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A　functional　polymorphism　at　the　a　－actinin－3　（ACTN3 ）　gene　includes　RR ，　RX

and　XX ．　a　－actinin－3　protein　is　encoded　only　by　RR　and　RX，　with　its　expression

being　associated　with　higher　muscle　power　and　strength ．　However ，　whether　or　not

the　level　of　a　－actinin－3　protein　expression　determines　human　performance　has　not

been　clarified．　The　aim　of　this　study　was　to　examine　the　effect　of　a　－actinin－3　protein

expression　levels　on　muscle　strength　of　the　knee　extensors．　Twenty　two　college　level

male　sprinters　（20 ．7±L6　y －o，　173．1±5．4　cm，　68亅 ±52　kg ）　participated　in　this　study．

They 　were　genotyped　for　ACTN3　R577X　using　real －time　polymerase　chain　reaction

method ．　Subjects　performed　isometric　and　isokinetic　knee　extensions　on　a　dynamometer

to　evaluate　maximum　strength　at　various　speeds．　After　a　week，　muscle　biopsies　were

obtained　from　the　vastus　lateralis　muscle　to　evaluate　the　level　of　a　－actinin－3　and　－2
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protein　expression　and　to　determine　the　muscle　fiber　composition ．　The　level　of　α

－actinin－3　protein　eχpression　was　significantly　higher　in　RR　than　Rχ　subjects．　However，

no　significant　differences　were　found　in　knee　extensor　strength　at　any　given　speed，

and　in　100m ダpersonal　best≒record　among　ACTN3　genotypes ．　The　level　of　a　－actinin－3

protein　expression　differed　among　ACTN3　genotypes ，　however　this　difference　did　not

affect　muscle　strength　of　the　knee　extensors　in　college　level　male　sprinters．

要　旨

本研究は，ヒト骨格筋におけるa アクチニン

3 タンパク質発現量の違いが筋力発揮特性に及ぼ

す影響について検討することであった．大学生男

性短距離走者22 名が本研究に参加し／1z アクチ

ニン（ACTN ）3 遺伝子多型が同定された．その

後，膝伸展動作での等尺性および等速性筋力の測

定を行った．また，筋力測定のl 週間後に15 名

の被験者に対して筋生検を行い，得られた筋サン

プルからa アクチニン3 および2 タンパク質発

現量および筋線維組成を評価した．α アクチニ

ン3 タンパク質発現量は，RR 型がRX 型と比較 ゛

し有意に高い値を示した．しかしながら，等尺性

および等速性膝伸展筋力は，　ACTN3 遺伝子多型

問で有意な差は見られなかった．大学生男性短距

離走者において，　ACTN3 遺伝子多型の違いはしE

アクチニン3 タンパク質発現量に影響を及ぼす

が，RR 型とRX 型間の発現量の違いは膝伸展動

作での筋力発揮特性に影響を及ぼさないことが示

唆された．　　　　　　　　　し　　　　　　．

緒　言

近年，スポーツパフォーマンスや健康に関係す

る200 以上の遺伝子多型の存在が明らかになって

おり2）卜 遺伝子レベルでスポーツパフォーマンス

との関連性が示されるようになってきた その中

でも，骨格筋のサルコメア構造の安定性に関与す

る α アクチニン3 タンパク質の発現を調節する

遺伝子（a 　－actinin－3；　ACTN3　遺伝 子） が，スプ

リント・パワー系種目の競技成績と関連すること

で注 目さ れてい る6・　7・　14・　18・　21） こ の遺伝子には

R お よびX アレ ルの一 塩基多型があ り，その組

み合 わせからRR 型，RX 型お よびXX 型の3 つ

の多型が存在する／また，R アレルを有するRR

型お よびRX 型 は，速筋 線維 にの み発現す る α

アクチニン3 タンパク質を発現することができる

13・　16） 一 方で，XX 型はa アクチニ ン3 タンパ

ク質を発現できないため，その機能は全ての筋線

維に発現するa アクチニ ン2 タンパク質によっ

て補償されている17），

a アクチニンタンパク質 は，骨 格筋 のZ 膜に

位置し アクチン同士を結合する役割を担っている

ことから1），筋力発揮と密接に関係すると言 われ

ている．これまで実験動物を用いた研究から，α

アクチニン3 タンパク質を発現する野生型マウス

が，それを発現しない欠損型マウスと比較して高

い筋力発揮を示すことが明らかに されている12）

また，ヒトを対象 とした場合，上腕屈 曲一動作に

おける等尺性筋力 を測定した結果，RR 型および

RX 型の筋力がXX 型と比較し有意に高かうたこ

とを示している5 ）．したがって，R アレルに特異

的なa アクチニ ン3 タンパク質の発現が，筋力

発揮 に有利 に働いていると考えら れるが，この

a アクチニ ン3 タンパ ク質の発現量 その ものに

着目し，骨格筋におけるその発現量の違いが筋力

発揮特性に与える影響は未だ明らかとなってい な

り气・．
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そこで本研究の 目的は，ヒト骨 格筋 における

a アクチニ ン3 タンパ ク質発現量の違い が筋力

発揮特性に及ぼす影響について検討することとし

た．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 二

1．方　 法

1．1　被験者

日常的に同等のトレーニングを行っている男性

短距離走者22 名が被験者として本研究に参加し

た．被験者の身体的特性を表1 に示した．また，

表2 にはアンケフトにより調査した100m ベスト

タイムを示した．実験に先立ち，被験者に実験の

内容や起こり得る危険性について口頭および書面

にて説明し，被験者全員から実験参加の同意を得

た．本研究は，順天堂大学倫理委員会の承認を得

て実施した．

表1　 被 験 者 の 身体 的 特 性

｀Sふご マ．S11　　　　　　年 齢　　　　　 身長　　　　 体 重
遺伝子型

RR

（歳）

20．4±1．5 172 ．3±6 ．3　　68 ．9±61

RX 型（n＝10）　21．3±1．7　　173 ．6±6．0　　67．8±5．7

XX 型（n＝4）　20 ．0±1．4　　173 ．2±0．5　　67．2±2．2

データは平均値 士標準偏差で表した

1．2　ACTN3 遺伝子型の同定

本研究で は，指先から微量の血液を採取し，

FTA　Elute　マイクロカード（WB120410 ，　Whatman，

UK ）を用いてマニュアルに従ってDNA を抽出

した．　ACTN3　R577X　多型の識別に用いるプラ

イマーおよびプローブは，　Papariniら19）の方法

に従って設計した．　ACTN3 遺伝子多型の同定に

はTaqraanプローブ法を用いて行い，リアルタイ

ムPCR シス テ ム（4351103，　Applied　Biosystems，

USA ）による増幅および検出を行った．なお，サー

マルサイクルの条件は50℃で2 分間，95℃で10

分間行った後，95℃で15 秒間の変性および60℃

で60 秒間のアニーリングおよび伸長を60 セット

行った．　ACTN3 遺伝子型はApplied　Biosystems

デサントスポーツ科学wI 。35

SDS　Ver．1．3．1を用いて同定した．
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1 ．3　 筋力 測定

等尺 性お よび等 速性筋力 の測 定 は， 筋生 検 を行

う1 週 間 前 まで に，多 用 途筋 機 能 評 価 運 動 装 置

（BIODEX　System　3 ，　Biodex　Medical　System，　Inc，

NY ，　USA ）を用 いて全 て被験 者の利 き脚 で実 施 し

た． また，可動 域 は90 度（O か ら90 度 まで ）と し，

20 度 の位置で重力 補正 を行っ た．

等 尺性筋力 は，膝 関節75 度の位 置で 測定 を行っ

た．5秒 間の膝伸展動 作の後 ，1分 間の 休 息 を挟み，

そ れを3 セット 行っ た． 値 の高か った2 回 を平均

し て分析 に用い た．

等 速 性 筋 力 は， 角 速 度60 ，　180 ，　300 お よ び

400 °／secで測 定 を行 っ た 角 速 度60 お よ び180 °

／secで は3 試 技 ず つ，　300 お よ び400 °／secで は4

試技 ずつ 行い， 各角 速度の ピー クの値 をピ ー クト

ルク とし た． また， 等速性 ピ ークト ル クの値 を体

重 で 除 し た も のを相 対 的 なト ルク と し て 算 出 し

た．各 角速 度間に は十分 な休息時 間を 設け た．

1 ．4　 筋生検

筋 生検 は， 被験者22 名 のう ち同 意 を得 ら れ

たRR 型4 名，RX 型9 名 お よ びXX 型2 名 の

計15 名の外側広筋に対 して行った． また，実施

の3 日前から激しい 運動 は避ける よ うに依頼 し

た． 施術当 日は，外側広筋 にリド カ インを用い

て局所麻酔を施し，皮膚 に小 切開を 加え，ニ ー

ドル（14　gauge，　Max　Core；　C．　R．　Bard，　Covington，

GA ，　USA）を挿入して筋5 ～15　mg　を3 回摘出し

た．筋摘出後，生化学的分析用はすぐ に液体窒素

で凍結し，組織化学的分析用はO ．C．T．Compound

（Sakura ，　USA）を用いて包埋した後液 体窒素で凍

結し，分析まで ，80℃で凍結保存した．
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1．5 （フアクチニン3 および2 タンパク質発

現量の評価

筋生検によって得られた筋サンプ ルを，　Kakigi

ら11）の方法を用いてホモジナイズし遠心分離し

た（12000 　xg，4t：，　15分）．その後ト ホモジネー

トバ ッフ ァ ーで沈殿 物 を数回洗 浄し た後，」 ％

Sodium　Dodecyl　Sulfate　（SDS ） バ ッ フ ァー（20

mM　HEPES ，　1％　SDS，　250　mM　NaCl） を 加 え て

溶解，遠心 分離し（15000xg ，4℃，5 分），上清

を 回収し たBCA　7g　Protein　Assay　Kit　（Thermo

Scientific　Inc．）を用いてタンパク質濃度を測定し

た．各サンプルのタンパク質量が等しくなるよう

にサンプルバッファー［125　mM　Tris－HCl　（pH 　6．8），

4％　SDS，　50％　Glycerol，　0．01％　Bromophenol－blue，

10％　2－Mercaptoethanol］を用いて調整し，その後，

全てのサンプルを95 ℃で5 分間加熱し，分析 ま

で －80℃で 凍結保存した．

10％　SDS　Poly－Acrylamide　Gel　Electrophoresis

（SDS －PAGE ）法を用いて，タンパク質を分離した

その後，　PVDF メンブレンに転写し，メンブレン

を0 ．1％　Tween－20を 含 むTris　buffered　saline　（20

mM　Tris，　137　mM　NaCl，　pH　7．4）　（T－TBS）で数回

洗 浄した．　5％　skim－nulk／T－TBS で1 時間ブロ ッ

キングを行っ た後，a アクチニン3 お よび2 夕

ンパク質に特異的に反応する一次抗体（Chan ら4）

か ら提 供） を5 ％　skim－milk／T－TBS で1：20000に

希釈し，室温で1 時間反応させた．T・TBS で数回

洗浄した後，　5％　skim－milk／T－TBS で1：10000に希

釈した二 次抗体（HRP －linked　anti－rabbit　lgG：　Cell

Signaling）で30 分間反応させた．化学発光試薬

（ECL　Prime：　GE　Healthcare）を用いてバンドを可

視化し，デジタル画像としてコンピューターに取

り込 んだ．各バンドのa アクチニ ン3 お よび2

タンパク質発現量は，RR 型に対する相対値とし

て表した．

1 ．6　 筋線維組成の決定

組織化 学的 分析用 に凍 結さ れたサ ンプ ルを，

－20t：の クリ オス タット （CM3050S ，　LEICA）で

厚さ10 μmの凍結切片を作 成したの ち，　ATPase 染

色を行った．

ATPase 染 色は， 筋切片 をpH4 ．6お よび4 ．3の

酸性前処理 液で7 分 間前 処理 をした後，XrP を

基質とした溶液（18　mM　CaG2 ，　4．9　mM　ATP，　100

mM　2 －　Amino－2－methyl－1　－propanol，　PH　9．4）　 で

室 温 に て45 分 間反応 させ た．90　mM　CaCl2　溶

液 で 洗 浄後，　2％CoC12 溶 液 に3 分 間浸 し，10

mM　Sodium　Barbital　溶液で数回洗浄した後，1％

ammonium　sulfide　溶液で45 秒間反応させた．

ATPase 染色の標本は，　Brooke とKaiserR の方

法に基づ き，濃色を示す線維をType　l，　淡色を示

す線維 をType　Ila，　中間色 を示す線維を 町pe　nb

として分類 した． 標本 は，顕微鏡 デジタルカメ

ラ（DP12 ，　OLYMPUS ）で画像を保存し，画像解

析ソフト（Scion　Image） を用いて筋線維組成 を

決定した．筋線維は，各被験者につ き少なくとも

200 本以上．数えた．

1．7　統計分析

全てのデータは，平均値 土標準偏差で表した

RR 型，RX 型およびXX 型 の筋力および100m

ベストタイムの比較には一元配置分散分析を用

い，RR 型およびRX 型のa アクチニン3 お よ

び2 タンパク質発現量と筋線維組成の比較には，

studentの対応のないt－testを用い たXX 型は被

験者数が少なかったため，生化学および組織化学

的分析項目の統計的な比較は行っていない．有意

水準はp ＜0．05とした．

2 ．結　果

2 パ　a アクチニン3 および2 タンパク質発

現量

a アクチニン3 および2 タンパ ク質発現量は，

デサントスポーツ科学Vol ．　35
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図I　ACTN3 遺伝子多型におけるa アクヂニン3 および2 タンパク質発現量

RR 型を1 ．0としたその相対値として表した （図

1）。a アクチニン3 タンパク質発現量は，RX 型

と比較しRR 型で有意に高い値 を示した（RR 型

vs　RX　型：1．00±0．06　vs　0，73士0．15，　p＜0．05）．　XX

型 においてはこのタンパ ク質の発現は見 られな

かっ た．一 方，［ アクチニン2 タンパク質発現

量は，RX 型がRR 型 と比較し有意に高い値を示

し た（RR 型vs　Rχ　型：1．00±0．02　vs　1．16土Oユ3，

p＜0．05）． なお，XX 型は被鵝 者数が2 人であっ

たため統計的な分析 を行えなかったが厂a アク

チニン2 タンパク質発現量は，3 つの多型の中で

最も高い値であった（1．50±0．05）．
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2 ．2　筋力発揮および100m ベストタイム

図2 は，等尺性および等速性ピークトルクの

絶対値および相対値を示した 等尺性筋力には多

型間で有意な差は見られなかった（RR 型vs　RX　型

vs　XX　型：287±47　vs　284±46　vs　234±30Nm ）．

加えて，角速度60，　180，　300および400 °／secに

おける等速性ピークトルクにおいても同様によ多

型間で有意な差は見られなかった／また，体重で

除した根対的なピークトルクにおいてもに多型間

で有意な差は見られなかった，　　　　ノ　ト

ト100m ベストタイムを表2 に示した，100m ベ

ストタイムは，RR 型が11 ．15±0．35秒卜RX 型が

10．98±0．38秒，XX 型が11 ．06±0．29秒であり多
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表2　 被験者の100m ペストタイム

、。x。7．3，1　　　　　　　　　　∧100m ベストタイム
遺伝子型

RX 型 （n＝10）

XX 型 （n＝4）

11．15士0．35

10．98±0．38

11．06±0．29

データは平均値 ±標準偏差で表した

型間に有意な差は見られなかった．

2 ．3　 筋線維組成　　　　　 卜卜

筋 線維 組成 はType　 ！　（RR 型：30．7±4．9，　RX

型：36．3±11 ．3，XX 型：28．9％），　Type　Ha　（RR 型：

36．6　±　6．3，　RX型：35．6±8．6，　XX型：45．8　％）お よ

びType　lib　（RR 型：32．7土7－7，　RX 型：28 ．1土6．9，

XX 型：25 ．4　％）の全てにおいて多型による違い

は見られなかった（表3 ）．

表3　 被験者の筋線維組成

遺伝子型　　　T 濡I　　T 椛jla　 町高jlb

RR 型（n＝4）　30．7±4．9　　　36．6±6．3　　32 ．7±7．7

RX 型（n＝9）　36 ．3±11．3　　35 ．6±8．6　　28．1±6．9

XX 型（n＝l）　28 ．9　　　　　45．8　　　　25 ．4

データは平均値 土標準偏差で表した

3 ．考　察

本研究は，男性短距離走者を対象として，匕卜

骨格筋におけるa アクチニン3 タンパク質発現

量の違いが筋力発揮特性に及ぼす影響について検

討することを且的として行った．その結果，a

アクチニン3 タンパク質発現量はRX 型と比較し

RR 型で有意に高い値を示したが，その発現量の

違いは膝伸展動作での筋力発揮特性に影響を及ぼ

さなかった．このことは，大学生競技者レベルの

男性短距離走者においてa アクチニン3 タンパ

ク質発現量の違いは，膝伸展動作時の筋力発揮特

性に影響を与えないことを示唆しているレ以下に

本研究で得られた結果について考察する．

本研究の被験者は，日常的にトレーニングを

行っている男性短距離走者であり，被験者の競技

レベルは大学生競技者レベルであった．また，卜

レ ーニングの内容は同等であった．

本研究の結果 から，a アクチニン3 タンパ ク

質発現量はRX 型と比較しRR 型で有 意に高い値

を示し，R アレルのホモあるいはヘテロ型の違い

がタンパク質発現量 に影響を与えるこ とが示唆さ

れた　 また，XX 型は先行研究17 ）とブ 致 し。l

アクチニン3 タンパク質の発現が観察 されなかっ

た．一方で，α アクチニ ン2 タンパ ク 質発現量

はXX 型RX 型，RR 型の順で高 く． 統計的 な

有意性は確 認できなかったがXX 型 の発現量 が

最 も高い値 を示 した　 また，RX 型はRR 型と比

較し有意に高い値を示し，RR 型と比べ 少ないa

アクチニ ン3 タンパク質の発現量を補 償している

ことが考えられる．したがって，遺伝 的な要因に

よってタンパク質の発現量に影響 を与 えている可

能性が考えられる．　　　　　　　　 卜

このことから，（1 アクチニン3 タ ンパ ク質発

現量に多型間で差が見られたため筋力 発揮特性に

何らかの違いが見られることが予想さ れたが，等

尺性および等速性筋力発揮においてRR 型 とRX

型間に違いは見られなかった，これまで，エリ ー

トレベ ルのスプリ ント・パワー系 アス リートはR

アレルを有する割合が高く6’7・14，1り1 ），R アレル

を有することで高い筋力発揮に有利に働 くと考え

られている．一方，活動的な一般男性 お よび女性

を対象 とした場合，　ACTN3 遺伝子多 型 と筋力発

揮，パワー発揮および筋線維組成とい った骨格筋

の特性に多型間で差がなかったことを報告してお

り9・15），非エリートレベルの集団にお いては，遺

伝的要因よりも環境的要因のほうが骨格筋の特性

に大きな影響 を与えていると考 えられる．また，

100m ベスト タイムにおいても多 型間 で違いが見

られなかったことからも，本研究で対象 とした大

学生競技者レベルで は同様のことが考 えられる．

これらのことから，　ACTN3 遺伝子多型は，エリー

トレベルの競技者と関係の深い有力な候補遺伝子

の一つであると考えられるが，一般人 を対象とし
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た場合は決定的な影響を与えない可能性がある．

したがって，遺伝的に調節されているタンパク質

の発現量においては多型間に違いが見られるもの

の，大学生競技者レベルのパフォーマンス決定に

は，後天的な環境的要因がより大きな影響を与え

ているのかもしれない／

ところで，筋力発揮やパフォーマンスの決定に

大きな影響を与える要因の一つに筋線維組成が挙

げられる．　TeschとKarlsson　20）は，速筋線維の

割合と等尺性最大筋力との間には正の相関関係が

見られることを示している．また，　Ivyら10）と

Gregor ら8）は，速筋線維の割合が高いグループ

は低いグループと比較し，速い角速度における筋

力発揮において有意に高いピークトルクを示し，

また角速度の増加に伴うピークトルクの低下率が

低いことを報告している．一方，筋線維組成に差

が見られない場合，発揮筋力に違いが見られない

ことも報告されている15） したがって，速筋線

維の割合が筋力発揮特性に大きな影響を与えてい

ると考えられる．このことから，本研究において

筋線維組成に多型間で有意な差が見られなかった

ことも筋力発揮特性に違いが見られなかった理由

の一つではないかと考えられる．

以上のことから，大学生競技者レベルの男性短

距離走者において，a アクチニン3 タンパク質

発現量の違いは膝伸展動作での筋力発揮特性に影

響を及ぼさないことが示唆された．今後の課題と

して，XX 型のサンプル数を増やして検討を行う

こと，エリートレベルの競技者を対象に，a ア

クチニン3 タンパク質発現量と筋力発揮特性との

関連性を検討していく必要があると考えられる．

4 ．結　論

大学生男性短距離走者において．　ACTN3 遺伝

子多型の違いはa アクチニン3 タンパク質発現

量に影響を及ぼすが，RR 型とRX 型間の発現量

の違いは膝伸展動作での筋力発揮特性に影響を及
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ぼさないことが示唆された．
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