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ABSTRACT

Recently　many　studies　have　reported　the　relationship　between　muscle　fiber

phenotype 　or　size　and　heat　shock　protein　（HSP ）　72　0r　calcineurin　（CaN ）　in

mammalian　skeletal　muscles ．　In　this　study，　changes　of　the　expression　levels　of　HSP72

and　CaN　proteins　were　analyzed　in　atrophied　soleus　and　hypertrophied　plantaris

muscles ．　Male　Wistar　rats　were　used　for　two　models　of　experiment：　1）　left　hindlimb

was　immobilized　for　two　weeks ，　and　2）　synergistic　soleus　and　gastrocnemius　were

ablated　and　the　remained　plantaris　was　hypertrophied　for　two　weeks ．　In　atrophied

soleus　muscle ，　the　phenotype　of　myosin　heavy　chain　（MHC ）　isoform　was　shifted

toward　fast　type，　and　the　contents　of　HSP72　and　CaN　proteins　were　decreased．　In

contrast ，　MHC　isoforms　were　shifted　toward　slower　phenotype　皿d　the　protein　levels

of　HSP72　and　CaN　were　increased　in　hypertrophied　plantaris　muscle ．　These　results

may　suggest　the 　contribution　of　HSP72　and　CaN　to　the　changes　of　muscle　size　and／or

fiber　phenotype ，　although　additional　studies　are　needed　to　clarify　the　roles　of　these

proteins 。
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要　 旨

［目的］筋のサイズや筋線維発現型 と熱ショッ

クタンパク質（heat　shock　protein，　HSP）あるいは

カルシニューリン（calcineurin，　CaN）との関連に

ついては不明な点が多い．本研究は，ラット骨格

筋が肥大または萎縮する際のHSP72 ，　CaN の変化

を 分析 し ，両 者 の 関 連 を検 討 し た ．［方 法 ］

Wistar 系ラットを用い，n 下肢固定により萎縮

したヒラメ筋，お よび2）共同筋切除により肥大

した足底筋 につい て，　HSP72 とCaN タンパク質

発現量 をWestern　blotingにより分析した ［結果］

筋の萎縮がみられたヒラメ筋ではHSP72 ，　CaN と

もに発現量は減少した．逆に肥大した足底筋では

ともに増加した．ミオシン重鎖成分は，萎縮ヒラ

メ筋では速筋型が増加し，肥大足底筋では遅筋型

が増加した ［まとめ］筋サイズとHSP72 ，　CaN

の変化がパラレルであることから，両者がサイズ

の変化と関連する可能性が示唆されるが，更なる

検討が必要と考えられる．一方，筋線維の発現型

との関連についてはHSP72 ，　CaN ともに遅筋タイ

プの発現型に関与する可能性が示唆された．

緒　言

運動やトレーニングによる筋の収縮活動の増加，

あるいは逆に運動不足やギプス固定による活動量

の減少に対して，骨格筋はそのサイズ（筋重量や

筋線維の横断面積）や収縮特性［収縮・弛緩速度，

各種の酵素活性，筋線維タイプ発現，ミオシン重

鎖成分｛myosin　heavy　chain；　MHC ）など］がダ

イナミックに変化する．最近の研究では，このよ

うな筋線維タイプの発現型やそのサイズの変化に，

タンパク質脱リン酸化酵素であるカルシニューリ

ン（calcineurin；　CaN）が密接に関連することが多

くの研究者により報告されている11・　12・　19，　21｝　
＾
た

とえば，活性型CaN を持ったトランスジェニッ

クマウス骨格筋では，　slow タイプの筋線維やミ
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才グロビン，トロポニンの発現量が増大すること

12），さらに活性型CaN を導入した培 養細胞にお

い て，　slow　MHC　 の割合が顕著に増 加し，逆 に

CaN 抑制剤の投与によりその増加が 抑制された

こ と21）などの報告がみられ，　CaN がslow タイ

プの発現型に関与している可能性が示唆 されてい

る．　一方，サイズとの関連につい て，　Musaro

et　al．11）やSemsarian　et　al．19）は，インスリン様成

長 因子（IGF －1）による筋管細胞の肥大 には 活性

型CaN が関与することを報告してい る．し かし

ながら，その一方ではCaN が筋線維の成長・発育

には関与しないといった報告3・　20）やCaN 以外の

シグナル伝達経路が筋の肥大に関与す るとの報告

4）もみられ，一致した見解は得られていない．

あらゆる細胞や組織は，外界からの さまざまな

ストレスに対してストレスタンパク質 ，あるいは

熱ショックタンパク質（heat　shock　protein；　HSP）

と呼ばれる一連のタンパク質を発現す ることによ

り，その機能を保持している7・　9・　22）　＿哺乳類の下

肢骨格筋では，い わゆる遅筋のヒ ラメ筋でHSP ，

特に分子量72kDa のHSP72 の発現が多 くみられ，

速筋の足底筋では発現量は少ない．　Locke　et　al．8）

は，　HSP72 の発現量が遅筋型のtype　I　MHC　と関

連することを報告している．我々も これまでに

HSP72 の発現量が，肥大骨格筋で増加 すること18）

や，萎縮筋では逆に減少するこ と15），筋線維の

タイプ（組成）変化 に関連しているこ と13）など

を報告している．　Ogata　et　al．13）は， 胎児期お よ

び成熟期のラット骨格筋で，　HSP72 が遅筋型の

type　IMHC を発現している遅筋線維（type　l　fiber）

に特異的に発現することを，免疫組織化学的に明

らかにしている．しかしながら，この ような筋線

維特異性がみられる一方で，一時的な 筋温の上昇

や一過性の運動（ランニング）により，筋線維の

タイプ変化が生じない場合 でもHSP72 の一時的

増加がみられる5・　16・　17）． また，　HSP72 の発現量

と筋線維サイズの関連については，明確ではない．
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本研究は，筋線維の肥大あるいは萎縮とHSP72

およびCaN の関連を検討することを目的にラッ

トを用いて研究を行った．卜

1 ．研究方法

L　I　 実験方法

実験にはWistar 系雄ラットを用い筋の萎縮と肥

大の両方の観点から，以下の2 種類の実験を行っ

た．1 ）実験1　 下肢固定 実験 （12 －week －old，

n＝10，　initial　mean　body　weight　387g）　；ラツトの

左脚 を足関節・膝関節が約90 度の角度で石膏を用

いてギプス固定しこれを固定脚，右脚 を対照脚と

して，2 週間の実験期間の後，両脚よりヒラメ筋

（soleus） を摘出し筋重量を測定した後，　HSP72

発現量を測 定し た．2）実験2　 共同筋切除実験

（3－week－old，　n＝16，　initial　mean　body　weight

52．4g）　；ラットの左 右両脚 を用いて，共同筋で

あ る ヒ ラ メ 筋 （soleu い　 と ヒ フ ク 筋

（gatrocnemius ）をアキレス睫部位から5mm 程度

の 長 さ で 切 除 し ， そ の 結 果 残 さ れ た足 底 筋

（plantaris）を代償的に肥大 させたレ2 週間の切除

実験後，実験群と対照（コントロール）群よりそ

れぞ れ足底筋を摘 出し√HSP72 およびCaN 発 現

量について分析した．

1 ．2　 生化学的分析　　　　　　　 卜

筋重量の10 倍量の卜万リス溶液（10　mM　Tri／HCl，

pH7 ．6，　lOmM　NaCl ，　O．lmM　EDTA ，　15mM

mercaptoethanol卜 によりそれぞれの筋をホモジナ

イズし，　Bradford1^ の方法によりタンパク量を定

量した後√電気泳動およびウjlスタンプロットを

行った。

1 ．3　SDS 一電気泳 動　　　　 ＼

Laemm116 ）の方 法に従い，　10％　acrylamide 分離

ゲル と4 ％　aciylamide 濃縮 ゲ ルからなる ミニ ゲル

を 用 い て 約50 分 間 の 通 電 （30　mA　constant

current／gel）によりタンパク質を分離した．分離

後ゲルを速やかに取り出し，ウェスタンプロット

を行った．

1 ．4　 ウェスタンプロット

Semidiy　Western　Blotting　Unit　（Fisher　Biotech

FB －SDB－2020）を用いて，約2 時間の通電（50

mA 　constant　current／gel）によりゲル内のタンパク

質をニトロセルロースペーパに転写した．その後

ニトロセルロースペーパをブロッキング溶液

（5％　non－fat　milkソTTBS；　lOOmM　Tris－HCl，　pH7．5，

0．9％　NaCl，　0．1％　Tween　20）に1 時間浸した後，

TTBS により10 分間，2 度洗浄し，室温で2～3時

間ご次抗体（anti－HSP72，　StressGen　SPA810　0r

anti－CaN　A，　Sigma　C1956）と反応させた．その後

TTBS による洗浄の後，二次抗体（anti－Mouse，

Sigma　A　－　9044）　と反応させ，ジアミノベンジジ

冫を基質とする過酸化水素水溶液と反応させ，目

的とするタンパク質を検出・定量した し

1 ．5　 ミ オシン重鎖（myosin　heavy　chain 。

◇　　MHC ）成分の分析　 づ　… …

MHC の分析には，5～8％のacrylamide　gradient

のついたラージゲルを用いて電気泳動を行い（n

mA　constant　current／gel），冷蔵庫内（4 ℃）で約

16 時 間の通電後 ，銀 染色 キット （Wako　299 －

13841 ，　Wako）により，　MHC タンパ ク質を染色し

た．　MHC の各成分の割合は，レーザこスキャン

デンシトメータ十（densitograph　4．0，　Mac　AE－

6920　MF，　ATTO）により算出した　 づ

1 ．6　 統計処理　 ト　　　　　　　 ト

得ら れた結果 は，平均 値土標準 誤差で示した．

2 群間あるいは左右の筋間の平均値 の差 の検定に

はunpaired　Student　t－test　またはpaired　Student　t－

testを用い危険率5 ％未満 （p＜0．05） を有意とし

たレ　　‥‥‥‥　　　　 ヅ　　　　・‥：
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2 。研究結果

2 ，1　 筋重量の変化

図1 には，固定実験のヒラメ筋（soleus）と共

同筋切除実験の足底筋（plantaris）の筋重量を，

体重に対する相対値で示した．ヒラメ筋では固定

により約41％筋重量の低下がみられ，逆に共同

筋切除により足底筋では約72％の筋重量の増加

が認められた
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図I　Relative　muscle　weight　to　body　weight　in　the　soleus

and　plantaris　muscles．　Cont，　control；　Imm，　immobilization；

Hyp ，　hypertrophy．　＊　p≪0．05　vs．　Cont．

2 ．2　HSP72 発現量の変化

固定群ヒラメ筋のHSP72 発現量は対照群に比

べ約30％の低下がみられた（図2 ）．一方，共同

筋切除により肥大がみられた足底筋では，対照群

に比べHSP72 発現量が3．6倍に増加した（図2 ）．

2 ．3　CaN 発現量の変化

固定群のヒラメ筋では対照群に比べCaN 発現

量が22％減少した（図3 ）。これに対し，共同筋

切除を施した足底筋では，対照群に比べCaN 発

現量が2．4倍に増加した（図3 ）。＞　　づ
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Cont ，　control；　Imm，　immobilization；　Hyp，　hypertrophy．

＊　p＜0．05　vs．　Cont．

2 ．4　MHC 成分の変化

実験1 の対照群ヒ ラメ筋では遅筋 型のtype　I

MHC と速筋型のtype　Ila　MHC　がそ れぞれ92 ％，

8％ みられた（図4 　A）．これに対し，固定群のヒ

ラメ筋では，　type　I　MHC　の割合が減少し，新た

に 速筋型のtype　nx　MHC　の発現がみられた．実

験2 の対 照群足底 筋で は（図4 　B），　4種類 の

MHC アイソフォーム（type　l，　tyPe　Ha，　type　llχ，
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type　nb ） が 発 現 し て お り ， 共 同 筋 切 除 に よ り速

筋 型type　lib　MHC　 の 有 意 な 減 少 とそ の 他 の ア イ

ソ フ ォ ー ム の 増 加 が 認 め ら れ た ．

3 ．考　察

本研究は，筋が萎縮した場合と逆に肥大した際

のHSP72 およびCaN の応答を分析し，筋線維の

サイズや発現型との関連を検討した．固定群ヒラ

メ筋では，筋重量，　HSP72，　CaN発現量ともに対

照群と比較して低下した．また遅筋型のtype　I

MHC の割合の減少が見られた．一方，代償的に

肥大がみられた足底筋では，筋重量，　HSP72 ，

CaN 発 現量 と もに増加し， 速筋 型 のtype　lib

MHC の割合が減少した．

筋のサイズとHSP72 およびCaN の関連をみみ

ると（図1 ～3 ）固定により萎縮したビラメ筋で

は，　HSP72 ，　CaN ともにタンパク質発現量が減少

し，逆に代 償的に肥大した足底筋では両者ともに

発現量は増加している．この結果からのみから判

断すると，筋のサイズとHSP72 ，　CaN の間には何

らかの関連がありそうである．しかしながら，わ

れわれは，最近，クレンブテロールにより肥大し

たラットの下肢骨格筋で，　HSP72 発 現量が有意に

減少すること，逆 にCaN は増加す るこ とを報告

し ている14 ）．し たがって，こ れ らの結果 から，

HSP72 は単純に筋のサイズの変化と関連している

とは言えないようである．一方，　CaN タンパク質

発現量の変化は，筋のサイズの変化 と常にパラレ

ルであり，サイズの増減（肥大または萎縮）に関

連する可能性が高いようであるが，これに関して

は今後より精度の高い分析が必要と思われる．

筋線維タイプの発現型との関連をみると，　slow

type　I　MHC　の割合の減少がみられたビラメ筋で

HSP72 ，　CaNともに減少し，　fast－to－slow方向への

MHC 　isoformの変換が生じた肥大足 底筋では両者

ともに増加している．本結果は，　HSP72 ，　CaN と

もにslow　fiber発現型に関与するというこれまで

の多くの報告おJ 〕J2・13）を支持するものである．

4 ．まとめ

本研究は，筋の萎縮あるいは肥大 といったサイ

ズの変化 とHSP72 ，　CaN の関連を検討するため，

下肢固定により萎縮したヒラメ筋と代償的に肥大

し た 足 底 筋 に つ い て 分 析 し た ． そ の 結 果 ，

HSP72 ，　CaN の変化はともに筋サイズの増加ある

いは減少とパラレルなものであった．このことか

ら，　HSP72 ，　CaN ともに筋サイズと関連する可能

性が示唆されるものの，先行研究と一致しない点

もあり，更なる検討が必要である．筋線維の発現

デサントスポーツ科学Vol ．　26



型との関連では，　slow　MHC　isoforra　の増加ある

いは減少にともない，　HSP72，　CaNもパラレルに

変化し，この結果はこれまでの報告を支持するも

のであり，　HSP72，　CaNともに遅筋タイプの発現

型と密接に関与すると考えられる．
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