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研究成果の概要（和文）：　ベータ2作動薬投与や運動によって骨格筋内のベータ2アドレナリン受容体を介してシグナ
ル伝達が亢進することによって骨格筋の可塑性が変動することを1年目に見出した。
　2年目では、ギプス固定によってラットの下肢骨格筋が萎縮した際にベータ2作動薬のクレンブテロール（CLE)を投与
した際に萎縮が軽減されるか否かを組織化学的に検討した。その結果、ラットの関節固定は速筋の長指伸筋の重量とII
型線維の横断面積を低下させてその筋重量を萎縮させた。この筋萎縮はCLE投与により主にII型線維の萎縮の抑制によ
り軽減されることを実証した。このような現象は遅筋のヒラメ筋では認められないことから、速筋と遅筋で異なってい
た。

研究成果の概要（英文）：We investigated whether daily administration of clenbuterol(CLE;1mg/kg BW per day)
 prevented casted-immobilization(IMM)-induced atrophy of skeleta muscle fibers. Adult male Sprague-Dawley 
rats were assigned to control(CON), CLE, IMM, and IMM+CLE groups, and were maintained for 9 days. The exte
nsor digitorum longus(EDL) and soleus(SOL) muscles were isolated and analyzed histochemically after ATPase
 staining. EDL and SOL muscle weights in the IMM group were lower than those in the CON group. Quantitativ
e analysis of cross-sectional areas revealed that EDL muscle atrophy was limited to type II fibers; SOL mu
scle atrophy involved type I and type II fibers. In the IMM+CLE group, IMM-induced muscle atrophy was atte
nuated in the EDL, but not in the SOL muscle. Moreover, the attenuating effect of CLE was observed in type
 II fibers. These results suggest that CLE attenuated IMM-induced atrophy of type II fibers in the fast-tw
itch EDL muscle but not in the slow-twitch SOL muscle. 
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１． 研究開始当初の背景 
 

 骨格筋の βadrenergic receptorβR) シ

グナル伝達系は骨格筋の可塑性や代謝など

において重要な機能的役割を担っている。最

近の研究によると、β2作動薬であり、しか

もドーピング薬物の clenbuterol (CLE) は骨

格筋の肥大を惹起し、筋線維組成の変換およ

び骨格筋内の代謝関連酵素活性の誘導を惹

起することが知られている。   

一般に、身体運動は骨格筋のタンパク質合

成速度を高め、筋線維組成を変化させると共

に、ミトコンドリアの代謝回転を高めること

はよく知られている。このような身体運動を

介した骨格筋の応答には β2R が少なくと

も一部関わっているものと推定されている。

しかし、骨格筋における β2R のシグナル伝

達系の応答については明確にされていない

点が多い。この骨格筋内の β2R のシグナル

伝達系の応答を明確にすることは、サルコぺ

ニア（Sarcopenia），除神経（denervation）お

よび各種神経筋疾患のような骨格筋の萎縮

やその活動の低下に対する防止のために不

可欠である。 

一般に、骨格筋内の β2R シグナル伝達系

の経路は、Gs および Gi のシグナル経路が

共役していることが知られている。このうち、

Gs-adenyl cyclase (AC) - cyclic adenosine 

monophosphate (cAMP) 経路が β2R シグ

ナル伝達としてよくしらべられている。例え

ば、cAMP の誘導によってリン酸化された

protein kinase  (PKA) は cAMP 応応性エレ

メントタンパク質（CREB）を活性化させ

る。この CREB は核転写因子でもあり、

広く細胞の増殖や分化に関わっている。 

一方、Gi に共役している β2R は、AC

活性の阻害に加え、Gs-に依存しない経路、

例えば、細胞誘導因子を活性化するリン酸化

酵 素 （ (mitogen-activated protein kinase: 

MAPK）や phosphoinositol 3-kinase (PI3K) 

-Akt シグナル経路を活性化することが知ら

れている。 

また、MAPK ファミリー（extracellular 

signal-regulated kinase 1/2: WRK1/2, c-Jun 

N-terminal kinase: JNK, p38 MAPK) は細胞

の成長、分化および適応などに広く関わって

いることが知られている。特に、骨格筋内の

p38 MAPK は、筋の分化にとって不可欠で

あり、グルコースの代謝やエネルギー消費に

対して重要な機能的役割を担っている。さら

に、PI3K-Akt シグナル経路もまたタンパク

質合成、遺伝子の転写、細胞増殖および細胞

の生存において重要な役割を担っている。 

 一般に、骨格筋線維はミオシン重鎖のアイ

ソフォームの代謝特性および収縮特性に基

づいて収縮速度の遅い I 型（遅筋）と収縮速

度の高い II 型（速筋）に分類されている。 

従来、私達は、CLE をラットに 10 日間投

与した場合、あるいは 10 日間ラットの下肢

を関節固定した後に解除した際の下肢骨格

筋内の2-AR mRNA 発現量が大きく変動し、

その変動は筋線維ごとに明らかに異なるこ

とを報告してきた。 

これらの知見を基にして、本研究では、実

験動物としてラットまたはマウスに CLE を

投与した場合、あるいは運動を負荷したとき、

下肢骨格筋の細胞内のシグナル伝達経路が

筋線維ごとに異なる可能性があるのではな

いかと推定した。 

  

 



２． 研究の目的 

 

そこで本研究では、この仮説を検証するた

め、骨格筋の容積の変化と β2-AR を介した骨

格筋内のシグナル伝達との関連を明らかに

するため、ラットまたはマウスに CLE を投

与した場合、トレッドミル上で走行させた場

合に、骨格筋内の p38 MAPK や Akt のリン

酸化レベルが収縮速度の速い骨格筋【＝長指

伸筋（Extensor digitorum longs：EDL）速

筋】と遅い骨格筋【＝ヒラメ筋 (Soleus: SOL) 

遅筋】）との間でどのように応答するかを比

較・検討した。 

 

 

 

３． 研究の方法 

 

◆1年目の研究 

実験動物：約 10 週齢の C57BL/6J 雄性マウス 

実 験 法：＜第一実験＞：マウスの腹腔内に

CLE を 1mg/kg 体重投与し、1 時間、4 時間、

24 時間後に各種骨格筋を摘出・秤量したのち、

分析するまで試料を冷凍・保存した。＜第二

実験＞：マウスに回転籠で自発運動を 6週間

実施した。 

下 肢 筋：EDL（長指伸）筋および SOL（ヒラ

メ）筋 

各種遺伝子発現量の測定・解析 

各種 mRNA 発現量：①逆転写ポリマラーゼ連

鎖法（RT-PCR 法）；②各種タンパク質発現量：

Western-blot 法 

 

◆2 年目の研究 

実験動物：約 8 週齢の Sprague Dawley 系雄

性ラット 

実 験 法：ラットを対照群、ギプス固定群、

CLE 投与（dose=1mg/kg 体重）群、ギプス固

定と CLE投与の併用群に分けて 9日間飼育し

た。 

下 肢 筋：EDL（長指伸）筋および SOL（ヒラ

メ）筋 

筋線維の分類：EDL 筋と SOL 筋の筋腹部より

連続凍結切片を作成し、ATPase 染色による組

織学的分析を実施し、常法にしたがって筋線

維型に分類した。 

 

 

 

４． 研究結果 

 

◆1 年目の主な結果： 

CLE 投与および急性運動後に MAPK や

Akt のリン酸化の発現レベルが遅筋・SOL 筋

で著明に高まり、速筋・EDL で変化がみられ

なかった。具体的には、CLE 投与後 1 時間

および 4 時間における骨格筋内の p38 

MAPK のリン酸化の発現レベルは、SOL 筋

では対照群に比べてそれぞれ 6.8 倍および

5.6 倍有意に高かった。それに対し、EDL

筋では SOL 筋で得られた現象は認められ

ず、速筋と遅筋とで異なった応答が認めら

れた。 

一方、運動後 1 時間における骨格筋内の

p38 MAPK のリン酸化の発現レベルは、

SOL 筋では対照群より約 3.0 倍有意に高か

った。しかし、この現象は EDL 筋では認め

られなかった。 

つぎに、骨格筋内の Akt のリン酸化の発現

レベルに及ぼす CLE 投与と運動後の影響を



しらべた。その結果、SOL 筋の Akt のリン

酸化の発現レベルは、CLE 投与後 1 時間と 4

時間でそれぞれ対照群の 4.6 倍と 3.4 倍有意

に高かった。それに対し、EDL 筋ではこのよ

うな現象がみられなかった。 

また、骨格筋内の Akt のリン酸化の発現レ

ベルは、CLE 投与および運動のニ条件ともに

SOL 筋と EDL 筋ともに変動が認められなか

った。 

以上の結果より、マウスに CLE 投与や運動

を付加した際の骨格筋内の2-AR シグナル

伝達系の応答特性が明らかに認められた。し

たがって、骨格筋内の p38 MAPK や Akt 経路

の発現レベルはCLE投与や身体運動に対して

明らかに応答する。特にその応答は収縮速度

の遅いヒラメ（SOL）筋において顕著であり、

収縮速度の高い長指伸（EDL）筋ではその影

響がみられないことから、このような条件に

対する応答には筋線維の種類に依存するこ

とが強く示唆された。 

 

◆2 年目の主な結果： 

2 年目はラットの下肢骨格筋を関節固定法

で萎縮させた際に骨格筋の萎縮が CLE 投与

で実際に軽減されるか、もし軽減されるとす

れば速筋または遅筋のⅠ型線維または II 型

線維の各横断面積が変動するか否かを明確

にする為、組織化学的な手法を用いて比較・

検討した。 

その結果、ラットの関節固定は速筋の EDL

筋の重量と II 型線維の横断面積を低下させ

て筋萎縮を惹起した。この速筋・EDL 筋の萎

縮は CLE 投与により主として II 型筋線維の

萎縮の抑制によって明らかに軽減されたが、

遅筋・SOL 筋では認められなかった。 

これらの結果より、CLE 投与によってラッ

トの速筋・EDL 筋の II 型線維の萎縮を特異

的に軽減させるが、遅筋・SOL 筋ではこのよ

うな現象がみられないことが強く示唆され

た。 
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