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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、温熱負荷による筋適応現象のメカニズムを明らかにすること、温熱
負荷がサルコペニアの予防策として有効であるか否かを明らかにすることであった。本研究の結果から、温熱負
荷による筋タンパク質合成を促進する経路は、筋の温度上昇だけでなくアミノ酸の取り込みによるmTOR活性化経
路が重要である可能性が明らかとなった。また、温熱負荷は単独ではなく栄養（ロイシン）と組み合わせること
によってサルコペニアを予防でき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 determine the mechanisms underlying heat 
stress induced-skeletal muscle adaptation, and to determine whether heat stress prevents sarcopenia.
 It is well known that Akt/mTOR signaling pathway involved in protein synthesis. In this study, heat
 stress activates mTOR signaling without Akt activation, suggesting that another factor (i.e. 
intracellular amino acids) is needed to activate mTOR signaling by heat stress in skeletal muscle. 
In addition, our data demonstrate that the combination of heat stress and leucine supplementation 
protected against sarcopenia.

研究分野：運動生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は、温熱負荷による筋肥大において筋タンパク質合成を調節するmTORシグナル伝達経路の重要性を
より強調し、温熱負荷による筋適応現象メカニズムの理解に貢献するものである。また、温熱負荷は栄養と組み
合わせることによってサルコペニアを予防できる可能性を示すことができたことから、今後栄養やトレーニング
との組み合わせによってさらなる応用方法の検証が行われ、より効果的なサルコペニア予防方法の開発につなが
ると期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 加齢に伴う骨格筋の質的量的低下（サルコペニア）は、身体活動量および生活の質（QOL）の
減退を導くことから、いかにその程度を減弱させるかは現在の体力医学研究における課題の一
つとなっている。それ故、特に超高齢化社会の先進国である本邦では、高齢者に対して安全で、
効率的な運動・トレーニングプログラムの開発が急務であると言える。 
 これまで申請者は、痛みを伴わない温熱負荷について着目し、新たなトレーニングプログラム
の開発に繋げるための基盤的研究を行ってきた。温熱負荷とは、筋温を 2〜3℃上昇させること
により熱ストレスを筋に与えることであり、動物実験において筋の肥大促進効果が確認されて
いる。この肥大効果のメカニズムはよく分かっていなかったが、申請者らは筋タンパク質合成を
調節する細胞内シグナル伝達経路の Akt/mTOR 系の活性化が筋肥大に重要であること（Bodine 
et al., Nat Cell Biol, 2001）に注目し、温熱負荷がラットやヒト骨格筋の Akt/mTOR 系を活性
化させることを初めて明らかにした（Kakigi et al., J Physiol Sci, 2011; Yoshihara et al., Acta 
Physiol, 2014）。しかしながら、温熱負荷が如何にして Akt/mTOR 系を活性化し、筋タンパク
質合成を増加させるのかについて詳細なメカニズムは未だ不明である。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、温熱負荷が Akt/mTOR 系の活性化をもたらすメカニズムを、インスリン感受性や
アミノ酸取り込みに着目して明らかにするとともに、サルコペニア対策として温熱負荷の筋肥
大効果をプロテインの摂取によって増強することが可能であるかを明らかにすることを目的と
する。そこで、本研究では、（１）温熱負荷による筋肥大のメカニズムの解明に関する研究、（２）
サルコペニア対策としての温熱負荷とプロテイン摂取の有効性に関する研究、を実施すること
とした。 
 
３．研究の方法 
（１）温熱負荷による筋肥大のメカニズムの解明に関する研究 
①マウスを用いた検討 
 本研究で用いた温熱負荷は、41℃に設定したチャンバーの中にマウスを 60 分間滞在させるこ
とで負荷する方法であった。まず、温熱負荷がマウス骨格筋 Akt/mTOR の活性化の経時変化を明
らかにするために、C57BL/6 雄性（8週齢）マウスを用いて、温熱負荷後（0、0.5、1、3、6 およ
び 24 時間）にヒラメ筋および足底筋を摘出し、ウェスタンブロット法を用いて分析した。次に、
温熱負荷中の栄養状態がマウス骨格筋 Akt/mTOR の活性化に与える影響を明らかにするために、
一晩絶食したマウスと絶食しなかったマウスに対して温熱負荷を与え、温熱負荷後（1、3 およ
び 6時間）にヒラメ筋を摘出し、ウェスタンブロット法を用いて分析した。最後に、温熱負荷に
よる Akt/mTOR 経路を活性化させる経路を明らかにするために、mTOR の阻害剤であるラパマイ
シンをマウスの腹腔内に投与し、温熱負荷後（1、6および 24時間）にヒラメ筋を摘出し、ウェ
スタンブロット法にて細胞内シグナル伝達の活性化を分析した。 
 
②マウス培養細胞を用いた検討 
 温熱負荷による Akt/mTOR シグナルの活性化経路を明らかにするために、マウス筋芽細胞株の
C2C12 細胞を用いて、熱ストレスが C2C12 細胞の筋管細胞への分化・融合および筋タンパク質合
成に関連する細胞内シグナル伝達の活性化に及ぼす影響を検討した。C2C12 細胞を増殖培地で 2
日間培養した後、分化培地に交換し、37℃あるいは 39℃の条件でさらに培養した。分化開始 1、
2、3 および 5 日後に、細胞に対してミオシン重鎖の免疫染色を行い、筋管細胞への分化・融合
を評価した。また、分化５日後の筋管細胞に対して 39℃で 60分間インキュベートした後、異な
るタイムポイントで細胞を回収し、ウェスタンブロット法を用いて細胞内シグナル伝達の活性
化分析した。 
 
（２）サルコペニア対策としての温熱負荷とプロテイン摂取の有効性に関する研究 
 プロテインに含まれるアミノ酸の中で、最もタンパク質合成を促進するものとしてロイシン
がある。そのため、本研究では、温熱負荷とロイシン摂取の組み合わせが高齢マウスの骨格筋量
および筋機能に及ぼす影響を検討した。C57BL/6 雄性マウス（21ヶ月齢）をコントロール群（OC, 
n=9）、温熱負荷群（OH, n=7）、ロイシン摂取群（OL, n=7）温熱負荷＋ロイシン摂取群（OLH, n=9）
に分類して、3ヶ月間飼育した。また、14週齢の若齢マウスのコントロール群（YC, n=6）も 3
ヶ月通常食で飼育した。温熱負荷は、41℃に設定したチャンバーの中に温熱負荷群のマウスを 40
分間滞在させることで負荷し、週 2回の頻度で期間中に合計 24回実施した。ロイシンは、水に
溶解（114mM）し、ロイシン摂取群のマウスに自由に摂取させた。介入 3ヶ月後に、マウスの下
肢から骨格筋（ヒラメ筋、足底筋、腓腹筋、長趾伸筋、腓腹筋、大腿四頭筋）を摘出し、重量を
測定した。長趾伸筋は、摘出後すぐに酸素化した Krebs 溶液中で張力を測定した。大腿四頭筋
は、さらなる生化学的分析に用いた。 
 
４．研究成果 
（１）温熱負荷による筋肥大のメカニズムの解明に関する研究 
 



①マウスを用いた検討 
 41℃で 60分間の温熱負荷は、温熱負荷後 1時間でマウス骨格筋の mTORの活性化を有意に
増加させたが、Akt に与える影響はなかった。また、mTOR の活性化は足底筋に比べてヒラメ
筋において顕著であった。次に、温熱負荷前の絶食の有無（栄養状態）によってmTORの活性
化が温熱負荷 6時間後まで持続することが明らかとなった。したがって、栄養状態（血中アミノ
酸濃度など）を良好にした状態で温熱負荷を行うことが筋タンパク質合成をより促進するため
に必要であることが明らかとなった。最後に、温熱負荷 1時間後において、温熱負荷により骨格
筋細胞内のmTORシグナル伝達経路の活性化が阻害剤（ラパマイシン）を用いると抑制される
ことが明らかとなった。mTOR は、栄養や筋収縮などの刺激が細胞内に伝達された時の収束点
として機能し、タンパク質合成を調節している。したがって、本研究を通して、温熱負荷による
筋タンパク質合成や筋肥大効果の一端はインスリンによる Akt 活性化経路の関与は低く、アミ
ノ酸の細胞内取り込みによるmTORシグナル伝達の活性化を介している可能性が高いと考えら
れる。 
 
②マウス培養細胞を用いた検討 
 分化開始 2日後において 39℃条件で Differentiation index および Fusion index が 37℃条
件に比べて有意に高値となった。また、筋管細胞の直径を計測したところ、39℃条件で筋の成長
が促進される傾向が観察された。しかし、ウェスタンブロット法を用いて細胞内シグナル伝達の
活性化を検討したところ、熱ストレスは mTOR、p70S6K および 4E-BP1 リン酸化の有意な増加をも
たらさなかった。したがって、筋分化や筋形成には別のメカニズムが働いている可能性が考えら
れる。また別の実験で、分化５日後の筋管細胞に対して 39℃で 60 分間インキュベートした後、
異なるタイムポイントで細胞を回収し、ウェスタンブロット法を用いて分析したところ、熱スト
レスにより mTOR、p70S6K、4E-BP1 リン酸化の増加は観察されなかった。一方、mTOR シグナルの
上流の Akt リン酸化は 37℃条件よりも有意に低値を示した。これまで我々はマウス骨格筋を用
いて、温熱負荷が Akt や mTOR シグナルの活性化をもたらすことを明らかにしてきた。本研究で
は、急性および慢性的な熱ストレスが筋管細胞の筋タンパク質合成関連シグナル伝達の活性化
に影響を及ぼさなかったことから、温熱負荷による筋タンパク質合成の促進には筋の温度上昇
だけでなく同時にインスリンやアミノ酸などの存在が重要である可能性を示唆している。 
 
（２）サルコペニア対策としての温熱負荷とプロテイン摂取の有効性に関する研究 
 ヒラメ筋、足底筋、腓腹筋、前脛骨筋および大腿四頭筋の筋重量は、若齢マウスの YC 群に比
べて高齢マウスの OC 群で有意な低下が見られ、サルコペニアが進行していることが確認できた
（図 1）。また、高齢マウスの OC 群の筋重量に比べて OLH 群の筋重量が有意に高値を示したが、
温熱負荷単独では影響がなかった。本研究の結果から、温熱負荷に筋のタンパク同化作用を促進
するロイシン摂取を併用することで高齢期のマウスの筋量減少（サルコペニア）に対抗できるこ
とが明らかとなった。さらに、大腿四頭筋を対象に、タンパク質合成・分解のマーカーを分子生
物学的手法により評価した。その結果、温熱負荷やロイシン摂取によって、筋細胞内のタンパク
質合成を調節する mTOR シグナル伝達の活性化に差は見られなかった。しかしながら、必須アミ
ノ酸の一つであるロイシンを細胞内に取り込む輸送体である LAT1 のタンパク質発現量が加齢に
よって増加していた一方で、温熱負荷とロイシン摂取を組み合わせた場合に高齢マウスの OC 群
と比較すると有意に減少していた。筋タンパク質分解のマーカーであるユビキチン化タンパク
質は加齢によって増加していたが、温熱負荷とロイシン摂取を組み合わせた場合にのみ減少し
た。これらの結果から、加齢により筋タンパク質分解が亢進するが、その代償としてタンパク質
合成が増加し、それに必要な材料を積極的に筋細胞内に取り込ませるために LAT1 の発現量が増
加していることが示唆された。また、温熱負荷とロイシンの組み合わせは、筋タンパク質合成よ
りもむしろ、加齢によって亢進する筋タンパク質分解を抑制することによって、サルコペニアの
抑制に働いている可能性が示された。 
 

 

 
図 1. 大腿四頭筋重量、LAT1 発現量およびユビキチン化タンパク質量 
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