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研究成果の概要（和文）：本研究は、若年期における運動不足がその後の筋萎縮の生じやすさに影響を与えると
の仮説について検討した。若年期の運動不足は、安静時エネルギー代謝や筋重量に有意な変化を与えなかった
が、その後に生じる筋萎縮を有意に亢進させた。その背景には、運動不足によって生じるヒストン脱アセチル化
酵素4（HDAC4）や下流の遺伝子発現が関与している可能性がある。さらに若齢および高齢ラットに同様の不活動
刺激を与えた結果、高齢ラットではHDAC4や下流のGadd45αの顕著な活性化が認められた。以上のことから、
HDAC4をターゲットとした対抗策が、若年期の運動不足や加齢による筋萎縮の抑制には有効である可能性が示唆
される。

研究成果の概要（英文）：This study investigated the hypothesis that physical inactivity in 
adolescents affects subsequent hindlimb unloading-induced muscle atrophy in rat soleus muscle. 
Long-term physical inactivity in adolescents did not alter the metabolic and physiological 
characteristics of growing rats. However, the decline in the soleus muscle weight induced by 7 days 
of hindlimb unloading was drastic in the physically inactive group. This may be due to the physical 
inactivity-induced upregulation of histone deacetylase 4 (HDAC4) and downstream gene expression. 
Furthermore, we also investigated age-related differences in the activation of the HDAC4/Gadd45α 
pathway following hindlimb unloading. We found that levels of HDAC4 and Gadd45αprotein and mRNA 
were significantly increased in the old age group. These data suggest that countermeasures targeting
 HDAC4 may be effective in suppressing muscle atrophy due to physical inactivity and aging.

研究分野：運動生理学

キーワード： 骨格筋萎縮　ヒストン脱アセチル化酵素　サルコペニア　ヒストン修飾
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年，ヒトの疾患を引き起こす原因として，遺伝的な異常のみならず，環境的な因子によるエピジェネティクス
の異常が注目されており，特に若年期の生育環境や栄養はその後の肥満症や生活習慣病の罹患リスクに多大な影
響を与える可能性が示されつつある。若年期の運動不足は，その後の筋の不適応，すなわち筋萎縮の生じやすさ
に悪影響を与えるという本研究の成果は、若年期における運動不足のリスクを示唆するものである。このような
分子機序の解明は、運動不足に関連した多くの多因子疾患の進行に歯止めをかけるための第一歩となり，多因子
疾患に対する新たな医学的アプローチ，運動効果模倣薬の開発などあらゆる分野への貢献が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
子どもの体力・運動能力の低下はここ 10 年間で回復の兆しが見られるが、昭和 60 年頃と比
較すると未だ低い水準が続いている。また、運動する子どもとしない子どもの二極化の傾向が指
摘されており、運動不足は中高齢者における生活習慣病や加齢性筋肉減弱症（サルコペニア）の
進行と密接な関係があることから、この問題の解決は急務であると考えられる。 
ところで、骨格筋は非常に可塑性に富んだ組織であるため、運動などにより筋に負荷をかけるこ
とで、それに応じて筋サイズの増大や筋力、代謝能力の向上が認められるが、運動不足による筋
の不使用は、骨格筋に萎縮を招来させる。したがって、生涯に渡って健康を維持するためには、
運動刺激に対して筋を適応させ、その形態や機能を維持・向上させることが重要である。 
トレーニングによって得られた効果は、その中止によって容易に失われるが、再びトレーニング
を開始すると速やかな応答が認められる。実際、若年女性における 30週間の脱トレーニングは、
過去 20週間のレジスタンストレーニングによって増加した筋力や筋線維横断面積を低下させる
が、再びトレーニングを行うと僅か 6週間で同様の効果が得られる。このことから、骨格筋には
適応する過程で運動刺激やトレーニング効果を何らかの形で筋内に記憶し、再び刺激が与えら
れた際に速やかに適応する仕組みが備わっていると考えられる。 
近年、筋が運動刺激を記憶するメカニズムとして、生育環境や栄養などの環境要因によって

DNA 配列の変化を伴わない後天的なゲノム修飾（DNA のメチル化やヒストンのアセチル化な
ど）によるエピジェネティクスな制御機構が注目されている。これまで、若年期における過剰な
エネルギーの摂取は成人期の肥満症や生活習慣病の罹患率を高めることが指摘されている。 
したがって、若年期における運動刺激・不活動刺激は、DNA配列の変化を伴わない遺伝子情報
として筋に記憶され、その後の筋の適応、すなわちトレーニング効果の獲得や筋肥大・筋萎縮の
生じやすさに多大な影響を与える可能性が高いと考えられる。しかし、若年期の運動の有無がエ
ピジェネティックな遺伝子発現制御機構を介して骨格筋に記憶されているかは明らかにされて
いない。そこで、若年期の運動経験が、筋内のエピジェネティクスな制御機構を介してどのよう
に記憶（マッスルメモリー）され、その後の筋の適応を調節する因子として重要な役割を果すの
か否かを明らかにする必要がある。 
 
２．研究の目的 
本研究は、若年期における運動刺激や不活動刺激が DNA 配列の変化を伴わない遺伝子情報と
して筋に記憶され、その後の筋の適応、すなわちトレーニング効果の獲得や筋萎縮の生じやすさ
に影響を与えるとの仮説を設定し、ヒストン修飾によるエピジェネティックな遺伝子発現制御
機構から明らかにすることを目的とした。具体的には、 
 
（1）若年期の運動不足が筋萎縮に関連した遺伝子発現パターンに与える影響を検討し、その後
に生じる筋萎縮に与える影響を検討した。 
 
（2）加齢による筋萎縮過程におけるヒストン修飾や遺伝子発現パターンに与える影響について
検討した。 
 
（3）不活動による筋萎縮過程におけるヒストン脱アセチル化酵素（Histone Deacetylase; HDAC）
4 の阻害が筋萎縮に関連した遺伝子発現パターンに与える影響について検討した。 
 
３．研究の方法 
（1）研究課題 1 
若年期の運動不足がその後に招来する筋萎縮に与える影響について明らかにするために以下
の検証を行った。 
① 実験動物および実験デザイン 
3 週齢の Wistar 系雄性ラットを対照群（6匹）および運動不足群（8匹）に分け、8週間の活
動制限後の安静時における代謝的な変化や筋表現型の変化について検討した。また、その後に
1,3,7 日間の尾部懸垂（各 7匹）により不活動刺激を与えることにより、筋の適応に関わる細胞
内シグナル伝達物質や遺伝子発現にどのような変化が生じるかについても検討した。 
 
② 運動不足刺激 
若年期における運動不足を模擬するために、ラットを床面積が通常の半分程度の狭いケージ
内で飼育しラットの行動範囲を制限し、その際、飼育ケージ内におけるラットの活動量を自発運
動量測定システム(スーパーメックス、室町機械株式会社)により測定した。 
 
③ 筋萎縮の誘導 
筋萎縮は、尾部懸垂モデルを用い、ラットの尾部を釣り上げることにより後肢に負荷がかから
ないようにすることで誘導した。尾部懸垂開始前、開始 1日後、3日後または７日後に抗重力筋



であるヒラメ筋を摘出した。なお、この方法により 30～40％程度のヒラメ筋の萎縮が認められ
ることが知られている。 
 
④ 筋表現型の分析 
尾部懸垂期間終了後、全ての群のラットからヒラメ筋を摘出し、筋重量を測定した。 
 
⑤ 遺伝子・タンパク発現解析 
長期間の運動不足が筋萎縮に関連した遺伝子発現に与える影響を明らかにするため、筋萎縮
特異的に働く遺伝子発現について検討する。具体的には、筋サンプルから総 RNA を抽出し、
Atrogin1 や MuRF1 ならびに Gadd45αなどの筋萎縮に関わる指標の mRNA 発現量を、定量的リア
ルタイム（RT）-PCR 法により分析した。また、申請者が確立させた分画抽出法により骨格筋組
織から核タンパク質を抽出し、ヒストン脱アセチル化酵素である HDAC4 などのタンパク質発現
量を分析した。 
 
⑥ ヒストン修飾解析 
ヒストン修飾に関わる因子の分析には、申請者が確立させた分画抽出法を用い、骨格筋組織か
ら核タンパク質を抽出し、HDAC4 のタンパク質発現量を分析した。また、特異的なヒストン修飾
抗体を用い、ウェスタンブロット法によりグローバルなレベルでのヒストン修飾の変化につい
て分析することで、半定量的にヒストン修飾状態を評価した。 
 
（2）研究課題 2 
加齢による筋萎縮過程には、ヒストン修飾（アセチル化やメチル化）による遺伝子制御機構が
関与しているとの仮説について検証した。 
 
① 実験動物および実験デザイン 
加齢による骨格筋萎縮モデルとして、若齢（3 ヶ月齢）、成熟（6 ヶ月齢）、中齢（12 ヶ月齢）
および高齢（24 ヶ月齢）の Wistar 系雄性ラットを用いた（各群 n=7）を用いた。12時間の絶食
後、麻酔下で腓腹筋を摘出した。 
 また、若齢（3ヶ月齢）および高齢（24ヶ月齢）の Wistar 系雄性ラットを用い、対照群およ
び運動群に分けた（各群 n=6）。一過性の運動直後に 7日間の尾部懸垂を行った。 
 
② 運動刺激 
一過性の運動刺激は、傾斜角度 0°の動物用トレッドミルを用いて、走速度（20 m/分）・走行
時間（15 分間）の中等度の走運動を実施した。 
 
③ サンプリング 
一過性の運動直後（尾部懸垂開始前）および尾部懸垂開始 7日後に、麻酔下でヒラメ筋を摘出
した。 
 
（3）研究課題 3 
① 実験動物および実験デザイン 
17 週齢の雄性 C57BL/6J マウス 22匹を用い、プラセボ群および HDAC4 阻害剤投与群に分け、3
および 7日間のギプス固定（各群それぞれ n=5 および 6）を行った。 
 
② ギプス固定 
全てのマウスには麻酔下で片脚の下肢を足関節底屈位にし、キャスティングテープ
（ScotchcastTM Plus-J, 3M Health Care）を用いて足関節 30°屈曲位、膝関節 75°屈曲位にな
るよう固定処置を行った。固定処置後は、１ケージにつき 1匹ずつ安静飼育した。 
 
③ HDAC4 阻害剤投与 
阻害剤投与群には、麻酔下で固定を開始する当日から 10 時および 22 時の計 2 回、生理食塩
水で希釈した HDAC4 阻害剤（LMK235、体重 1kg あたり 10-15 mg）を経口投与した。 
 
④ サンプリング 
ギプス固定 3および 7日後に、麻酔下で下肢骨格筋（ヒラメ筋、足底筋および腓腹筋）および
大腿四頭筋を摘出した。対照群には同時刻に生理食塩水のみを投与し、投与群と同様に片脚を固
定した後、骨格筋サンプルを採集した（それぞれ n=5 および 6）。 
 
４．研究成果 
（1）研究課題 1 
若年期の運動不足は安静時エネルギー代謝（酸素摂取量や呼吸商など）や組織重量、骨強度な
らびに血液性状に影響を与えなかったが、下肢骨格筋重量や核内におけるヒストン修飾状態に
有意な変化を与えた。 



また、その後の 7日間の尾部懸垂によってヒラメ筋の筋重量の低下は、運動不足群において顕
著であり、運動不足による筋萎縮の亢進が認められた。酸化ストレスの指標である 4-ヒドロキ
シノネナール結合タンパク質発現、HDAC4 および NF-κB p65 タンパク質発現レベルには運動不
足×筋萎縮の有意な交互作用 (p<0.01) が観察された。運動不足群の HDAC4 および NF-κB p65
タンパク質レベルは、対照群と比較して尾部懸垂 1日後に有意に増加し、下流の標的 Myogenin
および MuRF1 の mRNA レベルにも有意な増加が認められた。加えて、ユビキチン化タンパク質レ
ベルは、長期間の運動不足によって有意にその程度は亢進した (p<0.05)。 
 
（2）研究課題 2 
ラットの体重は加齢に伴い有意な増加が認められたが、同時に加齢に伴う相対筋重量の有意
な低下、すなわちサルコペニアが確認された（6ヶ月齢；+0.8%, 12 ヶ月齢；-11.4%, 24 ヶ月齢；
-21.1% vs 3 ヶ月齢, p<0.05）。腓腹筋より核タンパク質を抽出し、サルコペニアに関わるヒス
トン修飾を検討するためにウェスタンブロットによる分析を行った結果、アセチル化ヒストン
H3 発現量には、加齢に伴う有意な低下が認められた。また、転写活性に関わるリジン残基 9(K9ac)
および 27(K27ac)のアセチル化は加齢に伴い有意に低下し、転写抑制に関与するリジン残基 9の
トリメチル化(K9me3)は、加齢に伴い低下した。以上のことから、サルコペニアの進行には加齢
に伴うヒストン修飾の変化による転写活性制御が関与している可能性がある。 
さらに、運動不足によってその後の筋萎縮が亢進するメカニズムの一旦として、ヒストン脱ア
セチル化酵素 4の顕著な増加が関与している可能性があること示したが、若齢（3ヶ月齢）およ
び高齢（24 ヶ月齢）の Wistar 系雄性ラットに同様の不活動刺激を与えた結果、高齢（24 ヶ月
齢）ラットでは、HDAC4 および下流の Gadd45αのより顕著な活性化が認められた。また、筋萎縮
前の一過性の運動刺激は、高齢（24 ヶ月齢）ラットにおいて、HDAC4 および下流の Gadd45αの
活性化を抑制する対抗策となり得ることを見出した。これらのことから、HDAC4/Gadd45α経路を
ターゲットとした対抗策が、若年期の運動を基盤とした中年期および加齢による筋萎縮の抑制
には有効である可能性が示唆される。 
 
（3）研究課題 3 
ヒストン脱アセチル化酵素 4の阻害が筋萎縮の程度に与える影響についても検討を行った。7
日間のギプス固定によりヒラメ筋、足底筋、腓腹筋、大腿四頭筋の相対筋重量はそれぞれ 28.3%、
10.7%、9.1%、17.8%減少した。一方、足底筋および腓腹筋では有意な変化は認められなかったも
のの、HDAC4 阻害剤を投与した群においてはヒラメ筋および大腿四頭筋の低下が軽減された（―
-20.1%および-10.3%、p＜0.05）。特に、大腿四頭筋では 7日後の相対筋重量には有意な交互作用
が認められたため（p=0.0286）、核タンパク質を抽出し、筋萎縮に関連した遺伝子発現を調節し
ているとされる HDAC4 発現量の分析を行った。その結果、対照群ではギプス固定 3日後に核内に
おける HDAC4 発現量が 2 倍程度増加したが、HDAC4 阻害剤投与群では有意に低値を示した。ま
た、7 日後において核内の HDAC4 発現量には HDAC4 投与の単純主効果が認められ（p=0.0010）、
HDAC4 阻害剤投与群の HDAC4 の核内における蓄積は対照群よりも有意に低値を示した。我々は前
年度までに萎縮筋の核内において、HDAC4 発現量の増加が認められることを明らかにしてきたが、
本研究により HDAC4 阻害剤の投与が核内における HDAC4 発現量の蓄積を抑え、ギプス固定に誘
発される筋萎縮の軽減に効果的であることを初めて明らかにすることができた。今後は HDAC4 の
核内蓄積が抑えられることにより、どのようなターゲット遺伝子が動いているかを明らかにす
ることで、ヒトの骨格筋萎縮を調節する新たな分子ターゲットの同定目指す。 
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