
筋萎縮に対する運動の抑制効果と

熱ショック蛋白質70 との関連性

東京慈恵会医科大学

（共同研究者） 日 本 医 科 大 学

国 際 武 道 大 学

共 立 薬 科 大 学

東京慈恵会医科大学

樹

夫

秀

俊

内
　
上

山
　
三

刈

木

宮

谷

村

野

Inhibitory　Effect　of　Exercise　on　Soleus　Muscle　Atrophy

in　Relation　to　Heat　Shock　Protein　70　Content

by

Hideki　Yamauchi ，　Satoshi　Miyano ，

Jikei びniversity 　School 　of 　Me ぷcine

Toshio　Mikami ，

Nippon　Medical　School

Fumihiko　Kariya ，

Internati θnal 　Bud θ びniversity

Masaki　Kimura ，

尠 θΓitsu 　College 　ofP 力・arma ・？jy

ABSTRACT

文

真

佐

彦

規

年

Our　previous　findings　have　provided　strong　evidence　山at　mechanical　stress　is　an　effective

countermeasure　against　unloading －induced　atrophy　in　antigravity　skeletal　muscles ．　The

generations　of　heat　shock　proteins　 （HSP ）　are　induced　in　response　to　mechanical　and

metabolic　stress　in　the　cytosol　and　play　important　roles　as　molecular　chaperones　for　protein

synthesis　and　degradation ．　HSP70　1s　down－regulated　by　mechanical　unloading　but　is　up －

regulated　by　mechanical　overloading ．　In　the　present　study，　we　investigated　whether　HSP70
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acts　as　a　factor　for　maintaining　muscle　mass　in　the　skeletal　muscle．　Female　F344　rats　（10

months　old）　were　assigned　tD　either　control　or　hindlimb　unloaded　（HU ）　group．　HU　rats

had　their　hindlimbs　suspended　for　3　weeks　with　or　without　isometric　resistance　eχercise

（IRE ）．　IRE　was　done　仮）r　30　min　a　day，　6　days　a　week，　with　an　additional　load　of　30％　body

mass　to　the　tail　during　HU　period．　HU　decreased　maximum　force　by　76％　and　myofibrillar

protein　by　80％in　the　soleus　muscle　compared　to　the　control．　IRE　suppressed　the　decreases

in　maximum　force　and　myofibrillar　protein　（by　25％ 飢d 　19％，　respectively，　compared　to　the

control）．　HU　reduced　HSP70　expression　in　the　soleus　muscle　by　53％　but　IRE　prevented

this　reduction　of　HSP70　by　16％　compared　to　the　control．　These　findings　suggest　that　HSP70

expression　corresponds　with　changes　in　muscle　mass，　and　that　HSP70　plays　an　important

role　in　maintaining　the　muscle　mass．

要　旨

本研究では，萎縮進行過程における等尺性抵抗

運動が萎縮筋の熱ショック蛋白質（heat　shock

protein：　HSP）　70の発現低下を抑制するか，また，

運動の筋萎縮抑制効果とHSP70 の発現変化との

関係について成熟ラットを用いて検討した　3 週

間の非荷重により，ヒラメ筋の最大張力と筋原線

維蛋白含量は，対照に比べそれぞれ77 ％，　80％

低下した．等尺性抵抗運動（1 日1 回，30分間）

は非荷重による最大張力と筋原線維蛋白含量の低

下 をそれぞ れ57 ％，　64 ％ までに軽 減し た．

HSP70 の発現レベルは非荷重により53 ％低下し

たが，等尺性抵抗運動を負荷した場合では16 ％

の低下であった．以上の結果から，　HSP70の発現

レベルは荷重条件や筋量により変化し，運動によ

る筋萎縮抑制機序の一端を担うと考えられた．

緒　言

身体活動低下による骨格筋の萎縮は蛋白質の合

成低下と分解亢進により筋蛋白代謝が分解に傾 き，

筋蛋白含量が低下する現象であるが，筋蛋白変性

など質的な変化をともなう場合が多い．これまで

に，筋萎縮に対する防止法の検討がなされている

が，効果的な防止法やその機序 に関しては，未だ

十分解明されているとは言い難い．

新規蛋白質の合成にはポリペプチド鎖が正常に

フォールディングされ，安定した機能型蛋白質へ

転換される過程が必須である． また，変性蛋白質

はペプチド鎖がアンフォールディングされており，

正常な機能蛋白として再生されるためには，リフ

ォールディングされなけ ればならない．再生不可

能な状態に陥った蛋白質はプロテアーゼによる分

解を受けるが，この処理機構が破綻 を来すと封入

体などの変性蛋白質の凝集や蓄積が生じ，細胞機

能に障害が生じる．これら蛋白質の新規合成や変

性蛋白質の再生あるいは分解処理を介添えする働

きを担っているのが卜 分子 シヤペロンという一群

の蛋白質であり，筋萎縮との関連性が注目されて

いる．

＝分子シャペロンの1 つである熱ショック蛋白質

（heat　shock　protein：　HSP）　70は哺乳動物の細胞質

に存在し，直接的に蛋白質の品質を管理している．

このHSP70 と筋萎縮との関係は近年よく研究さ

れており，骨格筋HSP70 含量は筋活動低 減によ

り萎縮した筋で減少するこ と1）や温熱ストレス

によりHSP70 を高めておくと筋萎縮か軽 減され

ること2）が報告されている．こ れらの成績は筋
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量保持に対するHSP70 の関与を示唆している．

われわれはこれまでに筋萎縮防止法としての運

動負荷の効果に関して研究を進めてきたが，運動

負荷は骨格筋HSP70 量を増加させること3）から，

運動の萎縮抑制効果にHSP70 の発現変化が関与

している可能性が考えられる．しかしながら，萎

縮進行過程における運動負荷がHSP70 の変化に

及ぼす影響や運動の筋萎縮抑制効果とHSP70 の

変化との関係については報告がないレそこで，本

研究では萎縮筋に対する運動がHSP70 の低下を

軽減するか，　HSP70 が運動の筋萎縮抑制機序の一

端となり得るのかを検討した

1．研究方法

10 ヵ 月齢 のFischer344 系 雌ラ ット23 匹 を対 照

群 （n＝8），懸 垂群 （n＝6），懸垂 運動群 （n＝9） の

3 群 に分 け た．懸 垂群 と懸垂 運動 群 は尾 部 懸垂 に

より後肢 非荷 重状態 で3 週 間飼育 した．懸 垂運 動

群 で は他 の2 群 に比 べ摂餌 量が 低下 する 覡　 した

がって ，懸垂 運動 群 は飽食条 件で飼 育したが ，対

照群 と懸垂群 に関し ては懸垂 運動群 の前日 の摂 餌

量 を調 べ，平均摂 餌量 が等 しくなる よう に給餌 調

節し た．なお ，摂 水 は自由 とした ．実験遂行 に関

して は 「生理 学領域 における 動物実 験に関す る基

本的指 針」（日本 生理学 会制定） を遵守し た．　 ＼

運 動 負 荷 は等 尺 性 抵 抗 運 動 と し4 ），1 日1 回 ，

30 分 間，週6 日実施 した．こ の運動 は半筒状 に し

た金網 （長 さ45cm 最大径6 ．5cm） の平 ら な床 面

上 で支持す る もので，一度 ，運動 装置内 にラ ット

を入 れる と， ほとん ど昇 降運動 はせず， 一定 の位

假で維持 してい る．負荷 強度 は金網 の傾斜角度 と

ラ ット の尾 につけ る鐘 に より調節 した．運動 強度

は，最 初の1 週 間は傾 斜80 度 で錘 な し，2 週 目以

降は傾 斜80 度， 体重 の約30 ％ の錘 をつけ た条件

で2 分 間十傾斜60 度 ，錘 なし で3 分 間を1 セ ット

（計5 分 間）とし，6 セット繰 り返 し行っ た．

実験 期間終了 後， 右側ヒ ラメ筋 の等 尺性 収縮張
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力 を間接極大電気刺激（0．1msの矩形 波） により

測定した．測定中，被検筋は95 ％　02
　－　5

％　C02の

混合ガスにて飽和したリングル液（37 ±1 ℃）中

に浸漬した．筋長は最大単収縮張力 が得られる長

さに固定した．刺激頻度100 ，150 ，200 ，250Hz ・

で1 秒間刺激し，頻度に関係なく，最 高張力 を最

大張力 とした．測定終了後，両後肢のヒラメ筋を

摘 出・秤量し， イソペンタン中で瞬 間凍結した．

凍結サンプルは生化学的分析 までディ ープ フリー

ザー内（－80℃）で保存した．

筋原線維蛋白とミオシン重鎖（myosin　heavy

chain：　MHC ）分子種の発現変化を調 べるために，

左側ヒラメ筋を9 倍量のホモジナイズ バッファー

（200mM　sucrose ，　lOOmM　KCl，　20mM　imidazol，

5mM　EDTA ，　pH　6．8）内で均 質化し，　Caiozzo　d

a15）の方法にしたがって筋原線維蛋白 の抽出を行

った．抽出後，直ちに牛血清アルブミ ンを標準液

としてLowry 法6 ）により蛋 白濃度 を定量し た．

また，抽出した筋原線維蛋白の一一咨115を5 倍量の保

存 液 （50 ％　Glycerol，　lOOmM　Na4P207 ，　5mM

EDTA ，　pH　8．8）と混合し，分析時 まで－20℃で保

存した．

MHC 分子種の分析はTalmadge　and　Roy　7）の方

法にしたがってSDS －PAGE により行っ た．濃縮

ゲル及び分離ゲルに含 まれるアクリルアミドはそ

れぞ れ4 ％，　8％とした．電気泳動 は10 ℃以下の

条件において，サンプルが濃縮ゲルを通過するま

で60V ，その後は100V で22 時間行っ た．その後，

銀染色（和光純薬）にて可視化した．　MHC 分子

種の相対的比率は乾燥ゲルをスキャナーにてパー

ソナルコンピュータに取 り込み，N Ⅲimage 　（ver．

1．61）を用いて算出した．

HSP70 量はNaito　et　a1　2）の方法にしたがって定

量した．右側ヒラメ筋 を10 倍量のホモジナイズ

バッファー（lOmM　Tris －HCl，　pH　7．5，　10　mM

NaCl ，　1　mM　EDTA ，　l　mM　PMSF，　l　raM　DDT，

0．1％　CHAPS ）中で均 質化し，遠心分離（10 ，000
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rpm ，　30分）後，上清を回収した．この上清の蛋

白濃度をComassie　Pluse　Protein　Assay　Reagent

（Pierce 社製） にて牛血清アルブミンを標準液 と

して測定した．蛋白質量で20 μg相当 のホモジナ

イズ上清を12 ％ ポリ アクリルアミドゲルを用い

たSDS －PAGE により蛋白質を分子量に応じて分

離した後，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膜に電気的に転写した．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，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

（anti－Hsp70，　Mouse－Mono，　Stressgen　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．

各群の値は平均 と標準偏差で表した．平均値の

差の検定には一元配置分散分析を用い，有意であ

った項目 につい では，　Tukey－Kramer の多重比較

を行った．有意基準はいずれも危険率5 ％とした．

2 ．結　果

ヒラメ筋の湿重量，最大張力，筋原線維蛋白の

変化を表1 に示した． 懸垂群および懸垂運動群の

ヒラメ筋重量は対照群に比べ低値を示した．最大

張力，筋重量あたりの最大張力 ，筋原線維蛋白濃

度ならびに含量はいずれの群間においても有意差

が認められた．

図1 にMHC 分子種の相対的比率変化 を示した．

MHC　H　b　の発現を認めたのは，懸垂群の1 匹のみ

であった．懸垂群と懸垂運動群では対照群 に比べ

MHC　l　x 比率 の高値を認 めたが，　MHC　I　，　l　a，

lb の比率 に差はみられなかった． また，懸垂群

と懸垂運動群間では差がみられなかった．
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図1　ミオシン重鎖分子種の構成比率

図2 にHSP70 量の変化を示した．懸垂群の

HSP70 量は対照群に比べ低値を示したが，懸垂運

動群では対照群と差がみられなかった．懸垂運動

群のHSP70 量は懸垂群に比べ高値を示した．

図3 にHSP70 量と湿重量あたりの最大張力との

関係を示した．相関係数0．73で有意な正相関を認

めた．

3 。考　 察

骨格筋HSP70 の発現レベルは筋萎縮にともな

い低下することが示されている呪 また，　Naito　et

al．2）は8 日間の非荷重によりヒラメ筋重量は

表1　 ヒラメ筋の湿重量，筋原線維蛋白，最大張力の変化

濳重量（mg）

筋原線維蛋白濃度（mg ／g）

筋原線維蛋白含量（mg ／muscle）

最大張力（g）

湿重量あたりの最大張力（g／mg）

86．0士9．9

91．4土5，7

7．89土1．25

133．3±18 ．6

1．55±0 ．10

51．7土6．6　＊

30．9±3．3＊

1．60±0．25＊

31．3±3．4　＊

0．61±0．11　＊

57．0±7．7＊

49j ±6．4　＊↑

2．80±0．57＊卞

57．0±6．8＊↑

1．01±0．11＊卞
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図2　 ヒラメ筋HSP70 量

R＝0．73，　p≪0．001

○ 対照群

△ 懸垂群

● 懸垂運動群

△ △

○

10　　20　　30　　40　　50　　60　　70
HSP70　（μg／mg　protein）

図3　 ヒラメ筋の筋あたりの最大張力とHSP70 量との関係

25 ％低下したが，事前の温熱ストレスにより骨

格筋HSP70 量を高めておくとヒラメ筋重量の低

下は17 ％に軽減されることを報告している．こ

れらの結果はHSP70 が筋蛋白代謝を制御し，筋

量調節の役割を担っていることを示唆する．

本研究においても，3 週間の非荷重により萎縮

したヒラメ筋ではHSP70 量が対照に比べ53 ％低
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下を示した．しかし，抵抗運動負荷は，萎縮にと

もなうHSP70 量の低下を16 ％に抑制し，最大張

力や筋原線維蛋白の低下を抑制した．この結果は

運動による筋萎縮軽減効果にHSP70 が関係して

いることを示唆する．

今回の運動負荷でHSP70 量の低下が抑制され

た原因に関しては明らかでない．　HSP70 の発現は

筋線維タイプ特異的であること8・9）が知られてい

るが，　MHC 分子種構成比率に運動の影響はみら

れなかったことから，運動によるHSP70 の発現

レベルの維持にタイプ変化は関与していなかった

と考えられる．単回の温熱ストレスにより，ヒラ

メ筋HSP70 は非荷重8 日後でも無処理に比べて

35 ％高いレベルに維持されること2）が示されて

いる．この温熱ストレスによるHSP70 の産生効

果に対し，本研究における運動のHSP70 量維持

効果は低い結果であった．したがって，運動によ

るHSP70 の発現維持には，機械的刺 激や活性酸

素ストレスなど温熱ストレス以外の筋収縮に関連

した要因が関与していると考えられる．

われわれは先行研究10）において，非荷重によ

る萎縮ヒラメ筋において，筋線維横断面積の低下

と変性筋線維の出現を認めている．また，非荷重

による正常（光顕レベルで異常の観察されない）

筋線維の横断面積の低下（55 ％）に比べ最大筋

力の低下（77 ％）は大きく，筋線維の変性が筋

力発揮能の低下に関与していることを報告した．

非荷重にともない筋線維や緇胞内微細構造の異常

が生じることは先行研究11－14）においても報告さ

れている．その発症機序の詳細に関しては明らか

でないが，　HSP70 の低下が関与している‾叮能性が

考えられる．非荷重による筋線維の変性は運動負

荷により抑制されること12）やHSP70 量と筋重量あ

たりの単位張力が正相関を示した結果は，運動に

よるHSP70 量の維持がリフォールディングによる

変性蛋白質の安定した機能型蛋白質への修復を介

添し，変性蛋白質の蓄積を抑制したと推測される．
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4 ．まとめ

本研究では極度な身体活動制限下における抵抗

運動の筋萎縮抑制効果とHSP70 との関係を示し

た．加齢にともなう筋萎縮が生理的加齢変化だけ

でなく．日常活動量の低下にも起因していること

から，本研究の実験モデルは加齢吐筋萎縮に対す

る抵抗運動の予防効果にHSP70 の制御が関与し

ている可能性を予測させる．活動的な日常生活は

ストレス耐性の向上により健康長寿を確保する上

でも重要であり，高齢期における抵抗運動の実践

による筋萎縮予防とHSP70 の発現との機能的関

係については興味ある今後の研究課題と考える．
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