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研究成果の概要（和文）：本研究では、まず、骨格筋細胞を低酸素環境へ暴露することが筋形成にどのような影
響を及ぼすのかについて検討した（研究１）。研究２では、研究１の結果に基づき、低酸素環境下でのレジスタ
ンストレーニングの有用性を人間生体を対象に検討した。研究１の結果、シビアな低酸素環境では筋分化が遅延
もしくは減弱するのに対し、マイルドな低酸素環境下では骨格筋線維の肥大が観察された。研究２の結果、適切
な低酸素環境であれば、レジスタンストレーニングの負荷（強度・回数）は変わらなかった。

研究成果の概要（英文）：We first examined how exposure of skeletal muscle cells to hypoxic 
environment affects muscle differentiation (Study 1). In Study 2, based on the results of Study 1, 
we examined the usefulness of resistance training under hypoxic environment to muscle hypertrophy in
 human in vivo. In Study 1, muscle differentiation was delayed or inhibited under a severe hypoxic 
condition, whereas hypertrophy of skeletal muscle fibers was observed under a mild hypoxic 
condition. In Study 2, resistance training load (load and repetition) was not changed in an 
appropriate hypoxic condition. 

研究分野：トレーニング科学
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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 
瞬発系やコンタクト系競技種目のアスリ
ートにとって、効果的に筋量を増大（筋肥大）
させるレジスタンストレーニングのプログ
ラム開発が有益であることに疑う余地はな
い。また、超高齢社会となった日本では、サ
ルコペニアやロコモティブシンドロームが
問題となり、筋肥大および筋力の向上は重要
事項であり、その効果的な方法の開発は急務
の課題である。 
近年、「加圧トレーニング」や「スロトレ」
など、従来よりも軽い負荷を用いたトレーニ
ングにおいても筋肥大が生じることは報告
されているが、従来の高負荷（最大挙上重量
の約 70～80%以上の負荷）によるトレーニン
グ法以上に筋肥大効果が見込めるわけでは
なく、筋肥大を目的としたトレーニング法は
数十年間変わっていない。 
一方、我々は、レジスタンス運動中の骨格
筋内の酸素化レベルが低いと、そのトレーニ
ングによる筋肥大率が大きくなることを明
らかにした（Miyamoto et al. 2013）。骨格
筋内の酸素化レベルが低くなるような高強
度の運動では、筋中（および血中）の乳酸濃
度は高い状態になるが、骨格筋培養細胞を用
いた実験においては、筋細胞に乳酸を添加す
ることにより、筋の増殖や分化に関与する転
写因子遺伝子の発現が増加することが知ら
れている（Hashimoto et al. 2007）。また、
低酸素環境シミュレータを用いた研究によ
ると、低酸素環境下（低濃度の酸素吸引）で
は、運動時の動脈血酸素飽和度は通常酸素環
境下に比べ大きく低下し、血中乳酸濃度は通
常酸素環境下に比べ高くなる。これらの結果
は、低酸素環境下での運動は、筋内の酸素化
レベル低下および筋中乳酸濃度上昇、すなわ
ち、筋肥大を惹起する筋内環境に繋がると考
えられる。 
また、骨格筋細胞への低酸素刺激は、筋分
化や筋肥大を抑制する作用を有する
Myostatin（ミオスタチン）を増加させるこ
とにより、筋萎縮を誘導する可能性が示唆さ
れている（Hayot et al. 2010）。このことか
ら低酸素刺激は筋の萎縮を誘発する可能性
がある。一方で、低酸素刺激によって誘導さ
れる転写因子である hypoxia-inducible 
factor -1a（HIF-1a）が Myosin Heavy Chain
（MHC：ミオシン重鎖）の肥大を誘導してい
るとする報告もあり（Ono et al. 2006）、低
酸素刺激が筋の肥大を誘発する可能性もあ
る。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、まず、骨格筋細胞を低酸素環
境へ暴露することが筋形成にどのような影
響を及ぼすのかについて検討することを目
的とした（研究 1）。この検討は 2種類の低酸
素環境条件で行った。また、研究 1の結果に
基づき、低酸素環境下でのレジスタンストレ
ーニングの有用性を人間生体を対象に検討

することを第 2の目的とした（研究 2）。 
 
３．研究の方法 
・培養細胞および培養方法 
マウス由来 C2C12 骨格筋細胞を使用した。
先駆研究（Higashide et al. 2013）になら
い、細胞は 5％CO2・37℃の環境に維持された
CO2 インキュベーター内で培養を行った。
C2C12 骨格筋芽細胞は 10%ウシ胎児血清を添
加したダルベッコ改変イーグル培地（DMEM）
により培養した。90-100%confluent になった
後、2%ウマ血清を含んだDMEMに取り替えた。
低酸素群はシビア群とマイルド群の2種類と
し、通常酸素群と合わせ、計 3条件の比較を
行った。DMEM は 2 日に 1 回の交換を行っ
た。骨格筋細胞は 0、2、4、6 日目に回収を
行った。 
 
・ウエスタンブロッティング 
保存したサンプルを氷上で融解させ、等量の
サンプルを 10µlずつSDS-PAGEゲルにアプラ
イし、0.04A で電気泳動を行った。電気泳動
終了後トランスファー装置を用いて、ゲル上
のタンパク質をポリフッ化ビニリデン膜に 
100V の電圧で 1 時間転写した。転写の際は、
メンブレンをメタノールに 20 秒間浸透さ
せた後、トランスファー溶液に 20 分浸透さ
せ、ゲルをトランスファー溶液に 10 分以上
浸透させた。転写終了後、メンブレンを 
Blocking oneによって 25 分のブロッキング
を行った。その後、適切な処理等を行った上
で、種々のタンパク質の発現を検出した。検
出した標本タンパク質のバンドは Image Jを
使用して解析を行った。 
 
・免疫染色 
免疫染色法を行うために、上述の培養方法
に加えて、細胞をカバーガラス上で培養を行 
った。分化誘導をかけた日を 0日目と数えて
から、6 日目の C2C12 細胞を用いた。細胞の 
培地を除去し、500µl ずつ 3.7％PFA/PBS に 
15 分浸透させ、PBSで5分間、３度洗浄した。
その後、適切な処理を行い、解析を行った。
ミオシン重鎖 の太さは、十分に分化が行わ
れている両端と中心付近の 計 3 点を測定し
（図 1）、平均値を計測した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 免疫染色法によるミオシン重鎖の太さ
の測定方法の典型例 
※十分に分化されている筋線維の両端と中
心付近を計測し、平均値を代表値として用
いた 



 
４．研究成果 
細胞回収を行う際、それぞれの日数におけ
る細胞の状態を顕微鏡を用いて観察した。い
ずれの条件においても、培養を行った日数を
重ねるごとに筋芽細胞が分化していく様子
が確認された。通常酸素群においては、2 日
目においていくつかの細胞が結合していく
様子が確認できた。4 日目以降においては非
常に長い筋線維が確認された。シビア低酸素
群においては、4 日目以降に長い筋線維が確
認されたが、通常酸素群の筋線維と比較する
と、分化の進行が遅れることが見てとれた
(図 2)。免疫染色法を用いて、分化誘導 6 日
後の骨格筋細胞のミオシン重鎖を染色し、筋
線維の太さを計測したところ、ミオシン重鎖
は通常酸素群に比べシビア低酸素群で有意
に細かった（P < 0.05）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 シビア低酸素群（左列）と通常酸素群
（右列）の顕微鏡観察下での比較 
※上から順に、0日目、2日目、4日目、6日
目 
 
一方、通常酸素群とマイルド低酸素群の比
較では、両群とも 2 日目 の時点で筋管の形
成 が確認され、6日目の時点で長い筋線維が
観察された。通常酸素群とマイルド低酸素群
を比較すると、2 日目の時点で通常酸素群に
比べてマイルド低酸素群の分化が進行して
いることが確認された。また、通常酸素群に
対して、太い筋線維を形成していることも見
てとれた（図 3）。免疫染色法を用いて、分化
誘導6日後の骨格筋細胞のミオシン重鎖を染
色し、筋線維の太さを計測したところ、ミオ
シン重鎖は通常酸素群に比べマイルド低酸
素群で有意に太かった（P < 0.05）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 マイルド低酸素群（左列）と通常酸素
群（右列）の顕微鏡観察下での比較 
※上から順に、0日目、2日目、4日目、6日
目 
 
通常酸素群とシビア低酸素群の比較、およ
び、通常酸素群とマイルド低酸素群の比較か
ら、マイルドな低酸素環境への暴露によって、
C2C12 骨格筋細胞が分化誘導をかけてから 6
日目の時点で筋線維は太く成長することが
示唆される。 
また、マイルドな（適切な）低酸素刺激が
骨格筋細胞の分化を促進している可能性も
示唆される結果を得た。さらに、分化誘導 4
日後の骨格筋細胞の Myogenin 発現量は、通
常酸素群に比べ、マイルド低酸素群において
有意に増加した。この結果は、低酸素刺激に
よって，骨格筋細胞が早期に分化している可
能性を示唆している。 
本研究は、マイルドな低酸素環境が C2C12
骨格筋細胞の肥大を誘導することを初めて
明らかにした研究である。また、マイルドな
低酸素刺激が、筋細胞の分化を誘導するシグ
ナルの発現量を増加させたことから、通常酸
素環境に比べて低酸素環境が骨格筋細胞を
早期に分化させる可能性を示した。 
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