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過負荷によるラット骨格筋筋線維数の変化
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Changes　of　fiber　number　in　over1oaded　mt　ske1eta1musc1e

Shigem　KATSUTA，Masanobu　WADA，Tomoko　KONO
　　　Yukitoshi　AOYAGI　and　Satoru　SAKAMOTO

　　The　effect　of　musc1e　hypertrophy，which　was　induced　by　both　ab1ation　of　a　synergist　and　wear

oftheweightjacket　weighing80％body　weight，onfiber　number　wastested　inthe　ratso1eusmusc1es．

Every　musc1e　fiber　within　the　entire　musc1e　was　individua11y　examined，and　counted　with　the　aid　of

a1ight　microscope　and　microdissecting　instruments　fo1lowing　a　nitric　acid　digestion　of　the　comective

tissue．The　combination　of　ab1ation　and　added1oad　by　weight　jacket　resu1ted　in　increases　of　about

31and26％in　musc1e　wet　weight　and　musc1e　fiber　area，respective1y，whereas　no　differences　existed

for　tota1fiber　mmber　or　the　incidence　of　branched　fibers　between　the　en1arged　and　norma1musc1es．

The　reso1ution　of　musc1e　proteins，using　two－dimensiona1ge1e1ectrophoresis，proved　that　either　the

norma1or　en1arged　musc1es　did　not　contain　embryonic　myosin1ight　chains　which　were　synthesized

temporari1y　in　regenerating　musc1es．Resu1ts　presented　here　indicate　that　musc1e　en1argement　is　duel

to　increases　in　cross－sectiona1area　of　the　existing　musc1e　fibers，not　the　addition　of　more　musc1e

fibers．

Key　words：Hypertrophy，Hyperp1asia，Nitric　acid　digestion．

I．緒　　言

　高度に分化した哺乳類の生体ではその器官が大

きく損傷を受けた場合，爬虫類の尾の例にみられ

るように新たに細胞が分裂し，構造および機能を

ほぼ完全に再生することは少ない。骨格筋は化学

的なエネルギーを機械的なエネルギーに変換し，

さらに神経系の働きによって各運動単位の活動時

相を調節できるよう，複雑に組織化された構造を

持っているにもかかわらず，何らかの外傷により
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壊死に陥っても再生することのできる数少ない器

官のひとつである’〕。この自己複製能力が，過負荷

に対する生体応答として筋線維数の増加すなわち

増殖（HyperpIasia）を誘因となるかどうかにっい

ては，結果の異なるいくつかの報告がなされてき
た7〕8〕9〕11〕29〕30〕3ユ）33）。

　筋線維数の変化について明らかにするための方

法のひとつは，筋の周径が最も大きい部位で横断

切片を作製しその中に含まれる筋線維の数を調べ

ることであるが，横断切片中の筋線維数は必ずし

も筋線維の総数を反映しないことが指摘されてお

り20〕，この方法によって得られたデータ3の33〕には

疑問の余地が残る。このような見地からGo11nick

eta1，7）は，協同筋を切除しさらに走運動を行わせ

たラットの足底筋の筋線維数を硝酸消化法によっ
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て1本1本カウントしたところ，その数は変化し

なかったことを報告している。これに対して早く

から増殖を支持するGonyeaetal．11〕は，ウェイト

トレーニングを行わせたネコの穣側手根屈筋の筋

線維数をやはり1本1本カウントし，それまでの

自らの組織化学的手法による報告9〕と同様その数

が増加したことを認め，これを否定する報
告7）8）29）31〕については負荷した運動強度が相対的

に低かったため増殖が起こらなかったのであろう

と推察している。また増殖の機序としては，筋の

有する再生能力を背景に，1本の筋線維が2本以

上に分裂すること（sp1itting）23）33〕あるいは衛星細

胞（sate11itece11）の働きにより全く新しい筋線維

が造られること25〕の2つがあげられている。

　このように過負荷にともなう筋線維数の変化に

ついては，増加しないとする知見が広く受け入れ

られながらも，その見解は必ずしも統一されてい

るわけではない。そこで本研究では，Wistar系雄

ラットに協同筋の切除に加えウェイトジャケット

を着用させることによって持続的かつ強度の高い

負荷を与え，筋肥大が筋線維の肥大のみによるの

かあるいは増殖をともなうものなのかについて検

討した。

II．研究方法

　1．被験動物および実験プロトコール

　実験には3週齢のWistar系雄性ラット14匹を

用いた。2週問の予備飼育後，これらを体重に関

して等質集団になるよう2群に分け，1群を実験

群（Exp群），他方をコントロール群（Cont群）

とした。Exp群には5週齢時の終りにIanuzzo

and　Chen13）の方法に従い腓腹筋および足底筋切

除の手術を両脚に施した。

　術後4週目から鉛のウェイトを装着することが

できる布製のウェイトジャケットを，週5日間

Exp群に着用させた。図1にラットに負荷した

ウェイトの重量を示した。第1週は一律に25gと

し，翌週からそれぞれのラットの体重に合わせて

負荷を漸増した。途中体重が減少したものにっい

ては，翌週は重量を増加せず前週のままの重さを

負荷し，体重が増加したことを確認してから再び

漸増した。最終週のウェイトの重量は体重の80％

であつた。

　一方，Cont群にはウェイトを装着していない
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Fig．1Weight　attached　to　weight　jacket　in　each

　　　week．Va1uesaremeans±SD．Orepre－
　　　sents　the　abso1ute　va1ues　of　weight　jacket

　　　expressed　as　gram．●represents　the　per－

　　　centage　of　jacket　weight　to　body　weight．

ジャケットをExp群と同様の期間着用させた。

ラットの筋重量は体重と密接な関係にあり，体重

が大きいものほど筋重量も大きい傾向にある。し

たがって過負荷による筋重量の変化を検討する際，

実験群と対照群で体重が異なると，その絶対値が

真に外的な刺激の影響を反映しているとは限らな

い。そこで本研究ではExp群とCont群の体重が

ほぼ等しくなるように，Cont群にはジャケット装

着時から食餌を調節して与えた。

　飼育は温度22±2℃，湿度60±5％に常時維持

した飼育室において行った。なおExp群にっいて

は，運動量を増加させるために水の入った容器を

床から約30㎝の高さに固定したケージで1匹ずっ

飼育した。

　12週問ウェイトジャケットを着用させた後，

工一テル麻酔下にて両脚のヒラメ筋を摘出・秤量

した。1匹ずっ左右交互に一方は筋線維数の算出

に，他方を組織化学的・生化学的分析に充てた。

筋線維数算出のための筋はフリーザー（一40℃）

で，また生化学分析用のものは液体窒素中（一

196℃）に分析開始時まで保存した。

　2．筋線維数の算出および組織化学的・生化学
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　　的分析

　筋線維数のカウントはGo11nick　et　a1．の方法7）

に従って行った。15％硝酸に室温で8～12時間湊

漬した筋を蒸溜水でよく洗浄した後，50％グリセ

ロール・0．1％ドデシル硫酸ナトリウム溶液に移

し，実体顕微鏡下で先端が鋭く研磨されたピン

セットを用い筋線維を1本ずつ分離・カウントし

た。

　組織化学的染色は筋を摘出した後直ちに行った。

筋腹付近を筋線維の走行方向に対して鉛直に厚さ

数㎜に横断し，液体窒素で冷却したイソペンタン

中で包埋，クリオスタット（一20℃）を用い厚さ

約10μmの連続横断切片を作成した。それらに

HematoxyIin　and　Eosin染色を施した2〕。この染

色標本から1標本につき無作為に抽出した40～50

本の筋線維を万能投影機で100倍に投影・トレース

し，デジタイザーにより筋線維横断面積を計測し

た。さらに1標本につき400～500本に筋線維の中

から，筋形質中に核が認められる筋線維の割合を

算出した。

　筋線維は，発生の初期に成熟した個体のものと

は異なる幼若タイプのミオシンを一過性に発現す

ることが知られており16〕，したがって実験群のヒ

ラメ筋に増殖の過程にある筋線維が存在するなら

ば，そのようなミオシンがみられるはずである。

そこでHirabayashi12〕の方法に従って，一次元目

を等電点電気泳動，二次元目をSDS　（Sodium

dodecy1esu1fate）ポリアクリルアミドゲル電気泳

動とする二次元電気泳動を行い，ミオシン軽鎖

（Myosin1ightchain；以後LCと記す）の分子種

について検討した。ゲノレの染色には，染色感度が

高く微量のタンパクも可視化できる銀染色6〕を用

いた。なおタンパクは，Hirabayashi12〕および

Ke1Iy16〕の報告にもとづいて同定した。
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Changes　in　body　weight．Values　are

means±SD．＊and＊＊denote　signifi－
cant　differences　from　contro1at0．05and

0，011evels，respectively．

m．研究結果

　1．体重の変化

　毎週定期的に同一時刻に全ラットの体重を測定

し，その結果を図2に示した。協同筋切除の手術

を施すまでは（5週齢時），Exp群とCont群の体

重はほぼ同様に推移したが，6週齢以後手術の影

響のためかExp群の体重の増加は抑制され，10週

齢までCont群と比べ有意な低値を示した。しか

しウェイトジャケットを着用させた後は，Cont群

の食餌を制限して与えたため，14週齢および17週

齢時を除いて両群間に有意な差異は認められな

かった。

　2．筋重量および筋線維横断面積

　表1に筋重量および筋線維横断面積を示した。

筋重量にっいては左右両脚の平均値をその個体の

値とした。両パラメーターともにCont群より

Tab1e1． Comparisons　of　musc1e　wet　weight，musc1e　fiber　area，total　fiber

number　and　branched　fiber　number　in　control　and　experimental　groups．

　　　　　　　Muscle　wet
Group　　n
　　　　　　　weight（mg）

Muscle　fiber

area（μ㎡）

Muscle　fiber

number（No．）

Branched　fiber

number（No．）

Cont

Exp

！39．3」二11．9

182．5ニヒ！1．1＊＊

　　（13LO）

3434．4一ヒ301．7

4340．6一ヒ505．1＊

　（126．4）

2921．9ニヒ156，0　　　　　　17．3＝ヒ4．9

2931．9＝ヒ135，6　　　　　21，7±4．6

　（ユOO．3）　　　（125，4）

Values　are　means±SD．The　number　in　parentheses　are　the　percentage　of　experimental

values　to　control　ones．＊and＊＊denote　significant　differences　from　control　at0．05and

O．011evels，respectively．
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Relationships　between　musc1e　fiber　area

and　musc1e　wet　weight　in　contro1（△）and

experimenta1（○）9roups．

Exp群において高値が認められ，その肥大率は筋

重量で31．O％（P＜O．01），筋線維横断面積で

26．4％（P＜0．05）であった。さらにこれらの関

係を検討したところ，図3に示されるように正の

相関（r＝O．67，P＜0．01）が認められた。

　3．筋線維総数および分岐した筋線維

　硝酸消化法によりカウントされた筋線維総数の

平均は，Cont群で2921．9本，Exp群で2931．9本で

あり，両群間に有意な差異は認められなかった（表

1）。また筋重量との関係について検討したが，筋

線維横断面積の場合とは異なり両者の間に有意な

相関関係は示されなかった（図4）。

　図5に正常なものとは異なり1本の筋線維が途

中から枝分れした線維を示した。本研究ではこの

ような筋線維を分岐筋線維（branchedfiber）とよ

ぶことにする。分岐筋線維の中で最も多かったの

は，線維のほぼ中央で2つに分岐したものであっ

たが，その他に先端部で分岐したものや僅かでは

あるが数本に枝分れしたものもみられた。1つの

筋に存在する分岐筋線維の数および筋線維総数に

対するその割合は，Cont群で17．3本，O．59％，Exp

群で21．7本，O．74％であり，いずれも両群問に有

意な差異は認められなかった（表1）。

　4．筋形質内に核がある筋線維の割合

　図6にHematoxy1in　and　Eosin染色が施され

た標本の光学顕微鏡写真を示した。黒く点のよう

にみえるものが核である。正常な筋線維では筋線

維自身の核は基底膜に隣接して位置し，したがっ

て横断切片では細胞の周辺部に散在しており内部

にはみられない。しかしながらCont群にもExp

群にも筋形質内に核がある筋線維がわずかではあ
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Re1ationships　between　tota1fiber　number

and　musc1e　wet　weight　in　contro1（△）and

experimenta1（●）9roups．

Fig．5 Micrograph　i11ustrating　branched　muscle

fiber．Such　a　fiber　is　observed　in　a11mus－

cIes　of　coηtro1and　experimental　rats．

Ca1ibration　bar＝1mm．

るが観察された。内部の核は，多くの場合外部か

ら侵入した貧食細胞であり，侵入を受けた線維は

壊死に至ることが明らかになっている22〕。正常な

筋に対するそのような筋線維の割合は，Cont群で

0146％，Exp群で2．68％であり両群間の差異は統

計的に有意であった（図7）。

　5．ミオシン軽鎖
　図8に二次元電気泳動によって分画されたミオ

シン軽鎖を示した。Cont群，Exp群ともにs1ow

type　LC（LC1s，LC2s）と比べfast　typeのLC

（LC1f，LC2f）の割合は低い傾向にあったが，銀染

色を施されたゲルでは各スポツトの濃度がタンパ

ク量を正確に反映しているわけではないので，定

量的な分析は行わなかった。幼若タイプのLCは

LC1fよりやや酸性側（右側）に分画されるが16），
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Micrograph　of　transverse　section　stained
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tal　rat．Central　nuc1ei（arrows）Probab1y

designate　that　musc1e　fibers　are　invaded　by

macrophages．Ca1ibrationbar＝100μm．

＊＊

Fig．7

Co耐．　　Exp．

Comparisons　of　the　percentage　of　fibers

which　contain　centra1nuclei　in　contro1and

experimenta1groups．＊＊denotes　signifi－
ca－t　difference　from　contro1at　O．011eve1．

Fig．8 Micrographs　of　myosin　light　chains（LC）

reso1ved　by　two－dimensiona1ge1e1ectro－

phoresis　in　contro1and　experimenta1rats．

Embryonic1ight　chains　are　not　detected　in

any　musc1es．

両群ともにその位置にスポットは観察されなかっ

た。

IV．考　　察

　生体の各器官はそれをとりまく環境に応じて機

能を変容させることが知られており，その機能変

化が特に向上に向かう場合，適応と呼ばれる。骨

格筋の適応能力は高くこれまで数多くの研究が行

われてきたが，筋肥大に筋線維の数の増加がとも

なうのかどうかにっいては一致した見解が得られ

ていない。

　横断切片に含まれる筋線維の数から筋線維数を

算出し，協同筋の切除あるいはウェイトトレーニ

ングを行うことによってその数が増加するごとが

報告9〕3ω33）されてきたが，このような方法はすべて

の筋線維が横断切片中に含まれているか，あるい

は横断切片中の筋線維数の変化が全筋線維数の変

化を反映しているかのどちらかの条件を充足して

いなければ妥当であるとはいえない。ネコの榛側

手根屈筋では横断切片中の筋線維数は約7500本9〕

であるが，1本1本分離してすべてをカウントす

ると約28000本7）であり，これはこの筋の筋線維が

筋の長軸方向に対してある一定の角度をもって走

行しているためである。ラットの長指伸筋および
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足底筋もこれと同様の構造をしており27），これら

は羽状筋と呼ばれる。また筋線維が肥大すると羽

状の角度が変わり，そのために筋線維の総数は変

わらなくとも横断切片中の筋線維数が変化するこ

とが指摘されており7〕20〕，これらのことから羽状

筋の筋線維数を横断切片から算出した値が真に総

数の変化を示すものであるとは言い難い。

　Timson　et　a1．31〕は比較的筋の長軸方向に筋線

維が平行に走行しているといわれるヒラメ筋にお

いて，筋の長さに対する筋線維の長さの比が

0．63～O．66であり，横断切片中にすべての線維が

含まれるとは限らないことを報告している。また

ヒラメ筋の形状をMaxwe11et　a1．州の提唱する

ものであると仮定し，Timsoneta1．呂1〕のデータを

基に筋線維横断面積が25％増加したとき，横断切

片中に含まれる筋線維数の増加の割合を計算によ

σ求めたところ9％という値が得られ，これは

Vaughan　andGo1dspink33〕が代償性肥大筋で実測

したユ1％とほぼ一致する。本研究において筋線維

の算出に硝酸消化法を用いたのは，これらのこと

にもとづきヒラメ筋についても羽状筋とみなすべ

きであると結論したからである。そして，協同筋

の切除とウェイトジャケット着用という極めて苛

酷な負荷を与えたにもかかわらず筋線維数に変化

はみられず（表1），Morpurgo21〕，Go11nick　et

a1．7〕8）およびSnowandChortkoff29〕の報告を支

持する結果が得られた。

　筋線維数の増加を示す研究の中で唯一筋中のす

べての数をカウントしたものは，Gonyeaeta1．11〕

の報告であり，増殖が筋肥大に必須である理由と

して，筋線維の肥大にはそれ以上横断面積が増加

しない臨界点が存在すること5〕，筋線維の肥大は

代謝という面からはマイナスになること1o）の2つ

を指摘し，後者を問接的に支持するものとして，

一流競泳選手の筋はよく発達しているが，筋線維

横断面積はむしろ小さいことを示すSa1tin　et

a1．26〕の報告をあげている。しかしながら，Gerard

et　a1．4〕および本研究室の報告14）15）からは，競泳選

手の筋線維横断面積が一般人と比べ特に小さいと

いう結果は観察されていない。さらに，Riedy　et

a1．24）は代償性肥大によって筋線維が約40％肥大

したラットにおける走行中の筋および肝のグリ

コーゲン消失速度は正常なラットと変わりなく，

この程度の筋線維の肥大は代謝に悪影響を及ぼさ

ないことを示唆している。

　Van　Linge32〕が肥大した筋において他のものよ

り横断面積が小さい筋線維がみられることを，次

いでReitsma28〕が硝酸消化法により分岐筋線維の

存在を確認し，増殖の機序のひとつとしてsp1it－

tingが示されてきたが，このような現象の発生頻

度を初めて報告したのは増殖を否定するGo11－
nick　et　a1．7〕8〕である。それモこよると筋線維の総数

に対する分岐筋線維の割合はニワトリの前闇背筋

でO．2％8〕，ラットのヒラメ筋でO．1％7〕であり，そ

れに対し本研究では約0．7％であった。また，

Snoweta1．29〕はマウスのヒラメ筋において1．3％

という値を報じている。これらの研究間にみられ

る差異の原因は明らかではないが，種，系，性に

よる違い，あるいは摘出した筋の保存の方法29）や

硝酸に湊漬する時問の違いなどが推察される。し

かしいずれにせよ，その発生頻度は極めて少ない

こと，正常な筋にも肥大筋とほぼ同数みられるこ

と，さらにほぼ完全に分岐し独立した2つの線維

になる直前のものは観察されなかったことなどか

ら，分岐筋線維は増殖の過程にあるものというよ

り，正常な筋線維の形態的変異の結果生じたもの

である可能性が高いと思われる。

　増殖のもう一つのメカニズムに，衛星細胞の働

きにより全く新しい筋細胞が作られることが指摘

されている。胎生期にprimary　generation

myotubeと呼ばれる大型の筋管が形成されるこ

と，この周囲に筋芽細胞が集まり，あるものはそ

れら同士が融合して新たな筋管（secondary　gen－

erationmyotube）を形成し，またあるものは分化

の途にある筋線維あるいは筋管に単独で結合する

ことが知られている16〕17〕。後者の過程をたどるも

のが成熟した筋では衛星細胞となり，他の細胞に

はみられることの少ない分裂・増殖能力を保有し

ている。例えば，虚血や外傷などにより筋線維が

壊死すると，衛星細胞が発生時の筋芽細胞の働き

をし，筋線維をほぼ完全に再生することが明かに

なっている1）。

　図7に示すように実験群では，壊死を起こして

いると思われる22）筋線維が多く認められ，これら

では上述の過程を経て細胞内構成物が再生される

ことは十分考えられるが，あくまでそれは退行性

の変性に対する代償的な作用とみなすべきであり，

筋線維数の増加に寄与するものではない。これに

対して，Sa11eoeta1．25〕は代償性肥大筋において

衛星細胞が独立した筋線維を形成することを報告
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しているが，そのような現象がどのような頻度で

生じるのか，また発生に関する研究から神経支配

を受けることのできなかった筋管は分化を停止す

ることが知られており16〕，新生筋線維のどれだけ

が神経支配を受け成熟した線維になるのか，さら

にそのような神経支配はどのようになされるのか，

などについては全く明らかになっていない。

　本研究における筋線維数の結果（表1）からは，

増殖を確証する結果は得られなかったが，筋の持

つ自已複製能力を考慮すると，増殖の過程にある

筋線維のサイズが小さいためカウントされなかっ

たことも考えられる。再生筋はその初期に幼若タ

イプのミオシンを一過性に発現することが報告さ

れており18〕19〕，Schiaffinoeta1，28〕，Gonyea9）およ

びVaughan　and　Go1dspink83）が示すように20％

以上も筋線維数が増加するのであれぼ，増殖に時

相的な差異があるとしても実験群の筋にこれらの

ミオシンが存在することが予想される。そこで二

次元電気泳動のパターンに染色感度の高い銀染色

を施したが，幼若タイプのLCはみられなかった

（図8）。

　以上の結果は，他の研究と同様に筋の肥大は筋

線維の増殖によるのではなく，個々の筋線維の肥

大によることを示唆すると同時に，筋線維数は

1ife　spanの初期に決定されるとする知見を支持

するものである。したがって，ヒトの骨格筋にみ

られる筋線緯数の個体差3〕は，遺伝的要因に起因

していると考えられる

V．総　　括

　3週齢のWistar系雄性ラット14匹を実験
（Exp）群とコントロール（Cont）群に分け，Exp

群には腓腹筋と足底筋を切除する手術を両脚に施

し，術後4週目からさらにウエイトジャケットを

12週問着用させることによって強度の高い負荷を

持続的に与え，筋線維数が変化するかどうか検討

した。

　1）Cont群と比べExp群では，筋重量で
　　31．0％，筋線維横断面積で26．4％高値が示さ

　　れ，両パラメーターの間に正の相関が認めら

　　れた。

　2）硝酸消化法により算出された筋線維数は

　　Cont群2921．9本，Exp群2931．9本であり，両

　　群間に有意な差異はみられなかった。また，

　　筋重量との間に有意な相関は認められなかっ

　　た。

　3）途中から2本あるいはそれ以上に分岐した

　　筋線維がすべての個体でみられ，1つの筋に

　　存在するその数はCon亡群17．3本，Exp群

　　21．7本であり，両群問に有意な差異は認めら

　　れなかった。

　4）幼若タイプのミオシン軽鎖は，すべての個

　　体で認められなかった。

　以上の結果から，筋の持っ再生能力は生後筋線

維の総数に大きく影響しないであろうことが示唆

された。
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