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スポーツ適性という立場からの骨格筋に

関する基礎的研究
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一般人のパフォーマンステストの成績による筋線維組成推定

法
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スポーツでよい成績をあげるためには，技術，　　　 本年度は研究テーマの1 つとして，バイオプシ

体力のいろいろな部面にわたって適性を有してい　　　ー（筋生検）を行わないで，ランニングなどのパ

ることが不可欠であるか，いかにして各種目に適　　 フォーマンステストから筋線維組成を推定するこ

した人材を発掘し，これを育てて行くかはわが国　　 とができるかどうかを一般人を対象として検討し

のスポーツ界にとっても重要な課題で あ る．近　　 た．さらに筋線維タイプの生理学的，生化学的な

年，筋線維麸成一もこれら適性を知るための有力なし　　新しい椢点からの検討，低圧環境とトレーニング

因子の1 つ になりつつある．しかし，基礎的な研　　 などに関する検討を試みた．これらの研究テーマ

究の不足のた めに，十分スポーツの現場で実用的　　　に関する報告を通じて，スポーツ適性の開発およ

に役立つレベルにはいたっていない．　　　　　　　 ぴ，トレーニングという面で，スポーツ界や学校



における教育の場において，やがて重要性が理解

され，利用されることを願うものである．本報告
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は そ の内容が多 岐に わた る ので ，各 分 担研究 者 の

成 果を それぞ れ報告 した ．

一般人のパフォーマンステストの成績による筋線維組成推定法

筑波大学
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田
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Estimation　of　Muscle　Fiber　Composition　Using　Performance

Test　in　Untrained　Men

by

Shigeru　Katsuta　and　Shin－ya　Kuno

び㎡叱ぷ印 が‘Tsukuba ，　InstituteがHealth 　and　Spり心Sciences

コ　　ABSTRACT

This　study　was　undertaken　to　investigate　whether　or　not　仙er　composition

（％ 　area　FT）　of　M．　vastus　lateralis　from　untrained　men　could　be　estimated

from　the　results　of　performance　test，　in　which　they　performed　a　50m

dash　and　a　12min　running．　As　a　result，　there　was　a　significanct　positive

correlation　between　％　area　FT　in　the　M：．　vastus　lateralis　and　50m　dash

velosity／l2min　running　mean　velosity　ratio　（r＝0 ．763，p＜0 ．05）。

Thus ，　it　appears　that　there　is　a　good　possibility　of　predicting　muscle

fiber　composition　in　untrained　men　from　the　results　of　performance　test

used　in　this　study．

要　　　旨　　　　　　　　　　　　ト

パフォーマンステストの成績から一般人の外側

広筋の筋線維組成｛％ 　area　FT）の推定が可能か

どうかにづいて検討した．10人の¬般男子学生に

対しニードルバイオプシー法を用いて，それぞれ

の筋線維組成を諞べた．また，パフォーマンステ

ストとして，　50m走，12分間走を実施した．推定

のモデルには，筋線維組成と相 関が 高い（r ＝

0．763）50m 走の平均速度と12 分間走 の平均速度

の比（50mV ／12minV）との回帰方程式y 　＝64．807

X　－52．42を用いた．実際に得られた筋線維組成

と推定によって得られた筋線維組成の誤差は，平

均で7 ．5±4．0％ であり，最大が13 ．2^ ， 最小か

3．3^ であった．誤差が10％ 以上を示した被検者

は，12分間走において真の力が発揮されなかった



－　4－

可能性が示唆された．

これらの結果より，一般人の外側広筋の筋線維

組成を推定することは可能であると考えられる．

緒　　　 言

いくつかの種目のスポーツ選手は特異的な筋線

維組成を持つことがこれまでに数多 く報告されて

いる4・s・8），それらによると，持久能力に競技成績

が左右される選手の主働筋には遅筋線維の占める

割合が高いのに対し，短時間に瞬発力を 必要とす

る選手 には，速筋線維の占める割合が高いことが

認められている・・　．　また，筋線維組成は先天的に決

定されており，後天的には変化しにくいとされて

い る1・7气　 このことは，あるスポーツ種目に適し

た筋線維組成が存在することを示しており，筋線

維組成 がスポーツ適性を占う上で重要なファクタ

ーの一つになり得ることを示している．

筋線維組成を直接法で調べるためには，ニ ード

ルバイオプ シーを実施しなければな らない．これ

は，直接生体から筋標木を得られるという利点が

ある一一方 ，簡便には行えず，また子どもには実施

しにくいという問題点がある．そのため，筋線維

組成を間接的に求める方法が望まれる．　Katsuta

and　Takamatsu1 °）は，パフォーマンステスト（60

m 走 と12 分間走）を用いて鍛錬者の筋線維組成の

推定を試みでおり，その結果，これらのパフォー

マンス テストによって高い精度で筋線維組成を推

定できる可能性を示唆した．しかし，被検者は鍛

錬者のみしか用いておらず ，非鍛錬者である一般

人 に対す る検討はなされていない．　　ト　 ノ

そこで本研究は，一般人を対象にパフ ォープ冫

ステストを用いて，筋線維組成の推定が可能であ

るかどうかについての検討を行 った．

方　　　法

a）被検者　　　 ▽

被検者として，運動部などで特別に規則的な卜

レーニングをしていない，また体育を専攻としな

い男子学生（ボランティア）10名を用いた．被検

者各個人の年齢，身長，体重，および全員の平均

値については，表1 に示した．

表I　Physical　characteristics　of　subjects

NO 。 Subjects

鴿 ） 閇庁 Weight
（kg ）

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

A ．K．

H ．　I　．

H ．S．

M ．A．

S ．H。

K ．U．

A ．　O．

K ．T．

M ．　I　．

M ．N．

18

19

20

18

19

20

20

19

20

18

170．3

178．9

170．6

177 ．6

183 ．1

172 ．9

169 ．4

173．5

167 ．8

160 ．5

63．4

66．4

61．8

66．4

74．5

57．9

59．5

62．1

58．3

53．9

－X

S ．D．

19．1

0 ．9

172 ．5

6 ．5

62．4

5 ．8

b ）組織化学的分析　　 ‥

ニードルバイオプ シー法s）によって ，被検者の

右外側広筋（M ．vastus　lateralis） から，約20 －

30mg の筋を採取し，連続凍結切片を作成した．

これに，　Myosin　ATPase 染色12）とDPNH －

diaphora 咄 染色11）を施し，　Gollnick ら6）の方法

に従って速筋線維（FT 線維）：と遅筋線維（ST 線

維） に分類し，それぞれの比率（％FT ， ％ST ）

を算出したに

また，筋線維タイプ別の平均横断面 積 を 算 出

し，それぞれに％FT と％ST を秉ずることによっ

て，総面積に占めるFT およびST 線縉 の面積比

（＾area 　FT ，　＄area　ST ）を算出したレ

c ）パフォーマンステスト

無酸素的パワーの測定として50m 走，有酸素的

パワーの測定として12 分間走とトレ ッド ミルを用

いた速度漸増負荷法によるExhaustion　test　を行

い ，最大酸素摂取量（V02max ）を測定した．



d ）筋線維組成の推定

筋線維組成（％FT と＾areaFT ）とパフォーマ

ンステストの各変数，1）50m 走の平均速度（50m

V ），　2）　12分間走の平均速度（12minV ），　3 ）　50

m 走と12 分間走の平均速度 の比（50mV ／12min

V ），　4 ）最大酸素摂取量（V02max ）， との関係

を求め，筋線維組成を推定するのに適したモデル

を検討した．

結果と考察

a ）筋線維組成とパフォーマ ンステスト

表2 に，各被検者の96FT ，　^ areaFT ，　50mV ，

喝12minV ，　50mV ／12minV ，　V02max の測定値お

よび平均値を示した ．　＄FT ，　^ SareaFT は，全被

一　5　－

検者の平均 がそれぞれ56 ．5＄ ，　59．15^ であり，勝

田ら8）が報告している日本人健康青年 男子の53 ．7

96，　53．596とほぽ同様な値を示した．さらに，仝

被検者の96FT ，　^ areaFT の範囲は，　37．6～71 ．4

％，　39．7～74 ．6　％ と広範であった． このことか

ら，本研究の被検者は，特異な筋線維 組成を持つ

集団ではなく一般的な集団であると思 われる．

筋線維組成（％FT と＾areaFT ） と パフォーマ

ンステストの各パラメータとの関係を 表3 に示 し

た．筋線維組成と高い相関を示 したパ ラメーター

は，　V02max 　（＄FT 　；　r＝　－0．823，　p＜0．01，　％

areaFT　；　－0．784，pく0 ．01）と50mV ／12minV

（＾FT 　；　r　＝0．728，　pく0 ．05，　＾area　FT 　；　r　―

0．763，p＜0 ．05）であった．

表2　Histochemical　characteristics　and　results　of　performance

卜test　of　individual　subject

N0 ．
Subjects ％FT

（％）
＾areaFT

（％）
50mV

（m ／sec）
12minV
（m ／sec）

50mV ／12minV V02ma χ
（m ／／kg／min）

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

A ．　K．

H ．　I　．

H ．S．

M ．　A．

S ．H．

K ．U．

A ．O．

K ．T．

M ．　I　．

M ．N．

71．4

70．4

69．1

53．1

61．4

57．6

43．7

38．4

62．3

37．6

7L1

74．6

76．1

54．1

64．6

60．8

44．3

41．2

64．6

39．7

7．34

7．65

7汀6

7．50

7．52

7．51

7．06

7．59

7．13

7．14

4．10

4．05

4．32

4．43

3．75

4．52

4．46

4．72

t10

4．52

1．79

1．89

L79

1、69

2．01

1．66

1．45

1．58

1．74

1．61

48．8

49．2

56．8

63．2

53．6

66．4

60．2

64．1

53．2

72．6

y

S．D．

56．5

12．9

59．1

13．7

7 ．42

0．24

4 ．34

0．34

1．72

0．16

58．8

7．8

表3　Correlation　coefficients　between．　muscle　fiber　composition

and 　results　of　performance　test

50mV 12minV 50mV ／12minV V02ma χ ％FT

50mV

12minV

50mV ／12minV

V 　02maχ

％FT

＾areaFT

0 ．216

0 ．511

－0．206

0．425

0．504

－0．945＊＊

0．654＊

－0．724＊

－0．710＊

－0．646＊

0．728＊

0 ．763＊

―　0．823＊＊

―0．784＊＊ 0．990＊＊

＊：p＜0．05　＊＊：pく0 ．01
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パフォーマンステストの成績から筋線維組成を

推定す る場合には，①できるだけ精度のよい推定

法を用いること，②簡単で，しかも③誤差の少な

い測定方法を用いることなどが適切であると考え

られる．本研究では，　V02max と ％FT との閧に

最も高い相関関係が得られたが，上述の3 条件と

関連づ けて検討すると，V01max の測定 は必ずし

も簡便とは言えない ．そこで，V02max に次いで

相関係数か高い（r　＝0．763）　50mV ／12minV を用

いて 筋線維組成の 推定を 行うのが，方法上 から

も，また筋機能を反映している点からも望ましい

と考え られる．これに関してKatsuta　and　Taka －

matsulo）は，鍛錬者に対して同様なモデ ルを用い

て筋線維組成の推定を行い，相関係数　r ＝0．8り6

（pく0 ．001）を得ている．

b ）筋線維組成の推定

図1 は，　50mV ／12minV と ％　areaFTとの関係

を示した．両者の間には有意な 相 関 関 係（r ＝

0．763）が認められたので，回帰方程式y 　＝64 ．807

x　－52 ．42を用いて筋線維組成の推定を行った．

表4 に，仝被検者の筋生検によって実際に得ら

れた ＾areaFT と推定によって求めた ＾areaFT

の差を示した．両者め差の平均は，　7．5±4．0％で

あった ．10人 の被検者の中で誤差が最も大きかっ

たのは被検者S．H．で13 ．2＃ ，誤差か10％以上を示

した者は他に2 名であった．一方，最も誤差の小

さかったのは被検者M ．A．で3 ．0％であった，

j

E
r｛

。
。
台

呎

1

y＝64 ．807x－52 ．42

r　―0．763

p＜0 ．05

2

表4 Differences　of　measured　^areaFT　and

estimated ％areaFT

N0 ． Subjects ＾areaFT

（％）

Estimated

％’areaFT
（％）

Difference

（％）

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

A ．K．

H ．　I．

H ．S．

M ．　A．

S ．H．

K ．U．

A ．O．

K ．T．

M ．　I　．

M ．N．

71．1

74．6

76．1

54．1

64．6

60．8

44．3

4L2

64．6

39．7

63．6

70．1

63．6

57．1

77．8

55．2

41．0

50．0

60．3

5L9

7．5

4 ．5

12．5

3 ．0

13．2

5 ．6

3．3

8 ．8

4 ．3

12．2

－X

S．D。

59．1

12．9

59．1

10．5

7．5

4．0

Blomstrand　and　Ekblom4’は，ニードルバイオプ

シー法を用いて同一人における左右の脚からとレ

同一脚から 二度筋組織を 採取 するという 実験を

行った（被検筋はいずれも外側広筋），　それによ

ると，左右の外側広筋の組成の違いは約10％認め

られ，同一脚から二度バイオプシーを行った場合

には，約5 ％の相違が認められた．このような誤

差は，微量の筋を採取し，その横断面より筋線維

組成を決定している以上やむをえないことであろ

う．実際にニードルバイオプシーを実施し，筋線

維組成の決定を試みても約5 ～10％の誤差が考え

られるのに対し，本研究の＾JareaFT の推定値に

よる誤差は平均で7 ．596，最大でも13 ．2＄ であ

った．したがって，本研究の推定法はかなり高い

精度で＾areaFT を推定していると考えられるに

筋線維組成の推定誤差が10％以上を示した被検

者は10名中3 名であったが，その中で2 名は実際

の＾areaFT より速筋型に推定値が示された．こ

の原因を検討してみると，12分間走におけるパフ

ォーマンスか十分に発揮されなかった可能性が考

えられる．12分間走のパフォーマンスは，気候条

件，被検者のコンディション，モチベーションな

どの要因に影響されやすいことか予想さ れる た

50mV／12minV

図I　Relationship　between　^areaFT　fibers　in

M ．　vastus　lateralis　and　50mV／12minV



め，12分間走において真のパフ 牙－マンスが得ら

れているかどうかを検討する必要がある．12分間

走はV02max と高い相関関係を持ち，12分間走の

値からVOsmax を推定するために，　V02max の推

定表が作成されている2）．

そこで，本研究の被検者について ，逆にvo2

max から12分間走を推定してみると，推定した筋

線維組成の誤差が10％以下の7 人の被検者は，　12

分間走のパフ ォーマンスがV02max から推定した

値とほぽ一致するのに対し，最 も誤差の大きかっ

た被検者S ．H．は，実際の12分間走 のパフォーマン

スが推定値 よりも約200m 低く示された．V0 ，

max から考えれば，この被検者はあと200m 高い

パフォーマ ンスが予想されるが，それがなされて

いなかったために，　＄　area　FTの推定値が実際の

値 上り速筋型 に示されたものと考えられる．その

ため，本研究における推定法では，12分間走テス

トにおいて信頼のおけるデータを得ることが重要

であろう．　　　　　　　　　　　　　 万

Katsuta　and　Takamatsu11 ＞は，　50mV ／12minV

より 鍛錬者の 外側広筋 の＾areaFT を 回帰 直線

y 　＝76 ．3x－68 ．6を用いて推定している．この回

帰直線は，本研究の回帰直線y 　＝64 ．807　x　－52 ．42

と傾き・切片とも異なっており，一般人の筋線維

組成の推定式は鍛錬者の推定式と区別する必要性

が示唆された．

終りに，50m 走の平均速度と12分間走の平均速

度の比に：よって，高い精度で筋線維組成を推定で

きる可能性が示唆された．これは，ニードルバイ

オプシーが簡便に行えないことを考えると，教育

現場などにおいてより有効な筋線維組成の推定法

になり得るものと思われる．今後，さらに精度を

増すために例数を増やして，確実に応用できる推

定式の決定が課題である．
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2。 ミオシンの重鎖成分から見た筋組成

金沢大学　　 北　 浦

Muscle　Composition　by　Myosin

Heavy　Chains　Isoforms

Takashi　Kitaura

Collegeが・Liberal・．4心，

Kanazαwa　University

孝

ABSTRACT　　　　 一

Muscle　compositions　were　determined　by　the　fast　and　slow　myosin

heavy　chains　isoforms　and　were　compared　to　the　histochemica卜muscle

fibers　con！positions　reported．

Muscles 　were　obtained　from　a　9－week－old　male　Sprague－Dawley　rat

（310g ）．　The　soleus ，　the　eχtensor　digitorum　】ongus，　the　plantaris，　the

red　portion　of　the　gastrocnemius，　the　white　portion　of　the　vastus　】ateralis

the　diaphragm ，　and　the　left　ventricle　muscles　were　examined　with　SDS－

polyacrylamide　gel　electrophoresis．　The　fractionated　myosin　heavy　chain

isoforms　Iりvere　quantified　with　the　densitometric　method．

］Muscle　compositions　determined　with　heavy　chain　isoforms　were　similar

to　the　reported　results　with　histochemical　methods．　These　biochemical

results　support　the　use　of　the　histochemical　method　to　examine　the　sports

aptitude．

要　　　旨

筋組成を速筋型と遅筋型のミオシンの重鎖成分

の異種性から検討を行い，組織化学的筋線維組成

との関係を諞べた．生後9 週齢（体重310g）の雄

ラット（Sprague－Daw　ley系）からヒラメ筋，長

拑伸筋，足底筋，腓腹筋赤色部，外側広筋白色部，

横隔膜，左心室筋を採取し，　SDS －ポリアクリル

アミドゲル電気泳動法により速筋型と遅筋型ミオ

シンの重鎖成分を分画し筋におけるその割合を求

め，報告されている組織化学的方法による筋線維

組成の結果と比較した．

ミオシンの重鎖成分の異種性により求めた筋組

成は組織化学的方法により決定されている筋線維

組成と比較的一致した結果が得られることか示さ

れた．これはスポーツ適性を検討する上で利用さ

れる組織化学的方法による筋線維組成が基礎科学

的にも妥当なものである可能性が認められたこと



を 意味する，

1．緒　　　 言

筋肉における筋線維タイプの分布比率（筋線維

組成）が一流の競技選手の競技成績と密接な関係

があると言う事実から筋線維組成を調べると言う

ことがしばしば行われる6・9）これは筋線維が現在

のところ収縮特性という意味において速筋線維と

遅筋線維に大別できることによる．そしてこの収

縮特性を規定しているものは収縮タ ンパク質の一

つでATPase であるミオシン2）の異種性である．

すなわち速筋型ミオシンと遅筋型 ミオシンの存在

によって筋線維タイプが決定されるのである．ミ

オシンの分子構造に関する詳細な研究進歩がめざ

ましく10・14？，その異種性は基本構造の軽鎖成分の

違いで決められることが多かったり・1°），しかし，

Billeter ら3）が組織化学的方法による結果がむし

ろもう一つの重鎖成分と関係が深いこ と を 示 唆

し，生化学的結果の再吟味が必要となってきた．

スポーツ適正やトレーニング効果を組織化学的方

法でより正確に評価するための基礎研究として，

今回はそのミオシンの重鎖成分をSDS －ポリアク

リルアミドゲル電気泳動法sりこより容易に検討す

ることが可能になったので従来から行われている

組織化学的方法による結果と比較検討することを

目的として行った．

2，実 験 方 法

筋試料はネンブタールにより麻酔をした9 週齢

のSprague －Dawley 系雄ラット（体重310g ）の

ヒラメ筋 （SOL ）， 長指仲筋 （EDL ）， 足底筋

（PLA ），腓腹筋赤色部（RGA ）， 外側広筋白色部

（WVL ）， 横隔膜（DPH ）， 左心室筋（VEN ）を

骨格筋と心筋として採取し，液体室素で冷却した

イソペ ンタン中で凍結した．凍結した試料はステ

ンレス製試料粉砕器で処理しミオシン抽出液（50

mM　NaPPi　pH　8 ．8，　5mM　DTT ，　0．4M　NaCl，

－9 －

5mM　EGTA ，　100unit／m／，　0．05μg／m　／

Leupeptin ，　O．lmg／m／　PMSF）にて抽出（4°C）

を行い，続いて20 分間遠心分離（3000xg ＞　4°C）

を行った．粗ミオシン上澄み液は最終 濃度2mM

SDS ，　125mM　Tris －HC1（pH　6．8），　5＾2～ME と

なるような試料作成溶液にて95 ゜Cで5 分間 の加

熱処理を行った．冷却後約150ng のミ オシンが重

鎖成分 の分析のためにSDS －ポリアクリルアミド

ゲ ルの試料泳動溝に入れられた．

卜 電気泳動はミニスラブゲル電気泳動装置を用い

Carraro 　＆　Catani の方法s）に従って 行った．濃

縮ゲルの濃度は4 ％で分離ゲルは5 ％ （架橋度は

2．6＃）であった．泳動は泳動先端マーカーが濃縮

ゲル中は40 　V， 分離ゲル中は140V の 定電圧で約

3 時間室温で行われた．ミオシン重鎖 成分の分離

のための最適条件は前もって行われた数回の試行

によって決定された．泳動後ゲルはOakley らの

方法12）に従って銀染色か施された．そ の後ミオシ

ン重鎖成分はデンシトメーター（550nm ） にて定

量された．

タンパク質の濃度はLowry らの方 法11）に従い

牛血清アルブミンを標準として決定さ れた．

筋線維組成を示す組織化学的方法による資料は

これまでに報告されているもののうちできるだけ

勦物の種類や大きさなど条件の近いものを選んで

採用した．

3．実 験 結 果

現在までに確認されているミオシン分子の基本

構造の一般的モデルを図1 に示した．従来は速筋

Myosin　MW ≒480 ．000
LCI　or　LC3

図1　 ミオシン分子の基本構造モ デル
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表1 昌 回 訌 恰 滋 器 就 翦 ギ 雪 昌 昌 貿 ぞ ）

Single　Human　skeletal　111jscle

（

jtWI

lleter，R

：et　ai

．　1981）

匝 耳 石 ］ 匝 Ξ 吊 丿遍 ］ 蔗 石 車 座 匸

！　　　　　　　　　　　　　I　　　　　　　　　　　　　　I
1　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　　　　11　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　 ｀

IIB HC　fast　B fLCl ，　fLC2，　fLC3 －

1↓

IIA HC　fast　A fLCl ，fLC2，　fLC3

ね

IIC HC　fast　（A ？）十HC　slow fLCl ，　fLC2，　fLC3，　sLCl，　sLC2

↑↓

I

HC　slow

表2　 ミオシンのサブユニットのアイソフォームの数

Skeletal　muscle

Fast

Slow

Neonatal

Embryonic

Cardiac　muscle

Ventricular

Atrial

Smooth　muscle

Nonmuscle

2
1
　
1
　
1

2
　
1
　
1
　
2

Q
り
Q
a

1

2
　
2
2

型と遅筋型のミオシンの分類は軽鎖成分 （LCI ，

LC2 ，　LC3 ） の違いにより行われていて重鎖成分

（HC ）では区別が困難であった ．　Billeter ら1）が

報告した組織イ匕学的方法による結果とミオシンの

サブユニットとの関係を表1 に示した ．また現在

までに報告されているミオシンのサブユニットの

アイソフォームの数を表2 に示した．今回行った

電気泳動における分離状態の時間的変化の一例を

図2 に示した．分離開始後1 時間では速筋型と遅

fLCl ，　fLC2，　fLC3，　sLCl，　sLC2，

U

l　fLCl ，　fLC3，

1

｜卜LCI ・

：

↑↓

↑ ↓

sLCl ，　sLC2，

sLCl ，　sLC2，

sLGl ，　sLC2

～［－TF

｜
｜
｜
｜

。 。J

I

―TS

筋型の区別は困難である．しかし，3 時間後では

容易に区別が可能となった．仝試料の泳動結果を

図3 に：示した ．速筋と言われるEDL ではほぽ完

全 に速筋型のミオシンの重鎖成分だけであるのに

対し一般に遅筋の代表とされるヒラメ筋は大部分

が遅筋型のミオシンであるか若干速筋成分が混在

してい るのが確認できる．通常遅筋型のミオシン

と類似した ものとして考えられる心筋のミオシン

は重鎖成分かむしろ速筋型のものとよく似た移動

を示しているのが特徴的である．

これらの定量した結果と他の文献1・4・18）より採

用した組織化学的方法による筋線維組成の結果を

表3 にまとめて示したに ／

4．考　　 察　　 ご

本研究においてミオシン重鎖成分の筋における

分布の割合が従来から利用されている組織イ匕学的

方法による筋線維組成とかなり近い値を示すこと

がうかがえた（表3 ）．ミオシンの重鎖成分の割合は

その分子構造の大きさを考えた場合ミオシンを十

分に反映している（図1 ）のでその割合はミオシン



1

1

2 3

A

図2

2

4 5 1 2 3 4

‥　 ／　’　　　　　　　　　　　　　B

ミオシン重鎖成分の電気泳動における時間変イ匕．

左側は泳動後約1 時間、右側は約3 時間後の結果を表している．

1）　EDL；、2）SOL ；　3）WVL ；　4）PLA ；　5）RGA

3 4 5 6 7 8

図3　 各筋におけるミオシン重鎖成分の電気泳動による分離結果．

………………図中の略語は本文の実験方法参照 △

の異種性の割合に等しいと考えることができる。

ところでこの方法における試料の採取方法を考慮

した場合ミオシンの含量は3 次元的情報の結果で

あるから数の割合で求められる筋線維組成は1 次

元的情報であり本結果を評価する場合はそれらの

情報次元差を慎重に検討してみる必要がある。

9

5

一11

すなわち，もう一つの筋の特徴を殍 価する組織

化学的方法は筋線維面積比（例 ％STarea ） であ

る．これは2 次元的情報であり，筋線 維が筋の肥

大との関係で調ぺられる場合には必要不可欠の測

定個子である．一本の筋線維内におけ るミオシン

の分布がすべての種類の筋線維において均一であ
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表3　 筋のミオ シン重鎖成分の割合と組織化学的筋線維

組成．　　　　　　　　卜

組織化学 的結果は他の文献1・4・13）より引用したも

の，（range ）は同一試料をおのおの日を代えて5

回泳動したときの最大値と最小値を意味する

Muscle
％of　myosin　heavy　chain％of　total　number

fHC sHC （range ） so FOG FG

EDL

SOL

PLA

WVL

TIB

RGA

DPH

100

10

98

100

100

72

85

0

90

2

0

0

28

15

（85 ―95）

（1－4 ）

（23 ―35）

（10－20 ）

3

84

6

2

2

25

40

59

16

53

56

66

58

30

38

41

42

32

17

30

ると仮定すれば2 次元的情報は3 次元の物と同等

であると見なすことかできる．

したがって ，本研究において得られた結果は1

次元と2 次元 の結果がほぼ等しいことを意味して

いると考えられる．即ちここに採用した組織化学

的方法による結果は速筋線維と遅筋線維において

一本の筋線維 の面積が等しい，換言すれば直径が

ほぽ等しいということを示唆している．

金筋の収縮特性における特徴を明らかにする場

合Barany によれば2）それはミオシンのATPase

活性によって 決定されるのであるから速筋型のミ

オシンと遅筋型のミオシンの含量を正確に定量す

ることが重要になってくる．このととは先述した

ように組織化学的方法を採用する場合筋線維面積

比がたんなる筋線維組成で全筋を評価するよりも

信頼度か高い と言うことを意味しており，筋線維

の直径に違い かある場合にはより重要となる．今

回の電気泳動的方法ではそれらを直接的に求めら

れる利点がある．

しかし，表2 で示したようにミオシンのタイプ

を決定するにはまだいくつかの問題点が残されて

いる．ミオシンを構成するサブユニットが複数存

在し単なる速筋型と遅筋型に二二分できない可能性

があることである．したがって，ミオシンと組織

化学的結果が正しく評価されるためにはB Ⅲeter

ら8恫こよって示された組織化学的結果とミオシン

の対応がさらに多くのデータによって支持される

必要がある9）． 組織化学的分析法にはまた代謝特

性を加味した分類方法（FG ・FOG ・SO ）があると

ころからまたその吟味も必要である（表1 ）．

今回の結果は比較した筋線維組成が他の資料を

利用したものであるため生化学的結果との関係が

説得力にかけているので，これを同一の試料を用

いて一致させ2ることはスポーツ科学の中で筋の特

徴を正確に理解するための今後の重要な研究課題

であると思われる．
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A　Comparative 　Mechanical　Study　of　Shortening　Velocity

∧　　　　in　Subgroup　of　Fast－twitch　Fiber

by

．・．　・　．．　・　　・Norikatsu　Kasuga

亠廟j びniversityが £加a ぷ回　　　　　　卜

卜　　　　　　　Hiroaki　Takekura

十　7θ加j びniversity・

ABSTRACT

The　effects　of　temperature，　concentration　of　ATP　and　pH　in　solution

on　shortening　velocity　of　skinned　muscle　fibers　were　eχamined ．　The

skinned　fibers　were　prepared　from　tibialis　anterior　muscle　of　adult　male

rats．　The　fibers　were　classified　into　myosin　subgroups　by　its　reaction　for

myo 丘brⅢar　ATPase　and　for　enzymes　of　energy　metabolism．　The　both

histochemical　fiber　classifications　were　in　good　agreement．　The　shortening

volocities　for　so　fibers　were　quite　below　those　obtained．　from　fast－twitch

丘bers，　and　the　velocities　for　FG　fibers　were　about　1　。　2―1 ．5times　greater

than　that　of　FOG　fibers．　There　were　no　characteristic　differences　between
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FG　and　FOG　 丘bers　with　respect　to　the　shortening　ve！ocity　changes

depending　on　the　te㎡perature，　concentration　of　ATP　and　pH．

The　results　indicate　that　there　are　no　differences　of　ATPase　properties

between　the　subgroups　of　fast－twitch　fibers．　However ，　FG　fibers　had

ATPase　activity　that　were　consistently　higher　than　that　of　FOG　fibers．

要　　　 旨

成熟したラットの前脛骨筋から得た，　skinned

fiberを ，筋線維タイプの分類を 行 い ，次に種々

の溶液条件下で短縮速度を 調べた．　ATPase 染色

と代謝特性による筋のタイプ分類は，ほぼ対応す

る結果であ った． 温 度（5～30 °C），　ATP 濃度

（0．05～lOmM ）を変化させた時の，またpH4 ．6

にてskinned　fiber　を処理した時の短縮速度の変

化率には，FG とFOG 線維間で差が認められな

かった．しかし ，　FOG に比べFG の短縮速度は，

いずれの温度およびATP 濃度においても1 ．2

～L5 倍高値を示した．このことから，筋のATP

ase 活性は，FG の方がFOG より有意に高いこと

を示すものと考えられた．

緒　　　 言

骨格筋は，主 に組織化学的手法より，2 ～6 種

類の筋線維タイプに分類される．これは遅筋線維

と速筋線維，さらに速筋線維をいくつかのサブグ

ループ に分類す ることによるものである．多くの

研究報告では，　SO ，　FOG ，　FG という分類，ま

たこれらに対応してType　l ，　TypeⅡa ，韮b と

いう筋線維のタイプ別けが行われている．前者の

分類は，　Peter らlo）により紹介されたもので ，各

タイプのもつATPase と酸化系酵素活性値を も

とに，分類を行うものであり，後者 の 分 類 は，

ATPase 活性に及ぼすpH の影響（活性イ匕または

不活性化）により，筋線維タイプを分類するもの

である2）． 両者の分類方法によって，決定された

筋線維タイプは，SO とType　I ，　FOG と：IE　a　，

FG とlb がそれぞれ対応すると考えられるが，

そうでないとする報告もみられる叭

速筋線維であるFG とFOG では，酸化系酵素

活性に差があることより，筋の持久力に違いがあ

ることは，多くの報告からも知られている3・1・8）．

しかし，　ATPase のpH に対する特異性で分類さ

れるType とla と韮b とでは（pH4 ．5～4．6付近

でATPase 活性が抑えられやすいか，抑えられ

にくいかにより分類される）， 筋の機能としての

張力特性にいかなる差異があるかに関しては，知

られていない．　ATPase　は筋の機能としては短縮

速度と高い相関かあることが 確認されている1）．

本研究では，組織イ匕学的に筋線維タイプを決定

した，単一筋skinned　fiber　を用い，程々の溶液

条件下で短縮速度を測定し，とくに速筋線維のサ

ブグループの機能的差異に関して検討した，

実 験 方 法

実験材料には，成熟したWistar 系雄性ラット

（体重300 ～400g）の前脛骨筋を用いた．弛緩液

中にて，約7mm 程度の単一筋線維とし，

chemicaly　skinned　fiber　とした．線維の一部を

縦に3 つに切りさき，それぞれを別のカバーグラ

スに添付し，次にATPase 染色（pH　4．6とpH

4．3）2V　SDH 染色を行ったlo）．残りの線維は，

Edoraan ら ）゚の方法に：より，短縮速度を求めた．

図1 に示すように，筋線維の一端は張カトラン

スジューサ（AE　801）に接続し，他端は線維を引

き伸ばす向きにフックか振れるよう電流をなかし

たm 　icro－ammeter に接続した．　Ca2＋濃度を上げ，

筋線維が等尺性最大張力に達した時点で，　micro－
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図I　A ．　Schematic　illustration　of　eχpermental　setup ．

B ．　Record　of　tension　（upper　trace ）　response　to

length　step　（lower　trace ）　applied　during

activation ．　　　　　　　　コ

ammeter に逆向きの電流を流し，フックをStop －

per の位置まで急激に動かすことより線維の長さ

を縮めた，フック移動速度は，筋の短縮速度より

速いため，線維は一度たわみ張力はゼロとなる．

その後，線維は無負荷で短縮し，フック移動距離

分短縮した時点で，再び張力か発生する．3 つ の

異なる短縮距離 りL ）とその時に得られる張力再

発生までの時間（jT ）および静止時の筋線維長か

ら， 短 縮 速 度 （ML ／sec，　muscle　length　per

second ）を求 めた．　ATP 濃度，pH ，温度をそ れ

ぞれ変えて短縮速度を測定したか，この際の他の

溶 液 条 件 は つ ね に，　4mM ，　MgATP ，　4mM

EGTA ，　lOmM　PIPES ，　pH　6 ，8，　0．2M　Ionic

―　15　―

strength とした ．

実 験 結 果

単ブ筋線維のタイプ別分類を行った 結果では，

ほとんどの場合FG と：Eb ，FOG とIl　a，　SOとI

タイプが対応した．しかし，pH　4 ．6でプレイン

キュベートしたATPase 染色において ，染まりに

くい ものがIla ，中程度に染まるもの がlb とい

うような比較を，厚さにもばらつきが ある個々に

添付した単一筋線維で行うことは，非常 に困難を

ようした．そこで，染まるか染まらな いかで比較

できる，　ATPase とSDH　 染色を用い たPeter

らlo）の方法の方が，単一筋線維のタイプ決定には

間違いがないと考えた．

各タイプ別の短縮速度を，温度を変 え測定した

ものを図2 に示した．速筋タイプの短縮速度は，

（
Q
Q
で

、`
S

）
g
E

冫

Temperature　CC ）

図2　Dependence　on　temperature　of　shortening

velocity　（X 士SD ）．　FG（O ），　FOG（口），SO（●）
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いずれの温度においても，遅筋タイプより3 ～4

倍高い値を示し（pく0 ．001）， また，5°C以外は

FG の方がFOG より有意に高値を示した （p＜

0．05～0．01），各短縮速度の値をArrenius の式に

代入し， 温度 依存性 の エネルギーを 求 め た．

Arrenius 式は下記に示すものである．

Rate＝A・e－Ea／RT

（　A　＝＝　constant，　Ea＝Arrenius　activation

energy，

R 　＝8．317　J・K 　1，　T　＝　absolute　temperature）

この結果，　FG，　FOG ，　SOでそれぞれ，　87．35，

91．58，　83．09kJであり，各 タイプ 間による差は

認められなかった．

次に，短縮速度をATPase 反応速度の指標と

し，基質であるATP の濃度を変えた際の変イ匕を

調べた．この実験においては，溶液中に10mM　Cr

P，　15unit／mZ　CKを加え，　ATP 濃度を規定した．

結果を図3 に示した．すべての筋線維タイプにお

いて，一次反応を示す曲線が得られた．そこで，

Michaelis 定数（K 。）をLineweaver －Burke の式

より求め，タイプ閧の比較を行った．各筋線維夕

イプのKm は，　FG －0．292，　FOG －0．305，　SO －

0．096mM でありけ速―遅筋線維問には差がみら

1

°
A

／
A

0叮 ¬ 厄

れたが，速筋のサプグループ間では基質濃度によ

るATPase 酵素反応速度には差が認められなか

った．

図4 は，　ATPase染色に用いられるプレインキュ

ベーション溶液，　PH　4．6，にて処理したskinned

fiberの短縮速度 と処理時間との関係を示すもの

であるL 仝タイプに：おいて 組織化学によるATP

ase の変化と異なり，処理時間の延長に伴ない，

短縮速度は低下した．速筋タイプでは，30秒以上

の処理時間では，短縮速度が測定できないほどに

張力が低下した．

考 察

筋線維をタイプ別に分類可能な理由は，それぞ

れのタイプ間に酵素活性の高低の差とか酵素自体

の違いか存在するためである．　FG ，　FOG ，　SO

という分類は，酵素活性の高低による分類法であ

り，　Type　l　，　la，　］圧b という分類は，　ATPase

の種類による分類であると考えられる．

本研究では，両者の分類を同一の単一筋線維に

おいて行った．その結果，ほぽFG とH 　b，　FOG

と・a ，　SOとI が対応したレしかし，この両者

の分類が正確に対応しないとする報告 もみ ら れ

ATP　conc ．　（mM ）

図3　Dependence　on　ATP 　concentration　of　shortening　velocity．

FG（○），FOG（口），SO（●）　 ‥
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Time　couse　of　the　shortening　velocity．　The　fiber　were　incubated　in　a

solution　containing　0．05M　potassium　acetate　and　18mM　CaCl2　（pH4 ．6）．
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図5　Three 　－　dimensional　diagram　sammarizing　the　metabolic　enzyme　profiles．

FG（○），FOG（口），SO（●）

る1气　われわれは，組織染色により分類した，単

一筋線維の筋内酵素活性を測定した．

その結果，図5 に示すように，各タイプの各酵

素活性は，その筋の特性を示す活性を有するもの

― 　17　―

か多いか，タイプ間に大きく重複が見られた．こ

の重復は，組織イ匕学と生化学の測定法の違いや，

単一筋線維の蛋白・酵素の定量の困難さに帰因す

る可能性もあるが，単に一酵素のみで筋タイプを
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決定することに関しての問題を示す結 果 で あ っ

た．

速筋線維のサブグループ間には，疲労抵抗に顕

著な差か存在することは知られている3・8）． しか

し，他に機能的差異が存在するかに関しての報告

はみられないよとくに，　ATPase 活性のpH 特異

性により分類されるType 　IE　aと 藍b において，

その分離の機能面からの意義に関する研究は少な

いs）．

本研究では，筋の短縮速度をATPase 活性の指

標として実験結果を検討した．　ATPase 活性は，

生化学的手法を用い変化させた．筋タイプ間に，

ATPase が異なるなら，その変化率（短縮速度）に

差が生じることから，タイプの分類を機能面から

測ることが可能であろう．酵素の化学反応は，温

度の上昇や基質濃度により反応速度か変化する．

また，pH の変化より，酵素の変性や酵素蛋白の

双性イオン荷電状態の変化から性質を変える．

本研究の結果では，温度，基質，pH を変えた

際においても，　FG　（lb ）とFOG （la ）との間

には，顕著な差が認められなかった．このことか

ら，組織染色で用いられるpH　4 ．6においての不

活性化の度合の異なるATPase　 は，非常に似か

よった生化学的特性を有するものと考えられるに

しかし，図2 に示すように，短縮速度に1．2から

1．5倍とFOG よりFG の方が有意に高いことよ

り，　ATPase 活性には違いがあると考えられる．

図4 に示した全タイプの短縮速度の低下はpH

4．6で処理後の筋のstiffnessは著しく低下しでお

り，非生理的条件下で，収縮蛋白め変性が行った

ものと考えられる．　　　　　　　 ▽　　 二
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ABSTRACT

An　attempt　was　made　to　improve　upon　the　methods　for　identifying

histocliemical　fiber　types　of　single　fibers　in　the　skeletal　muscle．

Single　fibers　were　isolated　from　the　rat　lateral　gastrocnemius　and

soleus　muscles　in　a　relaχation　solution　containing　5mM　EGTA ．　Isolated

single　fibers　were　quickly　frozen　and　serial　cross－sections　were　cut　in　a

cryostat．　A　preparation　of　the　cross －sections　in　single　fibers　was　the

most　important　point　in　the　present　methods ；　it　is　possible　to　perform

multiple　stainings　on　a　single　fiber　of　short　length，　and　similarity　of　the

section　thickness　allows　us　to　evaluate　the　staining　intensity　as　a　true

reflection　of　enzyme　activities．

The　cross －sections　of　single　fibers　were　stained　for　succinate　dehydroge－

nase　and　for　myo 丘brillar　ATPase　after　a　preincubation　in　alkaline ，　acid

or　copper　solution ．　For　reference，　the　cross－sections　of　the　freshly　frozen

rat　plantaris　muscle　were　stained　under　the　same　conditions　as　those　for

the　single　fibers．

The　staining　pattern　of　the　isolated　single　 石bers　was　basically　the

same　as　that　of　fibers　in　the　reference　muscle　eχcept　that　the　difference

in　the　acid　sensitivity　of　Type　H　fibers　eχist．　This　allowed　us　to　classify

the　isolated　single　fibers　into　Type　n　A，　Type　U　B　or　Type　l　on　the

basis　of　histochemical　profiles　established　from　the　multiple　stainings．

The　alteration　in　the　acid　sensitivity　of　myofibrⅢar　ATPase　in　Type

U　single　fibers　was　suggested　to　be　brought　about　by　an　immersion　of

single　fibers　in　the　relaχation　solution　containing　5mM　EGTA ．
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要　　　 旨　　　　　　　 十　　 一　　　　卜

本研究では，従来の単一筋線維分類法を改良す

ることを目的とした．

まず5mM のEGTA を含む弛緩液中で，ラ・ツ

ドの外側広筋およ びピラメ筋より単一筋線維を分

離した．分離した単一筋線維を凍結後，クリオス

タット中で連続横断切片を作成した．単一筋線維

の連続横断切片の作成は，最も重要な改良点の一

つで，次のような利点を持つ．すなわち第一の利

点は，比較的短い単い筋線維に多くの染色法を施

すことができることである．また切片の厚さが同

一であるので，染色度め違いがそのまま酵素活性

の違いを表わすという利点もある．

単一筋線維にmyofibrillar　ATPase 染色 およ

びコハク酸脱水素酵素染色を施した． なおmyo 。

fibrillar　ATPase 染色に先だち，アルカリ，酸，

あるいは錮イオンを含む溶液中でプレインキュベ

ーションを行った ．またラット足底筋の新鮮凍結

切片を対照に選び，単一筋線維と同一条件下で染

色をした．

単一筋線維の染色パタ ーンは，酸性プ レイゾキ

ュベーショソ後のmyofibrillar　ATPase　 染色を

除き，対照であ る足底筋線維の染色パターンと同

様であった．従って各染色の組織化学的プ ロフィ

ールから，単一筋線維をType　HA ，　Type　IE　B，

あるいはType　l のいずれかに分類することかで

きた．

その後の実験で，単一筋線維におけるType　l

線維の酸 に対する安定性の変化が弛緩液の影響に

よることを示唆する結果を得た，

1．緒　　 言

筋線維タイプについてのこれまでの研究の多く

は，全筋あるいはバイオプシー・サンプルのよう

な筋線維束を用いて行われてきた1・2）． しかし，

全筋あるいは筋線維朿には種々の筋線維タイプに

属する筋線維が混在しているため1・2）， このよう

な研究から各筋線維タイプの生理学的・生化学的

特性についての明確な結論を得ることは極めて困

難である／筋線維タイプの性質に関する明確な結

論を得るためには，組織化学的な筋線維タイプと

生理学的・生化学的特性を単一筋線維レベルで対

応づける研究が必要であると考えられる．

このようなずイデアに基づいた研究は，すでに

幾人かの研究者によって試みられているS゙ ）゚． し

かし技術的な困難さ，および得られる資料が少な

いことから，今なお十分な成果はあかっていない．

今後単一筋線維レベルの研究を進展させるために

は，組織化学的筋線維タイプの同定あるいは生理

学的・生化学的特性の分析を，少ない材料でしか

も確実に行うことのできる方法の開発が必要であ

ると考えられる．し　　　　　　　エ

そこで，本研究では単一筋線維の組織化学的筋

線維タイプのより確実な同定法を確立することを

目的とした．　　　　 二　　　．・

2．実 験 方 法

A ．実験材籵　　　 ▽

実験材料には6 ヶ月齢のWistar 系雄性ラット

の足底筋，外側腓腹筋およびヒラメ筋を用いた．

ラットをエーテルで屠殺し，これら3 種類の骨格

筋を摘出した．

摘出後，外側腓腹筋とヒラメ筋から，単一筋線

維を分離した．一方，足底筋は液体窒素で －170

°Cに冷却したヘキサン中で凍結し，新鮮凍結切

片の作成に供するまで －80°Cで保存した．

B ，単一筋線維の分離

外側腓腹筋とヒラメ筋をMizusawa　et　al．　”の

方法に従って調整した弛緩液液中（5mM　EGTA ，

4mM　Na2ATP ，　4mM　MgSO
　　130mM メタ

ンス

ルホン酸カリウム，　20mM トリス，20mM マレイ

ン酸，pH　6 ．80）に浸した．単一筋線 維 の 分 離

は，双眼実体顕微鏡下で，木綿針とピンセットを



使って行 った，使用 に先 だ って ピ ンセ ット の先端

を研 いで鋭 くした ．ま た木綿 針 は接 着剤 （アロ ン

アルフ ア）で 注 射針 の先 に取 りつけて 用いた ．双

眼実 体顕微鏡 の照 明 は，暗視 野照明 とした ．

分離した 単一 筋線維 を ，結果 の項で 詳述 す る方

法により ，ス ライ，ドガ ラ スに張 りつ けた ．そして

約60 分 間室温に て乾燥 させ た後 ，組 織化学 的染 色

に供した ．　 十

C ．組織 化学　　　　 ‥ ，‥

組 織化学 的染 色 として はmyofibrillar　ATPase

染色と コハ ク酸 脱水素 酵素 （SDH ）レ染 色を行 っ

た．

Myofibrillar　ATPase　 染色 は ，　Matoba　and

Gollnick85 およ びGollnick　and　MatobaS ）の方 法

を 修正 した以下 の手 順に よ った ．

1）　Myofibrillar　ATPase 染色 に先だ ち，切片 を

次 のい ずれか の条 件でプ レイ ンキュ ペー ショ ンす

る．　　 卜　　　 十　　　　 ‥ ‥ ‥

了）酸 性プ レ インキュ ベー ショ ン：薬 液 は100

mM 酢 酸 ナト リ ウム・lOOmM　KCI に酢 酸を 滴下

し てpH を4 ．55～4 ．60とした も の．溶 液温 度は

25゜C とす る． プ レ イ ンキュベ ーショ ン 効果 の時

間経過 を みるた め，一つ の標本 か ら作成 した4 枚

の連続 切片 に対 して ，原則 として ，お のお の1 ，2，

3，4分間 プ レイ ンキュ ベー ショ ンを行 う ．　　 ト

イ） アル カ リ・プレ イ ンキュ ベ ーショ ン：溶 液

は　lOOmM　2 －ア ミノー2－メチ ルー1－プ ロパ ノ ール

（Ampro ）・50mM　KCI ・18mM 　CaCl2に6N　HCI を

滴下 してpH を10 ．2とした もの 涓 容液 温 度は37

°C，プ レイ ンキ ュベ ーショ ン 時 間 は10 分 間とす

る．

ウ） 銅 イオ ン・プ レイ ンキュベ ー ショ ン：まず

lOOmM　Ampro に100mM 酢酸 を加え てpH を

4 ．60 と し，そ の99m ／　に対 してlml のlOOmM

CuC12 を 加 えた ものを溶 液とす る．　CuCl2 の最終

濃 度はlmM であ る．溶液 温度 は25 °C，プ レ イ ン

キュベ ー ショ ン時 間 は，　1，2，3 お よび4 分間 とす
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る ．

2）切片を蒸留水で2 ～3 回洗浄する ．

3） インキュベーション；溶液はlOOraM　Ampro

・50mM　KCI ・18mM　CaCl2 ・3．1mM　Na2　ATP　 に

6N 　HC1 を滴下してpH を9 ．4とした もの．溶液

温度は37 °C，イ ンキュベーション時間 は30分間と

する．　　　　　　　　　　　　　 匸

4）切片を蒸留水で2～3回洗浄する．

5）切片を2 ％塩化コバルトに3 分間 浸す．

6）切片を蒸留水で2 ～3 回洗浄する．

7）　lOOmM トリスで緩衝した硫化水 素水に切片

を浸して 発色 さ せ る．硫イ匕水素水 は，硫化鉄に

6N 　HC1 を加えて発生させた硫化水素ガスを100

mM トリス中に溶解させて作る．

8）蒸留水で2 ～3 回洗浄する．

9）グリセロール・ゼリーで封入する．

SDH 染色は，　Nachlas　et　al．lo）の 方法によっ

た ．溶液温度は37°C，またインキュベ ーション時

間 は20分とした．　　　　　　　　 し　匸

3．結果と考察

A ．単一筋線維連続横断切片の作成

弛緩液中で分離した単一筋線維を直接スライド

ガラスに張りつける方法3）は，1 枚のスライドガ

ラスあたり少なくとも1～2mm の長さの筋線維を

必要とする．また弛緩液中で分離できる単一筋線

維の長さは，通常5mm 以下である．したがって

分離した単一筋線維をすべて組織イ匕学的検索のた

めに用いることができると仮定しても，2～3種類

の染色ができるにすぎない．単一筋線維の組織化

学的特性と生化学的特性を対応づけることを目的

とした研究などでは，組織化学的検索に供するこ

とのできる試料はさらに限られてくる．そこで限

られた長さの単一筋線維で多種類の染色を行うこ

とができる方法の開発が望まれる．

以下に述べる単一筋線維の連続横断切片を用い

た組織化学的染色は，上述の要求を満足すると思
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われ る．さ らに この方 法で は切片 の厚さ を統一 す

ること かで きるので ，単一 筋線 維を 直接 ス ライド

ガ ラスに張 りっ け る従来 の方法 のもう 一 つ の 欠

点 ，す なわ ち染色 度の違 いが酵 素活 性 のみな らず

筋線 維 の太 さの違いを も反映 してい るた め染色 の

濃 さ の違 いを そ のま ま酵 素活 性 の違 い と解釈で き

な い点゜， を も克 服で きる と考 え られ る ．

単一 筋線 維の連 続横断 切片 の作成 は ，次 の手 順

で 行 った ．　　 ∧

1） 双 眼実 体顕微 鏡下 で単一 筋線 維を分 離す る ．

2） 外 科用 縫合糸を ほ ぐして 得た 細い糸で 単一 筋

線 維 の両端 をし ぱる ．　　　　　　　　　 匸

3） 細 い糸 でし ば った 単一筋 線維を ア ル ミホイル

上 に滴 下 した リプ ショ ウ社 製包埋 用マ ト リッ クス

中に埋 め込 む ．この 際，糸 の先を ア ル ミホイル の

上 下端 に張 りつ け，包 埋剤 中で筋 線維 が湾 曲す る

ことを 防 ぐと ともに ，筋線 維 の長軸方向 を知 る手

がか り とす る．

4）液 体窒 素で約 一170 °C に冷却 した ヘ キサ ン中

で ， 単一筋 線維を 凍結 す る．

5） ク リオ スタ ット中で厚 さ10 μm の連 続 横断切

片 を作 り ， これを スライドガ ラスに張 りつ ける ．

6） 包埋用 マ ト リックス か乾燥 して しま わない う

ちに ， ス ライド ガ ラスの切片 付 着部位近 くに， ヤ

ス リで 目 印をつ け る．こ れは染 色後単 一筋線 維 の

ス ライドガ ラス上で の位 置を 見 失 わないた めであ

る．　　　　　　　　　　　　　　　　 卜　　　　　　 ．．

以上 の方 法 により ，1 本 の単一 筋線 維 か ら，

myofibrillar　ATPase　 染色 のた めに10 枚 （アルカ

リ・プ レ イ ンキュ ベー シj ン用2 枚 ，酸 性プ レ イ

ンキ ュ ベー ショ ン用4 枚 ，　Cu2 ナプ レイ ンキュ ベ

ー ショ ン用4 枚），　SDH 染 色 のため に2 枚 ，合計

12 枚 の連続 切片 を容 易に作成 で きた ．さ らに，単

一 筋線 維 の うち薄切 しな か った 部分を デ ィープ フ

リ ーザ ー（－80 °C）に保 存し ，後 日再び 同様 の染色

を 繰 り返 す こと も可 能であ った ．

2） 組織 化学的 染 色

組織化学的検索に供した単一筋線維は，アルカ

リ・プレインキュペーション，酸性プレインキュ

ベーションおよびCu2 ＋プレインキュペーション

後のMyofibrillar　ATPase　 染色，およびSDH

染色の組織化学的プロフィールより ，次の3 グル

ープのいずれかに：分類された（表1 ）．

すなわち第1 のグループ は，アルカリ・プレイ

ンキュベーション後のmyofibrillar　ATPase 染

色では濃く染色されるか，　SDH 染色やCu2 ゛プ

レインキュベーション後のmyofibrillar　ATPase

染色ではほとんど染色されなかった．また酸性プ

レインキュ“ － ション時間の延長に伴ない，　myo－

fibrillar　ATPase活性か若干低下する傾向が見ら

れた．外側腓腹筋の白色部より分離した単一筋線

維のほとんどは，このような組織化学的プロフィ

ールを示した．

第2 のグループ はすルカリ・プレインキュベー

ション後のmyofibrillar　ATPase　 染色，　SDH 染

色，およびCu2 ＋プレインキュベーション後の，

myofibrillar　ATPase　染色 と も に 濃く染色され

たレこのグループ に属する単一筋線維は，第1 の

グループと同様に，I酸性プレインキュベーション

時間か長くなるにしたがい，　myofibrillar　ATP

ase 活性が徐々に低下する傾向かあった．外側腓

詼筋の赤色部から分離した筋線維の約50％は，こ

のような組織化学的プロフィールを示した．

第3 のグループ は，アルカリ・プ レインキュペ

ーション後のmyofibrillar　ATPase 染色で はほ

とんど染色されなかった．一方，酸性プレインキ

ュベーションにより強く活性化され，濃く染色さ

れた．活性イ匕に要するプレインキュベーション時

間は，通常1 分以内であった．またCu2 ÷プレイ

ンキュベーション後のmyofibrillar　ATPase　染色

では，プレインキュベーション時間が1 分の場合

には中間的な濃さに染色されたが，2 分間以上の

プレイ ンキュペーションではきわめて薄くしか染

色されなかった．　SDH 染色ではかなり濃く染色



表I　Staining　intensity　of　single　fibers　and　reference　fibers
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Staining　Condition

Staining　Intensity

Single　Fibers Reference

HA UB I HA HB I

Myofibrillar　ATPase

preincubation　at　PH　10．2　　　　lOmin

preincubation　at　pH　4．60　　　　　Imin

2min

3min

4min

preincubation　in　ImM　Cu2十　　　lmin

2min

3min

4min

Succinate　Dehydrogenase

4

4

4

3

3

4

4

4

4

3

4

4

3～4

3～4

2～3

1

1

1

1

1～2

0

4

4

4

4

2

2

2

2

2

4

2

0

0

0

4

4

3

3

3

4

3

3

2

1

1～2

1 ～2

1 ～2

1 ～2

1 ～2

0

3

4

4

4

2

2

2

2

2

Staining　intensity　is　rated　subjectively　on　a　scale　of　O　to　4．　Arbitrary　units　of　O　and　4　indicate　light　and

dark　stain 　ings，　respectively．　Arbitrary　units　of　l　and　2　show　the　two　ranks　of　intermediate　stainings

された．外側腓腹筋の赤色部から分離した単一筋

線維の約50　％およびヒラメ筋から分離した単一筋

線維のほとんどは，このような組織化学的プロフ

ィールを示した，　　 十

以上3 グループの組織イ匕学的プロフィールと，

対照として用いた足底筋における各筋線維タイプ

の組織化学的プロフィールには，若干の相異点か

見られた．すなわち，Typel に属すると推定され

る第1 および第2 グループの単一筋線維の酸に対

する安定性は，足底筋のType 　IE　AおよびType ］I

B のいずれよりも高かった．さらに両グループ間

には，足底筋のTypelIA とType　lI　B　で見られた

ほど明確な酸に対する安定性の差異は認められな

かった．しかし酸性プ．レインキュベーション後の

myofibrillar　ATPase 染色の結果を 除けば，各グ

ループの組織化学的プロフィールは，足底筋にお

ける各筋線維タイプの組織化学的プロフィールに

極めてよく一致した．したがって，上に述べた3

グループの単一筋線維は，それぞれType　l　B　，

Type　l　A　，およびType　 工に属すると判断され

た．

3）組織化学的染色におよぽす弛緩液の影響

上に述べたように，Typell に属す るとみられる

単一筋線維と，対照である足底筋の新鮮凍結切片

中のType ！ 線維とは，　myofibrillar　ATPaseの酸

に対する安定性が異なっていた．このような差が

どのような機序により生ずるかは，現 在のところ

明らかでない，しかし本研究では，単一筋線維の

分離を5mM のEGTA を含む弛緩液中で行ったの

で，　EGTA あるいは弛緩液中の他の成分がmyo －

fibrillal・　ATPase　 の酸に対する 安定性を変化さ

せることは，十分考えうる ）゚． また弛 緩液中で分

離した単一筋線維と新鮮凍結切片中の筋線維の染

色性の比較では明らかにされなかったが，弛緩液

の成分が他の染色にも何らかの影響を 及ぼす可能

性もある ）゚． そこで各染色におよぽす弛緩液の影

響を調べるために，新鮮凍結切片と凍結切片作成

後60 分間弛緩液に浸した 切片の 染色性を比較し

た．なお弛緩液に浸した切片 は，蒸留水で2 ～3

回洗浄したあと，各染色に供した．

得られた結果は次のとおりであった．すなわち

5mM のEGTA を含む弛緩液への浸漬は，アルカ

リおよびCu2 ゛プレインキュベーション後の

myofibrillar　ATPase　染色，およびSDH 染色を
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ほとん ど変 化，さ せな かった ／しか し酸性プ レ イ シ

キ ュペー ショ ン後 のmyofibr111 おATPilse 染色 に

対 して は，：次 のよう な影 響があ った（図ly す な

わち新 鮮凍結 切 片 の場 合 に比 し，　Type　 ⅡA ，

Type　TII　B　と も ，酸 に対 する安定 性か 増した 。ま

たType 皿A 線 維 とType　H　B 線 維 の酸 に対す る

安定性 の差 は 少 な くな った 。さ ら にType　TII　B 線

維の中には，Type　TIIA 線維よりも不活性化の時

間経過が速いものもあった（例えば，図1 中の星

印のついた筋線維）．

単一筋線維の筋線維タイプ 分類 ，とり＝わけType

ll のサブタイプ分類をより確実にするためには，

酸性プレイソキ幺ベ：－ジ1j シ条件下に：おいでも新

鮮凍結切片と同様の染色性を保持しうる単一筋線

after　acid　preincubation （a ，b，c）and　for　SDH （d ）．Section　c　was　immersed

姐a　relaxation　solution　of　Mizusawa　et ．　al．（1982 ）7）for　60min ．　before

preihcubiltioh 如hil すs ＆tiohs ＝・a　and　b ・　received　・・　・n6　7sUuh　tieatmlent ∠　P辿・，

incubation　of　sections　a ，b，c　lasted　2，　4，　4min　respectively
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ABSTRACT

Fifteen　male　and　fifteen　female　Sprague －Dawley　rats　were　randomly

assigned　to　three　groups　respectively 。

They　consisted　of　untreated　control　rats　bone　and　raised　at　sea　level

【male　SL －CO ，　fema】e　SL－CO ），　swimming　training　rats　at　sea　level　（male

SL －SW ，　female　SL －SW ），　and　swimming　training　rats　under　intermittent

hypobaric　exposure 　（male　Hypo　Z　SL －SW ，　female　Hypo　Z　SL －SW ）。

The　intermittent　hypobaric　groups　were　exposed　on　alternative　two

weekes　to　460torr　and　sea　level　for　14weeks　beginning　at　five　weeks　of

ages ．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－

The　swimming　program　consisted　of 　endurance　swimming　at　30miimtes

a　day，　3days　a　week　for　14weeks ．　 ■
■■　　■　　　　　　　　　　　　　　　　■

At　nineteen　weeks　of　age ，　fiber　composition　of　three　hird－Iimb　muscles

were　histochemicalley　studied ．　Sample　（）f　the　soleus，　EDL　and　plantaris

muscles　were　sectioned　（10 μm　thiok ）by　cryostat　at　－　200C。

In　soleus　muscle ，　male　hypobalic　swimming　group　induced　significant

increase　in　FOG　fibers　and　decrease　in　so　fibers ．

EDL　and　plantaris　muscles　had　a　higher　percentage　of　FOG　fibers　in

the　male　hypobaric　swimming　group　than　in　the　sea　level　control　group ．

There　were　no　statistically　significant　differences　in　丘ber　composition

of　all　muscles　among　female　any　of　groups ．

要　　　旨

5 週齡の雄雌のラット15匹づつを用いて低圧お

よびトレーニングが，ラット骨格筋線維組成に及

ぼす影響について検討した．

低圧運動群は，低圧（460torr）と常圧の二つの

環境を2 週間の間隔でくりかえし生育ざせ，その

閧，週3 回，1 回30分間の水泳トレーニングを負

荷した．常圧水泳群は，常圧下で飼育し，同様の

水泳トレーニングを行わせた／また，常圧非運動

群は常圧で14週間生育させた．

19週齢で，ヒラメ筋，長指伸筋，足底筋を摘出

し，組織化学的方法により，各筋の筋線維組成の

変化について，雄雌を比較した．

ヒラメ筋では，雄の低圧運動群のFOG　fiberの

比率が他の2 群に比して有意に高い傾向がみとめ

られたが，雌では三群間に差はみとめられなかっ

た．

骨格筋線維組成の変化からみて，低圧とトレー

ニングの影響は，雌に比較して雄の方により強く

あらわれるものと考えられる．

緒　　　言

高地で日常生活を送っているものが，マラソン

や長距離走において，すぐれた成績を あげ て以

来，高地トレーニングが持久性体力の向上のため

に，重要な位置を占めてきたことは周知の事実で

ある．　　　　　　　　　　　　卜

それに伴って，高地でのトレーニングの効果や

体力測定に関する資料も数多くみられるようにな



また，高地と同様の低圧，低酸素の環境を設定

して，血液その他身体諸機能への影響か検討され

ている1・3・6）．　しかし，これらの資料や研究も，呼

吸循環系に関するものが大部分で，骨格筋，なか

んずく筋線維構成や筋酵素活性の面からの報告は

極めて少なく，さらにその低圧，低酸素環境への

適応の性差についてはほとんど知られていない．

そこで本研究では，長期間にわたる低圧環境か，

骨格筋線維組成に与える影響を，主として性差の

面から検討した．

実 験 方 法　　　　　　　　 卜

生後5 週齢のSprague －Dawley 種のラット雄雌

15匹づつ計30匹を用いた．

実験グルヴプは次の通りである．

a　．　Hypo ．＜＝ ＞SL，　SW 群　　　卜

低圧と常圧の二つの環境を2 週間の間隔で計14

回くりかえして生育させ，その間週3 回，1 回30

分間の水泳トレーニングを負課した群（低圧運動

群）．

b ，　SL，　SW群　　　　　　　　　　　　 っ

常圧下で飼育し，同様の水泳トレーニングを課

した群（常圧運動群）・

c　，　SL，　CO群

常圧で飼育（常圧非運動群）．

各群とも雄雌それぞれ5 匹づつをあてだ．低圧

条件は460torr （高度約4000m に相当）で一定し

た．

14週間のトレーニング終了後，麻酔下で下肢筋

（ヒラメ筋，長指仲筋，前脛骨筋，足底筋）を摘

出し，アセトン・ド ライアイスで冷却したイソペ

ンタン中で急速凍結した．クリオスタット内（－

20°C）で厚さ10μm の連続切片を作成し，室温で

約60～90 分間乾燥した．

組織化学的検索 のための染色は，　SDH ”，　myo－

sin　ATPase7，16）について行 った．
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ヒラメ筋，長指仲筋，足底筋の筋線 維組成を収

縮特性，代謝特性の面から，顕微鏡写 真よりPeter

ら17）の方法に従って分類し検討した．

実験結果

各群の体重変化は，図1 に示す通り である．

雄で は，低圧運動群，常圧運動群，常 圧非運動群

の間には，それぞれ10週齢以後有意の差がみとめ

られた．しかし雌では，低圧運動群の 体重か他の

2 群に比して若干下まわる傾向はある が，その差

は有意ではなかった．

また，雄では，低圧暴露時に体重の 増加が停滞

し，鋸の歯状の曲線となるが，雌では この変動も

明 らかで はなかった．

図2 は水泳によるperformance　test　 の結果で

あ る．水泳持続時間においても，雄で は3 群の閧

に有意差がみとめられ，（pく0 ．01）低 圧運動群が

最 も優位であったが，雌では，運動群 と非運動群

の差が大であった．

図3 はヒラメ筋の筋線維組成につい て，各グル

ープおよび雄雌を比較したものである．

雄では，常圧運動群と常圧非運動群 の間には差

はみとめられないが，低圧運動群では 常圧群に比

較して，　FOG　fiber　の数の比率が高く ，　so　fiber

の比率が低い傾向がみとめられた（FOG　fiber　の

比率は，常圧 非 運 動 群：15 ．9％？，常圧運動群：

15 ．2＃，低圧運動群：26 ．896）．しか し 雌 では，

FOG　fiber　の比率は，いずれの群にお いて も，平

均値でみれぱ，10 ．9％～14 ．35＆の間にあり，各群

間に有意差はみられなかった．ただし雄に比較し

て個体差が大きく，　FOG　fiber　の比率 が10 ％以下

のものや ，　15＃を越えるものかあった ．

同様に，図4 は長指伸筋の筋線維組 成の比較で

ある．雄では低圧運動群のFOG　fiber　が，常圧非

運動群に比較して多い傾向がみられる が，その盖

は有意ではなかった／また，雌で は三 群間の筋線

維組成に差はみとめられなかった．足 底筋におい
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図1　 発育に伴う各グループの体重変化

ては，図5 にみられるように，長指伸筋と同様に，

雄の低圧運動群のFOG　fiber の比率か，常圧運動

群に比較して高い傾向かおるが，個 休 差 が大き

く，その差は統計的に有 意では なかった．雌で

は，雄に比較して，三群ともso　fiber　の比率が

若干高いように思われる．

圖H 郢obaric　P．コSL ，　SW

E ∃SL －SW

［二コSL 一Control

＊IP ＜0．01

図2　 水 泳 に よ る 持 久 性 テ ス ト

考　　　察

骨格筋にみられる性差については，筋力を指標

とした男女の比較か一般的である．しかし，最大

筋力にみられる性差は筋横断面積の差によるもの

であり，単位面積当りの筋力には性差のないこと

か明らかとなった8）．

骨格筋の発達には，遺伝，栄養，内分泌，活動

状態など多くの因子が複雑に影響しているものと

考えられる．

Kochakian13’らは，去勢によって雄の動物の筋

重量は減少するが，　androgen 投与により回復す
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図5　足底筋の横断面の筋線維組成の比較

ることからandrogen の蛋白同化作用へのかかわ

りあいを認めている．

発育に伴う筋組成の変化に性差があるかどうか

についての研究では，菊地12）は，内分泌因子とし

ての性ホルモンとくに卵胞ホルモンが骨格筋に対

して蛋白異化的に作用し，骨格筋の発達，とくに

白筋線維にその影響が大であったと報告し，筋線

維の種類によってその影響の異なることを示唆し

ている．

杉浦ら19）は，ラットについて総NCP 量を測定

し，筋lg 当りでみれば性差や加齢変化は認めら

れないとし，ヒトの筋蛋白量の性差についての，

Grimby らg）， マウス筋蛋白量 の 加齢変化をみた

Salminen らls）と同様の結果を得ている．

一方，筋線維構成からみた性差にう い て は，

Vaughan ら21）は，＼成熟マウスのヒラメ筋で雄の

Type　l　fiber　の比率か雌に比して有意に低く，去

勢により雌の値に近づくことを報告し，　Gutmann

らもandrogen のfiber　type　への影響を認めて

いる．さらに的場ら14・15）は，マウスヒラメ筋で ，

発育時 にType　l　fiber の比率の増加を認め， こ

の増加の程度は雌が雄 に比してより顕著であるこ

とを明らかにしている．また雄の去勢後は雌の値

に近づくが，テストステロン投与により回復する

ことを認め， 雄ではテストステロンによりType

l　fiber の増加の程度が抑制されるためであろう

と推論し，性 ホルモンか筋線維組成に及ぼす影響

を認めている．

本研究 に：おいて，低圧，低酸素環境 暴 露 に よ

り，雄のピラメ筋のso　fiber の比率が，常圧群の

それに比して有意に低いことを認めたが，この低

圧群にみられるso　fiberの比率は実験開始時の5

週齢のラットの 比 率 にほぽ 等しく，加齢に伴う

so　fiber　の 比率の増加が， 低圧環境暴露という

刺激により，テストステロンの存在下で抑制され

たのではないかと考え られる．このことは，伊藤

ら11）の雄 ラットを去勢することにより同様に低圧

環境暴露して も，　so　fiberの比率は常圧下のそれ



と差かなかったことからも肯定できるであろう．

しかし，他の足底筋，長指仲筋では性差は認め

られなかった．
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