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研究成果の概要（和文）：本研究では，骨格筋適応において観察される細胞の損傷から再生プロセスにおける細
胞内カルシウムイオン濃度 ([Ca2+]i) および過酸化水素濃度[H2O2]iの時空間パターンとその制御機構の解明を
目的とした．主な知見は以下の通りである．1) 骨格筋の伸張性収縮時，筋線維の伸展量に依存する [Ca2+]i変
動パターンが存在する．2) 運動後の [Ca2+]i変動は，筋小胞体におけるリアノジン受容体によって制御され，
筋損傷の誘発に関与する．3) 筋収縮による[H2O2]iの変化は小さく，運動時のCa2+蓄積を誘発する主因子ではな
いことが明らかになった．

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to evaluate the spatiotemporal patterns of 
intracellular calcium ion concentration ([Ca2+]i) and hydrogen peroxide concentration ([H2O2]i) 
involved in skeletal muscle adaptation and to elucidate their regulatory mechanisms. The main 
findings are as follows: 1) In the eccentric contraction mode of skeletal muscle, the [Ca2+]i 
variation pattern is dependent on muscle fiber extension; 2) Post-exercise [Ca2+]i dynamics is 
regulated by sarcoplasmic reanodine receptors, which are involved in the induction of muscle damage;
 3) Changes in [H2O2]i associated with muscle contraction are small, indicating that [H2O2]i is not 
the main factor inducing Ca2+ accumulation during exercise.

研究分野：運動生理学

キーワード： 骨格筋　カルシウムイオン　活性酸素種　バイオイメージング
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は，筋肉量やミトコンドリア量をコントロールする細胞内のスイッチ機構の存在がカルシウムイオンと活
性酸素種のダイナミクス（細胞質中の空間的・時間的な濃度変化の連続）と関係することを明らかにした．この
スイッチ機構の解明は，アスリートをはじめ，高齢者に対する筋肉量やミトコンドリア量をコントロールする運
動プログラムの開発に応用できるため，社会的にも大きな意義を有している．

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

加齢や寝たきりなどの不活動状態，あるいは代謝的疾患 (糖尿病など)に関連した筋⾁量の減
少と持久性能⼒の低下は，Quality of Life や健康寿命などに直結するリスクファクターである．
現在まで，筋⾁量やミトコンドリア量を維持する筋細胞適応の分⼦メカニズムについては⼗分
な理解が得られていない．筋⾁量やミトコンドリア量をコントロールする細胞内のスイッチ機
構の存在が明らかになれば，様々な⼿段によって筋細胞の適応を効果的に導くことが可能とな
る． 

本研究は，細胞適応を誘導するスイッチ（切替装置）の役割がカルシウムイオン(Ca2+)と活
性酸素種（ROS）のダイナミクス（細胞質中の空間的・時間的な濃度変化の連続）にあるという
仮説を検証する．本研究はこれらの関連物質を「⽬で直接観察できるマルチバイオイメージング
モデル」の構築に挑戦する．スイッチ機構の解明は，アスリートをはじめ，⾼齢者に対する筋⾁
量やミトコンドリア量をコントロールする運動プログラムの開発に応⽤できるため，社会的に
も⼤きな意義を有している． 
 
２．研究の⽬的 

本研究は，細胞適応のスイッチと考えられる分⼦ (Ca2+，ROS)をモニターする in vivo バイ
オイメージングをマウスおよびラットモデルを⽤いて確⽴することを⽬標とした．これまで，細
胞適応を理解するための研究アプローチは，運動を負荷した筋組織を個体から摘出し，細胞，タ
ンパク質，遺伝⼦レベルに細分化することが⼀般的であり，シグナル分⼦のダイナミクスを明ら
かにできなかった．本研究は，以下のような 2つの研究課題を設定し，運動後の細胞環境におい
て， Ca2+と ROS ダイナミクスはパターン化された規則性により細胞適応スイッチの ON/OFF
を制御していることを予想した． 

 
課題 1：⾻格筋における細胞内カルシウムイオン濃度 ([[Ca2+]i) の時間・空間的な変化パター

ンは様々な細胞応答を制御する重要な細胞シグナルである．本研究は，⾻格筋損傷から
再⽣プロセスにおける [Ca2+]i の時空間パターンを評価し，その制御機構の解明に焦点
をあてた． 

課題 2：活性酸素(ROS)の⼀つである過酸化⽔素（H2O2）に着⽬し，筋収縮時の細胞内H2O2 濃
度([H2O2]i)の時間・空間的な変化パターンを定量する．さらに，[Ca2+]i の時空間パター
ンとの対応関係を解明する． 

 
３．研究の⽅法 
実験動物：マウス(C57BL/6J)，ラット(Wistar)  
 
実験モデル： in vivo バイオイメージングモデル(Sonobe et al. 2008, Eshima et al. 2013, 2017を
改変)による検討：⾻格筋にカルシウム蛍光指⽰薬(Ca2+, Fura-2) or ROS感受性蛍光タンパク質
(H2O2, HyPer)を導⼊する．蛍光顕微鏡下において，細胞質中の Ca2+とH2O2 をリアルタイムに
測定する．細胞質内 Ca2+と H2O2 は筋⼩胞体とミトコンドリアによって調節されている．そこ
で，関連タンパク質であるリアノジン受容体，筋⼩胞体カルシウムイオン ATPase，ミトコンド
リアカルシウム単輸送体の薬理的阻害モデルによる検証を実施する． 
 



４．研究成果 
<課題 1> 筋損傷を誘発する運動様式である伸張性収縮（ECC）では張⼒発揮時の筋線維膜の伸
張が特徴である．これまで，ECC が誘導する [Ca2+]i 蓄積の動態は報告されているものの，筋
伸張と [Ca2+]i との直接的な関係性は評価されていなかった．そこで，筋線維⻑に着⽬し，ECC
による [Ca2+]i 蓄積は，筋線維⻑の変化によって規定されるという仮説を検証した．下腿の表
層筋である前頸⾻筋 (TA) を筋線維軸に沿って 3 部位 (遠位部，中央部，近位部) を観察でき
る評価モデルを構築した．その結果，ECC による筋⻑変化は遠位部の伸展量が最も⼤きく，近
位部は⼩さいことが確認され，[Ca2+]i の増加は遠位部から先⾏して観察された．つまり，[Ca2+]i
は伸展量依存的に蓄積することが明らかとなった．この機構は，細胞膜上の伸展活性化チャネル 
(Stretch activated channels: SACs) からの Ca2+流⼊が筋⻑変化に依存していることによって説
明できる．さらに，この実験において注⽬するべき知⾒は，ECC を継続して繰り返した場合，
および時間経過とともに [Ca2+]i の部位差は解消され 3 部位で同程度に均⼀化されたことであ
る．遠位部で先⾏的に蓄積した Ca2+から，隣接部位へ Ca2+上昇が伝播する機構の存在が考えら
れる．これは⾻格筋におけるストア Ca2+を介した Ca2+伝播機構の存在を⽰唆するものである．
⾻格筋細胞は，細胞が線維状で⻑く，多核細胞という特徴を有している．そのため，ECC 負荷
から 1 時間後の細胞内 Ca2+の均⼀化は，細胞内において同⼀の形質や機能を維持するために重
要な機構であるかもしれない． 
ECC 時の伸展に依存した Ca2+蓄積，ならびに細胞内機構による伝播的な Ca2+蓄積によって

顕著に上昇した [Ca2+]i は，その後どのような時系列変化を辿るのかについて，ECC5時間後と
24時間後に着⽬して検証を⾏った． ECC の 1時間後では，蓄積した Ca2+が均⼀化する．とこ
ろが，興味深いことに ECC5 時間後において，Ca2+の分布が不均⼀であり，局所的に Ca2+⾼濃
度領域が発⽣した．24 時間後では運動前と類似した [Ca2+]i 空間分布が確認された．⼀⽅この
局⾯では，HE染⾊による組織学的所⾒により，観察領域の約 60%において筋損傷像が確認され
た．これらの結果は，ECC後の⾻格筋では，運動 5時間後まで持続的に Ca2+が蓄積するパター
ンを有し，これは 24時間後に顕著となる筋細胞の浮腫や浸潤応答に先⾏することを⽰している．
この機構を解明するために，本研究では RyR の Ca2+ハンドリング機構の変化に着⽬した．RyR
の阻害剤であるダントロレンの投与モデルを⽤いて，この応答についての検証を⾏った．運動直
後にダントロレンを投与したところ，RyR の阻害は ECC 5時間後に特徴的な Ca2+蓄積パターン
を解消し，さらに 24時間後の筋損傷を 60%から 30%まで約 5割抑制した．したがって ECC後
の⾻格筋では，RyR を介した局所かつ⾼濃度 Ca2+蓄積パターンが存在し，筋損傷の誘発因⼦と
なっていることが明らかとなった．運動誘発性筋損傷は，打撲や挫滅などの外傷とは異なり，筋
損傷が筋線維の局所に⽣じることが特徴である．これまでは，運動誘発性の筋損傷が筋線維の特
定領域に限定される機序は不明であった．本研究の ECC 後の RyR に依存性した特定領域での
⾼レベル [Ca2+]i 時空間特性は，運動誘発筋損傷の誘発機構を説明できる初めての研究成果であ
る．ところで，本研究は，ECC後には運動前には認められない Ca2+のゆらぎ成分 (RMS, [Ca2+]i 
fluctuation) を持つことを発⾒した．さらに，この成分は RyR⾮依存的であることを明らかにし
た．しかしながら，この成分のもつ⽣理学的意義については解明できなかった．RyR阻害の影響
を受けなかったタンパク質分解酵素 calpain-1の活性化，ならびに約 30%の筋損傷が残存された
ことは，⾼レベルの [Ca2+]i 時空間特性では説明できないことから，Ca2+のゆらぎ成分による浮
腫や浸潤応答などの関与がある可能性を残している．  

 



 
 

 
 
<課題 2> 筋収縮負荷前後の in vivo [H2O2]i 動態について調べた．筋収縮モデルである単縮（１
Hz，60秒間）と強縮（100 Hz，30秒間）の張⼒曲線を⽐較したところ，単縮刺激は，60秒間
で張⼒低下は観察されなかった．強縮刺激では初期値と⽐較して 65〜70％程度張⼒が低下した．
張⼒特性には，単縮および強縮直後から 15分間の[H2O2]i を評価した．その結果，in vivo モデ
ルである本研究において，短縮刺激 60 秒間では有意な[H2O2]i の増加は観察されず，強縮刺激
30 秒間においても [H2O2]i は 6％程度であった．これまで，収縮刺激時において，培養細胞と
単離した成熟筋線維を⽐較すると成熟筋線維のほうが ROS 濃度の増加量は低く，これには細胞
の成熟度と ROS の調節機能が関係していると推察されている．さらに本研究は，低酸素由来の
H2O2⽣成を排除できるモデルであることから， H2O2⽣成と除去バランスが⾼度に保持された
モデルであると考えられる．したがって，⽣理的な細胞環境下において，筋収縮が誘導するH2O2

蓄積は少なく，恒常性が維持されることを⽰唆している． 
本研究の収縮条件は，短時間（60秒間以内）のモデルであった．これまでの研究では，最⼤

下運動であれば抗酸化剤は筋疲労を軽減する効果を発揮することが⽰されている．したがって，
⻑時間運動における筋細胞内 H2O2 と Ca2+濃度の関係性について検討する必要がある．さらに，
ROS⽣成に関して，筋細胞膜に存在するNOX2由来の関与があるかもしれない．例えば，伸張
性の筋収縮様式では，細胞膜の SAC チャンネルを活性化し，細胞外からの Ca2+流⼊を亢進する．
ROS においても，細胞膜の伸展性との関係性を解明する必要があるだろう． 
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ECC 収縮後の [Ca2+]i変化と筋損傷に関連す
る細胞応答の時系列模式図 
安静時 (~1.24) から ECC 時に [Ca2+]i が上
昇 (◆:~ 1.60)，5 時間後でも持続的に⾼値で
あり (~ 1.36)，その後 24 時間後には ECC 前
の安静時レベルまで回復することを明らかに
した (~ 1.28，実線))．ダンントロレン 
(DAN) により ECC 後 5 時間の [Ca2+]i の上
昇は抑制された (破線)．ECC 時の [Ca2+]i の
増加は伸展活性化チャネル (SACs) を介した
細胞外 Ca2+流⼊から⽣じるのに対して ECC5
時間後の [Ca2+]i の増加は主にリアノジン受
容体 (RyR) の変性に起因することが考えられ
る．ECC24 時間後までに⼀部の筋線維が腫脹
して細胞⾻格の完全性が失われるといった組
織学的な異常が⾒られた．カルパインは ECC
後 24 時間から活性化され 3 ⽇以上活性化した
ままであることが報告されている．⽩丸 (安
静時，pre-ECC)，⿊丸 (ECC)，灰⾊丸 
(ECC+ DAN) は本実験で得られた平均値を
⽰している． 
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