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研究成果の概要（和文）：筋性拘縮の主病態である線維化の発生には筋核のアポトーシスが関与するが，その上
流のメカニズムは明らかにできていなかった．一方，アポトーシスの発生にはミトコンドリア融合因子である
mfn-1の発現低下と分裂因子であるdrp-1の発現亢進に伴うミトコンドリアDNAの減少とこれを契機としたミトコ
ンドリア膜電位の低下が関与するとされている．つまり，不動化した骨格筋でも同様の変化を発端として筋核の
アポトーシスが生じると仮説できることから，本研究ではこの点を検証した．結果，不動化した骨格筋では仮説
と同様の変化が確認され，これが筋核のアポトーシスを誘導し，線維化，ひいては筋性拘縮の発生につながった
と推察される．

研究成果の概要（英文）：Our laboratory clarified that myonuclear apoptosis was related to the 
development of muscle fibrosis, which was the main lesion of muscle contracture. However, the 
upstream of this mechanism was unclarified. whereas, previous research indicated that mitochondrial 
dysfunction has affected the incidence of apoptosis. Also, the reduction of mitochondria DNA through
 the downregulation of mitofusin (mfn)-1 expression and the upregulation of dynamin-related protein 
(drp)-1 expression was associated with the decrease in mitochondrial membrane potential, these 
alterations induced apoptosis via mitochondrial dysfunction. Accordingly, we hypothesize similar 
alterations trigger myonuclear apoptosis in immobilized skeletal muscle, examined the above 
hypothesis in this study. As a result, we confirmed the alterations similar to the hypothesis in the
 immobilized skeletal muscle. Namely, these changes induced myonuclear apoptosis and led to the 
development of muscle contracture via muscle fibrosis.

研究分野： 理学療法学

キーワード： 筋性拘縮　線維化　アポトーシス　ミトコンドリア　mfn-1　drp-1
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果とこれまでの自験例を照合した結果，不動状態に曝された骨格筋ではmfn-1の発現低下とdrp-1の発現
亢進に伴うミトコンドリアDNAの減少によってミトコンドリア膜電位が低下し，これらの変化が筋核のアポトー
シスを誘発することで線維化が生じることが明らかとなった．そして，この成果は筋性拘縮の発生メカニズムを
解明するための一助になるものであり，これを応用すれば生物学的なエビデンスに裏打ちされた筋性拘縮に対す
る理学療法学的戦略の開発につながると考えられる．

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 本邦では超高齢社会の到来により重篤な拘縮を抱えた障害高齢者は増加の一途を辿っている．
そのため，効果的な治療戦略の開発のためにも拘縮の発生機序の解明は喫緊の課題といえ，研究
代表者らは拘縮の発生初期段階の責任病巣の中心である骨格筋に着目し，筋性拘縮の発生機序
の探索を進めてきた．その結果，骨格筋は 1，2 週という短期の不動に曝すだけで伸張性が低下
し，その主因は骨格筋内におけるコラーゲンの増生，すなわち線維化の発生が関与すること，ま
た，その発生機序の分子メカニズムにはマクロファージの集積を介した interleukin-
1β/transforming growth factor-β1 シグナリングの賦活化が関与することを明らかにしてきた．
そして，不動化した骨格筋におけるマクロファージの集積はアポトーシスによる筋核の減少を
契機としており，線維化のみならず，同時に筋線維萎縮を惹起することが最近明らかとなった．
つまり，これまでの結果から筋性拘縮の発生機序に関わる分子メカニズムの上流においては，筋
核のアポトーシスが最も重要な事象であると予測している．しかし，骨格筋の不動によって惹起
される筋核のアポトーシスの詳細なメカニズムは不明であり，この点を明らかにすることは筋
性拘縮の発生機序の解明にもつながることから極めて重要な課題といえる． 
 
２．研究の目的 
 所属研究室の先行研究では，不動化した骨格筋にミトコンドリアの機能不全を示唆する所見
が認められている．そして，他臓器におけるミトコンドリアの機能不全を検討した先行研究では，
ミトコンドリア融合因子である mitofusin（mfn）-1 の発現低下と分裂因子の dynamin related 
protein（drp）-1 の発現亢進によってミトコンドリア DNA が減少し，これらの変化がミトコン
ドリア膜電位の低下を誘導することでアポトーシスを促進すると報告されている．したがって，
骨格筋を不動状態に曝すとミトコンドリアの機能不全によって筋核のアポトーシスが惹起され，
これを契機にマクロファージの集積と線維化関連分子の賦活化が生じると仮説できるが，この
ことを立証した報告は国内外を含め皆無である．そこで，本研究課題では不動化した骨格筋内の
ミトコンドリアの恒常性を検索し，これまでの自験例の結果と照合を行い，筋性拘縮の発生機序
に関わる詳細な分子メカニズムを解明することを目的とした． 
 
３．研究の方法 
 実験動物には 8 週齢の Wistar 系雄性ラット 20 匹を使用し，これらを無処置の対照群（n = 
10）と両側足関節を最大底屈位とした状態（ヒラメ筋は弛緩位）でギプス包帯を用いて不動化す
る不動群（n = 10）に分けた．なお，不動群の不動期間は 1，2 週間（各 5 匹）に設定し，対照
群は各不動期間のラットと週齢を合わせるために 9，10 週齢（各 5 匹）まで通常飼育した．そ
して，各実験期間終了後は両側ヒラメ筋を採取し，右側試料から凍結横断切片を作製した．凍結
横断切片の一部には nicotinamide adenine dinucleotide hydrate-tetrazolium reductase 
(NADH-TR)染色ならびに succinate dehydrogenase(SDH)染色を施し，筋線維タイプ別の筋線
維横断面積と単位面積当たりの optical density を計測した．また，一部には JC-1 染色を施し，
ミトコンドリア膜電位を可視化した．さらに，左側試料の一部は JC-1 assay に供し，polymer
の蛍光強度を monomer の蛍光強度で除すことで fluorescence intensity ratio を求め，ミトコン
ドリア膜電位の変化を検索した．加えて，左側試料の一部は PCR 法あるいは real time RT-PCR
法に供し，ミトコンドリア DNA 発現量，mfn-1 および drp-1 mRNA 発現量を定量した． 
 
４．研究成果 
（1）ミトコンドリア DNA ならびにミトコンドリア融合・分裂因子 
 不動群のミトコンドリア DNA ならびに mfn-1 の mRNA 発現量はいずれの不動期間とも対照
群と比較して有意に低値を示した．また，不動群のミトコンドリア DNA ならびに mfn-1 の
mRNA 発現量はいずれの不動期間とも対照群と比較して有意に高値を示した（図 1）． 

 図 1 不動に伴うミトコンドリア DNA，mfn-1，drp-1の変化 



（2）ミトコンドリアの恒常性 
NADH-TR 染色像ならびに SDH 染色像を検鏡した結果，不動 1，2 週のラットヒラメ筋では

タイプⅠ・Ⅱ線維の染色性が低下していた．また，各染色像における不動群のタイプⅠ・Ⅱ線維
の筋線維横断面積はいずれの不動期間とも対照群と比較して有意に低値を示し，タイプⅠ線維
のみ不動 2 週が不動 1 週よりも有意に高値を示した．また，各染色像における不動群の単位面
積当たりの optical density はいずれの筋線維タイプとも不動 1，2 週で対照群より有意に低値を
示した（図 2-A，B）． 

A）NADH-TR 染色像に対する検索 

B）SDH 染色像に対する検索 

 
 
 
 
 
（3）ミトコンドリア膜電位 
① JC-1 染色像 

JC-1 染色像を検鏡した結果，対照群ではミトコンドリア膜電位が正常な場合に発色する
polymer が濃染しており，不動 1，2 週では polymer の染色性が低下していた．一方，対照群で
はミトコンドリア膜電位が低下した場合に発色する monomer の染色性が低かったが，不動 1，
2 週では monomer が強く発色していた（図 3-A）．  
② JC-1 assay 
 不動群の fluorescence intensity ratio はいずれの不動期間とも対照群と比較して有意に低値
を示した（図 3-B）． 
 

図 2 不動に伴うミトコンドリアの恒常性の変化 
（A）は NADH-TR 染色像，（B）は SDH 染色像の検索結果を示す．なお，いずれの染色像とも淡染し
ている筋線維がタイプⅠ線維，濃染している筋線維がタイプⅡ線維を示す． 



A）JC-1 染色像    B）JC-1 assay 

 

 
（4）研究成果に対する考察 
 以上の結果から，不動状態に曝された骨格筋では mfn-1 の発現低下と drp-1 の発現亢進によ
ってミトコンドリア DNA が減少し，ミトコンドリア膜電位が低下することが明らかとなった．
そして，このような変化によって骨格筋におけるミトコンドリアの機能不全が惹起され，筋核の
アポトーシスが誘導されることでマクロファージの集積と線維化関連分子の賦活化が引き起こ
され，線維化，ひいては筋性拘縮の発生につながったと推察された． 

図 3 不動に伴うミトコンドリア膜電位の変化 
（A）は JC-1 染色像，（B）は JC-1 assayの検索結果を示す．なお，JC-1 染色像で淡染している筋線
維がタイプⅠ線維，濃染している筋線維がタイプⅡ線維を示す． 
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