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研究成果の概要（和文）：インスリン抵抗性を呈する骨格筋に対する温熱刺激と電気刺激の併用効果を検討した。細胞
実験より、両刺激を単独で負荷した場合と両刺激を同時に負荷した場合のいずれにおいてもインスリン感受性が改善し
たが、両刺激を組み合わせることによる併用効果は得られなかった。動物実験より、電気刺激を繰り返し負荷すること
でインスリン感受性が改善するとともに、電気刺激の対象筋である大腿直筋内のHSP72やGLUT4発現量が増加した。した
がって、電気刺激の継続実施は骨格筋の質的変化を引き起こしてインスリン抵抗性を改善させる効果あり、この作用機
序にはHSP72やGLUT4の発現増加が関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to analyze the effect of therapy with both heat stre
ss and electrical stimulation on amelioration of insulin resistance. In vitro experiments by using TNF-alp
ha-treated insulin-resistant C2C12 myotubes, both heat stress and electrical stimulation increased insulin
-stimulated glucose uptake, but the effects were not additive. In vivo experiments by using high-fat diet-
fed insulin-resistant rats, the daily application of electrical stimulation improved insulin action and in
creased HSP72 and GLUT4 expression in the rectus femoris muscle. The present results suggest that the dail
y application of electrical stimulation can ameliorate insulin resistance, and this mechanism is related t
o increased expression of HSP72 and/or GLUT4 in myocytes.
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１．研究開始当初の背景 
 一般に有酸素運動は、２型糖尿病の発症を
防止するだけではなく、その病態のひとつで
あるインスリン抵抗性を効果的に改善させ、
生体全体の代謝状態を正常へと導くことか
ら、臨床現場では多くの糖尿病患者に適用さ
れている。また、2009 年に発表されたシステ
マティックレビューの結果から、レジスタン
ス運動が骨格筋重量の増大（骨格筋肥大）を
促すことでインスリン抵抗性を改善させ、良
好な血糖コントロールの維持に有効である
ことが示されている（Gordon BA, et al.: 
Diabetes Res Clin Pract 83: 157-175, 2009）。
糖尿病治療ガイド 2014-2015 においても、有
酸素運動とレジスタンス運動を組み合わせ
て行うことで、骨格筋の質的及び量的改善を
図ることが推奨されている。しかし、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、体力の低下した人々、あるいは
過度の肥満や整形外科疾患を有するなどの
理由から積極的な運動を十分に行えない糖
尿病患者が多数存在する。したがって、運動
が制限される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、運動負荷以外の治療法の早期開発が求め
られている。 
 近年、２型糖尿病の治療を目的とした運動
負荷以外の方法で応用が試みられているも
のとしては、骨格筋電気刺激を利用した方法
がある。この手法は、骨格筋組織を司る末梢
運動神経に対して、表面電極を用いて低周波
電気パルス刺激を施すことにより、刺激に応
じた骨格筋の収縮活動を人為的に誘発する
ものであり、寝たきり患者や体力の低下した
患者が対象であっても実施可能である。電気
刺激誘発性の骨格筋収縮活動は、自発的な軽
い運動と同程度のエネルギー消費をもたら
すことが明らかにされており（Hamada T, et 
al.: J Appl Physiol 94: 2107-2112, 2003）、
２型糖尿病の予防とその治療を目的とした
応用が試みられている。例えば、Chang らは
健常ラットの両後肢筋に対して 60 分間の電
気刺激を負荷したところ、刺激中から刺激後
の耐糖能が有意に改善したと報告している
（Life Sci 79: 967-971, 2006）。また、
Johansson らはインスリン抵抗性モデルラッ
トに対して電気刺激を、最初の３週間で１日
15 分間から 1 日 25 分間へと徐々に刺激時間
を延長させ、その後１～２週間にわたって１
日25分間、週５回の頻度で負荷したところ、
インスリン感受性が亢進したと報告してい
る（Am J Physiol Endocrinol Metab 299: 
E551-E559, 2010）。さらに、インスリン抵抗
性を呈するヒト培養骨格筋細胞を対象に用
いた Aas らの研究では、骨格筋細胞に直接電
気刺激を負荷したところ、電気刺激を負荷し
ていない骨格筋細胞と比較して、インスリン
刺激による糖取り込み活性が有意に亢進し
たとの報告もなされている（Ann N Y Acad Sci 
967: 506-515, 2002）。 

 これらのことは、動物実験ならびに培養細
胞実験の結果ではあるが、電気刺激誘発性の
骨格筋収縮活動によっても、糖代謝に対して
急性の運動効果を十分に発揮できる可能性
を示している。そこで、平成 22～23 年度に
科学研究費補助金若手研究（B）の助成を受
け、肥満から２型糖尿病を発症するモデルで
ある高脂肪食摂取ラットを対象に用いて、両
後肢筋への継続的な電気刺激によってイン
スリン抵抗性が改善できるか否かを検討し
た。その結果、高脂肪食を３週間摂取したラ
ットはインスリン抵抗性を示したが、その後
に１日 30 分間の電気刺激を７日間（毎日）
負荷すると、惹起されたインスリン抵抗性が
有意に改善されることを確認している
（Watanabe H, et al.: 16th International 
Congress of WCPT, 2011）。しかし、その改
善率は約 50％にとどまり、糖尿病態を完全に
改善させ得るまでには到っておらず、この原
因として、電気刺激のみでは有酸素運動様の
糖代謝亢進効果は発揮されるものの、レジス
タンス運動時に観察されるような骨格筋肥
大効果は十分に得られない可能性が考えら
れた。そこで、今後の臨床応用に向けて、骨
格筋の質的改善と同時に量的改善を図るこ
とでより効果的かつ効率的にインスリン抵
抗性を改善させ得る方法論を検討する必要
があり、これには温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 Chung らは、分子シャペロ
ン機能を有する熱ショックタンパク質（heat 
shock protein：HSP）72 に着目し、以下の実
験結果を報告している。すなわち、高脂肪食
摂取マウスを用いて、この高脂肪食摂取の過
程で１日 15 分間、41.5℃の全身温熱暴露を
週１回の頻度で行うと、骨格筋内の HSP72 発
現量が温熱暴露を行わない群より増加し、イ
ンスリン抵抗性の進行も抑制できたと報告
している（PNAS USA 105: 1739-1744, 2008）。
また、諸家の報告によれば、予め骨格筋を加
温してHSP72発現量を増加させてから運動負
荷を行った方が骨格筋肥大効果は著しいと
されている（Yamashita-Goto K, et al.: J 
Gravit Physiol 9: P145-P146, 2002）。 
 したがって、これらの知見を参考にすると、
インスリン抵抗性を呈する骨格筋の糖代謝
を改善させるには、電気刺激を単独で負荷す
るよりも、骨格筋の加温と電気刺激を組み合
わせて負荷する方が、より効果的かつ効率的
に奏効する可能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 
 先にも述べたが、有酸素運動やレジスタン
ス運動は、２型糖尿病にみられるインスリン
抵抗性の改善や進行予防に有効であるが、臨
床で遭遇する糖尿病患者の中には、過度の肥
満や整形外科疾患などによって運動制限を
有する人々も多数存在するため、運動負荷以
外の治療法の早期開発が急務となっている。
そこで、本研究課題では骨格筋の加温や電気



刺激がインスリン抵抗性を呈する骨格筋の
糖代謝に及ぼす影響とその作用機序の解明
を行うとともに、骨格筋の加温と電気刺激を
組み合わせた治療介入が、骨格筋の質的・量
的改善を促すことで、より効果的かつ効率的
にインスリン抵抗性を改善させ得るのでは
ないかといった仮説を培養細胞とモデル動
物を用いて検証することが目的である。 
 
３．研究の方法 
 本研究は、培養細胞実験ならびに動物実験
の２つの実験系により構成された。動物実験
については、名古屋大学動物実験委員会保健
学部会に実験計画書を提出し、承認を受けた
後（承認番号：023-019）、名古屋大学が定め
る動物実験指針に準じて実施した。 
 
（１）培養細胞実験 
①培養細胞 
 実験には、マウス骨格筋由来の筋芽細胞株
（C2C12）を筋管細胞に分化させたものを使
用し、無処置にて通常培養した群（対照群）、
tumor necrosis factor-αを培地に添加する
ことでインスリン抵抗性を惹起した群（IR
群）、インスリン抵抗性を惹起し、60 分間/
日の温熱刺激（41℃の温熱暴露）を３日間負
荷した群（H群）、インスリン抵抗性を惹起し、
60 分間/日の電気刺激（パルス幅 0.2 msec、
周波数 100 Hz、刺激時間 200 msec、休止時
間 800 msec、刺激強度 50 V の矩形波）を３
日間負荷した群（ES 群）、インスリン抵抗性
を惹起し、両刺激を併用（同時に負荷）した
群（H＋ES 群）の５群を設定した。 
 
②生化学的検索 
 ３日目の各刺激終了から 24 時間後に、筋
管細胞のインスリン感受性を評価した。具体
的には、各刺激終了から 24 時間後の筋管細
胞に対してインスリン刺激（100 nM）を行っ
た後に 2-デオキシグルコース（2-DG）を添加
することで、一定時間内に細胞が取り込む
2-DG 量を算出した。 
 
③形態学的検索 
 ３日目の各刺激終了から 24 時間後に、筋
管細胞の形態応答を評価した。具体的には、
各刺激終了から 24 時間後の筋管細胞に対し
てギムザ染色を行った後に画像解析ソフト
ウェアを用いて細胞直径を計測した。 
 
④分子生物学的検索 
 ３日目の各刺激終了直後を基準（０時間）
として、０、12、24、48 時間後に Western 
blotting 法を用いて、筋管細胞内の HSP72 発
現量を定量した。 
 
（２）動物実験 
①実験動物 
 実験には、６週齢の SD 系雄性ラットを使
用し、高脂肪食（High Fat Diet［HFD］32）

を３週間摂取させることでインスリン抵抗
性モデルラットを作成した。３週間の高脂肪
食摂取後、ラットをさらに麻酔のみを７日間
投与した群（HFD 群）と、電気刺激を７日間
負荷した群（HFD＋ES 群）に振り分けた。電
気刺激（周波数 20 Hz、パルス幅 200μsec、
電流 1.6 mA、duty cycle １秒 on-off）は吸
入麻酔下で実施し、両側の大腿四頭筋の近位
部（－極）と遠位部（＋極）に位置する皮膚
に表面電極を貼付した後、１日１回、30分間
負荷した。なお、対照は同期間に通常の餌を
与えて飼育した群（normal 群）とし、normal
群には電気刺激を負荷せず麻酔のみを７日
間投与した。 
 
②生化学的検索 
 ７日目の電気刺激終了から 24 時間後に高
インスリン正常血糖クランプ法を実施し、ラ
ットのインスリン感受性及びインスリン反
応性を評価した。具体的には、頚静脈に挿入
したカテーテルからグルコース溶液とイン
スリン溶液を同時に注入し、血糖値を空腹時
と同レベルに維持するグルコース注入速度
を求めることで、グルコース注入率を算出し
た。なお、インスリン注入速度が 3.0 
mU/kg/min（低濃度注入）時のグルコース注
入率をインスリン感受性の指標とし、30.0 
mU/kg/min（高濃度注入）時のグルコース注
入率をインスリン反応性の指標とした。 
 
③分子生物学的検索 
 高インスリン正常血糖クランプ法を実施
し た 後 に 大 腿 直 筋 を 採 取 し 、 Western 
blotting 法を用いて、大腿直筋内の HSP72、
glucose transporter（GLUT）1、GLUT4、insulin 
receptor substrate（IRS）1発現量を定量し
た。 
 
（３）統計処理 
 得られた結果は、平均値±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
を適用し、有意差を判定した。そして、一元
配置分散分析にて有意差を認めた場合には
多重比較検定に Tukey 法を適用し、２群間の
比較を行った。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）培養細胞実験 
①インスリン感受性の変化 
 IR 群の 2-DG 取り込み量は、対照群、H群、
ES 群、H＋ES群と比較して有意に低値を示し
た（P < 0.05）。一方、対照群、H群、ES群、
H＋ES 群の間には有意差を認めなかった。 
 
②細胞直径の変化 
 筋管細胞の直径は、５群間には有意差を認
めなかった。 
 
③HSP72 発現量の変化 



 H 群の HSP72 発現量は、対照群と比較して
刺激終了直後（０時間後）ではほとんど差を
認めなかったが、12 時間後には高値を示し、
この発現量は 24 時間後まで維持された。そ
の後は緩やかに低下したが、48 時間後におい
ても対照群の値より高値を示した。 
 ES 群の HSP72 発現量は、対照群と比較して
０時間後ではほとんど差が認められなかっ
たが、12 時間後では高値を示した。その後は
緩やかに低下し、48 時間後には対照群の値に
まで低下した。 
 H＋ES 群の HSP72 発現量は、対照群と比較
して０時間後ではほとんど差を認めなかっ
たが、12 時間後には高値を示し、この発現量
は 48 時間後まで維持された。 
 H 群、ES 群、H＋ES 群における各刺激終了
から 48時間後の HSP72 発現量を比較すると、
H＋ES 群が有意に高値を示した（P < 0.05）。 
 
 以上の結果をまとめると、インスリン抵抗
性を惹起したC2C12筋管細胞を用いた培養細
胞実験では、インスリン感受性、細胞直径、
HSP72 発現量を指標として、インスリン抵抗
性に対する温熱刺激と電気刺激の併用効果
を検討した。その結果、温熱刺激または電気
刺激を単独で繰り返し負荷した場合と両刺
激を同時に繰り返し負荷した場合のいずれ
においても、インスリン感受性の亢進や
HSP72 発現量の増加を認めた。しかし、両刺
激を組み合わせることによる併用効果は得
られなかった。 
 そこで、高脂肪食摂取によりインスリン抵
抗性を惹起したラットを用いた動物実験で
は、インスリン抵抗性に対する継続的な骨格
筋電気刺激の効果を検討し臨床応用に向け
た基礎的なデータを得ることを目的として、
表面電極を用いた電気刺激の繰り返しがラ
ットの糖代謝に及ぼす影響を検討した。さら
に、その作用機序について HSP72、GLUT1、
GLUT4、IRS1 発現量の変化に注目し、分子生
物学的検索を行った。 
 
（２）動物実験 
①インスリン感受性の変化 
 インスリン注入速度が 3.0 mU/kg/min 時の
HFD＋ES 群、HFD 群のグルコース注入率は、
normal群と比較して有意に低値を示した（P < 
0.05）。一方、HFD＋ES 群と HFD 群のグルコー
ス注入率を比較すると、HFD＋ES 群が有意に
高値を示した（P < 0.05）。 
 インスリン注入速度が 30.0 mU/kg/min 時
の HFD 群のグルコース注入率は、normal 群と
比較して有意に低値を示した（P < 0.05）。
一方、HFD＋ES 群と HFD 群のグルコース注入
率を比較すると、HFD＋ES 群が有意に高値を
示した（P < 0.05）。 
 
②HSP72、GLUT1、GLUT4、IRS1 発現量の変化 
 HFD＋ES 群の HSP72 及び GLUT4 発現量は、
normal 群、HFD 群と比較して有意に高値を示

した（P < 0.05）。 
 GLUT1 及び IRS1 発現量は、３群間には有意
差を認めなかった。 
 
 以上の結果をまとめると、高脂肪食摂取に
よりインスリン抵抗性を惹起したラットを
用いた動物実験では、両側の大腿四頭筋に対
する経皮的電気刺激の繰り返しがラットの
糖代謝に及ぼす影響を検討した。その結果、
７日間という短期間の電気刺激負荷によっ
てインスリン作用（インスリン感受性及びイ
ンスリン反応性）が改善するとともに、電気
刺激の対象筋である大腿直筋内の HSP72 や
GLUT4 発現量が増加することが明らかとなっ
た。したがって、電気刺激の継続実施は骨格
筋の質的変化を引き起こしてインスリン抵
抗性を改善させる効果があり、この作用機序
には HSP72 や GLUT4 の発現増加が関与してい
る可能性が示唆された。 
 以上の検証は、骨格筋の糖代謝をターゲッ
トにした培養細胞実験ならびに動物実験に
基づくものであるが、その成果は骨格筋電気
刺激が２型糖尿病の治療法として有用であ
る可能性を示唆している。そして、これは整
形外科疾患を有する患者や、体力の低下した
患者など積極的な運動を十分に行えない糖
尿病患者においても実施可能な手法であり、
今後は臨床応用についても検討していきた
い。 
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