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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は，運動停止直後に活性化するオートファジーが，運動による筋機能向
上に寄与するかどうかを検証することである．この目的のために，筋萎縮モデルと高齢モデルを用いた．ただ，
我々の実験の運動負荷モデルでは，培養細胞で起こるような現象は認められなかった．運動負荷の量や時間が関
係していると考える．また，オートファジーによる代謝後産物のクリアランスに重要な筋内リンパ管の運動によ
る形態応答は，高齢マウスと若齢マウスでは異なる事，また速筋と遅筋とでも異なる事が判明した．

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to determine the effect of autophagy, which is
 activated immediately after exercise cessation, on exercise-induced improvement of muscle function.
 We used muscle atrophy and aging models for this purpose. The exercise load model of our 
experiments did not show the same results as occur in cultured cells. We conclude that the cause is 
related to the amount and duration of exercise load. If this phenomenon is clarified in animals, it 
will lead to the development of new exercise therapies that are effective for patients with muscle 
atrophy and for the elderly.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
筋肥大に至適とされる高強度の運動は，高齢者や疾患を対象とするリハビリテーションにおいては現実的でな
い．また，実際の臨床現場では，筋肥大が望めない低強度の負荷で運動処方を行うことが多い．この低強度運動
において，筋肥大はみられなくとも筋出力は向上するという“不思議”な現象を多くの療法士が経験する．我々
が明らかにしたトリ培養筋管細胞の収縮運動で，収縮運動停止直後数時間でおこるオートファジー活性化による
筋細胞内のクリアランスがカギとなると考えられる．本現象とメカニズムが明らかになれば，筋萎縮の患者や高
齢者に対して有効な，新たな運動療法の開発につながると考える．

※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 
運動による筋機能向上の検証は，筋出力と筋横断面積との正の相関を理由に，筋肥大やそれを

もたらすタンパク質合成系シグナルに着目して行われている.しかし，筋肥大に至適とされる高
強度の運動は，高齢者や疾患を対象とするリハビリテーションにおいては現実的でない.また，
実際の臨床現場では，筋肥大が望めない低強度の負荷で運動処方を行うことが多い.この低強度
運動において，筋肥大はみられなくとも筋出力は向上するという“不思議”な現象を多くの理学
療法士が経験する.この現象は，システマティックレビューでも報告されている(Bao, Aging and 
Disease 2020).ところが未だ，臨床現場においては，筋出力向上のために筋肥大を目標とするス
トラテジーが形式的にとられる現状がある. 
これまで，運動による筋機能向上のメカニズム探求は，筋肥大応答を中心に検証されてきた.

運動時の筋収縮で起こる mTOR の活性化は，タンパク質の合成系促進と分解系抑制を誘導し，
筋肥大に寄与することがよく知られている（Bodine, Nat Cell Biol 2001）.一方で，運動により
大量発生する活性酸素は，変性細胞内小器官を蓄積させる.この蓄積は細胞にとって有害で，機
能低下を引き起こす（Castets, Cell Metab 2013）.よって，筋収縮による分解系の抑制は筋機能
の低下につながるという矛盾が生じる.加えて，加齢や長期臥床により萎縮した筋中にも，不要
な変性細胞内小器官が蓄積される（Yoshioka, Front in Cell Dev 2019）.運動や加齢，萎縮によ
りダメージを受けた細胞の回復には，タンパク質
分解系の始動が必要なはずである.この様に，一見
単純な運動と筋機能向上の間には，様々な生理応
答の説明が未解決のまま存在している. 
（経緯）我々は，トリ培養 myotube の収縮運動で
筋肥大が確認できたモデルで，これまで日単位の
報告しかなかった分解系変化を時間単位で調べ
た.その結果，収縮運動停止直後数時間で起こるオ
ートファジー活性化を見出した(図，Yoshioka, 
BBRC 2020).この活性化は，一見矛盾にも見える
筋収縮と筋機能向上の間にある生理応答を説明
しうる，重要なイベントであると考えた.以上よ
り，『低負荷の運動で高齢者の筋機能が向上する
理由には，この運動を「やめる」刺激で活性化さ
れるオートファジーが関与しているのでは？』，
それでは『最低どのくらいの負荷運動でこのスイ
ッチは入るのか？』，『このスイッチは，筋機能の
向上の視点で，タンパク質合成と同じ，もしくは
それ以上に重要なイベントかもしれない.』など，
本研究の根幹をなす疑問が湧き出るに至った. 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，筋収縮運動停止直後に活性化するオートファジーが，筋肥大とは別の観点か

ら，運動による筋機能向上に寄与するかどうかを，マウス個体レベルで明らかにすることである.
また，オートファジー活性に有効な至適運動強度や時間などを明らかにすることである.そして
萎縮筋や加齢筋への影響を検証することである.更に，オートファジーによる代謝産物のクリア
ランスやエネルギーサプライに重要と考えられる，運動における加齢筋内のリンパ管や毛細血
管の形態応答を明らかにすることである. 
 
 
３．研究の方法 
以下に示した実験のうち，モデル作製や至適運動強度の検証は研究代表者河上と研究分担者

伊東が，組織学的検証に関する実験は研究代表者河上が，生化学的検証や分子生物学的検証に関
する実験は研究分担者紀が実施した. 
（１）モデル作製と至適運動強度の検証 
 筋萎縮モデルに尾部懸垂モデルマウスを用いる.一般的に用いられる 2 週間の尾部懸垂に加え，
4 週間の尾部懸垂を行い，臨床により近いと考えられるモデルを検証した.負荷運動は，我々の
開発した麻酔下のマウスの下腿筋群に対して，電気刺激を用い負荷量を自由にコントロールで
きる足関節運動・評価装置を用い，電気刺激強度や頻度を変えて検証した. 
（２）組織学的検証 
組織学的には，HE 染色により筋の基本構造を検証した.また，抗 CD31 抗体を用いて毛

細血管を，抗 LIVE1 抗体を用いてリンパ管を染色し，量や大きさの変化を検証した. 
（３）生化学的検証 



生化学的検証においては，タンパク質合成系のシグナル分子としては p-Akt/t-Akt につい
て，分解系シグナル分子としては LC3Ⅱ/LC3Ⅰ，ｐ62 について検証した.また，毛細血管や
リンパ管新生に関わるシグナル分子の活性や不活性に関わるｍRNA の増減を検証した. 
 
 
４．研究成果 
（１）モデルと至適運動強度 
筋萎縮モデルマウスには，一般的に用いられる 2週間の尾部懸垂よりも，4週間の尾部懸垂の

方が適切であると考えられた.その理由を以下に述べる.非尾部懸垂群に比べた尾部懸垂群のヒ
ラメ筋の筋線維横断面積は，2週間の尾部懸垂で 63％，4週間の尾部懸垂で 67％と，有意な低値
を示した.この尾部懸垂群の筋力（最大底屈トルク）は，非尾部懸垂群に比べて 54％であっ
た.Sandona（2012）の報告では，マウスのヒラメ筋 CSA は 13 週間の宇宙飛行で 65％に減少した
ことから，筋萎縮は尾部懸垂２週間までに急速に進行し，その後の進行は少ないと考えられた.
よって，4週間の尾部懸垂による筋萎縮モデルマウスは，臨床で理学療法の対象となる慢性的な
寝たきりモデルとして使用できる可能性があると考えられた. 
この４週間の尾部懸垂による筋萎縮モデルマウスに対して低強度の負荷運動の量を決定する

ために，運動強度と運動持続時間との関係を検証した.下腿後面に電気刺激（50 Hz，0.2～0.4 
mA）を 5 秒に１回与え等尺性収縮を行わせることにより，運動開始時のトルクが最大トルクの
20％となり，５秒間収縮，５秒間弛緩を 18 分間繰り返し続けられることが判明した.ただ，運動
終了時のトルクは最大トルクの平均 7.8％にまで低下していた. 
（２）筋萎縮モデルや高齢モデルマウスに対する運動後の生化学的応答 
４週間の尾部懸垂によるモデルマウスに対して，最大トルクの 20％の負荷運動を実施し，負

荷運動直後及び１時間後のタンパク質合成系と分解系シグナル分子の活性化について検証した.
タンパク質合成系のシグナル分子としては p-Akt/t-Akt について，分解系シグナル分子として
は LC3Ⅱ/LC3Ⅰ，ｐ62 について検証した.合成系に関しては，これまでの研究と同様に運動後の
p-Akt/t-Akt の上昇傾向が認められた.一方，分解系の LC3Ⅱ/LC3Ⅰ，ｐ62 に関しては，若干上
昇する個体があるものの，CON とほぼ変わらない例が多いことが判明した.即ち，我々の筋萎縮
モデルマウスや高齢モデルマウスにおいては，培養系では認められ，筋収縮運動停止直後に起こ
ると予想された分解系の活性化に関しては認められなかった.高齢マウスの骨格筋に集積するオ
ートファゴゾームが，自由運動飼育により減少する.この自由運動飼育では，1 日平均 5-8km 走
行する.また，培養系のモデルでも，２日間持続的に収縮を繰り返す刺激を用いている.今回の検
証で用いたモデルは，収縮運動を１日 18 分間繰り返し行うことが可能なモデルであった.しか
し，この 18 分間で収縮力が開始時の 10％以上減少していた.培養細胞と同様の結果が起こらな
かった理由には，刺激時間や強度の違いが原因であるかもしれない.今後検討が必要である. 
（３）高齢モデルマウスに対する毛細血管やリンパ管の組織学的，生化学的検証 
オートファジーによる代謝後産物のクリアランスやエネルギーサプライに重要と考えられる，

加齢筋内のリンパ管や毛細血管が運動によりどう形態応答をするか検証した.リンパ管は抗
LIVE1 抗体を用いて，毛細血管は抗 CD31 抗体を用いて染色し，密度や大きさの変化を追った.そ
の結果，高齢マウスは若齢マウスの運動による応答と異なる応答を示す事，また速筋と遅筋とで
も異なる応答を示す事が判明した. 
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