
運動前の身体加温は運動時の骨格筋損傷を

抑制するか否か

一熱ショックタンパク質70　（HSP70 ）の発現からの検討一
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ABSTRACT

These　experiments　were　designed　to　investigate　whether　elevation　of　heat　shock　protein

70 　（HSP70 ）　in　skeletal　muscle　prior　to　exercise　contributes　to　protect　from　skeletal　muscle

damege　induced　by　eccentric　exercise　In　experiment　1，　male　ICR　mice　were　exposed　to　30

min　of　heyperthermia　at　42　℃．　Soleus　and　extensor　digitorum　longus　（EDL ）　were　excised

under　the　anaesthesia　24h　after　the　eχposure　to　heat．　The　amount　of　HSP70　1n　both　skeletal

muscles　was　determined　by　SDS －PAGE　and　western　blot．　Heat　stress　significantly

increased　the　amount　of　HSP70　1n　both　soleus　and　EDL　muscle　compared　with　the　resting

level．　ln　experiment　2，　male　ICR　mice　were　divided　into　two　groups，　exercise　group　and

heat十exercise　group．　Heat＋exercise　group　of　mice　was　exposed　to　the　same　heat　stress　24　h

before　exercise　as　experiment　1．　Both　groups　of　mice　performed　60　min　of　downhill

running （－20　degrees，　25　m／min）．　Skeletal　muscles　and　plasma　were　removed　under
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anesthezisis　12，　24　and　48　h　after　downhill　running．　Creatine　kinase　（CK ）　activity　in

plasma　increased　12　h　and　24　h　after　downhⅢrunning ，　while　β－glucuronidase　activity　in

soleus　and　EDL　increased　48　h　after　downhⅢrunning ．　However ，　heat＋eχerdse　group　of

mice　showed　more　suppressed　level　in　both　enzyme　activities　compared　with　eχercise

group；　These　finding　suggest　that　heat　stress　prior　to　downhⅢrunning　induces　skeletal

muscle　HSP70　and　leads　to　protective　effect　against　skeletal　muscle　il！jury　induced　by

downh Ⅲrunning

要　 約

本研究では事前のHSP70 の増加が運動時の骨

格筋損傷を抑制するか否かについて検討した．実

験1 ではマ ウスに42 ℃，30 分間の熱ストレスを

負荷し，24 時間後にヒラメ筋と長指仲筋を採取し

てHSP70 を定量した．実験2 ではマウスを運動群

と熱負荷 十運動群の2 群 に分けて，熱負荷 十運動

群には運動負荷の24 時間前に実験1 と同様の熱ス

トレスを負荷した．その後，各群マウスに60 分

間の下り坂走を負荷した．運動12 ，　24，　48時間

後にヒラメ筋，長指伸筋 と血漿を採取し，骨格筋

損傷の指標である骨格筋β－glucuronidase活性と

血漿CK 活性 を測定した．主要な結果は以下の通

りである．熱負荷により直腸温は有意に上昇し，

ヒ ラメ筋と長指伸筋のHSP70 量は有意な増加を

示 した．下り坂走後12 時間での血漿CK 活性は熱

負荷 十運動群が運動群に比し有意な低値を示した．

運動群でみられた運動48 時間後のヒ ラメ筋のβ－

glucuronidase活性の上昇が熱負荷 十運動群ではみ

られなかった．また，長指伸筋のβ－glucuronidase

活性 は48 時間後 に両群ともに有意な上昇 を示し

たが，熱負荷 十運動群の上昇は運動群に比べ有意

な低値 を示した．これらの結果より，運動前の熱

負荷は運動後の筋損傷を抑制することが明らかと

なった．この原因としては熱負荷 により骨格筋の

HSP70 が増加したことが関係したと考えられる．

目　的

熱ショックタンパク質（heat　shock　protein：　HSP）

は生体が熱，低酸素，グルコース枯渇などの種々

のストレスを受けた場合に生体内で合成される夕

ンパク質である．　HSP は分子量により数種類に分

けられるが，その中でも分 子量70kDa の熱ショッ

クタンパク質70 　（heat　shock　protein　70　：　HSP70）

はストレス耐性との関係が最も良く研究されてい

る．ストレス耐性とHSP70 発現の関係には，事

前の熱ストレスによりHSP70 増加を引 き起こし

た細胞では，その後に致死的ストレスを負荷した

際の細胞死が抑制されることが知られている 疣

すな わちHSP70 の増加はストレス耐性の亢進を

もたらす．　　　　　　　　　　　　 十

一方，運動習慣のないヒトが運動を行った時に

は遅発性筋肉痛が生じ，ひどい場合 には骨格筋の

損傷が生ずる氛　しかし，一度この筋肉痛や筋損

傷を経験すると次に同様な運動を行った際の筋肉

痛や筋損傷が軽減される3一睨 この生体反応は先

に述べたHSP70 増加に由来するストレス耐性の

獲得現象と非常に良く似た現象であ る．

このHSP70 増加 によるストレス耐性の獲得と

遅発 哇筋肉痛の抑制との共通した性質に着目して，

本研究では運動前 の骨格筋HSP70 の増加が運動

後の筋損傷を抑制するか否かについ て検討した．

そのため実験1 ではマウスを麻酔下で42 ℃の高温

下に暴露して骨格筋HSP70 の変動 を調べた．実
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験2 で は，運動 前 に熱ス トレ スを負荷 したマ ウス

と負 荷 し ない マ ウス に対 し て下 り坂 走 を負 荷 し，

骨格 筋損傷 の指標 として広 く用い ら れてい る血漿

creatine　kinase　（CK ） 活 性 と 骨 格 筋 の β －

glucuronidase 活 性 を経時的 に比 較した 。こ れら の

実 験 結果 か ら骨 格 筋 のHSP70 発 現 と骨 格 筋 損傷

の関係 につ いて検討 した。

1 ．方　法

1 ．1　 実験1

実験動物には8 週令のICR 雄マウスを用い，こ

れらを安静群と熱負荷群に分けた．l週間の予備

飼育の後に熱負荷群マウスをネンブタール麻酔下

で42 ℃のインキュベーター内に30 分間置き熱ス

トレスを負荷した その後，室温に戻して通常飼

育を行い，24時間後にエーテル麻酔下で腹部大動

脈より採血してマウスを屠殺して骨格筋（ヒラメ

筋，長指仲筋）を採取して，直ちに液体窒素にて

凍結して分析まで－80 ℃で凍結保存した．血液

は遠心分離して血漿を回収して分析まで－80 ℃

で凍結保存した．

1 ．2　 実験2

8 週令 のICR 雄マウスを運動群と熱負荷 十運動

群の2 群に分けた．両群マウスと も1 週 間の予備

飼育中に1 日1 回，10 分間のトレッドミル走を行

わせトレッドミル走に慣らした．熱負荷 十運動群

には運動実施の24 時間前に実験1 と同様の熱スト

レスを負荷した．運動は下り坂走を行 わせた 走

行条件 はト レッドミル傾斜角度－20 度，トレ ッ

ドミル速度25m ／min，運動時間60 分間で行った．

運動終了後は通常飼育を行い運動後12 時間，24

時間，48 時間に実験1 と同様にマウスを屠殺して

血漿と骨格筋を採取して分析まで－80 ℃で凍結

保存した．
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1 ．3　 分析 方法

骨 格筋 はポモ ジェ ナイ スし た後 に遠 心 分 離し て

上 清 を回 収し ，こ の上 清 を用い てHSP70 量 と β。

glucuronidase 活性 を測 定し た． そ の概 略 を以 下 に

示 す ． 凍結 保 存し た骨 格筋 組織 を10 倍 量 のホ モ

ジェ ナイズバ ッフ ァー （10　mM　Tris－HCl ，　pH　7．5，

10　mM　Nad ，　1　mM　EDTA ，　1　mM　PMSF ，　ImM

DDT ，0 ．1％CHAPS ） 中で ポモ ジェ ナ イ スし， 遠

心 分 離 （10 ，000rpm ／30inin） し て上 清 を 回 収 し，

こ の 上 清 の タ ン パ ク 質 濃 度 をComassie　Pluse

Protein　Assay　Reagent　（Pierce 社 製） にてbovine

serum　albumin 溶液 を標準 液とし て測定 した．

HSP70 の測 定 はNaito ら7 ）の方法 に 準 じ た．以

下 にそ の概略 を示す ． タンパ ク質 量で20 μμ 目当

の ポモジ ェ ナ イス 上 清 を12 ％ ポリ ア クリ ル ア ミ

ド ゲ ル を用い たSDS －ポリ ア クリ ルア ミド ゲ ル電

気 泳 動8 ）にか け た後 ， ウェ ット式 ブ ロ ッテ ィ ン

グ 装 置 （Bio　Rad 社 製 ） に て タ ン パ ク 質 を

polyvinylidene 　difluoride　（PVDF ）膜 に ウェ ス タン

プ ロ ット 法にて転 写した 転写 終了 後 ， メンブ レ

ン をT －TBS （20　mM　Tris －HCl ，　150　mM　NaCl ，

0 ．9　％　Tween －20） で洗 浄し て，5 ％ ス キ ムミ ル ク

を含 むT －TBS に てブロ ッキン グ処理 （4 ℃，12 時

間） を行 った．メ ンブ レ ンをT －TBS に て洗浄 した

後，HSP70 に対 す るモ ノ クロ ナル抗体 （Streegen

SPA －810） と反応 させ （室温，2 時 間）， 引 き 続い

てalkaline　phosphatase 標識 の抗 マ ウスlgG と反応

さ せ た （室温 ，2 時 間 ）． 最 終的 にメ ンブ レ ン を

T－TBS とミリQ 水 にて洗 浄し，　AttoPhos 試 薬 キッ

ト と反応させ ，蛍光 強度 をフ ルオロ イ メージ アナ

ラ イザ ーFLA －2000（富 士 フイ ルム 社 製 ） にて検

出 してHSP70 量 を定量化 した．

β－glucuronidase 活 性 はKoskinen ら の 方法9 ）に

準 じて測 定 し， 血漿 中のcreatine　kinase　（CK ）活

性 はCPK テ ストリ コ ー（和光 純 薬 ） によっ て 測

定 した．
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1 ．4　 統計処理

結果は全て平均値士標準偏差で表した．実験間

の平均値の検定には一元配置分散分析と多重比較

検定（FisherのPLSD ）を用い，いずれの場合も

危険率5 ％以下を有意とした．

2 ．結 果

2 ．1　 実験1

熱ストレ ス負荷により直腸温は負荷前の36 ．1±

i．oocから負 荷直後の41 ．1±1 ．0　°cへと有意な上昇

をした．

熱ストレ ス負荷24 時間後のヒラメ筋のHSP70

量の変化を図1 に示した．写真は実際のウェ スタ

ンプロ ット における典型的な測定結果を示した．

図は各群の ウェ スタンプロット結果を定量化しか

値の平均値 土標準偏差 を示したものである．熱ス

トレス負荷 によりヒ ラメ筋のHSP70 量は対照群

の約2 倍へと有意な増加を示した（p≪0．05）．
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図I　Soleus　HSP70　content　of　resting　animals　and　those

killed　24　h　after　eχposure　to　heat　stressンHSP70　content　was

assessed　by　western　bloting．　Gels　were　Loaded　with　20　μg

of　protein ．　Data　are　the　mean　士SE ．　A　representative

western　blot　政）r　each　group　is　shown　immediately　below　the

histogram ．　C：　control　sedentary；　H：　24　h　after　heat　stress

（42TC ，30　min　）．★p ＜0．05　vs　control　sedentary．

図2 は長指伸筋におけるHSP70 の変化をヒラメ

筋と同様に示したものである．ヒラメ筋と同様に
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図2　EDL　HSP70

C H

animals　and　those

killed　24　h　after　exposure　to　heat　stress．　HSP70　content

was　assessed　by　western　bloting．　Gels　were　loaded　with　20

μg　of　proteinレData　are　the　mean　土SE ．　A　representative

western　blot　for　each　group　is　shown　immediately　below

the　histogram・　C：　control　sedentary；　H：　24　h　after　heat

stress　（42 ℃，30　min　），★p ＜0．05　vs　control　sedentary．

熱ストレス負荷により長指伸筋のHSP70 量は有

意な増加を示したが（p＜0．05），その増加率はヒ

ラメ筋より大きく対照群の約5 倍に達した．

2 ．2　 実験2

血漿CK 活性は両群とも下り坂走の12 時間後で

安静値に対して有意な上昇を示し（p＜Q．05），そ

の後徐々に安静値へと回復した．しかし，熱負荷

十運動群の上昇は運動群に対し運動後12 時間と

24時間で有意な低値を示した（図3 ）．

ヒラメ筋と長指仲筋のβ－glucuronidase活性値

の変化 を図4 と図5 におのおの示した．ヒラメ筋

のβ－glucuronidase活性値は運動24 時間後 までは

有意な増加を示さなかったが，運動群では運動48

時間後で有意な上昇を示した（p＜0．05）．しかし，

熱負荷十運動群ではこの上昇が認められなかった．

一方，長指伸 筋のβ－glucuronidase活性は下り坂

走の48 時間後 に両群 ともに有意な上昇を示 した

が（p＜0．05），熱負荷 十運動群の上昇は運動群 に

比べ有意な低値を示した（p≪0．05）．
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図3　Plasma　CPK　activity　of　the　mice　exposed　to

downhill 　running．

C：　control　sedentary；　C12，　CE24　and　CE48：　12，　24皿d48

h　after　downhill　running　without　heat　stress；　CHE12 ，

CHE24　and　CHE48 ：　12，　24　and　48　h　after　downhill　running

with　heat　stress．　☆p ≪0．05　vs　control　sedentary．　★p く0．05

between　CE　and　CHE ．
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図5　EDL β －Glucronidase　activity　of　the　mice

exposed　to　downhi 】1　running．

C ：　control　sedentary ；　C12，　CE24　and　CE48 ：　12，　24　and　48

h　after　downh Ⅲrunning　without　heat　stress ；　CHE12 ，

CHE24　and　CHE48 ：　12，　24　and　48　h　after　downhill

running　with　heat　stress ．　☆p ＜0 ．05　vs　control　sedentary ．

★p ≪0 ．05　between　CE48　and　CHE48 ．

3 。考　 察

本実験において，運動負荷24 一時間前に熱スト

レ スを負荷したマ ウス におい て，運動後の血漿

CK 活性と骨格筋のβ－glucuronidase活性 の上昇抑
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図4　Soleus β －Glucronidase　activity　of　the　mice

exposed　to　downhill　running．

C：　control　sedcntaly；　C12，　CE24　and　CE48：　12，　24　and　48

h　after　downhill　running　without　heat　stress；　CHE12 ，

CHE24　and　CHE48 ：　12，　24　and　48　h　after　downhill

running　with　heat　stress．　☆p ＜0．05　vs　control　sedentary．

★p ＜0．05　between　CE48　and　CHE48 ．

制 が み ら れ た ． こ の 結 果 よ り ， 運 動 前 の 熱 負 荷 は

運 動 後 の 筋 損 傷 の 発 生 を 抑 制 す る こ と が 示 唆 さ れ

た ．

HSP70 の 増 加 に は 種 々 の ス ト レ ス 刺 激 が 関 与 す

る が ， そ の 中 で も 熱 負 荷 は 最 も 一 般 的 な ス ト レ ス

刺 激 で あ る ． 細 胞 に 対 し て 熱 負 荷 （42 ℃ ／30分 ）

を す る とHSP70 の 増 加 が 起 こ り ， そ の 増 加 は 熱

負 荷48 時 間 後 ま で 持 続 す る 顫 ． 一 方 ， 個 体 レ ベ

ル で の 熱 負 荷 に よ る 組 織HSP70 の 変 化 に 関 し て

は ，　Flanagan ら はm 熱 ス ト レ ス 負 荷48 時 間 後 で

肝 臓 ， 小 腸 ， 腎 臓 で はHSP70 が 増 加 し た が ， 骨

格 筋 と 脳 で は 増 加 し な か っ た と 報 告 し て い る ． 一

方 ，　Naito ら は7 ）熱 ス ト レ ス 負 荷8 時 間 後 に 骨 格

筋HSP70 が 増 加 す る こ と を 報 告 し て い る ． こ の

よ う に ， 熱 ス ト レ ス 負 荷 に よ る 骨 格 筋HSP70 の

反 応 に つ い て は 一 致 し た 結 果 が 得 ら れ て い な い ．

そ こ で ， わ れ わ れ は 実 験1 に お い て 熱 ス ト レ ス 負

荷24 時 間 後 の 骨 格 筋HSP70 の 変 化 を 調 べ た と こ

ろ ， 速 筋 （長 指 仲 筋 ） と 遅 筋 （ ヒ ラ メ 筋 ） と も に

熱 ス ト レ ス 負 荷 の24 時 間 後 に お い て 骨 格 筋

HSP70 は 有 意 な 増 加 を 示 し た （ 図1 ）． こ の 結 果

を 基 に ， 本 研 究 で は 骨 格 筋HSP70 の 増 加 が 認 め

ら れ た 熱 ス ト レ ス 負 荷 後24 時 間 の 時 点 で 運 動 負
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荷を行うこと とした．

本実験にお いて運動負荷には下り坂走を用いた．

この理由は， 下り坂走は伸長性筋収縮が多用 され，

この伸長性筋 収縮を繰り返す運動が最も筋への刺

激が大 きく， 結果として骨格筋の損傷を引き起こ

し易いためである．・ このことに関してArn！strong

らは12），登 り坂走と下り坂 走とで運動後の筋損

傷の程度を調べ，下り坂走の方が筋損傷の指標で

ある骨格筋glucose－6－phospahte　dehydrogenase　（G－

6－PDase）活 性の上昇 と組織学的な筋損傷の所見

が著しいこと を報告している．そして本研究では

骨格筋の損傷 指標としで血漿CK 活性と骨格筋β－

glucuronidase 活性を用いた．しかし，血漿CK 活

性と骨格筋β－glucuronidase活性の変動には経時

的な違いがみ られた．すなわち，血漿CK 活性は

運動後12 時 間で上昇 したのに対 し，骨 格筋 β－

glucuronidase活性は運動後48 時間で上昇した．こ

の両者の上昇 に時間差が生ずることは先行研究で

も報告されている．　Komulainen らは13）ラットに

下り坂走を負荷した時の血漿CK 卜活性と骨格筋β－

glucuronidase活性の変化を比較し，血漿CK 活性

は運動2 時間後から上昇するのに対して骨格筋 β－

glucuronidase活性は48 時間後から上昇し始め，そ

の上昇 は96 時間後 まで続い たと報告してい る．

また，　Sakamoto ら14）も伸長性筋収縮後のラット

の血漿CK 活 性は運動後2 ～4 時間後でピ ーク値

を示すと報告 している．一方，ヒトでの伸長性筋

収縮運動 による血漿CK 活性の変化はラット，マ

ウスとは異 な り，運動48 時間後で上昇 する15 ）．

ラット，マ ウスとヒトとの血漿CK 活性の変化の

違いの原 因については不明であるが，本研究での

両活性値の変 化は従来の報告と一致しており，筋

損傷を調べ る動物実験モデルとしては適切な実験

条件であった ことが確認された．

血漿CK 活 性はラット，マウスの場合は運動直

後から上昇 するが，この上昇は骨格筋組織での酵

素活性の変化 や病理学的筋損傷の所見と一致しな

いことから，血漿CPK 活性値の変化は骨格筋の

損傷を反映するものではない と考えら れてい る

13，16）　＿一方，骨格筋 β－glucuronidase活性の上昇

は直接的に骨格筋の損傷を表す指標であり17・18），

本研究において運動負荷前日に熱ストレス負荷し

たマウスで下り坂走後の骨 格筋β－glucuronidase

活性の上昇抑制が生じたことは，運動 前の熱負荷

が下り坂走に由来する骨格筋の損傷を抑制したこ

とを示唆している．

事前の熱ストレス負荷が骨格筋の損傷を抑制し

た最 大の 要因 は熱 ストレ ス負荷 に よる骨 格筋

HSP70 の増加であったと考えられる．そして，こ

のHSP70 の増加が骨格筋損傷 を抑 制し た原因に

はHSP70 の持つ二つの生理的作用が関係する．

その一つはシャペロン機能であるレ シャペロン機

能とはストレスを受けたタンパク質にHSP70 が

結合してタンパ ク質の変性や凝集を抑制して細胞

死を防ぐ働 きであ る19）．そしてHSP70 を強発現

させた細胞ではシャペロン活性が亢進して熱スト

レスに対するストレス耐性が高 まる20）．本研究

で負荷したような激しい運動は骨格筋での活性酸

素の生成を亢進させ，活性酸素の増加は細胞内 夕

ンパク質の酸化修飾 を増加させる2疣　これらの

酸化修飾タンパク質は細胞内のタンパク分解機構

により分解を受けるが，細胞膜タンパク質が活性

酸素により酸化され分解を受けることが細胞の機

能低下を引 き起こし，強いては骨格筋損傷がもた

らされると考えられる．この時，運動前の熱スト

レス負荷 により増加したHSP70 は，酸化修飾を

受けたタンパク質に結合してタンパク質の構造維

持に慟くことでタンパク質の分解を減少させて筋

細胞の機能維持に貢献し，その結果として骨格筋

の損傷が抑制されたことが推測された．

そしてHSP70 増加のもう一つ の重要な働 きは

アポトーシスの抑制である．事前の熱ストレス負

荷によりHSP70 を誘導した細胞ではアポトーシ

スが抑制される22－24） 一方，伸展状態 で固定さ

デサントスポーツ科学Vol ．24



れた骨格筋での筋収縮は細胞膜タンパク質の消失

と骨格筋細胞のアポトーシスを引き起こし25），

長時間運動はマウス骨格筋細胞のアポトーシスを

引き起こす26）　
＾

これらの先行研究の結果から，

伸張性筋収縮を多用する下り坂走では運動負荷に

より骨格筋細胞のアポトーシスが誘導されたこと

が予想される．この時に事前の熱ストレス負荷に

より骨格筋HSP70 が増加していたマウスでは

HSP70 によりアポトーシスが抑制され，結果とし

て筋損傷の抑制が起こったことが推測された．

今回の結果は運動前の熱ストレス負荷が運動後

の骨格筋損傷マーカーの上昇を抑制することを示

したが，あくまでもこの結果は酵素活性の変化の

みを調べた結果であり，実際の筋肉痛や組織所見

における変化を調べた結果ではない．この点を考

慮し，今後はヒトを被験者にした実験で，骨格筋

のみに熱ストレス負荷して，その後に運動を実施

した際の筋肉痛の変化などを調べていく実験が必

要であると考えている．
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