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研究成果の概要（和文）：長期臥床やギプス固定などによる廃用性筋萎縮は、筋力低下を引き起こし、ADL や
QOL を低下させる。しかし、廃用性筋萎縮のメカニズムやそれに対する効果的な理学療法は、不明な点が多い。
これらの不明点を明らかにするためには、培養系の廃用性筋萎縮モデルが必要である。そこで、我々は、臨床を
模擬し、運動の脱負荷による培養筋萎縮モデルを作製し、実験動物モデルと同様の現象が認められるかどうかを
検証した。これに加えて本モデルが、高負荷トレーニングにおける過負荷時の回復のメカニズムを明らかにする
ためのモデルとして有効となる可能性も示唆された。

研究成果の概要（英文）：To address precise mechanisms of disused-muscle atrophy, we challenged to 
replicate inactive-induced muscle atrophy in vitro. Myotubes were cultured under repeated muscle 
contraction evoked by ES for 2 days. After the contraction period, ES was stopped and myotubes were 
cultured under inactive state for another 2 days. When the ES was removed, the myotube diameter was 
16.4±0.6 μm. In unload group, the myotube diameter was significantly decreased (13.0±0.7 μm). 
Several hours of unloaded state increased LC3-II protein levels (i.e., autophagic activity). 
Phosphorylation of Akt was decreased 1 hour after the cessation of ES. After 24 hours, the 
phosphorylation went back to the basal level. This cultured myotube model which shows atrophic 
responses induced by inactivity would help to reveal mechanism of inactive-induced muscle atrophy.

研究分野： 理学療法
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脱負荷による筋萎縮モデルが、ヒトや動物の廃用性筋萎縮時に起こる既知の蛋白質分解機構や合成機構の応答を
備え持ち、臨床現象を反映した廃用性筋萎縮の培養細胞モデルになりうるかどうかを判明させた。本研究成果
は、廃用性筋萎縮のメカニズムの解明に役立つとともに、正常筋とは比べ物にならないほど速い、筋肥大のメカ
ニズムを明らかにさせる糸口となると考える。また、これらが判明したら、効果的な筋萎縮抑制方法や萎縮から
の回復促進方法開発へと萌芽する。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
長期臥床やギプス固定などによる廃用性筋萎縮は、筋力低下を引き起こし、ADL や QOL を

低下させる。よって、いまだ不明な点が多い廃用性筋萎縮のメカニズムを明らかにし、効果的
な萎縮抑制や回復促進のための理学療法の方策を検討する必要がある。健常筋への筋肥大効果
やそのメカニズムに関する報告は多く、アスリート育成等に臨床応用されている。しかし、廃
用性筋萎縮の抑制や回復促進効果と、そのメカニズムに関する報告は少ない。我々は、尾部懸
垂マウスに対するトレーニングが、萎縮からの回復を促進させることを明らかにした（Ito 
2014）。この現象は、健常筋への肥大を目的としたトレーニングとは異なる大幅な新生筋線維
核の増加と、それに伴う相当速い組織学的回復が認められ、正常筋とは異なるメカニズムを持
つと考えた。 
しかし、メカニズムの検証には、培養細胞による廃用性筋萎縮モデルによる実験が不可欠で

ある。廃用性筋萎縮で、ユビキチン－プロテアソーム系の活性化による筋構成タンパクの分解
が起こることはよく知られる。一般に培養細胞を用いた筋萎縮モデルは、このユビキチン－プ
ロテアソーム系の中で下流に位置する MuRF1 の発現を高進させるデキソメタゾンを投薬し
て作製されるモデルしかない。しかし近年、飢餓状態で活性化することで知られるオートファ
ジー系の蛋白質分解機構が、廃用性筋萎縮時にも活性化することが判明した。また、蛋白質合
成機構が抑制されていることもよく知られている。よって、デキソメタゾンを投薬による筋萎
縮モデルが、廃用性筋萎縮時における現象をとらえているとは言い難い。 
 
２．研究の目的 
そこで臨床を模擬し、運動の脱負荷による培養筋萎縮モデルを確立させる。そして本モデル

が、ヒトや動物で起こる廃用性筋萎縮と同様の細胞内応答が起こるかどうか、異なる点はどこ
かを調べることにより、廃用性筋萎縮モデルになりうるかどうかを以下の順に解明することを
目的とする。 
（1）電気刺激と伸長刺激を用いて活動負荷状態で培養した細胞の脱負荷による萎縮の形態学
的検証を行う。具体的には、モデルとして適切な刺激時間・強度・頻度、刺激中止時間を明ら
かにする。 
（2）筋萎縮モデルの検証：ユビキチン－プロテアソーム系とオートファジー系との両蛋白質
分解機構や合成機構が、本筋萎縮モデルで活性化しているかどうか、またそれが必須かどうか
を明らかにする。 
（3）筋萎縮からの回復現象と分子機構の検証：筋萎縮モデルに再負荷を行い、形態学的回復
の検証と、それに関わる蛋白質分解機構の不活性化や、合成機構の活性化の有無を検証する。 
 
３．研究の方法 
実験に適切な培養細胞による筋萎縮モデルの確立：筋培養細胞に活動負荷を与えた状態で培養
した後、脱負荷状態に切り替えて培養し萎縮の形態学的検証を行う。具体的には、モデルとし
て適切な活動負荷時間・強度・頻度、脱負荷時間を検討した。 
活動負荷の種類：活動負荷を与えるための刺激の種類は、近い将来の研究の波及性を見据えて、
電気刺激とした。 
（1）電気刺激を用いた筋萎縮モデルの確立 
・ディッシュに形成した筋管細胞に対して、電気刺激（SEN-3401; 日本光電, C-Dish; プライ
ムテック）による周期的な筋収縮を生じさせた状態で 2 日間培養した。その後電気刺激による
筋収縮を 2 日間中断させた。 
・実験終了後、免疫蛍光染色を施し、筋管細胞の横径を測定した。 
・最も適切な刺激時間・強度・頻度、刺激中止時間を検討した。 
（2）筋萎縮モデルの検証：ユビキチン－プロテアソーム系とオートファジー系との両蛋白質分
解機構や合成機構が、本筋萎縮モデルで活性化しているかどうかを検証した。 
①ユビキチン－プロテアソーム系の蛋白質分解機構の検証 
・培養開始 5 日目から刺激を 2 日間与えた後刺激を止め、経時的に筋管細胞の組織サンプルと
筋蛋白質サンプルを採取した。 
・ユビキチンリガーゼＥ１阻害剤(UBEI-41:BIOGENOVA)を培地に添加して、本モデルの筋管細胞
の横径の減少と抑制の有無を検証した。 
・プロテアソーム阻害剤を培地に添加して、プロテアソームで認識される K48 ポリユビキチン
鎖によって修飾されたタンパク質の増加を検証した。 
・廃用性筋萎縮時にユビキチン－プロテアソーム系により分解されるといわれる、IRS-1 など
の筋肥大シグナルに関わるタンパク質が、電気刺激を中断した本モデルにおいてもユビキチン
によって修飾されているか（すなわち実際の廃用性筋萎縮と同じメカニズムで筋の横径が減少
しているか）を、共免疫沈降法により確認した。 
②オートファジー系の蛋白質分解機構の検証 
・ オートファジー系の活性の確認：培養開始 5 日目から刺激を 2 日間与えた後刺激を止め、
経時的に筋管細胞の組織サンプルと筋蛋白質サンプルを採取した。筋管細胞の組織サンプルを
電子顕微鏡で撮影し、オートファゴソーム及びオートリソソーム像を確認した。筋蛋白質サン
プルではオートファジーに重要な分子である LC3 の活性をウエスタンブロット法により確認



する。オートファジーの活性は、LC3II／LC3I の値で評価した。 
・オートファジー系が必須かどうかの確認：培養開始 5 日目から電気刺激を 2 日間与えた後電
気刺激を止め、オートファゴソーム形成を阻害する 3-Methyladenine、オートファジープロセ
スの後期を阻害する Bafilomycin A1、リソソームを阻害する E64d・pepstatin A などの阻害剤
を添加した培地で培養する。培養開始から 9 日間培養した細胞に免疫蛍光染色を施し、筋管細
胞の横径を測定した。本モデルでの筋管細胞の横径減少に、オートファジー系分解機構が必須
であるかどうか確認した。 
③蛋白質合成機構の活性化の検証 
・蛋白質合成機構については、PI3K/ Akt/ mTOR 経路、mTOR/ p70S6K 経路、MAPK/MEK/ERK 経
路などに関わる分子の活性をウエスタンブロット法により確認した。 
 
４．研究成果 
我々の作製している筋萎縮モデルが、臨床における廃用性の筋萎縮モデルとして適切かどう

かを検証した。筋培養細胞に活動負荷を与えた状態で培養した後、脱負荷状態に切り替えて培
養し形態学的検証を行う検証を実施した。その結果、活動状態から脱負荷状態に切り替えた後
数日で筋幹細胞横径が減少するモデルがほぼ完成した。この時の生化学的検証において、ユビ
キチン－プロテアソーム系とオートファジー系との両蛋白質分解機構の活性化や合成機構の不
活性化を示唆する結果も得られた。しかし、我々がコントロールとして用いた負荷運動モデル
において、活動負荷を持続的に与えたときの筋横径の増加や維持が起こっている期間に、タン
パク質の合成機構に加えてタンパク質の分解に関わる応答が高進することも判明した。また、
これに加えて、本負荷運動モデルでは、運動負荷を行わず通常培養の筋管細胞や、動物の正常
モデルには見られない構造物が多数観察されることが、電子顕微鏡による観察に置いて判明し
た。これらの構造は、おそらくオートファゴソーム及びオートリソソーム像ではないかと推察
している。 
そこで、動物の正常モデルと同じような筋の日常活動を模擬していると考えられるモデルを

作製するために、活動負荷時間・強度・頻度、脱負荷時間と萎縮や肥大との関係を検討した。
その結果、前述したパラメータの中で、特に活動負荷時間や強度を下げることにより、目的に
合った条件がおおむね作れるようになることが示唆された。特に刺激強度に関する条件の調節
や運動負荷を行う時間と運動負荷を行わない時間との調整が重要であることが判明した。 
一方、電子顕微鏡で動物の正常モデルには見られない構造物が多数観察される強度の筋収縮

活動を行わせ、それをやめた直後から数時間の収縮停止期間には、タンパク質の分解と同時に
筋構成蛋白質の合成を促進させる機構が活性化することが判明した。このことから、本モデル
が、高負荷トレーニングにおける過負荷時の回復のメカニズムを明らかにするためのモデルと
して、さらには高強度トレーニング後の効果的休息期間の検証や、その休息が及ぼす役割を新
たに明らかにする必要があり、そのモデルとしても有効となる可能性が示唆された。 
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