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〔原著〕

要　　旨

　筋力トレーニングによる廃用性筋萎縮からの回復促進には，筋衛星細胞の活性化とその後の融合に

よる筋線維核数の大幅な増加が関わっていると考えられるが，その詳細なメカニズムは不明である。

本研究は，この筋力トレーニングによる筋線維核数の増加に，筋損傷とそれに続く炎症反応が関わっ

ているとの仮説を立てて実験的に検証した。尾部懸垂による筋萎縮モデルマウスに2日間筋力トレー

ニングを行わせると，ヒラメ筋の筋線維核数が増加する時期に先行して，小範囲の筋線維の損傷が観

察された。また，トレーニング開始から2 ～ 3日目には同筋に炎症反応としてマクロファージの凝集

がみられた。しかし，これらの炎症反応は，尾部懸垂後にトレーニングを行わず飼育したマウスにも

観察され，筋萎縮からの回復促進を促すトレーニングに特異的でないことが分かった。以上のことか

ら，筋力トレーニングによる筋萎縮からの回復促進に，筋損傷や炎症反応の出現は特異的ではないと

考えられる。
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　廃用性筋萎縮は筋力低下を招き，日常生活活

動能力を低下させる。そのため，リハビリテー

ションにおいては廃用性筋萎縮の早期回復が重

要である。この手段として一般に筋力トレー

ニングが行われる。スポーツ科学分野では1―

repetition maximum（RM）の60 ～ 80％の運

動強度で1セット8 ～ 12回を1 ～ 3セット，週

に2 ～ 3回行う筋力トレーニングが，健常筋の

肥大を促すために有用であるとされる［2］。一

方，National Institute on Agingのガイドライ

ン［17］によると，萎縮筋のサイズを増大さ

せるための方法としても，1―RMの75 ～ 80％
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程度の運動強度で1セット8 ～ 15回を2セッ

ト，週に2回行うことが推奨されている。この

ように，筋萎縮からの回復を促す方法には健常

筋の肥大を促す方法が適用されており，萎縮筋

を対象としてその効果的な方法を検証した報告

はない。

　萎縮筋と健常筋の性質に焦点を絞ると，両者

の間で運動刺激に対する反応性が異なることを

示唆する報告が多くある。例えば，尾部懸垂に

よる足関節底屈筋群の筋萎縮モデルマウスに

対して，自重を負荷とする立ち上がり運動を1

セット50回，1日2セット行わせると，普通飼

育のみの場合よりも早く，わずか1週間で正常

な筋線維の太さまで増大することが報告されて

いる［11］。一方で，健常な足関節底屈筋群を

持つラットにレバー持ち上げ運動による筋力ト

レーニングを行わせても，筋線維の肥大が検出

されるまでに36週間を要するとされる［12］。

これらのことは，筋力トレーニングによって萎

縮筋の筋線維サイズが増大するまでの期間は，

健常筋の筋線維サイズに肥大がみられるまでの

期間に比べて明らかに短く，萎縮筋と健常筋で

は筋力トレーニングに対する反応性が異なるこ

とを示唆している。萎縮筋と健常筋で反応性が

異なることを考慮すると，健常筋の肥大に有効

な筋力増強運動の条件をそのまま萎縮筋の回復

促進に適用することは好ましくないと考えられ

る。しかし，どのような方法，理学療法的介入

が筋萎縮の回復促進に最も有効であるか確立さ

れていない。

　筋線維の太さは，筋線維核数と強い相関があ

るとされ，筋線維核数が増加すると筋線維の太

さも増大する［20］。この筋線維核数の増加は，

筋線維基底膜上に存在する筋衛星細胞が既存の

筋線維と融合することで生じると考えられてい

る［3，11］。一方，筋損傷後に再生が起きる

ときにも筋衛星細胞の活性化が関与している。

筋衛星細胞は，筋線維の損傷が生じると，筋芽

細胞に分化し，筋芽細胞同士が融合して新たな

筋線維となる。このとき，筋損傷に続く炎症反

応によって凝集したマクロファージから産生さ

れるInterleukin（IL）―6やIL―10などのサイト

カインが筋衛星細胞の活性化を促進することが

報告されている［22，23，25］。以上のことか

ら我々は，萎縮筋特有に早く起こる筋線維サイ

ズの増大のメカニズムには，筋損傷に伴って炎

症反応が起こり，これによって活性化された筋

衛星細胞が関与しているとの仮説を立てた。そ

して，尾部懸垂による筋萎縮モデルマウスに対

して，筋萎縮からの回復促進を促す筋力トレー

ニングを行わせ，その回復促進過程において，

筋線維の損傷が生じているかどうか，生じてい

れば炎症反応が起きているかどうかを組織学的

ならびに免疫組織化学的に検証した。

材料と方法

動物

　ICR雄性マウス（n＝38，Slc：ICR）を用いた。

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。本研究のすべて

の実験は，名古屋学院大学動物実験委員会に

諮り，承認を得た後行った（承認番号：2007―

007）。

実験プロトコル

　まず，すべてのマウスに自発的な立ち上がり

運動を学習させるためにオペラント学習を7日

間施した（Fig. 1）。その後，後肢の筋を萎縮

させるために尾部懸垂を14日間行った。尾部

懸垂後，あらかじめ学習させた立ち上がり運動

を筋力トレーニングとして行わせた。これらの
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マウスにおける筋損傷の有無を評価するため，

筋力トレーニングを開始して1日目（Td1群，

n＝6），2日目（Td2群，n＝6），7日目（Td7群，

n＝6）のマウスからヒラメ筋を採取した。す

べてのマウスの筋採取24時間前に，evans blue 

dye（EBD）を投与し，この間に損傷した筋線

維数を測定した。また，炎症反応の有無を評価

するため，トレーニング開始2日目（Td2群，

n＝5），3日目（Td3群，n＝5）のマウスから

ヒラメ筋を採取し，免疫組織化学染色を施した。

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［11］を用いて，オペラ

ント学習法による立ち上がり運動を1週間学習

させた。具体的には，ゲージの側壁にあるスピー

カーと電灯から発する3秒間の音・光刺激に

よって自発的に立ち上がり，壁面の高い位置に

あるスイッチレバーを押す行為を学習させた。

なお，スイッチレバーの高さは可変であり，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

　後肢筋を萎縮させるため，Moreyら［16］

の方法を改変し尾部懸垂を14日間施した。尾

部懸垂は，後肢が床面に接地しないように粘着

テープで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，接地した前肢によりゲージ内

の移動は可能で，餌や水が自由に摂取できるよ

うに懸垂高さを調整した。またこの方法で14

日間尾部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［11］。

筋力トレーニング

　オペラント学習から2週間後，筋力増強運動

としてあらかじ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。このとき，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ときに，

Fig. 1　実験スケジュール

すべてのマウスに立ち上がり運動のオペラント学習を1週間行わせた。その後，尾部懸垂（TS）を2週間施した。尾部懸垂

後普通飼育に戻し，1日1回立ち上がり運動を筋力トレーニング（ST）として行わせた。運動開始1・2・3・7日目にサンプ

ルとして各々ヒラメ筋を採取した。筋損傷を評価するためのサンプルは，採取の24時間前にEBDを腹腔内投与した。対象

群として尾部懸垂後に筋力トレーニングを行わない群，尾部懸垂も筋力トレーニングも行わない群も作製した。
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踵部が電流刺激グリッドから離れる高さに設定

した。また，この運動は水泳運動［10］やトレッ

ドミル走行［19］よりも負荷量が高いと考え

られ，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る。

損傷筋線維の評価

　損傷した筋線維を検出するため，筋を採取す

る24時間前に1％ EBD溶液（0.01 ml/BWg；

Sigma-Aldrich）を腹腔内投与した。EBDは半

減期が約48時間の蛍光物質であり，投与後に

血清アルブミンに結合し，損傷した筋線維にア

ルブミンとともに取り込まれるため筋線維の損

傷を検出することができる（Fig. 2A）。

　実験期間終了後，EBDを投与したすべての

マウスからヒラメ筋を採取し，液体窒素で冷

却した isopentane内で急速凍結させた。凍結

サンプルから厚さ5μmの凍結横断切片を作製

し，筋形質膜の位置を同定するために筋形質

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―phenylindole（DAPI） を

用いた染色を以下の手順で施した。切片を4% 

paraformaldehyde in 0.1M phosphate buffered 

saline（PBS）にて12分間固定し，PBSで洗

浄（3分を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PBSで洗浄し（3分を5回），一次抗体

としてrabbit anti-human dystrophin polyclonal 

antibody（1：400，Santa Cruz）をのせ，37℃

に設定したインキュベーター内で60分間反

応させた。PBSで洗浄後（3分を5回），二次

抗体としてAlexa Frour 488® goat anti-rabbit 

IgG antibody（1：400，Molecular Probes）と

DAPI（1：10000，Sigma）の混合液をのせ，

遮光して37℃に設定したインキュベーター内

で45分間反応させた。PBSで洗浄後（3分を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。これらの画像は，画像解析ソフト

（Image J）を用いて，dystrophin染色像を指標

にEBD陽性の筋線維数を測定，群間で比較し

た。なお，筋力トレーニングによる筋萎縮から

の回復促進効果を確認するため，同じ染色像か

Fig. 2　損傷した筋線維（A）やマクロファージ（B）の判別

（A）抗dystrophin抗体を用いた代表的な染色像。体液循環したEBDは赤色に描出される。青：DAPI，緑：dystrophin。
dystrophinに囲まれた筋線維のうち内側が赤色に染まった線維（EBD陽性筋線維；←）の数を測定した。（B）抗F4/80抗体

を用いた代表的な染色像。青：DAPI，緑：F4/80。F4/80と核が共染された像をマクロファージ（ ）として測定した。
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ら筋線維横断面積や筋線維核数も測定した。

マクロファージ凝集の評価

　尾部懸垂から解放後2，3日目の各群のマウ

スから，損傷筋線維の評価と同様にヒラメ筋を

採取し，凍結横断切片を作製した。作製した切

片は，前項と同じく固定，ブロッキング処理し，

マクロファージの位置を同定するため抗F4/80

抗体を用いた免疫組織化学染色を以下の手順で

行った。ブロッキング処理後の薄切切片に一次

抗体としてrat anti-mouse F4/80 antibody（1：

10，Santa Cruz）をのせ，37℃に設定したイ

ンキュベーター内で60分間反応させた。PBS

で洗浄後（3分を3回），二次抗体であるAlexa 

Fluor 488® anti-rat IgG antibody（1：400，

Thermo Fisher）とDAPIの混合液をのせ，遮

光して37℃に設定したインキュベーター内で

60分間反応させた。洗浄，封入後，蛍光顕微

鏡下で撮影した。F4/80陽性で核染色された細

胞をマクロファージと同定し（Fig. 2B），そ

の数をImage Jを用いて測定した。測定エリア

は切片の筋腹全体とし，計測したマクロファー

ジの数を筋腹の横断面積で除して，密度を算出，

群間で比較した。

統計処理

　多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。2群間の比較にはstudent-t

検定を用いた。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

萎縮筋に対する筋力トレーニング効果の確認

（Fig. 3）

　尾部懸垂後筋力トレーニングを開始して7日

目（Td7群）の筋の筋線維横断面積は，1676±

160μm2であり，尾部懸垂直後の面積（903±

111μm2）と比べ有意に大きく，また，トレー

ニングを行わず飼育した場合（1195±103μ

m2）よりも有意に大きかった。すなわち，こ

れまでの報告［11］と同様に筋線維横断面積

の早い時期の増加が認められた。Td1群とTd2

群の筋線維横断面積は各々 1013±579μm2，

1054±471μm2であり，ともにTd7群の面積と

比べて有意に小さく，Td1群の面積とTd2群の

面積との間には有意な差はみられなかった。

　Td7群の筋線維1本あたりの筋線維核数は

Fig. 3　筋力トレーニングによる萎縮筋の筋線維横断面積や筋線維核数に対する効果

（A）筋線維横断面積の平均値を示す。尾部懸垂直後の面積に比べ，T7d群の面積は有意に大きかった。T1d，T2d群の面積は，

T7d群の面積と比べ有意に小さかった。＊p＜0.05 vs. Immediately after TS，†p＜0.05 vs. T7d.（B）筋線維あたりの筋線維核

数を示す。T7d群の筋線維核数にのみ，正常な筋の数との間に有意な差があった。＊p＜0.05 vs. Normal muscle.
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0.92±0.12であり，これもこれまでの報告と同

じように，筋萎縮を起こしていない正常な筋

の数（0.54±0.14）と比べて有意に多かった。

Td1群とTd2群の筋線維1本あたりの筋線維核

数は各々 0.58±0.04，0.83±0.15であり，Td1

群の数とTd2群，Td7群の数と比べ有意に少な

かった。

筋力トレーニングによる萎縮筋の損傷；全筋線

維に占めるEBD陽性筋線維数（Fig. 4）

　尾部懸垂後2日間の筋力トレーニングを

行ったTd2群のEBD陽性筋線維数（0.0080±

0.0012）は，7日間行ったTd7群の数（0.0017

±0.0012）と比べて有意に多かった。尾部懸垂

後筋力トレーニングを開始して1日目のTd1群

のEBD陽性筋線維数（0.0019±0.0013）は，

Td7群の数との間にも有意な差はなかった。

筋力トレーニングによる萎縮筋の炎症反応；筋

腹面積あたりのマクロファージ数（Fig. 5）

　尾部懸垂後3日間の筋力トレーニングを行っ

たTd3群の筋腹面積あたりのマクロファージ

数は294.08±37.57/mm2であり，Td2群のマ

クロファージ数（106.84±18.60/mm2）に比べ

有意に多かった。しかし，Td3群の筋腹面積

あたりのマクロファージ数は，尾部懸垂後ト

レーニングを行わず普通飼育をしたマウスの数

（249.04±60.77/mm2）との間に有意な差がな

かった。

考察

萎縮筋に負荷がかかると微細な筋線維損傷が起

こる

　14日間の尾部懸垂によって約半分に萎縮し

た筋に対して，筋力トレーニングを7日間行っ

た結果，筋線維横断面積の増加に伴って筋線維

核数の大幅な増加が認められ，筋萎縮からの回

復促進効果を確認した。この筋線維核数の増加

のためには，筋線維基底膜に局在する筋衛星細

胞の活性化，増殖，分化，融合が関与すると考

えられている［1］。実際に，萎縮筋に対して筋

力増強運動を行った先行研究では，トレーニン

グ開始数日のうちに増加した筋線維外の核が，

4日目には筋線維内に確認されている［11］。

筋衛星細胞の活性化には，運動刺激によって筋

Fig. 4　 萎縮筋に筋力トレーニングを行ったと

きのEBD陽性筋線維の割合

T7d群のEBD陽性である筋線維の割合に比べ，T2d群の

割合は有意に多かった。7日間トレーニングを行わなかっ

た筋のEBD陽性筋線維の割合は，T7d群に比べ有意に多

かった。＊p＜0.05 vs. T7d.

Fig. 5　 萎縮筋に筋力トレーニングを行ったと

きのマクロファージの凝集

Td3群の筋腹の面積あたりのマクロファージ数はTd2群と

比べ，有意に多かった。Td3群の数と同週齢のトレーニン

グをしていないマウスの数との間に有意な差はなかった。
＊p＜0.05 vs. T2d.
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の自己発現が高められたIGF―1やTGF-βなど

の成長因子［9，13］や筋の損傷後の炎症反応

時にマクロファージから分泌されるサイトカイ

ン［25］が関与しているといわれている。一方，

筋萎縮を起こした筋は，損傷を起こしやすいと

いわれている［8，26］。そのため我々はまず，

筋線維核数の増加に関わるメカニズムとして，

筋線維の損傷に着目した。

　今回の筋力トレーニングによる筋萎縮から

の回復促進モデルにおいて，トレーニング開

始2日目の筋にEBD陽性である損傷した筋線

維が0.8％の割合で観察された。この時期は，

Tidbellら［23，25］の研究で，尾部懸垂後の

再荷重により生じた筋損傷からの再生過程にお

いてマクロファージが凝集してくる時期と一

致する。一方，トレーニング開始1日目の筋で

は，EBD陽性筋線維が0.02％しか観察されな

かった。EBD陽性筋線維がわずかしか観察さ

れなかった理由として，微小血管の血流障害が

考えられる。本研究のTd1群は尾部懸垂中に

EBDを投与した。廃用性筋萎縮を生じた筋に

おいては，微小血管機能の変化がみられるとい

われている［18］。特に毛細血管が発達してい

るヒラメ筋などの抗重力筋は，血流減少の影響

を大きく受けると考えられる。EBDは血中の

アルブミンと結合することで体液循環し，細胞

膜が壊れた筋線維に取り込まれるため，尾部懸

垂中の投与ではヒラメ筋内の細胞膜が損傷した

筋線維まで行き着かなかった可能性がある。一

方，Td2群のEBD陽性筋線維においては，尾

部懸垂から解放して筋力トレーニングを2日間

行っているため，筋ポンプ作用により毛細血管

部への血流が回復し，十分なEBDが筋線維損

傷部まで循環したと考えられる。トレーニング

開始2日目に0.8％の割合で観察されたEBD陽

性筋線維は，7日目には0.02％まで少なくなっ

た。トレーニングを行っていない同時期の筋に

は，これよりも多いEBD陽性筋線維が観察さ

れていることから，この期間内で損傷した筋線

維の貪食や新たな細胞の新生が起こっていると

考えられる。以上のように，筋萎縮を起こした

筋に対して筋力トレーニングを行い，その太さ

の回復が促進されるときには，トレーニング開

始数日以内の初期に極小さい範囲で筋損傷が起

こり，7日以内に治まっている可能性が示唆さ

れる。

筋萎縮からの回復促進に効果的な筋力トレーニ

ングは炎症反応を誘起しない

　筋損傷に続く炎症反応としてマクロファージ

が凝集する［3，25］。凝集したマクロファー

ジのうち，M1マクロファージは Interleukin

（IL）―6や IL―18を産生し，これらは筋衛星細

胞の増殖を促進する［14，25］。また，炎症後

期に出現するM2マクロファージは，IL―10や

TGF-βを産生し，これらは筋衛星細胞の分化

を促す［14］。すなわち，炎症反応は筋衛星細

胞の活性化から分化までを促進する。

　本研究において萎縮筋に筋力トレーニングを

行うと，3日目の筋にマクロファージの凝集が

確認された。しかし，トレーニングをしていな

いマウスにも同時期にマクロファージの凝集が

確認された。また，マウスを後肢懸垂後にトレー

ニング負荷を行わず再荷重した場合には，2日

目にマクロファージの数が増加するという報告

がある［6，24］。本研究でも同じ時期に炎症

反応が観察されていることから，トレーニング

の有無に関りなく生じる現象と解釈でき，萎縮

筋に筋力トレーニングを行ったときに特異的な

ものではないと考えられる。ただし，本研究で

はマクロファージの数は測定したが，そこから

産生されるサイトカインは定量的に測定できて



― 8 ―

名古屋学院大学論集

いない。凝集したマクロファージの量が多くて

も，産生されるサイトカインの量には違いがあ

り，筋衛星細胞に与える影響が異なるかもしれ

ない。以上のことから，萎縮筋に筋力増強運動

を行っても，行わない場合に比べて，炎症反応

が多く起こるわけではなく，また，筋力トレー

ニングによる筋線維サイズの回復促進効果に，

炎症反応は関与していないと考えられる。

　筋損傷を起こすと炎症反応により筋衛星細胞

が活性化され，筋衛星細胞から分化した筋芽細

胞同士が融合して新たな筋線維となる［3］。

一方で活性化した筋衛星細胞は，既存の筋線維

にも融合し核を増やすことで筋線維の肥大・回

復にも働く［3，11］。この2つの現象に増殖し

た筋衛星細胞が関与すると考えると，筋損傷が

多く起こっている環境下では，筋衛星細胞が再

生に多く動員されるので，筋線維の肥大・回復

に働く筋衛星細胞の数が十分ではないのかもし

れない。筋損傷により筋衛星細胞の活性化が起

こっても，必ずしも筋線維の肥大・回復には繋

がらず，むしろ筋損傷の発生は回復を遅延させ

るとも考えられる。

　筋衛星細胞を活性化させる因子には炎症性サ

イトカインの他にも多数報告されている。例え

ば，機械刺激によって肝臓や骨格筋から自己分

泌，あるいは傍分泌されるIGF―1は，タンパク

質の合成，筋肥大に働くと報告されている［5，

15，21］。またconnectinをはじめとした膜タ

ンパクや接着斑など細胞の力学受容に関わる因

子もタンパク質の合成促進に関与する可能性が

ある［4，7］。このように炎症反応以外のメカ

ニズムが筋力増強運動による筋萎縮からの回復

促進効果に関与している可能性が考えられ，今

後の検討課題である。
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Abstract

The increase in the number of myonuclei involved myogenic satellite cells is important in the 

mechanism of facilitating recovery from atrophied muscle by exercise training.  However, it has 

not been elucidated in detail.  We hypothesized that muscle damage and inflammatory response are 

involved to the increase of myonuclei due to exercise training.  To clarify this hypothesis, the stand-

up training was applied to the mice after two weeks of tail suspension, and we histologicaly analyzed 

the occurrence of injured myofibers and macrophage aggregation.  As a result, with EBD labeling 

of muscle on 2 days independent of training, the injured myofibers were observed prior to the 

increase of myonuclei.  Moreover, macrophage aggregation was observed in the muscle on 2―3 days 

independent of training.  However, inflammatory responses also observed in the mice fed without 

training after tail suspension.  Therefore, the inflammatory responses seem to be not specifically 

occurred on the facilitating recovery phase of muscle atrophy by exercise training.

Keywords: stand-up exercises; muscle atrophy; muscle damage; inflammatory response; mice
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