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第 1 章  序章 

 

1-1 研究の背景と目的 

骨格筋は高い可塑性を有しており，環境を含む様々な刺激に対して応答する．本研究は骨

格筋の萎縮および回復応答に対する筋特異的同化作用を有する β2-アドレナリン受容体作動薬

の影響を組織化学的手法を用いて検討した形態学的研究である． 

筋量の減少を伴う骨格筋の廃用性萎縮は，ヒトや実験動物モデルを用いて，四肢ギプス固

定，ベッドレスト，関節固定，除神経，微小重力環境，尾部懸垂および全身懸垂などの条件

下で研究されている (Booth and Kelso 1973, Herbison et al. 1979,  Jaspers et al. 1984, 

Musacchia et al. 1990, Booth and Thomason 1991, Imaizumi et al. 1994, Rittweger et al. 

2005, Trappe et al. 2009)．廃用性萎縮での筋量の減少は，タンパク質合成速度の低下，タン

パク質分解の亢進，またはその両方の変化に起因する筋タンパク質の減少によるものである

(Goldspink 1977, Hayase and Yokogoshi 1991, Jackman and Kandarin 2004, Nakai el al. 

2012, Ito et al. 2013)．また，タンパク質量の低下は筋線維の萎縮を招き，その横断面積の低

下は筋力の低下の原因となり筋の機能低下につながる．したがって，この萎縮の程度によっ

ては，その後の生活活動に復帰するのにかなりの時間を要する場合も考えられる．しかし，

異化状態下での筋萎縮の程度を抑えることができたり，萎縮後の回復を促進することができ

れば，早期の日常への復帰を図ることができると考えられる．本研究では，萎縮の軽減や萎

縮後の回復の促進に対して β2-アドレナリン受容体作動薬であるクレンブテロールの適用を試

みた． 

 

クレンブテロール (Clenbuterol: CLE）は，喘息による気管支痙攣の治療のために以前より

使用されている β2-作動薬であるが，タンパク質合成の亢進やタンパク質分解の阻害により筋

特異的肥大を誘発する同化作用があることが知られている (Lynch and Ryall 2008)．また，

CLE は様々な成長因子の分泌を亢進させ (Verhoeckx et al. 2006)て，筋肥大を加速すると報

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Herbison%20GJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=496606
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告されている (Spurlock et al. 2006)．したがって，異化状態にある骨格筋に対する CLE の投

与は，その同化作用によって筋萎縮を軽減する可能性がある．既に，萎縮誘発モデルである

除神経や後肢懸垂を行ったラットを用いて，CLE を投与した際の筋萎縮の抑制作用に関する

数多くの研究がなされている (Maltin et al. 1986, 1987, Herrera et al. 2001, Yamazaki 

2005)．それらの研究では，いずれも CLE 投与による明らかな筋線維の萎縮抑制があったこ

とを報告している．一方で，臨床的治療の一つである関節固定を用いて，CLE 投与による筋

線維萎縮の抑制を調べた研究は，知る限りラットを用いた Cancelliero ら (2008)の研究だけ

である．将来的にヒトへの応用を想定した基礎的な研究を行うにあたり，除神経や後肢懸垂

モデルに比べて関節固定モデルはより生理的に近い状態であると考えられる．そこで，本研

究では，臨床的治療として用いられるギプス固定を用いて，固定中の筋の異化状態下，さら

に固定解放後の同化（回復）状態下に CLE 投与して，その影響を調べるに至った． 

 

実験動物を用いて通常飼育下での CLE 投与の影響を調べた多くの研究は，主に速筋での同

化作用を報告している (Zeman et al．1988, Ryall et al. 2002, Oishi et al. 2004, Yamazaki 

2005, Burniston et al. 2006)．また，先の除神経や後肢懸垂モデルを用いた研究においても，

筋線維での萎縮抑制作用はそのタイプによって異なることを報告している．したがって，

CLE 投与による骨格筋の萎縮抑制作用や回復促進作用を解明するには，異なる骨格筋間にお

いて筋線維タイプを同定した上で，その変化を観察することが重要であると考えられる．そ

こで，本研究では組織化学的手法を用いて，速筋と遅筋を被験筋として筋線維レベルで CLE

投与の影響を観察した． 

 

骨格筋線維は多核細胞であり，筋線維の細胞質量の変化は筋核数の変化と密接に関係して

いることが報告されている (Allen et al. 1995, Hikida et al. 1997, McCall et al. 1998, Smith 

et al. 2000)．また，一つの筋核によって遺伝発現やタンパク質合成などの機能を支配できる

筋細胞質量はある程度決まっていることが報告されている (Petrella et al. 2006, O’ Connor 
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and Pavlath 2007, Snijders et al. 2015)．したがって，筋線維の萎縮や肥大に伴って筋核が増

減すると考えられる．さらに，CLE は筋核の源である筋衛星細胞を活性化し，その増殖と分

化を引き起こして既存の筋線維へ融合させることが報告されている (Spurlock et al. 2006)．

そこで，本研究では，組織化学的手法を用いて，筋核の変化を併せて観察した． 
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第 2 章  文献考証 

 

2-1 筋線維のタイプ分類 

筋線維は，骨格筋の横断切片に各種の染色を施す組織化学的な手法を用いて，数種類のタ

イプに分類されている．Dubowitz と Pearse (1960) は，筋線維の酵素活性を基にした組織化

学的方法によって，ヒトや小動物の筋線維を速筋線維 (タイプ II) と遅筋線維 (タイプ I) に

大別した．Brook と Kaiser (1970) は，筋線維の ATPase の pH に対する感受性に基づくミ

オシン ATPase 染色により，ヒト，ラットおよびウサギの筋線維をタイプ I， IIa および IIb

に分類し，さらに，ラットヒラメ筋においてタイプ I と II 線維の中間型の IIc 線維を見出した．

本研究の実験 1 では，これらのタイプ分類を用いている．その後，Peter ら (1972) は，収縮

特性に加えて代謝特性を含めて，モルモットとウサギの筋線維を SO (slow-twitch, oxidative)，

FOG(fast-twitch, oxidative, glycolytic) および FG (fast-twitch,glycolytic) に分類している．

SO, FOG および FG タイプの筋線維はタイプ I, IIa および IIb 筋線維に対応し，タイプ IIc

線維は I と IIa 線維の中間型と考えられている．  

Schiaffino ら (1989) は，ミオシン重鎖のタイプは筋線維で異なることに着目し，それらの

モノクローナル抗体を利用した免疫組織化学的手法を用いて，ラットの筋線維をタイプ I，Ia， 

IId/x および IIb に分類している．さらに，Gorza (1990) は，各種 pH で処理した後の

ATPase 染色とモノクローナル抗体を利用した免疫組織染色法を用いて，ラット，マウスおよ

びモルモットの筋線維においても，各種 pH での前処理を組み合わせた ATPase 染色により，

タイプ I，IIa， IIx および IIb に分類できることを報告してる． 

 Allen ら (1996) は，ラットヒラメ筋の筋線維を単離して，共焦点顕微鏡を用いて筋核を観

察すると共に，免疫組織化学染色を行い筋線維をタイプ I，I+II および II に分類して，筋線

維タイプ間で筋核についての検討を行なっている．本研究の実験 2 と 3 では横断切片上では

あるが，筋核に関する検討を行うことから，Allen らの方法を参照して筋線維をタイプ I，

I+II および II に分類する免疫組織化学的染色を用いた． 
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2-2 筋線維の萎縮と回復 

骨格筋の萎縮に関する研究は，ヒトや実験動物モデルを用いて様々な条件下で数多くの研

究がなされている (Booth and Kelso 1973, Herbison et al. 1979,  Jaspers et al. 1984, 

Musacchia et al. 1990, Booth and Thomason 1991, Imaizumi et al. 1994, Rittweger et al. 

2005, Trappe et al. 2009) が，本研究では，萎縮の軽減や萎縮からの早期回復などのリハビ

リテーションの分野における β2-アドレナリン受容体作動薬のヒトへの適用を想定して，より

臨床的な骨格筋の萎縮モデルとしてギプス固定を用いた研究を行った． 

骨格筋の萎縮を評価する方法としてコンピューター断層撮影 (CT) を用いる方法があるが，

筋萎縮に伴い浮腫や結合組織の増加が起こる可能があるため，筋萎縮をより正確に評価する

ためには，筋線維の横断面の変化を捉えることが有効であると考えられる (Appell 1986a)．

しかし，筋線維には異なるタイプがあり，その萎縮は一様ではないために，骨格筋の萎縮を

より正確に評価するためには，筋線維タイプ別にその横断面積を調べることが有効である． 

筋線維はタイプにより収縮特性や代謝特性が異なるが (Maltin et al. 1986, Zaman et al. 

1988, Ryall et al. 2002, Ishihara et al. 2012)，速筋線維であるタイプ II 線維と遅筋線維であ

るタイプ I 線維に大別され，さらにタイプ II 線維は，IIa，IIb，IIc のサブタイプに分類され

る．筋線維は運動強度に従って，タイプ I ＜ IIa ＜ IIb 線維の順に動員される (Walmsley 

et al. 1978)．こられの筋線維（運動単位）の活動様式から，タイプ I 線維は姿勢維持など低

強度で持続的な動員がなされるのに対して，タイプ II 線維は比較的大きな張力発揮や速い収

縮活動時に動員される．したがって，不活動の影響はタイプ II 線維に比べて，動員頻度が高

いタイプ I 線維においてより大きいと考えられている．    

ヒトや小動物における脚または後肢の固定による筋線維の萎縮に関して，タイプ II 線維の

萎縮がタイプ I 線維に比べて大きかったとする報告もあるが (Herbison et al. 1978，Jaffe et 

al. 1978, Boyes and Johnston 1979)，多くの研究ではタイプ I 線維の萎縮が大きかったこと

を報告している (Booth and Keloso 1973, Tomank and Lund 1974, Edgerton et al. 1975, 

Häggmark et al. 1981, Appell 1986a, 1986b, Hortobagyi et al. 2000)．タイプ II 線維での萎

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Herbison%20GJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=496606
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縮が大きかったとする報告では，ラットのそれぞれ足底筋，前脛骨筋または中間広筋を被験

筋としている．それらのラットの後肢の筋は比較的タイプ II 線維の割合が高く，瞬発的な活

動を行う速筋である．一方で，タイプ I 線維の萎縮が大きかったとする報告では，抗重力筋で

遅筋線維の割合の高いヒラメ筋を対象とした研究が多い．したがって，固定による筋線維の

萎縮は，その骨格筋の機能や筋線維組成とも関連していると考えられる． 

骨格筋の萎縮はいずれも活動量の減少に伴うタンパク質合成速度の低下，タンパク質分解

の亢進，またはその両方の変化に起因する筋タンパク質の減少によるものである (Goldspink 

1977, Hayase and Yokogoshi 1991, Jackman and Kandarin 2004, Nakai el al. 2012, Ito et 

al. 2013)．遅筋線維では速筋線維に比べてタンパク質の代謝回転が速いため，萎縮がより早期

に起こりやすいとする報告がある (Goldberg 1967)．また，ギプス固定により遅筋であるヒラ

メ筋において特定の mRNA 量が低下し，タンパク質合成が低下したことが報告されている 

(Babij and Booth 1988)．したがって，特に脚固定による筋萎縮は抗重力筋の遅筋で起きやす

く，さらに遅筋線維であるタイプ I 線維でその影響が大きいと考えられる． 

固定により誘発された下肢筋群の萎縮が解放された場合，速やかに回復に向かうことが報

告されている (Booth 1978, Hortobagyi et al. 2000, Stevens et al. 2006, Christensen et al. 

2008)．しかし．これらの研究では被験筋，萎縮の程度，回復期間での活動等が異なるため，

骨格筋間や筋線維タイプ間での回復の違いを比較・検討することは困難である．一方で，

Booth と Seider (1979) は，長期間の固定により萎縮したラットのヒラメ筋と腓腹筋の回復

を比較し，筋重量，タンパク量および張力の回復が腓腹筋に比べてヒラメ筋で早かったこと

を報告している．遅筋線維では速筋線維よりもタンパク質代謝回転が速いこと (Goldberg 

1967), 通常の体支持のための力発揮によって特定の mRNA 量が保たれている可能性がある

ことが報告されている (Babij and Booth 1988). さらに，固定により萎縮したラット・ヒラ

メ筋の回復において，ケージ内での通常活動は十分な刺激となることが報告されている 

(Booth 1978)．したがって，脚固定から解放された骨格筋の回復は，速筋に比べて抗重力筋で

ある遅筋のヒラメ筋で早いと考えられる．また，ヒラメ筋は 90％以上の遅筋線維で構成され
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ていることから，速筋線維に比べて回復が早いことも予測される． 

一方で，不活動後の再負荷の早期に筋線維は損傷を受けることが報告されている (Itai et al. 

2004, Tadball and Wehling-Henricks 2007, Ye et al. 2013). これらは，無負荷により構造的

に萎縮して脆弱化した筋線維に対して，再負荷は筋線維に損傷を与え，回復に影響を及ぼす

ことを示唆している．したがって，固定による萎縮や回復に関する組織化学的研究を行う場

合，萎縮の程度に関与する条件を統制する必要性がある．脚固定による不活動で起こる筋萎

縮は様々な要因によって左右される．Will ら (1982) は，固定の研究に関するデータの比較

には下記の点を考慮する必要があるとしている； 1) 固定期間，2) 通常での活動に対する不

使用の程度，3) 筋線維のタイプ, 4) 固定時の筋長，5) 前処理，6) 年齢と性別．したがって，

一連の萎縮に関する研究を進めるにあたっては，極力上記の条件を揃えた実験を行う必要性

があると考えられる． 

そこで本研究では，先に行われて十分な筋萎縮が観察されている研究を参考に (Sato et al. 

2011c)，同週齢の雄ラットを同様な環境下で飼育し，同じナチュラルポジションでのギプス

固定を採用した．これにより，上記の 1), 2), 4), 6) に関しては統一されたと考えられる．また，

5) に関しても，いずれの実験においても実験手法は同じであるため問題はないと考えられる．

さらに，4) の固定下での筋長に関しては，筋の短縮位と伸張位での固定では萎縮の程度も異

なり，タンパク質合成と分解の変化の程度も異なる可能性がある  (Tabary et al. 1972, 

Goldspink et al. 1977)．そこで本研究では，筋長に影響しにくいナチュラルポジションでの

固定を用いた．3) の筋線維のタイプの問題に関しては，被験筋としてどの骨格筋を用いるか

に関係しているため，本研究ではヒラメ筋を一貫して被験筋に用いた．また，固定後の回復

に関する速筋と遅筋の比較には，同じ底屈動作に関与する後肢後方の足底筋とヒラメ筋を用

いた． 

 

2-3 筋線維と筋核の変化 

骨格筋線維は多核細胞であり，その横断面積（細胞質量）の変化は筋核数の変化と密接に
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関係していることが報告されている (Allen et al. 1995, Hikida et al. 1997, McCall et al. 

1998, Smith et al. 2000)．一つの筋核によって遺伝発現やタンパク質合成などの機能を支配

できる筋細胞質量は，筋核ドメインサイズ・DNA ユニットサイズと呼ばれている (Pavlath 

et al. 1989，Hikida et al. 1997, Mozdziakb et al. 1997, McCall et al. 1998, Gallegly et al. 

2004).  

廃用性萎縮を誘発する除神経，脊髄切断，微小重力環境，後肢懸垂，後肢固定モデルを用

いた研究では，いずれも筋線維の萎縮に伴う筋核の減少を報告している (Darr and Schultz 

1987, Allen et al. 1996, Viguie et al. 1997, Dupont-Versteegden et al. 1999, Wanek and 

Snow 2000). これらの筋線維の萎縮に伴う筋核の減少は核アポトーシスによるものと考えら

れている (Dupont-Versteegden et al. 1999, Libera et al. 1999, Smith et al. 2000, Always 

and Siu 2008)．筋線維萎縮に伴う筋核ドメインサイズに関しては，低下したという報告もあ

れば (Allen et al. 1996，Gallegly et al. 2004, Leeuwenburgh et al. 2005)，維持されたとす

る報告もある (Hikida et al. 1997, Smith et al. 2000, Bruusgaard et al. 2012)．一方で，筋

核ドメインサイズが萎縮に伴って増加した報告はみられないことから，萎縮に伴う筋線維細

胞質の減少に比べて核の消失は遅い可能性が考えられる． 

一方で，トレッドミル走や共同筋切除術による過負荷による筋肥大に伴い，筋核が増加す

ることが報告されている (Cabric and James 1983, Allen et al. 1995, McCall et al. 1998). 筋

肥大に伴い筋核ドメインサイズの増加があった場合，そのドメインサイズには上限があるた

め，その上限サイズを超える前に新たな核の追加が行われると考えられている (Petrella et al. 

2006, O’ Connor and Pavlath 2007, Snijders et al. 2015, Lee et al. 2018)．この筋核の追加の

際に重要な役割を果たすのが筋衛星細胞である．筋衛星細胞は筋線維膜と基底膜間に存在し，

通常では静止状態にある (Muir et al. 1965)．筋衛星細胞は，骨格筋が損傷したり力学的負荷

を受けて活性化されて増殖を開始し，その後，分化して既存の筋線維と融合するか新しい筋

線維を形成することによって筋組織を再構築し肥大を促す (Hawke and Garry 2001)．また，

γ 線を照射して筋衛星細胞を非活性化した場合，ある程度（核ドメインサイズの限界）までの
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回復がみられるが，その後の回復は起こらないことも報告されている (Mitchell and Pavlath 

2001)．さらに，Fry ら (2014) は，トランスジェニック Pax7-DTA マウスモデルを用いて，

筋衛星細胞が枯渇した筋では過負荷による筋線維の肥大が減衰することを報告している．こ

られのことから，筋の成長や回復には筋衛星細胞の活性化は不可欠であると考えられる． 

Chakravarthy ら(2000) は，筋内に成長因子であるインスリン様成長因子 (Insulin-like 

growth factor-I: IGF-I) を投与したところ，筋衛星細胞の増殖に伴う筋量の増加を報告してい

る．また，McCall ら(1998)は，共同切除術を用いて代償性肥大を起こして IGF-I を投与した

場合，非投与に比べて筋核の増加に伴う筋線維の肥大を報告している．これらのことは，成

長因子である IGF-I は核の増加を伴う筋肥大を誘発することを示している．一方で，Awede

ら (2002) は，成熟ラットへの CLE 投与によるヒラメ筋での肥大は IGF-I と関連することを

報告している．また，Young ら (2011) は，成長期の子羊への β2-作動薬の投与は筋での IGF-

I の増加を伴う肥大を誘発することを報告している．さらに Spurlock ら (2006) は，β2-作動

薬である CLE の投与は筋衛星細胞の増殖と分化を引き起こして筋線維への動員を高めること

を報告している．したがって，これらのメカニズムは明らかではないが，成長因子の投与や

CLE 投与による体内の成長因子の増加は，筋核数を伴う筋肥大を誘発すると考えられる．ま

た，一方で恒常活性化 Akt トランスジェニックマウスでは，筋核の増加を伴わない顕著な肥

大も報告されいることから (Blaauw et al. 2009)，筋核数と筋肥大の関係を明らかにする必要

がある． 

筋核や筋衛星細胞の数は，速筋に比べて遅筋で多いことが報告されており (Gibson and 

Schultz 1983, Hawke and Garry 2001)，さらに，萎縮に伴う筋核の変化は同一筋内でも，筋

線維のタイプで異なることが報告されている (Allen et al. 1996)．したがって，筋の萎縮や回

復に伴う筋核や筋核数の変化は骨格筋や筋線維のタイプ間で異なることが考えられる． 

 そこで，本研究では，萎縮後の回復期での異なる骨格筋における CLE の回復促進作用を明

らかにするために，組織化学的に観察可能な筋核と筋量回復との関連を検討することとした． 
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2-4 クレンブテロールの作用 

クレンブテロール (4-amino-α (t-butyl-amino) methyl-3,5-dichlorobenzyl alcohol; CLE) 

は，喘息による気管支痙攣の治療のために以前より使用されている β2-アドレナリン作動薬で

あるが，タンパク質合成やタンパク質分解の阻害によって筋肥大を誘発することが知られて

いる (Lynch and Ryall 2008)．そのため，競技スポーツにおけるドーピングとの関連では，

治療目的使用に係る除外措置として非ステロイド薬としても用いられている (Akama and 

Abe 2013)．CLE は他の β アドレナリン作動薬と比較して，β1-アドレナリン受容体 (AR) と

β2 -AR の両方に対して親和性を有し，特に β2- AR に対して高い選択性を示す (Sato et al. 

2008, 2010, 2012, Kawano et al. 2009)．CLE の平衡解離定数は，β1-AR と β2-AR に対して

それぞれ 38 nM と 6.3 nM であり，半減期は約 26 時間と比較的長い（Kopitar and Zimmer 

1976, Sato et al. 2008, 2012)． 

CLE は，気管支平滑筋の弛緩，脂肪分解，解糖，グリコーゲン分解，血管拡張などの生理

学的プロセスに影響することが知られている (Yang and Mcelligott 1984, Sato et al. 2008, 

2011a)．最近の研究では，CLE の長期投与は，マウスの脾臓におけるマクロファージによる

細菌クリアランスを障害し (Shirato et al. 2013)，ラットにおける白血球の再配分を誘発した

ことを報告している (Shirato et al. 2007)．そして，これらの CLE 誘発効果は、β2-AR によ

って媒介されていた． また，β2-アドレナリン刺激は，グアニンヌクレオチド結合タンパク質

（G タンパク質）を活性化し，アデニルシクラーゼの活性化および環状アデノシン一リン酸

（cAMP）の産生をもたらす (Sato et al. 2011b, 2013)．しかし，速筋および遅筋の筋線維に

おける β-AR の生理学的役割と分布は知られていない (Sato et al. 2008, 2010, 2012, Kawano 

et al. 2009)． 

CLE はタンパク質合成を刺激し，タンパク質分解を阻害することで筋肥大を誘発するが，

CLE が筋量を増加させる正確なメカニズムは不明である (Sato et al. 2008, 2011a)．一方で，

骨格筋のタンパク質分解が促進される条件下において，筋量の減少に対する CLE の抑制効果

が報告されている (Harrera et al. 2001, Gonçalves et al. 2012)．異化状態下での CLE 投与
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は，特定の mRNA レベルの低下を抑えることによって萎縮を抑制することが報告されている 

(Delday and Maltin 1997, Babij and Booth 1988)．また，Yimlamai ら (2005) は，後肢懸

垂中の速筋における CLE による萎縮抑制作用は，タンパク質分解経路であるユビキチンープ

ロテアソーム経路の筋特異的抑制によることを報告している．さらに，Kline ら (2007) は，

CLE は細胞増殖に関わるタンパク質キナーゼであるセリンスレオニンキナーゼ (Protein 

kinase B: Akt) やラパマイシン標的分子 (mechanistic target of rapamycin: mTOR) を活性

化して，後肢懸垂や除神経ラットによる後肢骨格筋の萎縮を抑制したことを報告している．

しかし，これらの反応は体系的には解明されていない．また， CLE は速筋に対して選択的に

肥大を引き起こす可能性があることから (Rajab et al. 2000, Kitaura et al. 2001, Sato et al. 

2008)，萎縮に対する抑制効果は骨格筋線維のタイプによって異なることも考えられる． 

そこで本研究では，骨格筋が異化状態にあるギプス固定中に (Tomanek and Lund 1974, 

Booth and Seider 1979)，筋同化作用を有する CLE を投与した場合の萎縮抑制作用について，

速筋と遅筋間，さらにそれらの骨格筋において筋線維タイプ別に比較検討を行うこととした． 

半月板切除患者の術後のリハビリテーションでの CLE の投与は，膝伸筋における筋力の回

復を増加させることが報告されている (Maltin et al. 1993)．また，CLE は中枢神経系細胞や

脳組織の内因性神経成長因子の合成を亢進することから (Semkova and Krieglstein 1999)，

筋萎縮性側索硬化症マウスに適用したところ，腰部運動ニューロンの消失と体重減少を抑え

ることができたことも報告されている (Teng et al. 2006)．これらの報告は，リハビリテーシ

ョン分野におけるCLE の適用の可能性を示している． 

ギプス固定解放後に通常状態に戻した場合，萎縮した骨格筋は過負荷状態になると考えら

れる．McCall ら (1998) は，共同切除術により過負荷状態にした骨格筋へ IGF-I を投与した

場合に，非投与に比べて筋核の増加に伴う筋線維の肥大を報告している．また，ラットや子

羊への CLE 投与は，IGF-I の増加を伴う筋肥大を誘発することが報告されている (Awede 

et al. 2002, Young et al. 2011)．したがって，固定解放後の回復期での CLE の投与は，骨格

筋の萎縮からの回復を促進する可能性がある． 
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第3章  ギプス固定中におけるクレンブテロール投与が筋萎縮抑制作用に及ぼす影響 

     (実験１) 

3-1 緒言 

筋量の減少を伴う骨格筋の廃用性萎縮に関する研究は，さまざまな条件下で行われている  

(Booth and Kelso 1973, Herbison et al. 1979,  Jaspers et al. 1984, Musacchia et al. 1990, 

Booth and Thomason 1991, Imaizumi et al. 1994, Rittweger et al. 2005, Trappe et al. 2009)．

一般的に，不使用での筋量の減少は，タンパク質合成速度の低下，タンパク質分解の亢進，

またはその両方の変化に起因する筋タンパク質の減少によるものである (Goldspink 1977, 

Hayase and Yokogoshi 1991, Jackman and Kandarin 2004, Nakai el al. 2012, Ito et al. 

2013)．骨格筋における筋線維の萎縮はそのタイプによって異なっているため (Tomanek and 

Lund 1974，Edgerton et al. 1975)，骨格筋萎縮のメカニズムを解明するには筋線維レベルで

の組織化学的研究が重要である． 

骨格筋は大別して速筋線維と遅筋線維で構成されており，これらの筋線維の割合は骨格筋

ごとに異なる．また，速筋線維と遅筋線維は収縮速度、形態および代謝特性が異なることか

ら (Maltin et al. 1986, Zaman et al. 1988, Ryall et al. 2002, Ishihara et al. 2012)，骨格筋を

構成するそれらの筋線維の組成の違いにより，骨格筋の特性が決定される．速筋線維または

遅筋線維が豊富な骨格筋はそれぞれ速筋と遅筋であり，その典型として長指伸筋 (Extensor 

digitorum longus: EDL) やヒラメ筋 (Soleus: SOL) が研究において頻繁に用いられている． 

β2-作動薬のクレンブテロール (CLE) は，スポーツドーピングおける非ステロイド薬とし

て用いられている (Akama and Abe 2013)． CLE は β1-AR と β2 -AR の両方に対して親和性

を有するが，他の β アゴニストと比較して β2-AR に対して高い親和性を示す (Sato et al. 

2008, 2010, 2012, Kawano et al. 2009)．CLE の平衡解離定数は，β1-AR と β2-AR でそれぞ

れ 38 nM と 6.3 nM であり，その半減期は約 26 時間と比較的長い (Kopitar and Zimmer 

1976, Sato et al. 2008, 2012)． 

CLE は，気管支平滑筋の弛緩，脂肪分解，解糖，グリコーゲン分解，血管拡張などの生理

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Herbison%20GJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=496606
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学的プロセスに影響することが知られている (Yang and McElligott 1989, Sato et al. 2008, 

2011a)．最近の研究では，CLE の長期投与はマウスにおける脾臓の高度な食作用性マクロフ

ァージによる細菌クリアランスを障害し (Shirato et al. 2013)，ラットにおける白血球の再分

布を誘発することが明らかになっている (Shirato et al. 2007)．これらの CLE による現象は

すべて β2-AR を媒介している．β2-アドレナリン作動性刺激はグアニンヌクレオチド結合タン

パク質 (G タンパク質) を活性化して，アデニルシクラーゼの活性化および環状アデノシン一

リン酸 (cAMP) の産生をもたらす．これらの現象も主に β2-AR を媒介している (Sato et al. 

2011b, 2013)．しかし，速筋および遅筋の筋線維における β-AR の生理学的役割と分布は明ら

かではない (Sato et al. 2008, 2010, 2012, Kawano et al. 2009)． 

CLE はタンパク質合成を刺激するとともに，タンパク質分解を阻害することで筋肥大を誘

発するが，CLE が筋力と筋量を増加させる正確なメカニズムは不明である (Sato et al. 2008, 

2011)．一方で，骨格筋のタンパク質分解が促進される条件下では，筋量の減少に対する CLE

の抑制効果が観察されている (Harrera et al. 2001, Yimlamai et al. 2005, Gonçalves et al. 

2012)．しかし，これらの反応は体系的には解明されていない．また， CLE は速筋に対して

選択的に肥大を引き起こすが，萎縮に対する抑制効果が骨格筋線維のタイプによって異なる

かどうかは明らかでない (Rajab et al. 2000, Kitaura et al. 2001, Sato et al. 2008)．そこで，

本研究では関節固定による骨格筋線維の萎縮が CLE 投与により抑制されるかを組織化学的に

検討した． 

 

3-2 方法    

実験動物 

7週齢のSprague Dawley系雄性ラット (CLEA, Japan) を用いて，環境に慣らすために5日

間の予備飼育を行った．温度 (23 ～ 25℃)と湿度 (50 ～ 60％) が制御された環境下で，12

時間の明暗サイクルにてラットを個別飼育した．実験動物用飼料 (CE-2；CLEA, Japan) は

摂餌量が同じになるように調整し，飲水は自由摂取とした．実験手順と動物のケアは早稲田
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大学の動物倫理委員会 (No. 2012-A003) によって承認され，ヘルシンキ宣言 (1964年) に基

づいた日本生理学会の「 生理学領域における動物実験に関する基本的指針」に沿って実施し

た． 

 

実験プロトコール 

5日間の予備飼育後，ラットをCLE投与 (CLE)，ギプス固定 (IMM)，ギプス固定+CLE投

与 (IMM + CLE) およびコントロール (Control) 群 (各群 7～9匹) にランダムに分けた． 

CLE (Sigma, St. Louis, MO, USA) を0.9%生理食塩水に溶解して，0.1％CLE溶液を調製し

た． CLE群のラットには，CLE (1 mg /体重1kg/日) を頸背部皮下への注射 (10：00 ～ 

10：30) により9日間投与した．他の群のラットには、同等の量の0.9％生理食塩水を同じ方

法で投与した． 

固定群のラットには，BoothとKelso (1973) の方法に従って9日間ギプス固定を行った．ギ

プス固定は，ペントバルビタールナトリウム (45 mg /体重1 kg) 麻酔下において，スコッチ

キャスト (3-J; 3M社，東京，日本) で膝と足首の関節を弛緩状態で行った．9日間のギプス固

定後，ラットを断頭屠殺し EDLとSOLを摘出して，液体窒素で冷却したイソペンタン中にて

急速凍結した．冷凍筋サンプルは使用するまで-80℃で保存した． 

 

組織化学分析 

哺乳類の筋線維は，さまざまなpH値でのプレインキュベーション後のATPase活性の違い

により，タイプI  (遅筋型) とタイプII (速筋型) に分類される．さらに，タイプII線維は酸性

pHでのATPaseの安定性により，タイプIIa，タイプIIbおよびタイプIIc  (IとII型の中間型) 

線維に分類される (Brook and Kaiser 1970, Ishihara et al. 2012)．また，酸化系酵素活性はI

型，IIa型，IIc型線維で高く，解糖系酵素活性はIIa型，IIb型，IIc型線維で高い． 

本研究では，-25℃にてミクロトームを用いて凍結した筋サンプルより厚さ10μmの連続横

断切片を作成し，切片をカバーグラスに取り付けて，組織化学的染色を行った．染色は酸性 
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(pH 4.5) またはアルカリ (pH 10.4) でプレインキュベーションした後，ミオシンATPase活

性染色を行った．この染色により，EDLの筋線維はタイプI (pH 4.5で高強度)，タイプIIa 

(pH 4.5で低強度) およびタイプIIb (pH 4.5で中強度) に分類された (Nakatani et al. 2000)．

ヒラメ筋の筋線維は，タイプI (pH 4.5で高強度，pH 10.4で低強度)，タイプIIa (pH 4.5で低

強度，pH 10.4で高強度) およびタイプIIc (pH 4.5およびpH 10.4で高強度) に分類された

(Nakatani et al. 1999)．各切片の顕微鏡画像の共通した部位を，CCDカメラを介してパーソ

ナルコンピューターに取り込み，画像処理システム (Image-J; NIH, USA) を用いて，各筋線

維の横断面積を計測した．筋線維のタイプ分類と横断面積の計測は，筋横断切片における深

層部と表層部の合計500本について行った． 

 

統計処理 

分析値は，平均および標準誤差 (SE) で表した．実験データ分析には，二元配置分散分析

(ANOVA) とTukey–Kramer 多重比較検定を用いた．なお，有意水準は危険率5％未満とし

た． 

 

3-3 結果 

体重および筋重量 

実験期間後のControl 群の体重 (291±3 g) は，CLE 群の体重 (302±4 g) と同様だったが，

IMM 群の体重 (263±4 g) は Control 群よりも 13％低かった．Figure 3-1A に示すように

CLE 群の EDL の重量は，Control 群に比べて 17％高かった (P <0.001)．対照的に，IMM 群

の EDL の重量は，Control 群よりも 12％低かった (P ＜0.001)． IMM + CLE 群のEDL の

重量は，IMM 群よりも 12％高かった (P <0.01)．Figure 3-1B に示すように，Control 群と

CLE 群では SOL の重量に有意差は認められなかったが，IMM 群の SOL の重量は Control

群よりも 52％低かった (P ＜0.001)．IMM + CLE 群の SOL の重量は，IMM 群の重量と同

様だった． 
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筋線維のタイプ分類 

Control 群の EDL における連続横断面の質的結果は，Nakatani ら (1999) の染色結果と一

致していた (Figure 3-2)．しかし，EDL のタイプ I，タイプ IIa およびタイプ IIb の筋線維に

ついては，pH 10.4 でのプレインキュベーション後において，分類するのに十分に明確な染色

ができなかった．Control 群の SOL における連続横断面の結果も，Nakatani ら (1999, 

2000) の染色結果と一致していた (Figure 3-3). 
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タイプ I 線維の横断面積 

EDL のタイプ I 線維における横断面積の結果を Figure 3-4A に示した．CLE 群 (956 ± 41 

μm2) の横断面積はControl 群 (776 ± 43 μm2) に比べて 23％大きかった (P <0.01)．IMM 群 
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(813 ± 48 μm2) と Control 群の横断面積は類似していたが，IMM + CLE 群 (1,047 ± 57 

μm2) の横断面積は IMM 群に比べて 29％大きかった (P <0.01)． 

SOL のタイプ I 線維の横断面積を Figure 3-4B に示した．CLE 群 (2,155 ± 89 μm2) と

Control 群 (2,052 ± 51 μm2) の横断面積は類似していたが，IMM 群 (1,092 ± 89μm2) の横

断面積はControl 群に比べて 47％小さかった (P <0.001)．IMM 群と IMM + CLE 群 (1,164 

± 97μm2）の横断面積は類似していた． 
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タイプ IIa 線維の横断面積 

EDL のタイプ IIa 線維の横断面積の結果を Figure 3-5A に示した．CLE 群 (1,130 ± 74 

μm2) の横断面積はControl 群 (914 ± 41 μm2) に比べて 24％大きかった (P <0.05) ．対照的

に，IMM 群 (757 ± 51 μm2)の 横断面積はControl 群に比べて 17％小さかった (P <0.05) ．

また，IMM + CLE 群 (915 ± 57 μm2) の横断面積は IMM 群に比べて 21％大きかった． 

 

 

SOL のタイプ IIa 線維の横断面積の結果を Figure 3-5B に示した．CLE 群 (1,742 ± 60 
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μm2) と Control 群 (1,790 ± 45 μm2) の横断面積は類似していたが，IMM 群 (918 ± 46 μm2) 

の横断面積は Control 群に比べて 49％小さかった (P <0.001) ．IMM 群と IMM + CLE 群

（1,003±58 μm2）の横断面積は類似していた． 

 

タイプ IIb およびタイプ IIc 線維の横断面積     

EDL のタイプ IIb 線維の横断断面積の結果を Figure 3-6A に示した．CLE 群 (1,907 ±104 

μm2) と Control 群 (1,800 ± 81 μm2) の横断面積は類似していた．IMM 群 (1,136 ± 35 μm2) 

の横断面積はControl 群に比べて 37％小さかった (P <0.001) が，IMM + CLE 群 (1,376 ± 

98 μm2) の横断面積は IMM 群に比べて 21％大きかった． 

SOL のタイプ IIc 線維の横断面積の結果を Figure 3-6B に示した．CLE 群 (1,653 ± 

127μm2) と Control 群 (1,512 ± 32 μm2) の横断面積は類似していた．IMM 群 (902 ± 75 

μm2) の横断面積は Control 群に比べて 40％小さかった (P <0.001) が，IMM + CLE 群 

(900 ± 30 μm2) と類似していた． 
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筋線維タイプ別面積占有率 

EDL のタイプ別面積占有率を Figure 3-7A に示した．タイプ I 線維の面積占有率は，IMM

群で Control 群に比べて高値を示した (P <0.05) が，タイプ IIa および IIb 線維の面積占有率

に顕著な変化は観察されなかった． 

SOL のタイプ別面積占有率を Figure 3-7B に示した．タイプ I 線維の面積占有率は，IMM

群に比べて IMM + CLE 群で低値を示した (P <0.05)．タイプ IIa 線維の面積占有率において，
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Control 群に比べて CLE 群で高い値を示した (P <0.05)．タイプ IIc 線維の面積占有率におい

ては，IMM 群に比べて IMM + CLE 群で高い値を示した (P <0.05)． 
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3-4 考察 

本研究において，後肢ギプス固定されたラットへの CLE 投与は，EDL の筋重量を増加さ

せた．また，CLE 投与は EDL のタイプ I と II 線維の横断断面積を増加させたが，ヒラメ筋

の筋重量やタイプ I と II 線維の横断面積には影響しなった (Figure 3-2 ～ 3-6)． EDL のタ

イプ IIa と IIb 線維の横断面積は，IMM 群よりも IMM + CLE 群で高値を示した (Figure 3-

5 and 3-6)．さらに，いずれの群でも EDL のタイプ IIa と IIb の割合は併せて 95％以上であ

った (Figure 3-7A)．したがって，固定による EDL の萎縮に対する CLE の抑制効果は，タ

イプ II 線維の横断面積の増加と関連していると考えられた（Figure 3-2, 3-5 ～ 3-7A)． 

 

EDL の筋線維横断面積の変化 

EDL のタイプ I 線維の横断面積は IMM 群に比べて IMM + CLE 群で大きく (Figure 3-4A)，

このことは EDL のタイプ I 線維は固定中にも活動でき，CLE の影響を受けていた可能性を

示唆していた．本研究におけるギプス固定では，後肢のつま先は固定されていなかった．

EDL は指を伸ばす働きをするため，この筋のタイプ I 線維は固定中でも動員されていた可能

性がある．実際，つま先動作に関わらない SOL におけるタイプ I 線維の横断面積は Control

群よりも IMM 群で有意に小さかったが (Figure 3-4B)，EDL における IMM 群のタイプ I 線

維の横断面積は Control 群と同様だった (Figure 3-4A)．ただし,これらの筋の活動の違いは筋

電図等を用いて個体別に確認されていないため，この現象を明らかにするためには更なる研

究が必要と考えられる． 

対照的に，EDL におけるタイプ IIa と IIb 線維の横断面積は，IMM 群に比べて IMM + 

CLE 群のいずれのタイプの筋線維も約 20％大きかった (Figure 3-5 and 3-6)．EDL でのタイ

プ IIa と IIb 線維の占有率は 95％以上であり，EDL の各タイプの筋線維の占有率には CLE

投与や固定による顕著な影響は観察されなかった (Figure 3-2 and 3-7A)．これらの結果は，

CLE の投与により，固定による EDL のタイプ IIa と IIb 線維における横断面積の低下が抑制

される可能性を示唆している (Figure 3-2, 3-5 and 3-6)．また，これらの結果は，先の研究の



25 

 

結果と一致していた (Rajab et al. 2000, Kitaura et al. 2001, Sato et al. 2008, Gonçalves et 

al. 2012)． 

 

SOL における筋線維横断面積の変化 

固定による SOL での各タイプにおける筋線維の萎縮に対して，CLE の抑制効果は観察さ

れなかった (Figure 3-3 ～ 3- 6)．しかし，CLE の投与により，固定による SOL の萎縮に伴

う各タイプの筋線維における占有率の変化が抑制された (Figure 3-7B)．本研究で用いた固定

期間の 9 日間は，SOL における筋線維のわずかなタイプ移行を引き起こすのに十分な期間で

あった可能性がある．ラットの SOL における筋線維横断面積に対する CLE の影響は，実験

動物，性別，CLE の投与量およびその他の要因によって異なり，Zeman ら (1988) は，CLE

投与が SOL の筋線維に著しい変化をもたらすには，およそ 2 週間を要することを報告してい

る．したがって，SOL の筋線維横断面積に対する CLE の影響を解明するためには，さまざ

まな固定期間での研究の実施が必要であるかもしれない． 

 

筋の活動と萎縮 

本研究では，固定は SOL の重量を Control 群のおよそ 50％まで低下させた．これらの結果

は，先の報告 (Sato et al. 2011) の結果と一致している．また固定は，EDL のタイプ IIb 線

維の横断面積をタイプ I と IIa 線維に比べて顕著に低下させた (Figure 3-4 ～ 3-6)．固定さ

れた後肢骨格筋では収縮活動は低下するが (Walmsle et al. 1978, Booth 1982, Founier et al. 

1983, Ohira and Edgerton 1994, Stevens et al. 2000)，活動強度に従って筋線維はタイプ I <

タイプ IIa <タイプ IIb の順に動員されていることから (Nakatani et al. 2000)，相動的な活

動を担う EDL ではタイプ IIb 線維の活動量の低下が大きく，タイプ IIb 線維の萎縮が顕著だ

った可能性が考えられた． 

対照的に，SOL のような遅筋は，タイプ I と IIa 線維で構成され，歩行や姿勢制御のよう

な長時間の活動中に相対的に低強度の活動を示す．したがって，SOL での筋線維の顕著な萎
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縮は，固定による持続的な機械的負荷の低下と密接な関係があると考えられる．Fournier ら 

(1983) は筋電図を用いて，ラット後肢の固定が SOL の活動を約 50％減少させることを観察

した．Booth (1982) は，SOL の収縮活動が対照群よりも固定群で 5〜10％低かったことを報

告している．これらの結果は，SOL のタイプ I と IIa 線維の動員が固定によって著しく低下

して，SOL の筋線維横断面積を小さくすることを示唆するものである． 

 

CLE の作用 

CLE の投与は骨格筋肥大を誘発し，骨格筋萎縮を抑制する (Rajab et al. 2000, Kitaura et 

al. 2001, Sato et al. 2011a, 2012, Gonçalves et al. 2012)．これらの CLE によって誘発される

現象は，β2-AR を介したタンパク質合成速度の亢進やタンパク質分解速度の低下によって引き

起こされる (Kitaura et al. 2001, Sato et al. 2011a, 2012)．これらのことは，β2-AR が CLE

の骨格筋肥大と抗萎縮効果の両方に関与していることを示している (Kitaura et al. 2001, 

Sato et al. 2008, 2010, 2011a, 2012)．本研究では，これらの現象が特に EDL で特異的に起

こっていた可能性が考えられた． 

 

固定とタンパク質発現 

最近，我々の研究グループは，固定がラットにおける遅筋の SOL でのグルココルチコイド

受容体の mRNA 発現とタンパク質発現を選択的に低下させることを発見した (Sato et al. 

2011c)．さらに，この研究では，固定による筋萎縮の程度が EDL よりも SOL で大きいこと

を示した．このことは，固定中の SOL の反応性が，速筋の EDL の反応性とは異なることを

示唆するものである．したがって，固定中の EDL と SOL に対する CLE の萎縮に対する抑制

作用に違いが生じる理由として，筋線維はそのタイプによって異なる萎縮反応メカニズムを

有している可能性が考えられる． 
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本研究の限界 

 本研究では，同化作用を有する β2作動薬である CLE の骨格筋に対する萎縮抑制作用を検討

した．本研究では筋萎縮モデルとして，臨床的治療として一般的に用いられているギプス固

定を採用した．本研究で採用したラットの後肢骨格筋の固定方法は，先行研究を参考にして

固定時の関節角度や固定期間の条件を決定した．しかしながら，これらの条件の組み合わせ

は無数にあるため，本研究結果がすべての固定条件下で得られるとは限らない．したがって，

よりヒトでのギプス固定と同様な現象が得られる条件下での実証が必要である． 

また，本研究で用いた筋線維分類法は，筋線維における ATPase の pH に対する感受性の

違いを応用した染色方法を用いていた．骨格筋は不活動等により，収縮タンパク質における

サブタイプの組成も変化することが知られている．採用した染色方法では，タンパク質レベ

ルでの筋線維のタイプ移行を観察することは困難であるため，筋線維における収縮タンパク

質の変化も考慮できる免疫組織化学的染色法の採用が不可欠であると考えられた． 

 

3-5 結論 

本研究では，固定による筋萎縮に対する CLE の萎縮抑制効果は，遅筋である SOL では観

察されず，速筋の EDL に特異的であること，そして，筋線維の横断面積に対する CLE の影

響は筋線維のタイプによっても異なることが示唆された． 
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第4章  クレンブテロール投与が萎縮ヒラメ筋の回復に与える影響 (実験2) 

 

4-1 緒言 

 様々な原因により不活動を強いられた骨格筋では筋萎縮が生じる．不活動の一因ともなる

脚の固定および固定解放後の筋の回復（再成長）に関して，ヒト (Vandenborne et al. 1998, 

Hortobagyi et al. 2000, Stevens et al. 2006, Christensen et al. 2008, Hvid et al. 2014 ) や実

験動物(Booth 1978, Booth and Seider 1979, Vazeille et al. 2008, Magne et al. 2011, Lang et 

al. 2012)を用いた研究が数多く行われており，いずれの研究においても筋線維横断面積の不活

動による低下と回復期での増加を報告している． 

骨格筋線維は多核細胞であり，その横断面積 (細胞質量) の変化は筋核数の変化と密接に関

係していることが報告されている (Allen et al. 1995, Hikida et al. 1997, McCall et al. 1998, 

Smith et al. 2000)．また，一つの筋核が遺伝発現やタンパク質合成などの機能を支配できる

筋細胞量の領域には上限があると考えられている (Pavlath et al. 1989)．したがって，不活動

等により萎縮した筋線維で減少した筋核は (Allen et al. 1995, Hikida et al. 1997, McCall et 

al. 1998, Smith et al. 2000)，不活動状態から解放された再負荷過程では，その数の追加が必

要になると予想される．この筋核の増加の際に重要な役割を果たすのが筋衛星細胞であり，

筋衛星細胞は骨格筋が過度な力学的負荷を受けると増殖因子やサイトカインなどによって活

性化されて増殖を開始し，その後，分化して既存の筋線維と融合することによって筋組織を

再構築し肥大を促す (Hawke and Garry 2001)．したがって，萎縮からの回復時における筋

への再負荷に伴う筋の再成長では，筋核の増加が起こるものと考えられる． 

β2-アゴニストであるクレンブテロール (CLE）は，筋タンパク質合成の亢進、筋タンパク

質分解の抑制またはその両方により骨格筋を肥大させることが報告されている (Lynch and 

Ryall 2008)．また，CLE は様々な増殖因子の分泌を亢進させたり (Verhoeckx 2006)，衛星

細胞の増殖と分化および筋線維への動員を高めて筋肥大を促進することも報告されている

(Spurlock et al. 2006)．したがって，筋萎縮後の回復期におけるCLE 投与には，筋核の増加
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を伴う筋線維の肥大を促進する作用が期待される． 

 そこで我々は，固定により萎縮した骨格筋の回復期での CLE 投与の影響を，筋核と筋線維

横断面積に着目して組織化学的に検討を行った． 

 

4-2 方法 

実験動物 

 実験には 7 週齢の Sprague-Dawley (SD) 系雄ラット (CLEA, Japan) を 28 匹用いた．ラ

ットは一週間の予備飼育を含め，室温 25 ± 1℃，湿度 50％，12 時間の明暗サイクルにて飼育

した．給餌には固形飼料 (CE-2; CLEA, Japan) を用いて，飲水とともに自由摂取とした．実

験手順と実験動物の飼養は愛知教育大学実験動物委員会の承認を得て(承認番号: 201601002)，

日本生理学会の「生理学領域における動物実験に関する基本的指針」に基づいて行った． 

 

実験プロトコール 

 予備飼育後，ラットは無作為に 7 匹ずつ以下の 4 群に分けた．1) 後肢ギプス固定を 9 日間

行うギプス群 (IMM 群)，2) ギプス群の対照群 (CON 群)，3) ギプス固定解放後に 7 日間の

通常飼育を行う群 (RCON 群)，4) ギプス固定解放後の 7 日間の通常飼育中に CLE 投与を行

う群 (RCLE 群)． 

 後肢ギプス固定は，ペントバルビタールを用いた麻酔下の弛緩状態 (底屈 20 度)で Booth

と Kelso (1973) の方法に基づき，9 日間行った．ギプス固定には紙粘土で作成した副木を用

いて足関節角度を一定に保ち，足関節を包帯式ギプス (スコッチキャスト 3-J；3M 社) で固

定した．さらに膝関節も固定した (Figure 4-1)．なお，ギプス固定期間中にギプスが外れたり，

足部に浮腫を起こしたラットは実験から除外したため，サンプル数は最終的に各群７匹とな

った． 

 ギプス固定 9 日後，IMM 群，RCON 群，RCLE 群のラットの後肢ギプスを外した．IMM

群のラットはクロロホルム麻酔下にて，頸部より放血させた後，ヒラメ筋 (Soleus: SOL) を
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摘出した．同時に，CON 群のラットより同様に筋の摘出を行った． 

 

 

 

ギプス固定解放後の 7 日間の回復期間中，RCLE 群のラットには CLE 溶液 (1mg /体重

1kg / 日) を毎日頸背部に皮下注射投与した．CLE 溶液は，CLE-hydrochloride (シグマ社)を

0.9％の生理食塩水を用いて希釈して作成した．RCON 群のラットには，RCLE 群に投与した

CLE 溶液と等量の生理食塩水を同様に投与した．7 日間の回復期間後，先と同様な方法で

RCON 群と RCLE 群より SOL を摘出した．摘出した筋は，液体窒素で冷却したイソペンタ

ン中にて急速凍結させ，組織化学的分析を行うまで－80℃で保存した． 
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免疫組織化学染色 

組織化学染色のために，－25℃でミクロトームにて，SOL の筋腹部より厚さ 10μm の連続

切片を作成し，剥離防止のコートがなされたスライドガラスに張り付けた．免疫組織化学染

色は，切片を室温で約 20 分間乾燥させた後，リン酸緩衝液に 20 分間，さらにブロッキング

溶液に 15～20 分間浸した．その後，一次抗体 (遅筋型抗ミオシン重鎖抗体，M8421，

SIGMA) を組織上に浸し，組織が乾燥しないように保湿チャンバーに入れて冷蔵室 (4℃) で

一晩放置し反応させた．反応後，PBS で洗浄し，二次抗体 (Alexa Fluor 488-labeled goat 

anti-mouse IgG (1:200, A11001, Thermo Fisher Scientific, IL, USA)) を組織上に浸し，光を

遮断して一時間反応させた後，再び PBS で洗浄した．これらの免疫組織染色が施された切片

に対して，核を同定するために DAPI 染色 (H1200，VECTOR) を行った後に封入した． 

 

筋線維の分析方法 

 抗ミオシン重鎖抗体を用いた蛍光免疫組織染色結果と DAPI 染色結果の双方の画像をパー

ソナルコンピュータに取り込み重ね合わせ，筋線維のタイプ分類を行うと同時に筋線維一本

あたりの核を数えた (Figure 4-2)．また，画像処理ソフト (ImageJ ver. 1.51，NIH) を用い

て筋線維の横断面積を計測した．なお，筋線維のタイプ分類は遅筋型抗体にポジティブだっ

た筋線維をタイプ I とし，ネガティブだった筋線維をタイプ II とした．筋線維の横断面積と

核数より一つの核あたりの支配領域サイズ (核ドメインサイズ) を算出した． 

 

統計処理 

 得られたデータは平均値±標準偏差で表した．実験データの分析には Tukey-Kramer 法を

用いた．統計学的有意水準は危険率 5%未満とした (P < 0.05). 
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4-3 結果 

体重及び筋重量の変化 

 体重，筋重量および体重あたりの筋重量の結果を Table 4-1 に表した．IMM 群の体重は

CON 群に比べて有意に低値を示した (P < 0.05)．RCON 群と RCLE 群の体重には CON 群

との間で有意な差はみられず，RCLE 群の体重は IMM 群に比べて有意に高い値を示した (P 

< 0.05)．IMM 群の SOL の筋重量と相対的筋重量は，CON 群に比べて有意に低値を示した 

(P < 0.05)．RCON 群と RCLE 群の筋重量と相対的筋重量は IMM 群と比べて有意に高値を示

したが (P < 0.05)，RCLE 群の相対的筋重量には CON 群との間で有意な差は認められなかっ

た． 
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筋線維横断面積の変化 

筋線維横断面積の結果を Figure 4-3 に表した．IMM 群 (1,838 ± 403 μm2) のタイプ I 線維

の筋線維横断面積は CON 群 (2,717 ± 213 μm2) に比べて有意に低値を示した (P < 0.05)．

RCON 群 (2,298 ± 475 μm2) と RCLE 群 (2,483 ± 212 μm2) のタイプ I 線維の横断面積に

は CON 群との間で有意差はみられなかった．RCLE 群のタイプ I 線維の横断面積は IMM 群

と比べて有意に高値を示した (P < 0.05)．IMM 群 (1,692 ± 386 μm2) のタイプ II 線維の筋線

維横断面積はCON 群 (2,310 ± 199 μm2) に比べて有意に低値を示した (P < 0.05)．RCON

群 (2,043 ± 402 μm2) と RCLE 群 (2,187 ± 296 μm2) のタイプ II 線維の横断面積には CON

群との間で有意差はみられなかった． 
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筋核数及び核ドメインサイズの変化 

筋線維一本あたりの核数の結果を Figure 4-4 に表した．RCON 群 (5.9 ± 1.2 個) と RCLE 

群(5.5 ± 0.6 個) のタイプ I 線維の核数は CON 群 (7.3 ± 0.7 個) に比べて有意に低値を示した 

(P < 0.05)．RCLE 群 (5.1 ± 0.9 個) のタイプ II 線維の核数はCON 群 (6.8 ± 1.0 個) に比べ

て有意に低値を示した(P < 0.05)． 
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核ドメインサイズの結果を Figure 4-5 に表した．IMM 群 (296 ± 64 μm2) におけるタイ

プ I 線維の核ドメインサイズには，CON 群 (372 ± 53 μm2) との間で有意な差はみられなか

った．RCON 群 (396 ± 67 μm2) と RCLE 群 (447 ± 50 μm2) のタイプ I 線維の核ドメインサ

イズは，IMM 群に比べて有意に高い値を示した (P < 0.05)．IMM 群 (275 ± 38 μm2) におけ

るタイプ II 線維の核ドメインサイズには，CON (344 ± 53 μm2) 群との間で有意な差はみら
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れなかった．RCON 群 (363 ± 38 μm2) と RCLE 群 (433 ± 47 μm2) のタイプ II 線維の核ド

メインサイズは IMM 群に比べて有意に高い値を示した (P < 0.05)．さらに、RCLE 群のタイ

プ II 線維における核ドメインサイズはCON 群より有意に高値を示した (P < 0.05)． 
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4-4 考察 

本研究では，後肢固定により萎縮したヒラメ筋の回復時における β2-アドレナリン受容体作

動薬である CLE の投与が，筋線維の横断面積，核数および核ドメインサイズに及ぼす影響を

検討した． 

 

筋線維横断面積の変化 

9 日間のギプス固定後，SOL のタイプ I とタイプ II 筋線維の双方で萎縮が観察された．ま

た，その横断面積の萎縮の程度はタイプ II 線維 (26.8%) に比べてタイプ I 線維 (32.4%) で

大きい傾向にあり，先の報告 (Tomanek and Lund 1974, Edgerton et al. 1975) と同様であ

り，持続的活動に寄与する遅筋線維は不活動の影響をより受けやすいことが示された． 

 

筋核数の変化 

後肢固定により筋線維一本あたりの核数はタイプ I とタイプ II 線維で，それぞれ 15％と

10％ 減少する傾向にあった．Wanek と Snow (2000) は，ラットの膝関節と足関節を 90 度

で固定を行い，異なる固定期間 (2，4，6，8，10 日間) で電子顕微鏡を用いてヒラメ筋の筋

核の観察を行った．その結果，筋核の減少は観察されなかったが筋衛星細胞の減少を報告し

ている．また，Smith ら (2000) は，ウサギの後肢を十分に底屈させた状態で足関節の固定

を行い，固定 6 日目に組織化学的分析を行い，アポトーシスによる筋核の減少を報告してい

る．さらに，彼らは萎縮に伴う早期の核の減少は非筋核細胞のアポトーシスによる可能性を

示唆している．筋衛星細胞は筋線維で観察される核の約 8％であることから (Schmalbruch 

and Hellhammer  1977)，筋衛星細胞が筋線維の萎縮によって優先的に消失したとしても，

総核数は有意に低下しない可能性も考えられる．本研究で用いた DAPI 染色だけでは筋核と

筋衛星細胞を区別することはできないが，観察された核数の減少傾向は主に筋衛星細胞の減

少による可能性が高いと考えられた． 
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核ドメインサイズの変化 

 後肢固定により核ドメインサイズはタイプ I とタイプ II 線維で共に約 20％低下した．廃用

性萎縮に伴う筋核ドメインサイズの変化に関しては様々な報告がある．微小重力環境により

萎縮したラットの SOL では筋核ドメインサイズは遅筋線維では低下するが，速筋線維では変

化しなかったことが報告されている (Allen et al. 1996)．ラット脊髄離断モデルでは，萎縮し

た SOL の筋線維はタイプに関わらず筋核ドメインサイズを低下させることが報告されている 

(Zhong et al. 2005)．ラット後肢懸垂モデルでは，SOL の筋核数の低下に比べて筋線維横断面

積の低下が大きく，結果として筋核ドメインサイズの低下が起こることを報告している 

(Allen et al. 1997, Gallegly et al. 2004, Leeuwenburgh et al. 2005)．また，Gallegly ら 

(2004) は，後肢懸垂による筋核ドメインサイズの低下は懸垂開始の二週目に顕著になること

を報告している．このように，筋核ドメインサイズの低下は筋萎縮の惹起の方法やその期間

によって異なることが示されている．さらに，本研究と同様な後肢固定を用いた研究におい

て，Smith ら (2000) は萎縮した SOL では筋核ドメインサイズは後肢固定 6 日でも変化しな

かったことを報告している．これらのことから，本研究で用いた比較的短期間の後肢固定で

は，核ドメインサイズを変化させるほどの筋核または筋線維サイズの変化の程度は大きくな

かったと考えられた． 

 

CLE 投与による筋線維横断面積の変化 

一週間の通常飼育回復で，タイプ I とタイプ II 線維の横断面積は，IMM 群に対してそれぞ

れ 25％と 21％回復し，CON 群との有意な違いはみられなかった．CLE 投与を行った場合，

IMM 群の横断面積に対して，その回復率はタイプ I と II 線維でそれぞれ 33％と 29％であり，

筋線維のタイプに関わらず回復が促進された．CLE 投与が骨格筋に及ぼす影響を観察した研

究では，その影響は主に速筋で顕著であると報告されている (Rajab et al. 2000, Yimlamai et 

al. 2005, Sato et al. 2008)．一方で，それらの研究の中には，遅筋では CLE によるタンパク

質の同化促進作用は観察されなかったという報告もある (Sato et al. 2008)．本研究の結果は
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これらとは異なる現象を示すものであった．タンパク質の同化促進作用に及ぼす CLE の影響

を個々の筋線維タイプ別に検討した報告はみられないが，遅筋と速筋ではタンパク質の同化

促進作用における細胞内情報伝達経路が異なるとの報告がある (Yimlamai et al. 2005, Shi 

et al. 2007, Pearen et al. 2008, Kawasaki et al. 2011)．したがって，CLE に対する細胞内シ

グナリングの応答もタイプ I と II 線維で異なることが十分に考えられる．さらに，筋線維は

一般的にタイプ I，タイプ II 線維の順に動員されるため (Henning and Lømo 1985)，本研究

における固定解放後の通常活動再開においては，日常活動がタイプ I においてより過度な負荷

となり，β2受容体の感受性が亢進してタイプ I 線維の同化作用が刺激された可能性も考えられ

た． 

 

CLE 投与による核および核ドメインサイズの変化 

萎縮に伴い減少傾向にあった核は一週間では回復することなく，CLE の投与によっても回

復がみられなかった．一方で，筋線維横断面積は通常回復で両タイプの筋線維ともに 20％以

上の回復を示した．これらのことにより，核ドメインサイズは萎縮筋に比べて有意に高値を

示した．また，CLE 投与により筋線維横断面積は約 30％増加したため，核ドメインサイズは

さらに大きくなり，CON 群よりも高い値を示した．CLE は筋タンパク質の同化促進と分解

抑制により，筋核の増加なしに筋線維を成長させることが報告されている (Rehfeldt et al. 

1994, Rehfeldt et al. 1997)．また，筋線維横断面積の増加に伴い筋核ドメインサイズも増加

するが，筋核ドメインサイズには上限が存在し，更なる横断面積の増加が起こるためには新

たな筋核の追加が必要になると考えられている (O’ Connor and Pavlath 2007)．このことか

ら，本研究では，CLE により筋細胞質は増加したものの，両筋線維タイプにおいて核ドメイ

ンサイズが新たな核の追加を必要とする上限サイズには達していなかったと考えられた。 

 

本研究の限界 

 本研究では，萎縮した骨格筋の回復期に同化作用を有する β2作動薬である CLE を投与し，
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回復促進作用の有無を検討した．先の研究でギプス固定により後肢骨格筋の萎縮が確認され

ていることから，本研究においても同じ固定方法を用いて筋萎縮を誘発し，その後の回復を

観察した．通常飼育による 7 日間の回復後，筋萎縮からの回復が観察されたが，CLE 投与に

よる回復促進作用は小さかった．本研究は回復期間を 7 日間とし，被験筋に遅筋である SOL

を用いただけであった．したがって，CLE の影響をより詳細に観察するためには，速筋を被

験筋に追加したり，回復期間を変えた研究の必要性がある． 

また，本研究では核の同定のために DAPI 染色を用いた，しかしながら，この染色法では

毛細血管由来の核も検出してしまうため，筋衛星細胞や筋核を識別することが不可能であっ

た．さらに，筋衛星細胞は細胞膜上に，筋核は細胞膜の内側に局在するため，これらを識別

するためには，細胞膜を同定する染色法を用いることが望ましいと考えられる． 

 

4-5 結論 

骨格筋の萎縮からの回復期における CLE の投与は，遅筋である SOL の回復を促進する傾

向があることが示された． 
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第5章  クレンブテロールが固定によるラット後肢骨格筋の萎縮後の回復に与える影響  

(実験3) 

 

5-1 緒言 

不活動が骨格筋の萎縮を誘発することはよく知られている．臨床治療として用いられてい

るギプス固定は不活動の一因でもある．ギプス固定とその後の回復での脚骨格筋の組織学的

変化は，ヒト (Vandenborne et al. 1998, Hortobagyi et al. 2000, Stevens et al. 2006, 

Christensen et al. 2008, Hvid et al. 2014) や実験動物 (Booth 1978, Booth and Seider 1979, 

Vazelle et al. 2008, Magne et al. 2011, Lang et al. 2012) で広範に研究されている．これら

の研究では，いずれも固定後に筋線維の横断面積は低下し，回復期間中に再成長することを

報告している．筋線維は多核細胞であり，筋核数の変化は筋線維横断面積の変化と密接に関

連していると報告されている (Allen et al. 1995, Hikida et al. 1997, McCall et al. 1998, 

Smith et al. 2000)．さらに，1 つの筋核が遺伝子発現やタンパク質合成などの機能を制御で

きる筋細胞の領域 (筋細胞質量) には上限があると考えられている (Pavlath et al. 1989)．し

たがって，筋線維萎縮に関連する筋核数の減少は，回復期におけるその後の筋の再成長に伴

って増加する可能性がある． 

クレンブテロール (CLE)は，喘息による気管支痙攣の治療のために以前より使用されてい

るβ2 作動薬であるが，タンパク質合成の亢進やタンパク質分解の阻害により筋肥大を誘発す

ることが知られている (Lynch and Ryall 2008)．また，CLE は様々な成長因子の分泌を増加

させ (Verhoeckx et al. 2006)，筋衛星細胞の増殖と分化およびその動員を誘導して，筋肥大

を加速すると報告されている (Spurlock et al. 2006)．したがって，CLE は筋核数を増加させ，

萎縮した筋線維の回復中の再成長を促進させる可能性がある． 

これらの CLE の作用に着目し，この作動薬が萎縮した筋の回復を促進するか否かを確かめ

るために，ギプス固定後の速筋の足底筋と遅筋のヒラメ筋の筋核数と筋線維横断面積を検討

することとした． 
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5-2 方法 

実験動物 

7週齢SD系雄性ラット (CLEA Japan) 24匹を，5日間新しい環境に慣れさせた．ラットは，

温度 (23 ～ 25 °C) および湿度 (50 ～ 60 ％) の制御下にて，12時間の明暗サイクルの飼育

室で，ケージにて個別飼育した．実験動物用飼料 (CE-2; CLEA, Japan) は摂餌量が同様にな

るように給餌し，飲水は自由摂取とした．実験手順と動物の世話は、愛知教育大学の動物倫

理委員会の承認を得て(No. AUE20170102ANI) ，1964年のヘルシンキ宣言に基づく日本生理

学会の生理学領域における「動物実験に関する基本的指針」に従って行われた． 

 

実験プロトコルール 

5日間の予備飼育後，8週齢のラットを対照群 (CON)，ギプス固定群 (IMM)，ギプス固定+

回復対照群 (RCON) およびギプス固定+回復+CLE投与群 (RCLE) の4群に無作為に分けた 

(各群6匹)．IMM，RCONおよびRCLE各群のラットにはBooth and Kelso (1973) の方法に従

って，9日間のギプス固定を行った．固定はペントバルビタールナトリウム (45 mg / 体重 

1kg ) 麻酔下で，包帯式ギプスのスコッチキャスト (3-J; 3M Health Care, Tokyo, Japan) を

用いて膝関節と足関節を弛緩状態で行った．9日間のギプス固定後，CON群とIMM群のラッ

トより足底筋 (PLA) とヒラメ筋 (SOL) を摘出し，直ちに液体窒素で冷却したイソペンタン

中にて急速凍結した．筋活動の違いがその回復に大きく影響する可能性が考えられることか

ら，被験筋として同じ底屈動作に寄与する速筋の足底筋と遅筋のヒラメ筋を用いた．凍結し

た筋サンプルは分析まで-80℃で保存した．CLE (Sigma) は0.9%NaCL溶液にて0.1%CLE溶

液に調製した．RCLE群のラットには，2週間の回復期間の間，CLE (1mg / 体重1kg/日) を

頸背部への皮下注射により投与した．この投与量は骨格筋の肥大を誘発することがすでに確

認されているため (Yamazaki 2005), この投与により筋線維の萎縮後の回復を促進すると予

想された． RCON群のラットには，RCLE群と等量の0.9％NaCl 溶液を同じ方法で投与した．

2週間の回復期間の後，RCON群およびRCLE群のラットより，先と同様に被験筋を摘出し，
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保存した． 

 

免疫組織化学染色 

本研究で使用した一次抗体は次のとおりであった： mouse monoclonal anti-slow myosin 

(タイプI 線維のマーカー; 1:4000; Sigma), mouse monoclonal anti-fast myosin (タイプII線維

のマーカー; 1:400; Sigma), mouse monoclonal anti-M-cadherin (衛星細胞のマーカー; 1:400; 

BD PharMingen, San Diego, CA, USA) および rabbit polyclonal anti-Dystrophin (筋形質膜

のマーカー; 1:100; Lab Vision UK, Ltd.)． 

筋線維同定のために免疫組織染色を行った．免疫組織染色は，-25°C でミクロトームにて，

筋腹部より厚さ 10μm の連続筋線維横断切片を作成し，切片を剥離防止加工されたスライド

グラス上に張り付けた．初めに，切片を 0.1 M リン酸緩衝生理食塩水 (phosphate-buffered 

salinePBS, pH 7.4) で調整した 4％パラホルムアルデヒド中にて 15 分間固定した後，0.1 M 

PBS (pH 7.4) で洗浄した．次に，非特異的免疫反応性をブロックするために，切片を 10％血

清および 1％Triton X-100 を含む 0.1 M PBS で 1 時間インキュベートした．一次抗体を 5％

血清および 0.3％Triton X-100 を含む 0.1 M PBS で希釈して反応させた後，二次ビオチン化

抗マウス IgG 抗体およびアビジン-ビオチン複合体とそれぞれ 1 時間反応させ，ペルオキシダ

ーゼ基質キットを使用して染色した (2V-0001-10, Vector Laobratories, Burlingame, CA, 

USA) (Figure 5-1)． 
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筋衛星細胞と筋核を同定するために多重免疫蛍光染色を行った．蛍光染色は先の連続切片

を用いて，はじめに先の一次抗体を用いて 4℃で 16〜48 時間同時にインキュベートし，0.1 

M PBS で洗浄した後，2 次抗体とともに 4℃で一晩インキュベートした．本研究では，Alexa 

Fluor 568-labeled goat anti-rabbit IgG (1：200, A11011, Thermo Fisher Scientific, IL, 

USA)を二次抗体として使用した．次に，切片を 0.1 M PBS で洗浄し，4 '，6-diamidino-2-

phenylindole (DAPI; Vector Laboratories，Burlingame, CA, USA) を含む Vectashield 封入

剤に封入して，核を可視化した．すべての画像解析は，蛍光顕微鏡 (BX51; オリンパス，東

京，日本) および画像処理ソフト (SR image, Roper Scientific，東京，日本) を使用して行っ

た (Figure 5-1)． 

 

筋線維の分析 

筋線維のタイプ分類は，400 倍で取り込んだ顕微鏡画像をプリントアウトして行った．各部
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位の画像において隣接した少なくとも 150 本以上の筋線維を，タイプ I (抗 slow myosin に陽

性)，タイプ II (抗 fast myosin に陽性)，およびタイプ I + II (抗 slow myosin と抗 fast 

myosin の双方に陽性) に分類した (Figure 5-1)．各筋線維の横断面積は，タイプ分類を行っ

たすべての筋線維について，画像処理システム (Image-J; NIH, USA)を使用して計測した．

筋核の同定には抗 Dystrophin 抗体 (筋形質膜) と DAPI (核) で染色した切片画像を用い，形

質膜内に局在する核を用いた (Figure 5-1)．筋衛星細胞の同定には抗 M-cadherin 抗体 (衛星

細胞) で染色された画像を用いて行った．しかしながら，筋衛星細胞はいくつかの切片にて，

数個しか観察されなかったため，本研究では筋衛星細胞のデータは採用しなかった． 

 

統計処理 

分析データは平均および標準偏差 (SD) として示した．実験データ分析には，二元配置分

散分析 (ANOVA) とTukey–Kramer多重比較検定を用いた．なお，有意水準は危険率5％未

満とした．すべての統計分析には，IBM SPSS Statisticsバージョン19.0 (IBM Japan，Ltd. 

Tokyo，Japan) を使用した． 

 

5-3 結果 

体重と筋重量 

IMM 群 (264 ± 20 g) の体重は，CON 群 (312 ± 23 g) よりも 15％低かった． RCON 群 

(309 ± 15 g) と RCLE 群 (315 ± 14 g) の体重は，IMM 群より高く，CON 群の体重と類似し

ていた．ギプス固定後，PLA と SOL の重量は低下していたが，回復後の両筋の重量は IMM

群の重量よりも高かった (Figure 5-2)．RCLE 群の SOL の重量は RCON 群の重量よりも高

かった． 
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筋線維横断面積 

PLA のタイプ I 線維の横断面積は，ギプス固定後と通常飼育での回復期間後で違いはなか

ったが，CLE 投与により増加していた (Figure 5-3)．SOL のタイプ I 線維の横断面積は，ギ

プス固定後に有意に低下したが，通常飼育での回復期間後に有意に増加し，CLE 投与により

さらに増加した (Figure 5-4)．PLA および SOL のタイプ I+II と II 線維の横断面積は，ギプ

ス固定後に低下したが，通常飼育での回復期間後に有意に増加し，CLE 投与によりさらに増

加した (Figure 5-3 and 5-4)． 
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筋線維あたりの筋核数 

PLA のタイプ I 線維における筋線維あたりの筋核数は，ギプス固定後と通常飼育での回復

期間後に有意な変化を示さなかったが，CLE 投与により増加した (Table 5-1)．一方で，SOL

のタイプ I 線維における筋線維あたりの筋核数は，固定，回復期および CLE 投与により影響

を受けなかった (Table 5-2)．PLA のタイプ I+II と II 線維における筋線維あたりの筋核数は，

ギプス固定後に有意な変化を示さなかったが，CLE の有無にかかわらず回復期間後に増加し
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ていた (Table 5-1)．一方で，SOL のタイプ I+II と II 線維における筋線維あたりの筋核数は，

固定，回復期および CLE 投与によっても影響を受けなかった (Table 5-2)． 
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筋核ドメインサイズ 

PLA のタイプ I 線維における筋核ドメインサイズは，固定，回復期および CLE 投与により

影響を受けなかったが，SOL のそれらは，ギプス固定後に有意に低下する一方で，通常飼育

での回復期間後に有意に増加し，CLE 投与によりさらに増加した (Table 5-1 and 5-2)．PLA

および SOL のタイプ I + II 線維における筋核ドメインサイズは，ギプス固定および通常飼育

での回復期間後に有意な変化を示さなかったが，CLE 投与で増加した (Table 5-1 and 5-2)．

PLA のタイプ II 線維における筋核ドメインサイズは，ギプス固定および通常飼育での回復期

間後に有意な変化を示さなかったが，CLE 投与で増加した．一方で，SOL のそれらはギプス

固定後に有意に低下したが，通常飼育での回復後に有意に増加し，CLE 投与でさらに増加し

た (Table 5-1 and 5-2)． 
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5-4 考察 

 本研究では，β2作動薬の CLE 投与が，速筋の PLA と遅筋の SOL において，ギプス固定に

よる萎縮からの回復を促進するか否かを検討した． 

 

ギプス固定が筋線維と筋核に及ぼす影響 

本研究で用いたギプス固定は筋線維のタイプに関係なく筋線維萎縮を誘発し，その萎縮は

PLA よりも SOL で顕著だった．これらの結果はギプス固定モデルを用いた以前の研究結果と

一致していた (Tomanek and Lund 1974, Edgerton et al. 1975)．ラットの後肢固定は速筋よ

りも遅筋の活動性を著しく低下させることが報告されている (Booth 1982, Fournier et al. 

1983)．したがって，本研究における SOL の萎縮は，用いたギプス固定による活動量の著し

い低下によるものと考えられた．本研究において，筋線維あたりの筋核数は 9 日間のギプス

固定後に有意な変化を示さなかった．全筋線維または電子顕微鏡を使用して 6〜10 日の固定

の影響を調べた研究では，筋衛星細胞の数は減少するが，筋核数は変化しないことを報告し

ている (Smith et al. 2000,  Wanek and Snow 2000)．したがって，本研究において筋核数に

変化がみられなかったことは，ギプス固定期間が短かったことと関係していたのかも知れな

い． 

 筋線維萎縮を誘発する宇宙飛行および後肢懸垂モデルを使用した研究では，筋線維萎縮に

伴う筋核数の減少を報告している  (Allen et al. 1997, Gallegly et al. 2004,  

Leeuwenburgh et al. 2005)．これらのモデルでは後肢筋は無負荷状態にあるが，ギプス固

定モデルの後肢筋では等尺性収縮での力発揮が可能である．したがって，これらのモデルと

本研究間の筋線維の萎縮に伴う筋核数の変化の違いには，後肢筋の活動量が関連していた可

能性がある．また，拮抗筋切除により無負荷にされた速筋の長指伸筋においても，筋線維萎

縮に伴う筋核数の減少はみられないことが報告されている (Bruusgaard and Gundersen 

2008)．そのため，これらの違いを明確にするためには，さらなる研究が必要あると考えられ

た． 
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 本研究では，SOL の筋核ドメインサイズは固定後に低下していたが，PLA のそれは変わら

なかった．この両筋間の違いは，SOL の筋線維が PLA に比べて著しく萎縮していた一方で，

両筋の筋核数はギプス固定によっても有意な変化を示さなかったことと関連していると考え

られた．筋核ドメインサイズは，一つの筋核の遺伝子産物によって制御される筋線維内の細

胞質の体積であるため (Pavlath et al. 1989, Hall and Ralston 1989)，ある程度のサイズ内で

維持されている．一方で，解糖系代謝に優れた筋と酸化系代謝に優れた筋では筋線維サイズ

と筋核数の適応変化が異なるため (Bruusgaard et al. 2003)，同一条件下でも両筋の筋核ドメ

インサイズが異なる可能性が考えられた． 

 

再負荷とCLE 投与が筋線維横断面積に及ぼす影響 

2 週間の回復期間後，両筋の筋線維横断面積は回復する傾向にあり，タイプ II 線維の回復

はタイプ I 線維に比べて顕著であった．萎縮した筋を不活動から正常な状態に戻した場合，そ

れらの筋は過負荷状態に曝され，筋線維が損傷し，そして再生する (Wanek et al. 2000)．さ

らに，筋線維は運動強度に従って，タイプ I ＜ IIa ＜ IIb 線維の順に動員される (Burke et 

al. 1973, Walmsley et al. 1978)．したがって，本研究においても回復中に，過負荷によって

両筋のタイプ I + II および II 線維が動員されたため，これらのタイプの筋線維で肥大が誘発

された可能性がある．また，SOL のタイプ II 線維の回復は，PLA のそれの回復よりも大き

かった． 遅筋は速筋に比べて再負荷に対する感受性が高いため (Wanek et al. 2000)，抗重

力筋である SOL は，PLA に比べて再負荷の影響を受けたものと考えられる． 

 

CLE 投与が筋線維横断面積に及ぼす影響 

両筋において，CLE を投与した場合，投与しなかった通常回復の 2 倍に及ぶ筋線維横断面

積の回復があり，両筋の各線維タイプにおける断面積が大幅に増加した．これらの結果は，

CLE が両筋の筋線維萎縮からの回復に促進効果を有することを示すものである．CLE は遅筋

に比べて速筋で肥大を誘発すると報告されているが (Sato et al. 2008, Suzuki and Kitaura 
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2015)，本研究では遅筋においても CLE は同化作用を促進することを示した．Maltin ら 

(1987) は，ラットの片側の協働筋腱切除モデルを用いて，CLE は正常なヒラメ筋に比べて過

負荷状態下にあった SOL において肥大を誘発したことを報告している．したがって，ギプス

固定後の通常のケージ内活動は，ギプス固定により萎縮して脆弱化した筋にとって過負荷と

なり，そのことがCLE の同化作用を促進したものと思われる． 

 

CLE 投与が筋核数と筋核ドメインサイズに及ぼす影響 

2 週間の回復期間後，PLA の各タイプの線維における筋核数は増加し，CLE 投与によりさ

らに増加した．したがって，RCON および RCLE 群の PLA での各タイプの筋線維における

筋核ドメインサイズは，筋線維の肥大にも関わらず CON 群と違いはみられなかったと考えら

れた．対照的に，SOL の各タイプにおける線維の筋核数は，筋線維の肥大(回復)にも関わら

ず，2 週間の回復期間後も変化しなかったことにより，特に RCLE 群の筋核ドメインサイズ

は CON 群に比べて顕著に大きかったいえる．筋核ドメインサイズには上限があり，筋線維の

肥大に伴い，その支配サイズを超えた場合には新たな核の追加が行われると考えられている 

(Petrella et al. 2006, Snijders et al. 2015)．したがって，両筋間の核の追加の違いは，これら

の筋核ドメインサイズにおける上限サイズ (閾値) の違いによる可能性も考えられた．一方で，

CLE は移植された骨格筋の筋衛星細胞の増殖を刺激し (Roberts and McGeachie 1992)，活

性化された筋衛星細胞が既存の筋線維と融合して，筋核の数を増やすことが報告されている 

(Hawke and Garry 2001, Kadi et al. 2004)．さらに，CLE は遅筋よりも速筋に影響すること

が報告されているため (Sato et al. 2008)，CLE 投与により，速筋の筋核の数が選択的に増加

した可能性が考えられる． 

 

本研究の限界 

 本研究では，萎縮した骨格筋の回復期に同化作用を有する β2-作動薬である CLE を投与し，

回復促進作用を速筋の PLA と遅筋の SOL で比較検討した． 
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当初，筋核の増加に寄与する筋衛星細胞に関する知見を得ることも目的としたが，筋線維

の横断切片を用いた組織化学的分析では数個の筋衛星細胞しか観察されず，それらに関して

検討を行うことができなかった．本研究では筋衛星細胞の同定に抗 M-cadherin 抗体を用いた

が，このマーカーの感度が十分ではなかったことが影響していたものと思われる．したがっ

て，より感度の高い分子マーカーで検討する必要性が考えられた．また，他の理由として，

本研究では分析対象に筋の横断切片を用いた二次元的な観察しか行っていないことが関係し

ていた可能性もある．筋線維は細長い立体構造を有しているため，筋線維を単離して，三次

元的な観察を行うことができれば，より詳細な筋核および筋衛星細胞の知見が得られるもの

と考えられた． 

 

5-5 結論 

本研究の結果は，CLE がラットの速筋と遅筋の固定による萎縮後の回復を促進することが

示された．しかしながら，速筋と遅筋間の CLE に対する応答メカニズムは，筋萎縮後の回復

期間中に異なっている可能性が考えられた． 
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第6章  総合討論 

 

6-1 本研究の成果 

 本研究では，β2-作動薬である CLE の筋同化作用が筋萎縮の抑制，筋萎縮からの回復に影響

するか否かに関連して，実験 1 では筋萎縮の抑制，実験 2 と 3 では筋萎縮からの回復に関し

て検討した． 

 実験 1 において，固定による後肢骨格筋の萎縮が CLE 投与により抑制されるかを，実験動

物を用いて組織化学的に検討した．その結果，CLE 投与は速筋である EDL の萎縮を抑制し

たが，遅筋である SOL では同様な抑制作用は観察されなかった．さらに，EDL では 95%以

上の筋線維占有率を占めるタイプ II 線維で萎縮抑制作用が認められた．したがって，CLE の

萎縮抑制効果は，速筋に特異的であり，また，筋線維のタイプによっても異なる可能性が示

唆された． 

 実験 2 では，固定により萎縮した骨格筋の回復期での CLE 投与による回復促進作用を，実

験動物を用いて，遅筋である SOL を被験筋として組織化学的に検討した．また，実験 2 では，

筋線維タイプを同定するために，筋線維の収縮特性をより反映する免疫組織染色を用いると

ともに，核を染色するために蛍光免疫染色を用いた．その結果，CLE 投与は遅筋である SOL

の萎縮からの回復を促進させる傾向が認められた．また，その回復促進作用はタイプ II 線維

に比べてタイプ I 線維で顕著であり，その筋線維横断面積の回復に伴う核の増加は伴わないこ

とが示唆された． 

実験 3 では，実験 2 と同様な方法を用いて，回復期間を延長して，CLE 投与による回復促

進作用を速筋の PLA と遅筋である SOL を対象として組織化学的に検討した．なお，実験 3

では，筋核を同定するために，多重蛍光免疫染色を用いた．その結果，CLE 投与は PLA と

SOL の両筋において，固定による萎縮後の回復を促進することを認めた．また，PLA では回

復およびCLE 投与による筋線維横断面積の変化に伴う筋核数の増加が観察されたが，SOL
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では筋線維横断面積の変化に伴う筋核の変化は観察されず，両筋間の CLE に対する応答メカ

ニズムは筋萎縮後の回復期間中において異なる可能性が示唆された． 

 

一連の研究より，筋の可塑性に CLE が影響することが明らかになった．しかし，速筋では

異化(不活動)と同化(回復)状態の双方でCLE の作用が観察されたのに対して，遅筋では，その

作用は同化状態でしか観察されなかった．これらの結果より，速筋と遅筋では β2-作動薬であ

るクレンブテロールに対する応答が異なると考えられた． 

 

6-2 本研究成果のスポーツ科学分野への応用 

スポーツ活動における怪我の発生を完全に抑えることは不可能である．したがって，スポ

ーツに関わる者にとって，怪我によるハンディキャップを最小限に抑えることは課題でもあ

る．そのためには，その治療やその後のリハビリテーションをより短期間で済ませることが

望まれる．本研究結果から，臨床的治療としてよく用いられる関節固定において，β2-作動薬

であるクレンブテロールの投与は，固定中に生じる筋萎縮を軽減できることが示唆された．

また，関節固定後の萎縮した筋の回復中においても，その投与は筋の回復を促進することが

示唆された．したがって，関節固定を用いた治療において，この β2-作動薬には治療から復帰

までの時間を短縮させる可能性が期待される．しかしながら，クレンブテロールのアスリー

トへの使用は喘息等の治療目的に限られているため，その適用は限られた対象になると考え

られる．また，実際の関節固定を用いた治療における適用に関しても，骨格筋を含めた生体

の応答に関する多くの課題が考えられることから，今後さらなる研究が必要であると考えら

れた． 

 

6-3 今後の課題 

本研究では筋萎縮のモデルとして，ヒトへの応用も想定し，臨床的治療として一般的に用

いられているギプスによる固定モデルを採用した．採用したラットの後肢固定法は，先行研
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究を参考に固定時の関節角度や固定期間を設定した．しかし，これらの条件の組み合わせは

無数にあるため，本研究の結果が様々な固定条件においても同様に観察されるとは限らない．

特に，固定時の関節角度の違いは筋長を左右し，その筋長の違いは筋タンパク質合成や分解

に影響して (Tabary et al. 1972)，筋萎縮の程度の違いとして現れる可能性がある．また，本

研究では 9 日間のギプス固定を行い，この期間により顕著な後肢筋の萎縮が観察されている．

しかし，実験動物とヒトではライフスパンが異なるため，同じ固定期間でも萎縮の程度はか

なり異なることが考えられる．したがって，実際にヒトの治療で用いられる固定条件下と同

様な現象が得られるような実験動物での条件を導き出し，研究を行う必要があると考えられ

る．また，本研究では，速筋の被験筋として実験 1 では長指伸筋を，実験 3 では足底筋を用

いている．しかし，固定による不活動の影響は骨格筋の働きによって異なることから，研究

を継続するにあたり，被験筋を統一する必要があると考えられた． 

本研究で用いた CLE の投与量は体重 1kg あたり 1mg であった．この投与量は多くの実験

動物を対象とした研究において，明らかな筋肥大を誘発することが実証されている．一方で，

体重 1kg あたり 10μg の投与量でも筋の肥大効果が報告されている (Burnistion et al．2006, 

2007)．さらに，ヒトで半月板切除手術後の膝伸筋における筋力リハビリテーション中に，

20μg の CLE を用いた 1 日 2 回投与で，筋力の回復を増加させることも報告されている

(Maltin et al. 1993)．したがって，より安全で効果が得られる投与量を導くための研究も必要

であると考えられる． 

CLE は衛星細胞の増殖と分化およびその動員を誘導して，筋肥大を加速するため 

(Spurlock et al. 2006)，本研究では，回復期でのCLE 投与が衛星細胞を活性化し，筋同化作

用を刺激して筋の回復を促進する可能性を予想していた．そのために，衛星細胞の観察を行

ったが，筋線維の横断切片を用いた組織化学的分析では数個の衛星細胞しか観察されず，そ

れらに関して検討を行うことができなかった．本研究では衛星細胞の同定に抗 M-cadherin 抗 

を用いたが，このマーカーの感度は十分でなかった可能性が考えられる．したがって，より

感度の高い分子マーカーを検討する必要性が考えられた．また，本研究では分析に筋の横断
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切片を用いた二次元的な観察しか行っていない．筋線維は細長い立体構造を有しているため，

筋線維を単離して，三次元的な観察を行うことができれば，より詳細な筋核および衛星細胞

の知見が得られる可能性が考えられる． 
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