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ABSTRACT

忠

The　purpose　of　this　study　was　to　investigate　the　effects　of　heat－stress　on　skeletal

muscles ．　In　vivo　experiments　by　using　mice　叩d　rats，　the　wet　weights　and　protein　contents

in　soleus　muscles　were　significantly　increased　by　heat－stress　（p＜0，05）．　Histochemical

皿alyses　showed　the　increase　in　the　cross－sectional　area　of　soleus　muscle　fibers　also　were

observed　following　heat－stress・　The　application　of　heat－stress　facilitated　the　regrowth　of

atrophied　soleus　muscles　induced　by　unloading．　In　the　experiments　by　using　cultured

mouse　skeletal　muscles　（C2C12 ），　heat－stress　stimulated　the　insulin－related　intracellular

signals　involving　Akt　and　glycogen　synthase　kinase　3β．　These　results　strongly　suggested

that　heat－stress　could　cause　to　increase　in　not　only　the　basal　metabolic　rate　via　muscular

hypertrophy　but　also　the　stimulation　of　intracellular　glucose　metabolism　via　the　activation

of　insulin－related　intracellular　signals．　Application　of　heat－stress　on　skeletal　muscles　would

be　a　useful　tool　R）r　the　prevention　and　the　improvement　of　metabolic　syndrome．
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要　 旨　　　　　　　　　 卜

温熱刺激による骨格筋の適応変化について検討

した．マウスおよびラットを用い た動物実験より，

温熱刺激によりヒラメ筋湿重量および筋タンパク

量が有 意に増加した（p＜0．05）．組織学的評価か

ら，温熱刺激により筋線維断面積の増大が観察さ

れた．また，温熱刺激は萎縮した骨格筋の回復を

促進した．培養細胞実験より，温熱刺激によりイ

ンスリン関連シグナルであるAkt およびglycogen

synthase　kinase　3／？のリン酸化促進が認められた．し

たがって，温熱刺激は骨格筋を肥大による基礎代

謝増大ならびにインスリ ン関連シグナルを刺激し

て糖代謝を活性化させる効果を持つことが示唆さ

れた．温熱刺激による骨格筋の肥大と糖代謝活性

化は，メタボリックシンドロームの予防や改善だ

けでなく，老化に伴う排泄機能障害や活動量低下

などの骨格筋関連身体諸機能の対抗性変化を抑制

で きると考えられた．

緒　言

メタボリックシンドロームとは「内臓脂肪型

肥満によって，さまざまな病気が引き起こされ

やすくなった状態」と定義され，内臓脂肪型肥

満症候群と呼ばれる13・　24）．肥満症をけじめ糖

尿病，脂質異常症（高脂血症）や高血圧は摂取

カロリーや栄養バランスなどは生活習慣病と呼

ばれ，合併症が多い．前述の病態を2 つ以上併

せ持つと，持たない人に比べて動脈硬化症や心

臓病の発症リスクが大きく高まる13，24）　
＾

メタボリックシンドローム発症に密接に関連

する要因として，食生活を含む生活習慣の偏り

を挙げることができる．したがって，生活習慣

の改善がメタボリックシンドロームの予防や改

善につながるのは言うまでもない．生活習慣の

改善には，運動習慣を身に付けて運動によりエ

ネルギー消費を増大させることも含まれる．運

動は単にエネルギー消費量を増大させるだけで

なく，人の健康に対して様々な効果を持つこと

が知られており，健康の維持増進のためにその

実践が推奨されている．しかし，運動習慣がな

い者にとって，あらためて運動習慣を身に付け

ることは困難であるのも事実であり，この点の

解消が健康維持増進のための運動を広めるため

に必要なことであり，運動指導者に課された社

会的課題であると言える．

最近我々は，温熱刺激は運動やトレーニング

による骨格筋増量効果を増強すること7，　8，　10），

さらに温熱刺激により骨格筋が肥大すること5・

6・　9・　15）を見出した．しかし，温熱刺激が筋タン

パク合成を促進する分子機構の詳細は明らかと

なっていない．糖代謝に密接な関連を持つイン

スリン受容体下流のシグナルの活性化はタンパ

ク合成を促すことが知られている2，　4） したが

って，温熱刺激もインスリン関連シグナルを活

性化させて，筋タンパク合成を促すことで筋肥

大を引き起こすことが示唆される．温熱刺激が

インスリン関連シグナルを活性化するならば，

温熱刺激による骨格筋の肥大は単に筋増量によ

る基礎代謝量の増大だけでなく，糖代謝の改善

をもたらす可能性が考えられる．

そこで本研究では，メタボリックシンドロー

ムの予防と改善のための温熱刺激の有用性を検

討し，具体的な方策を提案することを目的とし

た

1 ．研究方法

本研究は，動物実験ならびに培 養細胞実験の

2 つ の実 験系 に より構 成 さ れた． 動物 実験 は，

日本生 理学会が定める「生理学領 域における動

物実験 に関する基本的指針」 に従 い，豊橋創造

大学生命倫理委員 会ならびに聖マリアンナ医科

大学実験動物委員 会による審査・承認を経て実

施された．
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1 ．1　 動物実験

温熱負荷による筋肥大効果に関する実験

実験には，生後10 週 齢 の 雄性 マ ウ ス

（C57BL 　／　6J）を用いた．マウスを対照群およ

び温熱負荷群に分類し，温熱負荷群のマウスに

は41 ℃の温熱環境に60 分問放置することで温

熱刺激を与えた．この温熱刺激条件により，刺

激開始およそ45 分後にはマウス直腸温か41 ℃

に到達する8・　26）　
＜
温熱刺激1 日後，1 週間後お

よび2 週間後に両群のマウスよりヒラメ筋を摘

出した．すべてのマウスは，室温23 ±1 ℃

（平均 土標準偏差），湿度約50 ％，明暗周期12

時間に制御された実験動物飼育室で飼育された．

また，餌と水は自由摂取とした．温熱負荷によ

り餌と水の摂取量には大きな変化はない．

温熱負荷による萎縮した骨格筋の回復に関す

る実験

実験には，生後10 週 齢 の 雄 性 ラ ッ ト

（Wistar系）を用いた．ラットに後肢懸垂8・　18）

を2 週間負荷して，ヒラメ筋に廃用性萎縮を引

き起こした．2 週間の懸垂後，そのまま回復さ

せる群および懸垂直後に温熱負荷を施した後に

回復させる群に分類した．温熱刺激は，ラット

を41 での温熱環境に60 分間放置することで負

荷した．この温熱刺激条件により，刺激開始お

よそ45 分後にはラット直腸温か41 ℃に到達す

る．懸垂解除10 日後にヒラメ筋を摘出した．す

べてのラットは，室温23 ±1 ℃（平均 士標準

偏差），湿度約50％，明暗周期12 時間に制御さ

れた実験動物飼育室で飼育された．また，餌と

水は自由摂取とした．温熱負荷により餌と水の

摂取量には大きな変化はない．

1 ．2　 分析方法

摘出したヒラメ筋は，即座に結合組織を除去

し，筋湿重量を測定した。その後，ヒラメ筋の
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一部を凍結切片作製用に液体窒素にて冷却した

イソペンタンにより急速凍結した．また残りの

筋組織を用いて筋乾燥重量を測定し，水分含有

量を算出した．急速凍結した筋組織より，クラ

イオスタットにて厚さ7 μm の連続凍結切片を

作製した．凍結切片に対してヘマトキシリンー

エオジン（HE ）染色を施し，筋断面積を評価

した．

1．3　 培養細胞実験

実験にはマウス筋芽細胞であるC2C12 を用

いた．培養にはタイプ1 コラーゲンがコーティ

ングされた培養プレート（直径35mm ）を用い，

C2C12 を増殖培地にて3 日間培養しサブコンフ

ルエント上体にまで増殖させた．その後，分化

培地に交換して培養することで筋管細胞に分化

させた後，実験を行った．　C2C12 に対して温熱

刺激（41 ℃，60 分間）を負荷した．この温熱

刺激条件により，培地の温度が温熱刺激開始後

およそ45 分後に41 ℃に到達し，維持冫 れる疣

温熱刺激72 時間後に細胞を回収し，可溶性筋

タンパク量の変化を検討した．また，インスリ

ン関連シグナル伝達系であるAkt ならびに

glycogen　synthase　kinase　3β（GSK3 β）のリン

酸化型の発現量についてWestern　blotting法に

より検討した 各タンパ ク質発現量の比較は，

各条件の可溶性タンパク1mg 当た りの相対的

な発現量とし，温熱刺激前の発現量を対象に温

熱負荷後の変動をその相対値として示した．

1 ．4　 統計学的解析

すべての測定値は平均土標準誤差にて示した．各

実験における平均値は，分散分析とそれに続く

Tukey　testによる多重比較により比較を行った．

危険率5 ％未満を持って統計学的に有意差あり

と判定した．
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2．研究結果　　　 卜

2．1　動物実験

温熱刺激1 週間・後に，筋湿重量（図1 ，

12．9％，　p＜0．05卜 ならびに筋タンパク量の増加

が認められた．しかし，筋水分量には変化は認
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図I　Changes　in　the　relative　soleus　muscle　wet　weight　to

body　weight

Untreated：　untreated　control　group，　Heat－stressed：　heat－stressed　group，

Values　are　expressed　as　the　relative　value　to　the　n！ean　relative　wet

weight　of　the　untreated　con！tol　group　at　Day　l．　n－5　per　group　each

day ．＊：significantly　different　ftχ）m　untreated　control　group　（p≪0．05）．

め ら れ な か っ た ． 平 均 筋 線 維 横 断 面 積 は 温 熱 負

荷 に よ り 有 意 に 増 加 し た （p ＜0 ．05 ）． 温 熱 負 荷

に よ り ， 大 き な 断 面 積 を 有 す る 筋 線 維 が 増 加 し

て い た （図2 ）．
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Other　abbreviations　are　the　same　as　in　Figure　l．

後肢懸垂とその後の回復期におけるヒラメ筋

湿重量および筋タンパク量を図3 に示した．後
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図3　Changes　in　the　relative　soleus　muscle　wet　weight 　to

body　weight　during　the　regrowth　frOm　unloading －induced

muscle　atrophy

n °5　per　group　each　day．　↑：significantly　different　from　the　value

bef（）re　unloading－induced　muscle　atrophy．　＊：significantly　different

伍）m　untreated　control　group　（pく0．05）．

肢懸垂によりヒラメ筋の澀重量はおよそ12％，筋

タンパク量はおよそ25 ％の低下が認められた

（p＜0．05）．回復10 日後の筋湿重量は，温熱負

荷を与えないと対照群の値に比べておよそ10％

低い値であった．しかし，温熱負荷により筋湿

重量の有意な増加が認められ（p＜0．05），ほぼ

対照群の値にまで回復した

筋タンパク量も同様に，温熱負荷により有意

な増加が認められ（p＜0．05），温熱負荷なしでは

対照群のお よそ88 ％であったのに対して，温

熱負荷により対照群の103％の値を示した．

2 ．2　 培養細胞実験

培養プレ ート1 枚当 たりの平均 筋 タンパ ク量

は4 ．56士0 ．31mg であったが，温 熱負 荷（72 時

間後） により5 ．13±0 ．47mg と有 意な増加 が認

めら れた （p＜0．05）．リン酸化Akt お よびリ ン

酸化GSK3 βの発現量が増大し た． リン酸化Akt

の発現量は温熱負荷直後に，負荷 前の値のおよ

そ2 ．2倍 に まで増加し た（図4 ）．その後 は，増

減を繰 り返し， 温熱負荷6 時間後 におい ても負

荷前 に比 べて約67 ％ 高い 値を示 した．リ ン酸

化GSK3 βの発現量は温熱負荷15 分後 にいった

ん減少し か後 に再度増加する2 相性の変動 を示
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した（図5 ）．温熱負荷1 時間後において，リ

ン酸化GSK3 βの発現量はほぼ負荷 前値まで低

下した．リン酸化GSK3 βの発現量 は温熱負荷

直後におよそ300 ％の増加が認めら れた．リン

酸化GSK3 βの発現量は温熱負荷15 分後にいっ

たん減少した後に再度増加する2 相性の変動を

示した．温熱負荷1 時間後において，リン酸化

GSK3 βの発現量はほぼ負荷前値まで低下した．

3 4 5 6

Timecourse （h）

図5　Relative　changes　in　the　relative　phospho －Akt

expression　following　heat －stress

p－Akt：　phospho－Akt，　Pre：　before　heat－stress，　IA：immediately　after

heat－stress．
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図6　Relative　changes　in　the　relative　phospho －glycogen

synthase　kinase　3 βe χpression　following　heat －stress

P－GSK3 β：phospho －glycogen　synthase　kinase　3β ，　Pre：　before　heat－

stress，　IA：　immediately　after　heat－stress．
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3 ．考　 察

本研 究 で は，温 熱 刺 激 に より骨 格 筋 肥大 な ら

び に萎 縮 か らの 回復 促 進 が もた ら さ れる こ と が

示 され た． さら に， 温 熱 刺 激 に よる 筋 タン パ ク

合 成促 進作 用 は， イ ン スリ ン関 連 シ グナ ル で あ

るAkt お よびGSK3 βの リ ン酸 化 が 関 与 し て い

る こ とが 示 唆 さ れ た．

一般 に ト レー ニ ン グ に代 表 さ れ る 運動 は， 骨

格 筋 をは じめ とす る様 々 な身 体 機 能 の 向上 を も

た らす こ と は よく 知 ら れて い る ． し か し， ト レ

ー ニ ング効 果 発 現 の分 子 機 構 の全 貌 は 未 だ 明 ら

か で な い ， 運動 ・ト レ ーニ ン グは， 骨 格筋 細 胞

内 に 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 （heat　shock

proteins ：　HSPs ） を誘 導 す る こ とが 知 ら れ て い

る3・20・23・25）　
＾
し か し，そ の発 現 増 加 の 機序 な ら

び に生 理 学 的 意 義 も ま た 明 らか で な い ．　HSPs

は ， 細 胞 が 温熱 刺 激 を はじ め とす る 様 々 な ス ト

レ ス を受 容 す る こ と で そ の発 現 が 誘 導 さ れ る こ

とが知 ら れて い る1・　11・　12・　14・　17・　21・　22・　27）　＿運 動 ・

ト レ ーニ ン グ に よ り骨 格 筋HSPs 発 現 が 増 加 す

る とい う こ と は， 運動 ・トレ ーニ ン グは骨 格 筋

に 対 す る ス トレ ス （ス ト レ ッサ ー） であ る と捉

え るこ とが で き る6 ）． し た が っ て， 運動 ・ ト レ

ー ニ ング に対 す る 筋 肥大 な どの骨 格 筋 諸 機 能 の

適 応 す な わ ちト レ ー ニ ン グ効 果 と は ，骨 格 筋 収

縮 に よ り発 生 す る 様 々 な ス トレ ス に 対 す る適 応

現 象 と 考 え るこ と が で きる ．

本 研 究 で用 い た 温 熱 刺 激 は，骨 格 筋細 胞 内 の
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HSPs 発現量を増加させることが確認されてい

る．したがって，本研究で認められた温熱刺激

による骨格筋肥大効果は，　HSPs 発現を伴うス

トレス応答の結果かも知れない；　また，運動や

トレーニングによる骨格筋の肥大をストレス刺

激による骨格筋筋衛星細胞の適応現象7・　19）とし

て捉えると，温熱刺激はこの筋衛星細胞を制御

できる刺激として有効であると考えられる．本

研究では，筋衛星細胞の動態を評価していない

が，温熱刺激により筋衛星細胞か増加すること

が示唆され七いる7，16，26）　＿

本研究により，温熱刺激は骨格筋肥大や萎縮

筋の再成長を促進させることから，温熱刺激は

筋タンパク合成促進作用を持つことが示された．

運動負荷やトレーニングに伴う筋タンパク合成

促進には，インスリン様成長因子の関与が示唆

されている2・玳 本研究では，インスリン関連シ

グナルについてAkt ならびにGSK3 βのリン酸

化型の発現量の変化を検討した．その結果，温

熱刺激によりAktならびにGSK3 βのリン酸化が

促進していることが示され，温熱刺激による骨

格筋肥大にインスリン関連シグナルが関与して

いることが示唆された．インス円ンシグナルは，

細胞べの糖の取り込みを促進し，糖代謝を亢進

させる作用を持つ．したがって，温熱刺激は骨

格筋細胞容積の増大に伴う基礎代謝量増大だけ

でなく，糖代謝を改善させる効果も持つことが

示唆される．しかし，筋収縮に伴う糖取り込みは

インスリンシグナルの関与なしにも引き起こさ

れるごとが知られている．本研究では，温熱刺

激による糖取り込みの促進については直接検討

しておらず，今後の検討課題として残された．

4．結　論

本研究では，温熱刺激が骨格筋の容積ならび

に萎縮後の再成長に及ぼす影響を検討した．そ

の結果，温熱刺激により骨格筋の肥大ならびに

再成長が促進されることが示された．また，温

熱刺激によりインスリン関連シグナルが作用す

ることが示された．以上より，温熱刺激は骨格

筋増量効果だけでなく糖代謝改善作用も期待で

きることが示唆された，したがって，温熱刺激

を利用した骨格筋肥大は，メタボリックシンド

ロームの予防や改善だけでなく，骨格筋肥大に

よる老化に伴う排泄機能障害や活動量低下など

の骨格筋関連身体諸機能の対抗性変化を抑制で

きることが示唆された．
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