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研究成果の概要（和文）：雄ラットへのエストロゲン投与の有無によって、筋損傷の修復過程で早期からHSP70
発現を促進することがわかった。また、HE染色による筋断面画像の比較により、損傷筋の損傷度合が減少するこ
とからエストロゲン投与が損傷を抑制し、筋損傷治癒に要する期間を短期にさせる働きがあることを立証するこ
とができた。このことから筋損傷治癒過程には女性ホルモンが影響している可能性が示唆された。
今後は雌ラットの卵巣除去を行うとともに、筋線維タイプ別でのHSP70発現の比較を行い、より長期的に筋損傷
過程を観察することが必要と考える。

研究成果の概要（英文）：This study investigates gender differences in the damaged muscle recovery 
process by observing the relationship between the female hormone estrogen and HSP70 in damaged 
skeletal muscles. Damaged muscles were created by administering 0.5% bupivacaine hydrochloride 
(BPVC) to the tibialis anterior muscle (TA). Fourteen-week-old male Wistar rats were divided into 
four groups, i.e., a control group (Group C), an estrogen-administered group (Group E), a 
BPVC-administered group (Group B), and a group that received both estrogen and BPVC (Group EB). 
HSP70 expression was measured by Western blot analysis of homogenized TA. At 5 days after BPVC 
administration, the HSP70 expression level in TA was markedly higher in Group EB than that in Group 
B. These results demonstrated that HSP70 expression was promoted early in the damaged muscle 
recovery process in male rats that received estrogen, suggesting a possible difference between males
 and females in the recovery process of damaged muscles.

研究分野：運動生理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
筋運動等の機械的な刺激により骨格筋は

損傷をうけるが、近年その修復過程における

女性ホルモンの働きが注目されている。 

女性ホルモンは、男性と比較して女性の体

内で多く分泌され、その影響は女性の身体に

様々な形で現れる。特に、女性ホルモンの１

つであるエストロゲンは、分泌されると子宮

内膜を厚くさせ妊娠を成立させ、月経の開始

などの 2次性徴を起こす。 

骨格筋においては、運動誘発性の筋膜損傷

に対して保護作用があり、好中球やマクロフ

ァージの過剰な活性の抑制、抗酸化的な性質

ももっている。骨格筋の損傷修復に関わって

いる 1)。また、身体へのストレッサーである

筋運動は、体温上昇や骨格筋の損傷を引き起

こす HSP70 (ストレス蛋白) 生産を促す。

HSP70 は HKP とも呼ばれ、高保存性ストレ

スたんぱく質の系統としてほぼ全ての生物

に存在し 2)、熱ショック・虚血・参加ストレ

ス・たんぱく質の変性時など様々なストレス

により体内で合成される 3)。平常時は分子シ

ャペロンとして体内で機能するが、運動を行

うことにより発現が促進される。骨格筋にお

ける HSP70の効果については、ラットなどの

動物実験では、熱ストレスを用いたプレコン

ディショニングなよる HSP 誘発が骨格筋の

虚血-最流によるミトコンドリア損傷を防い

で細胞の壊死に対して有効であることや、伸

張性の筋収縮あるいは、過度の運動によって

骨格筋の損傷を受けるが、その後の損傷後を

受けない程度に運動を行った後では筋が損

傷を受けにくくなることが知られている。こ

れには small HSPsが一部関与することが示唆

されている 4)。通常伸張性の収縮によって筋

の微細構造であるジストロフィンやデスミ

ンの消失が起きて収縮力の低下が起きるが、

トレーニングなどによって smallHSP である

αBクリスタリン (αBC) やHSP25などが増大

した状態では、その働きにより筋原線維の微

細構造が維持される為に、収縮力の低下が軽

減されると考えられている。 

この HSP70 発現にエストロゲンが関与し

ていることは既に研究がなされている。Zain

ら 2)の研究では、雄ラットおよびエストロゲ

ン投与した雄ラットの内側広筋における運

動の 24時間後の HSP70発現を比較したとこ

ろ、エストロゲン投与雄ラットに比べ、何も

投与しない雄ラットで HSP70 発現が著しく

高かった 2)。 

また Bombardierら 5)は、卵巣切除した雌ラ

ットおよび卵巣接してしたのちにエストロ

ゲンを投与した雌ラットのヒラメ筋で平常

時および運動 24時間後での HSP70の発現に

は差があり、特に筋繊維タイプに影響を受け

るという結果を得ている。またエストロゲン

による HSP70の発現は、平常時には発現を促

進、運動後には抑制し、それらは特にタイプ

I線維で著しかったと報告している。 

これらの参考研究により、エストロゲンの

HSP70 への関与が運動の変化に伴うものだ

と考えられる。よって、運動による HSP70

の発現が変化することから、損傷をうけた骨

格筋の修復過程においても、その発現にエス

トロゲン等が影響していると考えられる。 

そこで本研究では、動物実験等において損

傷筋の修復過程においても発現が確認され

ていることから、エストロゲンへの影響が考

えられる 6,7)。 
 
 
２． 研究の目的 
筋運動等の機械的な刺激により骨格筋は

損傷をうけるが、近年その修復過程における

性ホルモンの働きが注目されている。女性ホ

ルモンの１つであるエストロゲンは、骨格筋

において運動誘発性の筋膜損傷に対して保

護作用があり、好中球やマクロファージの過

剰な活性の抑制、抗酸化的な性質ももってい

る。筋運動は体温上昇や骨格筋の損傷を引き

起こす HSP70生産を促す。HPS70はほぼ全て



の生物に存在するタンパク質である。常時は

分子シャペロンとして体内で機能するが、運

動を行うことにより発現が促進される。損傷

筋の修復過程においても発現が確認されて

いることから、エストロゲンへの影響が考え

られる。 

よって、本研究ではこの HSP70発現の変化

を指標とし、先行研究 2,5) を参照とし、損傷

をうけた骨格筋の修復過程においてエスト

ロゲンの性ホルモンの影響を考察する。また、

損傷を引き起こした骨格筋における HSP70

とエストロゲンの関連性及び損傷筋の修復

過程を検討する。 
 

 
３． 研究の方法 
① 実験動物および飼育環境 

Wistarラット (オス 14週齢) (体重

280-320g)を用いた。コントロール群 (C群) 

(n=2)、エストロゲン投与群 (E群) (n=2) 、

BPVC投与群 (B群) (n=6) 、エストロゲン及

び BPVC投与群 (EB群) (n=6) 、計 16匹を用

いる。水と飼料は自由摂取とした。また、飼

育環境は室温 22 ± 2℃に常時維持し、照明は

12時間の明暗サイクルとした。エストロゲン

投与開始してから損傷筋の採取を行うまで、

毎回エストロゲン投与前に体重を量った。 

すべての実験プロトコルは、桐蔭横浜大学

動物倫理委員会規定に従って行った。 

 

② エストロゲン投与 

E群および EB群には、β-estradiol 3-benzoate 

(SIGMA) 1匹あたり 40ug/kgをオリーブオイ

ル (AJINOMTO) に溶解させ計 1ml としたも

のを、ラットの首の後ろに 12 日間皮下投与

した。C群および B群にはオリーブオイルの

み 1mlを 12週間皮下投与した。 

今回のエストロゲン投与量の決定は、成熟

したメスラットにおけるエストロゲン濃度

の平均値とおよそ同量になるように調整さ

れた値である。 

 

③ 筋損傷作成 

ペントバルビタール(共立製薬株式会社)を

1匹当たり 50ml/kg、腹腔内投与した麻酔下に

て行った。B群 EB群にはエストロゲン投与 5

日後に麻酔下で右足の前脛骨筋に 0.5%塩酸

ブピバカイン ( bupivacaine hydrochloride ) 

(SIGMA)  5mlを 3箇所に分け注射し、筋損

傷を作成した。処理後、ゲージに戻し覚醒す

るまで保温した。今回使用した塩酸ブピバカ

イン (BPVC) は長時間作用性の局所麻酔剤

で、神経膜のナトリウムチャンネルをブロッ

クし、神経における活動電位の伝道を可逆的

に抑制し、一時的に知覚神経及び運動神経を

遮断する。 

また、本剤は筋細胞膜を破壊することで注

入箇所に強い壊死を引き起こすが、筋細胞の

基底膜、血管、末梢神経、神経接合部は破壊

されないため、速やかで完全な再生筋を得る

ことができる。さらに再生線維形態は均一で

再現性があるため、生化学的分析など量的検

討を行うのに適している。 

 

④ 筋サンプル採取 

損傷筋作成 3、5、7日後のラットをそれぞ

れ麻酔下で失血死させたのち前脛骨筋を採

取した。C群と E群は損傷筋作成 3日後のラ

ットと同時に作成した。採取した筋は筋湿重

量測定後、直ちに液体窒素で冷却したイソペ

ンタン内で急速凍結を行ったのち、-80℃にて

凍結保存した。解剖点の被験動物は 15 終齢

だった。 

 

⑤ Western Blotting 

SDS-PAGEで分離したゲルから PVDFメン

ブレンのタンパク質のブロッティングは 1.5ℓ

の Transfer buffer (10 × Tris-Glycine) 中で行っ

た。あらかじめゲルと同じ大きさに切った

PVDF (7.5 × 10.5㎝) を用意した。電気泳動終

了後、ゲルをテンプレートから外し、Transfer 



buffer に浸潰させた。陰極側から、パット・

ろ紙・ゲル・メンブレン・ろ紙の順でサンド

イッチ板を閉じた。これを Transfer buffer の

入った Transfer槽( Model525BR BIO-RAD社)

にセットし、20Vの低電圧で、18～20時間エ

レクトロブロッキングを行った。 

ブロッティング終了後、メンブレンを取り

出し、ゼラチン末 (関東化学) 5%を添付した

TBS-T ( KCl、NaCl、Tris-base、Tween20 ) で

1時間ブロッティングした後、5000倍希釈し

た１次抗体の HSP70 抗体  (Purified Mouse 

Anti-Hsp70) を室温で１時間浸漬し、TBS-T

でメンブレンを洗浄 (15分 × 1回、5分 × 3

回)し、10000倍希釈した 2次抗体 (HPP Goat 

Anti-mouse 1g) を添加し、室温で 1時間浸漬

し、再び TBS-Tで洗浄 (15分 × 1回、5分×3

回) し、ECL Plus Western Blotting Detection 

System  (GE Healthcare) をメンブレンに浸

した。クリアポット (OPP、約 95 × 130㎜) で

シーリングし、Light-Capture (ATTO) で目的

抗体シグナルを検出した。 

検出したバンドはパーソナルコンピュー

ターに取り込み、画像分析ソフト CS Analycer

を用いて、各サンプルのバンドと毎回スタン

ダードとして泳動したサンプルとの量比を

算出した。 

 

⑥  HE染色 

前処置として脱パラフィンを行う。キシロ

ール (10分間 × 2) 、100%エタノール(1分間

×2)、95%エタノール (1分間 × 2) 、70%エタ

ノール (1 分間 × 2) にそれぞれ浸透させた

後、水を変えながら流水洗を 5･6 回行う。脱

パラフィンを行い水洗した後に、 ヘマトキ

シリンを 5～15 分 浸透させる（各種のヘマ

トキシリン液により時間を調節する）。水洗

を数回行い、1.0%塩酸アルコールに 5～20秒

浸透させ分別させ、流水洗は 10～20 分行い

色出しを行う。 エオジンは 2～30 分浸透さ

せ、数回水洗し、70%アルコール( 5秒-5分)、

100%アルコール(1分 × 3回)、フエノール・

キシレン(1 分×1 回)、キシレン(2 分 × 2 回)

の順で洗浄した後封入（エンテランキシレ

ン）した。 

 筋サンプルは、C群および E群ともに飼育

から 9日目に採取したものを用いり、B群お

よび BE群はブピバカイン投与 3日目(B3)、5

日目 (B5) 、7日目 (B7) に採取したものを染

色した。 

HE染色 8)は、光学顕微鏡で全体像を確認す

ることができ、細胞核を紫色に、細胞質を赤

色に染めることができる。染色法の中で最も

ヘマトキシリン・エオジン重染色法であり、

染色法がほとんどすべての染色の中心をな

すものであって、病理組織学に絶対欠かせな

い染色法であるものであることから選定し

た。 
 

 
 
４． 研究成果 
 

４-１ 結果 

① 体重の変化 

 各群それぞれ平均値をその日の体重とし

た。エストロゲン投与群に減少傾向がみられ、

全群の BPVC投与時に体重が減少したが、そ

れ以外で大きな変化はなかった。 

 

Fig.1. 12 日間の実験動物の体重の変化 

 

② 筋湿重量の変化 

C群および E群、B3群および EB3群、B5

群および EB5群、B7群および EB7群の間で

の非投与筋およびBVPC投与筋それぞれの筋

湿重量に差はなかった。BPVC投与 3日後に



おいては、B3 群および BE3 群ともに一時的

に筋湿重量が増加した。しかし、その後減少

し、投与 7日目には投与前よりも値が低かっ

た。非投与筋においては全ての群に差はなか

った。 

 

Fig.2. 7 日間の実験動物の筋湿重量の変化 

 

③ HSP70タンパクの発現 

C群およびE群においてはHSP70発現量に

差はなかった。BPVC投与 3日目、EB群での

み HSP70の発現がみられ、5日目にピークに

達し 7日目には減少した。BPVC投与 5日目 

(B5) に HSP70発現がみられ、7日目 (B7) に

はさらに増加した。EB 群については 5 日目

がピークと考えられるが、B群については発

現が 7日目まで遅延した。 

 

Fig.3. HSP70 タンパク発現 

 

④ HE染色による筋断面画像 

B 群では投与から 3 日目 (B3) から筋細胞

の損傷が確認でき、5 日目 (B5) に損傷細胞

が最も多くなり、7 日目 (B7) には損傷細胞

が低下した。EB 群では、3 日目 (EB3) に損

傷を確認することができ、5日目 (EB5) も 3

日目と同等の損傷細胞の割合であり、7 日目 

(EB7) には損傷細胞が減少した。 

 

Fig4. HE染色による筋断面画像 

 

４-２ 考察 

本研究では雄ラットを使用し、平常時と損

傷後の骨格筋おいてエストロゲン投与の有

無が HSP70現へ与える影響を検討した。結果

より、EB5の HSP70発現が他の群と比較して

著しく高かった。これは B5 群と比較してわ

かるように、エストロゲンが影響していると

考えられる。B群は BPVC投与から 7日目ま

で HSP70発現が増加傾向にあるが、EB群は

5 日目に発現が著しく高いことから、エスト

ロゲンは骨格筋損傷後早期から発現を促進

する可能性が考えられる。また、HE 染色に

よる筋断面画像で損傷度合を B群と EB群を

比較した場合 EB 群は細胞の損傷度合が低い

ことから、エストロゲン投与を行うことで

HSP70の発現を高め、損傷を抑制し、修復期

間も短期的にすることが可能であると考え

られる。 

卵巣切除した雌ラットにエストロゲン投

与を行うと平常時の HSP70 発現を促進し運

動 24時間後の HSP70発現を抑制することが



報告されている。しかし本研究では E群では

HSP70 発現がみられず C 群で HSP70 発現が

みられたことにより、平常時の HSP70発現を

促進するという結果は得られなかった。これ

は雄ラットにエストロゲン投与を行ったた

め、エストロゲンの影響だけではなく男性ホ

ルモン、または他の影響が関与している可能

性があるため、同様の結果が得られなかった

と考えられる。また、今回使用した骨格筋は

前脛骨筋 (TypeⅡ) の速筋線維であることか

ら、HSP70の発現は筋線維タイプの影響を受

け、TypeⅠで顕著である。よって今回の対象

筋に TypeⅡを用いたことがその一因である

可能性がある。 

 本研究での課題として、今回対象筋として

扱ったのが TypeⅡであり、TypeⅠの HSP70

発現を検討しなかったこと、雄ラットにエス

トロゲン投与したことによる性ホルモンの

他の影響が考えられること、損傷筋作成後の

HSP70発現を作成後から 7日目までしか観察

していないため、7 日目以降の免疫組織学的

な知見からは損傷筋を考察していないこと

などが挙げられる。よって、7 日目以降の観

察を行う必要がある。 
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