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〔原著〕

　骨格筋の大きさを変化させる目的で筋力増強

運動が行われているが，その効果の評価は研究

分野によって様々に異なる。リハビリテーショ

ンの分野において，その対象となる骨格筋は筋

萎縮を起こしている場合が多い。これまでに

我々は，後肢に筋萎縮を起こしたマウスに対

し，筋力増強運動を1週間行うと，単に再荷重

するよりも早期に筋線維横断面積が回復するこ

とを報告している［9］。一方でスポーツの分

野で報告されている健常筋を対象とした研究で

は，筋の大きさの変化をとらえるまでに数週間

以上要するとされる。Kadiら［10］は，健常

女性を対象に10週間の筋力増強運動を行うと，

筋横断面積が36％増加していると報告してい

る。また，Klitgaard［11］は，ラット後肢に

筋力増強運動を36週間実施し，ヒラメ筋，足

底筋の筋湿重量の増加を報告している。以上の

ことから，筋力増強運動を行い筋の大きさに変
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化が現れるまでの期間は，健常筋を対象とした

場合よりも，萎縮筋を対象とした場合の方が短

く，筋のおかれたコンディションによって，筋

の大きさの変化に必要な期間が異なると考えら

れる。すなわち，萎縮筋と健常筋とでは筋力増

強運動に対して異なる反応メカニズムが生じて

いると考えられる。しかし，これまでの報告で

は，萎縮筋を対象にしたものと健常筋を対象に

したものとで，動物種や年齢，あるいは筋力増

強運動の方法などが異なり，健常筋と萎縮筋と

の両方を対象に，同じ動物種で，かつ同じ条件

の運動刺激を加えて，筋の大きさの変化の違い

を検証した報告はない。そこで，本研究では，

マウス萎縮筋と健常筋の両方を対象に，同条件

の筋力増強運動を行わせ，筋線維横断面積や筋

線維核数の変化を指標に，健常筋と萎縮筋にお

ける筋力増強運動の影響を比較した。

材料と方法

　マウスにオペラント学習法を用いた筋力増強

運動を行わせ，筋線維横断面積，筋線維核数の

変化を健常筋と萎縮筋とで比較した。本研究の

すべての実験は，研究機関等における動物実験

等の実施に関する基本指針（平成18年文部科

学省告示第71号）に従い，名古屋学院大学動

物実験委員会に諮り，承認を得た後に行った（承

認番号：2007―007）。

対象と群分け

　ICR雄性マウス（Slc：ICR）21匹を実験に

供した。マウスは，1週間のオペラント学習後，

尾部懸垂を行う群（萎縮筋群，n＝5）と普通

飼育を行う群（健常筋群，n＝11）に分け，2

週間後，筋力増強運動を1週間行わせた（Fig. 

1）。比較対象として，尾部懸垂も筋力増強運動

も行わず，普通飼育のみを行ったコントロール

群（CON群，n＝5）を設けた。マウスは，実

験期間中，25℃に設定した室内で飼育し，餌

や水は自由に与えた。

立ち上がり運動のオペラント学習

　自発的な筋力増強運動を行わせるため，これ

までに確立した方法［9］を用いて，オペラン

ト学習法による立ち上がり運動を学習させた。

本学習にはオペラント学習装置を用いた（バイ

オリサーチセンター）。オペラント学習装置は，

オペラントゲージとショッカープログラマーか

Fig. 1　実験スケジュールと群分け

すべての群に立ち上がり運動のオペラント学習を1週間行った。その後，2週間の尾部懸垂と

1週間の筋力増強運動を行う萎縮筋群，尾部懸垂を行わず2週間の普通飼育後に筋力増強運動

を1週間行う健常筋群，3週間尾部懸垂も筋力増強運動も行わないCON群を作製した。
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ら構成される。まず，ゲージの側壁にあるス

ピーカーと電灯から3秒間の音・光刺激が生じ，

床面を構成するグリッドから電流刺激が生じ

る。電流刺激は，ゲージの側面に設置してある

スイッチレバーを押すと止まるようにプログラ

ムされている。マウスをゲージに入れ，このプ

ログラムを1日100回，1週間繰り返し行った。

1週間後のマウスは，80％以上の確率で音・光

刺激3秒間以内に自発的に立ち上がり，電流刺

激にさらされずにスイッチレバーを押す行為を

学習した。なお，スイッチレバーの高さは可変

であり，この学習期間中はマウス後肢に普通飼

育以上の負荷がかからないよう，高さを低く設

定した。

尾部懸垂

　萎縮筋群のマウスには，オペラント学習後，

後肢筋を萎縮させるため2週間の尾部懸垂を施

した。尾部懸垂はMoreyらの方法［13］を改

変して施した。尾部を粘着テープで固定し，後

肢が床面に接地しないように固定した尾部を

ゲージ天井から懸垂することで行った。尾部

の固定処置は isoflurane（1.0％，ISOFLU®，

Abbott）吸入麻酔下で行い，舌根沈下による窒

息死を避けるため，麻酔からの覚醒を確認した

後に懸垂を開始した。なお，尾部懸垂期間中接

地した前肢でゲージ内の移動は可能で，餌や水

が自由に摂取できるように懸垂の高さを調整し

た。またこの方法で2週間懸垂することにより，

マウスヒラメ筋の筋線維横断面積が，健常筋の

1/2程度まで萎縮することを確認している［9］。

筋力増強運動

　オペラント学習から2週間後，筋力増強運動

として予め学習させた立ち上がり運動を1セッ

ト50回，1日2セット，1週間毎日行わせた。

この時，足関節底屈筋に負荷がかかるよう，マ

ウスがスイッチレバーを押した時に，踵部が電

流刺激グリッドから離れる高さ（大腿骨と下腿

骨がなす角度が約80°，下腿と足底がなす角度

が約100°の肢位）に設定した。また，この運

動は尾部懸垂による筋萎縮後，約50回施行す

るとそれ以上継続ができなくなる程度の負荷量

であり，持久性運動である水泳運動［8］やト

レッドミル走行［15］の負荷量と比べ高い。

組織学的評価

　実験終了後の各々のマウスからヒラメ筋を採

取した。採取はpentbarbital sodium（ソムノペ

ンチル，共立製薬）麻酔下で行った。採取した

筋はトラガカントガムで1cm四方のコルクに

垂直に付着させ，液体窒素で冷やしたイソペン

タン内で急速凍結させた。凍結サンプルは解析

まで－80℃で保管した。サンプルは，庫内を

－20℃に設定したクライオスタッド（CM1850，

LEICA）を用いて，厚さ5 μmの凍結横断切片

を作製した。切片は，ヒラメ筋の全長のうち，

最も筋腹が太い領域（筋腹遠位から3mmの高

さから5mmの高さの間）から作製した。作製

した凍結横断切片は，筋形質膜の位置を同定

するために筋線維細胞膜に局在するdystrophin

の抗体を用いた免疫組織化学染色，および

核の位置を同定するため4’，6-diamidino-2-

phentylindole（DAPI）を用いた染色を以下の

手順で施した。切片を4％ paraformaldehyde 

inリン酸緩衝液（PBS）にて12分間固定し，

PBSで洗浄（3分間を5回），3％ bovine serum 

albumin in PBSで一晩ブロッキング処理し

た。ブロッキング後，1次抗体であるrabbit 

anti-dystrophin polyclonal antibody（1：400，

Santa Cruz）溶液をのせ，37℃に設定したイ

ンキュベーター内で60分間インキュベートし
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た。PBSで洗浄後（3分間を5回），2次抗体

であるAlexa Frour® 488 goat anti-rabbit IgG 

antibody（1：400　Molecular Probes）とDAPI

（1：10000，SIGMA）溶液をのせ，遮光した上，

37℃に設定したインキュベーター内で45分間

インキュベートした。PBSで洗浄後（3分間を

5回），90％ glycerolで封入した。

　この染色したサンプルは蛍光顕微鏡（BX51，

OLYMPUS）に付帯したカメラシステム（DP71，

OLYMPUS）で観察，撮影し，デジタルデータ

としてPCに取り込んだ。これらの画像から，

画像解析ソフト（Image J）を用いて，筋線維

横断面積と筋線維核数を測定した。筋線維核数

はdystrophin染色像を指標に，その内側に存在

するDAPI陽性核を測定し，筋線維1本あたり

の数を算出した。

統計処理

　群間の比較には一元配置分散分析を用いた。

有意差が認められた場合，多重比較にTukey法

を用いた。いずれも有意水準は5％未満とした。

結果はmean±SEMで示す。

結果

筋線維横断面積に対する筋力増強運動効果の違

い

　健常筋群の筋線維横断面積は1948.76±

895.55 μm2であり，CON群との面積（2005.45±

196.71 μm2）と有意な差はなかった（Fig. 

2）。健常筋群のマウスのうち，筋線維横断面

積の平均値が最も大きかったマウスの値は

4730.31 μm2であり，最も小さかったマウスの

値は1773.39μm2であった。萎縮筋群の筋線維

Fig. 2　筋線維横断面積に対する筋力増強運動効果の違い

健常筋群の筋線維横断面積は，CON群と面積との間に有意な差

がなかった（p＝0.98）。萎縮筋群の筋線維横断面積は，CON群

の面積との間に有意な差がなかった（p＝0.91）。mean±SEM。
n.s.p＞0.05。
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横断面積は1843.45±194.71μm2であり，CON

群の面積との間に有意な差がなかった。

筋線維核数に対する筋力増強運動効果の違い

　健常筋群の筋線維1本あたりの筋線維核数

は0.50±0.30であり，CON群の筋線維核数

（0.56±0.09）との間に有意な差はなかった

（Fig. 3）。萎縮筋群の筋線維1本あたりの筋線

維核数は0.92±0.13であり，健常筋群および

CON群の筋線維核数と比べて有意に多かった。

考察

筋力増強運動による筋肥大効果は健常筋と萎縮

筋とで異なる

　筋力増強運動によって筋の大きさが変化する

期間が，健常な筋と萎縮した筋とで異なるかど

うかを検証した。後肢筋を萎縮させたマウスに

筋力増強運動を行わせたところ，1週間で運動

をさせていない正常なマウスと同程度の筋線維

横断面積となった（Fig. 2）。この結果は以前

の報告［9］と同様の結果である。2週間の尾

部懸垂を施した筋は，筋線維横断面積が約1/2

まで萎縮する［3，9，12］。従って，萎縮筋に

対する筋力増強運動は，わずか1週間で，筋線

維横断面積の約半分を増大させる効果があると

考えられた。一方，尾部懸垂を行わず，筋が萎

縮していない健常な筋に筋力増強運動を1週間

行っても，筋線維横断面積が筋力増強運動を

行っていないマウスの筋と変わらなかった。ま

た，健常筋に対する筋力増強運動の筋肥大効果

をみた他の研究では，筋肥大が観察されるまで

に8～16週間を要するとされる［4，11，14，

16］。つまり，健常筋に筋力増強運動を行って

Fig. 3　筋線維あたりの筋線維核数に対する筋力増強運動効果の違い

健常筋群の筋線維1本あたりの筋線維核数は，CON群の核数との間

に有意な差はなかった（p＝0.88）。萎縮筋群の筋線維核数は，健常

筋群やCON群の核数と比べて有意に多かった。mean±SEM。＊p＜
0.05，n.s.p＞0.05。
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も，1週間では筋線維横断面積に変化を起こす

ことができないと考えられた。ただし，健常筋

群に筋力増強運動を行った時の筋線維横断面積

は個体間でばらつきが大きく，一部個体には運

動の効果があったかもしれない。実際に，健常

筋群のうち最も筋線維横断面積が大きかった

個体は，CON群の平均値よりも58％大きかっ

た。このような結果となった理由として以下の

ことが考えられる。1つ目には，本研究で用い

た筋力増強運動はオペラント学習法により学習

させたものであるため，マウスにストレス性の

萎縮変化が起こっていたことである。健常筋群

の筋が萎縮変化を起こし，筋の性質が変わって

いたとしたら比較対象としてはそぐわないかも

しれない。しかしながら，実験期間中，すべて

のマウスにおいてストレスの指標となる体重に

過剰な変化はみられなかったことから（結果省

略），その可能性は薄いと考えられる。2つ目

は，本研究が横断切片による組織学的評価を用

いたことがあげられる。対象としたヒラメ筋は

羽状筋であり，筋線維は外側から中心部の停止

腱に向かい走向する。そのため，横断切片では

筋線維が必ずしも垂直に薄切されるわけではな

い。また，成熟した筋の長軸長に変化は起こら

ないため，筋自体の太さが太いほど，外側にあ

る筋線維が中心部にある停止腱に大きな角度を

もって走行すると考えられる。つまり，萎縮筋

に比べ筋腹の太い健常筋では，一部の筋線維が

斜断，縦断に近い角度で薄切され，筋線維横断

面積の測定値のバイアスが大きく現れたと考え

られる。今後，詳細に検討するには生化学的手

法や単離筋線維などを用いて評価する必要があ

るかもしれない。いずれにしても，萎縮筋に1

週間という短い期間で生じた筋線維横断面積の

変化は，健常筋の変化に比べて極めて大きかっ

た。運動開始初期であれば，健常筋と萎縮筋で

筋力増強運動に対する反応性が異なり，同じ方

法の運動であっても筋を変化させる時期に差が

生じたものと考えられた。萎縮した筋は負荷に

対して脆いといわれている［7］。健常な筋と萎

縮した筋とでは単純な大きさの差だけでなく，

その性質に差があり，運動に対する異なるメカ

ニズムがあるのかもしれない。

健常筋と萎縮筋とで筋力増強運動の効果に違い

が生じるメカニズム

　筋力増強運動による筋線維横断面積の肥大効

果が健常筋には現れず，萎縮筋には現れたメカ

ニズムの一部として，筋線維核数の変化が考え

られる。一般に，筋構成タンパク質は核を中心

とするセントラルドグマで合成されるため，筋

線維の大きさと筋線維核数とに正の相関がある

といわれている［2，5，6］。つまり，筋線維

核数の増加は個々の筋線維の大きさの増大に結

びつくという考え方である。本研究結果から，

萎縮筋に対して筋力増強運動を行うと筋線維核

の数が，尾部懸垂も運動もしていないマウスよ

りも大幅に増加していた（Fig. 3）。一方で健常

筋に運動を行っても，萎縮筋にみられたような

筋線維核数の大幅な増加はみられなかった。本

研究にみられた筋力増強運動効果の出現時期

が，健常筋と萎縮筋とで異なる理由の1つには

この筋線維核数の変化の違いが関与していると

考えられる。

　筋線維核数が増加するには，筋基底膜に局在

する筋衛星細胞などの未分化な細胞が分化し新

生された筋芽細胞が，既存の筋線維に融合する

ことが関与するという報告がある［1，17］。

実際にこれまで我々は，萎縮筋に対して筋力増

強運動を行うと，運動開始数日のうちに新生し

た核が，運動開始4日目には筋線維内にみられ

ることを確認している［9］。本研究において，
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健常筋と萎縮筋の筋線維核数の変化，筋線維横

断面積の変化にみられた違いは，筋力増強運動

による刺激が引き金となり，筋衛星細胞を活性

化，既存筋線維へと融合させるコンディション

にあるかないかが関わっているかもしれない。

このことについては今後更に詳細な検討をする

必要がある。

　リハビリテーション分野における筋萎縮の回

復促進を目的とした筋力増強運動は，健常筋を

対象としたスポーツ分野における研究報告を礎

にして行われている現状がある。本研究によ

り，健常な筋と萎縮した筋とでは筋力増強運動

に対する反応性が異なることが示唆された。今

後臨床における病態筋への筋力増強運動は，そ

の対象に合わせて方法を設定する必要があると

考えられる。
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Exercise Training Effects Appear to Differ between Normal 
and Atrophied Muscles in Mice

Abstract

The aim of this study is to elucidate the differences in responses to exercise training between 

normal muscles or atrophied muscles.  We divided the mice into the following two groups: a test 

group (A group) in which the muscles were atrophied by tail suspension and a normal control group 

(N group) in which the mice were not subjected to tail suspension.  The mice in both the groups 

underwent the same exercise training regimen for 1 week.  After 1 week of following the regimen, 

the average myofiber cross-sectional area (CSA) and the number of myonuclei per myofiber of the 

soleus muscles were histologically measured in both the groups.  The results demonstrated an 

increase in the average myofiber CSA and in the number of myonuclei per myofiber in the A group.  

However, no increases were observed in the average myofiber CSA and in the number of myonuclei 

in the N group.  These results suggest that atrophied muscles and normal muscles exhibit different 

responses to the same exercise training.  Therefore, we conclude that atrophied muscles require a 

different and more appropriate method of exercise training regimen for rehabilitation as compared 

with the training that is required by normal muscles.

Keywords: resistance training, myofiber CSA, myonuclei, skeletal muscle, atrophy
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