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研究成果の概要（和文）：本研究では，培養細胞とモデル動物を用いて，ストレッチと熱刺激の併用が廃用性筋萎縮の
進行過程や回復過程に及ぼす影響を検討した。その結果，熱刺激はタンパク質分解系を制御する転写因子の活性化を抑
制し，筋萎縮の進行を抑制する可能性が示唆された。また，ストレッチはタンパク質合成系のシグナル伝達分子を活性
化させ，筋萎縮の回復を促進する可能性が示唆された。したがって，タンパク質分解を抑制する熱刺激とタンパク質合
成を促進するストレッチを併用した治療戦略は，運動制限を有する患者の廃用性筋萎縮に対して有効に作用すると推察
される。

研究成果の概要（英文）：The present study aimed to investigate the effects of combination of stretching an
d heat stimulation on the progression and recovery of skeletal muscle atrophy in vitro and vivo. The resul
ts demonstrate that heat stimulation can prevent the progression of skeletal muscle atrophy, and this effe
ct is linked to the suppression of protein catabolic signaling activities. The study also suggests that st
retching improves recovery of skeletal muscle after disuse atrophy, possibly through the activation of ana
bolic signaling pathways. Hence, the combination of the heat stimulation and stretching may be effective i
n both inhibiting protein degradation and stimulating protein synthesis in skeletal muscle atrophy for pat
ients with limited mobility.

研究分野：
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 骨格筋萎縮（以下，筋萎縮）は，安静臥床
や骨折後のギプス固定，あるいは微小重力環
境の暴露，老化に伴う退行性変化などによっ
て引き起こされ，その発生メカニズムは筋細
胞を構成する様々なタンパク質（以下，筋構
成タンパク質）の合成抑制と分解亢進である。
つまり，筋萎縮を予防・治療するためには骨
格筋に対する負荷量や活動量を増加させ，筋
構成タンパク質の合成を促すことにより，筋
組織を構成する個々の筋細胞の肥大と新た
な筋細胞の形成による筋肥大が必要であり，
リハビリテーション医療の現場において最
も効果的な方法は，レジスタンス運動やトレ
ッドミル走行といった積極的な身体運動と
いわれている。 
 しかしながら，超高齢社会を迎えた今日，
寝たきり患者や慢性的な運動不足者，あるい
は意識混濁状態や重度障害などのために，運
動を十分に行えない人々が多く存在する。さ
らに，糖尿病性合併症や心血管系合併症など
の臓器障害により，運動制限を有する患者も
多く認められ，これらの人々への運動処方は，
サルコペニア対策が直面している大きな課
題の一つとなっている。したがって，重力環
境下において積極的な身体運動が行えない
患者を対象にした場合においても，優れた運
動効果をもたらすことができる，他の方法論
の早期開発が求められている。 
 リハビリテーション医療の現場において
ストレッチは，治療手段の一つとして関節可
動域の改善や疼痛の緩和などを目的に施行
される。この手法は，骨格筋や関節構成体全
体に対して，他動的に張力刺激（メカニカル
ストレス）を加えることができ，寝たきり患
者や意識混濁状態，重度障害などにより自発
的に関節運動を行うことが困難な患者であ
っても施行可能である。また，このようなス
トレッチによってもたらされるメカニカル
ストレスは，筋構成タンパク質の合成を促進
し，筋細胞を肥大させることが明らかにされ
ており，廃用性筋萎縮の予防や治療を目的と
した応用が試みられている。例えば，Agata
らは，坐骨神経を切除した除神経ラットを用
い，1 日 15 分間（毎日），麻酔下で徒手的に
足関節背屈位 5秒間と中間位 5秒間を繰り返
す間欠的ストレッチを2週間にわたって行っ
た結果，除神経によるヒラメ筋の萎縮が抑制
できたと報告しており（Muscle Nerve 39: 
456-462, 2009），自身の予備実験においても，
細胞周辺の栄養やホルモン状態を制御でき
る培養骨格筋細胞に間欠的ストレッチを加
えると，筋細胞の肥大が生じることを確認し
ている。これらのことは，動物・培養細胞実
験の結果ではあるものの，ストレッチのよう
なメカニカルストレスでも廃用性筋萎縮を
予防・治療できる可能性を示しており，前述
のような臨床応用に向けた科学的エビデン
スの構築につながるものと考えられる。ただ，
廃用症候群やサルコペニアの進行過程では，

酸化ストレスによる活性酸素種の産生増大
とそれに関連したタンパク質分解酵素の活
性化が認められている。酸化ストレスに曝さ
れた萎縮筋は，筋構成タンパク質（特に，も
っとも大量に含まれるアクチンやミオシン
のような収縮タンパク質）の分解が亢進され
るためそれ自体が極めて脆弱で，ストレッチ
によって筋線維損傷の発生を招く危険性が
ある。事実，ストレッチの強度や頻度などの
条件によっては筋線維損傷を惹起する可能
性があること（Stauber WT, et al.: Eur J 
Appl Physiol 88: 94-99, 2002）や，筋萎縮
進行を助長する可能性もあること（Gomes AR, 
et al.: Braz J Med Biol Res 37: 1473-1480, 
2004）が指摘されている。したがって，筋萎
縮に対するストレッチの効果を安全かつ効
果的に発揮させ得るには，酸化ストレスによ
る悪影響を排除する方法論を検討する必要
があり，これには熱刺激を併用した手段が有
効ではないかと考えている。 
 この点に関して Selsby らは，分子シャペ
ロン機能や損傷タンパク質の修復機能を有
する heat shock protein（以下，Hsp）72 に
着目し，以下の実験結果を報告している。す
なわち，ラットの足関節を最大底屈位で 8日
間不動化（ギプス固定）する過程で，約 41℃
の全身温熱暴露を 30 分間，1 回/2 日の頻度
で行うと，ヒラメ筋内の Hsp72 が温熱暴露を
行わない群より増加し，不動による筋細胞内
の酸化ストレスの発生を抑えるとともに，筋
重量の減少も有意に抑制できたとしている
（Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol 
289: R134-R139, 2005）。 
 したがって，これらの知見を参考にすると，
廃用性筋萎縮を予防または治療するには，ス
トレッチと熱刺激を併用した方法が有効で
ある可能性が高く，ストレッチと熱刺激をそ
れぞれ単独で使用するよりも，それらを併用
して行うことでより効果的で効率的な予
防・治療効果を得ることが期待できると考え
られる。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では，メカニカルストレスや熱
などの物理的刺激に対する筋細胞応答に着
目し，ストレッチまたは熱刺激が筋萎縮の進
行過程や回復過程に及ぼす影響とその作用
機序の解明を行い，臨床応用に向けた科学的
エビデンスを集積するとともに，ストレッチ
と熱刺激を併用した治療戦略が，より効果的
かつ効率的に作用するのではないかといっ
た仮説を培養骨格筋細胞と筋萎縮モデル動
物を用いて検証することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)筋萎縮の進行過程に対する熱刺激の効果
検証 
①対象と実験プロトコル 
 実験には，マウス骨格筋由来の筋芽細胞株
（C2C12 細胞）を培養・増殖させ，筋管細胞



に分化させたものを用いた。実験群としては，
1)通常培養を行った対照群，2)細胞内のタン
パク質分解を亢進する合成グルココルチコ
イド（dexamethasone：以下，Dex）を培地に
投与することで萎縮を誘導した Dex 群，3)熱
刺激（41℃，60 分間の温熱暴露）を行い，そ
の 6 時間後に Dex を培地に投与した H＋Dex
群の 3群を設けた。 
 
②組織病理学的検索 
 熱刺激終了直後を基準（0 時間）として，
30 時間後の筋管細胞を撮像し，画像解析ソフ
トウェアを用いて細胞直径を計測・比較する
ことで筋萎縮の評価を行った。 
 
③生化学的・分子生物学的検索 
 熱刺激終了直後を基準（0 時間）として，
18 または 30 時間後に筋管細胞を回収し，
Western blot 法を用いて，ストレスタンパク
質（Hsp72 及び Hsp25/27）の発現量とタンパ
ク質分解系を制御する転写因子（FOXO3a 及び
NF-κB）のリン酸化量を定量した。 
 
(2)筋萎縮の回復過程に対するストレッチの
効果検証 
①対象と実験プロトコル 
 実験には，マウス骨格筋由来の筋芽細胞株
（C2C12 細胞）を培養・増殖させ，筋管細胞
に分化させたものと，生後 8 週齢の Wistar
系雄性ラットを用いた。 
 筋管細胞を対象とした実験では，1)通常培
養を行った対照群，2)ストレッチ（頻度1/6 Hz，
伸張率 115％のメカニカルストレス負荷）を
行った S群，3)細胞表面接着分子の一種であ
る イ ン テ グ リ ン β 1/ β 3 の 阻 害 薬
（echistatin）を培地に投与した Ech 群，
4)echistatin を培地に投与してストレッチ
を行った Ech＋S 群，5)タンパク質合成系を
制御する mTORC1 の阻害薬（rapamycin）を培
地に投与した Rap 群，6)rapamycin を培地に
投与してストレッチを行った Rap＋S 群の 6
群を設けた。 
 ラットを対象とした実験では，1)通常飼育
を行った対照群，2)足関節最大底屈位で 4週
間ギプス固定することで筋萎縮を誘導した
Im 群，3)筋萎縮を誘導した後，通常飼育を行
った Im＋NS 群，4)筋萎縮を誘導した後，ス
トレッチを行った Im＋S 群の 4 群を設けた。
なお，ストレッチには小動物用他動運動機器
を用い，足関節最大背屈角度から底屈方向に
40°の可動範囲で，4 秒に 1 回のサイクルの
足関節底背屈運動によるヒラメ筋の伸張を，
1日 30 分間，週 6回の頻度で行った。 
 
②組織病理学的検索 
 筋管細胞を対象とした実験では，ストレッ
チ開始直後を基準（0時間）として，72 時間
後の筋管細胞を撮像し，画像解析ソフトウェ
アを用いて細胞直径を計測・比較することで
筋肥大の評価を行った。 

 ラットを対象とした実験では，ストレッチ
開始日（ギプス固定除去日）を基準（1 日）
として，7または 14日後にヒラメ筋の ATPase
染色像を撮像し，画像解析ソフトウェアを用
いて筋線維横断面積を計測・比較することで
筋肥大の評価を行った。 
 
③生化学的・分子生物学的検索 
 筋管細胞を対象とした実験では，ストレッ
チ開始直後を基準（0 時間）として，1 時間
後に筋管細胞を回収し，Western blot 法を用
いて，タンパク質合成系の細胞内シグナル伝
達分子（p70S6K，ERK1/2，p38MAPK）のリン
酸化量を定量した。 
 ラットを対象とした実験では，ストレッチ
開始日（ギプス固定除去日）を基準（0 日）
として，0，1，3，5，7 日後にヒラメ筋を採
取し，Western blot 法を用いて，Hsp72 発現
量を定量した。 
 
(3)統計処理 
 全ての値は平均±標準偏差で表記した。各
群間の比較には，一元配置分散分析を用いた。
分散分析により有意差を認めた場合は多重
比較検定に Scheffe 法を適用し，各群間及び
各検索時期の有意差を判定した。なお，全て
の統計手法とも有意水準は 5％未満とした。 
 
４．研究成果 
(1)筋萎縮の進行過程に対する熱刺激の効果
検証 
①熱刺激による筋管細胞の直径の変化 
 Dex 群の筋管細胞の直径は，対照群及び H
＋Dex 群と比較して有意に低値を示したが，H
＋Dex 群のそれは対照群と比較して有意差を
認めなかった。 
 
②熱刺激による筋管細胞内の Hsp72 及び
Hsp25/27 発現量の変化 
 H＋Dex 群の Hsp72 発現量は，対照群及び
Dex 群と比較して，熱刺激終了から 18，30 時
間後で有意に高値を示した。一方，Dex 群の
Hsp72 発現量は，対照群と比較して有意差を
認めなかった。 
 同様に，H＋Dex 群の Hsp25/27 発現量は，
対照群及び Dex 群と比較して，熱刺激終了か
ら 18，30 時間後で有意に高値を示したが，
Dex 群のそれは対照群と比較して有意差を認
めなかった。 
 
③熱刺激による筋管細胞内の FOXO3a 及び
NF-κBのリン酸化量の変化 
 Dex 群の FOXO3a のリン酸化量は，対照群及
び H＋Dex 群と比較して，熱刺激終了から 18
後で有意に低値を示したが，H＋Dex 群のそれ
は対照群と比較して有意差を認めなかった。 
 Dex 群の NF-κBのリン酸化量は，対照群及
び H＋Dex 群と比較して，熱刺激終了から 18
後で有意に高値を示したが，H＋Dex 群のそれ
は対照群と有意差を認めなかった。 



 
 上記①～③の研究結果をまとめると，熱刺
激はタンパク質の分解亢進が主たる要因で
ある筋萎縮の進行を十分に抑制できること
が示唆された。さらに，その作用機序の一つ
として，Hsp72 や Hsp25/27 発現量の増加を介
した FOXO3a と NF-κBの活性化抑制が関与し
ている可能性が窺えた。 
 
(2)筋萎縮の回復過程に対するストレッチの
効果検証 
①ストレッチによる筋管細胞の直径の変化 
 S 群の筋管細胞の直径は，対照群，Ech 群，
Ech＋S群，Rap 群，Rap＋S群と比較して有意
に高値を示した。 
 
②ストレッチによる筋管細胞内の p70S6K，
ERK1/2，p38MAPK のリン酸化量の変化 
 S 群の p70S6K のリン酸化量は，対照群，Ech
群，Ech＋S群，Rap 群，Rap＋S群と比較して
有意に高値を示した。また，Ech 群，Rap 群，
Rap＋S 群の p70S6K のリン酸化量は，対照群
と比較して有意に低値を示した。 
 S 群，Rap＋S 群，Ech＋S 群の ERK1/2 のリ
ン酸化量は，対照群，Ech 群，Rap 群と比較
して有意に高値を示した。 
 S群，Rap＋S群の p38MAPK のリン酸化量は，
対照群，Ech 群，Ech＋S 群，Rap 群と比較し
て有意に高値を示した。 
 
③ストレッチによるラットヒメラ筋の筋線
維横断面積の変化 
 Im 群の筋線維横断面積は，タイプⅠ・Ⅱ線
維ともに，対照群と比較して有意に低値を示
した。 
 ストレッチ開始日（ギプス固定除去日）か
ら 7 日後の Im＋NS 群と Im＋S 群の筋線維横
断面積は，タイプⅠ・Ⅱ線維ともに Im 群よ
り有意に高値を示した。一方，Im＋NS 群と
Im＋S 群を比較すると，タイプⅠ線維では有
意差を認めなかったが，タイプⅡ線維では Im
＋S 群が Im＋NS 群より有意に高値を示した。 
 ストレッチ開始日（ギプス固定除去日）か
ら 14日後の Im＋NS群と Im＋S群の筋線維横
断面積を比較すると，タイプⅠ・Ⅱ線維とも
に Im＋S 群が Im＋NS 群より有意に高値を示
した。 
 
④ストレッチによるラットヒメラ筋内の
Hsp72 発現量の変化 
 Im 群の Hsp72 発現量は，対照群と比較して
有意差を認めなかった。 
 Im＋NS 群の Hsp72 発現量は，対照群及び
Im 群と比較して，ストレッチ開始日（ギプス
固定除去日）から 5日後以降で有意に高値を
示した。 
 一方，Im＋S 群の Hsp72 発現量は，対照群
及び Im 群と比較して，ストレッチ開始日（ギ
プス固定除去日）以降も有意な変化なく，各
検索日で Im＋NS 群と Im＋S 群の Hsp72 発現

量を比較しても有意差を認めなかった。 
 
 上記①，②の研究結果をまとめると，従来
の報告と同様に，ストレッチはタンパク質合
成系の細胞内シグナル伝達分子を活性化さ
せ，筋肥大を引き起こすことが示唆された。
さらに，その作用機序の一つとして，インテ
グリンβ1 またはβ3 を介したメカニカルス
トレスの受容が関与している可能性が窺え
た。 
 また，上記③，④の研究結果をまとめると，
ストレッチは筋肥大を促すことでギプス固
定によって生じた筋萎縮の回復を促進する
が，その作用機序に Hsp72 が関与している可
能性は低いことが窺えた。そのため，今後は
他の因子の関連について検討する必要があ
る。 
 
 以上のことから，本研究の結果に基づくと，
タンパク質分解を抑制する熱刺激とタンパ
ク質合成を促進するストレッチを併用した
治療戦略は，運動制限を有する患者の廃用性
筋萎縮に対して有効に作用すると推察され
る。しかし，本研究は熱刺激で誘導した Hsp72
の萎縮予防効果を検討したものであり，温熱
の種類や方法を検証したものではない。今後，
筋萎縮に対する予防・治療アプローチとして
臨床へ応用していくには，効果的かつ適切な
温熱の種類，方法，時間，頻度，強度など，
多くの課題について検討していく必要があ
る。また，ストレッチによる萎縮回復促進効
果の詳細な作用機序については明らかでは
なく，加えて，その伸張サイクルや時間，頻
度，強度などについても今後検討の余地があ
ると思われる。これらの基礎研究を通して得
られる知見は，将来，エビデンスに基づく新
たな廃用性筋萎縮の予防・治療法の開発に繋
がると考える。 
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