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開示事項 

 

倫理審査 

 本研究のすべての実験は、動物を対象にしたものであり、共同研究者の所属する日本体育大学の実

験動物委員会の承認（承認番号 014-A03）を得てから遂行された。 

 

利益相反 

 本研究に関して、開示すべき利益相反事項はない。  
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第 1章 背景 

 

1.1. 緒言 

 

 骨格筋は収縮能を有し、力発揮により様々な動作を可能にする。しかし、過度な収縮や力発揮は時

に筋自身の損傷を引き起こす場合がある。例えば、慣れない運動やスポーツ場面における激しい運動

時には、肉離れを代表とする筋損傷が生じうる危険性がある。また、加齢に伴い再生能が低下した骨

格筋では、下り坂や階段降段など日常生活動作レベルの運動においても筋損傷が生じることがある

（Brooksら 1996）。他にも、筋ジストロフィーに代表される筋疾患では、加齢に伴う筋の弱化と同じ

く筋損傷が生じやすく（Head ら 1992, Petrof ら 1993）、疾患の予後を悪化させることが危惧されてい

る。筋損傷はスポーツにおけるパフォーマンスを低下させるのみならず生活動作をも制限することで、

高齢者や筋疾患患者では特に生活の質（Quality of Life）を低下させる危険性がある。また、筋損傷に

よる運動量の低下は全身の筋力や持久力を低下させる危険性がある。このように骨格筋の損傷はスポ

ーツや介護、医療現場など非常に身近かつ幅広い分野において重要な問題として捉えられる。 

筋損傷に関する研究はこれまで数多くなされているが、筋損傷を予防するプレコンディショニング

や損傷からの回復を促す介入手段は十分に確立されていない。筋損傷後の代表的な応急処置である

RICE 処置：安静（Rest）、冷却（Icing）、圧迫（Compression）、挙上（Elevation）も、急性炎症への効

果は報告されているものの、筋損傷後の再生過程には及ぼす影響は十分に分かっていない。近年では、

筋損傷後の患部冷却が再生過程を妨げ、線維化という機能障害を残す危険性も報告されている（Takagi

ら 2011）。このように、筋損傷の予防としてのプレコンディショニングや損傷後の回復を促すような

適切な療法を確立するためには、基礎的な筋損傷のメカニズムや損傷した骨格筋の特性を理解するこ

とが優先されるべき重要な課題であると考えられる。 

骨格筋の運動による損傷メカニズムや損傷した骨格筋の特性に関わる生理学的応答として、「繰り返

し効果」がある（Byrnesら 1985, Clarksonら 1992, Nosaka ら 2001）。これは、運動による損傷は 1回

目と比較して引き続く数日から数か月以内の 2 回目において軽減するという一度損傷した筋の適応で

ある。繰り返し効果には神経・筋細胞・結合組織のそれぞれにおける適応が関連しているものと考え
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られているが、その詳細なメカニズムは明らかになっていない（McHugh ら 1999）。引き続く損傷へ

の応答低減に貢献する一度損傷した筋の運動に対する応答特性が明らかになれば、筋損傷を予防する

プレコンディショニングに応用することができる可能性がある。 

また上記の損傷に対する骨格筋の適応から、一度損傷した筋は激しい運動による損傷を軽減させる

のみならず、筋肥大・筋力向上などを目的としたレジスタンス運動に対する同化応答にも影響を及ぼ

す可能性が考えられる。しかし、一度損傷した筋のレジスタンス運動に対する応答は明らかになって

おらず、現場においても根拠に基づく運動介入はなされていない。一度損傷した筋の運動に対する応

答特性が明らかになればこれまでの運動処方が改善され、より適切な運動介入が可能になることが期

待される。 

本研究では、運動による筋損傷動物モデルを確立し、一度損傷した骨格筋の引き続く損傷に対する

応答低減メカニズムを明らかにすることで、一度損傷した筋の様々な運動に対する応答特性における

重要な知見を得ることを目的とした。骨格筋の損傷に対する生理的な適応メカニズムを明らかにする

ことは、骨格筋の基礎的な理解を深め、筋損傷後の適切な運動療法を確立する上で重要な知見となる

であろう。  
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1.2. 先行研究 

 

1.2.1. 運動と筋損傷 

 

運動は骨格筋の様々な収縮様式が複雑に組み合わさって成り立つ。収縮様式は、筋長もしくは関節

角度が一定の等尺性収縮、一定の張力発揮のもとに筋長もしくは関節角度が変化する等張性収縮など

に分けられる。さらに、等張性収縮や、一定の速度で筋長が変化する等速性収縮は筋長が短縮もしく

は関節角度が縮まる短縮性収縮と筋長が伸張もしくは関節角度が拡がる伸張性収縮に分けられる。こ

の中で、特に伸張性収縮を伴う運動、例えば下り坂走行時や降段時の大腿四頭筋の活動などは筋損傷

を惹起しやすいことが知られている。以後、本文内で述べる筋損傷は断りのない場合、基本的には伸

張性収縮による損傷を示すこととする。 

筋損傷は、遅発性筋痛や関節可動域の制限、腫脹などを引き起こすと同時に、筋線維や結合組織の

損傷を招く（Clarksonら 1992, Safranら 1989, Warrenら 1999）。比較的に軽度な筋線維の損傷では、

図 1-1 に示すように損傷部位は筋線維全体に生じるわけではなく部分的であり、Z 帯を中心に微細構

造の乱れが生じる（Lieber ら 1999）。一方、激しい伸張性運動は、図 1-2に示すように筋線維の構造の

乱れのみでなく、細胞の壊死を引き起こす場合がある（Kanoら 2008, Songら 2004）。 

筋損傷においてカルシウムイオンは重要な因子と考えられる（図 1-3）。Duncan（1978）による初期

の研究では、細胞内カルシウムイオン濃度の上昇によりミトコンドリアの腫脹、筋タンパク質の喪失、

筋線維の変性が引き起こされることが示された。また、Yeungら（2005）によると、等尺性収縮では収

縮後安静時の細胞内カルシウムイオン上昇を認めなかったが、伸張性収縮では収縮後 20 分から 30 分

において安静時カルシウムイオン濃度の上昇を認めている。伸張活性化チャネルを阻害するストレプ

トマイシンやガドリニウムイオン、GsMTx4 によって収縮後の細胞内カルシウムイオン濃度の上昇は

妨げられるため（Hamill ら 1996, Suchyna ら 2000）、収縮に伴う細胞内カルシウムイオン濃度上昇に

おいて、細胞外から細胞内へのカルシウムイオン流入が重要な因子であると考えられる。 

伸張性収縮による筋損傷後には筋力低下を認める。筋損傷後早期における筋力低下の原因として、

興奮収縮連関の障害が大きな影響を及ぼしているものと考えられている（Warren ら 1993）。これは、
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伸張性収縮後の張力低下が、筋小胞体からのカルシウム放出を直接引き起こすカフェイン投与した場

合には認められなかったことから結論付けられた。さらに、単離筋線維において伸張性収縮後の強縮

時細胞内カルシウムイオン濃度が低下していることが明らかとなった（Balnaveら 1995）。興奮収縮連

関に影響を与える因子としてカルシウム依存性タンパク質分解酵素であるカルパインの活性化が挙げ

られる（Onoら 2004）。また Verburgら（2005）は、特に細胞内カルシウムイオン濃度の上昇が比較的

緩やかである場合、興奮収縮連関の障害において、カルパイン-3が重要な役割を果たすことを報告し

ている。他にも、収縮後の活性酸素の増加による筋線維のカルシウムイオン感受性の低下が筋力低下

を引き起こす一因であることが報告されている（Moonpanar ら 2005）。 

一方、図 1-4 に示すように、損傷後後期における筋力低下の原因としては、損傷による収縮タンパ

ク質などの分解が大きな比重を占めている（Warrenら 2002）。伸張性収縮によるタンパク分解におい

ても、カルパイン活性は深く関わる（Belcastro ら 1998）。カルパインインヒビターである leupeptin が

筋損傷を抑制することもこれを支持する報告である（Badalamente ら 2000）。またカルパイン-1, 2を抑

制するカルパスタチンを過剰発現させたmdxマウスにおいても、細胞膜の損傷には影響がないものの、

筋損傷を示す組織学的所見が軽減されることが確認されている（Spencer ら 2002）。 

細胞の壊死には、細胞膜の透過性亢進が大きく関わる。筋ジストロフィーにおいては、ジストロフ

ィン欠損による膜の脆弱さにより膜の透過性亢進は顕著である（Petrof ら 1993）。カルシウムイオン

濃度の上昇による膜の透過性亢進において、ミトコンドリアによる活性酸素産生の増加（Brookes ら 

2004）がリン脂質の過酸化反応を引き起こすことが一因として挙げられる（Mason ら 1997, Child ら 

1998）。さらにカルシウム依存性のホスホリパーゼ A2を抑制することで細胞内カルシウムイオン濃度

上昇による膜の透過性亢進は軽減するため（Duncan ら 1987, Howl ら 1990）、リン脂質分解酵素の活

性も影響していることが考えられる。このように膜の透過性亢進は細胞内カルシウムイオン濃度の上

昇によって引き起こされる二次的な損傷として捉えられている（Duncanら 1987, Howl ら 1990, Gissel

ら 2003）。膜の透過性亢進は更なる細胞外からのイオン流入を誘発し、悪循環を引き起こし、最終的

に細胞の壊死をもたらすと考えられている（Allenら 2005）。  
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図 1-1. ウサギ前脛骨筋の縦断電子顕微鏡写真 

A：等尺性収縮後の写真、B：伸張性収縮後の写真 

A は正常な縞模様を示し、Z 線も筋原線維の長軸（写真の左右）方向に対し垂直（写真の上下）方向

に位置する。Bは部分的に構造の破綻を示し（〇で囲まれた部位）、Z線が波打っている様子や A帯へ

の浸潤が認められる。 

引用元：Lieber ら, J Sci Med Sport 1999  
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図 1-2.ラット腓腹筋の伸張性運動 3日後における組織学的観察（ヘマトキシリン-エオシン染色） 

A, D：近位部、B, E：筋腹部、C, F：遠位部、S group：筋長の変化範囲の狭い伸張性運動、L group：筋

長の変化範囲の広い伸張性運動 

矢印は異常な染色性の薄い異常な筋線維や多数の核の集積を認める筋線維を示す。 

CT：connective tissue（結合組織）、Bar = 100μm. 

引用元：Songら, Am J Sports Med 2004  
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図 1-3. 伸張性運動による筋損傷に関わる経路 

伸張性収縮に伴い、カルシウムイオンによるタンパク質分解の活性化や伸張刺激による TRPチャネル

の開口などが起こり、細胞外から細胞内へのカルシウムイオンの流入が生じる。細胞内カルシウムイ

オン濃度の上昇は様々な経路を介して損傷を招くと考えられており、これによる膜の透過性亢進が二

次的に細胞外からのさらなるカルシウムイオン流入を引き起こし、悪循環に陥ると考えられている。 

Ca2+：カルシウムイオン、TRP channel：一過性受容器電位チャネル、ROS：活性酸素、SR：筋小胞体、

CK：クレアチンキナーゼ 

引用元：Allenら, J Physiol 2005  
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図 1-4. 伸張性運動後の筋力低下における要因の程度 

筋損傷初期における筋力低下の原因は主に興奮収縮連関の障害や微細構造の破綻であると考えられて

おり、収縮タンパク質の喪失による筋力低下は相対的に損傷後期において主要な因子と考えられてい

る。 

E-C coupling：興奮収縮連関 

引用元：Warrenら, J Orthop Sports Phys Ther 2002  
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1.2.2. 筋損傷の予防と筋損傷後の介入 

 

運動前に一般的に行われるプレコンディショニングとして、ウォーミングアップやストレッチが挙

げられる。Fradkinら（2006）の総説においては、これまでのウォーミングアップと損傷リスクに関す

る先行研究からは、ウォーミングアップが損傷に及ぼす影響を明確に答えることは困難であると報告

されている。また運動前のストレッチについても、ストレッチが筋痛・損傷リスクに及ぼす影響はな

い可能性があると報告されている（Herbert ら 2002）。 

筋損傷後の処置に関しては、代表的な RICE 処置（Rest：安静、Icing：冷却、Compression：圧迫、

Elevation：挙上）は主に炎症を軽減させるために推奨されている（ACPSM 1998）。しかし、Takagi ら

（2011）の報告では、挫滅損傷後のアイシングは筋再生を遅延させ、線維化を増悪させる。また、損

傷後の回復を促進する目的で行われる電気療法もそのエビデンスはほとんどないことが報告されてい

る（Van der Windt 1999）。一方で、Malliaropoulosら（2004）は、ハムストリングスの損傷に対してス

トレッチを 1 日 1 回と 4 回行う群に分けたところ、4 回行う方が損傷後の復帰に要す時間が短縮した

と報告している。しかし、損傷からの回復を示す指標が、関節可動域の改善とリハビリテーションに

要した時間のみであり、基礎メカニズムは十分に明らかにされていない。 

過去の損傷により発揮張力の低下した筋群に対して、伸張性収縮を取り入れた運動療法は、損傷の

再発を軽減させる（Croisier 2002）。また、筋損傷後の早期運動介入は再生筋線維の横断面積の回復を

促進し、線維化を抑制することが報告されている（Murakami ら 2015）。しかし、運動介入の効果が損

傷により変化を受けるのか否かに関しては明らかになっていない。  
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1.2.3. 繰り返し効果 

 

繰り返し効果とは、伸張性収縮による筋損傷は 1 回目と比較して引き続く数日から数か月以内の 2

回目において軽減する（Schwane ら 1983, Highman ら 1963）という適応である。この場合の筋損傷と

は筋力低下や遅発性筋痛、血中クレアチンキナーゼ活性などの間接的な指標によって観察されるもの

である（図 1-5）。繰り返し効果に貢献する因子として、これまで運動単位の動員パターンなどの神経

因子の変化（Goldenら 1992）や運動単位動員の協調性変化（Hortobagyi ら 1998, Pierrynowski ら 1987）

が影響しているのではないかと考えられてきたが、神経制御を介さない電気刺激による収縮において

も繰り返し効果は認められ、他の因子の関与も示唆されている（Sacco ら 1992, McBrideら 2003）。 

 Armstrong ら（1990）は、1 回目の損傷で不可逆性の損傷を受けた筋線維が新たに抵抗性のある筋

線維に再生する可能性を示唆した。この抵抗性に関して、既存の筋線維へのサルコメアの追加（Morgan

ら 1999）や中間フィラメントの再構築（Fridenら 1984）などが考えられている。 

近年では、細胞外マトリクスの変化も繰り返し効果に関与する可能性が示唆されている。細胞外マ

トリクスは機械的情報交換の役割を持ち、さらに力の伝達に関与する。Mackeyら（2011）は、筋損傷

後に細胞外マトリクスの再構築が起こり、2 回目の筋損傷から筋線維を保護する可能性を報告してい

る。また、関節の固定による筋内における結合組織の増加と損傷ストレスに対する筋損傷の軽減が深

く関連している可能性も示唆されている（Lapier ら 1995）。  
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図 1-5. 伸張性運動 1回目（■）、2回目（□）における筋力低下（左）、疼痛（中）、血中クレアチンキ

ナーゼ活性（右） 

1回目の伸張性運動後と比較して、2回目の運動後の筋力低下や疼痛の程度、血中クレアチンキナーゼ

活性などの損傷指標は全て低減される。 

Pre-ex：運動前、Post-ex：運動直後、CK activity：クレアチンキナーゼ活性 

引用元：Hyldahl ら, Muscle Nerve 2014  
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1.2.4. レジスタンス運動に対する同化応答 

 

骨格筋量はタンパク質合成速度と分解速度のバランスにより調節されている（Biolo ら 1995, Biolo

ら 1997, Phillips 2004）。タンパクの合成速度は分解速度よりも動態が大きい傾向にあることから、骨

格筋の肥大は主に筋タンパク質合成の制御によると考えられている（Greenhaff ら 2008）。筋タンパク

質合成と筋量の増加は、栄養摂取やサイトカイン、ホルモン、成長因子によっても影響を受けるが、

レジスタンス運動が筋肥大を引き起こすメカニズムにおける主要因子として考えられている。筋肥大

は筋横断面積の増加を反映し、各筋線維の容積増加に依る（Luthiら 1986, Paulら 2002, Toigoら 2006）。

筋線維数の増加も骨格筋の肥大に貢献するが、これは主にげっ歯類において報告されている（Kellyら 

1996）。 

筋量を制御する機構の一つに、張力による機械的刺激が挙げられる（Goldberg ら 1975）。図 1-6 に

示すように、レジスタンス運動中の筋収縮は、mechanotransduction（機械的情報伝達）として知られて

いるタンパク質合成を制御する様々な生化学的応答をもたらすと考えられている（Hornberger 2011）。

筋内のシグナル分子のリン酸化はレジスタンス運動への適応において重要である（Hornberger 2011）。

レジスタンス運動は主に mammalian target of rapamycin complex 1（mTORC1）シグナル伝達を活性化し、

タンパク質合成を増加する（Chesleyら 1992, Dreyer ら 2006, Phillipsら 1997）。 

“1.2.2. 筋損傷の予防と筋損傷後の介入”でも述べたが、筋損傷後の機能回復を目的として、運動療法

が用いられる（Murakami ら 2015）。しかし、“1.2.3. 繰り返し効果”で述べたように、損傷を引き起こ

す過度な運動に対して様々な骨格筋の適応が生じると考えられているため（McHugh ら 1999）、一度

損傷した筋ではレジスタンス運動に対する同化応答も何らかの影響を受けることが考えられる。 
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図 1-6. mTORC1 シグナルを制御する代表的なメカニズム 

mTORC1シグナルは、成長因子や栄養、機械的刺激などの様々な刺激により活性化され、タンパク質

合成において重要な因子である p70S6Kをリン酸化させると考えられている。 

紫：mTORC1複合体、緑：mTORC1シグナルを刺激するシグナル分子、赤：mTORC1シグナルを抑制

する分子 

破線は、明らかになっていない制御経路を示す。 

引用元：Hornberger, Int J Biochem Cell Biol 2011  
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第 2章 研究目的及び研究課題 

 

 骨格筋の損傷後における回復を促進する適切な運動療法を確立する上で重要となる、損傷した筋の

特性、特に運動に対する応答を明らかにすることを目的とする。本研究では損傷に対する生理学的な

適応に着目し、一度損傷した骨格筋の引き続く損傷に対する応答低減メカニズムを明らかにすること

で運動に対する応答特性に関する知見を得ることを課題とした。以下に示す研究課題 1-3 は主に一度

損傷した骨格筋の引き続く損傷に対する応答低減メカニズムの解明を、研究課題 4 は一度損傷した骨

格筋のレジスタンス運動に対する同化応答を明らかにすることを目的として設定している（図 2-1）。 

 

研究課題 1 一度損傷した骨格筋の引き続く損傷に対する応答低減 

 

 これまで繰り返し効果に関する先行研究はヒトを対象にした報告が多く、基礎メカニズムの解明に

は至っていない。損傷の発生は部位、筋線維タイプによって異なることが報告されている。よって本

研究では部位・筋線維タイプ毎に、収縮による部分的な壊死が観察可能な収縮による筋損傷動物モデ

ルを確立し、一度損傷した骨格筋が引き続く損傷に対して応答を低減させる実験系を立ち上げること

を第一の課題とした。 

 

研究課題 2 一度損傷した骨格筋の引き続く損傷に対する応答に関連する因子 

 

 研究課題 1における動物モデルを用いて、収縮による損傷軽減に関連すると報告されている因子を

生理学的・生化学的・組織学的な手法を用いて調べることで、どの因子が損傷した筋線維の適応によ

り強く関連しているかを調べることを目的とした。 

 

研究課題 3 一度損傷した骨格筋の引き続く損傷に対する応答低減メカニズム 

 

 研究課題 2で関連が示唆された損傷軽減因子の働きや役割から、最初に筋に与えられた損傷が、2
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度目の収縮によって生じる損傷経路のどの部分に影響を及ぼしているのかを明らかにすることを目的

とした。これにより研究課題 2で示す損傷した骨格筋の特性変化が実際に運動に対する応答変化にど

のような影響を及ぼしているのかを明らかにできるものと期待される。 

 

研究課題 4 一度損傷した骨格筋のレジスタンス運動に対する同化応答 

 

 一度損傷した骨格筋の運動に対する応答の変化は、筋力向上・筋肥大を目的としたレジスタンス運

動に対する応答にも影響を及ぼすことが考えられる。よって研究課題 4では、損傷後の回復を促進す

る介入手段の一つとしての適切な運動療法の確立へと貢献できる知見として、収縮により損傷した骨

格筋がレジスタンス運動に対してどのような応答変化を示すのかを明らかにすることを目的とした。  
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図 2-1. 研究課題及び研究課題の全体像 

実験 1-3は主に「一度損傷した骨格筋の引き続く損傷に対する応答低減メカニズム」を解明すること

を主な目的として構成されており、実験 4は実験 2で得られる所見から推測される「過去の損傷がレ

ジスタンス運動に対する同化応答に及ぼす影響」を明らかにすることを主な目的として構成されてい

る。これらの実験から得られる知見は、損傷からの回復を促進する適切な運動療法を確立することに

貢献できるものと考えられる。 
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第 3章 一度損傷した骨格筋の引き続く損傷に対する応答 

 

3.1. 一度損傷した骨格筋の引き続く損傷に対する応答低減（実験 1） 

 

3.1.1. 背景と目的 

 

負荷の強い運動、特に短縮性収縮や等尺性収縮よりも伸張性収縮の局面を多く含む運動は、骨格筋

に微細な損傷を惹起する場合がある（Howatson ら 2008, Nosaka 2011）。この損傷は筋力低下や筋痛の

みならず筋線維の部分的な壊死も引き起こすことがある（Bobbert ら 1986, Nosaka ら 2001）。興味深

いことに、運動により損傷した筋は 1 回目の損傷から数日～数か月の期間にわたり損傷に対する耐性

を獲得する、つまり筋損傷の症状は連続した負荷の強い運動時において、1 回目より 2 回目で軽減す

る（Byrnes ら 1985, Clarkson ら 1992, Nosaka ら 2001）。この現象は「繰り返し効果」と呼ばれている。

短縮性収縮や等尺性収縮による運動においても繰り返し効果を認めるが、その程度は伸張性収縮によ

る運動と比較して軽度である（Limaら 2015, Margaritelisら 2015）。 

McHughら（1999）は、繰り返し効果のメカニズムには神経、結合組織、筋線維における複雑な適応

が関連していることを示唆している（図 3-1）。神経の適応では、動員される運動単位が変化すること

で、負荷が分散されることが考えられている（Nosakaら 1995）。結合組織の適応においては、伸張性

収縮後に受動的、動的筋スティフネスが増加し（Reichら 2000）、このことが筋節の構造や並びを維

持する上で重要な細胞骨格タンパク質の適応に貢献していると考えられている（McHugh 2003）。筋

線維における適応では、伸張性収縮による損傷により筋節が増加し（Lynn ら 1998）、伸張刺激が軽

減されることが考えられている（Morgan 1990）。また筋小胞体のストレスに対する耐性増加が興奮収

縮連関の障害を軽減させる可能性も示唆されている（Clarkson ら 1988）。さらに、1回目の損傷に対

する炎症反応が続く 2回目の損傷に対する防御機構に関わる可能性も考えられている（McHugh 2003）。

しかし、その中のどの因子が損傷軽減に大きく貢献しているか、またそのメカニズムは明らかになっ

ていない。 

繰り返し効果に関する先行研究は、主に壊死の生じない程度の損傷介入を用いて、筋力低下や血中
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クレアチンキナーゼ活性などの指標について調べてきたが、これでは損傷した筋線維や部位を同定す

ることは困難である（Byrnes ら 1985, Clarkson ら 1992, Hyldahl ら 2015, Nosaka ら 2001）。部分的な

壊死を生じさせる収縮では、筋線維タイプにより伸張性収縮に対する損傷耐性が異なることが報告さ

れている。すなわち、ミオシン重鎖 IIb または IIx を有する速筋線維（以後タイプ IIbまたは IIx）は遅

筋線維であるタイプ I線維と比較して損傷を受けやすい（Lieber ら 1988, Lieber ら 1991）。さらに、タ

イプ IIb, x 線維はラット腓腹筋の浅層を占めている（Kasuga ら 2010）。つまり、一度損傷した骨格筋

の引き続く損傷に対する応答低減に貢献する因子を絞り込むには伸張性収縮による部分的な壊死を受

けやすい筋線維もしくは部位に着目する必要があると考えられる。 

本実験では、一度損傷した骨格筋の引き続く損傷に対する応答低減メカニズムを解明する上で必要

な伸張性運動による部分的な壊死を引き起こすことができる動物モデルを用いた実験系の開発を目的

として、損傷部位の特徴を明らかにできるかどうかを検証した。  
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図 3-1. 繰り返し効果への関連が示唆されている神経適応（上）、機械的適応（中）、細胞適応（下） 

E-C coupling：興奮収縮連関 

引用元：McHugh, Scand J Med Sci Sports 2003  
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3.1.2. 方法 

 

3.1.2.1. 実験動物 

 本実験は、10 週齢の Wistar 系雄ラット（日本クレア, 東京, 日本）を用いた。すべてのラットは、

12時間の明暗サイクルに管理された飼育室において飼育した。餌と水はそれぞれ自由摂取とした。 

 

3.1.2.2. 実験プロトコル（図 3-2） 

 ラットを無作為に単回損傷（単回）群と繰り返し損傷（繰り返し）群の 2群に分けた。10週齢時に

繰り返し群の右脚腓腹筋に対して伸張性収縮を実施し、14週齢時に両群の同筋に対して同様の伸張性

収縮を実施した。繰り返し群における 4 週の間隔は初回の伸張性収縮からの等尺性筋力の回復に要す

る期間から設定した。14 週齢時の伸張性収縮の直前、1 日後において、両群の動物は後述する方法に

より足関節トルクを測定後、イソフルラン吸入麻酔薬の過剰投与により屠殺した（各群匹数：直前 n = 

6；1日後 n = 6）。解析に用いる筋サンプルとして、右脚腓腹筋の筋腹部位を即座に液体窒素で凍結し、

-80°Cで保管した。 

 

 

図 3-2. 実験 1（一度損傷した骨格筋の引き続く損傷に対する応答低減）プロトコル 

 

3.1.2.3. 伸張性収縮 

伸張性収縮は図 3-3 に示すように先行研究（Song ら 2004）を参考としてプロトコルを作成し実施

した。ラットはイソフルランの吸入投与による麻酔下にて、上記の先行研究同様の等速性動力計台に

腹臥位で固定し、右脚腓腹筋の筋腹とアキレス腱部位に電極を貼り、電気刺激を施した。最大刺激強

度は後述するように設定した。強縮刺激は 100Hz, 4 ミリ秒刺激幅の条件で 0.3秒間与えられた。電気
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刺激と同時に、右足関節は等速性に背屈させ、伸張性収縮を誘導した。フットプレートに固定した足

関節は角速度毎秒 180度、運動範囲 60度から 125度（背屈底屈中間位を 90度とする）で背屈され、

この伸張性収縮を 2 秒毎に連続 60 回実施した。伸張性収縮中の足関節底屈トルクの最大値や力積の

モーメントを示す角運動量を算出した。最大腫脹や脚の引きずりは伸張性収縮直後のみ認めたが、損

傷後の再生過程に及ぼす未知の影響を除くため、事後の鎮痛処置等は実施しなかった。 

 

 

図 3-3. 電気刺激と伸張運動による伸張性収縮モデル 

 

3.1.2.4. 等尺性筋力 

 先行研究（Song ら 2004）を参考として、等尺性筋力の指標として等尺性足関節トルクの測定を実

施した。刺激強度は最大等尺性単収縮張力を示す電圧に設定した。測定足関節角度は 90 度で実施し

た。 

 

3.1.2.5. 組織学的評価 

 伸張性収縮により筋線維に生じる部分的な壊死を同定するためにエバンスブルー色素を使用した

（Barbier ら 2004）。エバンスブルー色素は膜の透過性が亢進し、変性する筋線維中に浸潤する（Barbier

ら 2004, Loveringら 2004, Loveringら 2007）。このエバンスブルー色素が浸潤した筋線維を蛍光顕微

鏡で観察することで、変性筋線維、つまり壊死に至る筋線維を同定した。具体的には、14週齢時の伸

張性収縮直後に、無菌のリン酸緩衝生理食塩水（PBS）に溶解させたエバンスブルー色素を 1 mg EBD 

/ 0.1 mL PBS / 10 g体重で腹腔内投与し、1日後に筋サンプルを採取した。 
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免疫組織学的観察は先行研究（Tsutaki ら 2013）を参考としてプロトコルを作成し実施した。解析対

象の腓腹筋サンプルの凍結切片を室温で 0.25% (v/v)ピクリン酸、2%パラホルムアルデヒドを含む 0.1 

M リン酸緩衝液（PB）中で 15 分間固定した。固定後、切片を室温で 5%ヤギ血清、1% (v/v) TritonX-

100を含む 0.1 M PB中で 1時間ブロッキングした。その後、ミオシン重鎖 I（BA-F8）、ミオシン重鎖 

IIa（SC-71）、ミオシン重鎖 IIx（BF-35）、ミオシン重鎖 IIb（BF-F3）一次抗体を用いて 4°Cにて一晩

反応させた。いずれのミオシン重鎖抗体も Developmental Studies Hybridoma Bank（Iowa, United States）

から購入した。二次抗体は室温で 1時間反応させた。 

各筋線維タイプにおけるエバンスブルー色素陽性筋線維の割合を算出するために、同一切片上でエ

バンスブルー色素陽性筋線維と各ミオシン重鎖抗体陽性の筋線維を照合した。 

 

3.1.2.6. 統計処理 

 データは平均値±標準偏差で示した。群間差は Welch t検定を用い、筋線維タイプ間においては、一

元配置分散分析後に Tukey’s post hoc検定を用いた。有意水準は P < 0.05に設定した。  
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3.1.3. 結果 

 

3.1.3.1体重と足関節底屈トルクによる機械的指標 

14週齢時の伸張性収縮前における体重、等尺性底屈トルク、また伸張性収縮時の最大トルク（いず

れも体重当たりの値を含む）に群間差は認めなかった（表 3-1）。唯一、14週齢時の伸張性収縮時にお

ける角運動量（体重当たり）は繰り返し群において単回群と比較して有意に高値を示した。 

 

3.1.3.2. 最大等尺性トルク 

伸張性収縮 1 日後に測定した等尺性筋力は単回群で収縮前の 57.3 ± 4.84%、繰り返し群で 72.2 ± 

5.50%まで低下した（図 3-4）。その低下率は繰り返し群において単回群と比較して有意に低値を示し

た。 

 

3.1.3.3. 筋横断面におけるエバンスブルー色素陽性筋線維の割合 

エバンスブルー色素陽性筋線維の割合は単回群で 4.43 ± 0.86%、繰り返し群で 0.09 ± 0.03%であり、

繰り返し群で単回群と比較して有意に低値を示した（図 3-5）。初回の伸張性収縮後の代表的なエバン

スブルー色素陽性筋線維の写真を示す。数多くのエバンスブルー色素陽性筋線維が腓腹筋浅層におい

て観察された。また、データには示していないが、深層において筋線維の変性所見（Takagi ら 2011）

を認めないことは、ヘマトキシリン-エオシン染色によっても確認された。 

 

3.1.3.4. 筋線維タイプ毎のエバンスブルー色素陽性筋線維数の割合 

各筋線維タイプとエバンスブルー色素陽性筋線維を同一切片上で照らし合わせた結果（図 3-6 上の

写真は、単回群の筋浅層におけるタイプ IIb 線維とエバンスブル―色素陽性筋線維の一例）、エバンス

ブルー色素陽性筋線維の割合は両群ともにタイプ IIb, x でタイプ IIaとタイプ Iと比較して有意に高値

を示した（図 3-6下）。  
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表 3-1. 体重と足関節底屈トルクによる機械的指標 

 

各群のサンプル数：6匹、シンボル（*）は単回群に対する有意差を示す。  
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図 3-4. 最大等尺性トルク 

それぞれの群において、伸張性収縮 1日後に測定した最大等尺性トルクを収縮直前の値に対する相対

値（％）として示す。シンボル（*）は群間の有意差を示す。  
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図 3-5. 筋横断面におけるエバンスブルー色素陽性筋線維数の割合 

伸張性収縮 1日後における筋全体のエバンスブルー色素陽性筋線維数の割合（％）を示す。 

上の写真は、筋腹部位の横断面における代表的なエバンスブルー色素陽性筋線維（赤色）の組織像を

示す。筋線維以外にも赤く観察される部位があるが、筋線維は線状ではなく点状と観察される。 

横棒は群間の有意差を示す。  
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図 3-6. 筋線維タイプ毎のエバンスブルー色素陽性筋線維数の割合 

伸張性収縮 1日後における筋線維タイプ（IIb, xと IIaと Iに分類）毎のエバンスブルー色素陽性筋線

維数の割合（％）を示す。 

上の写真は一例として、筋浅層部位におけるタイプ IIb 線維とエバンスブルー色素陽性筋線維を同一

切片上で Merge させた写真を示す。Bars = 50 μm. 

横棒はそれぞれ次に対する有意差を示す：単回群、繰り返し群のそれぞれにおける IIb, x vs. IIaと IIb, 

x vs. I.    
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3.1.4. 考察 

 

一度損傷した骨格筋の引き続く損傷に対する応答低減メカニズムを解明する上で必要な、伸張性運

動による筋損傷を用いた実験系を開発した。本モデルにおける伸張性収縮プロトコルは部分的な壊死

を引き起こすことを確認し、またその損傷が浅層かつタイプ IIb, x 線維に生じる特徴を有することを

確認した。 

本実験の繰り返し群では、1 回目の伸張性収縮による筋損傷から 28 日後である、2 回目の伸張性収

縮直前までに等尺性筋力は単回群の損傷していない筋と同等のレベルまで回復した。また、14週齢時

の伸張性収縮における足関節最大トルクは両群で同レベルであり、角運動量（体重当たり）は繰り返

し群において、単回群と比較して有意に高値を示した。つまり、これらは過去の損傷は少なくとも 28

日後において、収縮能には大きな影響を及ぼさないことを示す。 

また、本モデルでは筋収縮を誘発するために、麻酔下で制御された電気刺激を用いた。電気刺激に

よる筋収縮は全筋線維を強制的に動員する刺激である。つまり、これまでの能動的運動モデル（Byrnes

ら 1985, Hyldahl ら 2015）と比較して、神経を除く結合組織や筋線維における適応を明らかにするこ

とに適するモデルである。 

筋損傷の指標として、本実験では、まず筋力低下の程度を測定した。筋力低下は筋疲労時にも生じ

る現象であるが、本実験の測定は損傷 1 日後に実施しており、筋疲労ではなく筋損傷に起因する筋力

低下と考えられる。先行研究同様に本実験でも、過去の損傷は 2 度目の伸張性収縮後の筋力低下を軽

減することが明らかとなった。つまり McHugh（2003）による報告同様に結合組織や筋線維における

適応が生じていることを示唆する。 

次に、本実験では部分的な壊死をもたらす伸張性収縮モデルを用いたため、筋横断面における壊死

筋線維数も同様に軽減するかどうかを検証した。筋線維の壊死部位を同定するために、エバンスブル

ー色素は広く用いられている。エバンスブルー色素陽性筋線維（壊死筋線維）の割合は、繰り返し群

において単回群と比較して有意に低値を示した。つまり筋力低下のみならず部分的な壊死においても

損傷の軽減が示された。 

壊死部位の特徴に関して、繰り返し群においては、筋線維の部分的な壊死は 2 回目の伸張性収縮後
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においてほとんど認めなかったが、単回群における初回の伸張性収縮後では主に腓腹筋浅層において

著明なエバンスブルー色素陽性筋線維を認めた。浅層部位は主にタイプ IIb, x 線維が占めている

（Kasugaら 2010）。本研究でも筋線維タイプ毎の部分的な壊死を調べたところ、先行研究（Lieber ら 

1988, Lieber ら 1991）同様にタイプ IIb, x線維はタイプ IIa, I線維と比較して、伸張性収縮誘発性筋損

傷を受けやすいことが示された。 

まとめると、本モデルにおける初回の伸張性収縮による損傷は続く同様の伸張性収縮に対する抵抗

性を増加させ、部分的な壊死を生じさせる収縮においても損傷の軽減が確認された。そして、初回の

伸張性収縮による損傷は浅層かつタイプ IIb, x線維で顕著であった。Butterfield ら（2006）は、繰り返

し効果における適応は骨格筋内で不均一に生じることを示唆している。これらより、繰り返し群に関

連する因子を絞り込むために部分的な壊死が生じやすい浅層もしくはタイプ IIb, x 線維における変化

は重要であると考えられる。  
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3.2. 一度損傷した骨格筋の引き続く損傷に対する応答に関連する因子（実験 2） 

 

3.2.1. 背景と目的 

 

 繰り返し効果は神経、結合組織、筋線維それぞれにおける適応によって生じると考えられている

（Mchugh 2003）が、その中でどの因子がより強く損傷軽減に貢献しているかは明らかになっていな

い。実験１で用いた伸張性収縮プロトコルでは、タイプ IIb, x線維においてタイプ IIa, Iと比較して壊

死が生じやすく、タイプ IIb, xが占める腓腹筋浅層において顕著な損傷が引き起こされた。つまり、本

モデルを用いて損傷を受けやすい筋線維タイプもしくは浅層部位における変化を明らかにすることで、

一度損傷した骨格筋の引き続く損傷に対する応答低減により強く貢献する因子を絞り込むことが可能

になると考えられる。 

一度損傷した骨格筋の引き続く損傷に対する応答低減に貢献する因子の候補として、筋線維タイプ

の遅筋方向への移行が考えられる。カルジオトキシンによる筋の部分的な壊死では再生期において筋

線維タイプはタイプ IIからタイプ Iへと大きく移行する（Matsuuraら 2007）。運動による損傷とカル

ジオトキシンによる損傷では損傷メカニズムは異なるが、様々なタイプの筋損傷後の再生過程は同様

である（Baoge ら 2012）。つまり、伸張性収縮により部分的な壊死に至ったタイプ IIb, x線維もその再

生過程においてタイプ I 線維の方向に移行する可能性がある。実験 1 からも 2 回目の損傷における筋

線維タイプ毎の損傷の受けやすさは、単回の損傷の場合と同様にタイプ IIb, x 線維がタイプ I 線維と

比較して損傷を受けやすいことが示された。これらより、筋線維タイプ移行が一度損傷した骨格筋の

引き続く損傷に対する応答低減に大きく貢献するかもしれない。 

筋線維タイプ間の損傷に対する抵抗性の違いには、Heat shock protein 72 (HSP72)やコラーゲン量が

影響しているかもしれない。HSP72の発現増加やコラーゲン量の増加は筋線維の損傷に対する抵抗性

を強化することが報告されている（Hyldahl ら 2015, Liuら 2013, Shimaら 2008）。しかし、タイプ IIb, 

x線維は他タイプの筋線維と比較して安静時の HSP72発現量は少なく（Oishi ら 1998）、筋線維周囲の

コラーゲン量も同様に少ないことが報告されている（Kovanen ら 1984）。これら HSP72やコラーゲン

発現はタイプ移行以外によっても影響を受けて変化する。例えば、強制的な伸張刺激や強度の高い運
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動は筋線維の HSP72 発現を増加させる（Liu ら 2013, Shima ら 2008）。また激しい筋損傷は細胞外マ

トリクス再構築の一環としてコラーゲン蓄積を生じ、筋スティフネスの増加を招く（Huard ら 2002, 

Yoseph ら 2015）。このように HSP72 やコラーゲン発現は筋線維タイプ移行に伴う変化と独立した経

路によっても、伸張性収縮による壊死が生じやすい部位において大きく増加する可能性がある。 

本研究では、一度損傷した骨格筋の引き続く損傷に対する応答低減に関連する候補因子の中で、そ

の関連性の強さを明らかにするために、実験 1の筋損傷モデルを用いて、損傷-再生筋線維のタイプ移

行、損傷を受けやすい浅層部位における HSP72、コラーゲン発現について調べた。  
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3.2.2. 方法 

 

3.2.2.1. 実験動物 

 本実験は、実験 1 同様に 10 週齢の Wistar 系雄ラットを用い、12 時間の明暗サイクルに管理された

飼育室において飼育した。餌と水はそれぞれ自由摂取とした。 

 

3.2.2.2. 実験プロトコル（図 3-7） 

 ラットを無作為に損傷後群と対照群の 2群に分けた。10週齢時に損傷後群の右脚腓腹筋に対して実

験 1同様の伸張性収縮を実施し、14週齢時に両群の動物は後述する足関節スティフネスを測定後、イ

ソフルラン吸入麻酔薬の過剰投与により屠殺した（各群 n = 6）。実験 1において損傷後群の 14週齢時

において引き続く損傷に対する応答低減は確認されている。解析に用いる筋サンプルとして、右脚腓

腹筋の筋腹部位を即座に液体窒素で凍結し、-80°Cで保管した。 

 

 

図 3-7. 実験 2（一度損傷した骨格筋の引き続く損傷に対する応答に関連する因子）プロトコル 

 

3.2.2.3. 組織学的評価 

免疫組織学的観察は実験 1同様である。一次抗体には、ミオシン重鎖 I（BA-F8）、ミオシン重鎖 IIa

（SC-71）、ミオシン重鎖 IIx（BF-35）、ミオシン重鎖 IIb（BF-F3）、HSP72（C92F3A-5）、I型コラーゲ

ン（LB-1102, コスモバイオ, 東京, 日本）一次抗体を用いた。封入は未熟な再生筋線維を示す中心核

筋線維を同定するために diamidino-2-phenylindole を含む封入剤（H-1200, VECTASHIELD, California, 

United States）を用いた。 

I型コラーゲン陽性面積は先行研究（Takagi et al., 2011）を参考として、ImageJ ソフトを用いて腓腹



37 

 

筋浅層、深層のそれぞれにおいて 0.0625 mm2の範囲で 10か所から測定した。 

 

3.2.2.4. 生化学的評価 

HSP72量はウエスタンブロッティングにより測定した。筋サンプルをプロテアーゼインヒビターと

ホスファターゼインヒビターを含む RIPA 溶液を用いてホモジナイズした。その後、4℃下で 15 分間

20,000 gで遠心分離し、タンパク濃度は Lowry法により RC DC Protein Assayを用いて測定した。その

後、各サンプルは 3Xサンプル溶液に溶解させ、95°Cで 5分間煮沸した。20μg のタンパクを 10% SDS-

PAGEに分け、PVDF膜に転写した後に、5%スキムミルクで室温、1時間でブロッキングし、4°C下で

一晩 HSP72抗体（C92F3A-5, Enzo Life Sciences, New York, United States）と反応させた。二次抗体は室

温で 1 時間反応させ、化学発光試薬を用いてシグナルを検出した。イメージ画像は Ez-capture ソフト

を用いて、シグナルは CS analyzer ソフトを用いて定量化した。画像撮影後、PVDF 膜は Coomassie 

Brilliant Blue で染め、タンパクアプライ量を均一化した（Welinder ら 2011）。 

総コラーゲン量は QuickZyme Total collagen assay kit（QuickZyme Biosciences, Zuid-Holland, Nederland）

を用いて指示書に記載されたプロトコルにて実施した。解析には一定量の凍結乾燥サンプルを用いて、

ヒドロキシプロリン量による間接的な定量でコラーゲン量を測定した。 

 

3.2.2.5. 足関節スティフネス 

足関節静止受動トルクは関節スティフネスを評価するために先行研究（Ochi ら 2008）を参考とし

て測定した。イソフルランによる麻酔下で伸張性収縮を実施する際に使用した等速性動力計台を用い

て、足関節を毎秒 5度で 90度から 130度に背屈させた。発揮された静止トルクのうち、粘性成分の影

響を最小限にするために、伸張終了後から 90秒後のトルク値を関節スティフネス値として用いた。 

 

3.2.2.6. 統計処理 

 データは平均値±標準偏差で示した。群間差は Welch t検定を用いた。有意水準は P < 0.05に設定し

た。  
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3.2.3. 結果 

 

3.2.3.1. 全筋線維数のタイプ構成と中心核筋線維のタイプ構成 

筋全体のミオシン重鎖タイプ構成を図 3-8aに示した。損傷後群において、対照群と比較してタイプ

IIa線維の割合が高く、タイプ IIb, x線維の割合が低値を示した。中心核を示す再生筋線維は繰り返し

群においてのみ認め、全筋線維数の 4.9%であり、そのほとんどがタイプ IIb, x であった（図 3-8b）。 

 

3.2.3.2. HSP72 発現 

HSP72発現量は損傷後群で対照群と比較して有意に高値を示した（図 3-9a）。またその発現部位は、

両群において、主に深層に認めた。損傷後群では対照群と比較して深層を中心にしてより広い範囲で

の HSP72 発現を認めた（図 3-9b）。一方、浅層ではどちらの群においても HSP72 発現をほとんど認

めなかった。HSP72発現はタイプ IIa, I線維において強く発現していた（図 3-9bの矢頭、矢印）。 

 

3.2.3.3. コラーゲン量と分布変化 

総コラーゲン量は損傷後群において対照群と比較して有意に高値を示した（図 3-10a）。図 3-10b は

浅層の I 型コラーゲンの発現を示しており、損傷後群において、より厚く筋線維を取り囲む I 型コラ

ーゲンの発現像を観察した。この発現面積を定量化した結果、深層における I 型コラーゲン陽性面積

の割合は両群で有意差を認めなかったが、浅層においては、損傷後群が対照群と比較して有意に高値

を示した（図 3-10b）。 

 

3.2.3.4. 足関節の静止受動トルク 

ラット足関節の静止受動トルクは関節スティフネスを評価するために測定した（図 3-11）。損傷後群

において静止受動トルクは対照群と比較して有意に高値を示した。同様の結果が体重で除した静止受

動トルクにおいても認められた（データは示していない)。  
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図 3-8. 全筋線維数のタイプ構成と中心核筋線維のタイプ構成 

aは筋横断面におけるミオシン重鎖タイプ毎の筋線維割合（％）を示す。bは中心核を示す再生筋線

維におけるタイプ毎の筋線維数割合（％）を示す。 

中心核筋線維のタイプ構成は損傷後群のみの値（対象群では中心核筋線維を認めないため） 

aにおける横棒は群間の有意差を示す。 
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図 3-9. 筋重量当たりの HSP72 量、横断面における HSP72発現像、対照群における HSP72発現とタ

イプ IIa, I線維 

aは各群における筋重量当たりの HSP72量を示す。bは各群の横断面における HSP72発現（上）と

対照群におけるタイプ IIa, I線維と HSP72発現（下）を示す。 

aにおける横棒は群間の有意差を示す。矢印と矢頭はそれぞれ、連続切片における同じ筋線維を示

す。 

HSP72：Heat shock protein 72. Bars = 50 μm.   
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図 3-10. 筋重量当たりの総コラーゲン量、横断面における浅層部位の I型コラーゲンの発現、浅層と

深層における I型コラーゲン陽性面積の割合 

aは筋重量当たりの総コラーゲン量を示す。bは筋浅層、深層それぞれの横断面における I型コラー

ゲン陽性面積の割合を示す。写真は筋浅層における代表的な組織像を示す。Bars = 50 μm. 

横棒は群間の有意差を示す。  
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図 3-11. 足関節の静的受動トルク 

各群の静的受動トルクを示す。横棒は群間の有意差を示す。  
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3.2.4. 考察 

 

 本研究は、運動による損傷の軽減に関連すると報告されている因子を対象にして、実験 1 で作製し

た筋損傷動物モデルにおける損傷部位特異的な変化であるかどうかを調べた。初回の伸張性収縮によ

る損傷は、筋全体においては筋線維タイプ構成や HSP72発現、コラーゲン量を変化させたが、損傷部

位特異的な変化はコラーゲン量のみで認めた。これらの所見は、損傷部位におけるコラーゲン蓄積が

非損傷部位における HSP72 発現の増加や筋線維タイプ移行と比較して、一度損傷した骨格筋の引き続

く損傷に対する応答低減に深く貢献することを示唆する。 

損傷により筋線維タイプが移行する可能性として、カルジオトキシンによる筋損傷では再生過程に

おいてタイプ IIからタイプ Iへと移行することが報告されている（Matsuura ら 2007）。筋損傷の原因

は様々であるが、損傷後の再生過程は同様であると考えられている（Baoge ら 2012）。よって、初回

の伸張性収縮によって損傷を受けたタイプ IIb, x 線維がタイプ I へと移行し、損傷耐性を獲得する可

能性がある。本研究では、損傷後群の筋全体において、対照群と比較してタイプ IIb, x線維の割合が減

少し、タイプ IIa線維の割合が増加した。しかし、再生筋線維のほとんどがタイプ IIb, xのミオシン重

鎖を発現していた。つまり、筋全体における筋線維タイプの遅筋方向への移行は再生筋線維における

筋線維タイプの移行を示しているわけではないようである。Salvini ら（1999）によると、損傷後の筋

線維タイプ移行は筋線維を支配する運動神経の軸索分枝速度がタイプ間で異なるために生じる。よっ

て、損傷後のタイプ移行はタイプ II, Iが同時に損傷するような場合に生じるかもしれない。本研究の

伸張性収縮による損傷では、部分的に壊死した筋線維のほぼ全てがタイプ IIb, x であったため、再生

筋線維はタイプ移行を示さなかったものと考えられる。壊死しなかった筋線維の遅筋方向へのタイプ

移行については、壊死が生じない程度の伸張性収縮を繰り返し実施することで同様の変化を招くこと

が報告されている（Ochi ら 2007）。そのメカニズムは明らかになっていないが、本実験においても伸

張性収縮が壊死しなかった筋線維に対してタイプ移行を誘導する何らかの影響を及ぼした可能性があ

る。筋線維タイプの移行に関してまとめると、本実験程度の筋損傷の程度であれば、損傷による筋線

維タイプ移行は一度損傷した骨格筋の引き続く損傷に対する応答低減において主要な役割を果たして

いないようである。 
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HSP72は伸張や収縮などの機械的刺激の増加に応じて発現が増加し、HSP72 の過剰発現モデルでは

過度な運動による筋損傷は抑制される（Liu ら 2013, Shima ら 2008）。本実験では、筋全体における

HSP72発現量は、損傷後群において対照群と比較して有意に高値を示したが、伸張性収縮により最も

負荷のかかると考えられる腓腹筋浅層においては著明な発現増加は認めなかった。つまり、筋全体に

おける HSP72 発現の増加も筋線維タイプ移行同様に、タイプ IIb, x 線維もしくは筋浅層における変化

を示しているわけではないようである。腓腹筋浅層において HSP72 発現が増加しなかった理由とし

て、サンプル採取時期が初回の損傷から 4週後であるため、HSP72の発現増加がその間に基準レベル

まで戻った可能性がある。また先行研究（Oishi ら 1998）同様にタイプ IIa, I線維が他タイプと比較し

てより強く HSP72を発現していたことから、筋全体におけるタイプ IIb, x線維割合の減少、タイプ IIa

線維割合の増加が HSP72増加に少なくとも部分的に貢献していることが考えられる。これらの所見よ

り、HSP72 の発現増加も筋線維タイプ移行同様に一度損傷した骨格筋の引き続く損傷に対する応答低

減において主要な役割は担っていないことが示唆されるが、断定的な結論を得るには、HSP72 発現量

と発現部位を時系列的に観察する必要がある。 

激しい筋損傷は筋線維間のコラーゲン蓄積（Lieber ら 2013, Thorsteinsdottir ら 2011）を伴う線維化

を生じ（Takagi ら 2011）、筋スティフネスに影響する（Feit ら 1989, Lopezら 2012）。筋スティフネス

の増加は筋線維の機械的感受性を低下させる（Boppartら 2006, Smith ら 2011）ことで損傷に対する抵

抗性を増大させることが報告されている（Lapier ら 1985）。本研究では、筋全体において、損傷後群

で対照群と比較してコラーゲン量は有意に多く、同時に足関節スティフネスも増大した。さらに、I型

コラーゲンの増加が損傷後群の腓腹筋浅層において認められた。骨格筋の細胞外マトリクス構成物の

中で、I型コラーゲンは最も豊富に存在し、筋スティフネスに貢献する（Feit ら 1989, Lieber ら 2013, 

Lópezら 2012, Thorsteinsdottir ら 2011）。これらの所見は筋全体におけるコラーゲン量の増加が、損傷

しやすい腓腹筋浅層部位における変化を反映している可能性を示唆する。これらより、一度損傷した

骨格筋の引き続く損傷に対する応答低減において、タイプ IIb, x 線維周囲の I 型コラーゲン蓄積が重

要な役割を果たす可能性がある。 

まとめると、初回の伸張性収縮による損傷は、筋全体における筋線維タイプの遅筋方向への移行や

HSP72 発現量、コラーゲン量を増加させたが、I 型コラーゲンのみが損傷を受けやすい腓腹筋浅層に
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おいて特異的な変化を示した。つまり、損傷部位におけるコラーゲン蓄積が壊死していない部位にお

ける HSP72発現増加や筋線維タイプ移行と比較して、一度損傷した骨格筋の引き続く損傷に対する応

答低減においてより重要な役割を果たすことが示唆された。  
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3.3. 一度損傷した骨格筋の引き続く損傷に対する応答低減メカニズム（実験 3） 

 

3.3.1. 背景と目的 

 

 激しい運動、特に伸張性収縮を伴う運動は骨格筋の損傷を惹起しやすいことは実験 1-2 で述べてき

た。図 3-12に示すように、運動による損傷において、細胞内カルシウムイオン濃度は重要な因子であ

り（Duncan 1978）、伸張活性化チャネルを介した細胞外からのカルシウムイオン流入が大きな貢献を

果たすと考えられている（Hamill ら 1996, Suchyna ら 2000）。これは伸張性収縮が短縮性収縮や等尺

性収縮と比較して損傷を惹起しやすい原因の一つとして考えられている。細胞内カルシウムイオン濃

度の上昇はカルシウム依存性のタンパク質分解酵素であるカルパインやリン脂質分解酵素であるホス

ホリパーゼを活性化し、細胞骨格や細胞膜の損傷を引き起こす（Belcastro ら 1998, Duncan ら 1987, 

Howl ら 1990）。骨格筋には主にカルパイン-1, 2, 3が存在するが、これらの活性化を阻害する leupeptin

やカルパスタチンを用いた先行研究（Brancaら 2000, Onoら 2004）より、特にカルパイン-3が筋損傷

に大きく関与することが報告されている。また、ホスホリパーゼの活性による細胞膜の損傷は、膜の

透過性を亢進させ、二次的な細胞外からのカルシウムイオン流入を引き起こす（Duncanら 1987, Howl

ら 1990）。細胞内カルシウムイオン濃度の上昇は他にも、ミトコンドリアの活性酸素産生を増加させ

（Brookes ら 2004）、筋線維のカルシウムイオン感受性を低下させることで力発揮の低下を引き起こ

す（Moopanar ら 2005）。活性酸素はまた膜の過酸化反応を誘発し、上記で示した膜の透過性亢進にも

関与することが報告されており、悪循環を引き起こす（Masonら 1997, Child ら 1998）。 

実験 2 において、一度損傷した骨格筋において筋全体での筋線維タイプの遅筋方向への移行、コラ

ーゲン量の増加を認めた。これら筋線維タイプの移行（Lieber ら 1998）とコラーゲン量の増加（Hyldahl

ら 2015）はともに損傷軽減に関与することが報告されている。しかし、そのメカニズムは明らかにな

っていない。筋線維タイプに関連して、Gissel ら（2001）は、遅筋優位の筋における収縮による細胞内

カルシウム濃度の上昇は速筋優位の筋と比較して緩やかであることを報告している（図 3-13）。また、

コラーゲンに代表される細胞外マトリクスは、メカニカルストレスの伝達などに関連する（Sarasa-

Renedo ら 2005）。コラーゲン蓄積を伴う線維化は、筋のスティフネスを増加させ（Lopezら 2012）、



47 

 

機械的感受性の低下を招く（Smithら 2011）。機械的感受性の低下は、損傷に対する抵抗性を増大させ

ると報告されている（Boppart ら 2006）。機械的感受性の低下に関して、細胞外マトリクスと筋線維の

結合増加が、伸張性収縮時の張力と強い相関関係を示す c-Jun N-terminal kinase （JNK）のリン酸化

（Thr183/Tyr185）を抑制する（Martineau ら 2001, Boppart ら 2006）。細胞外からのカルシウムイオン流

入には膜に存在する伸張活性化チャネルが大きな役割を持つため（Hamillら 1996, Suchynaら 2000）、

コラーゲンの増加がこのイオン流入に何らかの影響を及ぼす可能性が考えられる。これらより、筋線

維タイプの遅筋方向への移行やコラーゲン量増加といった骨格筋特性の変化が、一度損傷した骨格筋

の引き続く損傷に対する応答低減における細胞内カルシウムイオン濃度の上昇を抑制する可能性が考

えられる。 

本研究では、実験 1で確認した部分的な壊死を引き起こす筋損傷を参考として、14週齢時における

伸張性収縮を壊死が生じない強度に変更して実施した。これにより上記で述べた二次的なカルシウム

イオン流入の影響を極力除いた、初期の細胞内カルシウムイオン濃度上昇の影響を調べることができ

るものと考える。このモデルを用いて、2 回目の伸張性収縮時におけるカルシウム依存性のカルパイ

ン活性や自己分解を中心にカルシウムイオンが関与する因子を調べることで、一度損傷した骨格筋の

引き続く損傷に対する応答低減メカニズムに関する知見を得ることを目的とした。 
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図 3-12. 伸張性運動による筋損傷に関わる経路 

伸張性収縮は、伸張活性化チャネルを開口させ、細胞内カルシウムイオン濃度を上昇させる。細胞内

カルシウムイオン濃度の上昇は様々な経路を介して筋力低下や膜の透過性亢進を招く。著明な膜の透

過性亢進が二次的に細胞外からのさらなるカルシウムイオン流入を引き起こし、悪循環に陥り、壊死

に至るものと考えられている。 

引用元：Allenら, J Physiol 2005 

上記を元に著者が手を加え作成した。  
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図 3-13. ラットヒラメ筋（遅筋線維優位）と長趾伸筋（速筋線維優位）における安静時もしくは電気

刺激時の 45Ca取込み 

静止長における等尺性収縮を刺激条件 1Hz, 1ms刺激幅, 10Vにて実施した際の経時的な取込みを示す。 

□ヒラメ筋（安静）〇長趾伸筋（安静）■ヒラメ筋（刺激）●長趾伸筋（刺激） 

数値は平均値±標準誤差 

引用元：Gissel and Clausen, Acta Physiol Scand 2001  
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3.3.2. 方法 

 

3.3.2.1. 実験動物 

 本実験は、実験 1-2 同様に 10 週齢の Wistar 系雄ラットを用いた。すべてのラットは、12 時間の明

暗サイクルに管理された飼育室において飼育した。餌と水はそれぞれ自由摂取させた。 

 

3.3.2.2. 実験プロトコル（図 3-14） 

 ラットを無作為に軽損傷群と重-軽損傷群の 2 群に分けた。10 週齢時に重-軽損傷群の右脚腓腹筋に

対して実験 1-2同様の伸張性収縮を実施し、14週齢時に両群の同筋に対して後述する変更を加えた伸

張性収縮を実施した。10週齢時の伸張性収縮による等尺性筋力の低下は少なくとも 4週後までに回復

することは実験 1 にて確認している。14 週齢時の直前、直後、6 時間後、1 日後において実験 1 同様

に足関節底屈トルクを測定後、右脚腓腹筋の筋腹部位を即座に液体窒素で凍結し、-80°C で保管した

（各群各時点匹数：n = 6）。 

 

 

図 3-14. 実験 3（一度損傷した骨格筋の引き続く損傷への応答低減メカニズム）プロトコル 

 

3.3.2.3. 伸張性収縮プロトコル 

14週齢時の伸張性運動のプロトコルは、膜の著明な透過性亢進を生じない、つまり部分的な壊死を

引き起こさない程度の伸張性収縮プロトコルに設定した。強縮を誘発する刺激条件は、10週齢時の部

分的な壊死を引き起こす伸張性収縮から以下の変更を加えた：電気刺激時間を 3 秒から 2 秒に、足関

節運動における角速度を毎秒 180度から 30度に、運動範囲を足関節 60度から 125度を 60度から 120
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度（足関節底背屈中間位を 90度とする）に変更した。強縮は 10秒毎に 10回を 1セットとし、間隔 3

分空けて 5セット実施した。 

 

3.3.2.4. 組織学的評価 

 伸張性収縮による膜の透過性亢進を観察するため、実験 1 同様にエバンスブルー色素を用いた組織

学的観察を実施した。方法は実験 1同様である。 

 

3.3.2.5. 生化学的評価 

実験 2同様のサンプル調整方法、検出条件でウエスタンブロッティングを実施した。カルパイン-1, 

3の測定に用いたサンプルの調整は、Kanzaki ら（2014）による先行研究を参考として、5M窒素、2.04M

チオ尿素、10mM二リン酸ナトリウム、0.13% 2-メルカプトエタノール、10mM EGTA、10mM EDTAを

含むホモジナイズバッファーを用いて実施した。以下の操作は実験 2 同様である。一次抗体には、

calpain-1（C0355, シグマ, 東京, 日本）、calpain-3（NCL-CALP-12A2, Leica Biosystems, 東京, 日本）、

JNKリン酸化（Thr183/Tyr185; 9251, Cell Signaling Technology, 東京, 日本）、Total JNK（9252, Cell Signaling 

Technology）を用いた。二次抗体は室温で 1 時間反応させ、化学発光試薬を用いてシグナルを検出し

た。イメージ画像は Ez-capture ソフトを用いて、シグナルは CS analyzer ソフトを用いて定量化した。

画像撮影後、膜はCoomassie Brilliant Blueで染め、タンパクアプライ量を均一化した（Welinderら 2011）。 

総カルパイン活性は Calpain activity assay キット（ab65308, Abcam, Cambridge, UK）を用いて、指示

書に記載されているプロトコルに倣い、一定量の凍結乾燥サンプルを用いて定量した。初めの抽出段

階では、2-メルカプトエタノール, Digitonin, EDTAを含むバッファーが用いられ、操作中のカルパイン

自己活性化を防止する。その後、CHAPS, 2-メルカプトエタノール, EDTAを含むバッファーと反応さ

せ、カルパイン基質を用いた蛍光検出を行うことで、細胞質の活性化カルパインのみを定量化するこ

とができる。 

カルボニル化タンパクの定量は検出キット（ROIK03, SHIMA laboratories, 東京, 日本）を用いて、使

用指示書に記載されているプロトコルを参考としてプロトコルを作成し実施した。測定に用いたサン

プルやプロトコルは JNKリン酸化検出の際に用いたものと同様である。 
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3.3.2.6. 統計処理 

 データは平均値±標準偏差で示した。群間差は Welch t検定を用い、エバンスブルー色素陽性筋線維

の割合における 3群間には一元配置分散分析後に Bonferroni’s post hoc検定を用いた。その他において

は二元配置（過去の損傷×時間）分散分析後に Bonferroni’s post hoc検定を用いた。有意水準は P < 0.05

に設定した。  
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3.3.3. 結果 

 

3.3.3.1. 14週齢時での伸張性収縮の機械的指標 

 最大足関節トルクと総仕事量（ともに体重当たり）において、群間差は認めなかった（表 3-2）。 

 

3.3.3.2. 筋力低下とエバンスブル―色素陽性筋線維の割合 

14 週齢時での損傷 1 日後における等尺性最大トルクの低下は、重-軽損傷群で軽損傷群と比較して

有意に低値を示した（図 3-15a）。またエバンスブルー陽性筋線維は、両群ともに損傷していない筋と

同等の値を示した（図 3-15b）。 

 

3.3.3.3. 総カルパイン活性 

 総カルパイン活性の経時的変化において、交互作用は認めず、重-軽損傷群の平均値が軽損傷群と比

較して有意に高値を示し、損傷直後、6 時間後の平均値が損傷前と比較して有意に高値を示した（図

3-16a）。また 14週齢時の伸張性収縮による総カルパイン活性の増加は、交互作用なく、重-軽損傷群の

平均値は軽損傷群と比較して有意に低値を示し、損傷 6 時間後の平均値は損傷直後と比較して有意に

低値を示した（図 3-16b）。 

 

3.3.3.4. カルパイン-1の自己分解  

カルパインの自己分解はカルシウム依存性であり、主に細胞内カルシウムイオン濃度に左右される

（Murphyら 2006）。両群ともに損傷 15分後のカルパイン-1自己分解は損傷前と比較して有意に高値

を示し、損傷 6 時間後において損傷直後と比較して有意に低値を示したが、軽損傷群のみ損傷 6 時間

後も損傷前と比較して有意に高値を示した（図 3-17a）。また損傷前において、重-軽損傷群で軽損傷群

と比較して有意に高値を示した。よって 14 週齢時の伸張性収縮によるカルパイン-1 自己分解の増加

を比較したところ、交互作用はなく、重-軽損傷群の平均値が軽損傷群と比較して有意に低値を示し、

損傷 6時間後の平均値も損傷 15分後と比較して有意に低値を示した（図 3-17b）。また 14週齢時の損

傷前におけるカルパイン-1の総タンパク量は、重-軽損傷群において軽損傷群と比較して有意に高値を
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示した（図 3-17c）。データには示していないが、カルパイン-1自己分解をその総タンパク量で除した

比較では、図 3-17bに示す結果と変わりはなかった。 

 

3.3.3.5. カルパイン-3の自己分解 

軽損傷群において、損傷 15 分後のカルパイン-3 自己分解が損傷前、損傷 6 時間後と比較して有意

に高値を示した（図 3-18a）。一方、損傷前と損傷 6時間後において、重-軽損傷群が軽損傷群と比較し

て有意に高値を示し、損傷 15 分後では低値を示した。よって、14 週齢時の伸張性収縮によるカルパ

イン-3 自己分解の増加を比較したところ、軽損傷群の損傷 15 分後で損傷 6 時間後、重-軽損傷群の損

傷 15 分後と比較して有意に高値を示した（図 3-18b）。またカルパイン-3 の総タンパク量は損傷前に

おいて、カルパイン-1同様に重-軽損傷群が軽損傷群と比較して有意に高値を示した（図 3-18c）。デー

タには示していないが、カルパイン-3 自己分解をその総タンパク量で除した比較では、図 3-18b に示

す結果と変わりはなかった。 

 

3.3.3.6. カルボニル化タンパク 

 タンパクのカルボニル化は、膜の過酸化反応により生じるため（Allenら 2005）、活性酸素の影響を

推察する指標として測定した。活性酸素軽損傷群では損傷 6時間後において損傷前、損傷 15分後より

有意に高値を示した（図 3-19a）。一方、重-軽損傷群も損傷 6時間後において損傷前と比較して有意に

高値を示した。また損傷前、損傷直後において、重-軽損傷群は軽損傷群と比較して有意に高値を示し

た。よって、14週齢時の伸張性収縮によるカルボニル化タンパクの増加を比較したところ、軽損傷群

の損傷 6 時間後は損傷 15 分後また重-軽損傷群の損傷 6 時間後と比較して有意に高値を示した（図 3-

19b）。 

 

3.3.3.7. JNK リン酸化（Thr183/Tyr185） 

 両群ともに損傷 15分後において損傷前、損傷 6時間後と比較して有意に高値を示した（図 3-20）。

さらに損傷 15分後では重-軽損傷群が軽損傷群と比較して有意に低値を示した。損傷前における Total 

JNKのタンパク量においては、群間差を認めなかった（データは示していない）。  
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表 3-2. 14週齢時の伸張性収縮時の足関節底屈トルク.  

 

各群のサンプル数：6匹  
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図 3-15. 14週齢時の損傷 1日後における最大等尺性トルクとエバンスブルー陽性筋線維 

aは、それぞれの群において、14週齢時での伸張性収縮 1日後に測定した最大等尺性トルクを収縮直

前の値に対する相対値（％）として示す。シンボル（*）は群間の有意差を示す。 

bは、14週齢時での伸張性収縮 1日後における筋腹部位の横断面におけるエバンスブルー色素陽性筋

線維数の割合（％）を示す。写真は、代表的なエバンスブルー色素（赤色）の組織像を示す。筋線維

以外の部分が赤く観察される。  
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図 3-16. 14週齢時の伸張性収縮における筋重量当たりの総カルパイン活性と損傷前に対する総カルパ

イン活性の増加 

aは、筋重量当たりの総カルパイン活性の経時変化を示す。 

bは、各群の 14週齢時の損傷前に対する損傷後の総カルパイン活性の増加を示す。 

a, bともに交互作用は認めず、各シンボルはそれぞれ次に対する平均値間の有意差を示す：*, vs. 軽

損傷; †, vs. 損傷前; ‡, vs. 損傷直後. 

  



58 

 

  

 

図 3-17. 14週齢時での伸張性収縮前後におけるカルパイン-1自己分解、損傷前に対する自己分解の増

加、損傷前のカルパイン-1タンパク量 

aは、14週齢時の伸張性収縮前後におけるカルパイン-1自己分解のタンパク量を示す。bは、各群の

14週齢時での伸張性収縮後における収縮前に対するカルパイン-1自己分解量の増加を示す。cは、自

己分解したカルパイン-1と自己分解していない全長のカルパイン-1の総量を示す。各シンボルはそ

れぞれ次に対する有意差を示す：*, vs. 損傷前; †, vs. 損傷直後; ‡, vs. 軽損傷. aにおいては交互作用

を認めるも、bにおいては交互作用を認めず、主効果による平均値間の有意差のみを示す。a, cにお

ける横棒は群間の有意差を示す。  
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図 3-18. 14週齢時での伸張性収縮前後におけるカルパイン-3自己分解、損傷前に対する自己分解の増

加、カルパイン-3のタンパク量 

aは、14週齢時の伸張性収縮前後におけるカルパイン-3自己分解のタンパク量を示す。bは、各群の

14週齢時での伸張性収縮後における収縮前に対するカルパイン-3自己分解量の増加を示す。cは、自

己分解したカルパイン-3と自己分解していない全長のカルパイン-3の総量を示す。各シンボルはそ

れぞれ次に対する有意差を示す：*, vs. 損傷前; †, vs. 損傷直後. 横棒は群間の有意差を示す。  
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図 3-19. 14週齢時での伸張性収縮前後におけるカルボニル化タンパク、損傷前に対するカルボニル化

タンパクの増加 

aは、14週齢時の伸張性収縮前後におけるカルボニル化タンパクを示す。左の代表的なバンド像にお

いて、カルボニル化タンパクは全分子量の値から算出される。bは、各群の 14週齢時での伸張性収

縮後における収縮前に対するカルボニル化タンパクの増加を示す。各シンボルはそれぞれ次に対する

有意差を示す：*, vs. 損傷前; †, vs. 損傷直後. 横棒は群間の有意差を示す。  
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図 3-20. JNKリン酸化（Thr183/Tyr185） 

14週齢時の伸張性収縮前後における JNKリン酸化（Thr183/Tyr185）タンパク量を示す。各シンボルは

それぞれ次に対する有意差を示す：*, vs. 損傷前; †, vs. 損傷直後. 横棒は群間の有意差を示す。 

JNK：c-Jun N-terminal kinase（c-Jun N 末端キナーゼ）  
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3.3.4. 考察 

 

 本研究は、著明な膜損傷を伴わない伸張性収縮を用いることで、二次的なカルシウムイオン流入の

影響を極力除いた、初期の細胞内カルシウムイオン濃度上昇の影響を調べた。その結果、一度損傷し

た骨格筋において、伸張性収縮によるカルシウム依存性カルパイン活性の上昇が軽減した。これは、

2 回目の伸張性収縮時の細胞内カルシウムイオン濃度の上昇が抑制されたことを示唆する結果であり、

一度損傷した骨格筋の引き続く損傷に対する応答低減メカニズムの一端であるかもしれない。 

 本実験の実験系において、実験 1 同様に 14 週齢時の伸張性収縮時における最大足関節トルクと

総仕事量（ともに体重当たり）は過去の損傷による影響は見られなかった。これは過去の損傷は本モ

デルにおける損傷 28日後の筋収縮に大きな影響を及ぼさないことを示唆する。 

運動による損傷の代表的な指標として主にヒトを対象とした研究では、筋力低下や血中キナーゼ活

性、疼痛などが用いられ（Hyldahl ら 2014）、動物を対象とした研究では膜損傷をみるエバンスブルー

色素陽性筋線維の数や割合も用いられることが多い（Hamer ら 2002）。本実験では、実験 1 において

筋力低下と膜損傷の軽減を確認した筋損傷動物モデルを改良して、14週齢時に実験 1とは異なる比較

的強度の緩やかな伸張性収縮プロトコルを実施した。その結果、重-軽損傷群では軽損傷群と比較して

損傷 1 日後における筋力低下の程度は有意に軽減した。また膜損傷を示すエバンスブルー色素陽性筋

線維は両群において非損傷側の左側の同筋と同等の値を示した。膜の透過性亢進による細胞内へのカ

ルシウムイオン流入はイオンチャネルを介するイオン流入とは異なり二次的に生じるとされているも

のの、これらの所見は、著明な膜損傷を引き起こさない程度の筋損傷において、一度損傷した骨格筋

の引き続く損傷に対する応答低減が確認されたことを示すものである。つまり以下に示す損傷直後の

カルシウム依存性カルパイン活性の上昇などは 1 次的なカルシウムイオン流入に起因するものと考え

られる。 

カルパイン活性（Onoら 2004）、特にカルパイン-3（Verburg ら 2005）は運動による損傷において、

重要な因子として報告されている。本実験では、総カルパイン活性の他に、カルパイン-1とカルパイ

ン-3の自己分解を調べた。Gollら（2003）によると、カルパイン-1は自己分解することで、カルシウ

ムイオン濃度が低値でも活性化されることを報告している。またカルパイン-3は、自己分解すること
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で活性化するという報告がある（Diaz ら 2004, Taveau ら 2003）。本実験の 14 週齢時における伸張性

収縮による総カルパイン活性の上昇において、過去の損傷による影響で有意差を認めた。同様にカル

パイン-1の自己分解の増加も重-軽損傷群で軽損傷群と比較して有意に低値を示した。さらにカルパイ

ン-3 自己分解の増加においては、損傷 15 分後において重-軽損傷群が軽損傷群と比較して有意に低値

を示した。これらの結果は、2 回目の伸張性収縮によるカルパイン活性の上昇は 1 回目の伸張性収縮

による上昇と比較して有意に低値であることを示す。つまり、一度損傷した骨格筋の引き続く損傷に

対する筋力低下の軽減には、カルパイン活性の上昇が抑制されたことが貢献していることを示唆する。 

上記で示したカルパインの活性や自己分解は、カルシウム依存性といわれているように、主に細胞

内カルシウムイオン濃度に左右される（Murphyら 2006）。また細胞内カルシウムイオン濃度はカルパ

イン活性以外の経路、活性酸素によっても筋力低下などの筋損傷を引き起こす（Moonpanar ら 2005）。

この活性酸素は膜の過酸化反応により、タンパクのカルボニル化を引き起こすことも報告されている

（Allenら 2005）。カルパイン活性の上昇については上記で示したが、カルパイン-1とカルパイン-3は

ともに総タンパク量が、重-軽損傷群において軽損傷群と比較して高値を示した。よって、各カルパイ

ン自己分解を総タンパク量で除した値においても、重-軽損傷群は軽損傷群と比較して低値を示した。

さらに伸張性収縮によるカルボニル化タンパクの増加を比較したところ、重-軽損傷群において軽損傷

群と比較して有意に低値を示した。細胞内カルシウムイオン濃度の変化を測定することは技術的に困

難であり観察できなかったが、本実験の結果は伸張性収縮による細胞内カルシウムイオン濃度の上昇

が抑制されたことを示唆する。カルボニル化タンパクの結果もその仮説を裏付けるものであると考え

られる。 

伸張性収縮による細胞内カルシウムイオン濃度上昇には、細胞外からの流入が重要と考えられてい

るが、損傷早期のイオン流入は主にチャネルを介したものであり、膜の透過性亢進によるイオン流入

は二次的に起こると考えられている。実験 1 において、部分的な壊死に至る損傷において膜の透過性

亢進の軽減を認めたが、本実験における損傷では両群ともに著明な膜の透過性亢進は認めなかった。

よって、上記で示した細胞内カルシウムイオン濃度上昇の抑制は、チャネルを介した一次的なイオン

流入の軽減を示す可能性がある。 

本実験では、筋線維タイプの遅筋方向への移行とコラーゲン蓄積から伸張性収縮による細胞内カル
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シウムイオン濃度の上昇が軽減するという仮説を立てた。筋線維タイプに関しては、収縮による細胞

内へのカルシウム取込みが遅筋優位のヒラメ筋において速筋優位の長趾伸筋と比較して低値を示すこ

とが報告されている（Gissel ら 2001）。また、コラーゲンに代表される細胞外マトリクスは、メカニカ

ルストレスの伝達などに関連するため（Sarasa-Renedo ら 2005）、コラーゲンの増加がこのイオン流入

に何らかの影響を及ぼす可能性が考えられる。JNKリン酸化（Thr183/Tyr185）は骨格筋にかかる張力に

依存して増加することが報告されており（Martineau ら 2001）、本実験において、重-軽損傷群の損傷

15 分後の JNK リン酸化は軽損傷群と比較して有意に低値を示した。また実験 2 において、静止受動

トルクは損傷により増加することが確認されている。これらの結果は、伸張性収縮時に伸張活性化チ

ャネルが存在する細胞膜の伸張ストレスを直接示すものではないが、筋線維にかかる機械的刺激によ

る負荷は一度損傷した骨格筋において軽減している可能性がある。 

本実験において、14 週齢時の損傷前におけるカルパイン活性やカルボニル化タンパクが重-軽損傷

群で軽損傷群と比較して有意に高値を示した。これは過去の伸張性収縮に伴う損傷によって、28日後

においても細胞内カルシウムイオン濃度が高値を示していることを示唆する。Ronghuaら（2015）は、

神経損傷後の再生骨格筋において少なくとも損傷から 28 日後までカルパイン-3 活性が高値を示すこ

とを報告している。カルパイン-3活性の半減期は 10分より短い（Kinbaraら 1998, Sorimachiら 1993）。

よって、本実験における 14 週齢時の損傷前における重-軽損傷群で観察されたカルパイン活性の高値

は、10週齢時の細胞内カルシウムイオン濃度上昇による活性ではないものと考えられる。カルパイン

-3 はタンパク質分解酵素としての働き以外にも、筋機能や維持などあらゆる側面、例えばサルコメア

の再構築（Ojimaら 2010, Murphy ら 2009, Cohen ら 2006）に関わる可能性が報告されている。これら

からも筋損傷後の筋力低下から回復段階にある再生過程におけるカルパインの活性化は、伸張性運動

後の活性とは異なり、筋再生における重要な役割があるのかもしれない。今後、カルパイン活性の局

在など、筋再生過程における活性と筋損傷時の活性の違いに関する詳細な解析が望まれる。 

本実験の結果をまとめると、著明な膜の透過性亢進を伴わない筋損傷においても、一度損傷した骨

格筋の引き続く損傷への応答低減が認められ、損傷に関わるカルパイン活性やタンパクのカルボニル

化は抑制されることが明らかとなった。これは細胞内カルシウムイオン濃度の上昇が抑制されている

ために生じたものと考えられる。この細胞内カルシウムイオン濃度上昇の軽減が伸張活性化チャネル
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からのイオン流入と関連する可能性が示唆されたが、今後、部位または筋線維タイプ毎の応答差異に

着目して、更なる知見を得る必要がある。  
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3.4. 第 3章のまとめ 

 

 本研究では、ラット腓腹筋を対象とした電気刺激を用いた伸張性収縮により一度損傷した骨格筋の

引き続く損傷に対する応答低減を認めるモデルを作製し、損傷軽減に関わることが報告されている代

表的な因子について損傷した筋線維や部位の適応への関連性を検証した。また、関与が示唆された因

子の役割から損傷経路のどの部分に影響を及ぼすかを調べることで、損傷した筋の特性を明らかにし

ようとした。その結果、以下の所見を得た。 

 

①電気刺激と足関節運動を制御した伸張性収縮モデルにおいて、部分的な壊死を引き起こす程度の収

縮では膜の透過性亢進と筋力低下、壊死を引き起こさない程度の収縮では筋力低下、といった損傷の

指標で引き続く損傷に対する応答低減を認める動物モデルを作製した。本モデルでは部分的に壊死し

た筋線維をタイプ別に観察することができ、筋線維特異的なまたは部位特異的な適応を調べることが

できる新しいモデルとして有用である。 

 

②これまで損傷軽減に関連することが報告されてきた筋線維タイプ移行や HSP72発現、コラーゲン量

の損傷した筋線維における適応への関与を調べたところ、筋全体ではタイプ IIb, xからタイプ IIaへの

筋線維タイプ移行、HSP72 発現量増加、受動的関節スティフネス増加を伴うコラーゲン量増加を認め

たが、損傷した筋線維または損傷を受けやすい部位における適応においては、I型コラーゲンのみが特

異的な変化を示すことが明らかになった。 

 

③一度損傷した骨格筋において変化を認めた因子が損傷経路にどのような影響を及ぼすかに関して仮

説を立てたところ、運動による筋損傷において重要な因子として考えられている細胞内カルシウムイ

オン濃度に影響を及ぼす可能性が挙げられた。実験 3 におけるカルパイン自己分解の結果から、一度

損傷した骨格筋の引き続く損傷に対する応答低減において伸張性収縮による細胞内カルシウムイオン

濃度の上昇が抑制されている可能性が示された。特に、コラーゲン蓄積に関連して、筋スティフネス

の増加による機械的感受性の低下が伸張性収縮時に筋に加わる張力を軽減させる可能性が示唆された。 
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今後の課題として、コラーゲン蓄積や筋線維タイプの遅筋方向への移行、HSP72 発現の増加がどのよ

うに損傷軽減に関わるかを明らかにするために、実験 3 のように筋全体の伸張性収縮に対する応答を

比較するのではなく、組織学的所見により筋線維タイプ別または筋の浅層、深層など部位毎における

応答を調べる必要性がある。または、遺伝子組み換えによる強制発現などによって、それぞれの因子

の筋損傷における役割を調べることも有用であるかもしれない。特に、コラーゲン蓄積の関与に関し

ては、架橋結合を抑制する薬剤などを用いた実験も引き続く損傷への応答低減におけるコラーゲン蓄

積の影響を検証する上で重要であると考えられる。また、他にも損傷軽減に関わる因子が変化してい

る可能性が大いに考えられるため、検証を続けていく必要があるだろう。 
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第 4章 一度損傷した骨格筋のレジスタンス運動に対する同化応答（実験 4） 

 

4.1. 背景と目的 

 

 骨格筋量は、筋タンパク質合成と分解のバランスにより制御される（Biolo ら 1995, Biolo ら 1997, 

Phillipsら 2004）。レジスタンス運動は、主に mammalian target of rapamycin complex 1（以下、mTORC1）

シグナル伝達を活性化し（Laplante ら 2012, Sengupta ら  2010）、筋タンパク質合成を増加させる

（Chesley ら 1992, Dreyer ら 2006, Phillips ら 1997）。それゆえにレジスタンス運動は筋力向上を伴う

筋量の増加に重要である（Baar ら 1999, Mayhewら 1999）。 

骨格筋は、様々な刺激に対して適応を示す可塑性の高い組織である一方、細胞の恒常性を維持する

性質も持ち、連続する刺激に対する応答を低減することが知られている（Brookら 2015, Ogasawara ら 

2013）。実験 1, 3における損傷に対する応答も同様であり、伸張性運動によって損傷した骨格筋は引き

続く同様の運動による損傷を軽減させる（Bymesら 1985, Clarkson ら 1992, Nosaka ら 2001）。その損

傷耐性の増加に関連して、実験 2 において HSP72 発現の増加やコラーゲン蓄積が明らかとなった。

HSP72は、細胞の統合性を保持するために様々な刺激から骨格筋を保護する働きを持ち（Liuら 2013）、

コラーゲンに代表される細胞外マトリクスと筋線維を結合するインテグリンの増加は運動で活性化さ

れる mTORC1 シグナルを抑制することが報告されている（Boppart ら 2006）。これらより、損傷後の

骨格筋では、損傷していない筋と比較してレジスタンス運動に対する同化応答が抑制される可能性が

考えられる。 

また、Goodmanら（2012）によると、絶食や協働筋切除による機械的過負荷といった様々な刺激に

対する骨格筋の同化応答は筋線維タイプ毎に異なることが報告されている。レジスタンス運動に対す

る骨格筋の同化応答に関しては、Tannerstedt ら（2009）の報告によると、レジスタンス運動に対する

p70S6Kリン酸化応答はタイプ II線維においてタイプ I線維と比較して有意に高値を示す。よって、損

傷していない筋においては、速筋タイプ優位にレジスタンス運動に対する同化応答が増大することが

考えられる。一方、一度損傷した筋においては、浅層や深層など部位毎に異なる特性変化が生じてい

るため、各筋線維タイプにおいて異なる変化を示す可能性が考えられる。 
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本実験では、実験 1 で用いた伸張性収縮プロトコルを用いて損傷を引き起こした骨格筋に対して、

伸張性収縮を用いたレジスタンス運動を負荷し、損傷していない筋と比較して同化応答にどのような

変化が生じるのかを調べた。  
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4.2. 方法 

 

4.2.1. 実験動物 

 本実験は、10週齢の Wistar 系雄ラットを用いた。すべてのラットは、12時間の明暗サイクルに管理

された飼育室において、餌と水はそれぞれ自由摂取させた。 

 

4.2.2. 実験プロトコル（図 4-1） 

 ラットを無作為にレジスタンス運動のみを実施する運動群と損傷後にレジスタンス運動を負荷する

損傷-運動群の 2群に分けた。損傷-運動群の右脚腓腹筋に対して 10週齢時に実験 1, 2同様の損傷を与

え、14週齢時に両群の同筋に対して単回のレジスタンス運動を負荷した。損傷-運動群における 4週の

間隔は初回の伸張性収縮による筋損傷からの等尺性筋力の回復に要する期間から設定した。14週齢時

のレジスタンス運動の直前または 15分後、6時間後において、両群の動物はイソフルラン吸入麻酔薬

の過剰投与により屠殺した（各群各時点匹数：n = 6）。屠殺の際に、筋タンパク質合成速度を測定する

ために SUnSET手技を用いた（Ogasawara ら 2014）。Puromycin（Calbiochem, Darmstadt, BRD）を PBS

に溶解し、筋サンプルを採取する 12 時間前から絶食とし、15 分前に腹腔内に投与した。右脚腓腹筋

の筋腹部位は即座に液体窒素で凍結し、生化学的・組織学的な解析を行うまで-80°Cで保管した。 

 

 

図 4-1. 実験 4（一度損傷した骨格筋のレジスタンス運動に対する同化応答）プロトコル 

 

4.2.3. レジスタンス運動プロトコル 

レジスタンス運動のプロトコルは、実験 3の 14週齢時における伸張性収縮と同じである。ラットは

イソフルランの吸入投与による麻酔下にて、等速性動力計台に腹臥位で固定し、右脚腓腹筋に対して
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電極を介して電気刺激を施した。最大刺激強度は実験 1同様に設定した。強縮刺激は 100Hz, 4 ミリ秒

刺激幅の条件で 2 秒間与えられた。電気刺激と同時に、右足関節は等速性に背屈させ、伸張性収縮を

誘導した。強制伸張の速度と範囲は毎秒 30度、60度から 120度（背屈底屈中間位を 90度とする）と

した。この伸張性収縮 1セットに 10秒毎に連続 10回、セット間 3分で 5セット実施した。 

 

4.2.4. 生化学的評価 

同化応答に関連するタンパク量の測定には、ウエスタンブロッティングを用い、先行研究（Ogasawara

ら 2014, Takagi ら 2016）を参考として作成したプロトコルで実施した。凍結筋サンプルはプロテアー

ゼインヒビターとホスファターゼインヒビターを含む RIPAバッファーにホモジナイズした。その後、

4℃、3分間、2,000 gで遠心分離し、上清の一部をタンパク質合成速度の測定用サンプルとして採取し

た。残った上清は再度 4℃、15分間、20,000 gで遠心分離した。タンパク濃度は RC DC Protein Assay

を用いて Lowry法で測定し、3Xサンプルバッファーで調整後、95℃で 5分間煮沸した。20μg のタン

パクを SDS-PAGE に分け、膜に転写した。その後、5%スキムミルク、0.1%Tween-20 を含む TBS で 1

時間、室温でブロッキングし、4°C下で一晩、各一次抗体：puromycin（MABE343, Millipore, Darmstadt, 

BRD）、p70S6Kリン酸化（Thr389; 9205, Cell Signaling Tehnology）、rpS6リン酸化（Ser240/244; 2215, Cell 

Signaling Technology）、Total rpS6（2217, Cell Signaling Technology）と反応させた。二次抗体は室温で 1

時間反応させ、化学発光試薬を用いてシグナルを検出した。イメージ画像は Ez-capture ソフトを用い

て、シグナルは CS analyzer ソフトを用いて定量化した。画像撮影後、膜は Coomassie Brilliant Blue で

染め、タンパクアプライ量を均一化した（Welinderら 2011）。 

ミオシン重鎖の電気泳動は、Tsutaki ら（2013）の方法を参考としてプロトコルを作成し実施した。

凍結筋サンプルは、プロテアーゼインヒビター、10%SDS、40mM DTT、5mM EDTA、100mM Tris-HCl

（pH 8.0）を含むバッファーを用いてホモジナイズした。その後、4℃、15,490 gで 5分間遠心分離を

実施し、採取した上清のタンパク濃度を TAKARA BCA Protein Assay キット（Takara Bio Inc., 草津, 日

本）を用いて bicinchoninic acid assay により測定した。その後、100mM DTT、4% SDS、160mM Tris-HCl

（pH 6.8）、43% グリセロール、0.2% bromophenol blue、dH2O を含むサンプルバッファ―で最終濃度

20 ng/μLになるように調整した。電気泳動は、30%グリセロールと 7.5%アクリルアミドより成る分離
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ゲルと 30%グリセロール、4%アクリルアミドのスタッキングゲルを用いて、4℃、140 V 定電圧で 18

時間実施した。電気泳動後、ゲルは銀染色 KANTO III（KANTO Chemical Co., Inc., 東京, 日本）を用い

て染色し、各バンドは CS analyzer ソフトを用いて定量化した。 

 

4.2.5. 組織学的評価 

 免疫組織学的観察は実験 2 と同様の方法で実施した（Takagi ら 2016）。中でも、リン酸化タンパク

の同定には、Miuraら（2009）の先行研究を参考としてプロトコルを作成し実施した。腓腹筋の凍結切

片を即座に-20℃で 30 分間 100%エタノールを用いて固定し、その後以下の一次抗体と 3%ヤギ血清を

含む 0.1 M PBを用いて一晩 4℃で反応させた：puromycin（MABE343）、rpS6リン酸化（Ser240/244; 2215）

ミオシン重鎖 I（BA-F8）、ミオシン重鎖 IIa（SC-71）、ミオシン重鎖 IIx（BF-35）、ミオシン重鎖 IIb

（BF-F3）。二次抗体は室温で 1時間反応させ、その後、Goodmanら（2012, 2011）の方法に倣って、染

色画像を同一条件で撮影し、グレースケールに変換後、各筋線維のシグナル強度を ImageJ ソフトによ

り定量化した。腓腹筋横断面における各筋線維タイプのサンプリングは、タイプ IIa, I線維は全数測定

し、タイプ IIb, IIx 線維は少なくとも 1切片につき 200本は無作為に選択した。 

 

4.2.6. 統計処理 

 データは平均値±標準偏差で示した。群間差は Welch t検定を用いた。免疫組織化学とウエスタンブ

ロッティングの相関関係は Pearsonの積率相関係数（product-moment correlation coefficient）を用いて検

定した。その他の検定には二元配置（過去の損傷×時間）分散分析後に Bonferroni’s post hoc検定を用

いた。有意水準は P < 0.05に設定した。  



73 

 

4.3. 結果 

 

4.3.1. 筋タンパク質合成 

 両群ともにレジスタンス運動 6時間後において、運動前、運動 15分後と比較して有意に高値を示し

た（図 4-2）。さらに運動 15分後、6時間後において、損傷-運動群は運動群と比較して有意に高値を示

した。 

 

4.3.2. mTORC1シグナル：p70S6Kリン酸化（Thr389）と rpS6リン酸化（Ser240/244） 

 mTORC1の下流標的である p70S6Kリン酸化（Thr389）は、両群において運動 15分後、6時間後にお

いて運動前と比較して有意に高値を示した（図 4-3a）。さらに損傷-運動群は運動 6 時間後において運

動 15分後や運動群の運動 6時間後と比較して、有意に高値を示した。p70S6Kの下流因子である rpS6

リン酸化（Ser240/244）は、運動群において運動 15分後、6時間後において運動前と比較して有意に高値

を示し、損傷-運動群では運動 6 時間後において運動前、運動 15 分後と比較して有意に高値を示した

（図 4-3b）。群間差は運動 15分後において、運動群が損傷-運動群と比較して有意に高値を示し、運動

6時間後において、損傷-運動群が運動群と比較して有意に高値を示した。rpS6の総タンパク量は運動

前において、損傷-運動群が運動群と比較して有意に高値を示した。 

 

4.3.3. 各筋線維タイプ特異的な筋タンパク質合成と rpS6リン酸化（Ser240/244）応答 

ウエスタンブロッティングによる筋タンパク質合成、rpS6リン酸化（Ser240/244）の各サンプル値と本

実験の免疫組織化学による同サンプル値（横断面全体のシグナル強度）の相関関係を調べたところ、

筋タンパク質合成、rpS6リン酸化ともに正の相関関係を認めた（図 4-4a, b）。 

運動前の各筋線維タイプにおける筋タンパク質合成、rpS6リン酸化値を図 4-4c, dに示す。まず、筋

タンパク質合成は、両群ともに以下の順であった：IIb < IIx < IIa < I。さらに、損傷-運動群のタイプ IIa

線維は運動群の同タイプ線維と比較して有意に高値を示した。rpS6リン酸化においては、両群の平均

値が以下の順を示した：IIb, IIx < IIa, I。 

レジスタンス運動に対する各筋線維タイプ特異的な筋タンパク質合成と rpS6 リン酸化応答を図 4-
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4e, fに示す。まず、筋タンパク質合成における群間差は、損傷-運動群では運動群と比較してタイプ IIx

を除く全線維タイプで有意に高値を示した。各群内のタイプ間差は、運動群ではタイプ IIb, x 線維が

タイプ IIa, I と比較して有意に高く、損傷-運動群ではタイプ IIb 線維で他タイプと比較して有意に高

く、タイプ IIx がタイプ IIa と比較して有意に高値を示した。次に、rpS6リン酸化の群間差では、損傷

-運動群が、タイプ IIb を除く全筋線維タイプにおいて運動群と比較して有意に高値を示した。各群内

のタイプ間差は、運動群、損傷-運動群それぞれで以下の順を示した：I < IIa < IIx < IIb（運動群）、IIb, 

I < IIx, IIa（損傷-運動群）。 

 

4.3.4. ミオシン重鎖タイプ構成 

 ミオシン重鎖のタイプ構成比において、損傷-運動群は運動群と比較して運動前における IIa の割合

が高く、IIb の割合が低値を示した（図 4-5）。  
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図 4-2. 14週齢時のレジスタンス運動に対するタンパク質合成応答の時系列変化. 

14週齢時のレジスタンス運動の直前、15分後、6時間後におけるタンパク質合成応答を示す。左の

代表的なバンド像において、タンパク質合成は全分子量の値から算出される。各シンボルはそれぞれ

次に対する有意差を示す：*, vs. 運動前; †, vs. 運動 15分後. 横棒は群間の有意差を示す。  
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図 4-3. 14週齢時のレジスタンス運動前後の p70S6Kリン酸化（Thr389）、rpS6リン酸化（Ser240/244）、

運動前の rpS6 Total 量 

a, bは、それぞれ 14週齢時での伸張性収縮前後における p70S6Kリン酸化（Thr389）、rpS6リン酸化

（Ser240/244）のタンパク量を示す。cは、14週齢時でのレジスタンス運動前における rpS6 Total量を

示す。 

各シグナルはそれぞれ次に対する有意差を示す：*, vs. 運動前; †, vs. 運動直後. 横棒は群間の有意差

を示す。  
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図 4-4. rpS6 リン酸化（Ser240/244）とタンパク質合成における免疫組織化学とウエスタンブロットそれ

ぞれから算出した値の相関関係、筋線維タイプ毎のレジスタンス運動前後の rpS6リン酸化、タンパ

ク質合成 

前頁に代表的な rpS6リン酸化、タンパク質合成、ミオシン重鎖タイプの免疫組織化学による筋腹部

位における横断面の組織像を示す。 

a, b：それぞれ rpS6リン酸化、タンパク質合成におけるウエスタンブロット値と免疫組織化学より定

量化した値の相関関係を示す。c, d：それぞれレジスタンス運動前の筋線維タイプ毎の rpS6リン酸

化、タンパク質合成を示す。e, f：それぞれレジスタンス運動 6時間後における rpS6 リン酸化、タン

パク質合成の運動前値に対する比を示す。cでは、交互作用を認めず、主効果のみを示す。d, e, f で

は交互作用を認めた。 

各シンボルはそれぞれ次に対する有意差を示す：*, vs. IIb; †, vs. IIx; ‡, vs. IIa. d-fにおける横棒は群間

の有意差を示す。  
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図 4-5. ミオシン重鎖タイプ構成 

14週齢時のレジスタンス運動前における各ミオシン重鎖の構成比を示す。 

横棒は群間の有意差を示す。  
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4.4. 考察 

 

本実験は、過去の損傷がレジスタンス運動に対する骨格筋の同化応答に及ぼす影響を調べた。その

結果、一度損傷した筋のレジスタンス運動に対するタンパク質合成応答は損傷していない筋と比較し

て有意に高く、また、mTORC1 シグナルの活性も損傷した筋で損傷していない筋と比較して有意に高

値を示した。さらに、筋線維タイプ別に同化応答を調べることで、過去の損傷によりタイプ IIb, IIa, I

線維のタンパク質合成応答が増大することが明らかになった。 

レジスタンス運動によるタンパク質合成の増加は、運動群において運動 6時間後に運動前、運動 15

分後と比較して有意に高値を示した。損傷-運動群のタンパク質合成応答に関して、実験 2より、損傷

した筋で増加する HSP72 発現やコラーゲン量によって損傷した筋のレジスタンス運動に対する応答

は低減されるという仮説を立てた。しかし、本実験における損傷-運動群は運動 6時間後において運動

群と比較して有意に高値を示した。運動前においては群間差がなかったことから、過去の損傷によっ

てレジスタンス運動に対するタンパク質合成応答が増大することが示された。 

タンパク質合成は、主に mTORC1シグナルに制御され、シグナルを代表する因子に p70S6Kリン酸

化（Thr389）が知られている（Laplanteら 2012, Senguptaら 2010）。p70S6Kは翻訳調節に関わる（Marabita

ら 2016, Ohanna ら 2005）ことから、本実験では p70S6K リン酸化と p70S6K の下流因子である rpS6

リン酸化（Ser240/244）を調べた。運動群では運動 15分後、6時間後において p70S6Kリン酸化、rpS6リ

ン酸化が増加したが、損傷-運動群では運動 6時間後における p70S6Kと rpS6リン酸化は、運動群と比

較して有意に高値を示した。これらの所見は、過去の損傷により運動後の mTORC1シグナル伝達の活

性が増加したことを示す。つまり、本実験における過去の損傷によるタンパク質合成応答の増大も

mTORC1 シグナル伝達の活性化に依る可能性が示された。一方で、運動 15 分後における各群の応答

において、特に rpS6 リン酸化では運動群において損傷-運動群と比較して有意に高値を示した。運動

による同化応答において、筋線維タイプ毎で時間における差異がある可能性が考えられている

（Tannerstedt ら 2009）。つまり、実験 2で示したように、過去の損傷による筋線維タイプ構成の変化

が影響している可能性が考えられる。今後、さらに細かなタイムコースにおける応答を観察する必要

があると考えられる。 
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Goodman ら（2012）は、免疫組織化学による解析から筋線維タイプ毎の刺激に対する同化応答は異

なることを明らかにした。例えば、協働筋切除による機械的過負荷に対するタンパク質合成応答では、

タイプ IIb 線維は他タイプの筋線維と比較して有意に低値を示し、タイプ IIx 線維はタイプ IIa 線維と

比較して有意に低値を示した。免疫組織化学による分析に関しては、各サンプルの標準化が困難であ

り、定量化には問題があると考えられている。しかし、本研究では筋タンパク質合成と rpS6リン酸化

の両方において、免疫組織化学とウエスタンブロッティングの値に良好な相関関係を認めた。これに

より、本研究においては筋線維タイプ特異的な応答は信頼できるデータであり、筋全体の応答と対比

して考察できると考えられる。 

まず、運動群では、レジスタンス運動に対するタンパク質合成応答は以下のタイプ間差を示した：

IIa, I < IIb, IIx。同様に rpS6リン酸化応答も以下のタイプ間差を示した：I < IIa < IIx < IIb。Tannerstedt

ら（2009）によると、レジスタンス運動に対する p70S6K リン酸化の応答はタイプ II においてタイプ

Iと比較して有意に高い。これより、本研究の筋線維タイプ特異的なレジスタンス運動に対する同化応

答は、過去の研究報告を支持し、かつより詳細に明示する所見であることが示された。また、損傷し

ていない筋のタイプ IIb, IIx 線維におけるタイプ IIa, I線維より大きなタンパク質合成応答は、mTORC1

シグナル伝達の活性化に依る可能性が示された。 

次に、損傷-運動群のタンパク質合成応答におけるタイプ間差は、タイプ IIb 線維で他タイプと比較

して有意に高値を示し、タイプ IIx 線維もタイプ IIa線維より有意に高値を示した。一方、rpS6リン酸

化応答のタイプ間差は以下の様に示された：IIb, I < IIx, IIa。これは過去の損傷はタンパク質合成応答

に対して筋線維タイプ毎に異なる影響を及ぼすことを示す結果である。またメカニズムは不明である

が、損傷後の筋線維タイプ毎の応答において、rpS6リン酸化（Ser240/244）応答はタンパク質合成応答と

必ずしも一致しなかった。この応答差異の解明には更なる研究が必要と考えられる。 

群間差においては、タイプ IIb, IIa, I線維のタンパク質合成応答は、損傷-運動群において運動群と比

較して有意に高値を示し、タイプ IIx, IIa, I線維の rpS6リン酸化応答も損傷-運動群において運動群と

比較して有意に高値を示した。これらの所見は、損傷によって増加した筋全体のタンパク質合成応答

は主にタイプ IIb, IIa, I 線維のタンパク質合成応答の増加に依ることを示す。タイプ IIx 線維において

は、レジスタンス運動前の安静時におけるタンパク質合成速度が過去の損傷により高値を示したため、
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運動に対する応答に何らかの影響を及ぼしていることが考えられる。また、特にタイプ IIa, I線維にお

いては、過去の損傷によりタンパク質合成応答が大きく変化したことに関して、筋線維タイプ毎に同

化応答を誘発するために必要な運動の量や様式、回数、強度は異なるものと考えられている

（Tannerstedt ら 2009）。よって、過去の損傷によるコラーゲン蓄積などを含む骨格筋の組織学的変化

が、各筋線維タイプに及ぶ運動刺激に何らかの影響を与えたことが要因の一つとして考えられる。 

加えて、実験 2 で示したように、損傷により筋全体における筋線維タイプ構成は変化する。本実験

においても、ミオシン重鎖構成は、損傷-運動群で運動群と比較して IIb の割合は有意に低く、一方 IIa

の割合は有意に高値を示した。損傷-運動群のレジスタンス運動に対するタンパク質合成応答において、

タイプ IIa線維はタイプ IIb 線維と比較して有意に低値を示したことから、損傷によるミオシン重鎖構

成の変化は筋全体におけるタンパク質合成応答の増加には貢献しない因子であると考えられる。 

仮説に反して、レジスタンス運動に対する同化応答が増大したことに関して、本研究で用いたレジ

スタンス運動は、Boppart ら（2006）の報告を参考にして伸張性収縮によって構成されたプロトコルで

あり、収縮回数や頻度などの調整による同化応答の差異は明らかになっていない。今後、同様の伸張

性収縮を用いて条件を調整した他のプロトコルによる検証や等尺性収縮など他の収縮様式によるレジ

スタンス運動に対する同化応答を調べ、本実験で観察された応答を検証する必要があるものと考えら

れる。 

まとめると、損傷した骨格筋はタイプ IIb, IIa, Iにおけるレジスタンス運動に対するタンパク質合成

応答を増大させた。一方、筋線維タイプ特異的な損傷による rpS6リン酸化応答の変化は、タンパク質

合成応答の変化と完全には一致しなかった。また、過去の損傷による単回のレジスタンス運動に対す

るタンパク質合成応答への影響が、長期のレジスタンス運動に対する適応、筋肥大にどのような影響

を及ぼすかについても、更なる研究による解明が必要である。  



83 

 

4.5. 第 4章のまとめ（実験 4） 

 

 第 4章では、実験 1-3で得た所見を基に、過去の損傷による HSP72発現やコラーゲン量の増加から、

レジスタンス運動に対する同化応答も抑制されるのではないかと仮説を立て、過去の損傷がレジスタ

ンス運動によるタンパク質合成応答に及ぼす影響について検証した。その結果、以下の所見を得た。 

 

①過去の損傷により、筋全体のレジスタンス運動に対するタンパク質合成応答は増大し、タンパク質

合成の制御に大きく関わる mTORC1 シグナルを代表する p70S6K リン酸化（Thr389）やその下流因子

である rpS6リン酸化（Ser240/244）も同様に応答が増大した。 

 

②上記のレジスタンス運動に対する同化応答を筋線維タイプ毎に調べたところ、過去の損傷はタイプ

IIb, IIa, I線維におけるレジスタンス運動に対するタンパク質合成応答を増大させた。しかし、各筋線

維タイプの rpS6 リン酸化（Ser240/244）応答はタンパク質合成応答と必ずしも一致しないことが明らか

となった。 

 

 これらより、過去の損傷はその後のレジスタンス運動に対するタンパク質合成応答をタイプ IIb, IIa, 

I線維において増加させることが示された。また、本実験の結果から長期のレジスタンス運動に対する

効果（筋肥大や筋力向上）を単純に推察することは困難であり、この点については更なる検証・実験

が必要であると考える。 
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第 5章 総合論議 

 

本研究では、筋損傷後の骨格筋に対する適切な運動療法を確立する上で重要と考えられる、損傷し

た筋の運動に対する応答特性を明らかにすることを目的として取り組んだ。この章では、本研究で定

めた研究課題のもと得られた所見を総合的に論議していきたい。 

実験 1 では、骨格筋の損傷に対する生理学的な適応である、引き続く損傷に対する応答低減、を調

べる上で必要となる動物モデルの開発を目的とした。本研究では、損傷した筋線維を識別するために、

部分的な壊死に至る程度の伸張性収縮を筋損傷として設定した。Leeら（2014）の報告では、部分的な

壊死を伴わない程度の伸張性収縮においても神経の機能障害が生じる。つまり、日常生活において広

く認められる遅発性筋肉痛を示す筋損傷と本研究の部分的な壊死を伴う筋損傷では、その後の適応や

筋の特性変化が異なることが大いに考えられる。部分的な壊死を伴わない程度の筋損傷における引き

続く損傷への応答低減メカニズムに関しては、今後の課題であるが、損傷した筋線維の指標として何

を用いるのかについては、筋損傷における分野において統一されていないため、慎重な検証が必要と

なる。また、1 回目において伸張性収縮の程度を弱めた場合、引き続く損傷への応答低減は弱まるこ

とが報告されている（Nosaka ら 2001）。このような場合、本実験で明らかとなった関連因子も異なる

変化を示している可能性があり、損傷の間隔など調整された異なる実験系による検証が必要であろう。

いずれにしても本研究で着目したように、損傷した筋線維の変化であるのか、損傷を免れた筋線維の

変化であるのか、しっかりと区別して捉えることは損傷筋線維の特性変化を明らかにする上で、非常

に有用であることが示された。また、この方法は様々な刺激に対する筋線維タイプ毎の応答に応用で

きるであろう。 

他にも、本実験では、制御された筋収縮を誘発するために麻酔下で経皮的に腓腹筋を電気刺激する

方法を用いたために、神経における適応を調べるモデルには適していないことが課題として挙げられ

る。一度損傷した骨格筋の引き続く損傷への応答低減と神経の適応を調べるためには、能動的運動モ

デル（Byrnes ら 1985, Hyldahl ら 2015）が必要であると考えられるが、一度損傷した筋に対して 2回

目も同様の刺激を与えることが可能であるかどうかは慎重に検証しなければならない。本研究では、

機械的な刺激自体の変化が引き続く損傷への応答低減に関与するという適応とはいえない因子を限り
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なく排除することを目的とした。電気刺激と関節運動を組み合わせた収縮様式を調節することができ、

足関節のトルク発揮として、機能的な指標を測定することが可能となる。これにより、筋の興奮収縮

連関の破綻や収縮タンパク質や構造タンパク質の消失による影響を観察することができるモデルであ

る。実験 1 の結果は、一度損傷した骨格筋の引き続く損傷への応答低減が、結合組織や筋線維におけ

る適応に基づくことを強く支持するものである。本モデルを用いて一度損傷した骨格筋の引き続く損

傷への応答低減メカニズムを明らかにした後に、臨床における検証へと発展することが生理学的な適

応を適切に理解する上で重要と考えられる。 

実験 2 では、一度損傷した骨格筋の引き続く損傷への応答低減を示す骨格筋の特性変化をいくつか

の候補を挙げて、その関連性を明らかにした。その中で、最も運動誘発性筋損傷の軽減に関与する可

能性が高いと同定された因子が、コラーゲン蓄積である。コラーゲンに代表される細胞外マトリクス

が、損傷後の過程において増加することは一般的に「線維化」として捉えられる（Wynn 2008）。損傷

後の線維化は、筋損傷の程度が激しいほど顕著に起こる一方（Stauber 1989）、損傷以外にも加齢や不

動など様々な原因によって生じ、骨格筋の正常な機能を損なう機能障害として考えられてきた（Brack

ら 2007, Akpulat ら 2016）。しかし、近年では、コラーゲン量が増加することと、運動誘発性筋損傷の

軽減の間には密接な関連があると報告されており（Hyldahl ら 2015）、線維化が再生不全の結果生じる

単なる機能障害であるのか、それとも他に意義のある適応であるのか、その明確な答えは出ていない。

線維化も骨格筋の一種の適応という考え方から本研究の成果を捉えれば、初回の筋損傷が招く損傷ス

トレスに対する骨格筋の適応として、コラーゲンが増加すると捉えることができる。今後、骨格筋を

含む様々な臓器に起こる線維化に対して、その意義や役割を再考する検証がなされることで、より適

切な線維化に対する対処・捉え方が確立することが期待される。 

次に、本実験モデルでは引き続く損傷への応答低減への関連は大きくない因子として示したが、運

動による損傷後の変化として、筋線維タイプの遅筋方向への移行を認めた。仮に、本研究で用いた損

傷プロトコルよりも激しい筋損傷（例えばタイプ I線維の壊死を生じる程度）を用いれば、タイプ I線

維への移行を含むより大きな遅筋方向への移行を認め、引き続く損傷への応答低減に大きく貢献する

因子として筋線維タイプの移行が主因子として捉えることができるかもしれない。筋全体で認めた筋

線維タイプの移行に関して、長期の運動介入、特に伸張性収縮を用いた運動では、本研究同様に筋線
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維タイプの遅筋方向への移行が報告されているため（Hather ら 1991, Staron ら 1989, Adams ら 1993, 

Ochi ら 2007）、伸張性収縮が壊死しなかった筋線維に及ぼした影響として考えられる。部分的な壊死

を伴わない程度の筋損傷においても神経の損傷は生じるため（Lee ら 2014）、部分的な筋線維の脱神

経支配、再神経支配の過程において、筋線維タイプ移行が生じているのかもしれないが、そのメカニ

ズムの詳細は明らかになっていない。このように日頃からの運動習慣は、健康や精神面への効果のみ

ならず、損傷の予防としても重要な役割を持つことが考えられるが、その一因に筋線維タイプの変化

が挙げられることが明らかとなった。 

上記同様に、本研究における引き続く損傷への応答低減への関連性は小さいものと考えられた因子

として、HSP72 発現の増加が挙げられる。HSP72は筋線維タイプ毎に安静時の発現量は異なり（Oishi

ら 1998）、筋線維タイプによる耐性の違いに影響するものと考えられる。また、HSP72は骨格筋が様々

なストレスを受けることで、その発現量を増加させる（Liuら 2003, Shimaら 2008）。本研究のプロト

コルでは 1 回目の損傷後 28 日における特性を調べたため、HSP72 増加の関与は小さかった可能性が

考えられた。今後の課題でもあるが、損傷後早期の引き続く損傷への応答低減においては、HSP72発

現の増加は損傷を受けやすい腓腹筋浅層において著明に生じる可能性が考えられる。また日頃からの

運動習慣は、筋線維タイプの移行のみならず HSP72 発現の高い状態が維持されているのかもしれな

い。このように、引き続く損傷の時期や損傷の頻度によっては HSP72発現の増加が損傷軽減に貢献す

る主因子である可能性が考えられる。 

このように各因子の損傷軽減に対する貢献は、損傷の程度や損傷後の時期により、大きく異なる可

能性が考えられる。また、本研究によって明らかにされなかった他の因子（一度損傷した筋における

損傷軽減に関わる特性）の影響もあるだろう。このように今後、一度損傷した骨格筋の特性を網羅的

に調べる必要性があるかもしれない。それらの成果は、更なる一度損傷した筋の生理学的な適応を明

らかにして、その適応メカニズムを応用した方法が臨床適用へと発展されることが期待される。 

実験 3 では、一度損傷した骨格筋の引き続く損傷への応答低減メカニズムの一端を示唆する所見を

得たが、実際にコラーゲンがどのようにその応答低減に関与しているか更なる検証が必要である。引

き続く損傷への応答低減は、1 回目の損傷後数日から数か月の範囲で認めることが報告されており

（Byrnesら 1985, Clarkson ら 1992, Nosaka ら 2001）、本研究で作製した動物モデルでは続く損傷の間
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隔を 4 週間としている。慢性的にストレスを受ける場合、線維化はもとに戻らないが、一過性の損傷

ストレスに対する線維化は骨格筋の適応能から徐々に戻る可能性があることから、損傷後後期におけ

る引き続く損傷への応答低減においては、コラーゲン蓄積は有力な候補として考えられる。今後、損

傷した筋の線維化の状態を時系列的に追っていくことで、線維化の程度が引き続く損傷への応答低減

の程度と関連するのであれば、その応答低減への有力な貢献因子として支持する確かな根拠となるだ

ろう。 

本研究では損傷経路の初期の重要な因子であるカルシウムイオンが関与する因子の変化が明らかに

なったが、これまで述べてきたようにまだ明らかにされていない他の適応因子（一度損傷した筋の特

性変化）の貢献などが考えられる。よって、伸張性収縮という刺激から筋の部分的な壊死、筋力低下

が生じるまでの損傷経路に関するより詳細な調査が必要であると考えられる。それらの所見は、それ

ぞれの損傷関連因子が、どのような直接的、間接的な影響を及ぼしているかを示す重要な所見であり、

それらからどの程度の損傷軽減効果が損傷経路のどの部分に生じているかが明らかになることが期待

される。 

また、筋損傷の軽減に着目したことで細胞内カルシウムイオン濃度への影響を示唆する結果を得た

が、他の観点から考えれば、過去の損傷はカルシウムイオン以外にも他のイオン動態に影響を及ぼす

可能性が考えられる。それらは、筋損傷以外にも筋疲労耐性などの本研究で指標とした機能以外の筋

機能に何らかの影響を及ぼすことが考えられる。筋線維タイプ移行も生じているため、結果の解釈に

は注意が必要ではあるが、今後、この点についても筋の機能評価を詳細に調べることで損傷した筋の

特性を広角的に捉えることができるだろう。 

実験 4 では、実験 1-3 で明らかとなった損傷した骨格筋の引き続く損傷への応答低減メカニズムを

基に、一度損傷した骨格筋のレジスタンス運動に対する同化応答を調べた。引き続く損傷に対する応

答低減を損傷ストレスへの感受性低下、または恒常性維持能の向上として捉えらることができるので

あれば、筋肥大・筋力向上を引き起こす同化応答の増大を目的としたレジスタンス運動に対しても、

感受性低下、恒常性維持によるネガティブな影響が及ぶのではないかと仮説を立てた。結果は、仮説

に反して、筋タンパク質合成を主とするレジスタンス運動に対する同化応答は過去の損傷により増大

した。実験 3 では運動による損傷において大きな役割を持つカルパイン分解系への影響を調べ、引き
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続く損傷時には分解系の活性が抑制されることを示した。今後、刺激強度を変えた更なる検証が必要

ではあるが、これらの示された現象だけから考えると、損傷した骨格筋は引き続く損傷ストレスに対

する感受性低下、耐性向上を示す一方、適度な運動ストレスに対しては、感受性の増大を示すといっ

た、非常に興味深い適応を示すものと捉えることができるだろう。 

上記のレジスタンス運動に対する同化応答においても、実験 2 同様に筋線維タイプ、部位毎に詳細

に調べた結果、筋線維タイプや部位による偏りなく、全体的な同化応答の増大を認めた。つまり、コ

ラーゲン蓄積や筋線維タイプ移行、HSP72 発現の増加といった一度損傷した筋の特性変化は、筋損傷

を代表とする異化応答は抑制するものの（Lapier ら 1985, Hyldahl ら 2015, Lieber ら 1988, Lieber ら 

1991, Liuら 2013, Shima ら 2008）、タンパク質合成を主とする同化応答にはそれほど大きな影響は及

ぼさないことが考えられる。運動に対する異化応答と同化応答の経路において、両者に共通する因子

や相互関係は十分に明らかになっておらず、本研究の成果を考察することが難しい。今後、運動刺激

のストレス量を調整した実験系による検証で、同化・異化応答の変化がどのように関連しているのか

を調べて、両者に関連する因子や関係性を明らかにする糸口をつかむ必要がある。 

また実験 4 の考察における課題においても触れたが、これら過去の損傷がレジスタンス運動に対す

る骨格筋の同化応答に及ぼす影響は、直接長期の運動介入に対する適応、筋肥大と結びつけることは

困難である。本研究で着目した損傷に対する生理学的な適応からも言えることではあるが、同程度の

刺激を繰り返し与えることは、骨格筋の恒常性の維持から応答低減を招く結果となるだろう。よって、

単回のレジスタンス運動に対する骨格筋の応答を明らかにするだけでは、長期のレジスタンス運動に

対する骨格筋の適応、筋肥大の程度を予想することは困難である。この課題を解決するために、等尺

性収縮による筋収縮などの他の刺激に対する応答を調べることや、繰り返し時の応答変化を明らかに

していく必要性があるだろう。 

さらに筋タンパク質合成の増加において、重要と考えられている mTORC1 シグナル伝達の活性も、

いくつかの先行研究でも触れられているが、タンパク質合成応答と相関関係を認めない結果となった。

p70S6K リン酸化（Thr389）抗体を用いた免疫組織化学による筋線維タイプ毎の応答検証も必要と考え

られるが、技術的な問題が解決されず、実施に至っていない。また、mTORC1シグナル伝達とタンパ

ク質合成応答の時間差異も考慮に入れ、複数の時点における検証も必要と考えられる。mTORC1以外
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の重要な未知のシグナル経路が存在するのかもしれないが、今回の様に各筋線維タイプ毎に調べる手

法はその解決に大きく役立つことが期待される。 

また本研究で用いた部分的な壊死を伴う筋損傷ではなく、軽損傷後のレジスタンス運動効果は本実

験 4 と異なる結果が得られるものと考えられる。他にも、臨床における筋損傷後に大きな問題となる

運動を再開するタイミングに関連して、筋損傷後早期のレジスタンス運動に対する骨格筋の応答も明

らかになっていない。損傷の程度と損傷からの経過時間により、損傷した筋の特性がどのように変化

するのか、基礎的な理解を得るためにも、今後更なる検証が必要になると考えられる。 

このように本研究により明らかになった所見から更なる課題が多く見出された。これらの課題を一

つ一つ検証し、明らかにすることで、損傷後の生理学的応答メカニズムや損傷した筋の特性、運動に

対する応答変化の真相に近づき、本研究の目的である骨格筋の損傷後における運動療法や電気療法な

ど様々な介入を適切に行うための指針を確立することができるものと期待される。 
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第 6章 総括 

 

本研究の目的は、筋損傷からの回復を促進する適切な運動療法の確立を図る上で、必要不可欠な一

度損傷した骨格筋の運動に対する応答特性に関する知見を得ることである。主に実験 1-3 では、一度

損傷した筋の損傷に対する応答低減メカニズムに関して、実験 4 では一度損傷した筋のレジスタンス

運動に対する同化応答に関して取り組んだ。以下に得られた所見についてまとめる。 

本実験 1-3 で得られた所見から、骨格筋の生理学的な適応において、過去の損傷によって増加した

コラーゲンや変化した筋線維タイプ構成により、伸張性収縮に伴う細胞内カルシウムイオン濃度上昇

が抑制されることが示唆された。これは、損傷を予防するプレコンディショニングとして、そのまま

実践に応用できるものではないが、今後の研究課題を明らかにし、着実に損傷予防に関わる新たな所

見を得ることに成功している。また損傷後の線維化に対する機能障害としての従来の捉え方のみだけ

でなく、線維化も一種の生理学的な適応であるという捉え方を支持する所見は非常に価値のあるもの

であると考えられる。 

実験 4 で得られた一度損傷した筋のレジスタンス運動に対する同化応答に関する所見は、過去の損

傷が引き続く損傷から筋を保護する一方で、レジスタンス運動に対するタンパク質合成応答は全体的

に増大させるという非常に興味深い結果であった。まず、過去の損傷によるタンパク質合成応答の増

大に関して、本研究で用いた運動は伸張性収縮により成り立っており、他の等尺性収縮や短縮性収縮

と比較して、強度は強いものである。負荷の大きさと同化応答の関係は不明な点が未だ多いものの、

本研究の同化応答にその収縮様式による負荷の違いが影響している可能性もあり、今後、等尺性収縮

などを用いたレジスタンス運動による検証が必要であろう。しかし、本研究の成果は臨床におけるト

レーニング処方に再考の機会を投じる貴重な所見である。例えば、損傷側と非損傷側で同様のプログ

ラムで運動を負荷した場合、本研究の成果から損傷側と非損傷側では異なる応答、つまりトレーニン

グ効果が異なるということである。これは、本来得たい運動効果と実際の運動効果が異なるだけでな

く、その応答差異は長期の適応を変化させ、身体機能の不均衡を生む危険性がある。その不均衡はパ

フォーマンス力にも影響するばかりか、運動負荷の偏位を生じ、偏った疲労の蓄積や過負荷側の損傷、

障害に繋がる危険性も考えられる。今後、損傷側に適切な運動プロトコルの開発が望まれるが、まだ
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基礎メカニズムは明らかになっておらず、今後の重要課題として挙げられる。 

このように本実験 1-4 で得られた損傷の基礎メカニズムと生理学的な適応、損傷後の運動に対する

応答に関する所見は、生理学的応答の基礎を理解する一助にはなっているが、依然として不明な部分

を多く残している。今後、本研究から生まれた新たな課題に取り組むことで、プレコンディショニン

グや運動療法における具体的な処方など臨床応用に向けた貢献や基礎生理学に繋がる基礎メカニズム

の解明が期待される。  
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