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ABSTRACT

　We investigated the effects of estrogen on AQP4 and NKCC1 in the skeletal muscle 

rats （10 weeks old） were divided into the following 6 groups: sham sedentary, sham 

climbing training, ovariectomy sedentary, ovariectomy climbing training, ovariectomy 

plus estrogen treatment sedentary, and ovariectomy plus estrogen treatment climbing 

8 weeks 

of climbing training, the weight of the flexor halluces longus （FHL） muscles were 

climbing training group. On the contrary, ovariectomy plus estrogen treatment resulted 

in exercise-induced muscle hypertrophy. AQP4 and NKCC1 protein expressions tended 

to be decreased after ovariectomy, and the estrogen treatment reversed this decrease 
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　要　旨

　本研究では，エストロゲン分泌が低下した

状態での運動トレーニングが骨格筋のAQP4と

NKCC1に及ぼす影響を明らかにすることを目的

とした．10週齢雌ラットを偽処置群，偽処置運

動群，卵巣摘出群，卵巣摘出運動群，卵巣摘出＋

エストロゲン投与群，卵巣摘出＋エストロゲン投

与運動群の6群に群分け，卵巣摘出60日後からト

レーニングおよび投与後を実施した．8週間後，

長母趾屈筋を摘出し，ウェスタンブロット法で

AQP4とNKCC1のタンパク質を検出した．トレー

ニングによって偽処置運動群では長母趾屈筋の湿

重量に有意な増加が認められたが，卵巣摘出運動

群では認められなかった．一方，エストロゲンを

投与してトレーニングを行った卵巣摘出＋エスト

ロゲン投与運動群では有意な増加が認められた．

エストロゲン状態およびトレーニングによって骨

格筋のAQP4とNKCC1タンパク質発現量に影響

が生じる可能性が示唆されたが，有意な変化は認

められなかった．本研究の成果より，エストロゲ

ン状態によって運動性筋肥大への影響が異なるこ

とが示されたが，骨格筋のAQP4とNKCC1タン

パク質の関与は少ない可能性が示唆された．

　緒　言

　加齢に伴い骨格筋量および筋力の低下が認めら

れる．しかし，この加齢性筋肉減弱症（サルコペ

ニア）の詳細なメカニズムは不明である．骨格筋

は水分含有量が約80%であり，水分を豊富に含

んだ組織である．骨格筋量はタンパク質量と水分

量によって規定され1），病的な筋萎縮は，骨格筋

内の水分量の低下によって引き起こされることが

知られている2）．骨格筋は筋線維（筋細胞）の集

合体であり，筋線維はその収縮特性から速筋線維

（type II）と遅筋線維（type I）に大別される．ヒ

トを対象とした研究によると，加齢に伴い筋線維

内水分量は低下することが知られている3）．また，

サルコペニアの場合，速筋線維に選択的な萎縮が

認められるのが特徴である．このことから，加齢

に伴うサルコペニアの発症や進展には筋線維内，

特に速筋線維内水分量の低下が関与することが考

えられる．

　一方，加齢に伴う筋線維内の水分量の低下は男

性よりも女性の方が顕著である4）．また，閉経後

の女性では下半身のむくみ等の水分代謝の機能低

下が顕著に認められている．その要因には女性ホ

ルモンのひとつであるエストロゲンの関与が示唆

されており，エストロゲン分泌量の低下は筋線維

内水分量を減少させることが示唆されている5）．

一方で，エストロゲン分泌量の増加は筋線維内水

分量を増加させることも示唆されている6）．しか

しながら，エストロゲンが骨格筋の水分代謝を調

節するメカニズムについては明らかになっていな

い．

　筋線維内水分量の制御には，水チャンネルであ

るアクアポリン4（aquaporin-4，AQP4）とイオン

チャンネルであるNa+ K+2Cl－共輸送体1（NKCC1）

が重要なチャンネルとして知られている．AQP4

とNKCC1の2つのチャンネルは遅筋線維よりも

速筋線維の発現量が多いことが特徴である7, 8）．

AQP4は筋線維内外の水分子の移動を制御するこ

of AQP4 and NKCC1 in ovariectomized animals. Nevertheless, these differences 

data suggest that estrogen regulated exercise-induced muscle hypertrophy but did not 

affect the expressions of AQP4 and NKCC1 in the skeletal muscle.
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とで浸透圧の調節に寄与している．除神経による

筋萎縮では，AQP4の減少が認められている9）．

また，顕著な筋萎縮が認められるデュシェンヌ型

筋ジストロフィーの骨格筋では，AQP4が減少し
10），筋線維内水分量の低下が報告されている11）．

一方，NKCC1は細胞内にNa+とK+及びCl－を取

り込み浸透圧の調節を行うことで骨格筋の水分子

移動の制御に関与している12）．最近，NKCC1阻

害薬であるループ利尿薬服用によって，サルコペ

ニア発症リスクが高くなることが報告されている
13）．以上より，速筋線維内の浸透圧調整に関与し，

骨格筋の水分量を制御するAQP4とNKCC1の2

つのチャンネルがサルコペニア発症に関与する可

能性が考えられる．

　サルコペニアの予防・改善には運動が重要であ

る．興味深いことに，運動トレーニングによっ

て骨格筋内のAQP4のタンパク質発現量が増加す

ることが報告されている14）．さらに，過負荷に

よって肥大した骨格筋においても，AQP4のタン

パク質発現量が増加する15）．一方，運動トレー

ニングによって骨格筋のNKCC1のタンパク発

現量が増加することも認められている．さらに，

NKCC1阻害剤は，マウスの運動性筋肥大を抑制

することが報告されている16）．以上の知見より，

運動トレーニングによってAQP4とNKCC1の2

つのチャンネルの発現量が増加し，筋線維の大き

さ（サイズ）を調整している可能性が示唆されて

いる．しかし，サルコペニアや閉経後の女性を対

象にした場合，すなわち，エストロゲンの分泌が

低下した状態での運動トレーニングが骨格筋の

AQP4とNKCC1に及ぼす影響は明らかではない．

そこで本研究では，エストロゲン分泌が低下し

た状態での運動トレーニングが骨格筋のAQP4と

NKCC1に及ぼす影響を明らかにすることを目的

とする．

　

　1．方　法

　1．1　実験動物

　8週齢のF344雌性ラット（n＝ 18）を日本チャー

ルス・リバー株式会社から購入した．飼育環境

へ適応させるために手術処置前の2週間を予備飼

育期間とし，通常飼育を行い，以下の6群に振り

分けた：偽手術処置安静（Sham-Sed）群（n＝

3），偽手術処置クライミング運動トレーニン

グ（Sham-CT）群（n＝ 3），卵巣摘出処置安静

（OVX-Sed）群（n＝ 3），卵巣摘出処置クライミ

ング運動トレーニング（OVX-CT）群（n＝ 3），

卵巣摘出処置エストロゲン投与安静（OVX+E-

Sed）群（n＝ 3），卵巣摘出処置エストロゲン投

与クライミング運動トレーニング運動（OVX+ 

E-CT）群（n＝ 3）．なお，本実験は順天堂大学

動物実験委員会によって承認された（H29-01）．

　

　1．2　卵巣摘出手術

　卵巣摘出手術は，イソフルラン（2－ 3％）吸

入による深麻酔を施した後に実施した．動物用バ

リカンを用いて，ラットの脇腹下を左右毛刈りし，

3cm程度の切り込みを入れ，卵巣を摘出した．摘

出後は，滅菌済み縫合用糸を用いて止血し，縫合

用クリップにて皮膚を縫合した．偽手術処置は，

卵巣摘出処置と同様に皮膚および表層部位の筋に

切れ込みを入れ，卵巣を摘出せず縫合した．

　

　1．3　エストロゲン投与

　エストロゲン投与は，卵巣摘出を行った60日後，

首元の皮下脂肪に1cm程度の切り込みを入れ，エ

ストロゲン投与群にはエストロゲンペレット（ナ

カライデスク株式会社）を挿入した．8週間のエ

ストロゲン投与を行った．

　

　1．4　クライミング運動トレーニング

　クライミング運動トレーニングは，卵巣摘出を
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行った60日後に開始された．はしご（長さ1.1m）

を用いて，3日に1回の頻度で8週間，計20回の

クライミング運動を実施した．1回目のトレーニ

ングにおける負荷重量は，1セット目が体重の

50%，2セット目は体重の75%，3セット目は体

重の90%，そして4セット目が体重の100%とな

るように調整した．4セット以降の負荷重量は毎

回30gずつ追加し，登りきれなくなるまでクライ

ミング運動を実施した．2回目以降のトレーニン

グは，前回の最大負荷重量の50%から，登りき

れなくなるまでクライミング運動を実施した17）．

　

　1．5　解剖および骨格筋摘出

　最終トレーニングセッション終了から48時間

後，イソフルラン（2－ 3％）吸入による深麻酔

下にて心臓を摘出した後，長母趾屈筋（Flexor 

hallucis longus : FHL）を摘出し湿重量を測定した．

その後，液体窒素で急速凍結し分析まで -80℃で

保存した．

　

　1．6　ウェスタンブロッティング

　凍結筋サンプルは，液体窒素を用いて凍結破砕

した．凍結破砕した筋サンプルは，低温のホモジ

ナイズバッファー T-PER Tissue Protein Extraction 

Reagent （ ） を用いてビーズ

破砕機でホモジナイズした．遠心分離（12,000rpm，

10分，4℃）後に上清を回収し，タンパク質濃度

をBCA Protein Assay （ ） で

測定した．その後，サンプルバッファー （Bio-Rad 

Laboratories） と混合した後，95℃で10分間加熱

した．ポリアクリルアミドゲルを用いてタンパク

質を電気泳動によって分離し，PVDF メンブレン

に転写した．転写後は室温で5%スキムミルク溶

液を用いて1時間ブロッキングした後，一次抗体

として，AQP4 （Abcam） と，NCKK1 （Abcam） を

それぞれ4℃で一晩反応させた．その後，室温で2 

次抗体を1時間反応させ，化学発光試薬を用いて

標的タンパク質を検出した．

　

　1．7　統計処理

　結果は平均値±標準誤差で表した．群間の比

較は二元配置分散分析を行い，多重比較検定は 

Turkey's test を行った．有意水準は5％未満とした．

　2．結　果

　2．1　体重と最大負荷重量

　体重を図1に示す．OVX-Sed群は Sham-Sed

群より有意な体重の増加を認めた．OVX+E-Sed

群とOVX-Sed群は体重の有意な差を認められな

かった．8週間20回のクライミング運動によっ

て最大負荷重量が約3倍の増加を認めた（図2）．

Sham-CT群はOVX-CT群とOVX+E-CT群より，

最大負荷重量が高い傾向にあったが，有意差は認

められなかった．

図1　体　重
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　2．2　長母趾屈筋の湿重量

　図3は本研究の長母趾屈筋の湿重量の結果を示

す．Sham-CT群の筋湿重量は，Sham-Sed群より

有意に増加した（16.3%）．OVX-CT群とOVX-

Sed群の間では有意な差は認められなかった．

OVX+E-CT群は，OVX+E-Sed群より有意に増加

した（18.7%）．

　2．3　骨格筋のAQP4とNKCC1のタンパク 

　　　　 質発現量

　運動トレーニングによって骨格筋のAQP4と

NKCC1のタンパク質発現量が増加することが認

められている14, 16）．骨格筋のAQP4とNKCC1の

タンパク質は図4と図5に示す．卵巣摘出で骨格

筋のAQP4とNKCC1が減少し，卵巣摘出＋エス

トロゲン投与によってAQP4とNKCC1が回復す

ることを認めていたが，運動トレーニングの影響

を認められなかった．

　3．考　察

　高齢期骨格筋の特徴として，骨格筋量および筋

力の低下と共に筋線維内水分量が低下することが

知られている3）．特に，加齢に伴う筋線維内水分

の低下量は男性よりも女性の方が顕著である4）．

閉経後の女性では下半身のむくみ等の水分代謝の

不調が認められ，その要因のひとつとしてエスト

ロゲン分泌の減少との関連が示唆されている．し

かし，エストロゲンが骨格筋の水分量に及ぼす影

響の分子メカニズムは明らかではない．そこで本

研究では，エストロゲン分泌が低下した状態での

運動トレーニングが骨格筋のAQP4とNKCC1に

及ぼす影響を明らかにすることを目的とした．

　本研究では，運動性筋肥大モデルとしてクライ

ミング運動トレーニングを用いた．先行研究では，

8週間20回のクライミング運動によって最大負荷

重量が 287%増加した17）が，本研究においても

約3倍の増加を認め（図2），偽処置運動群におい

て長母趾屈筋の湿重量に増加が認められた．しか

し，エストロゲンが低下した状態では，運動性筋

肥大が認められなかった．一方，トレーニング期

間中にエストロゲン投与を行った群では，筋肥大

が認められ，エストロゲン状態によって運動性筋

肥大への影響が異なることが示された．

図3　長母趾屈筋の湿重量
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図4　長母趾屈筋の AQP4タンパク質発現量
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図5　長母趾屈筋の NKCC1タンパク質発現量
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　本研究では，エストロゲン状態により骨格筋の

水分量を制御するAQP4とNKCC1のタンパク質

の発現が影響を受ける可能性が示唆された．本研

究ではサンプルサイズが小さかったため，統計的

な差は認められなかった可能性があった．先行

研究では，持久性運動トレーニングによって骨

格筋内のAQP4のタンパク質発現量が増加するこ

とが報告されている14）．さらに，自発走運動に

よって骨格筋のNKCC1のタンパク質発現量が増

加することも認められている16）．しかしながら，

クライミング運動トレーニングを行った本研究

においては，骨格筋のAQP4とNKCC1のタンパ

ク質発現量の影響を認められなかった．AQP4と

NKCC1は速筋線維において優位に発現する7, 8）．

このことから，運動トレーニングの種類によって，

動員される筋線維タイプによって骨格筋のAQP4

とNKCC1のタンパク質発現量に与える影響が異

なると考えられた．一方，運動トレーニングを検

討した先行研究では，雄性実験動物を用いられて

いたが，本研究では雌性ラットを用いた．我々の

予備実験において，雄性ラットを用いたクライミ

ング運動トレーニングによってAQP4タンパク質

発現の増加を認めている（未発表）．今後，クラ

イミング運動トレーニングがAQP4やNKCC1等

の水およびイオンチャンネルのタンパク質発現に

及ぼす性差の影響については，詳細に検討する必

要がある．

　4．結　論

　本研究により，エストロゲンは運動性筋肥大に

関与することが示唆されたが，骨格筋のAQP4と

NKCC1の関与は少ない可能性が示唆された．
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