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ABSTRACT

　Purpose: The purpose of the present study was to clarify gene expression profile 
associated with high-intensity intermittent training-induced improvements in anaerobic 
capacity. Methods: Eleven healthy young subjects （age 23±3 years） completed 
6-week of high-intensity intermittent training [6-7 sets of 20-s exercise at an intensity 
of about 170% of maximal oxygen uptake （・VO2max） with 10-s rest between each bout]. 
Before and after the intervention, we evaluated ・VO2max and maximal accumulated 
oxygen deficit （MAOD） as an index of anaerobic capacity, gene expression profile 
in the vastus lateralis by using microarray analysis. Results: After the training,  
・VO2max and MAOD increased significantly （P<0.05）． Of the 53,617 genes analyzed 
in the microarray analyses, 168 genes were significantly upregulated （fold change > 
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向上に貢献するのかを明らかにするため，今後の

検討が必要である．

　緒　言

　運動トレーニングの実施により骨格筋は，様々

な機能や形態の適応が生じる．骨格筋の適応は，

実施するトレーニングの強度，量，頻度，運動様

式によって異なることが知られている1, 2）．近年，

レジスタンストレーニングや持久性トレーニング

に対する骨格筋適応のメカニズムを明らかにする

ため，適応に関わる分子：遺伝子（mRNA） 3-5）

やタンパク質 6, 7）の同定が網羅的解析により検

討されている．その結果，種々のトレーニングに

よる骨格筋の機能・形態適応の分子メカニズムが

明らかになりつつある 2）．それぞれのトレーニン

グ効果の分子メカニズムが明らかになれば，科学

的根拠に基づくより効果的なトレーニング方法の

開発に貢献できることから，レジスタンストレー

ニングや持久性トレーニングだけでなく，それ以

外のトレーニングに関しても検討が必要であると

考えられる．

　現在まで，筋肥大をもたらすレジスタンスト

レーニングや最大酸素摂取量を向上させる持久性

トレーニングにおける骨格筋適応の分子メカニズ

ムを明らかにするため，マイクロアレイ法による

網羅的な遺伝子発現の検討や 2次元電気泳動法や

液体クロマトグラフィー質量分析法（LCMS）法

による網羅的なタンパク発現解析が報告されてき

た．一方，陸上競技の 400Mや 800M走など 30

　要　旨

　【目的】本研究の目的は，高強度・短時間・間

欠的運動トレーニングを実施した前後で骨格筋中

の遺伝子発現を網羅的に比較解析することによ

り，最大無酸素性エネルギー供給能の向上に関与

する分子メカニズムを明らかにすることである．

【方法】健常な若年男性 11 名（23 ± 3 歳）を対

象とし，6週間の高強度・短時間・間欠的運動（最

大酸素摂取量の 170%程度の強度で 20 秒間の自

転車エルゴメータ運動を 10 秒の休息を挟んで 6

～ 7回繰り返す運動）トレーニングを実施した．

介入前後に最大酸素摂取量，最大酸素借の測定お

よび安静時の筋生検を実施し，マイクロアレイ法

を用いて骨格筋中の遺伝子発現を網羅的に解析し

た．【結果】トレーニング介入後に最大酸素摂取

量は 9.2%，最大酸素借は 20.9%有意に増加した

（P<0.05）．トレーニング介入の前後の遺伝子発

現レベルを比較すると，168 個の遺伝子の発現が

1.2 倍以上有意に増加し，116 個の遺伝子の発現が 

0.8 倍以下に有意に減少した（P<0.05）．Pathway

解析の結果，有意に発現が増加しているシグナ

ル伝達経路は 30 種（Z-score>0，P<0.01），有意

に発現が低下しているシグナル伝達経路は 21 種

（Z-score>0，P<0.01）であった．【結論】本研究は，

高強度・短時間・間欠的運動トレーニングにより

発現が変化し，最大無酸素性エネルギー供給能の

向上に関与している可能性がある遺伝子を網羅的

に明らかにした．これらの遺伝子が最大酸素借の

1.2, P<0.05）， while 116 genes were significantly downregulated （fold change < 0.8, 
P<0.05） following the training. Pathway analysis revealed that 30 pathways were 
significantly upregulated, and that 21 pathways were significantly downregulated 
（Z-score>0，P<0.01）． Conclusion: This study provides a gene expression profile 
related to molecular mechanisms underlying training-induced improvements in 
anaerobic capacity.
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秒から 3分程度で疲労困憊に至るような運動で

は，最大無酸素性エネルギー供給能がパフォーマ

ンスに影響する 8）が，最大無酸素性エネルギー

供給能の骨格筋適応に関わる分子メカニズムはほ

とんど解明されていない．また，サッカーやバス

ケットボール等のスポーツで必要とされるスプリ

ント走を反復する能力にも最大無酸素性エネル

ギー供給能が関わることから，筋力や持久性能

力と同様に重要な能力であると考えられる 9）．最

大無酸素性エネルギー供給能とは，ATP-CP系と

解糖系による ATP再合成の最大値のことであり，

筋中の貯蔵 ATP量やクレアチンリン酸量，解糖

系の酵素活性，筋の緩衝能などにより規定される

と考えられている．この最大無酸素性エネルギー

供給能を向上させるトレーニングとして高強度・

短時間・間欠的運動（最大酸素摂取量の 170%程

度の強度で 20 秒間の自転車エルゴメータ運動を

10 秒の休息を挟んで 6～ 7 回繰り返す運動）ト

レーニングが報告されている 10）．高強度・短時

間・間欠的運動トレーニングは，3～ 4分と短時

間で終了する運動にもかかわらず，有酸素性エネ

ルギー供給機構と無酸素性エネルギー供給機構の

両方に最大の負荷をかけることができる運動であ

ることが示唆されており 11），効率的な運動トレー

ニングとして近年注目されている．これまでに，

高強度・短時間・間欠的運動トレーニングに対す

る骨格筋適応の分子メカニズムとして，動物研究

にて，ミトコンドリアの増加に関わる転写活性化

補助因子である peroxisome proliferator activated 

receptor γ coactivator-1α（PPARGC1A）のタン

パク発現が増加すること 12）やミトコンドリア量

の指標となるクエン酸合成酵素（CS）の活性が

増加すること 13），また糖代謝に関与する GLUT4

のタンパクが増加すること 13）などが報告されて

いる．しかしながら，ヒトの骨格筋において，こ

のトレーニングがどのような分子メカニズムに

より種々の適応を生じさせているのかは明らかと

なっていない．

　そこで本研究は，最大無酸素性エネルギー供給

能が向上することが明らかになっている高強度・

短時間・間欠的運動トレーニングを実施した前後

でヒトの骨格筋中の遺伝子発現を網羅的に比較解

析することによって，最大無酸素性エネルギー供

給能の向上に関与する分子メカニズムを明らかに

することを目的とした．

　1．研究方法

　1．1　被験者

　健常な若年男性 11 名を対象とした．被験者の

身体的特性を表 1に示した．被験者の中にスポー

ツ競技者，および慢性疾患を有する者は含まれて

いなかった．本研究は，立命館大学の倫理審査委

員会の承諾を受け，ヘルシンキ宣言の精神に則り

行われた．全ての被験者に，研究の目的および測

定方法の説明をした後，実験参加の承諾を得て測

定を実施した．

　1．2　実験手順

　被験者は，トレーニングの介入に先立ち，筋生

検，身体組成の測定，および各種体力指標の測定

を実施した．また，6週間のトレーニング介入終

了後に，同様の項目の測定を実施した．

　

　1．3　体組成の測定

　全身の体脂肪率，全身の骨格筋量，および左脚，

右脚の骨格筋量は InBody770（バイオスペース社

製）を用いて測定した．

表 1　被験者の特性

 介入前 介入後
年齢（歳） 23 ±3 -
身長（cm） 173.7 ±7.2 -
体重（kg） 67.1 ±7.1 67.7 ±6.8
体脂肪率（%） 15.0 ±1.7 15.6 ±2.5
全身骨格筋量（kg） 32.4 ±3.3 32.3 ±3.2
右脚骨格筋量（kg） 9.0 ±1.0 9.0 ±1.0
左脚骨格筋量（kg） 9.0 ±1.1 9.0 ±1.0
最大酸素摂取量（ml/kg/min） 48.2 ±6.1 52.4 ±4.6*
平均値 ± 標準偏差，*：P < 0.01 vs. 介入前
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　1．4　筋生検

　筋生検は，トレーニング開始前および終了 48

時間以降の早朝安静空腹時に外側広筋に対して実

施した．キシロカインを用いて外側広筋に局所

麻酔を施し，皮膚に小切開を加えたのち，ニー

ドル（バードモノプティ・マックスコア［14G×

100mm］）を挿入して筋を摘出した．摘出した筋

はすぐに液体窒素で凍結し，分析まで -80℃で凍

結保存した．

　

　1．5　最大酸素摂取量の測定

　最大酸素摂取量は間欠的多段階漸増負荷法によ

り測定した．まずは，各被験者において最大下の

自転車エルゴメータ運動における運動強度（watt）

と酸素摂取量（L・min-1）の関係を明らかにする

ため，一定強度の運動を 10 分間，強度を変えて

5～ 7回実施した．各運動強度の運動終了前 2分

間，もしくは 1分間の呼気ガスを採取し，ダグラ

スバッグ法により酸素摂取量を測定し，運動強度

と酸素摂取量の一次回帰直線を求めた． 

　次に，最大酸素摂取量を測定するため，ウォー

ミングアップとして最大酸素摂取量の 70 ～ 80%

に相当すると考えられる強度で 2分間の運動を

行ったのち，そのまま続けて約 2～ 4分間続けら

れる強度の運動（最大酸素摂取量の 120 ～ 130%

の強度）を疲労困憊に至るまで行い，運動終了

前 1～ 2分間の酸素摂取量を 30 秒毎に測定した．

この運動を，強度を変えて 2～ 3回行い，最大下

の運動強度と酸素摂取量の一次回帰直線から，最

大酸素摂取量の測定の運動で得られた酸素摂取量

がレベリングオフする点を確認し，それを最大

酸素摂取量（L・min-1 あるいは体重あたり ml・

kg-1・min-1）とした 8, 14）．以上の測定は数日間に

分けて行われた．本研究において酸素摂取量は全

てダグラスバッグ法により測定し，採取した呼気

ガスは O2 および CO2 濃度を生体ガス分析用質量

分析装置（ARCO-2000 シリーズ，アルコシステ

ム社製）で分析し，呼気ガス量は乾式ガスメーター

（DC-2，株式会社品川製作所社製）で定量した．

　

　1．6　最大酸素借の測定

　最大無酸素性エネルギー供給能の指標として最

大酸素借を測定した．最大酸素摂取量の 50%の

強度で 10 分間のウォーミングアップを行い，10

分間休憩したのち，2～ 3分で疲労困憊にいたる

ような強度（最大酸素摂取量の 120 ～ 140%程度）

で運動を行った．疲労困憊の目安は，被験者がペ

ダルの回転数を 90 回転／分に維持できなくなり，

85 回転／分以下に低下した時とした．この運動

中，運動開始から疲労困憊に至るまでの全呼気を

ダグラスバッグ法により 30 秒毎に採取し，総酸

素摂取量を測定した．また，最大下強度における

運動強度と酸素摂取量の一次回帰直線から，外挿

法により運動時の酸素需要量を推定し，その酸素

需要量に実際の運動時間をかけて，疲労困憊に至

る運動の総酸素需要量を算出した．この総酸素需

要量から実際の総酸素摂取量を引いて総酸素借を

求め，これを最大酸素借とした 8, 15）．

　

　1．7 トレーニング介入

　高強度・短時間・間欠的運動トレーニングには，

自転車エルゴメータ（828E:Monark社製）を使用

した．自転車エルゴメータのペダルの回転数を

90 回転／分に設定し，最大酸素摂取量の 170%

程度の強度で 20 秒間の自転車運動を 10 秒間の

休息を挟んで 6～ 7セットを 1回とし 10），1日 1

回，週 4回，6週間実施した．ペダルの回転数を

90 回転／分に保てなくなり，85 回転／分を下回っ

た時点で運動を終了させ，8セット目まで運動を

実施できた場合に，次回から 11 wattずつ負荷を

増加させた．

　1．8 マイクロアレイ解析

　マイクロアレイ解析には，Affymetrix社製の
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GeneChipⓇ Human Gene 2.0 ST Arrayを用いた．

解析に用いるトータル RNAは，凍結保存した骨

格筋サンプルから RNeasy Micro Kit （QIAGEN社

製）を用いて精製した．トータル RNAの品質

チェックには Agilent 2100 Bioanalyzer （Agilent社

製）を用いた．その後のサンプル調整，ハイブリ

ダイゼーション，アレイの染色および洗浄，スキャ

ニングは全て Affymetrix社のプロトコルに従っ

て実施した．

　

　1．9　統計解析

　データは平均値±標準偏差で示した．統計

解析は Student's t-testを用いて行い，P<0.05 を

有意とした．マイクロアレイデータの解析には，

Filgen社製のMicroarray Data Analysis Tool Ver3.2

を用いた．

　2．研究結果

　2．1　トレーニング介入前後における体組成 

　　　　 および体力指標の変化

　6週間のトレーニング介入前後における被験者

の特性を表 1に示した．体重，全身の体脂肪率，

全身の骨格筋量，左右の脚の骨格筋量はトレーニ

ング介入前後において有意な変化は認められな

かった（P>0.05，表 1）．一方，最大酸素摂取量

はトレーニング介入前と比較して，介入後に 9.2±

7.1%有意に増加していた（48.2±6.1 vs. 52.4±

4.6 ml/kg/min，P<0.01，表 1）．さらに，最大酸

素借はトレーニング介入前と比較して，介入後に

20.9±15.8%有意に増加していた（53.8±10.0 vs. 

64.2±11.0 ml/kg，P<0.01，図 1）．

　

　2．2　マイクロアレイ解析

　Affymetrix社製の GeneChipⓇ Human Gene 2.0 

ST Arrayにより，骨格筋サンプルにおいて合計

53,617 個の転写産物の発現が確認された．本研究

のマイクロアレイによる遺伝子発現解析の信頼性

を確認するため，先行研究で高強度・短時間・間

欠的運動トレーニングにより発現増加が報告さ

れている遺伝子の発現変化を確認した結果，ト

レーニング介入前後で CSの発現は 9%（P<0.05），

GLUT4 の発現は 7%（P=0.37），PPARGC1A の

発現は 22%（P<0.01）増加していた．

　トレーニング介入の前後の遺伝子発現レベルを

比較すると，1.2 倍以上有意に発現が増加したの

は 168 個であった（P<0.05）．そのうち，タンパ

ク質として翻訳される遺伝子は 108 個であった．

一方，介入の前後で 0.8 倍以下に発現が減少した

遺伝子は 116 個であり（P<0.05），そのうち，タ

ンパク質として翻訳される遺伝子は 77 個であっ

た．これらの有意に発現変動した遺伝子について，

どのようなシグナル伝達経路と関連がある遺伝子

が多いのかを明らかにするために Pathway解析

を実施した結果，有意に発現が増加しているシグ

ナル伝達経路は 30 種（Z-score>0，P<0.01，表 2），

有意に発現が低下しているシグナル伝達経路は

21 種（Z-score>0，P<0.01，表 3）であった．

図1　トレーニング介入前後における最大酸素借の変化
平均値±標準偏差 ,*:P < 0.01 vs. 介入前
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表 2　有意に発現が増加した Pathway

Pathway Name  Changed Genes  Total Genes Z score  P value 
ECM-receptor interaction 8 84 9.772 1.77E-07
Extracellular matrix organization 8 92 9.267 3.38E-07
Collagen biosynthesis and modifying enzymes 7 64 9.894 4.65E-07
Collagen formation 7 64 9.894 4.65E-07
NCAM1 interactions 6 43 10.498 8.89E-07
Focal adhesion 10 197 7.429 1.16E-06
PI3K-Akt signaling pathway 12 325 6.53 2.23E-06
Protein digestion and absorption 7 84 8.455 2.54E-06
Gluconeogenesis 5 30 10.562 3.53E-06
Glucose metabolism 6 59 8.788 4.83E-06
NCAM signaling for neurite out-growth 6 69 8.026 1.12E-05
Amoebiasis 7 107 7.305 1.15E-05
Signaling by PDGF 8 178 6.125 3.52E-05
Glycolysis, core module involving three-carbon compounds  3 10 11.188 8.35E-05
Gluconeogenesis, oxaloacetate → fructose-6P 3 16 8.72 0.000275
Developmental Biology 10 413 4.244 0.000528
Glycolysis (Embden-Meyerhof pathway), glucose → pyruvate  3 21 7.52 0.00056
Glycolysis 3 24 6.983 0.000798
Neurophilin interactions with VEGF and VEGFR 2 5 10.61 0.000951
aspartate degradation II  2 5 10.61 0.000951
Glycolysis / Gluconeogenesis 4 61 5.53 0.000989
Axon guidance 8 320 3.906 0.001656
Signaling by VEGF 2 9 7.797 0.002446
VEGF ligand-receptor interactions  2 9 7.797 0.002446
Small cell lung cancer  4 83 4.54 0.002908
Integrin cell surface interactions 4 84 4.503 0.003031
Metabolism of carbohydrates 6 229 3.523 0.005233
Pyruvate metabolism 3 51 4.475 0.005935
Arginine and proline metabolism 3 54 4.315 0.0069
Signaling events mediated by VEGFR1 and VEGFR2  3 61 3.985 0.0095

表 3　有意に発現が低下した Pathway

Pathway Name  Changed Genes  Total Genes Z score  P value 
Ethanol oxidation 3 10 13.102 3.34E-05
ethanol degradation II 2 5 12.406 0.000518
Arf6 signaling events 3 33 6.926 0.000769
EGFR interacts with phospholipase C-gamma 3 33 6.926 0.000769
PLCG1 events in ERBB2 signaling 3 34 6.811 0.000834
EGFR-dependent Endothelin signaling events 2 8 9.732 0.001099
serotonin degradation 2 8 9.732 0.001099
Fatty acid metabolism 3 42 6.04 0.00148
Valine, leucine and isoleucine degradation 3 43 5.958 0.001578
noradrenaline and adrenaline degradation 2 10 8.659 0.001602
ErbB receptor signaling network 2 13 7.535 0.002524
GRB2 events in EGFR signaling 2 14 7.242 0.002875
SHC1 events in EGFR signaling 2 15 6.978 0.003248
Glycolysis / Gluconeogenesis 3 61 4.838 0.004065
Phase 1 - Functionalization of compounds 3 65 4.651 0.004822
Signaling by constitutively active EGFR 2 19 6.134 0.004951
GRB2 events in ERBB2 signaling 2 23 5.516 0.006983
Nicotinate and nicotinamide metabolism 2 23 5.516 0.006983
EGF receptor (ErbB1) signaling pathway 2 25 5.262 0.008118
SHC1 events in ERBB2 signaling 2 25 5.262 0.008118
EGFR downregulation 2 26 5.146 0.008714
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　3．考　察

　本研究において，健常な若年男性において，週

4回 6週間の高強度・短時間・間欠的運動トレー

ニングを実施した結果，トレーニング介入後に最

大無酸素性エネルギー供給能の指標である最大酸

素借および最大酸素摂取量が有意に増加した．そ

の増加率は，それぞれ 20.9%と 9.2%であり，同

様のトレーニングを 6週間実施した先行研究と同

程度の増加率であった 10, 16）．また，トレーニン

グ介入前後において外側広筋中の遺伝子発現を網

羅的に解析した結果，トレーニング後に 108 個の

遺伝子発現が 1.2 倍以上に有意に増加し，77 個の

遺伝子発現が 0.8 倍以下に有意に低下していた．

したがって，これらの遺伝子発現の変化によって

もたらされるタンパク発現の変化が，最大酸素借

および最大酸素摂取量の増加に貢献している可能

性が考えられる．

　動物を対象とした先行研究において，高強度・

短時間・間欠的運動は，骨格筋中の PPARGC1A

タンパクの発現を増加させ 12），CS活性を増大さ

せる 13）ことが報告されている．本研究のマイク

ロアレイ解析においても，これらの遺伝子発現レ

ベルがトレーニング介入後に有意に増加していた

ことから，トレーニングにより骨格筋中のミトコ

ンドリア量が増大し，そのことが最大酸素摂取量

の向上に貢献していたと考えられる．

　最大酸素借を増加させる主な要因として，乳酸

産生速度の増加とそれを可能にする筋の緩衝能の

向上があげられる．本研究において，トレーニン

グ介入により 1.2 倍以上発現が有意に増加した転

写産物の Pathway解析の結果，解糖系経路の遺伝

子発現が有意に増加していることが明らかとなっ

た（表 2）．遺伝子レベルでは，解糖系における

ホスホグリセリン酸キナーゼ（PKG1），ホスホ

グリセリン酸ムターゼ（PGAM2），ピルビン酸キ

ナーゼ（PKM）の mRNAの発現が 1.2 倍以上有

意に増加していた．解糖系の律速酵素であるホス

ホフルクトキナーゼ（PFK）の発現も 19.6%有意

に増加しており，これらの解糖系酵素の発現増加

が乳酸産生速度の増加に関与している可能性があ

る．また，発現が有意に増加した遺伝子の中にカ

ルノシン合成酵素（CARNS1）が含まれていた．

骨格筋中のカルノシン濃度は筋緩衝能と関連する

ことから 17, 18），カルノシン合成酵素の発現増加

が筋緩衝能の向上に貢献している可能性が考えら

れる．

　また，トレーニング介入により有意に発現が低

下した遺伝子の中にはミオスタチン（MSTN）が

存在した．ミオスタチンは筋肥大を抑制する作用

を有することから，ミオスタチンの発現低下は筋

肥大に関与する 19）．先行研究において，骨格筋

量の増加は最大酸素借の増大に貢献することが報

告されている 16）．今回 InBodyの測定において脚

全体の筋量変化は認められなかったが，自転車運

動は主働筋が大腿四頭筋であることから 20），今

後大腿四頭筋の筋量について詳細に検討する必要

がある．本研究において，高強度・短時間・間欠

的運動トレーニングにより有意に発現が上昇した

遺伝子 108 個について，先行研究における持久性

トレーニング3, 21）やレジスタンストレーニング5）

によっても発現が上昇する遺伝子は 108 個中 17

個であり PI3K-Aktシグナル経路と関連がある遺

伝子や血管新生に関わる遺伝子が含まれていた．

一方，高強度・間欠的運動トレーニングにおいて

のみ発現が上昇する遺伝子は108個中76個であっ

た．これらの先行研究は，本研究とトレーニング

介入の期間や対象者の年齢，遺伝子抽出の基準が

異なるため更なる検討が必要であるが，本研究ト

レーニングにより発現が上昇した遺伝子の多くは

高強度・短時間・間欠的運動トレーニングに特異

的に反応し発現が変化する遺伝子である可能性が

考えられる．
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　4．結　論

　本研究は，健常な若年男性において，6週間の

高強度・短時間・間欠的運動トレーニング介入に

より骨格筋で発現が変化する遺伝子を網羅的に明

らかにした．これらの遺伝子は最大無酸素性エネ

ルギー供給能の向上に関与している可能性がある

候補遺伝子である．これらの遺伝子が最大酸素借

の向上に貢献するのかを明らかにするため，今後

の検討が必要である．
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