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研究成果の概要（和文）：本研究は、廃用性萎縮筋に対して運動刺激を行う培養モデルを開発することを目的と
した。まず、電気刺激を加えたニワトリ胚由来の培養筋管細胞に、電気刺激停止による廃用性筋萎縮モデルの作
製を試みた。その結果、2日の停止で筋管細胞横径は約20％細くなり、萎縮することがわかった。次に、蛋白質
合成・分解系の因子の動態を解析した。電気刺激を加えている時期、蛋白質合成が高まると同時に、オートファ
ージ―系の因子の増加が観察された。さらに、電気刺激停止早期では、蛋白質合成が活性化し、分解が抑制され
る時期があった。これらのことから、電気刺激の停止は、過負荷状態からの開放を模擬している可能性がある。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to develop a cultured-cell model for use with 
exercise stimulation for disuse muscle atrophy. We first attempted to create a disuse muscle atrophy
 model through cessation of electrical stimulation applied to chicken embryo-derived cultured 
myotubes. The results indicated that two days after cessationof electrical stimulation the 
transverse diameter of the myotubes decreased by approximately 20%. Next, we analyzed the dynamics 
of protein synthesis and degradation factors. We observed that during the electrical stimulation 
period protein synthesis increased and concurrently autophagy factors also increased. In addition, 
immediately after the discontinuation of electrical stimulation, there was a period during which 
protein synthesis became increasingly active and degradation was suppressed. Based on these results,
 it is possible that the discontinuation of electrical stimulation may be used as a model for 
releasing muscle cells from a state of muscle overload. 

研究分野：理学療法学
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１． 研究開始当初の背景 
 
（１）廃用や、疾病・加齢などによって骨
格筋は萎縮する。骨格筋が萎縮すると筋力
が低下し、身体活動に制限が生じ、健康寿
命が縮小する。よって、筋萎縮に対抗する
ための効果的な方策を明らかにすることは、
リハビリテーション医療に携わる者にとっ
て重要なことである。 
（２）筋萎縮は、筋蛋白質の合成速度より
分解速度が早いと起こる。この筋蛋白質合
成と分解に関する細胞内情報伝達系が明ら
かになってきたのは、ここ 10年くらいであ
る。筋蛋白質分解は、Akt不活性化→FOXO
→atrogin1(ユビキチンリガーゼ)系により
起こると考えられてきた。しかし、つい最
近、筋蛋白質分解におけるオートファジー
系の重要性が判明した。これらの筋蛋白質
分解に関する分子機構は、合成の情報伝達
系や未知の情報伝達系を含めて、複雑にク
ロストークするはずであるが、今のところ
独立した機構として報告され、整理されて
いない。また、筋萎縮時の蛋白質分解によ
る細胞内アミノ酸の増加は、蛋白質の合成
を促進することが判明し、分解と合成の分
子機構は複雑に入り組んでいる。詳細な分
子機構の検討には、培養筋細胞を用いた
廃用性筋萎縮モデルの作製が欠かせない。 

 
 
２． 研究の目的 

 
（１）電気刺激した培養筋細胞を用いて、電
気刺激を停止することによる廃用性筋萎縮
モデルを作製する。 
（２）廃用性筋萎縮モデルを用いて、蛋白質
合成・分解の分子機構の関係を明らにする。 
（３）廃用性筋萎縮モデルに対して、再電気
刺激を行うことで、筋萎縮に対する運動療法
モデルを開発する。 

 
この研究の成果は、廃用性筋萎縮に対する
予防や治療法開発の基盤になる。 

 
３． 研究の方法 

 
（１）電気刺激した培養筋細胞を用いて、電
気刺激を停止することによる廃用性筋萎縮
モデルを作製する。 
・孵卵開始 11～13日目のニワトリ胚の胸
筋から取り出した筋芽細胞を、コラーゲン
コートしたディッシュ上に播種する。 
・筋管細胞が形成された 5 日後、電気刺
激（SEN-3401; 日本光電、 C-Dish; プラ
イムテック）による周期的な筋収縮を生じ
させた状態で 2 日間培養する。その後電
気刺激による筋収縮を 2日間中断する（図
１）。 
・萎縮の評価は、免疫蛍光染色を施し、筋
管細胞の横径を測定する。 

 

 
図 1 廃用性筋萎縮モデルの作製。培養筋管細胞に
数日電気刺激を与え、活動状態にした後、電気刺
激を与えず不活性状態にすると細胞径が小さくな
る。これは廃用性筋萎縮の状態だと考える。 

 
 
（2）廃用性筋萎縮モデルに対して、再電気
刺激を行うことで、筋萎縮に対する運動療法
モデルを開発する。 
 ・電気刺激停止による萎縮筋に対して、再
度電気刺激を与え、萎縮筋に対する運動療法
モデルを確立する。 

 
（3）萎縮筋に対する運動療法モデルを用い
て、蛋白質合成・分解の分子機構の関係を明
らかにする。 
経時的に筋細胞の組織サンプルと筋蛋白
質サンプルを採取し、以下で述べる①－③の
機構を軸に様々な分子の変化を解析する。シ
グナルの阻害実験では、横径の変化と、他の
機構の指標分子の変化も同時に解析し、複数
の情報伝達機構との関係を明らかにする。 
①ユビキチン－プロテアソーム系分解機構
を軸にした他の機構との関連 
② オートファジー系分解機構を軸にした
他の機構との関連 
③PI3K/ Akt/ mTOR 経路、mTOR/ p70S6K 経
路、MAPK/MEK/ERK 経路など蛋白質合成機
構の活性化の検証を軸にした他の機構と
の関連 
 
４． 研究成果 
 
（１） 廃用性筋萎縮モデルの作製 
ニワトリ胚由来筋芽細胞を筋管細胞に分
化させた後、電気刺激を 2 日間与えたのち、
電気刺激を2日間停止した（図2A unloaded）。
その結果、筋管細胞の横径（図 2B）は、電気
刺激停止前(ES day2）に比べて、電気刺激停
止後(unloaded day4)、有意に小さくなった。
これは、不活動による筋萎縮であると考えた。 
 
（２） 廃用性筋萎縮モデルにおける蛋白質
合成・分解機構の関係 

 
 ①電気刺激を加えている時期、蛋白質合成
が高まると同時に、分解系であるオートファ
ージ―系の因子の増加が観察された。 
  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②電気刺激停止後 1時間では、蛋白質合成
が活性化し、分解が抑制される時期があった。 
 
これらの知見から、本研究での電気刺激は
過負荷状態であり、電気刺激の停止は、過負
荷状態からの開放を模擬している可能性が
あると考えた 
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図 2 電気刺激停止による筋管細胞横径の変化。A：
実験プロトコール、B：各条件による筋管細胞横径。
電気刺激をしていない時(con pre)に比べ、2日間電気
刺激をすると、横径は大きくなり（ES day2）、そこか
ら電気刺激を 2 日間停止すると、小さくなった
（unloaded day4）。 
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