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北大・牧場研究報告　15：25－36（1994）

肉用牛の成長に伴う筋肉内

　　　コラーゲンの変化

中村富美男・西邑　隆徳・西海　理之＊＊・服部　昭仁

　　　近藤　誠司＊・小竹森訓央・朝日田康司＊

　　　　　　　　　北海道大学農学部畜産科学科

＊北海道大学農学部附属牧場

＊＊ ｻ，広島大学生物生産学部畜産物利用学研究室

　　　　　　　　　　　　　　要　　　　　旨

中村富美男・西邑隆徳・西海理之・服部昭仁・近藤誠司・小竹森下央・朝日田康司（1994）

肉用牛の成長に伴う筋肉内コラー一一ゲンの変化，北大農学部牧場研究報告15：25～36

　ヘレフォード種肉用牛の初生雄子牛，6ヵ月齢虫勢子牛，18ヵ月齢弧線育成牛およ

び23ヵ月齢去勢肥育外翼1頭を屠殺し，背肉（胸最長筋）およびもも肉（外側広筋）

から試料を採取し，成長・加齢に伴う筋肉の変化を筋肉内結合組織のコラーゲンにつ

いて加熱溶解性と組織化学的手法により検討した。得られた結果の大要は以下の通り
であった。

　1）単位湿重黛の筋肉に含まれている総コラーゲン量は，牛の成長・加齢とともに

　　減少した。総じて，もも肉南のコラーゲン含璽：が背肉よりも高かった。

　2）背肉コラーゲンの加熱溶解性は成長に伴って減少したが，23ヵ月齢牛のもも肉

　　　は，初生子牛に次ぐ高い加熱溶鰍生を示した。

　3）筋内膜で囲まれている一次筋線維束は6ヵ月齢までは急速に，その後は徐々に

　　太くなった。
　4）1型コラーゲン抗血清は初生子牛の筋周膜とは強く反応し，筋内膜とはほとん
　　　ど反応しないが，6ヵ月齢牛の筋内膜とは反応し，成長・加齢に伴い反応性が

　　増加した。
　5）いずれの月齢の牛においてもIII型コラーゲンは筋内膜と周膜に，　IV型コラーゲ

　　　ンは筋内膜に局在していた。

　6）筋肉内コラーゲンはハチの巣状構造を呈しており，筋内膜は膜状の不規則なコ

　　　ラーゲン細線維網によって，筋周膜は層板状の緻密で太いコラーゲン細線維東

　　　によって形成されていた。

キーワード：ヘレフォード種牛，成長・加齢，筋肉内コラーゲン

緒 雷

　食肉の品質を決定する要素の中で，硬さや軟らかさとして表現される物性は，人の嗜好性と

密接に関わり合っている。食肉の物性は筋肉中で高次構造を組んで存在している筋原線維と結

合組織に関連しており，死後筋肉の熟成に伴う食肉の物性変化や筋肉組織の発生に関する研究

はこれら筋原線維や結合組織を生化学および組織化学的に追求することによって行われてきて

いる。一方，動物の成長に伴う食肉としての筋肉の変化は，牛では産肉蚤や肉質の一般的特性
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について生産方式の違いなどから検討されてきたが，その品質変化を筋原線維や結合組織の変

化として検討した研究はほとんどない。

　本研究ではヘレフォード干肉用牛の初生子牛，離乳子牛，放牧育成牛および肥育牛を例にと

り，加齢に伴う食肉の変化を筋肉内結合組織のタンパク質，特に様々な局在性を示す多型の主

要構成タンパク質であり1｝3＞，また，牛筋肉では加齢に伴う熱変性挙動の変化が知られている4”8）

コラーゲンについて：免疫組織化学と加熱溶解性の変化から検討するとともに，筋肉内コラーゲ

ンの立体構造を細胞消化・走査電顕法によって観察した。

材料および方法

1．供試牛および飼育方法

　北海道大学農学部附属牧場において牧草多給方式で飼育されているヘレフォード種肉用牛の

初生子牛，離乳子牛，育成牛および肥育牛各1頭を供試し，試料を採取した。初生子牛として

は生後3日間初乳のみを給与した雄子牛を，離乳子牛としては出生後6ヵ月間母牛と共に24時

間放牧されていた去勢子牛を屠殺し，実験に供した。放牧期間中母乳のほかに4ヵ月齢位から

1日1頭当たり約0．3　kgの幼牛用配合飼料を給与した。育成牛としては離乳後の冬期に粗飼料

主体で飼育し，次いで2夏目の放牧育成を終えた18ヵ月齢の去勢牛を，肥育牛としては18ヵ月

齢まで粗飼料主体で育成した後5ヵ月間肥育した去勢牛を屠殺し，実験に供した。肥育期間中，

1Eほ頭当たり肥育用配合飼料を4　kg，コーンサイレージ20　kgを給与し，乾草を自由摂取と

した。

　なお，供試牛の屠殺時体重，枝肉重等は以下のとおりであった。

ee　1　供試牛の出荷成績

月 齢（月）

体　　　　重（k9）

枝　　肉　重（ltg）

枝肉歩留（％）

正　　肉　量（k9）

0

41

19

45．1

11

　6

210

99

4Z1

71

18

395

174

44．1

133

23

621

341

54．9

266

2．試　　　料

　屠殺解体後，背肉（胸最長筋）ともも肉（外側広筋）を採取し，走査型電子顕微鏡（SEM）

観察用試料は直ちに固定し，他は液体窒素中に使用時まで保存した。
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3．加熱溶解性

　筋肉内コラーゲンの加熱溶解性はHILLの方法4）にCROssら5）とRoMPALAとJoNEsの方法6）

を取り入れて行った。すなわち，液体窒素中で細下した筋肉に等：量（w／v）のリンガー液と3倍

璽の蒸留水を加え，ポリトロン（KINEMATICA）でホモジナイズ後77℃で70分間加熱処理し

た。3，000　rpmで30分間遠心分離後，上澄液を採取し，残査を倍量のリンガー液（室温）で洗浄

後，再度遠心分離を行い上澄液を採取した。両上澄液の混合物を加熱溶解画分とした。

4．電気泳鋤（SDS－PAGE）

　加熱溶解画分O．5　mlにIO％SDSを0。1　ml（最終濃度1％），2・メルカプトエタノールを0．01

ml（最終濃度1％），10　M尿素を0．36　m1（最終濃度3，6　M）およびBPBグリセロールを0．03　ml

加えて，98℃で2分間処理し，SDS－PAGEの試料とした。SDS－PAGEはLAEMMLIの方法9）に

従って5％ゲルに各試料IO　rlを添加して行い，CBBで染色し，酢酸とメタノールを含む溶液で

脱色した。

5．タンパク質およびZZラーーゲン鐙の測定

　タンパク質量は筋原線維を標準物質としてbiuret法10）で測定した。試料は予め1％SDSを含

む1NNaOHで可溶化した。ハイドロオキシプロリン（Hyp）量は6NHCiによって110℃で

24時間加水分解した試料を脱塩酸後中性化し，BERGMANとLOXLEyの方法11＞によって測定した。

コラーゲン量は，Hyp量を加熱溶解非分については7．52倍，総量は7．25倍’2）して算出した。

6。蛍光抗体法

　5mm角程度に切り取った肉片をOCTコンパウンド（Tissue－Tek，　MILES）で包埋し，再

凍結した。横断凍結切片（厚さ10μln）は一20QCでクリオスタット（Minotome，　DAMON）を

用いて作成した。作成した切片は10％ホルマリンを含むリン酸緩衝域溶液pH　7．4（PBS）によっ

て室温で5分閥固定後，1％トライトンX－100を含むPBSで5分間処理し，　PBSで洗浄した。

通常の光学顕微鏡観察にはこの後ヘマトキシリン・エオシン（HE）染色を施した。筋肉内の型

別コラーゲンの局在を観察するためには，この後に蛍光抗体法を行った。

　前処理を終わった切片は10％の正常山羊血清をふくむPBSで非特異結合部位をブロックした

後に各々1，HIおよびIV型コラーゲンに特異的な抗血清を第一抗体として37℃で90分間反応さ

せた。反応を終った切片は0。05％のTween　20を含むPBS（T－PBS）とPBSで洗浄後，第二

抗体としてAnti－Rabbit　lgG　Fluorescein－conjugated　goat　lgG（Cappel）を反応させた。30分

御こT－PBSとPBSで洗浄し，　Perma　Fluor（LIPSHAW）封入後，蛍光顕微鏡（オリンパス）

で観察した。

　第一抗体として用いた各抗血清は，成牛皮由来の1型コラーゲン（高分），仔牛皮由来のIII型

コラーゲン（新田ゼラチン）および牛レンズカプセル由来のIV型コラーゲン（新田ゼラチン）

を家兎に免疫して作成し，その特異性はELISAおよびウエスタンプロット法により確認した13）。
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7．細胞消イヒ・走査電顕法

　筋肉内コラーゲンの立体構造は，大谷らによって報告された細胞消化・走査電顕法14）に従っ

て観察した。

　10mm角の横断面を持つ長さ25　mm程度の筋肉片を2．5％のグルタルアルデヒドに室温で2

日間浸漬した。固定した筋肉片を蒸留水で洗浄後，10％NaOH水溶液に室温で4日間浸漬した。

アルカリ処理により黄褐色となった筋肉片を蒸留水に移し，細胞要素が完全に除去される（帯

白色透閣化）まで蒸留水を交換しながら室温に放置した。細胞要素が除かれたコラーゲン組織

は，1％タンニン酸水溶液に3時間浸潰し，蒸留水で洗浄後1％オスミン酸で後固定した。エ

タノール系列で脱水し，100％の毅階で凍結割断後2一メチルー2一プmパノールに置換し，凍結

乾燥した。乾燥した試料は，金を蒸着した後，加速電圧10KVでSEM（HITACHI，　S－800）

によって観察した。

結 果

1，コラーゲン含盤および加熱溶解性

　ヘレフォード種牛筋肉に含まれている総コラーゲン量は，背肉もも肉共，初生子牛で最も多

く，その後成長・加齢に伴い減少した（図1）。初生子牛のもも肉においては湿重量の1％以上

あったコラーゲンが，6ヵ月齢では初生子牛の約4割にまで減少し，その後はほとんど変化し

なかった。一方，背肉のコラーゲン含量は，加齢に伴って漸滅し，23ヵ月齢では初生子牛の約

4割となった。総じて，もも町中のコラーゲン含量が背肉よりも高かった。

12

零fi。

毒

も
．｛il　a

だ

s

E，

屋

9
tT　4

8

2

園THエGH
ZヨBACK

　　　　　　　　　　　　　0　　　　　　　6　ns　23

　　　　　　　　　　　　　　　　　Age　（month）

図1　ヘレフォード種肉用牛筋肉のコラーゲン含量

　　単位湿重量（1gW．　W）の背肉（BACK）およびもも肉（THIGH）に含まれているコラーゲン量を示す。
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　初生子牛背肉中のコラーゲンは約30％と高い加熱溶解性を示したが，6ヵ月齢では約17％まで

激減し，その後は23ヵ月齢の15％まで漸減した（図2）。もも肉コラーゲンの加熱溶解性は背肉

とは23ヵ月齢の肥育牛において異なった変化を示した。5ヵ月間の肥育により23ヵ月齢では18ヵ

月齢よりも高い加熱溶解性を示すようになり，初生子牛の23％に次ぐ20％という値となった。

コラーゲン含量とは逆に，加熱溶解性は，23ヵ月齢を除いて背肉のほうがもも肉よりも高かった。

璽

　308
g
：

g

　25m
g

．

ち20

g
露

8　，s

：

8

翻THIGH
囮8ACK

o 6 fe 23

　　　　　　　　　　　　　　　　　Age　（month）

図2　ヘレフォード三層用牛筋肉内コラーーンの加熱溶解性

　　加熱処理（77℃，70分）によって可溶化したコラーゲン量の総コラーゲンに対る割合を示す。他は図1に

　　同じ。

　筋肉内コラーゲンのタンパク質量に対する割合を図3Aに示した。初生子牛もも肉では総タ

ンパク質の7％を占めていたコラーゲンは，6ヵ月後には2％に減少し，以後23ヵ月齢まで変

化しなかった。背肉総タンパク質中のコラーゲンは，成長・加齢に伴って漸減し，23ヵ月齢で

は約1％となった。筋肉内総タンパク質に占めるコラーゲンの割合も背肉よりもも肉において

高かった。

　加熱溶解画分中のタンパク質量に対するコラーゲン量の割合を図3Bに示した。初生子牛背

肉では加熱溶解性タンパク質の80％がコラーゲンで占められていたが，もも肉において加熱溶

解性タンパク質の全てがコラーゲンであった。しかし，6ヵ月齢からは，背およびもも肉共に，

コラーゲンの加熱溶解性タンパク質に対する割合は1／4程度となった。

　加熱溶解画分のSDS一ゲル電気泳勤像（図4）では，加熱処理によりゼラチン化した筋肉内コ

ラーゲンのバンドがコントロールとして泳動した牛皮未変性1型コラーゲンと同じ位置に観察
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図3　ヘレフォード種肉用牛筋肉タンパク質中のコラーゲン含量

　　筋肉総タンパク質中に占めるコラーゲンの割合を（A）に，加熱溶解画分総タンパク質中に占めるコラー
　　ゲンの割合を（B）に示す。他は図1に同じ。

された。また，初生子牛の背およびもも肉加熱溶解画分には，加熱処理により低分子量化した

コラーゲンのバンドが観察された。背肉の6ヵ月齢，もも肉の23ヵ月齢では，初生子牛同様に，

α鎖より上部のコラーゲンバンドは観察されたが低分子量のバンドは観察されなかった。さら

に，何れの月齢，もも肉背肉を問わずコラーゲンに由来するバンド以外は観察されなかった。

　　　　　1

6　一一一　e

or1　一一　e

α2一　　レ噂

降配岬
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・一一@e
　　　N

pt
，

　　　　　　　　　　　　　　CO　6　18　23　06　23

　　　　　　　　　　　　　　　　－B一一　ぐ一一T→レ

図4　ヘレフォード種肉用牛筋肉の加熱溶解画分のSDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動像

　　背肉（B）およびもも肉（T）の加熱溶解画分をSDS処理し，5％ゲルで泳動した。数字は供試牛の月齢
　　を示し，αおよびβは対照（C）として泳動した牛皮1型コラーゲンの鎖名を示す。

2．組織学的観察

初生子牛もも肉横断切片（図5A）においては，筋実質が充実しておらず，各筋線維東間に

は間隙が観察された。一方，筋肉内の結合組織には多くの線維芽細胞（矢印）が存在しており，
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肉用牛の成長に伴う筋肉内コラーゲンの変化

厚みのある筋周膜（矢尻）が未発達な筋実質を取りまとめるように囲んでいた。23ヵ月齢牛（図

5B）においては初生子牛とは逆に，筋実質は充実しており，各筋線維東間の間隙は観察され

なくなった。筋肉内結合組織（筋周面，矢尻）は薄くなり，HE染色像では断片としてしか観察

されなくなった。

　図6はIV型コラーゲン抗体を第一抗体とした間接蛍光抗体法による染色像である。初生子牛

（6A），6ヵ月齢牛（6B）および23ヵ月齢牛（6C）のいずれの横断切片においても，　IV型コラ

ーゲンは筋内膜でしか観察されず，その染色像は，成長・加齢による変化はなかった。しかし，

筋内膜で囲まれた一次筋線維束の太さは，初生子牛から6ヵ月齢にかけては急速に，その後23

ヵ月齢までは徐々に太くなっていた。

．一：

図5　ヘレフォード種肉用牛筋肉横断面のHE染色像
　　初生子牛もも肉（5A）および23ヵ月齢牛背肉（5B）凍結横断切片のHE染色像を示す。矢印は線維芽細

　　胞の核を，矢尻は筋周膜を示す。×95．

図6　ヘレフォード生肉用牛筋肉横断面のIV型コラーゲン抗血清による免疫染色像

　　初生子牛（6A），6ヵ月齢牛（6B）および23ヵ月齢牛（6C）もも肉の凍結横断切片の一次筋線維束を囲む

　　筋内膜のみが陽性反応を示している。×95．
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　III型コラーゲン抗体による染色像（図7）においては，初生子牛（7A）から23ヵ月齢牛（7B）

までいずれの月齢の背およびもも肉切片上でも陽性反応は，筋内膜と筋周膜の両方で観察され

た。染色強度は，筋内膜と筋周膜ではわずかに筋素謡が強く，初生子牛と23ヵ月面面でも幾分

23ヵ月特牛が強く染色されていた。

　1型コラーゲン抗体による染色像（図8）においては，初生子牛では背肉でももも肉（8A）

でも筋周膜にしか明確な陽性反応は観察されなかった。6ヵ月齢牛からは，筋内膜においても

弱い反応が観察されるようになり，23ヵ月齢牛（8B）においては，筋周膜より幾分弱いが，筋内

膜においても明瞭な陽性反応が観察された。全体的な染色性は，成長・加齢に伴い強くなった。

　アルカリ処理・細胞消化法によって筋肉組織の骨格構造を構築している間質コラーゲンのみ

図7　ヘレフォード種肉単発筋肉横断面のIII型コラーゲン抗血清による免疫染色像

　　初生子牛もも肉（7A）および23ヵ月肉牛背肉（7B）の筋内膜と筋周膜はいずれも陽性反応を示している。

　　×　95．

図8　ヘレフォード谷野用牛筋肉横断面の1型コラーゲン抗血清による免疫染色像

　　初生子牛もも肉（8A）では筋周密のみが，23ヵ月前信背肉（8B）では筋内膜，筋周膜共陽性反応を示して

　　いる。×95．

32



肉用牛の成長に伴う筋肉内コラーゲンの変化

となった筋肉横断面のSEM像（図9A）は，ハチの巣状構造を呈していた。筋内膜部では一次

筋線維束を囲んでいた薄膜状の鞘が観察され，これら筋内膜を束ねるように配向した筋周膜部

では分厚い層板状構造物が観察された。拡大した筋内膜部（図9B）では，厚みのある不規則

な網目構造が観察され，この筋内膜コラーゲン鞘の網目構造は，屈曲したコラーゲン細線維一

本一本の不規則な絡み合いにより形成されていた。一方，筋周膜部（図9C）では，多数の同一

方向に規則正しく配列したコラーゲン細線維が密に集合しており，筋周膜の層板状構造が太く

密なコラーゲン細線維束によって形成されているのが観察された。また，筋内膜より筋周膜の

各コラーゲン細線維のほうが太かった。
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ヘレフォード種肉用牛筋肉内コラーゲンのSEM像

う

23ヵ月齢牛背肉横断面コラーゲンの細胞消化・走査電顕像（9A）は，ハチの巣状構造を呈している。×45．

内膜部（E）の拡大像（9B）は，膜状の筋内膜コラーゲン鞘が屈曲したコラーゲン細線維の不規則網によ

って，周膜部（P）の拡大像（9C）は，筋胎膜コラーゲン鞘が層板状の密なコラーゲン細線維束によって
形成されていることを示している。×1！，000．
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考 察

　ヘレフォード種肉用牛の成長・加齢に伴い，単位湿重量の筋肉に含まれるコラーゲン量（図

1）も，総タンパク質量に占めるコラーゲンの割合（図3A）も共に減少するが，逆に，加熱

処理に対する抵抗性は増加（加熱溶解性の低下，図2）した。加熱溶解性の低下は，コラーゲ

ン線維間の結合がより強くなったことを意味し4・5），牛の成長・加齢に伴い筋肉内コラーゲンは

緻密化することにより量的には減少しても筋肉内での役割を果たしているものと思われる。こ

のことは顕微鏡像（図5－8）においても観察され，初生子牛では未発達な筋実質を疎で比較

的厚い結合組織が囲んでいるのに対して，牛の成長に伴い発達充実する筋実質に圧迫されるよ

うに，23ヵ月齢牛の筋肉内結合組織は緻密化し薄い膜状を屈していた。従って，筋肉内コラー

ゲンは，牛の成長・加齢に伴い質と董が面識に連係して変化し，生理的機能を果たしているも

のと思われる。

　筋肉内コラーゲンの童蒙，質的な違いは筋肉の部位問においても観察され，質・量両面にお

いて牛の成長・加齢に伴いもも肉コラーゲンの方が背肉よりもより劇的に変化した。背肉中の

コラーゲンは，含蚤，総タンパク質に対する割合および加熱溶解性のいずれもが，ほぼ牛の加

齢とともに段階的に減少するのに対して，もも肉コラーゲンは，哺育期と肥育期に顕著な変化

を示した。骨格筋の運動を支えるというコラーゲンの役割と，もも肉コラーゲンの成長・加齢

に伴う加熱溶解性の変化が食肉の物性変化15）に対応していることと，総じてもも肉のコラーゲ

ン含量が背肉より高いことを考慮すると，筋肉の運動性や量（筋肉の部位による運動機能の差）

が筋肉内コラーゲンの量や質に大きな影響を及ばず6・1ηものと思われる。すなわち，哺育期に

おいては子牛の高い運動能力の獲得が，肥育期においては放牧を行わないことによる運動璽の

低下が，いずれも背肉よりももも肉により顕著に影響する結果，特にもも肉コラーゲンは哺育

期と肥育期に質蚤とも大きな変化を示すのであろう。

　ヘレフォード種肉用牛の成長・加齢に伴う筋肉組織像の最も顕著な変化は，筋内膜で囲まれ

た一次筋線維束の太さの変化（図6）であった。誕生後直ちに歩行を開始し，急速に運動能力

を獲得しく哺育期には，これに平行して一次筋線維束も急速に太くなるが，その後は加齢に伴

って徐々に太くなるものと思われる。この一一次筋線維東の太さの変化に対応するかのように，

一次筋線維束を囲んでいる筋内膜も変化したことが，筋内膜の1型コラーゲン抗体に対する免

疫染色性の変化（図8），すなわち，1型コラーゲンの成長・加齢に伴う筋内膜への蓄積によっ

て明らかである。この1型コラーゲンの増加が，23ヵ月齢牛筋内膜SEM像（図9）の明確なコ

ラーゲン細線維網構造の構築に寄与しているものと思われ，筋内膜の1型コラーゲンは，筋肉

の骨格構造としてその収縮機能だけではなく，一次筋線維束の成長にも深く関与しているもの

と思われる14）。

　型別コラ・一：一一ゲンと肉用牛筋肉の成長と運動および食肉の物性との関連性は，今後，コラーゲ

34



肉用隼の成長に伴う筋肉内コラーゲンの変化

ンの架橋結合や立体構造の変化からも検討してゆく必要がある。また，本考察では触れなかっ

たが，6ヵ月齢以降の加熱溶解画分において大半を占めるコラーゲン以外のタンパク質成分は，

食肉の物性以外の肉質（旨味等）に関与している可能性が考えられる。
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Changes　of　i醜ram魏se級亙ar　co且且agen亘獄grow無9　beef　catt且e．

Fumio　NAKAMuRA，　［lakanori　NlsHIMuRA，　Tadayuki　NlsHluMI’＊，

　　　　Akihito　HATToRI，　Seijl　KoNDo＊，　Kunio　KeTAI〈EMoRI　and

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Yasushi　AsAHIDA“

DePartment（ゾ買価zal　Science，・耽吻・（ゾAgri‘cultttre，1ソb肋風脚漉癖砂．

　　　　　　＊五勿（肋。ん」Farm，　Facul砂（ゾ澄9η’culture，飾ん々磁。　University

　　　　　“’Facully　of　APPIied　Bt’ological　Science．　ffirosl’tima　University

　　　Changes　in　connective　tissue　protein　of　muscle　during　growth　were　studied　by　means

of　histochemical　technique　aRd　measuring　the　amounts　of　heat－labile　intramuscular　col－

lagens　in　newborn　calL　6，　18　and　23　months　old　steers　of　Hereford　cattle．　The　results

summarized　as　following．

　　1）　The　contents　of　collagens　in　back　and　thigh　muscles　decreased　from　birth　to　23

　　　　　months　old　in　contrast　with　the　increasing　of　whole　protein．　The　amount　of

　　　　　intramuscular　collagen　was　higher　in　thigh　muscle　than　back　muscle．

　　2）　The　percentage　of　collagen　solubilized　by　heating　in　back　muscle　decreased　from

　　　　　birth　to　23　months　old　while　that　in　thigh　muscle　decreased　from　birth　to　18　months

　　　　　old　but　increased　at　23　months　old．

　　3）　The　thickness　of　primary　rnuscle　fasciculus　increased　rapidly　from　birth　to　6　months

　　　　　old　and　then　increased　gradually　until　23　months　old．

　　4）　ln　newborn　calf，　anti－type　1　collagen　antiserum　reacted　with　perimysium　but　not

　　　　　with　endomysjum．　The　endomysjum　at　6　months　old　was　immunostained　by　antj－

　　　　　type　1　collagen　antiserum　and　the　immunostainability　increased　to　23　months　old．

　　5）　Type　III　collagen　was　distributed　in　endomysium　and　perimysium　but　type　IV

　　　　　collagen　was　distributed　only　in　eRdomysium．

　　6）　The　SEM　view　of　cross　section　of　the　intramuscular　collagen　showed　a　honeycomb－

　　　　　like　structure．　The　endomysial　membranous　collagen　sheaths　consisted　of　the

　　　　　random　networks　of　bended　collagen　fibrils　and　the　perimysial　lamellated　collagen

　　　　　sheaths　consisted　of　the　thick　and　dense　bundles　of　collagen　fibrils．
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