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研究成果の概要（和文）：老化に伴う筋委縮（サルコペニア）の予防を目的として、その発生機序をラット及びヒトの
細胞を用いて行った。その結果、実際にサルコペニアの症状が出る以前に、すでに筋機能の低下（脊髄運動神経機能応
答の変調、筋収縮速度の低下、筋小胞体機能の低下）は始まっており、筋萎縮の症状が出る前の中年期における予防策
の重要性が示された。即ち、まだ体の動く40歳代に速い運動と柔軟体操の実施を習慣づけることが重要なカギとなると
考えられる。さらに、筋肉を構成する個々の細胞群の機能低下は、生体内の環境因子（身体中の水の成分）によるとこ
ろが大きく、栄養状態・ホルモンバランスを整えることの重要性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The physiological mechanisms of the age-related loss of muscle mass (sarcopenia) 
was investigated for preventive purposes. The results suggested that the symptoms such as alteration of 
motor units, slower muscle contraction velocity and the functional reduction of sarcoplasmic reticulum, 
already began in middle aged that showed no other signs of sarcopenia. Thus, prevention should be started 
in middle age that could be retained relatively higher movement ability. In addition, in vivo cellular 
environment, such as the cachexia with reduced physical activities, may be a major cause for sarcopenia 
and/or dynapenia with a functional depression of muscle-derived cells. Therefore, stable nutrient intake 
and maintaining of humoral balance are important for the prevention.

研究分野：神経筋生理学、運動生理学
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１．研究開始当初の背景 
近年、医療技術の進歩に伴い、いわゆる高

齢化社会現象が刻々と進んでいる。そんな

中でサルコペニア(Sarcopenia：加齢に伴う

廃用性筋萎縮と機能低下)は、高齢者におけ

る寝たきり・要介護状態に至る根本的な要

因の一つと考えられている。また、高齢者

の運動機能低下は生活環境を単純化し、い

わゆる「認知症」への加速原因となること

から、高齢化社会における要解決問題とし

て、その予防策が国内・国外を通じて検討・

報告されている。その主たる原因は、加齢

現象に継続的な身体活動量の低下が加わる

ことで生じると考えられている（原発性サ

ルコペニア）。しかし、原因といくつかの現

象は明らかにされているが、その発現機序

に関しては十分に解明されておらず、より

効率的な予防対策の提示には至っていない。

例えば、加齢現象と身体活動量の低下の因

果関係（加齢が先か、活動量低下が先か？ 

加齢が先として、運動は加齢現象を予防で

きるのか？ 逆に、活動量低下が加齢現象

を誘発するのか？）や、栄養関連分子の動

向、筋関連転写因子を含む遺伝子発現など、

根本的な解決に向けて不明な点が残されて

いる。即ち、１）報告されている現象が必

ずしもコンセンサスのあるものとは限らな

い（ばらつき有り）こと。２）現象-現象間

の因果関係がはっきりしないケースが多い

こと。３）原因から現象に至るメカニズム

が明らかでないケースが多いこと等があげ

られる。そして、これらの問題点が生じる

原因の一つとして、「サルコペニアそのも

のの基準が曖昧である」ことが挙げられる。

ヒトでは進行程度による分類､例えば、前、

中、重症サルコペニア等も提案されている

が(1)、これは特に、動物実験で顕著である。
即ち、動物の場合加齢が進めば進むほど個

体差は大きくなるのが通常であるにもかか

わらず、単に一定の年齢（週齢）を過ぎた

動物、あるいは早期老化を示す動物のデー

タから成る報告が多く、サルコペニア筋そ

のものに対する基準を満たしていないケー

スがしばしば見られる。従って、年齢は基

準に到達していても筋萎縮はそれほど進ん

でいない動物のデータ等も含まれることに

なり、その結果、ばらつきを生むことにな

っていると考えられる。従って、サルコペ

ニア予防に対して「なるべく運動しましょ

う、あるいは身体活動量を維持するように

努めましょう」という対処療法に留まり、

根本的な解決、より効率的な解決方の提案

には至っていないのが現状である。この現

状を打開するには、一定の基準を満たした

サルコペニア筋（動物）に対して、一貫し

た機能、代謝応答、分子・遺伝子発現、細

胞増殖能力等の解析を加えることで解決で

きると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究計画は一定の基準（後述）を満たし

たラットサルコペニア筋に対して、1) in 

vivo 麻酔下電気刺激における筋収縮機能解

析から、緊張力低下、疲労耐性、脊髄運動

神経機能応答、筋小胞体機能応答を解析す

る。2) ラジオアイソトープを用いたアミノ

酸・サイミジン（細胞増殖能）代謝応答を

解析する。3) 代償性肥大モデルを利用して

筋内幹細胞の増殖・分化能を解析する。4) 

代償性肥大モデルを利用して筋肥大・萎縮

関連遺伝子発現を解析する。5) 代償性肥大

モデルを利用して筋萎縮に対する分子・蛋

白レベルの変化を解析する。6) さらに、ヒ

ト骨格筋より実際に細胞群を抽出・培養し、

上記３～５）を比較検討することを目的と

した。 
 
３．研究の方法 
本研究ではサルコペニア筋の定義として、

次の三点を設定した。1) 400 匹を超えるス

タンダード成長曲線（上記２）から、完全

に逸脱して筋萎縮していること。2) 萎縮筋

にfiber type groupingが起こっていること。 

3) 動物（ラット）年齢が 2.5 年齢以上であ

ること。従って、老齢ラット（2.5 年齢以上）

で明かに体重・筋重量減少が認められたも

のに対して以下の解析を行った。 

【実験１】：「in vivo 麻酔下電気刺激におけ

る筋収縮機能解析から、緊張力低下、疲労

耐性、脊髄運動神経機能応答、筋小胞体機

能応答を解析」 
ここでは、平成 7-8 年度文部科学省科学
研究費（基盤研究Ｃ：２年間、研究代表者：
玉木哲朗）「新しい運動系の機能解析法」で
開発した測定システムを利用した。  従来
の in vivo 実験系（電気刺激を用いた骨格筋
の収縮機能測定法）と最新のＯＡ技術によ
る計測法を応用し、小動物における骨格筋
の生理機能をより正確に定量化する方法を
開発した。完全デジタル化により、マイク
ロ秒単位の計測を可能とした。In vivo と in 
situ（坐骨神経切断後）の両実験が可能であ
るため、運動単位としての機能(in vivo)と神
経筋接合部の機能、さらに単収縮をマイク
ロ秒単位で解析(in situ)することで、Ca2+の
リリース（リアノジン受容体 Ca2+チャネル）
及び Ca2+ポンプの機能として評価可能であ
るのが特徴である(2, 3, 4)。  



【実験２】： 「代償性肥大モデルを利用し

て放射性同位元素（ラジオアイソトープ）

を用いたアミノ酸・サイミジン（細胞増殖

能）代謝応答を解析」 

老齢ラット右脚に代償性肥大モデルを作成

（左脚は対照群）し、術後24, 48, 72, 96, 120

時間、さらに7日、10日、14日後にサンプリ

ングを行う。筋サンプリングの３時間前に

[14C]ロイシン、１時間前に[3H]サイミジンを

腹腔内投与し、タンパク合成細胞及び増殖

期細胞を標識する。サンプリング後、筋ホ

モジネートを作成し、トリクロロ酢酸（Ｔ

ＣＡ）にて洗浄、ＴＣＡ不溶分画より[14C]

と[3H]の取り込み量を測定・定量する。アミ

ノ酸の中には細胞内のシグナル伝達におい

ても重要な役割を果たすものがあり、サル

コペニアとの関連ではロイシンが注目され

ている。また、本法はアミノ酸代謝と細胞

増殖能の両方を同時に評価できることが特

徴である(5, 6, 7, 8)。 

【実験３】：「ヒト骨格筋由来細胞群（幹細

胞群を含む）の抽出・精製・培養増幅」 
ヒト骨格筋サンプルの採取について：腹直
筋と下肢筋群を得る。腹直筋は本学泌尿器
科で内視鏡にて前立腺ガン摘出手術時のカ
メラポート挿入口より採取する。下肢筋群
は本学整形外科にて切断に至った下肢の切
断足より採取する。ヒトサンプルの取得は、
本学医の倫理委員会、臨床研究委員会承認
の方法に基づいて、連携研究者の整形外科
内山、泌尿器科星が担当した。 
・細胞抽出： 骨格筋組織を酵素処理し、

骨格筋内に存在する細胞群を総合的に抽出

する。この方法に関してはすでに動物実験

にて確立している(Tamaki et al, 2002; 2003)。 

・細胞精製： 使用細胞表面マーカー抗体

CD29, CD31, CD34, CD44, CD45, CD49, CD56 

(NCAM), CD73, CD105, CD117, CD133, CD166．

上記のマーカーを組み合わせて、１）サテ

ライト細胞、２）おそらく筋肉系の

multi-myogenic 幹細胞群を効率よく分離す

る方法を検討した。 

・細胞増幅： 上記の細胞群を効率よく、

増幅する方法を検討する。IMDM／20% FCS

／ペニシリン・ストレプトマイシン・ゲン

タマイシン／βメルカプ／βメルカプトエ

タノールを常に基本培地とし、各種添加物

（bFGF, EGF, HGF, Dexamethasone, IGF-1, 

Vitamin (B1, B6, B12, C), Insulin） を適正に

組み合わせることによって、効率的な増幅

方法を検討する。上記で確立された条件下

で各年齢層の被験者（17-79 歳）に対する細

胞増殖・分化能及び各細胞群の分布比率等

を検討した。  

【実験４】：「ＲＴ－ＰＣＲ法による筋の発

育・発達・増殖関連因子、発育阻害因子、

加齢関連因子の網羅的解析」 

解析項目として、筋芽細胞分化関連因子

としてMyoD, Pax7, c-met, M-cad, Myogenin, 

NCAM, 末梢神経関連因子 Pmp22、血管新生

関連因子 smoothelin, VE-cadherin, TEK, 細

胞膜関連因子 Dystroglycan, dystrophin, 

a7integrin, b1-integrin,筋小胞体、リアノジ

ン受容体 Ca チャネル関連因子 SERCA1&2, 

Ryr1, calstabin1, そ し て Cbl-b, IRS1, 

Myostatin を解析した。これらの根拠として、 

筋肉の発育・発達因子としては insulin-like 

growth factor (IGF-1)、逆に発育阻害因子と

してはmyostatin が注目されている。 近年、

無重力あるいは unloading 環境で生じる筋

萎縮で、IGF-1 のレセプターやその関連タ

ンパクをユビキチン化し分解させる、ユビ

キチンキナーゼ Cbl-b (Casitus B-ligeage 

lymphoma-b)が増大していることが報告さ

れた(9, 10)。従って、サルコペニアにもこの

Cbl-bやMyostatinの動向が関連しているこ

とが示唆される。 さらに、リアノジン受

容体の酸化的ダメージが加齢に伴う筋の弱

遺体化に影響するという報告もあることか

ら (11)、ヒト培養細胞に対しても RT-PCR 解

析を行い、動物実験データと比較した。 
 
４．研究成果 
1) 【実験１】 In vivo 麻酔下電気刺激に
おける筋収縮機能解析から、緊張力低下、
疲労耐性、脊髄運動神経機能応答、筋小胞
体機能応答を解析下結果、実際にサルコペ
ニアの症状が出る以前に、筋機能の低下（脊
髄運動神経機能応答の変調、筋収縮速度の
低下、筋小胞体機能の低下）は始まってお
り、筋萎縮の症状が出る前の中年期におけ
る予防策の重要性が強く示された。特に、
目立った症状がない状態で Fast type (FF)
のモーターユニットの消失がすでに始まる
ことを示すデータとして、新しい発見とな
った。さらに、筋の柔軟性の低下がゴルジ
腱受容器の感度を上げる結果となり、いわ
ゆる Ib 抑制が収縮中の筋に生じることが
明らかとなり、高齢者の転倒の原因を示唆
するデータとして新しい見解となった。こ
れらの結果は、Front Aging Neurosci 6:296. 
2014)に報告した。 
 
２）【実験２】本実験の特徴として、代償性 
筋肥大モデルは骨格筋の持つ肥大に対する
機能を総合的にほぼ全て引き出すモデルで
ある点である(12, 13)。従って、Sarcopenia 筋
の持つ機能を全て引き出して、対照群と比
較できる利点がある。その結果、対照群が
術後 5週時点で約 70％の肥大率を示し、以
後 5週間その値を維持していたのに対し、



Sarcopenia群は5週時点で肥大率約１７％、
10 週時にほぼ０％となった。これは、筋肥
大を起こすためのタンパク代謝が対照群に
対して 1/4 に減少したことに加えて、僅か
でも増加した筋質量を維持するための代謝
が保てなかったことを示していた。このデ
ータを裏付けるように、ロイシン代謝は術
後最も炎症が激しい 72～96 時間時で、対照
群の約 70％、その後の維持期で約 50％に減
少していた。同様に、サイミジン代謝も細
胞分裂最盛期でもある術後 72～96 時間時
で約 40％に低下していた。これらのデータ
から、Sarcopenia 筋内の筋肥大関連細胞群
の増殖・タンパク合成能ともに、対象群と
比べて大幅に低下していると考えられた。 
 

３）【実験３】上記実験２の結果を受けて、

実際に「ヒト骨格筋内の細胞群に対する増

殖・分化・再生能の検討」を行った。まず、

最適な抽出・精製・培養条件を決定した。その

後、一定の培養条件下年齢17～79歳の男女

から得た腹直筋、大腿四頭筋、下腿三頭筋群

の細胞を比較した結果、増殖・分化・再生能

に一定の変化は認められなかった。これは、上

記の動物によるIn vivo実験と異なる結果であ

ったことから、老化に伴う生理機能変化は、各

細胞そのものの機能低下よりむしろ、生体の内

部環境維持に作用する液性変化の影響が大

きいことが示唆された。この内容の一部を学会

（第１２０回日本解剖学会・第９２回日本生理学

会、神戸）で発表すると同時に、現在、論文を

国際誌に投稿中である。 
 
４）【実験４】上記、実験２，３の結果をふ
まえて、「ＲＴ－ＰＣＲ法による筋の発育・
発達・増殖関連因子、発育阻害因子、加齢
関連因子の網羅的解析」を行った。しかし、
現在のところ網羅的解析では、顕著な傾向
は認められていない。そこで、現在、目標
を「発育阻害因子」に絞り込んだ集中的解
析、及び定量的解析を行っている。結果が
出しだい、追って報告したい。 
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