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萎縮骨格筋における筋力低下ならびに

易疲労性の分子メカニズム

一新しいリハビリテーション法の開発を目指してー
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by

Norio　Fukuda ，　Jun　Udaka ，　Satoshi　Kurihara

Department　of　Physiolog バII ），
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ABSTRACT

We　investigated　how　hindlimb　immobilization　（Hi ）　affected　contractile　functions　of

single　skinned　soleus　fibers　from　the　rat．　HI　（6　weeks），　resulted　in　reduced　wet　weight　of

soleus　muscle　 （～40 ％）．　The　area　of　single　skinned　fibers　was　～　30％　less　in

immobilized　muscle　than　in　control　muscle．　We　found　that　in　immobilized　fibers，　maximal

Ca2＋－actiavated　force　was　reduced　by～30 ％．　We　then　induced　Ca2゙－independent　active

force　under　the　relaxing　condition　by　lowering　the　MgATP　concentration　to　investigate

whether　the　decrease　in　Ca2＋－activated　force　results　from　reduced　likelihood　of　cross－

bridge　formation．　We　found　that　in　immobilized　fibers，　the　Ca－independent　active　force

was　reduced　by　～40 ％．　These　results　suggest　that　cross－bridge　recruitment　is　suppressed

in　immobilized　muscle　via ，　probably，　structural　changes　of　the　sarcomere，　resulting　in

reduced　active　force　production。
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要　旨

不動化にともなって骨格筋の機能がどのように

変化するかを，ラットひらめ筋のシングルスキン

ドフアイバーを用いて検討した．6 週間の不動化

に よって，湿重量は約40 ％低下し，スキンド フ

ァイバーの断面積は約30 ％縮小した．単位断面

積当たりの最大Ca 活性化張力 は，約30 ％低下し

た．さらに，弛緩条件下でATP 濃度を低下させ

ることによりCa 非依存性の活性張力 を発生 させ，

Ca 活性化張力の低下がクロスブリッジ形成確率

の低下に由来しているかどうかを検討した．その

結果，Ca 非依存性の活性張力が約40 ％低下する

ことが示された．以上の結果は，不動化筋におけ

る活性張力 の低下は，サルコメアの構造変化に由

来するクロスブリッジ形成の抑制に基づくことを

示唆している．

緒　言

近年，整形外科領域における骨折の治療におい

て，ガラス繊維ニットによるギプス固定が汎用さ

れている．しかしながら，ギプス固定は骨格筋の

萎縮を誘発し，さまざまな機能的変化をともなう

ことが知られているよこの病態は，さまざまな角

度から研究されているが，収縮力低下の分子メカ

ニズムはいまだに解明されていない．例えば，ミ

オシン重鎖の速筋化，トロポニンの速筋化などの

収縮タンパク質の異性化はよく知られているが，

それによる収縮機能への影響については，はっき

りとした見解がない．そこでわれわれは，ガラス

繊維ニットによりラットの片側後肢関節を固定し

て臨床に近い萎縮モデルを作製し，ひらめ筋のシ

ングルスキンドファイバーを用いて収縮力低下の

メカニズムを探ることを試みた．
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1 。研究方法
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1 ．1　 実験動物　　　　　匸

オスのWistar　rat　（体重；約300g）　10匹の片側

下肢を，ガラス繊維ニット（3M ，　Scotchcast　，

Plus－J，　Tokyo，　Japan）にてギプス固定を施した．

本研究で用いたガラス繊維ニットは，整形外科の

臨床で一般に使われているものである．6 週間の

ギプス固定した側の下肢を不動化筋，反対側下肢

からはコントロール筋を摘出した．動物は，ベン

ドバルビタール麻酔（50　mg／kg　i．p．） によって安

楽死させた．

1 ．2　 スキン ドファイバ ーの作製

摘 出 後 ，た だ ちに筋 標 本 をCa を含 まない タイ

ロ ード氏液 （135　mM　Na ，゙　5　mM 　K＋　1　mM　Mg2 ，゙

98　mM　Cl ＼　20　mM　HC03 “，　l　mM　HP042＼　1　mM

so42‘，　20　mM　acetate，　10　mM　glucose，　5　U／1　insulin，

pH　7 ．35　when　equilibrated　with　5％　C02 －95％　02）

に浸 し，湿重量 を測定 し た． タイロー ド氏 液中 に

お い て直径1 －2　mm，　長 さ約lcm の細 い筋 標本 を

切 り出 し， そ れらの標 本 を界 面活 性 剤 であ る1 ％

（w ／v） のTriton　X －100 を含 む弛 緩 溶 液 ［5 　mM

MgATP ，　40　mM　BES，　l　mM　Mg2゙，　10　mM　EGTA ，

1　mM　DTT ，　15　mM　phosphocreatine ，　15　U／ml

creatine　phosphokinase ，　イ オ ン強 度180　mM　 （K －

propionate にて調 節）］ に24 時 間浸す こ とに よ り

除膜 処理 （スギニ ング処理 ）を行 った1 ）．

1 ．3　 張力測定

スキンドファイバーの活性張力の測定は，筆者

らが報告している方法に基づいて行った2）．すな

わち，ファイバー（長さ：約3mm ）を二つのフ

ックにエナメルで固定した剛 フックの一つは張

カトランスデューサに接続しており，これによっ

て活性張力を測定する．もう一つはマイクロマニ

ピュレータに接続しており，これによって筋長を
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図1　 不 動 化 に と も な う ひ ら め 筋 の 形 態 的 変 化 ．し

A ： 湿重 量 ，B ： 夘，・一一があ線 維 （ス キ ンド フ ァ イバ ー） の断 面 積 ．＊p≪0．05．

い ず れ もN ＝10． デ ー タは ，平 均 値 土SEM で表 示 し てあ る ．

変化させる．サルコメア長はレーザー回折法によ

って測定し2），　2．2μm にセットした．コントロー

ル標本と萎縮標本について，Ca 依存性の張力 と

Ca 非依存性の張力を測定した．Ca 依存性の張力

の測定については，筆者らが報告している方法に

基づいて行った轍 すなわち，しファイバーを浸し

ている弛緩溶液をpCa　4．5のCa を含 む収縮溶液に

瞬 時 に 置 換 し ， 収 縮 張力 を 測 定 し た （ なお ，

pCa 　＝　―　log［Ca ］）．溶液交換から最大張力の50 ％

の張力が得られるまでの時間をtl／2とし，収縮速

度の指標 として測定 した4＞．　Ca 非依存性活性張

力 の測定は，三尾 らによって確立された方法に基

づいて行っ た胞 すわなち，弛緩溶液 のATP 濃

度をOj μM に低下させ，　ATP を結合していない

クロスブリッジ（硬直クロスブリッジ）による活

性化張力 を発生させた．張力測定の実験はすべて

15 ℃で行ったい・ ．　・・　　　　　　　　　　　　・．

1 ．4　 電 気泳勳

ミ オ シ ン重 鎖 のSDS －PAGE は， ア クリ ルア ミ

ド 濃 度 を6 ％ と し て 行 っ た1・　6）． 電 圧 は90V で ，

泳動 時 間は24 時 間 であ る． 染 色 は， 銀 染 色法 を

用 い て行っ た （Silver　Stain　Kit　Wako　H）．　　 ・．

1．5卜 統計処理　 卜

t検定により統計処理を行い，p値が0 ．05未満

のものを有意差ありと判断した． に・．　・・　・・

2 ／結　 果

Immobilized

2 ．1　 形態的変化

図1 は，コントロール筋と不動化筋の湿重量

（A ）とスキンドファイバーの断面積（B）を比較

したものである，不動化にともなって湿重量が約

40％低下しており，ファイバーの断面積が約30％

縮小していた．

次に，シングルスキンドファイバーを溶解し，

SDS －PAGE によってミオシン重鎖の分離を試み

た．遅筋にはタイプI のミオシン重鎖が発現して

いるが，萎縮するとアイソフォームが変化し，速

筋において発現しているタイプ苴が増えることが

知られている7－9）　＿本モデルにおいても，不動化

にともなってミオシンのタイプが遅筋タイプの

I から速筋タイプのI へと変化していた厂

／／
Ⅱ
I

図2　 ミオシン重鎖のSDS －PAGE ．左：コントロールひ

らめ筋（不動化 ない ，右：不動化ひらめ筋．6 週間の不

動化によって，ミオシンタイプがI から 夏へと変化した．
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Control Immobilized

図4　 コントロール筋ど不動化筋における硬直クロスブ

リッジによる収縮の比較．Ca は存在しない．データは

平均値土SEM で表示してある．　N＝5．

図4 に示 したように，不動化筋 におい て，Ca 非

依存性張力が約40 ％低下していた．

3 ．考　察

本研究では，長期の不動化にともなう筋力低下

のメカニズムを探った．ギプス固定したラットの

ひらめ筋を用いて機能，構造解析を行い，6週間

のギプス固定によってひらめ筋が顕著に萎縮する
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図3　 不動化にともなう機能的変化．A ：スキンドファイバーのチャートレコード．不動化筋では単位斯面 積あたりの

活性張力が低下している．矢印のところで弛緩溶液を収縮溶液（pCa　4．5）に置換し，二重矢印のところで収 縮溶液を弛

緩溶液に置換した・B ：最大Ca 活性化張力の平均値のグラフ．データは平均値土SEM で表示してある．　N＝8・　C　：　ll
／2

の平均値のグラフ．データは平均値土SEM で表示してある．　N＝8．

2 ．2　 機能的変化

不動化にともなう機能的変化を調べる目的で，

スキンドファイバーを用いてCa 活性化張力 を測

定した 図3A は，スキンドファイバ ーを高濃度

のCa 　（pCa　4．5）で活性化させた際のチTヤードレ

コードを示す（左：コントロール筋，右：不動化

筋）．不動化筋では，最大Ca 活性化張力が著明に

低下していることが分かる．図3B には，平均値

のデータを示す．8 例の動物について検討を行っ

たところ，不動イ匕筋において，単位断面積当たり

の張力が約30 ％低下するというデータが得 られ

た　 また・ 不動化筋ではtl／2が低下しており・ 収

縮速度が上昇していることが示唆 された（図3C ）．

次に，Ca 非依存性の活性張力について検討し

た．結果を図4 に示す．コントロール筋，不動化

筋，いずれの標本においても，張力レベルはCa

活性化張力よりも低く，約50 ％程度であった．
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こと，スキンドファイバーレベル． すなわち収縮

タンパク系レベルで機能的変化が生じることを見

出した．　　　　　　　　　　　 ………

骨格筋は不動化にともなって形態的変化のみな

らず機能的変化を示すことは古くから知られてい

る．本研究で用いたモデルでは√ひらめ筋の筋重

量が約40 ％低下してお り，シングルファイバ ー

の断面積が約30 ％ 縮小していた （図1 ）．これら

の変化は，筋肉全体が発生する絶対張力 の低下に

関与していると考えられる．

萎縮筋の機能面 については，これまで，最大

Ca 活性化張力の低下9・　10），　Ca 感受性の低下9・　11），

短縮速度の上昇9・　10・　12）が報告されている．本研

究において， われわれは，6 週間の不動化 によっ

て単位 断面積当 たりの最大Ca 活性化張力 が約

30％低下することを明らかにした（図3B ）．

骨格筋における活性張力は，太いフィラメント

と細いフィラメントのオーバーラップ，すなわち

重なりの程度に依存して変化することはよく知ら

れてい る13）．等尺性張力は，フ ァイバー内部め

サルコメアの短縮（internal　shortening）の程度に

依存するが，われわれの実験でぱ弛緩時に設定し

たサル卩．メア長が2 ．2μm と短く，＼その程度はコ

ントロニル筋と不動化筋でほとんど差がなかった

（いずれも5 喘程度）．したがって，不動化筋にお

いてinternal　shorteningが より顕著 に生じており，

その結果として発生張力が低下するということは

考えにくい．

骨格筋遅筋が萎縮すると，ミオシンの異性化が

生じ，遅筋タイプのミオシン（タイプI）が速筋

タイプ （タイプU ） に変化することはよく知られ

ている9）．本研究においても，タイプI がタイプ

1 へと変化した（図2 ）．ミオシンは，　ATP を加水

分解≒ その化学エネルギーを力学エネルギーに

変換する分子モーターである．　ATP 加水分解速度

はタイプにより異なり，そのレベルは， タイプl

の方が タイプi よりも高い ことはよく知られてい

る．萎縮筋におい て，筋の収縮速度が上昇してい

ることは既に報告されているが9，　10，　12），これは収

縮速度がATP 加水分解速度と比例するからであ

ると考えられてい る．本研究においても，萎縮筋

において，収縮速度が有意に上昇 していたが（図

3C ），これは，上述したミオシンの異性化に基づ

くと考えられる．

細いフィラメントには，on とoff の2 つの状態

が存在し，on 状態 になるとクロスブリッジがア

クチンに結合し，　ATP が加水分解 され，力を発生

する．筆者らは，細いフィラメントのon ／off状態

が，Ca とクロスブリヅジによっ て等価に制御さ

れていることを明らかにし ている14）．この性質

を利用して，不動化筋において硬直クロスブリッ

ジによって惹起 されるCa 非依存性の活性張力が

低下しているかどうかを調べた．すなわち，弛緩

溶液のATP 濃度をμM 以下に低下させると，硬直

クロスブリッジの割合が増大するが，これらのク

ロ スブリ ッジは細い フィ ラメン トに強く結合し，

細いフィラメ ントの状態をon にするため，Ca 非

存在下でも活性張力を得ることができる．本研究

では，Ca 非依存性の活性張力が不動化にともな

って約40 ％低下するという結果が得られた（図4 ）．

したがって，図3 で観察された不動化筋における

Ca 依存性の活性張力の低下は，Ca がトロポニン

に結合する過程以降のステップ，すなわち，クロ

スブリッジレベルで生じていることが示唆される．

骨格筋が疲労すると，細胞内の無機リ ン酸（Pi）

濃度が増 大し，pH が低 下する15 ）．　PiやH ＋は，

クロスブリッジに直接作用する性質を持っている

ため14，　15，　16），最大Ca 活性化張力 を低下させる．

本研究の結果は，不動化にともなってクロスブリ

ッジの形成が抑制されること，すなわち，クロス

ブリッジの数が減少することを示唆している．し

たがって不動化におい て，Pi やH に゙よる張力 低

下の作用が見かけ上増強し，易疲労性が増大する

ことが予想される．
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本研究で使用した骨格筋の萎縮モデルは，比較

的容易に作製できるものであり，再現性のある形

態的，機能的変化をひらめ筋に誘起することがで

きる．萎縮骨格筋に対するリハビリテーションの

効果を，形態ならびに機能面から評価することを

可能にする優れた実験系であると考えられる．

結　語

ギプス固定によって不動化したひらめ筋を用い

て，萎縮骨格筋の筋力低下のメカニズムを探った．

その結果，単位断面積あたりの最大Ca 活性化張

力が低下していること，ミオシンのタイプがI か

らII へと変化 してい るこ と，さらに，Ca 非依存

性の活性張力 が低下していることを見出した．し

たがって，不動化にともなう筋力 の低下は単一の

筋線維において生じており，　Ca－トロポニ ン結合

以降のステップ，すなわちクロスブリッジレベル

で生じている と考えられた．今後，本研究により

見出されたクロスブリッジの形成不全が，サルコ

メアのいかなる構造変化に基づいているかを詳細

に検討する予定である．さらに，ギプス固定終了

後，ラットに様々な運動負荷を与え，不動化にと

もなう機能，構造変化を改善する有効なリハビリ

テーション法 を開発したいと考えている．
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