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研究成果の概要（和文）：本研究は骨格筋の収縮機能における微小管の役割を明らかにする目的で行われた。こ
の目的のため、張力計測と筋イメージングを同時計測する装置の開発を行った。外力変形を行うステッピングモ
ーターの組み込みと可動式顕微鏡の構築を行い、ノイズの少ない高精度な収縮力・変形応力計測を実現した。ま
たイメージングにおける励起光波長と励起光照射方法の検討により、反復収縮や伸展変形時の光ダメージや背景
光ノイズを大幅に低減し、筋繊維内部を可視化しながら張力計測を行う事に成功した。また本装置を用いて微小
管が骨格筋の完全強縮の強度や変形応力緩和時間と関係する事が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to clarify the role of microtubules in the 
contractile function of skeletal muscle. For this purpose, we developed a device for simultaneous 
measurement of tension and muscle imaging. A stepping motor for external force strain was 
incorporated and a movable microscope was constructed to realize highly accurate measurement of 
contraction force and deformation stress with low noise. By examining the excitation light 
wavelength and excitation light illumination method for imaging, optical damage and background light
 noise during repetitive contraction and extension deformation were greatly reduced, and tension 
force measurement was successfully performed while visualizing the inside of muscle fibers. Using 
this system, it was also clarified that microtubules are related to the strength of tetanus 
contraction and deformation stress relaxation time of skeletal muscle.

研究分野：生物物理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は張力計測とイメージングの同時計測法の確立および微小管の骨格筋粘弾性への寄与の解明という
二つの点である。前者は異なる計測方法を同一時間軸で行うための技術開発である。近年の生命科学研究におい
ては、生物システムの多要素的理解や分子・細胞・個体間の階層横断的理解が求められているが、生きた筋組織
の多元的計測はその両者に貢献するものである。また、骨格筋粘弾性における微小管の寄与を示した事は骨格筋
研究に新たな視点を提供することになった。これは筋の衝撃耐性や運動性能の理解に繋がるため、トレーニング
法、マッサージ療法やスポーツウェア開発などの身体運動諸分野に波及するものである。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 骨格筋は身体運動を作り出すための収縮力を発生し、さらに体表の近傍にあって体外からの
力を受け、これに抗して身体を防御している。しかし無理で急激な運動や抗しきれない外力によ
る筋損傷の危険に常に晒されている。例えば、筋長軸方向、すなわち収縮軸方向から急激な力を
受ければ肉離れに発展し、筋短軸方向からの強い負荷ならば筋挫傷が発生しうる。骨格筋自体の
収縮力や外力に対する堅牢性はこれまでに、筋構造の６０％を占める筋原線維と筋収縮の制御
系である各イオンチャネルを中心に論じられてきた。微小管は骨格筋においては格子様配置を
取り、筋原線維の周りを取り囲んでおり、細胞構造や制御系タンパク質配置および収縮装置と筋
細胞膜との結合の維持に関与する。筋損傷時には細胞構造が破壊されるにも関わらず、微小管の
外的負荷に対する堅牢性や筋収縮への寄与は明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では筋収縮および筋構造の維持における微小管の役割を明らかにすることを目的とす
る。とりわけ、これらを定量的に示す事を企図している。「筋構造―収縮力相関」を定量的に取
り扱うためには、同一試料を用いた実験が必要となる。そのため本研究はこれを実現するための
計測装置の開発と方法の確立、および本装置を用いて微小管に注目した骨格筋の力学モデルを
構築することである。 
 
３．研究の方法 
 本研究ではマウス長趾伸筋対象として実験を行った。長趾伸筋は腱から腱までの筋組織とし
て取り出し、外科糸を腱に結び小さな輪を作り、これを筋把持用プローブに取り付けて、収縮張
力計測を行った。計測は還流チャンバーを用いて 32℃に温度を維持して行った。筋収縮は電気
刺激装置 SEN-3301（日本光電）で誘導した。力計測はメカニカルトランスデューサーUL-100GR
（MINEBEA）を、外力による伸展変形はステッピングモーターHPS60-20X-M5（シグマ光機）を用
いた。筋繊維内イメージングのための顕微鏡部の原型はコアユニット顕微鏡（シグマ光機）を基
にした。対物レンズは６０倍長作動距離対物レンズ（LUCPLFLN60XPH）を、励起光源は LED470-
900B（朝日分光）、LED505-900B（朝日分光）、LED625-900A（朝日分光）を用いた。カメラは
DMK33GX287（The imaging source）を用いた。 
 
４．研究成果 
本研究の主要テーマである微小管動態と収縮
力の関係の解明において、まずこれを実行するた
めの計測装置の開発を行った（図１）。本装置に必
要な要素は次の通りである。（１）収縮張力および
変形応力の計測装置。（２）温度および溶液環境の
管理のための還流装置。（３）定量的な伸展変形を
行う牽引装置。（４）筋繊維内の構造を可視化する
ためのイメージング装置である。 
それぞれの装置構築においてはいくつかの改
良が必要であった。（１）および（２）の装置は、
電気刺激装置による収縮刺激を筋固定用のプロ
ーブに接続したメカニカルトランスデューサー
により検出するという従来から広く用いられて
いる方法を用いた。またその後の筋繊維内イメー
ジングへの適用を考え、筋の長軸が水平になるよ
うにメカニカルトランスデューサーを配置し、還
流チャンバーの底面には顕微鏡観察用カバーガ
ラスを用いた。還流溶液は還流チャンバーの直前で加温し、一定流速で還流を行うことで温度の
安定性を維持した。 
本研究では筋の力学的性質の定量と筋繊維内イメージングを計画の中心に据えていたため、
とりわけ（３）および（４）の装置開発に力をいれた。（３）では高性能のステッピングモータ
ーを用いた。本研究では筋の両端の腱をそれぞれ外科用糸により筋把持用プローブに固定して
いる。このうち片方は先に述べた様にメカニカルトランスデューサーに接続されているので、筋
変形用ステッピングモーターはもう一方の把持用プローブに接続した。通常、把持用プローブは
トランスデューサー側も固定側も還流チャンバーと同一のステージ上に設置する。しかしなが
ら、筋変形用ステッピングモーターの駆動時に大きな振動が発生した。これは変形時の収縮張力
や変形応力計測に支障をきたすものであった。そこで、変形用ステッピングモーターをステージ
外に設置するという工夫を行った。これにより変形時の計測ノイズを除去する事に成功した。し
かしながら、これは筋繊維内イメージングにおいて大きな問題を生じた。装置設計・開発当初に



おいてはイメージング視野の移動のため、可動式ステージを採用していたが、変形用ステッピン
グモーターをステージ外に設置したことにより、把持用プローブとステージとの一体性が失わ
れ、筋の状態を維持した視野移動が不可能となった。そこで、固定ステージを用いる事にした。
また、イメージング視野の移動も実現する必要があったため、筋試料ではなく、顕微鏡そのもの
を可動式にするという大幅な設計の変更を行った。本研究ではその後の拡張性のため、既製品の
顕微鏡筐体ではなく、開発当初から光学部品を組み合わせたコアユニット型の顕微鏡システム
を採用していた。これは極めて軽量であったので、これを XYZ ステージ上に設置し直し、固定ス
テージの下部に設置し直した。これにより筋試料に影響することなく、視野移動およびピント調
節を XYZ ステージで一括して行うことに成功した。さらに、この設計変更は、固定ステージであ
る事と、ピント調節機構が対物レンズ近傍にない事から、観察時のノイズの大幅な低減の実現に
も寄与した。 
筋イメージングの装置開発においては３点の重要なポイントがあった。まず一つ目は対物レ
ンズの選定である。本研究では収縮や変形中の筋繊維内の変化を観察することを目的としたた
め、対象となる筋試料は還流チャンバーの底面に配置したガラスに直接接触しないように浮か
せた状態となっている。この場合、１００倍の油浸レンズの作動距離では観察が不可能であった。
そこで、長作動距離観察用対物レンズを採用し、ガラス面との摩擦を筋試料に与えることなく、
張力計測とイメージングを同時に実行する事に成功した。このレンズは１００倍の油浸レンズ
よりも分解能が下がるものの、カメラと組み合わせてピクセルサイズ 0.1μm/pix の解像度で画
像取得を実現することができた。 
本研究のイメージングは蛍光観察法を用いている。この観察では将来的な筋における蛍光タ
ンパク質の遺伝子発現技術利用への拡張も視野に入れていたため、開発当初はライブイメージ
ングで広く用いられている蛍光タンパク質である GFP の利用が可能となるように、この励起・蛍
光波長帯に合わせて設計を行った。しかしながら実際に観察を行ったところ、２点の問題がある
ことが分かった。第一はバックグラウンド蛍光によるノイズが極めて大きい事であった。本研究
では長趾伸筋やヒラメ筋といった筋組織を対象としたため、腱、筋周膜および脂肪組織を含んで
いる。これらは GFP 観察用波長帯である 473nm の青色励起光を強く散乱するものや強い自家蛍
光を発するものが多く含まれている。筋試料作製時にこれらの要素を極力除去したが、バックグ
ラウンドノイズを低減させるのは困難であった。 
また、第二は波長帯の励起光は筋に対して大きなダメージを与える事である。静止状態の筋に
おいてはある程度の時間の観察において問題は無かったが、この励起光を照射した状態で反復
電気刺激による収縮や外力による伸展変形を行ったところ、収縮張力および変形応力の著しい
低下が見られた。さらに励起光照射を続けると収縮能は失われ、静止張力も低下した。このこと
から、青色励起光は筋繊維に致命的障害を与えると考えられる。そこで、励起光波長および筋繊
維内観察用蛍光試薬の再選定が必要となった。蛍光試薬との関係から、緑色（495nm）および橙
色（633nm）の励起光について同様の検証を行ったところ、緑色励起光でも同様の問題が発生し
た。一方で、橙色励起光では長時間照射や反復刺激、外力による変形においても収縮能に影響し
ない事が分かった。これにより橙色励起光を採用し、またこれに合わせてミトコンドリアのおよ
び 微 小 管 の 観 察 用 途 に Mitotracker-DeepRed (invitrogen) お よ び Tubulin-DeepRed 
(invitrogen)をそれぞれ採用することにした。さらに橙色励起光では青色励起光で見られた高
いバックグラウンドノイズを大幅に低減することに成功した。 
青色励起光において生じた問題点の解決のために、先に述べた励起光波長の再選定と並行し
て筋試料への励起光照射方法の検討も行った。開発当初において、ムラの無い励起光照射の方法
として蛍光観察で広く一般に用いられて
いるケラー照明法を採用した。この照明
方法は視野内の縦横方向および深さ方向
に対して均一な照射が行えるという利点
があるが、本研究で用いた筋試料では筋
繊維周囲の脂肪成分が励起される事と、
深さ方向に重層した複数の筋繊維が同時
に励起されるという点において不利に働
いた。前者においては励起光の再選定に
より大幅に低減されたが、後者において
は長作動距離観察用６０倍レンズを採用
しているために、観察している筋繊維と
異なる層の筋繊維が発する蛍光によるノ
イズが生じた。そこで、本装置においては
観察焦点面を重点的に励起できるクリテ
ィカル照明法を採用した。これによりバ
ックグラウンドノイズをさらに低減することに成功した（図２）。 
 収縮力－筋イメージング同時計測装置開発の要点は以下の通りである。 
  伸展変形用ステッピングモーターの設置に伴う可動式顕微鏡の作製 
  長作動距離対物レンズの採用 
  橙色 LED 光源およびクリティカル照明法の採用による励起光照射系の改良 



「収縮力－筋構造相関における微小管の役割の解明」を目的とする本研究の遂行過程において、
これらの装置開発・改良を成功させることができた。 
 収縮力－筋イメージング同時計測装置を用いた研究では大きく次の３つの成果を得た。伸展
変形に伴うサルコメア長変化と収縮力との関係。コルヒチン添加による収縮力の変化。伸展変形
による筋弾性の計測と筋粘弾性の数理モデルの構築である。 
 ステッピングモーターを用いて伸展変形を与
え、長さごとの変形応力を計測した。
Mitotracker-DeepRed を用いてミトコンドリアを
染色した。ミトコンドリアは A-I ジャンクション
に存在し、１ユニットのサルコメアに２本の線と
して見られた。この２本の間隔はおよそ0.8μmで
あった。またサルコメア間でのミトコンドリの間
隔は伸展変形により2.2～3.0μmの変化が見られ
た（図３）。伸展に伴う変形応力はサルコメア間隔
が 3.0μm までは緩やかに上昇し、それ以降は急
激に増大した。このことから変形応力は二相性を
示している事が分かった。すなわち少なくとも２
つの弾性要素が存在している事が示唆された。 
 微小管の役割を調べるため、本研究では微小管脱重合剤を用いた微小管脱重合の誘導を行っ
た。研究開始当初はノコダゾールを用いていたが、還流溶液への溶解性が低く実験の再現性に問
題があったためコルヒチンを選定した。微小管脱重合条件ではコルヒチンは還流溶液に添加し、
常にコルヒチン存在下で計測を行った。コルヒチン添加により、完全強縮時において収縮張力の
低下が見られた。このことから微小管が収縮機能に関与している事が示唆された。ただし、この
際に単収縮張力には変化が無かった。すなわち、微小管脱重合が収縮能そのものに影響するので
はなく、単収縮の連結による完全強縮の構成に関与していると考えられる。 
筋の受動的な変形への応答における微小管の関与を調べるため、コルヒチン存在下で変形応
力の計測を行ったところ、微小管脱重合条件において応力緩和時間の短縮が見られた。これは筋
の変形が起きやすくなっている事を示している。すなわち、通常時において微小管は筋の変形を
制限する要素となっていると考えられる。 
微小管脱重合による完全強縮の低下および応力緩和時間の短縮の共通点は変形のしやすさの
上昇である。前者では弛緩のしやすさが上昇したために、単収縮の連結よりも弛緩が優位になっ
た結果であり、後者は変形に対する抵抗が減少したためであると考えられる。“変形のしやすさ”
と微小管が関係するという事から、微小管は骨格筋における重要な粘弾性要素であると結論で
きる。こうした本研究の伸展から、骨格筋の粘弾
性の面から微小管の力学的役割を説明する事が
必要と考え数理モデルの構築を行った（図４）。
ステッピングモーターを用いた伸展および短縮
変形による応力計測から求めた弾性係数を用い、
粘性係数を変数として立式した運動方程式につ
いて、変形時の実測の応力グラフにフィッティン
グする数値計算を行ったところ、実測グラフと良
く一致した。さらにこのフィッティングにより求
められた粘性係数は実験によって求めた粘性係
数とほぼ同一の値であった。 
以上の結果から、本研究で開発した装置を用いて、筋粘弾性の高精度な計測を実現することが
できた。またこれにより微小管が筋の粘弾性要素として、骨格筋の生理的な役割と直結する完全
強縮の構成や筋の変形に対する安定性という筋機能における重要な役割を担っているという事
を明らかにすることができた。これらの成果は The 5th Rocky Mountain Muscle Symposium、第
６０回日本生物物理学会年会および第６１回日本生物物理学会年会において発表を行った。 
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