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l章.緒言

運動の原動力は骨格筋の収縮力であり，我々は筋収縮によって発生する力

を利用して，走ったり，跳んだりといった様々な身体活動を行っている.し

たがって，筋の収縮能力はパフォーマンスを決定する上で重要な要因として

考えられる.筋の収縮能力を決定する要因は，中枢性因子から筋細胞内の末

梢性因子まで数多く考えられるが，最終的に筋収縮を発揮する細胞内におけ

る事象が筋の収縮能力を考慮する上で重要になるであろう.

筋細胞内において筋収縮を制御するシグナルはCa2+であり，筋弛緩時，

Ca2+は0.1μM以下という極めて低い濃度に維持されている.筋収縮の指令

が筋に伝わると，細胞内のCa2+濃度は1-10μMに上昇し，それがトリガー

となって筋が収縮する.このようにして，細胞内のCa2+は筋収縮情報を伝

達するセカンドメッセンジャーとして機能しているが，その他にもATPの

再合成に関与するエネルギー代謝系の酵素活性(ミトコンドリア内の酵素な

ど)を調節したり，筋線維タイフの変化に関与するなど，様々な骨格筋の生

理反応に関係している.このことは骨格筋が正常に機能を発揮するために

は，細胞内Ca2+の恒常性を維持することが必須の条件であることを示唆し

ている.

筋細胞内のCa2+は筋小胞体と呼ばれる細胞内小器官によって制御されて

いる.筋小胞体の膜上にはCa2+依存性ATPase(Ca2+-ATPase)が存在し，

細胞内のCa2+を能動的に筋小胞体内腔へ取り込むことによって，細胞内の

Ca2+濃度を低下させている.取り込まれたCa2+は筋小胞体内に保持され，

筋小胞体の膜が正常に機能している限り細胞内へCa2+が漏洩することはな

1 



い.そして，筋収縮のための刺激を受けると筋小胞体からCa2+が放出され

る.このように筋小胞体の機能は， Ca2+取り込み能力とCa2+保持能力，そ

してCa2+の放出能力の 3つに分類することができる(山下 1996).このうち

Ca2+取り込み能力とCa2+保持能力は，細胞内のCa2+を低レベルに維持し，

Ca2+がセカンドメッセンジャーとして機能するために重要な能力である.

これらの能力が破綻すると 筋細胞内のCa2+濃度が増加し，セカンドメッ

センジャーとしての機能が損なわれるばかりでなく，細胞内のタンパク分解

酵素やリン脂質分解酵素が活性化し，場合によっては細胞死を引き起こすと

考えられている.

このように筋小胞体は細胞内のCa2+の調節に重要な役割を果たしている

が，周りの環境の変化によってその能力が低下するととがinvitroの実験で

明らかにされている.その変化とは， Ca2+濃度の増加やpHの低下， ATPの

減少，活性酸素の増加，グリコーゲンの枯渇などである.このような現象は

運動をした際においても細胞内に起こりうることであるが，運動をした際に

筋小胞体のCa2+取り込み能力や筋小胞体膜のCa2+保持能力に変化が生じる

かどうかについて詳細な研究はなされていない.

そこで本研究はまずはじめに一過性の運動について，細胞内のCa2+が増

加し，その結果筋損傷が生じると考えられているエクセントリックな筋収縮

刺激，あるいはpHの低下が生じると考えられる高強度疲労困懲運動，そし

て活性酸素の増加やグリコーゲンの枯渇が生じる低強度疲労困懲運動を行っ

た際に，筋小胞体のCa2+取り込み能力や筋小胞体膜のCa2+保持能力に変化

が生じるかどうかについて， Ca2+-ATPase活性の変化を手がかりに検討

し，続いて，慢性的な運動(持久性トレーニング)を行い， 一過性の運動に

よるCa2+調節能力の変化が毎回の運動で生じているのか，あるいは運動に

2 



適応し変化が起きなくなるのかという問題に対して検討した.

3 



11章.文献研究

1 .骨格筋における筋小胞体の機能と構造

筋小胞体は筋原線維をとりまくように網状に存在し，横紋周期と一致した

周期を持っている.T管に接する部分は膨大して終末槽を形成し， T管を両

側からはさんで三つ組み構造(Triad)を形成している(図 1) . 

筋小胞体は細胞内のCa2+濃度を制御することにより骨格筋の収縮・弛緩

をコントロールしている.骨格筋収縮の指令が活動電位として筋膜へ伝わる

と， τ管の電圧センサーが刺激され，筋小胞体の終末槽からCa2+が放出され

る.細胞内に拡散したCa2+はトロボニンCに結合し，ミオシンクロスブリッ

ジの変化を引き起こして筋を収縮させる.筋が弛緩するとき，筋小胞イ本膜上

のCa2+ポンプ (Ca2+-ATPase) により筋小胞体の縦走管にCa2+が取り込ま

れ， トロポニンCからCa2+が解離し，クロスブリッジが元に戻る(図 2) . 

細胞内のCa2+は，筋弛緩時と収縮時では1万倍近い濃度勾配があり，この

大きな濃度勾配は筋小胞体のCa2+-ATPaseによって維持されている. Ca2+ 

を筋小胞体内腔に取り込むCa2+ポンフの本体はCa2+-ATPaseであり，その

タンパクは，筋小胞体タンパク質の80から90%を占めている. Ca2+-

ATPaseは分子量約100KDaの膜タンパク質で，約10-7M以上のCa2+によっ

て， Ca2+濃度に依存して活性化され， ATPのエネルギーを使ってCa2+を筋

小胞体の外から内に転移させる.その際 l分子のATPで2分子のCa2+が輸

送される.

4 



T-tubule 

Fig. 1 Structure of skeletal muscle. 
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Ca2+-ATPase 

Ca2+ 

A. 

Na+ 

Myosin 

Ca2+Release 

Ca2+ 

A. 

Fig. 2 A diagrammatic representation of the major components of a muscle 
cell invol ved in excitation-contraction (E-C) coupling. 

(Fitts & Metzger 1988) 
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2.遅筋線維と速筋線維の筋小胞体の特徴

速筋線維は遅筋線維に比べ収縮速度が速い.また弛緩時間も同様で，ラッ

トの速筋型筋線維の1/2弛緩時間は遅筋型筋線維のそれよりおよそ6.6倍速

い(Dux1993) (図 3).この差は，速筋線維のCa2+の取り込み速度が，遅

筋線維のそれより 6倍速いこと，さらに，免疫化学的手法(サンドイツチ

ELISA) によって定量した速筋線維と遅筋線維に含まれるCa2+-ATPase含

量の差 (Leberer& Pette 1986)とよく一致している.

筋小胞体Ca2+-ATPase遺伝子には主に 3つのアイソフォームが存在する

(SERCA1， 2， 3) . SERCA1は速筋のみに発現する. SERCA2は，

SERCA2 ATPaseをコードし，心筋，遅筋線維および平滑筋に発現する.

SERCA3のmRNAは胃や腸，肺の細胞に発現しているが，そのタンパク質

レベルの情報はほとんどない.

Ca2+-ATPaseのアイソフォームが異なっていても その結晶構造は類似

していること，またそのアミノ酸配列には高いホモロジーがあることから，

速筋と遅筋のCa2+輸送の分子メカニズムは基本的に同じであると考えられ

る.しかし， Ca2+の取り込みを調節するメカニズムには異なる点がある.

すなわち，遅筋線維(心筋線維)は分子量およそ22-kDa(報告により20-

kDaから30k-Daの範囲)の膜タンパク質を有し，この膜タンパク質のリン

酸化によりCa2+輸送が促進される.この膜タンパク質はホスホランバンと

呼ばれ(Jorgensen& Jones 1986)， c必 t1P依存性フロテインキナーゼによ

りリン酸化を受ける(LePeuch& Demaille 1989).速筋線維にはこのホスホ

ランパンが存在しない. cAMP依存性フロテインキナーゼによるホスホラン

バンリン酸化の程度と， Ca2+輸送速度の促進の程度とはよく相関する.
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Ca2+輸送速度のCa2+濃度依存性曲線で、見ると，ホスホランバンのリン酸化

によりこの曲線は低Ca2十濃度の方へ平行移動し，Ca2+に対する見かけの親

和性が増加し(図4)， Ca2+輸送機能とATP加水分解の増加を導く (Dux

1993). このようにして，遅筋線維には速筋線維にないCa2+輸送の調節メカ

ニズムを有している.

3. 筋小胞体の機能低下が筋の生理機能に与える影響

( 1 )筋小胞体のCa2+取り込み能力の低下と弛緩時間の延長

運動や電気刺激によって筋が持続的に収縮すると，徐々に筋の張力の低下

と弛緩時間の延長が観察される.この現象は，ヒト (Parsonset al. 1992， 

Viitasalo & Komi 1981， Viitasalo et al. 1982)でも動物 (Bakeret al. 1995， 

Sahlin et a1. 1981)でも確認されている.最大張力の低下がどの部位の機能

低下に起因するのかを特定することは難しい.なぜなら，上位中枢において

筋収縮の指令が発するところから筋内のアクチンとミオシンのクロスブリッ

ジ形成まで多くの部位で機能不全が生じる可能性があるからである. 一方，

弛緩時間の延長は筋小胞体のCa2+取り込み能力の低下(Williams& Klug 

1995) ，もしくは，アクチンとミオシンの分離速度の低下 (Westerblad& 

A11en 1993)からほぼ説明することができる. Gollnick et al. (1991)は，ヒ

トの動的膝伸展運動後に，外側広筋の最大随意収縮力の低下と弛緩時間の延

長を確認し，その際の弛緩時間と筋小胞体のCa2+取り込み速度との聞に負

の相関関係があることを示した.さらにA11enet al. (1989)は，単一筋線維

レベルで張力と細胞内Ca2+濃度を測定し，細胞内Ca2+濃度の変化から，疲

労時の張力の低下や弛緩の延長の多くを説明できることを示唆している.
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( 2 )筋小胞体のCa2+取り込み能力の低下が代謝速度に与える影響

筋細胞内のCa2+は張力のトリガーとしてのみ機能しているわけではな

く，種々の生理反応のセカンドメッセンジャLーとしても重要な役割を持って

いる.例えば，細胞質においてはカルモジュリンと結合し グリコーゲンの

分解を調節しており，またミトコンドリア内の酵素の活性調節にも関係して

いる.特にミトコンドリアは細胞内のCa2+濃度が過度に増加するとATPを

消費してCa2+をミトコンドリアに取り込むため，ミトコンドリア内にCa2+

蓄積が生じ，酸化的リン酸化能の低下が生じると考えられている.このこと

は，筋小胞体のCa2+取り込み能力の低下は，筋の収縮活動に影響を与える

という直接的な影響だけでなく，エネルギー代謝を阻害し二次的な疲労を誘

発している可能性を示唆している.

4. 一過性の筋収縮活動が筋小胞体Ca2+-ATPaseに与える影響

( 1 )高強度短時間運動時

高強度運動が筋小胞体の機能に与える影響について観察した研究はわずか

しかない. Bonner et al. (1976)はラットにトレッドミル走を行わせた後，

筋小胞体のCa2+取り込み能力を測定した.この運動は 8分間で疲労困懲に

至っているがCa2+取り込み能力に変化は起きていない.一方， Byrd et al. 

(1989b)はウマを疲労困懲まで走らせたとき(平均走行時間， 4.65分) ，筋

小胞体のCa2+-ATPase活性やCa2+取り込み速度が低下することを報告して

いる.上記の 2つの研究結果の違いが生じる原因として，実験に用いた種の

違いがあげられる.例えば，ウマの筋小胞体のATPaseはラットの25%程度
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であることが電気泳動を用いた実験で確かめられている.

高強度運動の場合，エネルギー供給の大部分が無酸素性過程によって供給

されるため，高エネルギ-リン酸 (ATP，PCr)の枯渇(Spande& 

Schottelius 1970)やpHの低下(日+の蓄積)が生じ，それらが筋小胞体の

能力に影響を与える可能性が考えられる.実際， Ca2+-ATPaseは生理的な

ATP濃度 (1-5mM)で最大活性を示し，j¥TP濃度が20-100μMに低下す

るとATPase活性も 2分の lに低下するのtienenet al. 1993). しかしなが

ら，疲労した筋であっても，細胞内のATP-量はほとんど変化しないので

(Kuno et al. 1992)， ATPの枯渇が酵素活性を低下させるとは考えにくい.

しかしながら，核磁気共鳴法による評価や全筋レベルで生化学的に測定した

濃度では測定できない局所レベルでのATP濃度の低下が生じている可能性

は否定できない. Korge&Campbell (1994)は，クレアチンキナーゼとクレ

アチンリン酸系 (CK-CPsystem)によるATPの再合成が， Ca2+のポンプ

機能に重要な役割を果たしていることを示唆しており，高エネルギ-リン酸

の低下は特にinvivoの条件では重要かもしれない.ATP濃度減少の影響を

完全に取り除くことはできない.

高強度運動後に筋中乳酸が増加する.多くの研究者によって乳酸の蓄積に

伴うpHの低下がCa2+-ATPase機能に影響を与えることが認められている

(Baker et al. 1995， Mandel et al. 1982， Metzger & Fitts 1987， Williams & 

Ward 1992).細胞内に増加したH+は， Ca2+-ATPaseのCa2+結合部位に競

合的に結合することにより，酵素活性を阻害すると考えられている(Inesi& 

Hill 1983， Mandel et a1. 1982). しかしながら， Dettbarn & Palade 

(1991)は， pH6.6程度の低下ではCa2+-A.TPase活性に影響を与えないと

とも示唆しており， pHの低下に相反する結果が報告されているのも事実で
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ある. Cady et al. (1989)はフォスフォリ ラーゼ欠損症の患者において，動

的運動時に筋 pHが変化しないにもかかわらず弛緩が遅延する ことを認め，

弛緩の遅延がpHに依存的な要因と非依存的な要因によって引き起こされて

いると結論づけている.これらの矛盾する実験結果は，H+濃度に対する

Ca2+-ATPaseの影響に 2つのステッフが存在することを示唆しているのか

もしれない (Williams& Klug 1995). 

( 2 )低強度長時間運動時

低強度で疲労困懲まで運動を継続すると，筋グリコーゲンが枯渇する

(Armstrong et al. 1974， Coyle 1992， Ferry et al. 1992).筋グリコーゲン

の枯渇にともない糖代謝に関連する酵素(ホスホリラーゼキナーゼ，ホスホ

リラ-ゼホスファタ-ゼ)の活性が変化するとCa2+-ATPaseの活性値にも

影響を与える(Hりrl& Heilmeyer 1978). さらにBrautiganet al. (1979)は

α-アミラーゼ処理によりskinnedfiberからグリコーゲンとその関連酵素を

取り除くと，筋小胞体によるCa2+取り込みが低下することを示した.グリ

コーゲンの分解がCa2+によって調節されていることを考えると，筋グリコ

ーゲンの枯渇といった極限的状態が，筋小胞体に影響を与えることは十分考

えられるが，その詳細なメカニズムは不明である.

運動に伴い筋細胞内にフリーラジカルが増加する(Reidet al. 1992， 

Radak et al. 1995). このフリーラジカルはミトコンドリアにおける酸化的

リン酸化に由来すると考えられている. Scherer & Deamer (1986)は，筋

小胞体サンフ。ルを過酸化水素にさらすと， Ca2+-ATPase活性やCa2+取り込

み速度が低下することを確認し，この低下が脂質の酸化によるものではな
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く，直接Ca2+-ATPaseのSH基を修飾し活性を阻害していることを示唆して

いる.しおがって運動中，特に酸化的な筋線維において，フリーラジカルの

産生が筋小胞体の機能を低下させている可能性がある(Hesset al. 1981). 

( 3 )電気刺激によって引き起こした筋収縮

筋に一過性の電気刺激を加えると張力の低下と弛緩時間の延長が起きる.

この時の筋内のCa2+濃度を観察すると収縮時の細胞内Ca2+濃度の低下と，

弛緩時のCa2+消失速度の低下が観察されることから，筋小胞体のCa2+放出

能力および取り込み能力が低下していることが示唆されている(Westerblad

& Allen 1993). 

また，低頻度の電気刺激により引き起こした張力の低下が24時間以上つ

づくことがある.このSlowrecoveryと呼ばれる現象は激しい筋収縮によっ

て，細胞が損傷した結果，生じると考えられている (Brotto& N osek 1996， 

Bruton et al. 1998) .筋細胞の損傷は，筋がエクセントリックな収縮を

行ったときに特に顕著に観察され，光学・電子顕微鏡下で観察すると， z帯

の流出や崩壊，収縮タンパクの構造的な変化が生じている.エクセントリッ

クな収縮を含む筋活動が刺激となって細胞内Ca2+が増加すると，細胞内の

Ca2+依存性のプロテアーゼやホスホリバーゼを活性化して損傷が生じる.

この概念は，カフェインやCa2+イオノフォアで筋をインキュベーションし

て細胞内のCa2+濃度を増加させると，筋損傷が生じること，さらにこの溶

液からCa2+を取り除くと損傷が軽減することから支持される.

細胞内のCa2+が増加する際，その経路には細胞外からの流入と筋小胞体

からの漏洩の二つの経路が考えられる.ダウンヒル走後のラットのヒラメ筋

を摘出し， Ca2+ (3 mM)を含む溶液中にインキュベーションすると，筋中の
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総Ca2+濃度が増加するととからのuanet a1. 1990)，細胞膜の崩壊により細

胞外からCa2十が流入している可能性がある. 一方，細胞内において大量に

Ca2+をプールしている筋小胞体の関与については，エクセントリックな収

縮後に，筋小胞体の膨張や結晶化が観察されているが (Friden& Lieber 

1996)， Ca2+漏洩の直接的証拠を示した研究はない.Byrd et al. (1989a)は

Ca2+イオノフォアを使って筋小胞体膜の損傷を評価し，走運動では膜に損

傷が生じないことを示唆している.一方， Fitts et al. (1982)はラットの長

時間水泳運動後にCa2+の取り込み速度の低下を観察し，筋小胞体膜の損傷

によりCa2+が細胞内へ流入している可能性を示唆している.このような結

果の違いは，用いた運動形態や強度の違いに起因すると思われる.

5.一過性の運動による筋小胞体の機能低下

Williams & Klug (1995)は，筋疲労時の筋小胞体の機能低下は，筋に不可

逆的な損傷を生じさせないための"circuitbreaker"もしくは"thermostat"の

役割を果たしているという仮説を提唱している.つまり，身体活動による細

胞内の変化は筋小胞体の機能低下により筋疲労を引き起こし，不可逆的な損

傷が生じることを防いでいるが，筋小胞体の機能的・構造的変化が生じる

と，筋に損傷を引き起こしてしまうとする考え方である(図 5) .この概念

は，運動誘発性の筋損傷は細胞内のCa2+濃度の上昇により生じるかもしれ

ないこと(Armstrong1990)，細胞内Ca2+濃度の上昇が，細胞外Ca2+の流入

ではなく，筋小胞体のCa2+調節能力の低下によって引き起こされることを

示唆した研究 (Byrd1992， Lcコweet al. 1994)によって支持される.
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6.慢性的な筋活動が筋小胞体Ca2十一ATPaseに与える影響

( 1 )持久性トレーニング

持久性トレーニングが筋小胞体のCa2+調節能力に与える影響について検

討した研究は少なく，その結果も一致していない. Madsen et al. (1994)は

持久性鍛錬者に 6週間の持久性トレーニングを行った結果，外側広筋の

Ca2+-ATPase濃度に変化がなかったことを報告している.またラットを用

いた研究では， Bonner et al. (1976)が9週間の持久性トレーニング後

Ca2+-ATPase活性やCa2+取り込みに変化がないことを報告している.しか

しながら，この研究では筋量を確保するために排腹筋，ヒラメ筋，足底筋の

3つの筋をひとまとめにして測定しているため，筋小胞体の機能の変化を過

小評価している可能性があり，その解釈に注意が必要である.一方， Kim 

et al. (1981)はトレーニング後に外側広筋表層部位のCa2+取り込み能力が低

下することを報告している.このときヒラメ筋には変化が生じていない.さ

らに， Belcastro(1987)は，発育期のラットにトレーニングを行うと，足底

筋の発育にともなうCa2+取り込み能力の増加が抑制されることを示してい

る.これらの研究結果から考えるとトレーニングは筋小胞体のCa2+取り込

み能力を若干低下させるか，あるいは変化させないようである.そしてその

変化はトレーニング強度や筋による違いに起因しているようである.残念な

がら， トレーニングにともなう筋線維構成比の変化と筋小胞体Ca2+調節能

力の変化を同時に検討した研究はない.

( 2 )慢性的電気刺激

骨格筋に長期間の電気刺激を負荷する実験は，慢性的な活動量増加のモデ
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ルとしてよく用いられている.走運動では筋の動員をコントロールすること

ができないのに対して，電気刺激では目的とする筋を特異的に収縮させるこ

とが可能であり，筋活動の影響を明確に観察することができる.ウサギの速

筋線維に慢性的電気刺激を行うと，わずか 2日後にはCa2+の取り込み能力

が50%低下し (lβbereret al. 1987)，それに付随して弛緩時間の延長が観

察される (Pette& Vrbova 1985).刺激8日後， Ca2+-ATPase活性を50%

阻害するのに必要なfluoresceinisothiocyanate (FITC ; Ca2+-ATPaseの桔

抗阻害剤)の量が減少し(図 6)，Ca2+-ATPaseのATP結合部位に変化が生じ

る(Leberer& Pette 1987) .この時，免疫化学的手法によって測定した

Ca2+-ATPaseの量は変化しておらず，刺激40-50日後になって，筋小胞体

Ca2+-ATPaseの量が低下しはじめ，それに付随しアイソフォームの遅筋化

が起きる.このことは，筋小胞体の機能は細胞内の環境変化に応じ極めて変

動しやすい性質を持っていることを示している.日出n詰]益inen& Pette 

(1997)は，慢性的電気刺激後のミオシン重鎖のアイソフォームと筋小胞体

Ca2+-ATPaseのアイソフォームの変化のパターンを検討し， slowタイフの

Ca2+-ATPaseとslowミオシン重鎖アイソフォームの相対的な濃度との聞に

高い相関 (r= 0.97)関係を観察し，両者の発現が協調的であることを示唆し

ている.
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川章.研究の目的および研究課題

これまで述べてきたように 筋細胞内においてCa2+は骨格筋の収縮能

力，エネルギー代謝能力そして筋線維組成の変化といった様々な生理反応に

関与している.本研究は，筋小胞体のCa2+調節能力を変化させると考えら

れる様々な筋収縮刺激を行ったときに 筋小胞体のCa2+取り込み能力と筋

小胞体膜のCa2+保持能力に変化が生じるかどうかについて検討することを

目的とした.筋IJ¥胞体のCa2+取り込み能力はCa2+-ATPase活性により評価

し，筋小胞イ本膜のCa2+保持能力の変化はCa2+に対する膜の透過性を上げる

Ca2+イオノフォアを用いてCa2+取り込み能力の変化から評価した.

さらに，持久性トレーニングによって筋線維組成が変化したときの筋小胞

体Ca2+-ATPase活性の変化を観察することを目的とし，以下の研究課題を

設定した.

1 .電気刺激によって筋にエクセントリックな収縮とアイソメトリックな

収縮を与えた際，筋小胞体のCa2+取り込み能力とCa2+保持能力に変化が生

じるかどうかについて明らかにする(実験 1) . 

2. 疲労困懲に至る高強度の一過性運動後に，筋小胞体のCa2+取り込み能

力とCa2+保持能力に変化が生じるかどうかについて明らかにする.さら

に，変化の様相を探るため， Ca2+-ATPaseのATPとCa2+に対する親和性を

評価する(実験 2) . 
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3. 疲労困懲に至る低強度の一過性運動後に，筋小胞体のCa2+取り込み

能力とCa2+保持能力に変化が生じるかどうかについて明らかにする.さら

に，変化の様相を探るため， Ca2+-ATPaseのATPとCa2+に対する親和性を

評価する(実験 3) . 

4. 持久性トレーニングにより筋小胞体Ca2+-ATPase活性が変化するか

否かについて，さらに持久性トレーニングがその後の一過性の疲労困懲運動

後のCa2+-ATPase活性の変化に与える影響について明らかにする(実験

4) . 
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IV章.エクセントリックな筋収縮活動後の筋小胞体の

変化(実験1) 

1. 目的

エクセントリックな筋収縮活動を行うと骨格筋に微細レベルで損傷が生

じ，これが原因となって筋の張力低下が数日間続くことがある.筋の損傷が

どのようなメカニズムで生じるのか その細胞レベルでの機序は明らかに

なっていないが 細胞内のCa2+恒常性が喪失した結果 Ca2+依存性のタン

パク分解系が活性化し，損傷が生じると考えられている.細胞内Ca2+濃度

の変化は筋小胞体の構造変化をもたらし，そ-の結果Ca2+調節能力に影響を

与えている可能性がある.実際，エクセントリックな筋活動や薬品処理によ

り細胞内のCa2+濃度を増加させると筋小胞体の膨張が生じることが報告さ

れている.しかしながら光学・電子顕微鏡による形態的な観察では，筋小胞

体のCa2十調節能力の変化を知ることはできない.

そこで本実験では，細胞内Ca2+が増加し，筋損傷が生じるすると考えら

れるエクセントリックな収縮刺激後に，筋小胞体のCa2+-ATPase活性およ

び筋小胞体膜に変化が生じるか否かについて検討することを目的とした.

2. 方法

( 1 )被検動物
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7週齢のWistar系雄性ラット84匹を被検動物として用いた.ラットはコン

トロール群 (n= 9)，アイソメトリック収縮(1S0，n = 18)群，エクセント

リック収縮 (ECC，n = 54)群の 3群に分け， 1SO群はさらにお0刺激直後お

よび1SO刺激48時間後に解剖する2群に分けた. ECC群はECC刺激直後およ

びECC刺激2，4， 12， 24， 48時間後に解剖する群にグルーピングし，被検

筋は前腔骨筋とした.予備実験において ECC刺激後48時間後に顕著な筋

損傷が観察されることから 1SO群は刺激直後と48時間後の筋を用いた.

( 2 )実験処置

ラットはペントバルビタールで麻酔した後(体重1kg当たり 50mg)， 

ラットの足をサーボモータに接続しであるホルダーに装着し，左脚の前腔骨

筋に1SOとECCを行った.ECCは，前腔骨筋の皮膚上にあてた電極で刺激

すると同時にモーターにより強制的に足底屈させることにより行った(図

7) .その際関節角度は30度から最大伸展の180度になるようにした. 1SO 

は足の角度を90度に固定したまま刺激し，筋を収縮させた.電気刺激は最

大張力が発揮される電圧に調節し， duration O.lms， freQuency 100Hzで

行った. 1SO， ECCともに4秒毎に一回の収縮を50回行った.

各群のラットから摘出した前腔骨筋は 3つに分け，それぞれ筋水分含有

量，組織学的観察，筋IJ¥胞体Ca2+-ATPase活性の測定に用いた

Ca2+-ATPase活性測定用に摘出した筋は，剃万で細かく切断した後， 10 

倍 (mass/vol.)の抽出液 (400mMTris，300mM Sucrose， pH 7.9)でホ

モジネートし 液体窒素で瞬間凍結した後， -80
o
Cで保存した.
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( 3 )組織学的観察

筋の損傷を評価するため，クリオスタットで10μmの横断切片を作成

し，ヘマトキシリン・エオジン染色を施した.

(4) 筋水分含有量

筋サンプルの一部は，湿重量と凍結乾燥後に乾燥重量を測定し，その差を

筋水分量として評価した.

( 5 )筋小胞体Ca2+-ATPase活性

筋小胞体Ca2+-ATPase活性の測定には， Simonides & van Hardeveld 

(1990)の方法を改良した方法を用いた.この方法は必要とする筋量が少なく

てすむこと，遠心操作などを必要とせず操作が簡便なため，測定誤差を少な

くできること，凍結して保存できることなどの利点を持つ.測定の詳細は以

下の通りである.

Ca2+-ATPase活性の測定は，以下に示すATP合成の反応系を用い，

NADHの酸化速度を分光光度計(島津製作所， UV-190)で測定する方法に

より行った.

Ca2士ATPase
ATP ~ ADP + Pi 

phosphoenol pyruvate + ADP ----Pl:~ー争 pyruvate+ ATP 

pyruvate + NADH + H+ .---!::DH~~ lactate +NAD+ 

Assay medium (pH 7.5)の組成は， 1 rnM EGTA， 20 mM  Hepes， 200 
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mM  KCl， 15 mM  MgC12， 10 mM  NaN3， 0.2 mM  NADH， 10 mM  

phosphoenol pyruvate， 0.8 mM  CaC12， 18 U/r叫 pyruvatekinase (PK) ， 

18 U /mllactate dehydrogenase (LDH)であった.Assay mediumにホモ

ジネー卜した筋サンフルを10μl加えた後， 4mMATPを加えることによっ

て反応を開始した.測定は37
0

Cで行った.

この反応によって得られるATPase活性は筋小胞体のATPase活性だ、けで

なく，ミオシンや筋膜，ミトコンドリアのATPase活性も含まれている

(Total ATPase activity) .この条件でまず，サンフルに含まれるすべての

ATPase活性を測定する.次に，高濃度の CaC12(2 M)を19.2μ1(最終濃

度19.2mM)加えると，筋小胞体のCa2+-j¥ TPaseのみが阻害された活性値

が得られる(BackgroundATPase activity). Tota1 activityから

Background activityを差し引くと， Ca2+-.ATPase活性のみの値が算出され

る.

筋が損傷した場合，筋の水分含有量が増加することから，酵素活性はタン

パク当たりの活性値で表した.タンパク量はLρwry法 (1951)により測定

し，ウシ血清アルブミンをスタンダードとした.

運動による筋小胞体の膜の変化は，インキュベ-ション溶液中に

0.2mg/mlのCa2+イオノフォア (ij莫のCa2+に対する透過性をあげる薬

品) ， A23187を10μ1(最終濃度 lμg/ml)加え評価した(図 8).筋小胞イ本

のCa2+-ATPaseは小胞内のCa2+が高濃度になるとその活性が抑制される性

質を持っている(backinhibition).したがって，筋小胞体膜が完全に機能し

ているとき(図 8上段)， Ca2+が小胞内に高濃度に蓄積するためCa2+-

ATPase活性は抑制されている(図8-1). この時にCa2+イオノフォアを添
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加すると，小胞内のCa2+が外に漏れるため，小胞内のCa2+濃度が低下し

backinhibitionが機能しなくなりCa2+-ATPase活性が上昇する(図8-2). 一

方，筋小胞体の膜が損傷し， Ca2+が漏洩しているような状態では(図 8下

段) ，小胞内のCa2+が蓄積せず、高濃度にならないのでCa2+-ATPaseは最大

活性を発揮しており(図8-3) この時にイオノフォアを添加しでもそれ以

上の活性値の上昇は生じない(図8-4). 

( 6 )統計

データは一元配置の分散分析を行い，有意なF値が得られたときScheffeの

post hocテストにより各群の有意差を検定した.有意水準は5%とした.

3. 結果

( 1 )組織学的分析

図9はヘマトキシリン・エオジン染色を施した各群の横断切片を示してい

る. ECC群において刺激12時間後から，細胞間隙があいたり，角の取れた

筋線維が観察されはじめ刺激48時間後がもっとも顕著な損傷が観察され

た.コントロール群とISO群には， ECC群に観察されるような異常な線維は

見られなかった.

( 2 )筋水分含有量

図10は各群の筋水分含有量を示している.筋が損傷すると筋の水分含有
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Fig. 9 Transverse sections of the rat tibialis anterior lTIuscle in control (A)， 0 (B)， 24 (C) h 
after isometric contractions and 0 (0)， 2 (E)， 12 (F)， 24 (G)， and 48 (H) h after eccentric 
contractions. Sections were stained with hematoxylin and eosin. Bar = 100μm. 
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量が増加し浮腫が生じることが， MRIを用いたヒトの実験や動物の損傷実験

で観察されている(Nosaka& Clarkson 1996). 本研究でも筋損傷の間接的

指標として筋水分含有量を測定した.ECC，，180ともに刺激直後に一時的な

水分量の増加が観察された. 180群においては48時間後にコントロールレベ

ルに回復したが， ECC群は 2時間後に回復した後， 12時間以降水分が増加

したままであった.

( 3 )筋小胞体Ca2+-ATPase活性

図11はインキュベーション溶液にCa2+イオノフォアがあるときの筋小胞

体Ca2+-ATPase活性値(A)と，イオノフォアがある時とない時の活性値の比

(B)を示している.溶液中にイオノフォアがある場合 (A)， Ca2+-ATPaseの

最大活性を測定しているので，筋小胞体のCa2+取り込み能力を評価するこ

とができる.この活性値は各群聞に有意な差は認められなかったことから，

ECC， 180いずれの収縮活動においてもCa2+取り込み能力に変化は生じて

いないことを示している.一方，イオノフォアの有無における活性値の比は

(B)， Ca2+が漏れないように筋小胞体の膜が完全に機能しているかどうかを

評価できる.膜が完全に機能している時は イオノフォアを加えることに

よって活性値が1.5-2倍上昇するが，完全性が失われてCa2+が漏洩している

場合，その上昇が起きず，比は1.0に近くなる.図11-Bに示したように，

ECC群の刺激直後および24時間， 48時間後において イオノフォアを加え

ることによる活性値の上昇が抑制され，その活性値の比がコントロール群よ

りも有意に低い値を示した.このことは筋小胞体の膜の完全性が損なわれ

Ca2+が筋小胞体内腔から漏洩している可能性を示唆している. 180群におい

ては， Ca2+-ATPase活性に変化は見られなかった.
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4.考察

本研究の結果はECC刺激により筋小胞体のCa2+取り込み能力は変化せ

ず，筋小胞体膜のCa2+保持能力が低下することを示唆している.IS0では，

これらの変化はなかったことから この変化はECCに特異的な変化である

と考えられる.組織学的分析および、筋水分含有量の変化から観察した筋損傷

はECC群においてのみ生じており，筋小胞体膜の完全性の喪失，それにと

もなうCa2+の細胞内への漏洩が筋損傷と関係している可能性が示唆され

る.

どのような要因により筋小胞体の膜の変化が引き起こされたかについて，

本研究では明らかにすることはできないが，その可能性として細胞内Ca2+

の増加が考えられる. つまり， ECC刺激によって，活動筋線維のサルコメ

ア長が不均一に引き延ばされることによって，筋線維膜に損傷が生じ

(Colomo et al. 1988) 細胞外からCa2+が流入したのかもしれない.筋小胞

体膜が収縮直後に変化して 2時間後いったん回復し，収縮24時間以降ふた

たびその完全性を喪失したという変化のタイムコースは，筋小胞体膜変化の

メカニズムを説明している.すなわち 1)EにCによる力学的負荷により膜

が変化して， Ca2+が漏洩する. 2) Ca2+が漏洩したままでもいったんは膜

がふさがれる. 3)筋線維は漏洩してきたCa2+を細胞質から取り除こうと

するが，その能力以上にCa2+が増加した筋線維はCa2+依存性のタンパク分

解酵素あるいは膜のリン脂質分解酵素が活性化して，筋損傷を引き起こす.

以上のような仮説を明らかにするためには，細胞内のCa2+濃度の測定を

行って，より詳細に検討しなければならない.
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5. 要約

エクセントリックな収縮によって引き起こした筋損傷時の筋小胞体の変化

について検討した結果，以下の結論を得た.

1 .アイソメトリックな収縮では組織学的な筋の異常は観察されないが，

エクセントリックな収縮は48時間後に顕著な筋損傷を引き起こした.

2. エクセントリックな収縮刺激によりCa2+-ATPase活性に変化はな

かった.

3. エクセントリックな収縮刺激直後，および24，48時間後において，

Ca2+イオノフォアを加えた際， Ca2+-ATPase活性の増加の程度がコント

ロール群よりも少なく，筋小胞体の膜に変化が生じていることが示唆され

た.

以上の結果から，エクセントリックな収縮刺激を行うと，筋小胞体の

Ca2+取り込み能力は低下しないが，筋小胞体の膜に変化が生じる可能性が

示唆された.
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V章.一過性の高強度疲労困額運動が筋小胞体の

Ca2+調節能力に与える影響(実験 2)

1. 目的

実験 1の結果，エクセントリックな筋活動は筋小胞体の膜に変化を与える

が，筋小胞体Ca2+取り込み能力には変化を生じさせないことが明らかと

なった.エクセントリックな筋活動により細胞内のCa2+濃度が増加し，こ

れにより筋小胞体膜に変化が生じたことが考えられる.実験2ではpHの低

下やATPの低下が生じるであろう高強度疲労困懲運動後に，筋小胞体膜や

Ca2+取り込み能力に変化が生じるかどうかについて検討することを目的と

した.高強度の運動では，乳酸の蓄積にともない日+濃度が増加し，

Ca2+-ATPaseのATP結合部位に変化を与える可能性が考えられることか

ら， ATPの競合剤であるFITCを用いてATPの親和性について評価した.遅

筋線維では，このFITCを用いた測定は， Ca2+-ATPaseのATP結合部位その

ものの変化であるのか，あるいは，膜タンパクであるホスホランパンのリン

酸化による二次的な親和性の変化が生じているのかを区別することができな

い.もしホスホランバンが関与しているのであればATPだけでなく Ca2+に

対しでも親和性が変化するはずである.このことから，遅筋線維であるヒラ

メ筋についてはCa2+とATPに対する親和性の変化をミカエリス定数を求め

て評価した.

2.方法
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( 1 )被検動物および運動プロトコール

実験にはWistar系雄ラット12匹を用いた. 4週齢から小動物用トレッド

ミル装置(夏目製作所， KN-73) を使い，週2回， 1日10分間の走行練習

を行った.最初の週の走行練習は，傾斜0%，速度10m/ITUnとし，毎週少

しづっ傾斜と速度を増加させ，最後の週は傾斜10%，速度20-30m/minで

10分+速度50m/minで10秒間走行させた.この走行練習は，ラットがト

レッドミルに慣れるために行ったもので， トレーニング効果を意図したもの

ではない.ラットが10週齢になった時点で，ラン夕、ムにコントロール群 6

匹，高強度運動群 6匹にグルーフ分けした.高強度運動群は，傾斜10%，

速度50m/minで疲労困懲に至るまで運動させた.この強度はラットの

100%V 02rnax強度に相当する(Brooks& White 1978). 

( 2 )被検筋および筋タンパクの抽出

被検筋にはヒラメ筋 (SOL)，外側広筋の表層部位 (VS)および深層部

位 (VD) を用いた.これらの筋は運動の主働筋であり また筋問で組成の

異なるサンプルである.すなわち， SOL， VS， VDはそれぞ、れType1， Type 

IIB， Type lIA型の筋線維により主に構成されているCArianoet al. 1973). 

左脚の筋は筋の代謝産物測定用に，右脚の筋は筋小胞体Ca2+-ATPase活性

測定用に用いた.

( 3 )筋/J¥胞体Ca2+-ATPase活性

筋小胞体Ca2+-ATPase活性の測定は，実験 1と同様の方法を用いた.酵

素活性はμmol/minJgで表した.高強度運動による筋小胞体膜の変化は，実
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験 1と同様インキュベ-ション溶液中に0.2mg/mlのCa2+イオノフォア，

A23187を10μl加え，イオノフォア存在下と非存在下でのCa2+-ATPase活

性の比から評価した.

測定の際， 25， 50， 75， 100μMのFITCをインキュベーション溶液中に

加え，それぞれの濃度でのCa2+-ATPase活性を測定した.そして，その活

性値の傾きから最大活性を50%阻害するFI1['Cの濃度を算出し， ATP結合部

位に変化が生じるかどうかについて評価を行った.

Ca2+-ATPaseのATPとCa2+に対する親和性の評価は， ATPとCaC12の濃

度の異なるインキュベーション溶液をそれぞれ 5種類準備し，各濃度で酵素

活性を測定し， Lineweaver-Burkの式によりミカエリス定数(Km)を求める

ことにより行った.インキュベーション溶液中の遊離Ca2+濃度の測定は，

Ca2+蛍光指示薬Fura-2を用いて， Kargacin et al. (1988)の方法により測定

した.測定は，蛍光光度計による(CAF-IIO，日本分光)2波長励起 (340nm 

と380nm) 1波長 (500nm)蛍光測定によるRatioモードで測定した.

Ca2+-Fura-2錯体の解離定数 (Kd)は 250nMを用いた (Simonides& van 

Hardeveld 1990). 

(4)筋水分含有量

筋サンプルの一部は，湿重量と凍結乾燥後に乾燥重量を測定し，その差を

筋水分量として評価した.

( 5)筋中乳酸濃度

筋中乳酸濃度の測定は， Uコwry& Passonneau (1972)の方法に従い，以
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下の反応式を用いて行った.

lactate + NAn+ ~DH~ pyruvate + NADH + H+ 

pyruvate + hidrazine テ pyruvatehydrazone 

筋サンプルを， -70
o
Cで一晩凍結乾燥した後，結合組織を取り除き，液

体窒素中でパウダーにした.筋重量を測定し，予め冷却した0.3mlの2N 

Perchloric acid中で20分間(-100C)抽出した 2000gで10分間遠心分離

した後，上清を0.25mlとり 2M KCl04を加えて中和する.再び遠心分離し

た後，上清0.35m1をとり， 100 mM  KHCC)3 (pH 7.5) を0.65ロ吐加え，測

定まで-80
0

Cに保存した.インキュベーション溶液の組成は， 100 mM  

hydradine， 100 mM  2一訂nino-methyl-1-propanol， 0.5 mM  NAD， 8 

U Iml LDH (pH 10.0)であった.インキコ.ベーション溶液を 2mlとり，サ

ンプルを20μ1，250 U/m1 LDHを66.8μ1(最終濃度 8U/mD加えた.暗

所に60分間放置した後，蛍光値を分光蛍光光度計(島津製作所， RF-5000) 

を用い，励起波長340nm，蛍光波長460nrnにて測定した.

( 6 )統計処理

データは平均値±標準偏差で表した.コントロール群と運動群との比較

は，対応のないStudentのt-testにより有意差を検定した.有意水準は5%

とした.

3. 結果
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( 1 )運動時間および、筋水分含有量

運動群の運動時間は平均2分48秒+44秒(最大3分58秒，最低2分10秒)

であった.表 1に各筋の筋水分含有量を示した.高強度疲労困懲運動により

SOLの筋水分含有量が有意に低下した.VSとVDにおいて運動群はコ ント

ロール群よりも有意に高い値を示した.

( 2 )筋中乳酸濃度

図12にコントロール群と運動直後の高強度運動群の筋中乳酸濃度を示し

た.VSにおいて，運動群はコントロール群よりも有意に高い値 (87.2%)

を示した. SOLおよび~Dでは 統計的に有意な変化は見られなかった.

( 3 )筋小胞体Ca2+-ATPase活性

Ca2+イオノフォア存在下における筋小胞体Ca2+-ATPase活性は， VSに

おいて，高強度運動により有意な低下が観察された(図13'-A) .コント

ロール群に対するその低下率は31.1%であった.全ての筋において， Ca2+ 

イオノフォア存在下での筋小胞体Ca2+-ATPase活性値は イオノフォア非

存在下よりも高く，平均でSOL48%，VS 65%， VD 69%の高値が認めら

れた.この増加率には運動による影響は観察されなかった(図13-B). 

(4) FITCによる筋IJ叶包イ本Ca2+-ATPaseの評イ面

図14に筋小胞体Ca2十一ATPase活性を50%阻害するのに必要なFITCの濃

度を示した. SOLにおいて，高強度運動群がコントロール群と比較し有意

に高い値を示した.しかしながら， VSおよびVDにおいては，各群問に有意

な差は観察されなかった.
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Table 1. Percent water of soleus muscle (SOL)， and the superficial 
(VS) and deep (VD) regions of vastus lateralis muscle in 
control and high intensity exercise (HE) groups. 

SOL 

n 

Control 5 77.1 :t 0.6 

HE 6 75.3:t 1.3 * 

VS 

% 

78.0:t 1.4 

78.2:t 0.7* 

VD 

75.7 :t 0.6 

76.9:t 0.6 * 

Values are means :t SD ; n， number of samples. 
*pく 0.05for Control vs. HE. 
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Concentration of fluorescein isothiocyallate (FITC) for 50% 
inhibition of sarcoplasmic reticuI.um Ca 2~ATPase ~ctivity 
from soleus muscle (SOL) and the superficial (VS) and 
deep regions of vastus lateralis muscle in control， high 
intensity exercise (HE) groups. 
*pく 0.05for Control vs. HE. 
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(5) Ca2+-ATPaseのATP，Ca2+に対す-る親和性の評価

SOLの筋小胞体Ca2+-ATPaseのATP.Ca2+に対する親和性を

Lineweaver-Burkの逆数フロットにより求めた.コントロール群と高強度

運動後の代表的なフロットを図15に示した.疲労困懲運動によりATPに対

するKmはコントロール群の219から147μMに低下した. Ca2+に対するKm

は274から168nMに低下した(表 2). 

4. 考察

本実験では，全ての筋においてイオノフォアを加えることにより， Ca2+-

ATPase活性が増加し，筋小胞体膜の変化は生じていないことが示唆され

た.また， VSのCa2+-ATPase活性に有意な低下が観察され， Ca2+取り込

み能力が低下している可能性が示唆された.これらの結果は，実験 1のエク

セントリック収縮の結果とは違った変化である.異なった反応が観察された

理由として，収縮形態の違いがあるかもしれない，すなわちラットの外側広

筋は走行中エクセントリックよりもむしろコンセントリックな収縮活動を

行っており，筋線維膜へのストレスが少なく，細胞外からのCa2+の流入が

ないため筋小胞体膜に対するダメージがなかったのであろう.

Ca2+-ATPase活性が低下した理由として，この実験のような高強度運動

の場合，高エネルギーリン酸の枯渇とpHの低下が関与していることが考え

られる.高強度の運動を行うと， ATP濃度は安静値 (5mM)よりもわずか

に低下するが (3.4mM) (1βberer et al. 1987)， Ca2+-ATPaseのATPに
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Table 2. Michaelis constant (Km) for A TP and free Ca 2+of soleus 
muscle in control and high (HE)intensity exercIse groups. 
*pく 0.05for Control vs. HE. 

Control HE 

Km for ATP (μM) 

Km for free Ca2+(nM) 

219 :t 47 147 :t 54 * 

274 :t 51 
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対するミカエリス定数は (219μM，表 2)，それよりはるかに低いため，

ATPの減少がCa2+-ATPase低下の要因にはならないと考えられる.した

がって，高強度運動ではpHの低下がもっとも重要な要因となるかもしれな

い.筋中乳酸の増加に伴う日+の蓄積は， Ca2+-ATPaseに結合するCa2+の

量やCa2+の取り込みを低下させ(Inesi& Hill 1983)， Ca2+-ATPase活性を

低下させることが分かっている.本実験で用いた高強度運動でもVSに顕著

な乳酸濃度の増加が観察された.そこでVSのCa2+-ATPase活性と筋中乳酸

濃度との相関関係を見たところ(図16) 両者の聞に有意な負の相関関係が

認められた.このことから，本実験において観察されたCa2+-ATPase活性

の低下は， pHの低下によるものかもしれない.

Ca2+-ATPaseの拾抗阻害剤で=あるFITCによる結果は，運動によりSOLの

Ca2+-ATPaseのATPに対する親和性が増加し， ATPase活性が刺激されて

いるととを示唆している.との現象は他の筋には観察されなかったことから

遅筋線維に特異的な現象であるのかもしれない.遅筋線維には速筋線維にな

いCa2+-ATPase調節タンパクであるホスホランバンが存在している.ホス

ホランパンのリン酸化はCa2+-ATPaseのCa2+に対する親和性を増加させる

ことによってCa2+-ATPaseを刺激する.したがって SOLにおいてATPと

同時にCa2+に対する親和性も増加したことは(表 2) 高強度の運動に

よって交感神経活動の冗進により cAMP依存性フロテインキナーゼが活性化

され， SOLのホスホランバンがリン酸化され，酵素活性が刺激された可能

性を強く支持している.このような親和性の増加は，高強度疲労困懲運動後

に筋小胞体Ca2+-ATPase活性が低下するのを抑制しているのかもしれな
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5. 要約

本研究は短時間で疲労困懲に至るような高強度の運動後に筋小胞体の

Ca2+取り込み能力や筋小胞体膜の特性が変化するか否か.また変化するの

であればそれがどのような機序で起こっているのかについて検討'し，以下の

結論を得た.

1.高強度運動後に，外側広筋表層部位のCa2+-ATPase活性が低下し

た.

2. Ca2+イオノフォアを加えることにより，全ての筋のCa2+-ATPase活

性が増加したことから，筋小胞体膜に変化が生じていない可能性が示唆され

た.

3. 筋中乳酸濃度は，高強度運動群の外側広筋表層部位においてコントロ

ールよりも有意に増加し， Ca2+-ATPase活性との聞に有意な負の相関関係

が観察された.

4. 運動群のヒラメ筋においてCa2+-ATPase活性を50%阻害するために

必要とするFITCの量が増加した.またCa2+-ATPaseのCa2+，ATPに対す

る親和性も増加した.

以上の結果から，本研究において用いた高強度・短時間の運動では，

Ca2+取り込み能力の低下が生じるが，筋小胞体膜に変化は生じないこと，

このCa2+取り込み能力の低下に乳酸濃度の増加にともなうpHの低下が関与

している可能性が示唆された.さらにヒラメ筋において，運動はCa2+ー
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ATPaseのATPに対する親和性をあげ，運動後のCa2+-ATPase活性の低下

を阻止している可能性が示唆された.
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VI章.一過性の低強度疲労困懲運動が筋小胞体の

Ca2+調節能力に与える影響(実験 3)

1. 目的

実験2において，高強度・短時間運動後に筋小胞体のCa2+-ATPase活性

が低下すること，そしてこの低下が筋中乳酸の増加と関係していることが明

らかとなった.筋中乳酸の蓄積とそれにともなうpHの低下は，高強度運動

を行ったときに特徴的に観察される現象であり，それが低強度の運動で生じ

るとは考えにくい.低強度の運動では，筋グリコーゲンの枯渇や活性酸素の

産生といった，高強度とは異なった細胞内代謝環境が，筋小胞体のCa2+調

節能力に変化を与えると考えられる.そこで本実験は，低強度・長時間運動

後に筋小胞体膜のCa2+保持能力やCa2+取り込み能力に変化が生じるかどう

かについて，検討することを目的とした.さらに，実験2で観察されたよう

な，筋小胞体Ca2+-ATPaseのCa2+やATPに対する親和性が変化するかどう

かも合わせて検討した.

2.方法

( 1 )被検動物および運動プロトコール

実験にはWistar系雄ラット12匹を用いた. 4週齢から小動物用トレッド

ミル装置(夏目製作所， KN-73)を使い，週2回， 1日10分間の走行練習
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を行った.最初の週の走行練習は，傾斜0%，速度10m/rninとし，毎週少

しづっ傾斜と速度を増加させ，最後の週は傾斜10%，速度25m/rninで週 2

回走行させた.この処置はラットをトレッドミルに慣れさせるためのもの

で， トレーニング効果を意図したものではない.ラットが10週齢になった

時点で，ラン夕、ムにコントロール群 6匹，低強度運動群 6匹にグループ分け

した.低強度運動群は，傾斜10%，速度25:m/minで疲労困懲に至るまで運

動させた.この強度はラットの75%Vo2max強度に相当する(Brooks& 

White 1978). 

( 2 )被検筋および、筋タンパクの抽出

被検筋にはヒラメ筋 (SOL)，外側広筋の表層部位 (VS)および深層部

位 (VD) を用いた.

( 3 )筋小胞体Ca2-t--ATPase活性

筋小胞体Ca2-t--ATPase活性の測定は実験 1，2と同様である.

(4)筋グリコーゲン含量

組織片の一部は筋グリコーゲン含量の測定に用いた.測定はPassonneau

& Lauderdaleの方法 (1974)を用いて測定した.

( 5 )統計処理

データは平均値±標準偏差で表した.コントロール群と運動群との比較

は，対応のないStudentのt-testにより有意差を検定した.有意水準は5%
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とした.

3. 結果

( 1 )運動時間および、筋水分含有量

疲労困僚に至るまでの平均運動時間は89:=1:::30分(最大2時間5分，最低55

分)であった.筋水分含有量に統計的な差は認められなかった.

( 2 )筋グリコーゲン濃度

図17にコントロール群と運動群の筋クリコーゲン濃度を示した.疲労困

鍍運動後， 3つの筋全てにおいて顕著なグリコーゲンの減少が観察された.

SOL， VS， VD筋の低下率はそれぞれ， 76.4%， 75.7%， 73.4%であった.

このことは， 3つの筋全てが運動によって同程度に動員されたことを示して

いる.

(3) Ca2+-ATPasel舌性

図18にコントロール群と長時間運動群のCa2+-ATPase活性およびイオノ

フォアの存在下と非存在下におけるCa2+-ATPase活性の比を示した.疲労

困懲運動は測定した全て筋の筋小胞体Ca2+--ATPase活性を有意に低下させ

た.イオノフォアを加えると全ての筋のCa2+-ATPase活性が増加した.

(4) Ca2+-ATPaseのATP，Ca2+に対する親和性の評価

実験 2と同様にLineweaver-Burkの逆数フロットを使って，筋小胞イ本
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Ca2+-ATPaseのATPとCa2+に対する親和性を求めた(表 3).高強度の運

動と異なり低強度運動では， ATPに対しでもCa2+に対しでも，疲労困懲運

動による親和性の変化は観察されなかった.

4. 考察

本研究の結果から，低強度・疲労因懲運動後に筋小胞体Ca2+-ATPase活

性が低下すること，そして筋小胞体の膜に変化は生じないことが明らかと

なった.低強度・疲労困懲運動時に生じる細胞内環境の変化の内，

Ca2+-ATPase活性を低下させる要因として，筋温の上昇 筋グリコーゲン

の枯渇，活性酸素の増加が考えられる.筋温の上昇は筋小胞体の脂質膜の流

動性を変化させCa2+-ATPase活性を阻害することが考えられる.しかしな

がら，本研究の様な低強度の長時間運動では，筋小胞体の脂質膜の流動性は

変化しないようである(Luckinet al. 1991). 実際，本研究の運動群の

Ca2+-ATPase活性はCa2+イオノフォアを加えると活性が増加しており，筋

小胞体膜のCa2+に対する透過性に変化は見られなかった.これらのこと

は，筋小胞体のCa2+-ATPase活性の低下は，膜の性質の変化に依存してい

ないことを示唆している.

糖代謝に関係する酵素(ホスホリラーゼキナーゼ ホスホリラーゼホス

ファターゼ)活性の変化はCa2+-ATPase活性に影響を与えることから，筋

グリコーゲンの枯渇による糖代謝の変化もまた， Ca2+-ATPase活性を低下

させているかもしれない.本研究において疲労困懲運動時に筋グリコーゲン

は枯渇こそしていないものの，著しく低下しており，筋内における糖代謝の
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Table 3. Michaelis constant (Km) for ATP and free Ca2+of soleus muscle (SOL)， 
and the superficial (VS) and deep (VD) regions of vastus lateralis 
muscle in control and low intensity exerc:ise (LE) groups. 

Km for ATP (μM) KInforfm cJTnM) 

Group 

SOL VS VD SOL VS VD 

Control 219 :t 47 102 :t 56 1 94.:t 23 706:t 161 1143 :t 1390 1470:t 973 

LE 303:t 102 187 :t 58 138 :t 46 471:t198 1371:t1139 929:t368 
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影響が生じているのかもしれない.

筋活動にともなうミトコンドリア呼吸の冗進は，筋細胞内の活性酸素を増

加させることが知られている(Reid1992， Rad紘 etal. 1995).活性酸素の増

加はタンパクの酸化や脂質の過酸化を引き起こし細胞の機能を低下させる

(Sjりdin1990). Scherer & Deamer (1986)が指摘したように，長時間にわ

たる運動によって細胞内に活性酸素が発生し， Ca2+-ATPaseタンパクのSH

基が酸化された結果，酵素活性が低下した可能性も考えられる.しかしなが

ら，本研究では活性酸素の影響についての測定を行っていないため，これら

の可能性について明確に言及することはできない.

5. 要約

本研究は，低強度長時間の疲労困懲運動が筋小胞体のCa2+取り込み能力

と筋小胞体の筋小胞体膜に与える影響について検討し，以下の結論を得た.

1 .低強度の疲労困鍍運動後ヒラメ筋と外側広筋の表層部位・深層部位の

筋小胞体Ca2+-ATPase活性が低下した.

2. Ca2+イオノフォアを加えることにより，全ての筋においてCa2+ー

ATPase活性の増加が認められ，筋小胞イ本膜には変化が生じていない可能性

が示唆された.

3. Ca2+-ATPaseのATPとCa2+に対する親和性に変化はなかった.

以上の結果から，低強度・長時間の疲労困懲運動においても筋小胞体の膜
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に損傷は生じないことが示唆された.また疲労困懲運動により，筋小胞体

Ca2+取り込み能力は低下するが，高強度の運動と異なりATPとCa2+に対す

る親和性は変化しないことが明らかとなった.
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VII章.持久性トレーニングによる筋小胞体

Ca2+-ATPase活性の変化(実験4)

1 . 目的

骨格筋はそのとりまく環境に適応して変化する能力を持っている.例え

ば，持久性トレーニングは遅筋型のミオシン重鎖の割合の増加やミトコ ンド

リアの数と量の増加，それにともなう有酸素系酵素活性の増加を引き起こす

(Gollnick 1986). 

持久性トレーニングが筋小胞体の機能に与える影響についての研究は少な

く，また一致した結果が得られていなし)初期の研究ではラットに対する持

久性トレーニング後にCa2+-ATPase活性やCa2+取り込みに変化がないこと

が報告されている (Bonneret al. 1976).一方， Kim et al. (1981)はラット

にトレーニングを行わせた結果，外側広筋表層部位においてのみCa2+取り

込み能力が低下することを報告している.このようにトレーニングに対する

筋小胞体の変化が明らかになっていないことに加え， 一過性の運動後の筋小

胞体の変化に対するトレーニングの効果について検討した研究はない.

そこで，本研究は持久性トレーニングにより筋小胞体Ca2+-ATPase活性

が変化するかどうか，検討することを目的とした.さらに，実験 1，2で見

られたような一過性の激運動後のCa2+-ATPase活性の低下に対するトレー

ニングの影響についても検討を加えた.

2. 方法
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( 1 )被検動物および運動プロトコール

実験にはWistar系雄ラット45匹を用いた. 5週齢のラットをランダムに非

トレーニング群 (n= 23)と持久性トレーニング(n= 22)群に分け， トレーニ

ング群は実験 2，3と同様のトレッドミル装置により 10週間の持久性ト

レーニングを行った. トレーニングプログラムは第 1週を10m/min，傾斜

0%で10分間，週5日間のランニングから開始し，第 3週の終わりまでに25

m/min，傾斜10%で 1時間，週5日間の強度まで徐々に増加させ，その後

はこの強度を維持した. 10週間のトレーニング終了後 非トレーニング群

とトレーニング群はさらに安静群と一過性の運動群にそれぞれ分けた. ト

レーニング群の運動群は最後のトレーニングが終了して48時間後に，非ト

レーニング群の運動群もトレーニング群と同時期に， 25 m/min，傾斜10%

の強度で1時間の運動，あるいは疲労困懲まで運動を行い，運動直後に筋を

摘出した.被検筋には，低強度の運動時に主働筋となるヒラメ筋 (SOL)

と外側広筋深層部位 (VD) を用いた.疲労困懲までの時間は，非トレーニ

ング群が106+33分， トレーニング群が230+90分であった.

( 2 )筋小胞体Ca2+-ATPase活性

筋小胞体Ca2+-ATPase活性の測定は実験 1-3と同様の方法で行った.実

験 3の結果から，低強度運動では筋小胞体膜に変化は生じないことが明らか

となったので 本実験ではイオノフォアによる筋小胞体膜の評価は行わな

かった.

( 3 )クエン酸合成酵素 (CS)活性
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トレーニング効果の検証のため， CS活性をSrere(1969)の方法により測定し

た.組織片を抽出液 (175mM KCl， 10 mM glutahione， 2 mM  EDTA)で50倍に

希釈しホモジナイズした.測定溶液 (60mM Tris-HCl (pH 8.0)， 0.3 mM  acetyl 

CoA， 0.1 mM  DTNB， 0.5 mM  oxaloacetate)にホモジナイズ溶液を加え反応さ

せ，分光光度計で412nmの波長の吸光度の変化を記録し， CS活性を求めた.

(4)ミオシン重鎖分子種

ミオシン重鎖 (MHC)分子種の分離にはDoucet& Trifaro (1988)の方法を修

f 正したドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルアミドゲル電気泳動 CSDS-PAGE)

法を用いた.凍結乾燥した筋をパウダー状にした後，ガラスホモジナイザーを

用い，約20mgの筋を40倍の抽出液 (5M尿素， 2Mチオ尿素， 10mMピロ

リン酸ナトリウム， 0.1%(vol./vol.) s-メルカフトエタノール)でホモジネート

した.とのホモジネートを62.5mM Tris-HCl (pH 6.8)，2% (mass/vol.) SDS， 

10% (vol. /vol.)グリセロール， 5%(vol./vol.) s-メルカフトエタノール，

0.02% (mass/vol.)フ、ロモフェノールブルーを含む溶液にて75倍に希釈した.濃

縮ゲルの組成は3% (mass/vol.)アクリルアミド， 0.08% (mass/vol.)ビスアクリ

ルアミド， 125 mM  Tris-HCl (pH 6.8)， ().2~Ya (mass/vol.) SDS， 0.1% 

(vol./vol.) TEMED， 0.1% (mass/vol.)過硫酸アンモニウムである.分離ゲルの

組成は6.8%(mass/vol.)ポリアクリルアミド， 0.18% (mass/vol.)ビスアクリル

アミド， 200 mMTris-100 mMグリシン (pFI8.6)，0.4% (mass/vol.) SDS， 

30 % (vol. /vol.)グリセロール， 0.1% (vol./vol.)TEMED， 0.05% (mass/vol.) 

過硫酸アンモニウムである. 150 Vで40時間泳動した後，ゲルを銀染色した.

得られたゲルをスキャナーでコンビュータに取り込みNIHImageを用いてアイ

ソフォームの分析を行った.
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( 5)統計処理

統計量は平均値±標準偏差で示した.筋小胞イ本Ca2+-ATPase活性の比較

は一元配置の分散分析により有意なF値が得られたとき 多重比較検定を

Sheffe法により行った.有意水準は5%とした.

3. 結果

(1) CS活性およびミオシン重鎖アイソフォーム

10週間の持久性トレーニングによりSOL.VDともにCS活性の増加が観

察された. トレーニングしていない筋と比較してその増加率はSOLで9%，

VDで33%であった(図19). 

SOLはMHCIとMHClIAの二種類のMHCが認められ その中でもMHCI

の割合が高い.持久性トレーニングはMHCIの有意な増加とそれにともなう

MHClIAの減少を引き起こした.VDは主に速筋型のMHCを含んでおり

(MHClIA， 27.4+5.9%; MHCIID， 36.5+5.9%; MHCIIB， 25.7+6.6%) 

MHCIの割合は少ない (10.4:t6.6%).持久性トレーニングによりMHCIIBの

割合は18.2+9.5%に減少しMHClIAの割合が34.0+ 7.00/0に増加した.

MHCIはトレーニングによる変化は認められなかった(表4). 

( 2 )筋小胞体Ca2+-ATPase活性

持久性トレーニングがCa2+-ATPase活性に与える影響を検討するために，

トレーニング群と非トレーニング群のそれぞれの安静群を比較した(図20).
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Table 4 
Training-induced changes in percentage distribution of myosin heavy-chain 
(MHC) isoforms in soleus and deep vastus lateralis (DVL) muscle. 

Muscles n 恥1HCIIA 恥任ICIID MHCIIB MHCI 

Soleus 

Untrained 23 22.5 :t 6.2 77.5 :t 6.2 

Trained 20 7.7:t6.1* 92.3 :t 6.1 * 

DVL 

Untrained 21 27.4:t 5.9 36.5 :t 5.9 25.7 :t 6.6 10.4 :t 6.6 

Trained 20 34.0 :t 7.0 * 37.1 :t 6.2 18.2:t 9.5 * 10.7 :t 7.8 

Values are mean:t SD. *: Pく 0.05，Untrained vs. Trained. 
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持久性トレーニングはSOLのCa2+-ATPase活性を有意に減少させた. ト

レーニング群の活性値は非トレーニング群の73%であった. SOLと比較し

VDでは持久性トレーニングの影響は少なく， トレーニングにより 14%の減

少が認められたが，この変化は統計的に有意な変化ではない.

一過性の疲労困懲運動の影響は， トレーニング群と非トレーニング群それ

ぞれにおいて安静群と運動群とを比較した(図20) .非トレーニング群で

は，一過性の運動によりSOL，VDのCa2+-.ATPase活性は同様な変化を示

した.すなわち 1時間の運動により酵素活性が低下し 疲労困懲時にはさら

なる低下を示した.疲労困懲時のSOLとVI)のCa2+-ATPase活性はそれぞ、

れの安静群の61%と73%であった.一方， トレーニング群ではSOLとVDで

は，異なる反応が観察された. SOLでは疲労困懲運動後においても酵素活

性の低下が認められなかった.VDでは1時間の運動では変化しなかった

が，疲労困懲運動では安静群の81%に低下した

4. 考察

トレーニングにともなうSOLのCa2+-ATPase活性の低下は，筋線維タイ

プの変換と関係しているかもしれない.速筋線維と遅筋線維ではCa2+ー

ATPaseのアイソフォームや筋小胞体膜に占めるタンパクの量が異なり，速

筋線維の筋小胞体Ca2+-ATPase活性は遅筋線維のそれより数倍高い (Dux

1993). 慢性的電気刺激により速筋線維(前腔骨筋)の活動量を増加させる

と，遅筋型のCa2+-ATPaseアイソフォームが増加してそれに付随して速筋

型のCa2+-ATPaseアイソフォームが減少する.これらの変化はMHCアイソ
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フォームの速筋型から遅筋型の変化とパラレルに変化する(日訂n託l託inen& 

Pette 1997). したがって，表3に示したように持久性トレーニングにより

SOLのミオシン重鎖が速筋型から遅筋型へ変換したことは Ca2+-ATPase 

のアイソフォームも遅筋型に変換し，酵素活性が低下したことを示唆してい

る. VDの場合，ミオシン重鎖の変化はIIBからlIAであり速筋型の筋線維聞

の変化である. Ca2+-ATPaseは速筋型では活性値の差異はないので，

Ca2+-ATPase活性は変化しなかったものと思われる.

激運動後のCa2+-ATPase活性の低下が， トレーニングにより抑制された

という本研究の結果は，これまでに報告されておらず，興味深い結果であ

る.このような現象が生じた理由として，実験 2で観察されたような，

Ca2+ポンプの調節タンパクであるホスホランパンのリン酸化が生じて，

Ca2+-ATPase活性の低下を抑制した可能性が考えられる.しかしながら，

本研究の実験 3において，長時間の運動後ではCa2+-ATPaseのATPやCa2+

に対する親和性に変化は起きていないので この可能性はありそうにない.

他に考えられる理由として，筋小胞体の機能低下が生じる前に，筋グリコー

ゲンの枯渇や低血糖といった他の要因により疲労困懲に至った可能性があ

る.筋小胞イ本は細胞内の環境変化に応じ極めて変動しやすい性質を持ってい

ることから(和田と土持 1996)，トレーニングの早い段階において長時間の

運動に対して低下しにくい性質を身につけてしまい，他の要因が筋収縮の制

限因子になったのかもしれない.しかしながら，これらの可能性について，

本研究の結果からは明らかにすることはできないため，その可能性を探るた

めには，より詳細な測定が必要になるだろう.
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5. 要約

持久性トレーニングが筋小胞体のCa2+-ATPase活性に与える影響につい

て調べた結果，以下の結論を得た.

1.持久性トレーニングによりヒラメ筋のCa2+-ATPase活性が低下し

た.外側広筋深層部位では，統計的に有意な変化は観察されなかった.

2. トレーニング群のヒラメ筋では一過性の運動によるCa2+-ATPase活

性の低下が抑制された.

3.外側広筋深層部位では，非トレーニング群は運動 1時間後から

Ca2+-ATPase活性が低下したが， トレーニング群では疲労困懲時にのみ

Ca2+-ATPase活性の低下が観察された.

以上の結果から， トレーニングによる筋小胞体Ca2+-ATPase活性の変化

は筋により異なることが明らかとなった.さらに，疲労困懲に至るような運

動時， トレーニングした条件でのヒラメ筋のような遅筋型の筋線維は，筋小

胞体Ca2+取り込み能力の低下が筋疲労の要因にならない可能性が示唆され

た.
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VIII章.討論

Ca2+はあらゆる細胞における情報伝達系で普遍的なシグナル物質として

働いている.骨格筋においてもCa2+は筋収縮のトリガーとしての重要な役

割を果たしているが その他にエネルギー代謝に関与する酵素の活性調節を

行っていたり，筋線維タイフの決定に関係する (Chinet al. 1998)など様々

な筋特異的生理反応に関与している.したがって細胞内のCa2+の変化は，

単に収縮力を変化させるだけでなく，筋の代謝能力の変化や筋線維タイプの

移行に関係し，筋の総合的なパフォーマンスを決定していると言っても過言

ではない.身体活動が骨格筋の収縮を原動力として達成されることを考える

と，細胞内のCa2+調節能力を研究することは，体育科学の研究として有効

なアプローチであると考えられる.

Ca2+が細胞内のセカンドメッセンジャーとして機能するために，また，

細胞内のCa2+濃度が恒常的に増加すると細胞の破壊を引き起こすことか

ら，通常細胞内のCa2+濃度は極めて低く維持しておく必要がある.骨格筋

においてその主要な役割を果たすのが，筋小胞体である.筋小胞体のCa2+

調節能力には 3つの機能がある.それはCa2+取り込み能力， Ca2+保持能

力， Ca2+放出能力で、ある. Ca2+取り込み能力は筋小胞体の膜上に存在する

Ca2十-ATPaseがATPを消費してCa2+を筋小胞体内腔に取り込む能力であ

る. Ca2+保持能力は取り込んだ、Ca2+を筋小胞体内腔に保持したまま，外に

漏らさないための能力であり，筋小胞体膜の性質に強く依存する. Ca2+放

出能力は， Ca2+チャネルタンパク質(リアノジン受容体)の性質により決

定される.本研究ではこの 3つの能力のうちCa2+取り込み能力とCa2+保持
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能力について，様々な収縮活動後の変化について検討した.なぜなら，この

2つの能力こそが，細胞内のCa2+恒常性の維持に大きく関与する能力であ

るからである.

筋小胞体のCa2+調節能力は，周りの環境条件によって極めて変化しやす

しν性質を持っていることがinvitroの研究で明らかにされている.その条件

とはCa2+濃度， pH， ATP濃度，グリコーゲンの枯渇，活性酸素種の増加な

どである.このような変化は実際の運動中でも細胞内で生じる変化である

が，実際の運動刺激によって筋小胞体のCa2+調節能力が変化するのかどう

か，またその変化がCa2+の取り込み能力に起きるのか 筋小胞体の膜に生

じるのかといった点については明らかになっていない.そこで本研究は，細

胞内Ca2+濃度が増加し損傷が生じると考えられる エクセントリックな筋

収縮刺激(実験 1)， ATP濃度やpHの低下が生じるであろう，高強度疲労

困懲運動(実験 2) ，筋グリコーゲンの枯渇が生じると考えられる低強度疲

労困僚運動(実験3)を行い，それぞれの運動後の筋小胞体のCa2+取り込

み能力と筋小胞体膜のCa2+保持能力について検討を行った.その結果，エ

クセントリック収縮刺激では運動刺激直後と24'"'-'48時間後に筋小胞体膜の

変化が観察され， Ca2+-ATPase活性で評価したCa2+取り込み能力には変化

が見られなかった.このことからエクセントリックな筋収縮は細胞外あるい

は筋小胞体からCa2+が細胞内に流入し，その結果筋小胞体膜のCa2+保持能

力が低下したと考えられる.一方，疲労困懲運動では，高強度運動，低強度

運動ともに，筋小胞体の膜には変化が見られなかったが， Ca2+取り込み能

力の低下が観察された.運動強度が異なれば運動に関与する筋やその動員様

式も変化し，細胞内代謝環境も全く異なるものになるので，疲労困懲運動後

のCa2+取り込み能力の低下を引き起こすメカニズムも両強度で異なるもの
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になるだろう.高強度の運動では，筋中乳酸が増加し，この濃度と

Ca2+-ATPase活性との聞に有意な負の相関関係が観察されたことから，乳

酸の蓄積にともなうpHの低下がCa2+-ATPase活性に影響を与えている可能

性が示唆された.低強度の運動では，筋グリコーゲンの顕著な低下が観察さ

れており，グリコーゲンの枯渇あるいはそれにともなうグリコーゲン分解に

関係する酵素の変化とCa2+-ATPase活性が関係していることが考えられる

が，詳細なメカニズムは本研究から明らかにすることはできない.高強度運

動群のヒラメ筋においてCa2+やATPに対するKmの変化が観察され，親和

性の増加が観察されたのに対し，低強度運動ではこの変化が見られなかっ

た.この結果は筋小胞イ本のCa2+調節能力に対する運動の影響は強度の違い

によって，全く異なるものになることを支持している.以上の結果から，筋

に対する刺激が異なると筋小胞体のCa2+調節能力への影響も異なり，それ

は筋小胞体の膜であったりCa2+取り込み能力に別々に影響することが明ら

かとなった.

筋小胞体のCa2+調節能力の低下は，筋のCa2+恒常性を乱し，細胞内Ca2+

濃度を増加させることが予想される.このことは細胞の生理機能維持に不都

合なことと考えられるが，同時に骨格筋の適応を生じさせるシグナルとなっ

ている可能性もある.例えば，遅筋線維の細胞内Ca2+は速筋線維のそれよ

りも高く，この濃度の違いが筋線維タイフの決定に関係していると言われて

いる (Chinet a1. 1998). したがって一過性の運動後の筋小胞体のCa2+調節

能力の低下は，筋の機能を低下させるだけでなく，より運動に適した細胞に

変化するための適応であるのかもしれない.もしこれが適応現象であるのな

らば，運動の繰り返しであるトレーニングを行えば，筋小胞体のCa2+調節

能力も適応し変化するかもしれない.そこで，実験4において持久性トレー
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ニングを行い， Ca2+取り込み能力と一過性の運動後のCa2+取り込み能力の

変化に対するトレーニングの影響について検討した.その結果， トレーニン

グはヒラメ筋のCa2+-ATPase活性を低下させ，ミオシン重鎖の lIAからIへ

の変化を引き起こした.本研究は細胞内Ca2+濃度を測定していないけれど

も， Ca2+-ATPase活性の低下により細胞内Ca2+濃度が増加した可能性は十

分考えられる.そしてこの変化がミオシンアイソフォームの変化を引き起こ

し，より疲労しにくい筋への適応を引き起こすシグナルになっているのかも

しれない.また，実験4から，疲労困懲運動後のCa2+-ATPase活性の低下

が， トレーニングにより抑制されるという，興味深い結果も示された.なぜ

Ca2+-ATPase活性が低下しなくなったのか，その原因について本研究から

明らかにすることはできない.推測の範囲で考察すると トレーニングした

ヒラメ筋はほとんど遅筋型の筋線維に移行し，適応の限界に達してしまった

のかもしれない.これ以上のCa2+-ATPase活性の低下は細胞内のCa2+を過

度に増加してしまい，セカンドメッセンジャーとしてのCa2+の役割を果た

せなくなるばかりか，細胞死を引き起こしてしまうために激しい運動後にお

いてもCa2+-ATPase活性が低下しなくなったということが推察される.こ

のような機序が実際に作用しているのならば，外側広筋深層部位において

も，もっと長い期間あるいは高い強度でのトレーニングを続けると疲労困懲

運動後のCa2+-ATPase活↑生の低下が抑制されるであろう.この仮説を明ら

かにするためには， Ca2+-ATPase活性低下のメカニズムを解明する詳細な

実験が必要であると考えられる.
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IX章.総括

本研究は，筋小胞体のCa2+調節能力を変化させると考えられる様々な筋

収縮刺激を行ったときに，筋小胞体のCa2+取り込み能力と筋小胞体膜の

Ca2+保持能力に変化が生じるかどうかについて検討することを目的とし

た.さらに，持久性トレーニングによって筋線維組成が変化したときの筋小

胞体Ca2+-ATPase活性の変化を観察することを目的とし 以下の実験を

行った.

実験 1 エクセントリックな筋収縮活動後の筋小胞体の変化

細胞内Ca2+が増加し筋損傷が生じると考えられるエクセントリック収縮

により，筋小胞体のCa2+取り込み能力あるいは筋小胞体膜に変化が生じる

かどうかについて検討した.得られた結果は以下の通りである.

1. エクセントリックな筋収縮刺激の48時間後に顕著な筋損傷が観察

された.

2. エクセントリックな筋収縮刺激後， Ca2+-ATPase活性に変化は

なかった.

3. エクセントリックな筋収縮刺激の直後，および24，48時間後におい

て， Ca2+イオノフォアを加えることによりCa2+-ATPase活性の増加

が抑制され，筋小胞体の膜に変化が観察された.

以上の結果から，エクセントリックな筋収縮を行うと，筋小胞体のCa2+

取り込み能力は低下しないが，筋小胞体のCa2+保持能力が低下する可能性

が示唆された.
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実験 2一過'性の高強度疲労因懲運動が筋小胞体のCa2+

調節能力に与える影響

高強度の疲労困懲運動後に，筋小胞体のCa2+取り込み能力あるいは筋小

胞体膜のCa2+保持能力に変化が生じるかどうかについて検討した.さら

に，変化の様相を探るため， Ca2+-ATPaseのATPとCa2+に対する親和性に

ついて検討した.得られた結果は以下の通りである.

1. 高強度運動後に，外側広筋表層部位のCa2+-ATPase活性が低下

した.

2. Ca2+イオノフォアを加えることにより，全ての筋において

Ca2+-ATPase活性の増加が認められ，筋小胞体膜の変化は見ら

れなかった.

3. 筋中乳酸濃度は，高強度運動群の外側広筋表層部位においてコント

ロール群よりも有意に増加し， Ca2+-ATPase活性との問に有意な負

の相関関係が観察された.

4.運動群のヒラメ筋においてCa2+-ATPase活性を50%阻害するために

必要とするFITCの量が増加した.またCa2+-ATPaseのCa2+，ATPに

対する親和性も増加した.

以上の結果から，高強度の運動ではCa2+取り込み能力が低下するが，筋

小胞体膜に変化は生じないとと，このCa2+取り込み能力の低下に乳酸濃度

の増加にともなうpHの低下が関与している可能性が示唆された.さらにヒ

ラメ筋において，運動はCa2+-ATPaseのArpに対する親和性を高め，運動

後のCa2+-ATPase活性の低下を阻止している可能性が示唆された.
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実験 3一過'性の低強度疲労図愈運動が筋小胞体のCa2+

調節能力に与える影響

低強度の疲労困懲運動後に，筋小胞体のCa2+取り込み能力あるいは筋小

胞体膜のCa2+保持能力に変化が生じるかどうかについて検討した.さら

に，変化の様相を探るため， Ca2+-ATPaseのATPとCa2+に対する親和性に

ついて検討した.得られた結果は以下の通りである.

1 .長時間の疲労困懲運動後ヒラメ筋と外側広筋の表層部位・深層部位の

筋小胞イ本Ca2+-ATPase活性が低下した.

2. Ca2+イオノフォアを加えることにより，全ての筋においてCa2+-

ATPase活性の増加が認められ，筋小胞体膜に変化は生じていな

かった.

3. Ca2+-ATPaseのATPとCa2+に対する親和性に変化はなかった.

以上の結果から，低強度・長時間の疲労困懲運動においても筋小胞体の膜

に損傷は生じないことが示唆された.また疲労困懲運動により，筋小胞体

Ca2+取り込み能力は低下するが，高強度の運動と異なりATPとCa2+に対す

る親和性は変化しないことが明らかとなった.

実験4持久性トレーニングによる筋小胞体Ca2+-ATPase

活性の変化

持久性トレーニングにより筋小胞体Ca2+--ATPase活性が変化するかどう

かについて，さらにトレーニングが一過'性の疲労困懲運動後のCa2+-

ATPase活性の変化に与える影響について検討した.得られた結果は以下の
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通りである.

1. 持久性トレーニングによりヒラメ筋のCa2+-ATPase活性が低下し

た.外側広筋深層部位では，有意な変化は観察されなかった.

2. トレーニング群のヒラメ筋では一過性の運動によるCa2+-ATPase

活性の低下が抑制された.

3. 外側広筋深層部位では，非トレーニング群は運動 1時間後から

Ca2十一.ATPase活性が低下したが， トレーニング群では疲労困懲時に

のみCa2+-ATPase活性の低下が観察された.

以上の結果から， トレーニングによる筋小胞体Ca2+-ATPase活性の変化

は筋により異なることが明らかとなった.さらに 疲労困懲に至るような運

動時， トレーニングした条件での遅筋型の筋線維は，筋小胞体のCa2+取り

込み能力の低下が筋疲労の要因にならない可能性が示唆された.
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