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ABSTRACT

The　purpose　of　this　study　was　to　investigate　the　effects　of　cold　and　mechanical

stresses　on　mice　soleus　muscle ．　Male　C57B　L／6J　mice　（10　weeks　old ）　were

assigned　into　cold－stressed　and　mechanical－stressed　groups．　Mice　hindlimbs　of　cold－

stressed　group　were　exposed　to　ice－cold　water　（41C ）　for　10　min．　Mice　hindlimbs　of

mechanical －stressed　group　were　kept　at　maximal　dorsifleχion　仮）r　10　min．　In　soleus，　the

mRNA　expression　of　basic　fibroblast　growth　factor　（！？FGF ），　which　plays　a　key　role

in　the　regeneration　of　injured　tissues，　was　up－regulated　by　the　exposure　to　cold　stress・

Pax7　1s　a　marker　for　muscle－specific　stem　cells，　so－called　muscle　satellite　cells．　Pax7

niRNA　in　soleus　was　up －regulated　by　mechanical　stress・　A　role　of　stress　response　in

skeletal　muscle　plasticity　was　investigated　by　using　heat　shock　transcription　factor　1

（HSFl ）－knock　out　（HSF1 －KO ）　and　overexpressed　（HSFl －Tg）　mice ．　HSF1　highly

regulates　the　stress　response　in　mammalian　skeletal　muscles・　The　regrowth　of　atrophied

soleus　muscles　was　partially　depressed　in　HSF1 －KO　mice ．　Fuctional　overloading－

associated　hypertrophy　of　soleus　muscles　was　enhanced　in　HSFl －Tg　mice．　These

observations　suggested　that　the　stress　response　plays　an　important　role　in　the　plasticity
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of　skeletal　muscles．　The　effects　of　training　and　conditioning　could　be　enhanced　by　啝り

selective　application　（s）　ofcellu旨stresses　on　skeletal　muscles卜　 … … …………………

要　 旨

本研究で は，骨格筋 に対する冷却ストレス刺

激ならび に機械的 ストレス刺 激の 影響 にう いて，

マ ウス（C57BL ／6J） を用い て検討 した．マウス

ヒラメ筋に対する冷却ストレス刺激は，損傷した

組織再生 におい て重要なbFGF　mRNA の発現を，

機械 的ストレス刺激は骨 格筋 組織幹細胞である

筋衛星細胞の特異的マーカーであるPax7　mJRNA

の発 現をそれぞ れ増大 させ た， また，細胞外刺

激におけ るストレス応答の役割をマウス骨格筋

のスト レス応答において重要な役 割を担っ てい

h 　heat　shock　transcription　factor　1　（HSF1 ）をノッ

クアウト したマウスならびに過剰発現し たマ ウ

スを用い て検討した．その結果，萎縮した骨格

筋 の再成長お よび骨格筋肥大がストレス応答に

ょ り促進した．し たがって，骨格筋 に与えるス

トレス刺激を適切な選択が，ト レーニング効果

やパフ ォーマ ンスを向上させるコンディショニ

ングにおい て重要であることが示唆されたい

緒　言

スポーツ選手は種目特性に適応して合理的な

種々のトレーニング方法を駆使して，骨格筋機

能の向上を図っている．さらにトレユニング終

了後には，次回のトレーニングや試合に向けて

休息を取るとともにアイシングやマッサージな

どコンディショニングを処方している9）．しか

し 近年レ こうしたアイシングやマッサージな

どによるコンディショニングが普及しているに

もかかわらず，スポーツによる損傷（外傷・障

害）は増加する傾向にあり，選手生命は延伸七

ているとは言い難い．この原因の1 つとしで，コ

ンディショニ ング方法の問題を挙げることが で

きる．競技力 を高めるト レーニン グは各競技 特

性に応じたものであるのに対 して，コンディショ

ニングは画一的であることが多い，コンディショ

ニングに対する考え方は，急性期における「RICE 」

の原則に基づいている．し かし，　RICE におけ る

安静と冷却療法 につい ては，その科学的根拠 に

関する報告9・12）は乏しい．

ト レーニングに伴う断続的な骨 格筋の収縮 は，

骨格筋 細胞や腱などに微細な損傷 を招 く12） こ

うした微細 な損傷 をいかに早期に 回復に導くか

が，筋機 能の回復と超回復とい うトレーニ ング

効果の獲得へつ なが ると考えられ る．損傷 によ

り低 下した筋機 能の 回復には，骨 格筋組織幹細

胞である筋衛星細胞の活性イ匕が必須である2・8・21）．

しかし，組織幹細胞の活性化という観点から，各

種処置法の 影響 につい ての検討は ない．そこで

本研究では，骨格筋に対する冷却療法（冷却刺激）

お よびストレ ッチ（機械 的刺激） の影響を検討

した．　　　し　．　　 づ　 ……　… …… …

1 ．方 法 ／

本研究は，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」，「豊

橋創造大学における研究に係る生命倫理に関す

る指針」および「豊橋創造大学遺伝子組換え動

物実験安全規定」に従い，豊橋創造大学生命倫

理委員会による審査・承認を経て実施された．
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1 ．1　冷 却刺激ならびに機械的刺激の影響

1 ．1．1　 刺激条件および筋組織摘出

実験には，生後10 週齢のC57BL ／6J雄性マウス

を用いた．マウスを対照群，冷却群および機械的

刺激群の3 群に分類した．冷却群のマウスは，麻

酔下にて氷水 に両下肢 を10 分間浸して冷去p刺激

を負荷した．この冷却方法により，マウスヒラメ

筋の筋温は36 ．7±1．0℃ から冷却直後で14 ．9±0．6℃，

15 分後に22 ．6±0．2℃になる．また，機械的刺激群

のマウス も同様 に麻酔下にて，足 関節を最大背

屈位に固定し，この肢 位を10 分間保持した．冷

却および機械 的刺 激共 に，負荷 前，負荷 直後お

よび負荷終T15 分後に対照群 を含 む3 群全 ての

マウスよりヒ ラメ筋を摘出した．

1 厂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 後， 全

RNA を 抽 出 し，　cDNA を 作 成 し た 後 に

basic　fibroblast　growth　factor　（bFGF ）　（5’

－GTGCCAACCGGTACCTTGCTA －3’　，　5’

－TCAGTGCCACATACCAACTGGAG －3’　），　Pax7

（5’　－ACTTCAAGCAGGTGACATCCACA －3’　，

5’　－ACCCTCACGGGCAGATCATTA －3’），　HSF1

（5’　－ACAGTGTCACCCGGCTGTTG －3’　，　5’

－GACTGCACCAGTGAGATCAGGAA －3’）　の

raRNA 発現をSYBR　green　l　を用いたインターカ

レーター法によるRT－PCR法（タカラバイオ社製

Thermal　Cycler　Dice　Real　Time　System）にて評価

した／　　　　　‥‥
，‥‥
‥‥ ‥‥‥二．

1 ．2　 細胞外刺激におけるストレス応答の役割

1 ．2．　1　刺激条件および筋組織摘出

実験 には， 熱シ ョック転写 因子1 　（HSF1 ）を

欠損 したマ ウス（HSF1 －K0 マ ウス）II）ならび

にHSF1 過剰発現マウス（HSFl －Tgマウス）6）を

用い た． また，　HFS1 －KO マウス の対照にはwild
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type のICR マ ウス（WT ）を，　HSFl －Tgマウスの

WT にはC57BL ／6Jマウスを用いた．

A ．筋萎縮とその後の再成長

廃用性萎縮後の再成長について，　HSF1 －KOマ

ウスを用いて検討した．マウスに2 週間の後肢懸

垂を施し，その後通常飼育に戻して2 週間回復さ

せた．懸垂前，懸垂直後および回復2 週間後に両

後肢よりヒラメ筋を摘出した．

B ．代償性肥大

協同筋腱切除に伴う筋肥大について√HSFl －Tg

マウスを用いて検討した．マウス左後肢の腓腹

筋および足底筋の臘を切除してヒラメ筋に過剰

な負荷を掛け，処置後4 週間後にヒラメ筋を摘出

した．対側の右後肢ヒラメ筋を対照とした．

1．　2．　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，筋湿重量を測定後，筋組織を哺乳類組織用

lysis溶 液（CelLyticTM－MT，　Sigma－Aldrich，　St．

Louis，米国）を用いてホモジネートし，筋夕

ンパクを抽出した．筋タンパク量を測定した

後，　heat　shock　protein　27d　（HSP27d ）の発現量を

Western　blotting法により測定評価した．

1．3　統計学的解析　　　　　　　　　　卜

全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．

2 ．結　果

2 ．1　冷却刺激ならびに機械的刺激の影響

図1 には，骨格筋における各mRNA に対す

る冷却刺激ならびに機械的刺激の影響を示し
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図I　Responses　of　basic　fibroblast　growth　factor　 （A ）　，　Pax7 　（B ）　，　and　heat　shock　transcription　factor　1　 （C ）　mRNA

exP 爬ssions　in　soleus　muscle　to 　icing　and　stretch．

bFGF ：　basic　fibroblast　growth：factor，　HSF1：　heat　shock　transcription　factor　1，　Pre：　before　the　application　of　stress，　IA：　immediately　after　the

application　of　stress，　15　min：　15　min　after　the　application　of　stress．

たレ 冷却 刺激に より，ヒ ラメ筋 にお けるbFGF

mRNA 発現増加が観察 された．刺激前に比して，

冷却 直後お よび15 分 後で 有意 に高値 を示し た

（p＜0．05）．しかし，機械的刺激では，刺激直後に

bFGF　mRNA 発現が増加する傾向が認められたが，

有意な変化ではなかった．Pax7mRNA 発現では，

冷去p刺激で発現が上昇する傾向を認めたものの

有意な変化ではなかった．一方√機械的刺激で

は有意な発現増加が観察 され，交互作用が認め

ら れた（p＜0．05）．　HSF1　mRNA 発現は，両 刺激

共に有意 な変化は認められなかった．

2 。2　 細胞外刺激におけるストレス応答の役割

A ．筋萎縮とその後の再成長 ＼

2 週間の後肢懸 垂に より， 体重当 たりの相対

的ヒラメ筋重量が懸垂前に比べてWT で約71％，

HSF1 －KOで約69％それぞれ減少した（図2 ）二萎
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図2　Changes　in　the　relative　so　leu　s　muscle　wet　weight　to　body

weight　during　the　regrowth　from　unloading－induced　muscle　atrophy

IWT ：　wild　type　mjce、　HSFI－KO：　heat　shock　transcription

factor　1－knock－out　mice，　Pre：　before　hindlimb　suspension，　IA：

immediately　after　2　weeks　of　hindlimb　suspension，　2wks：　2　weeks

of　ambulation　recovery　　　　　　　　　。。
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縮後2 週間の回復によりWT で懸垂前の88％に回

復したが，　KSF1－K0では79％までの回復にとど

まった．懸垂前のヒラメ筋組織内HSP27d の発現

量は，WT に比べてHSF1 －KOで低値を示した．2

週間の後肢懸垂により，両マウス共にHSP27d の

発現量が低下し，2週間の回復で懸垂前のレベル

まで回復した．しかし，　HSF1－KOのHSP27d 発

現量の変化は，WT に比べて小さかった（図3 ）．
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図3　Changes　in　the　relative　expression　of　heat　shock

protein　27d　in　soleus　muscle　during　the　regrowth　from

unloading －induced　muscle　atrophy

HSP27d ：　heat　shock　protein　27d．　Other　abbreviations．　are　山c　same

asin 図2

a：vs 　Pre，　p＜0．05，　b：vs　LA，　p≪0．05， ＊：vs 　WT ，　p＜0．05

B．代償性肥大

共同筋腱切除4 週間後における体重当たりの相

対的ヒラメ筋重量は，WT で約38％の増加が認め

られた（図4 ，　p＜0．05）．一方，　HSFl－Tgでは約

73％の増加が認められ（p＜0．05）．　WT に比べて

有意に高値を示した（p＜0．05）．ヒラメ筋HSP27d

発現量では，処置前でHSFl －TgがWT に比べて

有意に高値を示した（図5 ，　p＜0．05）．両マウス

共に4 週間の代償性肥大によりHSP27d 発現量

は有意に増加した（p＜0．05）が，その増加率は

HSFl －Tgで有意に大きいものであった（pく0．05）．
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図4　Changes　in　the 　relative　muscle　wet　weight　to　body

weight　of　soleus　muscle
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図5　Changes　in　the　relative　expression　of　heat　shock

protein　27d　in　soleus　muscle

HSP27d ：　heat　shock　protein　27d．　Other　abbreviations　are　the　same

asin 図4 ．

a　：　vs　control，　p＜0．05，　＊：vs　WT．p≪0．05
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3 ．考 察

本研究では，骨格筋に対する冷却ならびに機械

的刺激め影響を検討し，冷却刺激はbFGF　mRNA

を厂機械的刺激はPax7　mRNA の発現をそれぞれ

増加させた　また，萎縮した骨格筋の再成長お

よび骨格筋肥大がストレス応答により促進した，

bFGF

bFGF は線維芽細胞だけでな く，血管内皮細胞

など他の細胞に対して も増殖作珀 を持ち20），イノ

ンスリ ン様成 長因子と同様に筋衛星細胞を活性

化する17・19・25） しかし／冷却刺激や機械的刺激

が骨格筋におけるbFGF 発現に及ぼす影響は明ら

かでない，本研究では，冷却刺激はbFGF　mRNA

の発現を増大させたが，機械的刺激には明らかな

作用は認められなかっ た 一般に，骨格筋損傷の

急性 期には血管収縮 による損傷血管へ血流お よ

び炎 症反応の抑制 などに よる腫脹軽減を目的 に

冷却療法が選択 される12） し かし，冷却刺激に

よる炎症反応抑制は，組織再生を遅延化すること

も手匐き れる13） そ・ 一方で， 組織再生には血

管め再構築などが必要であ ることから，　bFGF 発

現増加は組織再生を促す ことが示唆さ れてい る

14・25匸 本研究で は損傷骨格筋 を対象としておら

ず，しこめ点は今後検討すべ き課題であろう． また，

機械的刺 激により有意で はないがbFGF 発現増加

が認めら＼れており，刺激の強度など選択 によっ

ては機械的刺激 も組織再生 を促 進で きるか もし

れない卜　　　　　　 十…………

Pax　7卜　　　　　　　　　……………

Pax7 は休止期お よび活性化した筋衛星細胞 の

核に発現することから，筋衛星細胞のマーカーと

し て用い られてい る13・　15・　16・　22・　26）．骨 格筋Pax7

の発現増加す なわち筋衛星細胞数の増加 は，骨

格筋 の肥大 や再成長，あ るい は損傷からの再生

時に認められる13・15，16） 本研究では，機械的刺

激によるPax7　mRNA の発現が増大した．骨格

筋に対する負荷の増大は，筋衛星細胞数を増加

させて，筋肥大を促す16） したがって，本研究

で用いた機械的刺激は筋肥大効果を持つもので

あったと考えられる．一方，冷却刺激でもPax7

mRNA 発現は増加したが，有意な変化ではなかっ

た／したがって，冷却刺激は筋衛星細胞数の増

加には寄与しないと考えられた．

ストレス応答と骨格筋可塑性

温熱刺激などの細胞ストレスは，ストレス応答

を惹起して細胞内にはheat　shock　proteins　（HSPs ）

を誘導 する24） 温 熱刺 激 を予 め与 える ことで，

荷重除去による骨 格筋萎縮が抑制 できること18），

温熱刺激により骨格筋肥大が起こ ること7・　23）が

報 告 さ れてい るヶ こ うし た温 熱 刺 激の効 果 は，

HSPs の分子シヤペロ ン効果であ ると考えられて

い：Iる1）．一方，骨格筋トレー三ングも骨格筋内の

HSPs 発現を誘導するや1）ことから，骨格筋の肥

大 に もスト レス応答 の関与が示 唆 されている21・

23） 本研究では，　HSF1－KO では卜荷重除去によっ

て萎縮したビラメ筋の再成長は部分的 に抑制さ

れた．一 方，　HSFl －Tgで は，過負 荷 によるヒ ラ

メ筋 の肥大 が促進し た． これらの結果 は，骨格

筋 の量的増加におけるHSF1 を介 したストレス応

答の関与を示唆すると考えられた．　 ＼　 こ

HSPs は分子量 に よりプ アミリ ーを形成し24）

HSPs の中でもHSP27 はHSP70 と同様に骨格筋活

動 により発現が誘導される10） 骨 格筋 における

HSP70 に関する報 告は多 数あ る ものの，　HSP27

についての詳細は明らかでない．骨格筋のHSP27

は，　nuclear　factor　－of　g　B　（NF －　k　B）の負の 制御

因子として作用 し，骨格筋特 異的ユビキチンリ

ガーゼを阻害 して廃用性筋萎縮を抑制すること

が報告されている5）レ 本研究では，萎縮後の再成

長時ならびに筋肥大時においてWT のHSP27d 発
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現の増加が認められた．また，筋肥大が促進した

HSFl －Tgでは，　HSP27d の発現増加もWT に比べ

て大きく，逆に再成長が抑制されたHSF1 －KOで

はHSP27d の発現誘導が抑制された．したがって，

ストレス応答に伴うHSP27d の発現誘導は，骨格

筋量の増加において重要な反応であると考えら

れた．したがって，ストレス応答を制御するこ

とでトレーニング効果を増大させたり，トレー

ニング後の回復を促進させることが可能となる

と考えられる．

4 ．まとめ

本研究では，骨格筋機能の回復に必須である

組織幹細胞に対するコンディショ耳ングとして

の細胞ストレスについて検討した．本研究の結

果，冷却刺激ならびに機械的刺激は，骨格筋細

胞および組織幹細胞に異なる反応を惹起するこ

とが明らかとなった．冷去p刺激はトレーニング

や運動直後の筋損傷時に有効であり厂機械的刺

激は慢性期の筋再生におおて有効であることが

示唆された．また，コンディショニングによる

骨格筋機能の調整において重要な骨格筋タンパ

ク合成には，ストレス応答が関与していること

が示された．したがって，適切な骨格筋へのス

トレス刺激が，コンディショニングにおいて重

要であることが示唆された
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