を
比較した（パネル B；各群 n = 9）．有意差は繰り返し 2-way ANOVA testにより検定した．NS, Student's t-testにて有意差なし
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を行っており，その実験結果を別の機会に報告す

る．

　今後，クロロゲン酸と neuropilin2-plexinA3 複

合体との結合性を直接的に証明しなければならな

い．また，衛星細胞特異的 Sema3A-cKOマウス

（Pax7CreERT2-Sema3Aflox） 5）にクロロゲン酸を

給餌する実験を行い，クロロゲン酸のアゴニス

ト活性を in vivoで実証する予定である．同様に，

成長期・成熟期・老齢期のマウスあるいはラット

に対してクロロゲン酸をそれぞれ給餌し抗疲労性

筋線維の増加効果に違いがあるかを調べることも

重要である．

　研究成果は，加齢筋医科学・健康科学・スポー

ツ科学への食品機能学的貢献が強く期待される．

即ち，加齢や不活動（寝たきりや無重力環境暴露）

に伴う筋持久力の低下を抑制することやアスリー

トの持久運動能力の向上に貢献する他，脂肪酸を

β酸化しエネルギー源として代謝する抗疲労性

筋線維の増加は体脂肪を減少させるので生活習慣

病の予防ひいては健康寿命の延長や QOLの改善

に寄与する可能性が期待される．
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