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研究成果の概要（和文）：筋萎縮に対する筋力増強運動の回復促進効果のメカニズムを、筋線維核数の増加という現象
に焦点を置き検証した。まず筋力増強運動による筋萎縮からの回復促進モデルマウスにおいて新生核が出現し、筋線維
核数が増加することを確認した。次にその新生核の出現、筋線維核数の増加に筋衛星細胞の増殖、分化、融合といった
現象が関与しているかどうかを免疫組織化学的に検証した。その結果、筋力増強運動による筋萎縮からの回復促進過程
の初期に筋衛星細胞から分化したと考えられる新生核の出現が確認できた。筋力増強運動による筋萎縮からの回復促進
効果には、筋衛星細胞から分化した細胞の融合により筋線維核が増加することが重要であると考える。

研究成果の概要（英文）：To know the cellular mechanism of exercise-dependent facilitating recovery of 
atrophied muscle, I examined the effects of exercise on the number of nuclei of individual myofibers in 
atrophied and normal muscles. Results, the exercise promoted recovery of atrophied myofiber CSA, and the 
number of newly generated myonuclei increses. And proliferation, differentiation and fusion of myogenic 
satellite cells were observed, suggesting that the activation of myogenic satellite cells induced by 
exercise effectively facilitate the recovery of size of myofibers from the muscle atrophy.

研究分野： 総合領域

キーワード： リハビリテーション科学　運動療法学　動物　細胞生物学　骨・筋肉
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１．研究開始当初の背景 
 
骨格筋は可塑性に富んだ組織であり、過負

荷により肥大し、負荷の減少により萎縮する。
例えば、ラットのヒラメ筋は尾部懸垂などに
より負荷が減少すると2週間で約半分の大き
さになる。また、尾部懸垂による筋萎縮ラッ
トにトレッドミル走などの運動を行い負荷
を与えると、大きさの回復が早まることが報
告されている。リハビリテーション医療の場
で求められる筋萎縮の回復期間の短縮に、筋
活動の増加が有用であると考えられる。しか
し、筋萎縮からの回復促進を目的とした筋力
増強運動の効果メカニズムや有効な強度に
ついては不明な点が多い。 
これまでに、萎縮筋をもったマウスに対して
高強度の筋力増強運動として立ち上がり運
動を行わせる研究を行ってきた。その結果、
運動が筋線維の太さの回復促進に有効なこ
と、この変化が健常筋肥大の変化よりも早く
起こることを明らかにしてきた。さらには回
復した筋線維に含まれる筋線維核の数が大
幅に増加することを明らかにした。この結果
から、筋力増強運動による萎縮筋の回復促進
に筋線維核数の増加が重要な鍵を握ってい
ると考える。 
筋力増強運動により起こる正常な筋の

個々の筋線維の肥大のメカニズムは一部が
明らかになってきている。筋線維内の 1つの
核が転写、翻訳をする領域は限られているた
め、1 本の筋線維の大きさとそこに含まれる
筋線維核数とには正の相関があるといわれ
ている。一般に哺乳類では、最終分化した筋
線維核は分裂しないといわれており、筋線維
あたりの筋線維核数が増加するためには、筋
芽細胞が新たに融合する必要がある。実際に、
筋線維の肥大が起こるときには、増殖した筋
衛星細胞から分化した筋芽細胞が、既存の筋
線維に融合するという報告がある。これらの
ことから、筋萎縮からの回復促進過程におい
ても、未分化な細胞の筋線維への融合が起こ
っていると考えられる。しかし、正常な筋の
筋線維の肥大と我々の研究で明らかとなっ
た筋線維サイズの回復とでは要する期間が
異なり、両者には異なるメカニズムが存在し
ていると考えられる。実際に運動による萎縮
筋の回復促進時に筋線維核数が増加するタ
イミングは、正常な筋の肥大時よりも早いこ
とが示唆される結果を得ている。 
以上のことから、運動による筋萎縮からの

回復促進過程において、どのようなメカニズ
ムが働き効果が現れるのか、また、そこに未
分化な細胞や筋線維核数の増加がどのよう
に関与するか詳細に解明されていない。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、筋力増強運動によって起こる筋

萎縮からの回復促進過程において、筋線維核

数の大幅な増加に焦点を絞り、その時期や関
与する因子を明確にすることで、萎縮筋に対
する筋力増強運動の効果のメカニズムに迫
ることを目的とした。  
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 動物 
10週齢のICR雄性マウスを対象とした。マウ

スは、実験期間中、25℃に設定した室内で、
12時間毎の明暗サイクルで飼育し、餌や水を
自由に与えた。 
これらのマウスの後肢筋を萎縮させるため

に、Morey 法を用いて2週間の尾部懸垂法を施
した。尾部懸垂のための処置はisoflurane
（1.4%）吸入麻酔下で行った。尾部懸垂は舌
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開始した。なお、尾部
懸垂期間中でもマウスの前肢は接地しており、
ケージ内の移動、餌や水の摂取は自由に行え
た。これらのマウス萎縮筋の回復を促進させ
るため、尾部懸垂から解放後、筋力増強運動
を行わせた（SE 群、n = 24）。対照群には尾
部懸垂後運動を行わない群（non SE 群）、尾
部懸垂も運動も行わない正常な筋を持つ群
（CON 群）を作製した。まず、筋萎縮からの
回復促進が起こっているかどうかを確認する
ために、筋線維横断面積を指標に評価した。
また、筋線維核数の変化も確認した。次に、
未分化な細胞の活性化状況をみるために、一
定期間の細胞増殖を評価した。また、筋衛星
細胞の活性化、分化の関与を調べるために、
免疫組織化学的に組織切片を評価した。 
 
(2) 筋力増強運動 
筋力増強運動には、自発的な立ち上がり運

動を行わせた。立ち上がり運動は、マウスが
後肢のみで立ち上がり、前肢でケージ側面の
スイッチレバーを押す行為として設定し、オ
ペラント学習法により尾部懸垂前に学習さ
せた。尾部懸垂から解放後、学習した立ち上
がり運動を 1 セット 25 回、セット間を 4 時
間以上空けて 1日 2セット、毎日行った。立
ち上がり運動時のスイッチレバーの高さは、
マウスの足関節底屈筋に負荷がかかるよう
に、マウスがスイッチレバーに触れたときに
踵部がグリッドから離れる（大腿骨と下腿骨
がなす角度が約 80°、下腿骨と第 5中足骨が
なす角度が約 100°の肢位）高さに調節した。 
 
(3) 評価 
① 筋線維横断面積 
 すべての群のマウスから麻酔下でヒラメ
筋を採取した。採取したヒラメ筋から厚さ 8 
µmの凍結横断切片を作製した。切片は、筋腹
が最も太い領域から作製した。作製した凍結
横断切片は、haematoxylin -eosin（H-E）染
色を施し、顕微鏡下で観察、画像解析ソフト
に取り込んだ。取り込んだ画像から、1 つの



切片に含まれるすべての筋線維の横断面積
を測定した。 
 
② 筋線維核数 
①と同様に作製した厚さ 8 µm の凍結横断

切片に、筋線維細胞膜に局在する dystrophin
と核の二重染色を施した。切片は、4% 
paraformaldehyde にて 10 分間固定し、
phosphate buffered salin（PBS）で洗浄後、
3% bovine serum albumin（BSA）で一晩ブロ
ッキング処理を行った。PBS で洗浄後、1 次
抗 体 で あ る rabbit anti-dystrophin 
polyclonal antibody（1:400、Santa Cruz）
をのせ、37℃で 60分間インキュベートした。
洗浄後、2 次抗体である Alexa Flour® 568 
goat anti-rabbit IgG antibody（1:400、
Molecuar Probers ） と 4',6-diamidino 
-2-phenylindole（DAPI、1:10000、SIGMA）
をのせ、遮光した上、37℃で 45 分間インキ
ュベートした。これを蛍光顕微鏡で観察、画
像解析ソフト(Image J)に取り込んだ。取り
込んだ画像から、筋線維細胞膜の位置に観察
される dystrophin 染色像の内側に存在する
DAPI 陽性核（筋線維核）の数を測定した。 
 
③ 未分化な細胞の増殖 
 各群とも運動開始3日目にヒラメ筋を採取
した。筋採取の 48 時間前には 5-ethynyl-2′
-deoxyuridine（EdU）を投与し、その間に増
殖した核を標識した。採取したヒラメ筋の凍
結横断切片は 4% PFA にて 10分間固定、1% BSA
で洗浄し、10 mM Alexa Flour® 568 azide
（Invitrogen）1 µlに対し、1 mM copper(Ⅱ) 
sulfate、100 mM ascorbic acid、1% BSA を、
各々500 µl、200 µl、300 µlの割合で混合し
た液をのせ、遮光して、37℃で 60 分間イン
キュベートした。さらにこの切片に
dystrophin と核との多重染色を加え、EdU 陽
性である核数を測定した。 
 
④ 筋衛星細胞の活性化 
 筋衛星細胞の活性化や分化が起こってい
るかどうか確かめるため、運動開始 4日目の
ヒラメ筋横断切片に、静止期の筋衛星細胞の
指標である pax7、筋芽細胞や筋管細胞への分
化ステージの指標である MyoD、myogenin の
抗体を用いた免疫組織染色を施した。まず切
片を 4% PFA にて 10分間固定後、3％BSAin PBS
で一晩ブロッキング処理を行った。その後、
②と同様に 1次抗体、2次抗体でインキュベ
ートし、蛍光顕微鏡で観察した。一次抗体に
は、mouse anti-Pax7 antibody (1:250, 
Developmental Studies Hybridoma bank)と
rabbit anti-MyoD antibody (1:200, Santa 
Cruz)、もしくは goat anti-MyoD antibody 
(1:200, Santa Cruz)と rabbit anti-Myogenin 
antibody (1:200, Santa Cruz)を用いた。2
次抗体には、前者に Alexa Fluor® 568 goat 
anti-rabbit IgG (1:400, Molecular Probes)
と Alexa Fluor® 488 goat anti-mouse IgG 

(1:400, Molecular Probes)、後者に Alexa 
Fluor® 568 donkey anti-goat IgG (1:400, 
Molecular Probes)と Alexa Fluor® 488 goat 
anti-rabbit IgG (1:400, Molecular Probes) 
を用いた。2次抗体の溶液にはDAPIも加えた。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 筋線維横断面積の回復促進と筋線維核

数の増加 
14日間の尾部懸垂により約43%減少した筋

線維横断面積は、尾部懸垂から解放して 7日
後、普通飼育のみであると 1315±153 μm2

までの回復に留まるところ、筋力増強運動を
施すと 1843±194 μm2まで回復し、CON 群の
面積（2005±196 μm2）と差がなくなった（図
1）。以上のことより以前の結果同様、筋力増
強運動によって筋萎縮からの回復が促進さ
れることを確認できた。 
この筋線維サイズの回復促進に伴って筋

線維核数の大幅な増加も確認できた。SE群の
筋線維１本あたりの筋線維核数は 0.92±
0.14 であり non SE 群の筋線維核数（0.57±
0.03）に比べて有意に多いのはもちろんのこ
と、CON 群の筋線維核数（0.56±0.11）に比
べても有意に多かった（図 2）。以上の事から、
7 日間で急激に起こる筋線維核数の増加が筋
線維サイズの回復促進に関与しているであ
ろうことが改めて確認できた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 筋線維横断面積（mean±SEM） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 筋線維 1 本あたりの筋線維核数（mean
±SEM） 
 



(2) 未分化な細胞の増殖 
筋線維まで分化した核はその後分裂をし

ないといわれているため、（1）で確認された
筋線維核数の大幅な増加は、筋衛星細胞など
の未分化な細胞が増殖、分化し、筋線維へと
融合した姿であると考えられる。そこでまず、
この筋力増強運動による回復促進期間に未
分化な細胞の増殖が生じているかどうか調
べた。その結果、SE 群の切片に EdU 陽性の核
が観察された。その数は non SE 群や CON 群
に比べ多かった（図 3）。また運動を始めて 2
日目までに比べて、2 日目以降の 48 時間で
EdU 陽性の筋線維核数は 10 倍多かった。筋線
維核数は、この運動開始 4日目の時点で 7日
目と同様の数まで増加していた。このことか
ら未分化な細胞の増殖が運動開始2日目から
4 日目の間に未分化な細胞の急速な増殖が起
こり、筋線維へと融合していることが考えら
れる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3  EdU 陽性核数 EdU 陽性の核のうち筋線
維内に存在するものを青色のバーで示して
いる（Mean±SD） *: EdU 陽性核の総数に
p<0.05, vs. CON 群、#: EdU 陽性の筋線維核
数に p<0.05, vs. CON 群 
 
 
 
（3）筋衛星細胞の活性化 
 （2）で確認された運動により急速に増殖
する未分化な細胞の正体が筋衛星細胞であ
る可能性を探るため、筋衛星細胞や筋分化の
マーカーを用いて免疫組織化学的に検証し
た。その結果、運動を開始して 4日目の筋に
EdU 陽性でかつ、筋衛星細胞のマーカーとし
て用いられる pax7 が陽性の核が観察された
（図 4）。増殖した未分化な細胞は筋衛星細胞
であると考えられる。さらに、Pax7 と筋芽細
胞への分化期に現れる MyoD の共染像、MyoD
と筋管細胞への分化期に現れる myogenin の
共染像も観察された（図 5）。このことから、
筋萎縮後の運動による筋萎縮からの回復促
進過程の初期には、増殖した筋衛星細胞が筋
芽細胞へと分化し、筋線維への融合が生じて
いると考える。 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4  EdU と Pax7 の共染像 EdU、Pax7、DAPI
の染色像の一例を示す。矢印:EdU 陽性の核、 
矢頭:Pax7 陽性の核 
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図 5  Pax7 と MyoD、myuogenin の共染像 
Pax7とMyoD、DAPI（A）およびMyoDとmyogenin、
DAPI（B）の染色像の一例を示す。矢印:MyoD
陽性の核、 矢頭:Pax7 陽性の核（A）・myogenin
陽性の核（B） 

 
 
以上のことより、筋力増強運動を行うと、

筋衛星細胞の増殖、分化、融合が数日の間に
起こり、筋線維核数を増加させると考える。
これによって、筋線維サイズの増大が早めら
れ、筋萎縮からの回復が促進すると考えられ
る。本成果は、臨床における筋萎縮からの回
復促進方法を検討する上での礎となるデー
タとなる。 
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