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ABSTRACT

　Resistance exercise volume is known as an important factor to stimulate muscle 
protein synthesis （MPS） and the mechanistic target of rapamycin complex 1 
（mTORC1） signaling is considered to be involved in the mechanisms. However, the 
effects of relatively high-volume resistance exercise on mTORC1 signaling and MPS 
remain unclear. Thus, the purpose of this study was to investigate the relationship 
between resistance exercise volume and MPS using animal model of resistance 
exercise. Male Sprague-Dawley rats aged 11 weeks were subjected to resistance 
exercise, and gastrocnemius samples were obtained 6 h after performing 1, 3, 5, 10, or 
20 sets of resistance exercise. Significant increase in p70S6K phosphorylation, a marker 
of mTORC1 activity, after resistance exercise was observed in all of exercise conditions 
tested, and the phosphorylation degree gradually increased with increasing number of 
resistance exercise sets. On the other hand, although resistance exercise increased MPS 
gradually with increasing sets of resistance exercise, the increase in MPS reached a 
plateau after 5 sets of resistance exercise, and no further increase in MPS was observed 
in response to additional resistance exercise sets. Therefore, the increase in MPS 
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ることが報告されているが，MPSに比べると少

なく，MPSがMPBを上回る 1）．したがって，レ

ジスタンス運動を日常生活にプラスして定期的に

実施すると，次第に筋タンパク質の蓄積が起こり，

骨格筋量が増加する．

　レジスタンス運動によってMPSを増加させる

ためには，運動量（発揮張力×収縮回数もしく

は収縮時間）が重要な変数であることがわかって

いる 2, 3）．例えば，レジスタンス運動を 1セット

実施するよりも 3セット実施するほうがMPSの

増加が大きい 2）．しかし，それよりもさらに運動

量を増やしていくとMPSがどのように変化して

いくのかは知られていない．

　レジスタンス運動によるMPSの増加は，タン

パク質キナーゼ mechanistic target of rapamycin

（mTOR）を中心としたタンパク質複合体 mTOR 

complex 1（mTORC1）の活性化を介して生じる

ことが知られている 4）．先行研究において，レ

ジスタンス運動を実施したときの mTORC1 活性

マーカーである p70S6Kのリン酸化もMPS同様

に運動量依存的（1 セット＜ 3 セット＜ 5 セッ

ト）であることが報告されている 2, 5）．したがっ

て，運動量の増加に伴うMPSの増加は mTORC1

の活性化を介していると考えられるが，MPSと

同様により運動量の多いレジスタンス運動を実施

したときにどのように変化するかは知られていな

い．

　運動，特に持久性運動のようなタイプの筋収縮

は mTORC1 を抑制する regulated in development 

and DNA damage responses 1（REDD1）や AMP-

activated protein kinase（AMPK）を増加させるこ

とが知られている 6, 7）．したがって，mTORC1 の

活性化とMPSの増加は運動量の増加に伴って次

　要　旨

　レジスタンス運動において，運動量は筋タンパ

ク質合成（MPS）を増加させるための重要な変

数であることが知られている．また，MPSの増

加は主にmechanistic target of rapamycin complex 1 

（mTORC1）シグナルの活性化を介していると考

えられている．しかし，運動量を過剰に増加させ

たときの mTORC1 の活性化やMPSの増加に関

しては知られていない．本研究では，動物レジス

タンス運動モデルを用いて運動量と mTORC1 活

性化，MPS増加の関係性について検討した．若

齢 Sprague-Dawley系雄ラットに対して電気刺激

による最大等尺性収縮 10 回を 1，3，5，10 もし

くは 20 セット実施し，6時間後に腓腹筋を採取

した．mTORC1 活性マーカーである p70S6Kの

リン酸化はセット数の増加とともに亢進したが，

MPSの増加は 5セットで頭打ちになり，10，20

セット行ってもさらに増加することはなかった．

以上から，運動量の増加に伴って，mTORC1 シ

グナルとは無関係にMPSは頭打ちになると考え

られる．

　緒　言

　骨格筋量は筋タンパク質の合成（MPS）と分

解（MPB）のバランスによって決定される．通常，

我々のMPSとMPBのバランスは一日の中で食

後のMPS過多と空腹時のMPB過多を繰り返し

ダイナミックに変動するが，一日全体でみると両

者のバランスがとれているため，骨格筋量は通常

の生活を送っている限りほとんど変化しない．一

方，レジスタンス運動はMPSを 24－48 時間に

わたって増加させる 1）．この時，MPBも増加す

with increasing resistance exercise volume may be saturated independent of p70S6K 
phosphorylation.
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第に停滞し，その後は低下する可能性が考えられ

る．そこで本研究では，運動量の増加が mTOR

シグナルとMPSに及ぼす影響について明らかに

し，至適な運動量条件について探索することを目

的とした．

　1．実験方法

　1．1　実験動物

　11週齢のSprague-Dawley系雄ラットを用いた．

ラットは 22-24℃に保たれた飼育室において 12時

間ごとの明暗サイクル環境下で個別に飼育した．

飲料水および実験動物用固形飼料（CE-2，日本

クレア）は自由摂食とした．本実験は名古屋工業

大学が定める動物実験規定に従い，名古屋工業大

学動物実験委員会の審査・承認を経て実施した．

　

　1．2　筋収縮方法

　12 時間の一晩絶食後，イソフルランによる吸

入麻酔下にて各ラットの下腿部を毛剃りし，アル

コール綿で拭いた．その後，ラットは俯せの状態

にて右足をフットプレートに足関節角度 90°で

固定した．筋収縮は，表面電極（ビトロード V，

日本光電）を用いてラット腓腹筋を経皮的に電気

刺激することで誘発した．表面電極は 10 mm×

5 mmにカットし，電気刺激装置（SEN-3401，日

本光電）とアイソレータ（SS104J，日本光電）に

接続した．電気刺激による筋収縮 3秒 10 回（収

縮間 7秒）を 1セットとし，1，3，5，10 もしく

は 20 セット行った（セット間 3分，各 n=4）．電

気刺激は 100 Hzにて行い，電圧は最大筋収縮ト

ルクが発揮されるように調節した．右脚腓腹筋を

電気刺激し，左脚腓腹筋をコントロールとした．

5セットを用いたプロトコルによって mTORC1

の活性化，MPSの増加，さらに長期効果として

筋肥大を観察した 4）．

　

　1．3　ウェスタンブロッティング

　凍結筋サンプルを，ビーズ破砕機（μT-12，

TAITEC）を用いてパウダー化した．パウダー

化した筋サンプルは，低温のホモジナイズバッ

ファー（20 mM Tris-HCl （pH 7.5）， 1% NP40, 1% 

sodium deoxycholate, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 

150 mM NaCl, and HaltTM protease and phosphatase 

inhibitor cocktail [Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA]）を用いて氷上でホモジナイズし

た．遠心分離（10,000×g ，10 分，4℃）後に上

清を回収し，タンパク質濃度を測定した．その後

サンプルバッファー（Cell Signaling Technology）

と混合した後，95℃で 5 分間加熱した．5-20% 

gradient SDS-PAGE gelを用いてタンパク質を

電気泳動によって分離し，PVDFメンブレンに

転写した．転写後は室温で RAPIDBLOCKTM 

SOLUTION （AMRESCO）を用いて 5 分 間 ブ

ロッキングした後，一次抗体（phospho-Akt 

Ser473, phospho-p70S6K Thr389, phosphor-4E-BP1 

Thr37/46, phosphor-AMPK Thr172, REDD1）を 4℃

で一晩反応させた．その後，室温で 2次抗体を 1

時間反応させ，化学発光試薬を用いて目的タンパ

ク質を検出した．

　

　1．4　筋タンパク質合成

　SUnSET法を用いて筋タンパク質合成の測定

を行った 8）．筋サンプル採取の 15 分前に 0.04 μ

mol puromycin/g body wtを腹腔内に投与した．

採取後はホモジナイズした後に遠心分離（2,000×

g，3分，4℃）し，上清を回収した．その後は抗

ピューロマイシン抗体を用いてウェスタンブロッ

ティングと同様の手順を実施した．

　

　1．5　統計解析

　条件間の差は Benjamini-Hochberg法を用いた

多重比較検定を行った．データは平均値±標準

誤差で示し，統計的有意水準は 5%未満とした．
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　2．結　果

　2．1　筋タンパク質合成

　すべての条件で筋収縮によって筋タンパク質合

成（MPS）が増加した．その増加の程度は 5セッ

トまでは増加したが，5 セット，10 セット，20

セット後のMPSの増加において違いは観察され

なかった（図 1）．

　

　2．2　mTOR シグナル

　mTORC1 の下流にある p70S6Kのリン酸化は

すべてのセット条件で増加した．さらに，その増

加の程度はセットの増加とともに増加した（図

2）．一方，p70S6Kと同様に mTORC1 の下流に

ある 4E-BP1 のリン酸化は，1セットと 3セット

条件では増加せず，5セット，10 セット，20 セッ

ト条件で増加した．ただし，5セット，10 セット，

20 セット後の増加において条件間での違いは観

察されなかった（図 3）．

　

　2．3　mTOR シグナル抑制因子

　AMPKのリン酸化はすべての条件でレジスタ

ンス運動によって変化しなかった（図 4）．一方，

REDD1 は 1 セット条件以外で増加し，さらにそ

の程度は3セット条件に比べ5セット，10セット，

20 セット条件で大きかった．しかし，5セット，

10 セット，20 セット後の変化において条件間で

違いは観察されなかった（図 5）．

図1　セット数の増加に伴う
筋タンパク質合成（MPS）の変化

アルファベットの違いは筋収縮によるMPSの増加が条件間で異
なることを意味する
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図3　セット数の増加に伴うリン酸化4E-BP1の変化
アルファベットの違いは筋収縮によるリン酸化4E-BP1の増加が
条件間で異なることを意味する
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図2　セット数の増加に伴うリン酸化p70S6Kの変化
アルファベットの違いは筋収縮によるリン酸化p70S6Kの増加
が条件間で異なることを意味する
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図4　セット数の増加に伴うリン酸化AMPKの変化
アルファベットの違いは筋収縮によるリン酸化AMPKの増加が
条件間で異なることを意味する
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　3．考　察

　レジスタンス運動を実施する際，運動量（発揮

張力×収縮回数もしくは収縮時間）は mTORC1

の活性化やMPS増加において重要な変数である

ことが知られている 2, 3, 5）．ラットのレジスタン

ス運動モデルを用いた本研究においても，運動量

の増加に伴い mTORの活性化とMPS増加が大き

く観察され，先行研究と一致していた．一方，こ

れまで未検討であった，さらに運動量を増加させ

た場合，mTORC1 の活性マーカーである p70S6K

のリン酸化はさらに増加したが，MPSの増加は

頭打ちになった．

　p70S6Kのリン酸化は mTORC1 活性の主要な

マーカーであり，レジスタンス運動によって増加

することが数多く報告されている 2-5）．先行研究

においては p70S6Kのリン酸化とMPSや筋肥大

において有意な相関関係が認められたことが数

多く報告されている 2, 9）．レジスタンス運動を 3

セット行った場合に p70S6Kのリン酸化やMPS

の増加が 1セットよりも大きく観察されたこと

も報告されている 2）．しかし，本研究において

も 5セットまでは p70S6Kのリン酸化とMPSが

セット数の増加とともに増加したものの，10，20

セットと運動量を増やした際，5セットと比べて

p70S6Kリン酸化の増加は観察されたが，MPSの

増加は観察されなかった．したがって，運動量の

多いレジスタンス運動を実施した場合，必ずしも

p70S6Kのリン酸化の亢進がMPSの増加には結

びつくわけではないと考えられる．現時点でその

メカニズムは不明であるが，最近はレジスタンス

運動によるMPSの増加が p70S6Kのリン酸化と

は独立して生じることが複数報告されている 4, 10, 

11）．以上から，レジスタンス運動によるMPSの

増加は運動量の増加に伴って増加するものの，途

中で頭打ちになり，レジスタンス運動の効果の獲

得効率が低下すると考えられる．また，そのメカ

ニズムは p70S6Kのリン酸化とは独立したメカニ

ズムであると考えられる．

　本研究では，mTORC1 の活性マーカーとして

p70S6Kのリン酸化だけでなく，4E-BP1 のリン

酸化の測定を行った．ともに mTORC1 によって

リン酸化される因子ではあるが，結果として運動

量の増加に対する応答は異なるものであった．す

なわち p70S6Kのリン酸化は運動量の増加に伴っ

て 20 セットまで増加したものの，4E-BP1 のリン

酸化の増加は 5-10 セットで頭打ちになり，MPS

の変化と類似したものであった．p70S6Kと 4E-

BP1 のリン酸化反応が異なるメカニズムの詳細は

不明だが，mTORC1 阻害剤であるラパマイシン

に対する感受性の違い 12）や筋収縮に対する応答

性の違いが報告されており 13），本研究の結果も

両者は mTORC1 に異なる制御を受けているとい

う先行研究の結果を支持するものであった．今後

は両者の不一致やMPSとの関係性を詳細に検討

していく必要がある．

　先行研究において，REDD1 の 発現量は

p70S6Kのリン酸化レベルに影響を及ぼすこと

が報告されている 14）．具体的には，筋収縮によ

る p70S6Kリン酸化の増加に影響を及ぼすので

はなく，REDD1 欠損によって安静時の p70S6K

リン酸化レベルが亢進したことが報告されてい

図5　セット数の増加に伴うREDD1の変化
アルファベットの違いは筋収縮によるREDD1の増加が条件間
で異なることを意味する
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る．本研究においては，複数セットのレジスタ

ンス運動によって REDD1 の発現量が増加したも

のの，p70S6Kのリン酸化はセット数の増加とと

もに増加し続けた．したがって，レジスタンス

運動による REDD1 増加のレジスタンス運動によ

る p70S6Kリン酸化調節における役割は，非常

に小さい可能性が考えられる．一方，本研究で

は mTORC1 の抑制因子として AMPKの検討も

行った．しかし，AMPKのリン酸化に関して条

件間で有意な違いは観察されなかった．これは，

AMPKのリン酸化のピークは運動直後であり 7），

本研究における 6時間後では安静時に戻っていた

ためであろうと考えられる．この点は今後の研究

課題としたいが，いずれにしても p70S6Kのリン

酸化はセット数の増加とともに増加し続けたた

め，mTORC1 を介した p70S6Kのリン酸化に対

する AMPKの影響は非常に限られたものである

可能性が考えられる．

　本研究では，レジスタンス運動 6時間後の骨格

筋について解析を行った．これは，我々が用いた

モデルでのMPSのピークが 6時間後であるから

である 4）．しかし，MPSはレジスタンス運動に

よって運動中に低下し，運動終了後から増加しは

じめ，24-48 時間程度安静時を上回った状態が持

続する 1, 4, 13）．したがって，今後はレジスタンス

運動直後や 24 時間後など，異なる時間帯での観

察がより厳密にレジスタンス運動の効果を判定す

る上で必要になってくる．さらに，MPSだけで

なく，MPBの変化を考慮することでより至適な

レジスタンス運動の条件について明らかにするこ

とができると考えられる．

　本研究は実験動物を対象としたものであるた

め，単純にセット数をヒトに置き換えて考えるこ

とは難しい．しかしながら，ヒトにおいても本研

究において観察された運動量の増加に伴うMPS

の頭打ち現象は存在すると考えらえられる．ヒト

において過度なセット数の実験を実施することは

困難であるが，本研究で観察されたMPSの頭打

ち現象のメカニズムを解明し，ヒトにおいても至

適な条件について検討することができれば，レジ

スタンス運動の効果を最適化していく手法の開発

が進んでいくと考えられる．

　4．結　論

　レジスタンス運動の運動量を増加させると，

mTORC1 の主要な活性マーカーである p70S6K

のリン酸化は亢進し続けるものの，MPSの増加

は頭打ちになり，レジスタンス運動効果の獲得効

率が減少することが示唆された．今後はより多く

の時間帯での観察や，MPSが停滞したメカニズ

ムの解明が必要である．
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