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研究成果の概要： 
筋核小体増加中に発現が増大する因子として、骨格筋肥大時における 27kDa heat shock protein

（HSP27）のリン酸化動態変化を追究した。ウィスターハノーバー雄ラットをコントロール群と

後肢懸垂群に分け、後肢懸垂群には 7日間の尾部懸垂を実施した。懸垂群のうち半分のラット

は、懸垂終了後に懸垂を解除し 5日間床上で回復させた。実験前または懸垂終了時、回復 5日

後にそれぞれの群からヒラメ筋のサンプリングを行った。これらの摘出筋をホモジナイズし、

可溶分画および不溶分画に分け採取した。ウェスタンブロット解析の結果、Ser15または Ser85
がリン酸化された 1リン酸化 HSP27が通常時にもヒラメ筋の可溶分画に多く発現しており、筋
原線維分画にはほとんど発現は認められなかった。後肢懸垂による筋萎縮時にはこれらのリン

酸化 HSP27発現は減少する傾向にあったが、回復中の筋肥大時には特に Ser15がリン酸化され
たHSP27の発現が増大し、筋原線維分画への顕著な移行が認められた。同時に 2リン酸化HSP27
発現も増加した。更に、可溶分画においてリン酸化 HSP27抗体を用いた免疫沈降を行ったとこ
ろ、筋肥大時にはミオシン軽鎖タンパク質との共沈量が減少することも分かった。さらに、

HSP27キナーゼ遺伝子に対するアンチセンスモルフォリノオリゴヌクレオチドまたはどの遺伝
子とも相補性のないアンチセンスモルフォリノオリゴヌクレオチドをヒラメ筋中に注入した状

態で、上述と同様の実験を実施し、キナーゼ遺伝子発現抑制が筋線維サイズ変化に及ぼす影響

を組織化学的に評価した。アンチセンスモルフォリノオリゴヌクレオチドが残存している筋線

維では、7 日間の後肢懸垂による筋線維萎縮の程度にはコントロールアンチセンスモルフォリ
ノオリゴヌクレオチドとの差が見られなかったが、5 日間の回復後には有意な肥大抑制が認め
られた。以上の結果から、HSP27は筋原線維構成タンパク質と分子複合体を形成し、筋肥大時
にはリン酸化を受け筋原線維部へ移行し筋原線維の構築に関与していることが示唆された。 
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研究分野：筋生理学 
科研費の分科・細目：（分科）健康・スポーツ科学、（細目）スポーツ科学 
キーワード：運動とトレーニングの分子機構 
 
１．研究開始当初の背景 

老化等による骨格筋の萎縮は、Quality of 

Life の低下を招くだけでなく、身体活動の減

少により諸生活習慣病の原因ともなり得る。

高齢化した現代社会においては、このような

筋の弱化を回避する処方策の解明が強く求め

られている。骨格筋線維の肥大は発育やトレ

ーニングなどによって引き起こされるが、筋

への負荷が除去された場合筋線維では発育抑

制や萎縮が引き起こされることが分かってお

り、骨格筋が外部環境に対して柔軟に適応す

る能力を保持していることが明らかである。

しかしながら、どのような生理的刺激がどの

ような機構を介して筋線維サイズを調節して

いるのかは未だ不明な点が多い。 

現在のところ、筋線維内における Akt/mTOR

シグナルの活性化が、骨格筋のサイズ調節機

構における主たるメカニズムであることが

知られている。活性化された mTOR はリボソ

ームタンパク質 S6 のリン酸化を促進させ、

リボソーム形成およびタンパク質合成を増

大させる。一方、後肢懸垂等のモデルにより

筋への負荷を除去した場合、ヒラメ筋のよう

な抗重力筋では、顕著な廃用性筋萎縮が引き

起こされると同時にタンパク質合成も抑制

されることが報告されている。これまでの

我々の研究結果からも、床上安静状態では足

関節の背屈によりラットのヒラメ筋はスト

レッチされ、持続的な筋活動を示すが、後肢

懸垂中は足関節の伸展に伴う筋長の受動的な

短縮よってヒラメ筋では張力発揮が抑制され、

筋活動もほぼ消失するということが分かって

いる。逆に、後肢懸垂中足関節を背屈固定し

た場合、ヒラメ筋萎縮が起こらないという報

告もあり、重力に抗した姿勢制御に伴う筋へ

の機械的刺激および神経活動が、ヒラメ筋量

の維持に不可欠であることが明らかである。 

これまでに、筋の張力発揮による機械的刺

激または神経活動がそれぞれ筋サイズ調節

に対してどのような役割を果たすのかを追

及してきた。その結果、協働筋腱の切除によ

りヒラメ筋へ過負荷を課した場合、筋線維肥

大が誘発され、リボソームタンパク質 S6 の

リン酸化も促進した。逆に、後肢懸垂による

ヒラメ筋萎縮に伴い、リボソームタンパク質

S6 のリン酸化レベルの顕著な減少が認めら

れた。更に、ヒラメ筋を支配すると考えられ

る脊髄第 4および第 5腰椎における後根（感

覚）神経を切除した場合、筋活動レベルの低

下に伴いリボソームタンパク質 S6 のリン酸

化が抑制されヒラメ筋では筋線維萎縮が誘

発された。感覚神経切除に加えヒラメ筋に過

負荷を課すと、リボソームタンパク質 S6 の

リン酸化は正常レベルを保ち、筋線維サイズ

も変化しなかった。以上の結果は、張力発揮

による筋線維への機械的刺激そのものがタ

ンパク質合成に関わるシグナル伝達系の引

き金となることを強く示唆するものである。

更に、過負荷を課した筋線維では、筋活動レ

ベルに関わらず、筋核中の核小体数が増加す

ることを発見した。核小体は、核内における

リボソーム RNAの転写部位として知られてお

り、上述のような過負荷によるタンパク質合

成の促進に対して重要な役割を果たしてい

ると考えられる。しかしながら、骨格筋線維

における核小体数の変化に関する研究は他

になく、どのようなメカニズムで筋核小体が

増殖するのかは全く不明である。 

 

２．研究の目的 

「細胞周期の停止している筋核でどのよ

うに核小体数の変化が起こるのか？」、「核小

体数の変化が、骨格筋においてどのような生

理的刺激によって、また、どのようなシグナ

ル伝達系を介して引き起こされるのか？」追

求することを主たる目的として一連の研究

を実施している。本実験においては、筋肥大

中（筋核小体増加中）において発現増大が認

められた因子として、ストレス応答タンパク

質 HSP27 に着眼し、筋線維肥大中に HSP27 の

リン酸化がどのように引き起こされ、どのよ

うな役割を果たしているのかを検討した。 

 

３．研究の方法 

リン酸化HSP27 発現変化および共沈タンパク

質の特定 

ウィスターハノーバー雄ラット（14 週齢、

n=25）をコントロール群（n=15、うち実験前

群 n=5）と後肢懸垂群（n=10）に分け、後肢

懸垂群には 7日間の尾部懸垂を実施した。懸

垂群のうち半分（n=5）のラットは、懸垂終

了後に懸垂を解除し 5日間床上で回復させた。



実験前または懸垂終了時、回復 5日後にそれ

ぞれの群からヒラメ筋のサンプリングを行

った（各時点 n=5）。これらの摘出筋をホモ

ジナイズし、可溶分画および不溶分画に分け

採取した。これらの分画を用いてウエスタン

ブロットおよび免疫沈降を行った。 

 

モルフォリノアンチセンスオリゴヌクレオ

チドの生体導入 

 成熟ウィスターハノーバー雄ラット（12 週

齢、n=30）を実験群とコントロール群に分け

（各 n=15）、実験群には HSP27 キナーゼ遺伝

子の翻訳を阻害するようにデザインされた

モルフォリノアンチセンスオリゴヌクレオ

チド（50μg）を、コントロール群にはどの

遺伝子とも相補性がないようにデザインさ

れたモルフォリノオリゴヌクレオチド（50μ

g）を片側ヒラメ筋に注入した。注入するモ

ルフォリノオリゴヌクレオチドにはフルオ

レセインで蛍光標識を付加した。2週間後、

実験前群として各群 n=5ずつからヒラメ筋の

サンプリングを行った。ヒラメ筋は液体窒素

で冷却したイソペンタン中で凍結し、－80℃

で保存した。残りのラット（各群 n=10）には、

後肢懸垂を実施した。7日後、懸垂直後群と

して各群 n=5からヒラメ筋のサンプリングを

行った。残りのラット（各群 n=5）は、懸垂

を解除して床上に戻し、さらに 5日間飼育し、

サンプリングを実施した。 

 凍結保存したヒラメ筋から連続横断切片

を作成し、これらの切片に対して組織化学染

色を行い、HSP27 のリン酸化レベルおよび筋

線維サイズを組織化学的に評価する。また、

フルオレセインで蛍光標識されている筋線

維をモルフォリノオリゴヌクレオチドが導

入された筋線維とし、実験群とコントロール

群それぞれのモルフォリノオリゴヌクレオ

チド陽性筋線維において以上の項目を比較

した。 

 

４．研究成果 

ウェスタンブロット解析の結果、Ser15 ま

たは Ser85 がリン酸化された 1 リン酸化

HSP27 が通常時にもヒラメ筋の可溶分画に多

く発現しており、筋原線維分画にはほとんど

発現は認められなかった。後肢懸垂による筋

萎縮時にはこれらのリン酸化 HSP27発現は減

少する傾向にあったが、回復中の筋肥大時に

は特に Ser15 がリン酸化された HSP27 の発現

が増大し、筋原線維分画への顕著な移行が認

められた。同時に 2リン酸化 HSP27 発現も増

加した。更に、可溶分画を用いて HSP27 また

はリン酸化 HSP27特異的抗体による免疫沈降

を行った。沈降産物を 2次元電気泳動し、出

現したスポットは切り出し、質量分析した。

その結果、HSP27 は通常大きなオリゴマーで

存在していると考えられるが、リン酸化され

た場合分子複合体の大きさは小さくなり不

溶分画へ移行することが明らかになった。ま

た、HSP27 の共沈タンパク質としてミオシン

軽鎖が同定され、肥大中の筋において共沈が

増大していた。以上の結果は、リン酸化 HSP27

が筋原線維構築に関与するという示唆を与

えるものであった。 

さらに、HSP27 キナーゼ遺伝子に対するア

ンチセンスモルフォリノオリゴヌクレオチ

ドまたはどの遺伝子とも相補性のないアン

チセンスモルフォリノオリゴヌクレオチド

をヒラメ筋中に注入した状態で、上述と同様

の実験を実施し、キナーゼ遺伝子発現抑制が

筋線維サイズ変化に及ぼす影響を組織化学

的に評価した。アンチセンスモルフォリノオ

リゴヌクレオチドが残存している筋線維で

は、7 日間の後肢懸垂による筋線維萎縮の程

度にはコントロールアンチセンスモルフォ

リノオリゴヌクレオチドとの差が見られな

かったが、5 日間の回復後には有意な肥大抑

制が認められた。以上の結果から、HSP27 は

筋原線維構成タンパク質と分子複合体を形

成し、筋肥大時にはリン酸化を受け筋原線維

部へ移行し筋原線維の構築に関与している

ことが示唆された。 

本研究の結果、リン酸化 HSP27 と筋核小体

の増加には直接の関係は見られなかったも

のの、筋肥大に対して重要な役割を果たして

いることが明らかになった。また、リン酸化

HSP27 は、細胞ストレス時には核に局在する

ことも知られており、筋肥大中における

HSP27 のリン酸化増大に伴い、核局在の増大

も引き起こされる可能性も示唆される。核内

においては mRNA のプロッセシングに関わる

部位に局在しており、核小体形成との関わり

も考えられる。筋肥大中において、HSP27 が

リン酸化シグナルを受け筋原線維分画へ移

行したように、同時に核移行も起こり、核小

体数増加へ寄与しているか可能性も十分に

考えられる。 
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