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略語と記号  

本論文で用いる主な略語と記号は以下の通りである。  

alkalimyosinlightchain  

LClf、LC3f、LCIsaおよびLCIsbの総称  

alkaliLC  

：adductormagnus 大内転筋  AM: 

：adenosinetriphosphate アデノシン三燐酸  ATP  

：アデノシン三燐酸の濃度  【ATP］  

adenosine triphosphatase 

アデノシントリフォスファクーゼ  

ATPase  

β－guanidinopropionic acid  

β－グアニジノブロビオニック酸  

β－GPA  

：カルシウムの濃度  【Ca2十】  

：deoxyribonucleic acid デオキシリボ核酸  DNA  

：5，5．－dithiobis－（2－nitrobenzoic acid）  DTNB  

5，5一－dithiobis－（2－nitrobcnzoic acid）rnyOSin  

light chain  

LC2fおよびLC2sの総称  

DTNB LC  

：eXtenSOrdigitorumlongus 長指伸筋  EDL  

embryonic myosin  

胎生期の筋において特有に存在するミオシン   

eM  



Ⅹ  

fasトtwitchglycolyticfiber  

酸化的代謝能力は低いが解糖的代謝能力に優れる速筋  

線推  

FG線推  

：fhsトtwitchoxidativeglycolyticfiber   

酸化的代謝能力、解糖的代謝能力ともに高い速筋線維  

FOG線維  

：fhst myosin   

fasttypeミオシン軽鎖（LC）とfasttypeミオシン重鎖  

（HC）からなるミオシン分子  

FM  

：fast－twitchfiber 速筋線推  FT線推  

：myOSinheavychain ミオシン重鎖  HC  

：heavy meromyosin   

トリプシンで切断したミオシン分子の頭部の部分  

HM M 

：isoelectricfocusing 等電点  IE F 

intermediate myosin 

非変性条件下の電気泳動によりSMとFMの間に分画さ  

れるミオシン  

IM  

：ミカエリス定数  Km  

：myOSinlightchain ミオシン軽鎖  LC  

：lactate dehydrogenase 乳酸脱水素酵素  LDH  

：light meromyosin   

トリプシンで切断したミオシン分子の尾部の部分   

LMM  
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：myOfibrillaractomyosinadenosine triphosphatase   

筋原線維アクトミオシン・アデノシントリフォスファ   

ターゼ  

mATPas8  

：meSSengerribonucleicacid メッセンジャーリボ核酸  mRNA  

：reduced nicotinamide adenine dinucleotide   

tetrazolium reductase   

酸化的代謝能力の指標となる酵素の1つ  

NADH－TR  

：neOnatalmyosin   

幼君期の筋において特有にみられるミオシン  

nM  

：parValbumin パルプアルブミン  PA  

：pSOaS 腰筋  PS  

：PyrOPhosphatepolyacrylamide gelelectrophoresis   

ピロリン酸ポリアクリルアミドゲル電気泳動  

PPi－PAGE  

：Subfragment サブフラグメント   

ミオシン分子のHMMの部分をいい、ヘッドを含むS－1   

と含まないS・2の2つの部分に分けられる  

‥ SuCCinatedehydrogenase コハク酸脱水素酵素  SDH  

：SOdiumdodecylsulfate ドデシル硫酸ナトリウム  SD S 

SDS－PAGE  SOdiumdodecylsulfatepolyacrylamidegel  

electrophorcsis  

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  

SO線維  ：Slow－tWitch oxidative fiber   
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解糖的代謝能力は低いが酸化的代謝能力に優れる遅筋  

線推  

SM  slow myosin 

Slowtypeミオシン軽鎖（LC）とSlowtypeミオシン重  

鎖（HC）からなるミオシン分子  

：SarCOplasmicrcticulum 筋小胞体  SR  

：SOleus ヒラメ筋  SO L 

：Slow－tWitchfiber 遅筋線絶  ST線維  

：遅筋線維  typeI線維  

：速筋線推  typeII線維  

：速筋線維のサブグループでHCIIAを発現しているもの  typeIIA線推  

：速筋線推のサブグループでHCIIBを発現しているもの  typeIIB線推  

typeIIB／D線推：組織化学的染色により分類され、従来typeIIB 線経  

と呼ばれていたものには、HCの組成からはHCIIBを  

発現しているものとHCIIDを発現しているものの2種  

類が含まれている。本論文ではHCの種類から分類さ  

れるtypeIIB線経とtypeIID線経とを区別するために、  

組織化学的手法から類別されるtypeIIB 線推をtype  

B／D線経と記す  

typeIID線維 ：速筋線維のサブグループでHCIIDを発現しているもの  

：maXimumshorteningvelocity 最大収縮速度   Vmax  
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Ⅰ．緒   

運動を行なう際、身体移動の直接のエネルギー源は骨格筋の収縮から得  

られ、スポーツ種目によっては主働筋の収縮・代謝特性が個々の競技レベ  

ルを大きく左右する傾向にあり、そのことは陸上競技に代表される技術系  

の関与が相対的に小さいスポーツ種目において顕著であると思われる。こ  

れは、そのようなスポーツ種目において優れた競技成績を収めるためには、   

筋の特性を望ましい方向に大きく変化させることが必然的に求められるこ   

とを意味しており、これまで種々のトレーニングあるいは収縮活動量の変   

化に伴う骨格筋の組織化学的（Andersen＆Henriksson，1977；Green et al・   

1984；Sjostrom et alリ1987）、生化学的（Pette et al．，1976；Brown et al・，   

1983；Simoneau et al．，1987）、生理学的な変化（Salmons＆Vrbova，1969；   

Pette，etal．，1976）について広範に渡る研究が行なわれて卓た。  

これまでの研究から明らかになったことの一つは、筋細胞内のほとんど   

のタンパクが極めて高い可塑性を持っており、その変化は量的な側面にと   

どまらず、質的なものにまで及ぶということである。特に、持久的なトレ   

ニング、協同筋の切除あるいは電気刺激などにより収縮活動量が増加す  

ると、多くの細胞構成物は変化の時相こそ違え、劇的な変容を示すことが  

明らかになっている。これらの中で量的に著しい変化がみられるのは、酸  

化的リン酸化に関与する酵素群であり、他の多くのタンパクの変化率が数  

パーセントからせいぜい十数パーセントなのに対して、数倍もの増加が生  

ずる場合があることが報告されている（Reichmannetal・，1985）。また、質  
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的変化の代表的な例としては乳酸脱水素酵素（LDH）のアイソフォームの  

分布変化があげられ、ピルビン酸に対するKmが最も低いLDH5が減少し、  

Kmが最も高いLDHlが増加することが知られている（P¢tte，1986）。これら  

の変イヒはいずれも筋が疲労に対して高い耐性を獲得することに大きく寄与   

している。  

ミオシンフィラメントおよびアクチンフィラメントの収縮機構の変化は、   

それが筋の収縮速度あるいは発揮可能な張力の大小に大きく影響すること   

などにに招来して、スポーツ・健康科学の分野においても高い関心を集め   

てきた。これまで持久性・スプリントトレーニング、脱神経、交叉神経支   

配、後肢宙づり、発育、老化などに伴う変化が研究されてきたが、それら  

の多くは筋原線維に存在する筋原線推アクトミオシン・アデノシントリフォ  

スファクーゼ（mATPase）のPHに対する感受性に基づいて組織化学的に検  

討したものである。この方法で感知されるものはミオシン重鎖（HC）のア  

イソフォームの分布変化のみであり（Staron＆Pette，1986）、しかもその  

分析感度は十分に高いとはいえないことが指摘されている（Termin et al・，   

1989b）。   

mATPaseはHCにあるため、ミオシン軽鎖（LC）は収縮特性にほとんど  

影響を及ぼさないと考えられてきた（Brown at al・，1983；Lowey，1986）。  

しかしながら、近年単一筋線維の収縮速度を検討した報告において  

（Sweeneyetal．，1988；Mosset al・，1990）、alkaliLC（LCIs、LClfおよ  

びLC3f）が今まで考えられてきたより、大きく収縮特性に関与しているこ  

とが指摘されるようになった。したがって、細胞内に分布するミオシンの  
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アイソフォームから、収縮特性の変化を類推しようとする場合、HCはも   

とよりLCについても詳細に検討する必要があると思われる。  

本研究では、持続的な運動に伴うHCおよびLCの変化の詳細、および単   

一筋線維におけるそれらのアイソフォームの分布について検討したが、こ   

れらの生化学的データは、生理学的にも、また変化を生ずる作用機序を明   

らかにしていくうえでも意義のあるものであると思われる。  
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ⅠⅠ．文献研究  

1．筋線推の分類と構造  

A 筋線維の分頬   

筋の色調に関する報告は、1873年にRanvier（1873）によってなされたも  

のが最初だとされている。彼はその中で「赤色」を呈するものとそれに対  

してどちらかというと「白色」を呈するものの2種類が存在することを記  

述しており、ここに筋線維の分類の起源をみることができる。以後、様々  

な分類法が提唱されてきたが、「客観的に筋線維を分類できること」、  

「分類が筋線維の機能的・構造的な違いをよく反映していること」、「分  

類を行うための手続きが簡便であること」などに起因して、現在では  

mATPaseの活性に基づく分類法が広く用いられている。以下に筋線維の分   

類について述べる。  

a－1酸化的・解糖的代謝能力に基づく分類   

筋あるいは筋線維にみられる色調の違いは、ヘモグロビンやミオグロビ  

ンなどの酸素の代謝経路に関与する組織に存在する鉄分の量的な差異に起  

因することが明らかになっている。組織化学的に代謝能力に基づいてより  

明確に筋線維を分類しようとする場合は、クエン酸回路や電子伝達系内の  

酵素あるいはEmbden－Mey引血ofの解糖経路内の酵素などが指標として用い  

られてきた。Stein＆Padykula（1962）はコハク酸脱水素酵素（SDH）活性  
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の差異によりラット骨格筋線維を3種類に分け、染色反応の弱い順にtype  

A、B、C線経と、またEdgerton＆Simpson（1969）は同様の染色反応から   

それらをwhite、intermediate、red線経と呼んだ。  

一方、解糖系代謝能力の指標としては、LDHやフォスフォリラーゼを用   

いる試みがなされたが、細胞質内に存在するこれらの酵素は染色中に細胞   

から逸脱してしまうため、染色反応が細胞が本来持つ真の性質を反映しな   

いという問題点が明らかになった（Baldwin et al，1973；Peter，1971）。そ   

こで、ミトコンドリアの膜に結合するフラボタンバクであるα－グリセロ   

燐酸脱水素酵素が用いられるようになった。この酵素はα－グリセロ燐酸   

シャトルに役割を担い解糖系の主経路におけるものではないが、活性値が   

解糖能力と極めて高い相関関係にあることが示されている  （Pette   ＆   

Bucher，1963；Pette，1966）。mATPaseとこれら代謝能力を示す酵素染色を   

組み合わせ、薔歯類骨格筋を slow－twitch oxidative（SO）、fast－twitch   

OXidative glycolytic（FOG）、fast－tWitch glycolytic（FG）の3タイプに分   

類する方法がPet打et al．（1972）によって提唱されており、この分類法は   

これまで広く用いられてきた。  

しかしながら、代謝能力から筋線維を分類することには幾つかの問題点   

がある。第一は宙歯類の骨格筋では、酸化的代謝能力の高いいわゆる   

「red fiber」全てがslow－tWitch fiberではないことである。第二は、酸化   

的代謝能力は解剖学的に同じ筋であっても稼が異なれば、また同一の個体   

であっても筋が異なれば大きな差異があり、0Ⅹidativeかそうでないかの判   

定が筋切片内の相対的評価によって行われる場合、類似した酸化的代謝能  
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力を有する筋線継が種によってあるいは筋によって、異なるタイプに分類  

されることがある点である。第三は、染色反応強度は連続的であるため客  

観的にそれらを2分することに困難が伴うことである（Romanul，1964）。  

a－2 mATPase活性に基づく分類  

ATPaseの活性はこの酵素の働きによって産生される無機燐酸をカルシ   

ウムで沈殿させた後、コバルトと硫化アンモニウムで処理し硫化コバルト  

を形成することによって、組織化学的に可視化することができる   

（Padykula ＆ Herman，1955）。骨格筋の切片にこの方法を施し得られた活   

性には、ミトコンドリアの持つATPaseは関与しないこと、および筋小胞   

体（SR）の持つATPaseの関与率は5％以下であることが明らかになってお   

り（Mabuchi＆Sreter，1980）、したがってこれがmATPaseをよく反映して   

いるとみなすことができる。  

mATPaseの活性は種々の要因により変化するが、PHに対する応答につ  

いては詳細な検討がなされてきた。 Sreter et al．（1966）およぴSeidel  

（1967）によって、速筋と遅筋とでアルカリや酸に対する生化学的な  

mATPase活性の感受性が異なることが、またDrews＆Engel（1966）および  

Guth＆Samaha（1969）によっては、組織化学的に酸に対しては活性を失  

わないがアルカリに対して失活する筋線経と、全くその逆の反応を呈する  

ものの2種類があることが示され、これらがmATPaseに基づく筋線維の分  

類の先駆けとなった。酸に対して安定したmATPaseを有する線維はtypeI  

線経と、一方アルカリに対して安定している線維はtypeII線経と命名され  

6   



るとともに（Drews＆Engel，1966）、収縮特性の関連からtypeI線推は遅  

筋（ST）線経と、tyPeII線維は速筋（FT）線経とも呼ばれるようになった   

（Barnardet al．，1971；表1）。  

Brooke＆Kaiser（1969，1970a，1970b）はpHに対する感受性についての  

さらに詳細な検討から、typeII線維を3種類のサブタイプに分け、pH4．6  

のPreincubationで活性を完全に失うもの％typeIIA 線経と、同じpHに対  

して弱い活性を示すものをtypeIIB線経と、pHlO．3～4．3の全ての領域に   

おいて活性を失わないものをtypeIIC 線経と命名した（図1；表1）。この  

pHに対するmATPaseの失括の度合からのタイプ分け、およびtypeI、tyPe  

IIA、typeIIB、typeIrCという呼称が、mATPaseに基づく筋線推の分類法   

としては最もよく用いられてきた。   

酸性preincubationにおけるtypeII線維のmATPaseの変化の度合は、PH   

に極めて大きく依存することは事実であるが、それだけではなく  

preincubation溶液中のイオン組成やバッファーの種類にも影響を受ける。  

ハロゲン族元素ではpH4．6における失活の速度はIt＞Br‾＞Cl一＞F－の順で  

大きいが（Matoba＆Go11nick，1984）、この順序がミオシンの等電点（IEF）   

の変化の度合（Salkar，1950）やポリアクリルアミドへの結合の強さ（von  

Hippelet al．，1973）と同じであることは興味深い。この他にもtypeII線維   

のmATPaseは、ホルムアルデヒド（Guth＆Samaha，1969）、マグネシウム  

（Mabuchi＆Sreter，1980）、あるいは鋼（Gollnick＆Matoba，1984）など多  

くの要因により変化することが示されており、それらに基づく分類方法も   

ある（表1）。  
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Tablcl．Di＄tinct clas＄ification＄Of skcletalmuscIc fiber based on  
myofibri11aractomyosinATPaseactivity（mATPa＄e）・Slow－tWitch，B，and  
Ifibersarethoughttobeidentical．TypeIMMandIsM員bersareslow－tWitch銀bers  
thatexistinthemixedmuscleandinthesoleusmuscle，reSpeCtively．Thestaining  
PatternOftypeIMM且bersfbrmATPaseafteracidpreincubationisdifferentfromthat  
OftypeIsM丘bers・Acompletecorrespondenceappearsnottoexistamonganyfast－  
twitch 頁ber subgroupsidentified on the basis of the different criteria 致）r  
Classi鮎ationswiththeexceptionofthesubgroupsofBrooke＆Kaiser，andMabuchi  
＆Sreter・Althoughthestainingmethodsusedintheirstudieswerenotthesame，type  
ⅠIAandIIB貞bersontheonehandareidenticalwithtypeIIAandtypeIIB貞berson  
theotherhand・TypeⅠⅠⅩ丘bersaresynonymouswithtypeⅠID蔦bers・  

Criterionfbr  Reference  
classi銭cation  

Nomenclature  Animal  

Drews＆Engel（1966）  

Barnardetal．（1971）  

Ⅰ＆ⅠI  Human   

Slow－twitch＆  Guineaplg  
Fast－tWitch   

Slow－tWitch＆  Human  
Fast－tWitch   

A，B＆C  Rat   

I，IIA，ⅠIB＆ⅠIC Rat，Rabbit＆Human   

I，ⅠIA＆IIB  Rat，Rabbit＆Human   

IMM，IsM，ⅠIAl， Rat  

I工A2＆ⅠIA3   

I，IIA，ⅠIB＆ⅠIX Rat，Mouse＆Guinea  

pig   

I，ⅠIA，ⅠIB＆ⅠID Rat，Rabbit，mOuSe＆  
●         Guheaplg  

Gollnicketal．（1972）  

Samahaetal・（1970）  

BrookeandKaiser（1970b）  

Mabuchi＆Sreter（1980）  

Gollnicketal．（1983）  

b  

C   

d   

e，f  

Gorza（1990）  b，C  

Hamalaimen＆Pette（1993）  b，C  

a，mATPaseactivityatpH9．4withoutpreincubation．  
b，Sensitivitytofbrmalinandalkalipreincubation．  
C，Sensitivitytoacidandalkalipreincubation．  
d，Mg－CastimulatedmATPaseactivityatpH9．4．  
e，Timecourseofactivationandinactivationduringacidpreincubation・  
ちSensitivitytocopper．  
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Fiber Type 
pHofPI  

Ⅰ   ⅠIC  IIA  IIB  

pHlO・3 0 ● ● ●  

pH4・6  ● ● ○ ◎  

pH4．3  ● ● 0 0  
Fig．1．Schematici11ustrationofhistochemicallystainingpatterns払r  

myonbri11aractomyos壬nadenosinetriphosphataseafterpreincubation  
（PI）atdi恥rentpH．（AccordingtoBrookeandKaiser，1970aandb）  
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例えば、Gollnicketal．（1983，1986）はラット骨格筋においてPH4・35に  

対するmATPase活性の経時的変化について検討し、失活速度の異なる3種  

類のtypeII線推が存在することを観察し、速度の早い順にtypeIIAl、  

ⅠIA2、IIA3 線経と呼んだが（表1）、これはBrooke ＆ Kaiser（1969，  

1970a，1970b）が示すtypeIIA、ⅠIB、ⅠIC線経と対応するものではない。  

また、彼らはヒラメ筋のtypeI線経と足底筋のtypeI線経とで組織化学的  

なmATPase活性が異なることも示しており（Gollnicketal・，1983）、これら  

はいずれも従来考えられているより多くの種類のミオシンが存在する可能  

性を示唆するものである。   

近年、Brooke＆Kaiser（1969，1970a，1970b）の示すtypeIIB線維をさ  

らに2種類にタイプ分けできることが認められている。細分された一方の  

線維にはtypeIIB線維の名称がそのまま用いられているが、もう一方の線  

維には、Petteらの研究グループ（Bar＆Pette，1988；Termin et al・，1989b；  

Ainger et al．，1993）によってtypeIID線経と、それに対してGorza（1990）  

によっては同一のものをtypeIIX線経と命名された（表1）。以後、本論文  

ではPetteらのネーミングを用いることにする。このようにtypeIID線推を   

同定できるようになったのは比較的最近のことであり、組織化学的な先行  

研究の多くにおいてtypeIIB線経といった場合、Br 

1970a，1970b）の分類方法に準じているため、それらはPetteら（Bar ＆   

Pette，1988；Termin et al．，1989b；Ainger et al．，1993）あるいはGorza   

（1990）が示すtypeIIB線経とtypeIID線推をひとまとめにしたものを指す。   

本論文ではtypeIIB線経とtypeIID線経とを区別するために、Brooke ＆  
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Kaiser（1969，1970a，1970b）のいうtypeIIB線推を指す場合、tyPeIIB／  

D線経と記すことにする。なお、typeIID線維は宙歯類にのみみられ、ヒ  

トの骨格筋において発見さたという報告は現在までなされていない。   

Gollnick et al．（1983）の示すtypeIIAl、ⅠIA2、ⅠIA3 線経とTcrmin ct  

al．（1989b）の示すtypeIIA、ⅠIB、ⅠID線経とが、どのような対応関係にあ  

るのかについては明らかではない。しかしながら、1種類のfast type ミオ  

シン重鎖（HC）しか発現していないヒラメ筋に（Tcrmin et al・1989b）、  

typeⅠIAl線経と typeIIA2 線継が存在することを示すGollnick et al・  

（1983）の報告からは、異なる方法によって分類されるそれぞれの3タイプ  

の筋線推は少なくとも完全には対応しないと結論される。  

B 収縮タンパク   

b－1 アクチン  

アクチンは筋原線維タンパクの約20％を占め、直径約7nmの細いフィラ   

メントの主要構成物である。これらはG－アクチンと呼ばれるやや細長い球   

状（5×4×3nm）のアクチン分子が適当なイオンコンディション下におい   

て2本がらせん状に重合したものであり、フィラメント状のものをF一アク   

チンという。らせんの1ピッチは76nmであり、その中に13個のG－アクチ   

ンが配列している。G－アクチンは分子量約42Kダルトンであり、375個の   

アミノ酸から構成されていることが明らかになっている。   

アクチンにはIEFの異なるα、β、γの3種類のアイソフォームがあり、   

αは心筋、骨格筋、大動脈に、βとγは非筋細胞や平滑筋に存在する。筋  
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芽細胞の時期にはβとγが多く発現しているが、筋管へと成長する過程に  

おいてこれらは減少し、代わってαが主成分となる。筋の発育の初期の段  

階では異なる2種類のα－アクチンのアイソフォームが発現しているが、   

成熟した個体では1種類のα－アクチンしかみられない。ミオシンとは異  

なり、tyPeI、ⅠIA、ⅠIB／D線推に含まれるアクチンは全て同一のものであ  

ると考えられている（Billeteretal．，1982）。  

b－2 ミオシン軽鎖  

直径約15nmのミオシンフィラメントは、多数のミオシン分子が極性を   

もって重合したものであり、ミオシン1分子は分子量約200Kダルトンの   

のHC2分子と分子量20Kダルトン前後のLC4分子から構成されている（図  

2）。成熟した審歯類の骨格筋においては、速筋線推に特異的に存在する   

LC（LCf）と遅筋線維にのみみられるLC（LCs）がある。LCfにはさらに3   

種類のアイソフォームがあり、それらは分子量の大きい順にLClf、   

LC2f、LC3fと呼ばれている。LCsにも3種類のアイソフォームがあり、   

LCIsa、LCIsb、LC2sという（表2）。LCIsaとLCIsbとでは分子量はほぼ  
■  

等しいが、IEFが異なり、LCIsbの方が酸性側に位置する。  

LC2（LC2f、LC2s）はディチオビスニトロベンゾイック酸（DTNB）溶液   

中においてHCから解離することから、それらを総称してDTNB LCと、そ   

れに対してLCl（LClf、LCIsa、LCIsb）とLC3fはアルカリ溶液中で解離   

が起こることから、alkaliLC と呼ばれている。また、LC2はカルモジュ   

リン依存性のミオシン軽鎖キナーゼによって燐酸化（phosphorylatable）さ  
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HC  

⊂＝⊃ alkaliLC   

● DTNBLC  

Fig・2・Schematici］lustrationofmyosinmo］eculeinthevertebrate  
ske）etalmuscle．Allmusclemyosinssharethesamebasicsubstructure・  
Abbreviations：LC，myOSinlightchain；HC，myOSinheavychain；D7Ⅳβ，  
5，5一－dithiobis－（2－nitrobenzoicacid）；L棚，1ightmeromyosin；珊heavy  
meromyosin；S，Subfragment・  
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Tablc 2・ Various myosinlight chain（LC）isoformsin  
mammalian muscIcs．TheLCIsbofthemassetermuscleisantigene－  
ticallydifferentfromtheLCIsboftheslow－tWitchmuscleinrabbit．The  

’’g‖of myosinlightchaininthesmooth／non－muSCleisanabbreviationof  
glZZardmuscle．Intherodentmuscle，LCIsb，LC2s，andLClembseemto  

beidenticalwithLClv，LC2v，andLCla，reSpeCtively・  

Sources  Nomenclature  References  

Skeletalmuscle   

Fast－tWitch   

Slow－tWitcll   
Masseter   
Embrionic  

Cardiacmuscle   
Ventricular   

Atrial  

Petteetal．（1976）  

Pinteretal．（1981）  

Biraletal．（1982）  

Whalenetal．（1978）  

LClf，LC2f＆LC3f  

LCIsa，LCIsb＆LC2s  
LCIsb  

LClemb  

DallaLibera（1988）  

Amoldetal．（1988）   

Bu汀idge（1974）  

LClv＆LC2v  

LCla＆LC2a  

Smooth／non－muSCle  LClg＆LC2g  
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れること、またカルシウムの調節に役割を担っていることなどから、P－LC  

やR（regulatory）一LCと呼ばれることもある。ミオシン1分子は必ず2分子  

のalkaliLCと2分子のDTNBLCを含んでいる（図2）。   

LClfとLC3fの構造を比較すると、C末端側の141個のアミノ酸配列は同  

様であるが、LClfにおけるN末端側46個とLC3fにおける8個の配列に違  

いがみられる（図3；Frank＆Weed，1974）。また、鳥類と哺乳類とでは  

LClfのアミノ酸が部分的に異なるのは当然であるが、鳥類と哺乳類の  

LClfにおいてみられるアミノ酸の入れ代わりが同様にLC3fにも観察され  

ることが報告されている（Matsudaetal．，1981）。これらは、この2つのタ  

ンパクが同一の遺伝子からコードされ、スプライシングの過程において異  

なるmRNAが作られていることを示唆するものであり、これを裏付ける報  

告がなされている（Robert et al．，1982；Periasamyet al．，1983；Nabeshima   

etal．，1984）。   

発育の過程において、速筋ではLClfの発現はLC3fに先行して始まり  

（Sreter et al．，1975；Gauthier et al．，1982）、この現象はそれぞれのmRNA   

でも同様であることから、少なくともこの段階におけるfast alkaliLCは発   

現は転写レベルによって制御されていると考えられる。一方、ヒラメ筋に   

代表される遅筋では、LC3fをコードするmRNAは蓄積しているがそれに相   

当する量のタンパクは発現しておらず（Barton et al．，1985）、転写後に何ら   

かの制御機構が存在することが示唆される。速筋において収縮活動量が増   

加するとLC3fの減少が起こるが（Bar et al．，1989；Kirschbaum et al．，   

1989a；Kirschbaum etal．，1989b）、LC3fのタンパクレベルでの減少量は、  
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Protein NH2  CO2H  

LClf   

mRNA  

mlRNA 

LC3f  

Protein  NH2  CO2H  

Fig．3．Schematicillustrationofthemousegeneencodingthe  
two myosin alka）ilight chainsofJhst skeletalmusc）e．Exon  

SequenCeS arenumberedl－9whereland4arespecific toLClf  
and2and3to LC3f．Hatchedboxes correspond to non－COding  

● reg10nSin the mRNAs．The number of amino residues fbr the  

COmmOn and specific reglOnS Ofthe LClfand LC3f proteinis ●  

indicated．（FromBarton＆Buckingham，1985）  
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mRNAの減少量（Kirschbaumetal．，1989a，b）あるいはLC3fのメチオニンの  

取り込み量の減少を上回る（Bar，et al．，1989）ことが報告されており、これ  

らは遅筋において推察されているLC3fの制御機構が場合によっては速筋に  

おいても作用することを示すものである。   

LCIsaとLCIsbの相対的な発現畳は種によって、また同一の個体であっ  

ても筋によって大きく異なり（Carraro et al．1981；Pinter et al．1981；Biral   

etal・，1982；Mabuchietal．，1984）、例えばラビットのヒラメ筋ではラット  

と比べLCIsaを多く含み、LCIsa／LCIsbの比は約10倍高い （Termin ＆  

Pette，1993）。ここまで成熟した個体の骨格筋に発現している代表的なLC  

について述べてきたが、これら以外に胎児期にのみ特有に発現するもの、   

心房、心室、曖筋、平滑筋などの特定の筋や非筋細胞に特異的にみられる  

ものなど多くのアイソフォームが存在する（表2；Burridge，1974；Kelly，  

1980；Biraletal・，1982；Whalenetal．，1982；Strohmanetal．，1983）。なお、  

ペプチドマップによる分析あるいは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（SDS－PAGE）における移動度の比較から、LClaと   

LCemb（Whalen ＆ Sell，1980；Cummins1982）、LCIvとLCIsbおよび   

LC2vとLC2s（Weeds，1976；DallaLibera，1988）は同一のものであると考   

えられている。  

b－3 ミオシン重鎖  

ミオシンとキモトリプシンを反応させるとマグネシウムイオンやカルシ   

ウムイオンなど2価のカチオンオインが存在する場合は、胴体の中央部分  
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で2つに解離し、尾部はライトメロミオシン（LMM）と頭部はヘビーメロ  

ミオシン（HMM）と呼ばれる（図2；Weed＆Pope，1977）。HMMはパパイ  

ンによってさらにS－1とS－2に2分される。S－2とLMMを併せてロッド  

（rod）と、一方S・1をヘッド（head）という。S・1にHCのN末端があり、ヘッ  

ドはHCの全アミノ酸約半分（分子量96Kダルトン）から構成されている。  

ロッドはα－ヘリックス（α－helix）を形成しており、2本のHCはさらにゆ   

るやかに螺旋状に絡まった構造（COiled・COil構造）をとっている。  

HCには幾つかのアイソフォームが存在するが、発現しているそれぞれ   

のアイソフォームの割合は、筋の種類によっても異なるし（Bar ＆ Pette，   

1988；Aigner ct al．，1993；Talmadge＆Roy，1993）、同一の筋であっても   

収縮活動魔の変化のみならず（Termin＆ Pette，1992；Kirschbaum et al・，   

1990；Terminet al．，1989a）、発育・老化（Larssonetal，1993；Sugiuraet  

al．，1992a；Klitgaard et al，1990）あるいはホルモンの分泌状態  

（Fit2：Simons et al．，1990b；Tsikact al・，1987b）などに応じて変化すること  

が知られている。  

遅筋に存在するSlow typeと速筋に存在するfast typeの2種類のアイソ  

フォームがあることは早くから確認されていたが（Locker ＆ Haayard，  

1967；Rushbrook＆Stracher，1979；Carraro＆Catani，1983）、fasttypeに  

おけるサブタイプを明確に分析できるようになったのは比較的最近である。  

1986年にDanicトBettc ct al・（1986）が、翌1987年にStaron ＆ Pette  

（1987b）が、SDS－PAGEによって、初めてfast type HCを2種類のサブタ  

イプ（HCIIA、HCIIB）に分離することに成功し、これらが組織化学的に同  
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足されるtypeIIA線経とtypeIIB／D線推に特異的に発現していることも  

合わせて証明した。   

さらに、Schiaffinoetal・（1985，1986，1989）は免疫組織化学的手法から、  

fast type HCに第3のアイソフォームが存在することを報告し、Bar ＆  

Pette（1988）はこのアイソフォームをSDS－PAGEによって検出することが  

可能なことを示した。Schiaffino et al．（1985，1986，1989）はこのアイソ  

フォームをHCIIXと、一方Bar＆Pette（1988）はそれが横隔膜（Diaphragm）  

に多く発現していたことからHCIIDと命名した。本論文ではではBar   ＆  

Pette（1988）のネーミングを用いることにする。Schiaffino et al．（1985，  

1986，1989）あるいはBar＆Pette（1988）の報告以前にHCIIDが検出さ  

れなかったのは、免疫組織化学的には、typeIIB／D 線経とtypeIID線推  

の酸あるいはアルカリに対するmATPase活性の増減の類似性（Termin et  

al・，1989b；Gorsa，1990；Lind＆Kernell，1991；Hamalainen＆Pette，1993）  

から類推されるように、HCIIBとHCIIDのエピトープが極めて似かよった  

構造をしているであろうこと、また電気泳動学的には、分子量が約200K  

ダルトンと大きな構造物であるにもかかわらず、HCIIAとHCIIDとの分子  

量の差異が相対的に小さいため、限定された条件下でのSDS－PAGEでしか  

両者を分離できないこと（Bar＆Pette，1988；LaFramboise et al．，1990；   

Sugiura＆Murakami，1990；Talmadge＆Roy，1993）などに起因するもの  

と思われる。  

Sawchak et al・（1992）は、SDS－PAGBにおいてHCIIBとして同定される   

バンドに抗体に対する反応性の異なる2種類のものがあることを報告して  

19   



おり、これはfast type HCにおいてさらに未知のアイソフォームが存在す  

ることを示唆するものである（表3）。しかしながら、この未知のHCが現実  

に存在するとしても、彼ら（Sawchak et al．，1992）が指摘するように、  

HCIIBとこの未知のアイソフォームの構造的な差異がロッドのみにとどま   

るのであれば、このHCの機能的特性は、HCIIBのものと大きくは違わな   

い可能性が高い。  

さらに、これ以外にも眼輪筋（extraocular muscle）の緊張性（tonic）線  

推においてのみ特異的にみられるアイソフォーム （HCton； Pierobon－   

Bormioliet al．，1979）、同じく眼輪筋のFT線維においてのみ存在するもの   

（HCeom；Asmussen et al．，1993）、あるいは胎生期や幼君期において一時   

的に発現するもの（HCemb、HCneo；Bar＆Pette，1988）など多くの種類の   

アイソフォームがある（表3）。心筋にはHCacardとHCβcardの2種類の   

アイソフォームがみられるが（Lompre et al．，1984）、HCβcardとHCIとは   

構造的に同様のものであると考えられている（Jandreskiet？l．，1987）。  

HCは多重遺伝子族（Maltigene fami1y）からコードされ（Mahdaviet al．，   

1986）、HCacardおよびHCI／βcardの遺伝子は第14染色体上に（Gulick et   

al．，1991）、他のアイソフォームの遺伝子はヒトにおいては第17染色体上   

に、マウスでは第11染色体上に分布していることが明らかになっている   

（Leinwand et al．，1983）。fast type HCに関して、HCIIAおよびHCIIBはそ   

れぞれ特異的な遺伝子か．らコードされることが既に認められている   

（Mahdavict・al．，1987）。HCIIDについては、HCIIAやHCIIBとは別個の遺  

伝子からコードされるのか、あるいはスプライシングなど転写後の調節作  
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TabIe3・Variousmyosinheavychain（pC）isobrmsinmammalian  
muscles．HCβexpressedincardiacmuscleisthoughttobeidentical  

withHCIpresentinskeletalmuscle・HCIIB2JWhichwasfbund by  
Sawchaketal．（1988）butnotdesignatedintheirstudy，isanantigenically  

distinctisofbrmfromHCIIB．HCtoniscxprcssedinspeCialslowtonic  

musclesuchasextraocularmuscle．  

Source  Nomenclaturc  References  

Skeletalmuscle   
Fast－tWitch  Danieli－Bettoetal（1986）  

Danieli－Bettoetal（1986）  

BaT＆Pette（1988）  

Sawcbaketal．（1992）  

Asmussenctal．（1993）  

Carraro＆Catani（1983）  

Pierobon－Bormioli（1979）  

Bar＆Pette（1988）  

Bar＆Pett6（1988）   

I．omprectal．（1984）  

I．ompreetal．（1984）  

HCIIA  
HCIIB  

HCIID  
HCIIB2  
HCeom  

HCI  

HCIton  

HCemb  
HCneo  

Extraocular  

Slow－tWitch  

ExtraりCular  

Embryonic  
Neonatal  

Cardiacmuscle  HCacard  

HCβcard  
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用によってつくられるのか近年まで明確でなかったが、DeNardi et al．   

（1993）によって特異的な遺伝子の存在が示唆されている。  

ミオシンと同様にβグロビンにも幾つかのアイソフォームがあり、それ   

らの遺伝子群は第11染色体上に存在している。そして、それぞれの遺伝子   

ほ、発生の際に出現する順序に対応して5－から3tの方向にならんで位置し   

ており、このことは過伝子の配列順序が転写の時相的制御にある程度影響  

を及ぼすことを示唆する。ⅡCについてはどうであろうか。ヒトのHCの遺  

伝子配列について検討したYoonetal．（1992）の結果は、胎生期に発現する  

HCの遺伝子とそれに引き続き分娩時に発現するHCの遺伝子とは隣り合っ  

て配列していないことを示しており、少なくともヒトにおいては遺伝子の  

配列順序と転写の順序とは相関があるとは結論されない。  

b－4 アイソミオシン   

SDS－PAGEでは、ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）がタンパクに対して  

強い変性剤として作用するため、ミオシンはHCとLCとに分かれてゲル中  

を挙動する。したがって、SDS－PAGEから得られるデータからは、HCあ  

るいはLCそれぞれの定量的・定性的特徴を知ることはできるが、生体内  

でミオシン分子がどのような状態で機能しているのかについては、的確に  

とらえることはできない。   

イオン強度の低い溶液中ではミオシンはフィラメントを形成してしまう  

ため、電気泳動により非変性条件下、すなわちHCとLCが結合したままの  

状態でで分離することには困難が伴った。しかしながら、ATPやATPのア  
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ナログを含んでいればイオン強度が低い溶液中であってもミオシンはフィ  

ラメントを形成しないことが明らかになり（Brahms＆Brezner，1961）、非  

変性状態でミオシンをアイソフォームに分画することが可能になった  

（Hoh，1975）。ATPのアナログの1つであるピロリン酸ナトリウムを用い  

たピロリン酸ポリアクリルアミドゲル電気泳動法（PPi－PAGりは、ミオシ  

ンを非変性条件下でアイソフォームに分離する方法の中で最も頻繁に使わ  

れてきた方法であり、Hoh et al・（1976，1979）やd－Albis et al．（1973，  

1979）によって開発・改良されてきた。非変性条件下で分離されたミオシ  

ンのアイソフォームは通常「アイソミオシン」と呼ばれる。   

非変性条件下での電気泳動が開発されてまず得られた知見は、Slow type  

（SM）とfast type（FM）の2種類のアイソミオシンが存在し（Hoh，1975）、  

FMにはさらに3種類に分画されることである（Hoh et al．，1976）。この3   

種類のFMはゲル上における移動速度の速い順にFMl、FM2、FM3と呼ば   

れる（d，Albis＆Gratzer，1973；Hoh＆Yeoh，1979）。FMに含まれるLCの  

アイソフォームについてはかなり明確になっており、FMlは（LC3f）ヱ  

（LC2f）2から、FM2は（LClf）（LC3f）（LC2f）2から、またFM3は（LClf）2  

（LC2f）2から構成されている（d．Albis et al・，1978；Hoh ＆ Yeoh，  

1979；Fitzsimons ＆ Hoh，1981；Fitzsimons ＆ Hoh，1983；Tsika et al．，   

1987）。また、ゲル上においてFMとSMとの間に分画されるバンドが観察   

されることも報告されており（Fitzsimons ＆ Hoh，1983；d’Albis ct al．，  

1986；Tsika et al．，1987）、このアイソミオシンはインターメディエイトミ  

オシン（IM）と命名された。IMを構成するLCのアイソフォームについて  
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は必ずしも明確ではないが、遅筋から検出されるIMは（LClf）（LCIs）  

（LC2f）2を、それに対して速筋から検出されるIMは（LClf）2（LC2f）2を含ん  

でいると考えられている（Fitzsimons＆Hoh，1983；d－Albis et al．，1986；  

Tsikaet alリ1987b）。   

SMに移動速度の異なる2種類のアイソミオシンがあることは、Pinteret   

al・（1981）によってはラットの筋において、Fitzsimons＆Hoh（1981）によっ  

てはヒトの筋において最初に報告され、これらはFMと同様に移動速度の  

速い順にSMlおよびSM2と呼ばれた。SMのアイソミオシンを構成する   

alkaliLCは種によって異なり、ヒトおよびラットではSMlはLCIsa、SM2   

はLCIsbを（Fitzsimons＆Hoh，1981；Termin＆Pette，1991）、これとは逆   

にラビットではSMlはLCIsb、SM2はLCIsaを含んでいると考えられてい   

る（Pinteret al．，1981）。またSMl、SM2以外には、SMlよりさらに移動速   

度の速いアイソミオシン （SM－1） が認められることが報告されている   

（Marechaletal．，1984；Gregoryetal．，1986）。  

既に述べたように、成熟した裔歯類では多くの骨格筋においてHCにつ   

いては4種類のアイソフォーム（HCI、HCIIA、HCIID、HCIIB）が、LCに   

ついても4種類のalkali LCのアイソフォーム （LCIsa、LCIsb、LClf、  

LC3f）が発現している（表2、3）。ミオシン1分子に含まれる2つのHCが   

異なる可能性、あるいはSlow type LCとfast type LCがミオシン1分・子中  

に混在している可能性を否定したとしても、これらHCおよびLCのアイソ  

フォームの組み合わせからは、理論的には12種類のアイソミオシンが存在  

することになる。これまで最大で7種類のアイソミオシン（SMl、SM■1、  

24   



SM2、IM、FMl、FM2、FM3）しか観察されてこなかったのは、用いられ  

たPPi－PAGEの解析能が十分でなかったためか、あるいはHCとLCの各ア   

イソフォーム間に特異的な親和性があり、理論的に考えられるような多種   

のアイソミオシンが実際に存在していないためかのどちらかであろう。  

Termin＆Pette（1990，1991）はPPi－PAGEに改良を加えこの間題につい   

て検討し、PPi－PAGEにおけるアイソミオシンの移動速度は含まれるLCの   

みならずHCによっても影響を受け、理論的に推測された12種類のアイソ   

ミオシンが検出されたことを報告している（図4）。そして、これまで用い   

られてきたFMl－3という名称は、その数字からそれぞれのアイソミオシン   

を構成するalkaliLCの違いは示すことはできるがHCについては表記する   

ことができないので、それが可能なようにFMl－3a、FMl－3b、FMl－3dと   

いう呼称を用いることを提唱している（表4）。これら12種類のアイソミオ   

シンに含まれるLCおよびHCのアイソフォームについては、Hoh ＆ Yeoh  

（1978）が最初に行ったようにPPi－PAGEとSDS－PAGEを組み合わせて直接  

検討されたわけではないが、金筋におけるアイソミオシン、HCおよびLC   

の定量的データの比較から表4に示すようであると考えられている   

（Tcrmin ＆ Pette，1991）。なお、従来示されてきたアイソミオシンと   

Termin＆Petteが分画したものとは、各アイソフォームのゲル上の移動速   

度と量的な特性から考え、IM－FM3a、SM－1－SMl、SMl－SM2および   

SM2－SM3とがそれぞれ対応するものと推測される。さらに、胎生期や幼   

若期に一過性に発現するアイソミオシンも存在し、胎生期にみられるもの   

に4種類（cMト4）、幼君期のものに3種類（nMト3）があるとされている  
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（Termin＆Pette，1991）。  

C 組織化学的に分類される筋線維タイプとミオシンとの関係  

mATPaseの活性部位はLC上にはないこと（Wagner＆Giniger，1981）、   

あるいは同タイプの単一筋線維に存在するHCはすペて同一であること   

（Staron＆Pette，1986，1987a，b）などから、mATPase活性に基づき分類さ   

れる筋線維タイプほ、ミオシンフィラメントを構成しているHCのアイソ   

フォームの種類によって決定されることが広く認められている。このこと   

はtypeI線維にはHCIが、tyPeIIA線維にはHCIIAが、typeIIB線維には   

HCIIBが、またtypeIID線維にはHCIIDが特異的に発現していることを意   

味する（表5）。正常な筋ではわずかに観察される（＜1％）typeIIC 線推は   

（Jansson et al．，1978；Staronetal．，1987a，b；Staron，1991）、特有のHCを   

発現している筋線経ではなく、HCIとHCIIAの2種類のアイソフォームを   

含むものである（Pette＆Staron，1986；Aigner et al．，1993）。このことか   

ら、これらはtypeIIA線経とtypcI線維間において移行過程にある筋線推   

だと考えられている。同様にtypeIIAD線維やtypeIIDB線維からも2種   

類のHCのアイソフォームが検出され（表5；Terminetal．，1989a；Aigneret   

al．，1993）、前者はtypeIIA線経とtypeIID線絶間で、後者はtypeIID線経   

とtypeIIB線推間で移行が進行している筋線経であるとみなされている。   

多くのtypeI線維はSlowtypeLC（LCs）のみを、またtypeII線維はfast  

type LC（LCf）のみを発現しているが（表5）、tyPeI線経とtypeII線維の   

移行過程にあるtypeIIC線維以外にも、数のうえではあまり多くはないが  
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LCsとLCfの両方を発現している（混在型）筋線推がみられる。Staron ＆  

Pette（1987a，b）による単一筋線維についての組織化学的・電気泳動学的  

分析は、ラビット前脛骨筋では混在型typeIIA線推はなかったが、ヒラメ  

筋では存在していたことを示している。また、ヒラメ筋における混在型  

type IIA 線維は、ラットにおいてもみられること（Sugiura et al．，  

1992b）、あるいはtypeIIA線維から移行してきたと思われるtypeI線維は、  

LCsに加えLClfを発現していることなども報告されている（Staron et al．，  

1987）。一方、ヒト骨格筋に関する報告では、Billeter et al．（1981）によっ  

てはtypeIIA線推には混在型はないが、typeI線推には存在することが、   

それに対してLarsson＆Moss（1993）によってはtypeI、ⅠIA、ⅠIB線維の  

いずれも約50％が混在型であることが認められている。このような知見の  

相違が、種による差異なのか、筋による差異なのか、あるいは他に原因が  

あるのかについては明らかではない。また、筋線維にみられるHCあるい   

はLCのSlow typeとfast typeの混在が分子レベルではどのように構築され   

ているのか、すなわち1サルコメア内において両アイソフォームが混在し   

ているのか、1サルコメア内は均一のアイソフォームで構成されているが   

サルコメア毎に違うのか、あるいは筋原線推毎に違うのかについても明確   

ではない。  

typeI線維におけるalkaliLC（LCIsa、LCIsb）の定量的な分布について  

はよく分かっていない。typGII線維についても、単一筋線維を対象とした   

定量的研究がこれまでなされていないので必ずしも明確ではないが、type   

IIA線推を多く含む筋ではtypeIIB／D 線維を多く含む筋と比べ、LC3fに  
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対するLClfの比（LClf／LC3f）が高いことが認められており（Mabuchiet  

alリ1982；Termin＆Pette，1990）、tyPeIIA線推は他のtypeII線経と比べ   

LClfを多く発現していることが推察される。  

2．筋線推の収縮特性に関与する要因  

A ミオシン   

B乙riny（1967）は数種類の動物の筋におけるactin－aCtivated ATPaseを測  

定し、筋の最大収縮速度（Vmax）を大きく規定するのはミオシンによる  

ATPの加水分解の速度であることを示した。これはm4TPaseの活性部位が   

HC上にあることとあわせ（Wagner，1981；Lowey ct alリ1993）、mATPase  

活性に基づいて分類される筋線維はタイプ毎で、言い替えれば発現してい  

るHCのアイソフォームの種類によって、筋線維のVmaxが異なることを示  

唆する知見である。このことは、単一筋線推を対象とした研究によってさ   

らに明確にされてきた（Reiseretal・，1985；Reiseretal・，1988；Sweeneyet   

al．，1988；Moss，1990；Bottinelliet al・，1991；Bottinelliet al・，1993；  

Larsson）。例えば、Reiser et al・（1985）によるラビットのヒラメ筋におけ  

る単一筋線維のVmaxについての検討は、tyPeIIA線維のVmaxはtypeI線  

経と比べ約2～3倍速いこと、ならびにfast HCとslow HCが混在している  

筋線経では含まれる fast HCの割合が高いほどVmaxが迷いことを示して  

いる。このtypeI線経とtypeIIA線維間のVmaxの差異は、遅筋と速筋間  
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のmATPase活性の差異にほぼ匹敵する（Baldwin et al．，1982；Saltin＆  

Gollnick，1983）。また、fast HCとslow HCが混在する筋線推において  

Vmaxがサイクル速度の速いクロスブリッジに依存しないのは、サイクル  

速度が遅いクロスブリッジが収縮の際、内部で抵抗として作用しているこ  

とを示唆する。   

近年、typeII線推のサブタイプのVmaxについて幾つかの報告がなされ  

ている。それらによるとVmaxは、tyPeIIB＞typeIID＞tyPeIIAの順で速  

いが（Bottine11iet al・，1991）、それぞれの線稚内におけるレインジは実験  

の誤差範囲を大きく超え、結果的にVmaxは線絶間でかなりの部分オーバー  

ラップしているという。前述のようにVmaxがHCのみによって規定される   

と仮定すると、このような現象は起こりえないはずであり、HC以外の何   

かがVmaxに影響していると思われる。この問題について統一した見解が   

得られているわけではないが、alkaliLC の存在がクローズアップされて   

いる。Bottine11ietal．（1993）はVmaxとLC3fの含有量の間に正の相関関係  

があることを、また、Moss（1990）はLC3fをミオシン分子に結合すると   

Vmaxが増加し、逆にLClfを結合すると減少することを報告している。  

Lowey et al．（1993）の研究はさらに興味深く、alkaliLCを含まないミオシ  

ン上でのアクチンの移動速度は、alkaliLCを含むミオシン上でのものの約  

1／3であることを示しており、これらはいずれもalkaliLCはATPの加水分  

解には関与しないとしても（Lowey et al・，1993）、クロスブリッジサイク  

ルセおける化学的エネルギーを機械的エネルギーに変換する過程で、アク  

チンと何らかのかたちで作用し、Vmaxに影響を及ぼしていることを示唆  
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するものである0このように幾つかの先行研究が示すように、HCとLCの  

2つがVmaxに関与しているのであれば、このこと峠筋線推がVmaxを変化  

させなければならない必然性におかれた場合、より詳細なステップでそれ  

を成就することにつながり、生理的に多様な需要に対する対応を可能にす  

ることになる。   

DTNB LCはmATPase活性の最大値はもとより（Perick，1980；Persechini  

＆Stull，1984）、Vmaxにも影響を及ぼすことはないが（Barsotti＆Butler，  

1984；Sweeney＆Stull，1986）、他の特性の変化に寄与するとされている。  

これらが燐酸化されるとmATPase活性のKmの減少や （Perick，1980；  

Persechini＆ Stull，1984）、等尺性収縮における増強作用（isometric  

POtentiation）の程度が強まるなどの変化が起きる（Moore＆Stu11，1984；  

Moore et al・，1985）。このような現象は燐酸化によって筋原線推のフィラ   

メントのカルシウムに対する感受性が増すことに原因があるとされている。  

平滑筋においては、LCの燐酸化が果たす役割は骨格筋よりも明確になっ   

ている。LCが燐酸化されると、次の2つの変化がおこる。1つはミオシ   

ン頭部のコンフォメーションが変化しアクチンとの結合部が霹出すること  

であり、もう1つは燐酸化前はLMMがHMMの粘着部位と結合していたも  

のが解放され、ミオシンフィラメントを形成するようになることである。  

平滑筋における収縮の制御はミオシン軽鎖キナーゼを通して行われること  

が多い。例えば、アドレナリンはミオシン軽鎖キナーゼの燐酸化を介し、  

DTNB LCの燐酸化を阻害することによって筋を弛緩に導くことが認めら   

れている。  
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単位面積当たりの最大等尺性張力に関しては、単一筋線推レベルの研究  

からtypeI線継がtypeII線経と比べ小さいことは認められているが  

（Eddinger＆Moss，1987；Bottinellietal・，1991）、tyPeII線絶間ではtype  

IIB／D 線維がtypeIIA線推より大きいとする報告もあれば（Eddinger＆  

Moss，1987；Greaser et al・，1988）、差異はないとする報告もあり明らかで  

はない（Bottinellietal・，1991）。tyPeI線経とtypeII線推の違いが、アイ  

ソミオシンの化学的・機械的特性の差異に大きく招来されているのか、あ  

るいは単に筋線推に占める筋原線推の相対量の差異によるだけのものなの  

かは、明確に結論づけられてはいない。  

B その他の要因  

筋内のカルシウムの濃度（［Ca2十】）は、様々な側面において重要な役割を   

担っている。ピルビン酸脱水素酵素（Denton et al．，1972）、プロテアーゼ  

（MacGrath＆Goldspink，1980）あるいは筋内へのグルコースの輸送（Youn  

et al．，1991）などに対して調節因子として作用しているのに加え、細胞内  

【Ca2十】が10‾6Mを超えて初めて収縮が開始されることで知られるように、筋  

収縮を直接制御するため、【Ca2十］を調節する機構は収縮特性に大きな影響   

を及ぼす。  

【Ca2＋］は筋原線推を取り囲むように発達している筋小胞体（SR）によっ  

て調節され、必要に応じて放出・回収される。SRによるCa2＋の取り込みは  

能動輸送によって行われ、SRの膜上にある分子量105000ダルトンのCa2十－  

ATPaseがそのエネルギーを供給する。ATPlmolが加水分解されると  
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2molのCa2＋が取り込まれることが知られている（Inesi，1973）。速筋に発  

現しているSRと遅筋に発現しているSRは異なる遺伝子からコードされ、  

これらの塩基配列には約15％の違いがある（Brandletalリ1987）。この構造  

的な違いは機能的な差異に反映され、速筋におけるCa2＋－ATPase活性は遅   

筋におけるものより6～7倍高いことが示されている（Pette ＆ Staron，   

1990）。  

約2．8分の膝伸展運動によってCa2＋－ATPase活性が42％低下したとする   

Gounicketal．（1991）の報告、あるいは約2時間の長時間ランニングによっ  

て同酵素活性値が30％減少したことを示すLuckin et al．（1991）の報告など   

から明らかなように、Ca2＋－ATPase活性は運動の継続時間とは無関係に、  

疲労困備に至る一過性の連動に起因して顕著に減少する。この極めて迅速  

な活性値の低下の原因としては、細胞温度の上昇によるSR脂質膜の変化  

（Inesiet al．，1973）、ATPの濃度の低下（Edwards et alリ1975）、あるいは  

pHの低下（Donaldson＆Hermansen，1978）などが考えられるが、近年こ  

れらよりも主としてSRのATPパインディング部位が化学的な修飾を受ける  

ことによるとする知見が支持されている（Scherer ＆ Deamer，1986；  

Luckin et al．，1991）。Ca2十－ATPaseの低下は単収縮における収縮速度には  

直接影響することはないが、弛緩速度を遅延させるため（Gollnick et alリ  

1991）、繰り返し行われる収縮では単位時間内における反復回数を減少さ  

せることにつながる。   

SR以外の細胞内【Ca2十】調節因子としては、パルプアルブミン（PA）が挙げ  

られ、このタンパクは筋が弛緩する際、トロポニンからSRへCa加を運ぶシャ  
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トルとして作用していると考えられている（Gerday＆Gillis，1978）。Ca2＋  

に対する親和性は、トロポニンC ＜ PA ＜ SRの順で高い（Potter et al．，  

1978）。そのため、SRの働きによって【Ca2＋］が低下すると、PAはトロポニ  

ンCからCa2＋を受け取りPA・Ca2＋複合体を形成する。さらにPA－Ca2＋複合体  

が拡散によってSRのCa2＋パインディング部位に到達すると、SRはPAから  

Ca2＋を受け取ることになる。PAとSRが共存する時のトロポニンからの  

Ca2＋の除去速度はSRだけの場合と比べ速く、SRに加えPAも弛緩速度の規  

定因子として機能していることは十分考えられる。特に細胞内の温度が低   

く保たれる動物では、SRのCa加ボンビング作用は十分に機能せず、PAの   

重要性は大きいと思われる。事実、収縮・弛緩速度が極めて速い魚類骨格   

筋におけるPAの含有量は、哺乳類より高いことがBaron et al．（1975）や   

Harmoiret al．（1980）によって報告されている。  

SRが十分機能する環境下では、Ca2＋の回収に果たすPAの影響は魚類に   

おけるものほど大きくはないであろうが、噂乳類の骨格筋においてもPA  

の含有量が高ければ高いほど弛緩速度が速いことが認められている  

（Berchtold et al．，1982）。PAの分布を筋線推タイプ別にみると、平均値で  

はtypeIIB＞typeIID＞typeIIA＞tyPeIの順で大きいことが示されてい  

る（Celio＆Heizmann，1982；Fuchtbauer et al・，1991；Schmitt＆Pette，  

1991）。tyPeIIB線経とtypeIID線推における含有量は類似しているが、  

これらと比べるとtypcIIA線推およびtypeI線維の含有量は少なく、ラビッ  

ト骨格筋ではtypeIID線推の1／20～1／50程度である。また、同一のタイプ  

であっても差異があり、例えばラビット前脛骨筋のtypeIID線経では含有  
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量の最も高いものと最も低いものとでは10倍もの開きがある（Schmitt ＆   

Pette，1991）。  

3．筋線経と運動パフォーマンス  

A．筋線推組成と連動能力   

a－1持久能力との関係  

前述のように、tyPeI線経とtypeII線経とでは種々の特性に著しい違い   

が存在するために、筋を構成するそれぞれの線推の分布比率、すなわち筋   

線推組成によって、その筋の機能が大きく限定され、ひいては全身的な運  

動パフォーマンスにも影響を及ぼす。競技スポーツにおいて優れた結果を  

残すために、筋線推組成が重要であるとされるのはそのためである。  

Bergb et al．（1978）は多数の競技者および非競技者について脚筋に占め  

るtypeI線推の割合（％typeI線推）と全身持久能力の指標である最大酸素   

摂取量の関係について検討し、両者の間に正の相関関係があることを示し   

た（図5－a）。無気的作業間借との関係においても、最大酸素摂取量同様、  

％typeI線経との間に正の相関がみられるが、筋線推組成は最大酸素摂取   

量よりもむしろ無気的作業開催と密接な関係にある（相関係数が高い）こ   

とが示されている（図5－b）。最大酸素摂取量を決定する要因には、筋を中心   

とした末梢系の機能だけではなく、呼吸循環器系などの中枢系の機能も大   

きく関与する。これに対して無気的作業間借では、筋におけるエネルギー  
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源としての脂質の利用率が特に問題となり、typeII線推と比べtyp6Ⅰ線推  

に   

おいてその利用率が高い。これに加え、ビルビン酸から乳酸への反応を触  

媒するLDHは、typeI線推においてその活性値がtypeII線推より低いだけ  

・ではなく、ピルビン酸に対するKmが高いアイソザイムが多く存在するた  

め（Pette，1986）、乳酸の発生が低いレベルに抑えられることが知られてい  

る。このように無気的作業間借では、最大酸素摂取量と比較すると筋の特  

性に依存する部分が大きく、これが％typeI線経と無気的作業開催とが高  

い相関関係にある原因である。   

無気的作業間借と筋線推組成との関係をさらに詳しくみると、無気的作  

業開催に相当する運動強度を最大酸素摂取量に対する相対値で表わしても、  

％typeI線経との間に正の相関関係が成り立つ（図5－C）。したがって、筋に  

占めるtypeI線推の割合が低い者と高い者とでは、最大酸素摂取量以上に  

無気的作業間借に大きな差異ができることになる。マラソンのレース中の  

スピード（運動強度）は、ほぼ無気的作業開催に匹敵するといわれており、  

この競技におけるtypeI線推の重要性が強調される。   

等尺性収縮において一定の力を発揮し続けることのできる時間と筋線推  

組成の間に有意な関係があるかどうかについては、％typeI線経と正の相   

関があるという報告（宮田ら，1985）とそのような関係はないという報告  

（Maughan et al・，1985）がなされている。この能力を限定する要因が何で  

あるのかについては必ずしも明確になっているわけではなく、このように  

相反する結果が得られた素因については言及することはできない。  
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a－2 収縮速度および筋力との関係   

typeI線経とtypeII線経とでは発現しているHCのアイソフォームの種  

類に起因してmATPase活性が異なり、個々の筋線推の収縮速度は後者にお  

いて3～10倍高いため（brsson＆Moss，1993）、筋線維組成は筋のVmaxを直  

接左右することになる。張力とスピードの構であるパワーもまた筋線推組  

成と深く関連するが、typeII線推が特に重要な役割を果たすことが  

Faulkner et al・（1986）によって報告されている。それによるとtypeI線維、  

typeⅠⅠ線推ともにVmaxの約1／3の速度で最大のパワーを示し、tyPeII線推の値は  

typeI線推のおよそ4倍であるという。しかしながら、両タイプが混在する筋束  

においては、発揮するパワーに対するけpeI線推の寄与は、両線維の個々のパ  

ワーから予想されるものよりもはるかに小さいことが認められている。これは  

Dudleyetal．（1982）が指摘するように、ある程度の速度を伴った収縮においては、  

年peI線推はtypeII線推に引きづられるようなかたちで収縮することになり、十  

分な張力を出すことができなくなるためであると思われる。  

一方、最大随意等尺性収縮力は一般に筋線維組成に左右されないといわ   

れている（Hulten et al．，1975）。筋に占める収縮要素の割合がtypeI線推より  

typeII線推において高いことなどに起因して（勝田，1974）、1本の筋線  

推が発揮することのできる等尺性張力はtypeII線推の方が大 き い  

（Bottinelliet al．，1991）。したがって、tyPeII線推を多く含む筋ほど最大  

随意等尺性収縮力は大きいと考えられるが、前述のようにそのような結果  

は得られていない。おそらく、随意等尺性収縮力に関しては、収縮要素の  

割合よりも、筋線推横断面積あるいは運動単位の動員様式や活動時相の同  
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期化などの要因が大きく影響するからであろう。  

a－3 回復力との関係  

筋内のpHが低下するとクロスブリッジの形成が妨げられ発揮しうる張力  

が低減するため（Robertson＆Kerrick，1979）、収縮によって発生した乳敢  

を短時間で除去することは、運動による疲労からの素早い回復に不可欠で   

ある。産生された乳酸はその筋線線内のミトコンドリアで酸化・除去され   

るか、毛細血管を通じて血液中に流出し肝臓や他の筋で処理される。した   

がって、ミトコンドリアと毛細血管の発達の度合が疲労の回復に対して重   

要な要因となる。  

Tesch ＆ Wright（1983）は最大努力で連続50回の膝伸展運動後、40砂の   

休息をおいてさらに同様の運動を5回行わせたところ、休息後の筋力の回   

復率と外側広筋における毛細血管の密度との間に正の相関関係があること   

を報告している。1本の筋線維を取り囲む毛細血管の数は、typeI＞type  

IIA＞typeIIB／Dの順で高いが、毛細血管はトレーニングを行えば顕著に  

増加し、中止すれば減少することが知られている。また、持久的なトレー  

ニングによってミトコンドリアは個々の大きさと数を増し、全体としては  

トレーニング前の数倍になることもある。したがって、回復力については、  

筋線推組成とも関連するがそれ以上に身体の活動レベルに左右される部分  

が大きいとみなすのが安当かと思われる。  

B スポーツ選手の筋線維組成  

41   



ヒトの骨格筋は1つのタイプの筋線推のみで構成されているわけではな  

く、数種類のものが混在している。その比率は同一個体内でも異なるし、  

また同じ筋でも著しい個体差がみられるものがある。しかしながら、抗重  

力筋であるヒラメ筋では誰でもがtypeI線維の割合が高く、逆に上腕三頭  

筋ではtypeII線維の割合が高い傾向にある（Saltin＆Gollnick，1983）。こ  

れに対して外側広筋や誹腹筋などは個体差が著しい筋であり、平均では  

typeI線経とtypeII線維の割合はほぼ1：1だが、どちらか一方に片寄っ  

た組成を持った者もみられる（Saltin＆Gollnick，1983）。   

一流スポーツ競技選手の筋における筋線推組成を、typeI線経とtypelI  

線推の占める割合でみると、競技樺目毎に特徴的な傾向にある（図6）。持  

久能力を必要とされる種目ではtyp¢Ⅰ線維の割合が高く、一方瞬発カを求   

められる種目ではtypeII線維の割合が高い。この傾向は競技能力が、技術   

的なものよりも、筋をいかに速くそして長時間収縮させるかといったエネ   

ルギー発揮系に大きく依存する種目で特に顕著である。陸上競技のトラッ   

ク種目はその代表的なものであり、短距離選手ではtypeII線維の割合が   

70％を超えているのに対して、マラソン選手では逆にtyp¢Ⅰ線推の割合が   

80％を超える。   

競泳選手の筋線推組成も同様な傾向にあるが、陸上競技選手とは2つの  

点において遠いがあり、その1つは種目間の差が陸上競技でみられるほど  

大きくないことである。運動の継続時間がおおよそ類似している陸上競技  

400m（男子世界記録－43秒29）と競泳100m（男子世界記録－48秒42）、および  

陸上競技5000m（男子世界記録12分56秒96）と競泳1500m（男子世界記録一14  
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分41秒66）における平均速度を比較すると、陸上競技では5000mが400mの  

70・0％であるが、競泳では1500mが100mの82．4％である。このことば、競  

泳では一人の選手が距離の異なる複数の種目で活躍しやすい傾向にあるこ  

ととあわせ、種目間での負荷の差がそれほど大きくなく、それが筋線維組  

成にも反映していると思われる。もう1つの違いは、競泳短距離系選手で  

はtypeI線経とtypeII線維の割合がほぼ1：1であることに示されるよう   

に、全体としてtypeI線推よりにシフトしていることである。これは競泳   

が水に抗した運動であるため、陸上競技におけるほど速い速度で筋を収縮  

させる局面は少なく、typeII線推の必要性が低いことに成因があるものと   

思われる。  

球技選手ではtypeI線推かtypeII線推どちらか一方に極端に片寄った組   

成をもった者は少なく、ほとんどの種目の選手がtypeII線推が50％をやや   

上回る筋組成である。球技種目では素早い動きを間欠的に繰り返し行うこ   

とが要求され、持久力と瞬発力の両者を高いレベルでもつことが必然であ   

る。そのため、いずれか一方の筋線推の割合が著しく高いことは、かえっ   

てマイナスに作用するのであろう。  

typeII線推のサブグループはどのように分布しているのであろうか。特   

別のトレーニングを行っていないヒトの筋では、tyPeIIA線経とtypeIIB／   

D線推の比率はおおよそ2：1である。一流スポーツ選手ではどの種目でも   

例外なくtypeIIB／D線推の割合が少なく、特に持久的なトレーニングを行っ  

ている陸上・長距離選手や競泳選手では、この線推はほとんどみられない   

か、あったとしてもごくわずかである。  
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図6は、スポーツ競技において優れた成康をあげるためには、主働筋の  

筋線推組成がそのスポーツの運動特性と一致していることが一つの鍵にな  

ることを示し、このことはスポーツ適性を占ううえで、筋線維組成が重要  

な指標になりえることを意味する。しかしながら、注意しなければならな  

いことは、同一の種目内で比較すると筋線推組成の偏差は極めて大きいこ  

とである。例えば長距離・マラソン選手は平均値ではtypeI線推の割合が  

約80％あるいはそれ以上であるが、中には50刻まどしかtypeI線推を持っ  

ていないのにもかかわらず、マラソンを2時間11分16秒で走破した選手も  

いる。したがって、競技スポーツにおいて優れた人材を発掘するうえで、  

筋線維組成は確かに指標の1つとはなるが、それが全てではなく選手の持  

つ他の多くの能力を加味して、適性を判断すべきである。  

4．収縮活動量増加に伴う筋線推の変化  

A．mATP＆SCの組織化学的特性により分類される筋線維タイプの変  

化   

筋線維がどのようなタイプとして現出するかは、ただ1つだけの要因に   

よって決定されるわけではなく、幾つもの因子が複雑に絡み合った結果で   

ある。しかしながら、その中でも筋線推に負荷される収縮の活動量が大き   

な影響力を持つことは広く認められている。収縮活動量の増大が筋線維に   

及ぼす影響を検討する実験的手法の一つに、骨格筋を支配する神経に電極  
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を取り付け電気刺激によって人為的に筋を収縮させる方法がある。この方  

法は運動などとは異なり、（1）活動量を増加させる筋を厳選できること、  

（2）ターゲットとする筋を構成するほとんど全ての筋線推の活動量を変化さ  

せることが可能なこと、（3）片脚を実験側、同一個体のもう一方を対照側と   

することによって、筋線推の特性に影響を及ぼすと思われる幾つかの要因   

の中で、活動量の変化以外のものをかなり排除できることなどの点で優れ   

たモデルである。  

図7は、ラビットの長指伸筋を1日12時間電気刺激によって収縮させ続   

けた時の筋線維組成の変化を示したものである（Pette，1992）。長持伸筋は   

典型的な速筋であり、刺激開始前は約60％がtypeIIB／D線推、30％がtype  

IIA線維、10％がtypeI線推によって構成されている。刺激開始とともに  

まずみられる変化は、tyPeIIB／D線推の減少、tyPeIIA線推の増加および  

typeIIC線維の出現である。電気刺激をさらに長期間にわたって継続する  

と、tyPeIIB／D線維は完全に消失する。それとともに、tyPeI線推が増加  

し、この筋線継が最も多くを占めるようになる。   

では、tyPeIIB線経とtypeIID線推間ではどのような変化が起こるので  

あろうか。電気刺激によるこれらの組織化学的変化について言及した報告  

はなされていないが、筋線推タイプは含まれるHCのアイソフォームの種  

類によって決定されるので、HCの変化を観察することによって示唆を得  

ることができる。Termin et al・（1989a）は、電気刺激を負荷されたラット  

の長指伸筋においてHCIIBが著しく減少することを認めており、これは  

typeIIB線推からtypeIID線推へのタイプ移行が生じていることを示すも  
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のである。′これらのことから、収縮活動量の増加に伴って窟歯頚骨格筋で  

は図8－aに、またヒトでは電気刺激を施した例はもちろん無いが、トレー   

ニングによる筋線推組成の変化（Andersen＆Henricksson，1977）などから、  

図8－bに示される順序で移行するとみなして間違いない。なお、収縮活動  

量の増加に伴うtypeI線推の増加は、ここで述べたtypeIIA線維からのタ  

イプ移行が主な要因ではあるが、それだけではなく、割合としては少ない  

がtypeII線推が壊死しtypeI線推が新生することにも原因がある（Maier＆  

Pette，1987；Maieretal．，1988）。  

図7にみられるように、typeIIA 線推からtypeI線推への移行と比べ  

typeII線絶間での移行は極めて早期に起こり、このことはタイプ移行と  

いっても、その顕在化に必要な活動量の変化の開催は筋線推タイプ間で著  

しく異なることを示唆する。ヒト骨格筋においてもtypeIIC線推は約1％  

しかみられないのに対し、typeIIAB 線綻ば10％以上も存在することが確  

認されており（Sraton，1991）、この示唆を裏付ける知見である。トレーニ  

ングによってtypeI線推の増加が生じにくいのは、筋線推の動員パターン  

とも関連して、typeIIA線推に対し移行が起こりうる開催を超える活動量  

の増加をもたらすことが、困難であるためであると考えられる。また、協  

同筋を切除し、残存の筋における活動量を増加させるモデルでは、type  

IIB／D線推からtypeIIA線推への移行だけでなく、tyPeIIA線堆からtype  

I線維への移行も生ずるが（Oakley＆Go11niCk，1985）、tyPeI線推の増加率は   

電気刺激におけるものほど大きくはない。  

ここで注意をしなければならない点は、図8はtypeIIB線推を活動させ  
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続けていれば、いつかはそれが完全にtypeI線推になることを意味してい   

るのではないことである。図7に示されるように、長持伸筋に対して90日   

間電気刺激を続けても全てがtypeI線維になることはない。これに加え、   

さらに長期間（150日）電気刺激を施してもfast type LCは完全に消失しない   

こと（Seedorfetal．，1983）、あるいは電気刺激に伴いtypeIIA線堆から移   

行してきたと思われるtypeI線推は、LCIsおよびLC2sに加えLClfを発現   

していること（Staron et al．i1987）などが認められている。これらのこと   

は、収縮活動量の変化に応じて筋線維はタイプ移行するが、それぞれの筋   

線推タイプ毎に遺伝的にプログラミングされた固有の特性があり、その適   

応範囲内でしか変化が起こらないことを示すものと考えられる。  

B． ミオシン重鎖および軽鎖の変化  

収縮活動量の増大に伴うHCIIBの減少およびHCIIAの増加は、比較的早   

期に起こり、電気刺激の開始後約1週間前後で変化を観察することができ   

る（Termin et al．，1989a）。しかしながら、このタンパクレベルでの変化は   

mRNAレベルでの変化と同期して起こるわけではない。HCIIBをコードす   

るmRNA（HCIIB－mRNA）は刺激開始わずか2日後に減少が始まり、1週間   

後にはほとんど検出されなくなる（Kirschbaumetal．，1989b）。HCIIA－mRNA   

についてもそのタンパクに先立ち変化がみられ、刺激開始後2～4日後に   

は増加が認められる（Kirschbaumetal．，1989b）。このように、タンパクレベル   

での変化とmRNAレベルでの変化との間に時間的なズレがあるのはなぜで   

あろうか。第一に考えられるのは、mRNAがタンパクへと翻訳される段階  
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で何らかの調節機構が存在することだが、HCIIAおよびHCIIDに関してそ   

のmRNAが増加している時期に並行して合成速度が増大していることが認   

められており（Termin＆ Pette，1992）、この可能性は小さいといわざるをえ   

ない。  

最もありえることは、タンパクの分解速度の関与である。fast type HC   

の半減期は14～17日であるといわれており（Gagnonetal．，1990；Termin＆Pette，   

1992）、電気刺激に伴いDNAからHCIIB－mRNAへの転写がほとんど停止し   

たとしても、既存のHCIIBは直ぐに分解・減少するわけではない。したがっ   

て、新たに合成されたHCIIDあるいはHCIIAは、HCIIBが分解・減少した   

後、サルコメアに取り込まれ初めてフィラメントとして機能するのであろ   

う。それ以前、すなわちHCIIBの分解が盛んになり、多くのHCIIBがサル   

コメアから離脱し始める前は、合成された大部分のHCIIAおよびHCIIDは   

細胞内に遊離した状態にありこれらは容易に分解へと進むであろうから、   

これがタンパクレベルでの変化とmRNAレベルでの変化との間に時間差が   

生じる要因であると思われる。  

LCは筋線推タイプには直接影響しないが収縮特性に関与し（Bottine11iet   

al．，1993；IAWey etal．，1993）、HCと同様に移行に伴いアイソフォームの分布   

が変化する。電気刺激ががLCのアイソフォームの分布に及ぼす第一の影   

響は、fast typc alkaliLC（LClfおよびLC3f）に観察されるが、HCと同様   

にタンパクレベルでの変化とmRNAレベルでの変化とは一致していない場  

合がある。刺激開始約2週間後に、LClf・mRNAの増加およびLC3f－mRNA   

の減少が観察される（Kirschbaumetal．，1989）。これをタンパクレベルでの変  
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化と比較すると、LClfではタンパクとmRNAとはほぼ並行して推移するが、   

LC3fではタンパクの減少量はmRNAのそれを大きく上回る。この原因につ   

いては必ずしも明確ではないが、HCとLCとの親和性と関連があるのでは   

ないかといわれている。すなわち、LC3fのHCに対する親和性はHCIIA ＜   

HCIID＜ HCIIBの順で高く、活動量の増加によってHCIIBが減少するため   

HCと結合しないLC3fが増加し、これらが結合しているものと比べ速やか   

に分解されるのではないかというのである。  

さらに長期間電気刺激を継続すると、HCIおよびLCsの増加が起こるが、  

両者が相互にどのような経時的変化を示すのか、あるいはこれらをコード   

するmRNAの変化とどのような対応関係にあるのかについての詳細は、明   

らかになっていない。  

C． 筋線維のタイプ移行を引書起こす要因   

これまで述べてきたように、収縮活動量の増加は筋線維のタイプ移行を   

もたらす。また、ここでは触れなかったがミオシンだけではなく、ミトコ   

ンドリアや筋小胞体などに代表されるように、筋線維内の他の多くの構成   

要素にも定量的あるいは定性的な変化が生じる。これらは活動量が増した  

ことによって、細胞内においてシグナルとなる物質に何らかの変化が起き、   

それが直接、あるいはカスケード反応の結果として、遺伝子に働きかけタ   

ンパクの発現が変化したためである。そのシグナルとは何なのであろう。  

収縮活動量の増大により極めて早期に起こる変化は、筋小胞体のCa2十取   

り込み能力の低減（Leberer et al．，1987）やCa2＋結合タンパクであるPAの  
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減少（Leberer et al・，1986）に起因する細胞内遊離【Ca2十】の増加である。  

Ca2＋はタンパクの合成・分解速度を調節することから（Lewis et al・，  

1982）、筋線推のタイプ移行を起こすシグナルの第一候補として考えられ  

てきた。しかしながら、電気刺激に伴う筋線推内【Caヱ十］の経時的変化を検  

討したSreter et al．（1987）の報告は、［Ca2十］は刺激開始直後から増加し始  

め3日後にはピークを迎えるが、その後減少し約3週間後にはほぼ元の値  

になったことを示している。typeI線推の占有率の増加は刺激開始後3～  

4週間以降始まり、その後長期にわたって継続する。これらの事実からは、  

mRNAの変化とタンパクの変化の時間的なズレを考慮しても、【Ca2＋］の変  

化がtypeIIA線推からtypeI線推への移行のトリッガーとして作用してい  

るとは考えにくい。   

近年、Ca2十に代わってATPの濃度（【ATP］）が筋線推のタイプ移行のトリッ  

ガーとして注目されている。かグアニジノプロピオニック酸（β－GPA）は  

クレアチンのアナログであるが、クレアチンキナーゼに対する基質として  

はクレアチンよりKmが高く、親和性の低い物質である。これを飼料に混  

ぜ数週間ラットに与え続けると、筋内の【ATP】が減少することが知られて  

いる（Shoubridge＆Radda，1987）。このような処置を施したラットの筋で  

は、その程度は小さいものの、有酸素系代謝能力の向上（Shoubridge et  

al．，1985）、LC3fおよびPAの減少（Moerland et al・，1989）、あるいはSlow  

typeミオシンの増加（Moerland et alリ1989）など、電気刺激に起因してみ  

られるものと同様の変化が起こる。さらに、ヒトミトコンドリアゲノムに  

おける転写速度および転写パターンは、【ATP】に影響されることも報告さ  
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れている（Gainesetal．，1987）。【ATP］は電気刺激開始15分後には既に減少  

しており、それは刺激が継続されている間、回復することはない （Green  

et al．，1992）。これらのことから、アデニレイト系のリン酸化能力が筋細  

胞における表現型を調節し、筋線維のタイプ移行においてもそれがトリッ   

ガ一になるものと推測される。  
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ⅠⅠⅠ．研究目的および研究課題   

骨格筋線推におけるHCおよぴLCのアイソフォームの分布および持続的  

な運動に伴うそれらの変化を明らかにすることを目的とし、以下の研究課   

題を設定した。  

実験Ⅰ 高強度・持久トレーニングによる筋線推組  

成およびミオシン軽鎖の変化   

長期間にわたる持久トレーニングが速筋（typeII）線推から遅筋  

（typeI）線推への移行の誘因刺激となるか否か、また、それに伴  

いLCのアイソフォームがどのように変化するのかを検討する。  

実験ⅠⅠ協同筋切除によるミオシン重鎖および軽鎖  

の変化   

収縮活動量が著しく増加した筋におけるHCおよびLCのアイソ   

フォームの変化を経時的に検討する。  

実験ⅠⅠⅠラットおよぴラビットの単一筋線推におけ  

るミオシン軽鎖の分布   

fast type alkaliLC（LClfおよぴ3f）が単一筋線維内に特異的に  

分布しているか否かを検討する。  
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実験ⅠⅤラビット単一筋線維におけるアイソミオシ  

ンの分布   

PPi－PAGEによって単一筋線維において発現しているアイソミ  

オシンを検出し、各アイソミオシンのゲル上の挙動およびその分   

布について検討する。  

実験Ⅴ ヒト骨格筋におけるミオシン重鎖と軽鎖の  

親和性   

ヒト骨格筋の筋線推組成とLCの分布を分析し、HCとLCの間の   

親和性について検討する。  
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ⅠⅤ・高強度・持久トレーニングによる筋線推  

組成およびミオシン軽鎖の変化（実験Ⅰ）  

1．目 的  

骨格筋においてその収縮速度の主たる決定因子がmATPase活性であり  

（B左ー左ny，1967）、この酵素の生化学的に測定される活性値と組織化学的染  

色に基づき類別される筋線推タイプとの間に対応関係があることが明らか   

にされ（Guth＆Samaha，1969）、スポーツ適性という側面から筋に占める   

筋線維タイプの分布比率、いわゆる筋線維組成が注目されるようになった。   

1972年のGollnick etal．（1972）以来、各種競技種目選手の筋線維組成が   

報告され（Costillet al．，1976a；Costillet al．1976b；Coyle et al．1979）、   

あるスポーツ種目で成功を収めるためには、そのスポーツの運動様式に適   

合した筋線推組成を持つことが、多くの場合必要条件になることが明らか  

になった。筋に占める速筋（typeII）線経と遅筋（typeI）線推の比率は、  

主として遺伝的な要因により決定され、生体をとりまく環境やトレーニン  

グなどの後天的な因子によっては影響を受けにくいことが、ヒトや動物を  

用いたトレーニング実験、あるいは一卵性双生児を対象としたこれまでの  

研究から認められてきた（Komietalリ1977；Schantzetal・，1982；Howaldet   

al・，1985）。   

しかしながら、非生理学的ではあるが協同筋の切除（Baldwin et al・，  

1982；Royetalリ1985）や電気刺激（Petteetal・，1976；Staronetal・，1987）  

などの方法により人為的に筋の収縮活動量を著しく増大させると、収縮特  
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性の指標となる幾つかのパラメーター （筋線推組成、ミオシンのアイソ  

フォームの分布など）に収縮速度の低減を示唆する変化がみられることが  

知られている。したがって、これまでのトレーニング実験においてそのよ  

うな変化が起こらなかったのは、用いられたトレーニングの質（運動強度）  

あるいは量（1回の運動時間、トレーニングの頻度や期間）のどちらか一  

方あるいは両方が十分でなかったため、収縮タンパクの発現状態に影響を   

及ぼすほどtypeII線推を刺激しえなかったためであろうと推察される。  

そこで本実験では、長期間に渡る激しい持久トレーニングによって生じ   

る骨格筋における変化を、組織化学的手法に加え電気泳動学的手法により   

検討することを目的とした。  

2．方 法   

A実験動物およびトレーニング  

実験にはWistar系雄ラット26匹を用いた。これらを12時間の明暗サイク   

ルの照明下で、温度22±2℃、湿度60±5％に常時維持した飼育室において、   

2匹づつ同一ケージ内で飼育した。なお、水と飼料は自由摂取とした。  

4週齢より小動物用トレッドミル（夏目制作所製KN73）を用い、1週間   

の予備トレーニングを行った。予備トレーニングでは25m／minで30分まで   

走行させ、その走行成廣と体重から等質グループになるように以下の4群   

に分けた。トレーニング群としては、8週間トレーニングを負荷するT8群  

（n＝6）、16週間トレーニングを負荷するT16群（n＝6）を設けた。また、それ  

ぞれのコントロール群をC8群（n＝6）、C16群（n＝8）とし、トレーニング群  
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には5週齢より走行トレーニングを開始した。   

表6にトレーニングのプロトコールを示した。走速度 30 m／min、走行  

時間 20min／dayから始め、走速度と走行時間の両者を漸増し、T8群の最  

後のトレーニングにあたる第8週目には40m／min、120min／dayに達した。  

以後走行時間のみを漸増し、最終週第16週目の走行時間は240min／dayで  

あった。疲労困優になり連続走行が不可能となったラットには、随時休息  

をおき規定の時間走行させた。なお、トレーニング頻度は週5回であった。  

B 組織化学的分析  

最終トレーニング終了48時間後、エーテル麻酔下にて両肢から長指伸筋   

（EDL）およびヒラメ筋（SOL）を摘出し、片方を組織化学的分析に、もう   

一方を電気泳動学的分析にあてた。摘出した筋の筋腹付近を数mmに横断   

し、液体窒素で冷却したイソペンタン中で急速冷凍した。クリオスタット   

（－20℃）中で厚さ約10iLmの連続横断切片を作成し、mATPase染色   

（Padykula＆Herman，1955）およびNADH－TR（Nachlas et al．，1958）を施   

した。mATPase染色におけるPreincubationのPHは10．3、また浸漬時間は   

10分（37℃）であった。得られた標本の光学顕微鏡写真から、Peter et al・   

（1972）の方法に従い筋線推をSO、FOGおよびFG線推に分類した。筋線推   

組成は横断面の全筋線維をカウントすることによって算出した。  

C 電気泳動  
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T＆ble6．Pro＄r＆m＄Ofpro＄rCSSivccndurancetraining．  

Age  Spced  Duration  

匝k）  （m／min）（min／day）   T8   T16  

30  

30  

30  

40  

40  

40  

40  

40  

40  

40  

40  

40  

0
 
 

4
0
 
 
－
 
 

4
 
 

Values are based on the finalrun for each week．  

Sessions were5timesperWeek．  
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ガラスホモジナイザーを用い、40倍の抽出液中で筋をホモジナイズした。  

抽出液の組成は8Mグアニジン塩酸、0．1M Tris－HCIpH7・5、10％（VOl・／  

VOl．）メルカプトエタノール、0．01Mピロリン酸ナトリウムであった。筋  

タンパクを含む抽出液を5M尿素、1Mチオ尿素、0・17％（volノvol・）メル  

カプトエタノール、および0．15 M ピロリン酸ナトリウムから成る溶液中  

で、4時間（0℃）透析した後、一次元目の泳動に用いた。   

LCの分布は、一次元目を等電点電気泳動、二次元目をSDS－PAGEとす  

る二次元電気泳動から検討した。等電点電気泳動における支持体には、  

Hirabayashi（1981）の方法に従ってアガロースを用いた。ホモジネイト60  

〃1をディスクアガロースゲル上に負荷し、500Vで24時間、6℃の条件下  

で通電を行った。一次元目の泳動終了後、10％（mass／vol・）トリクロロ酢  

酸、5％（mass／vol．）スルホサリチル酸を含む溶液中で1時間タンパクを固  

定し、直ちに二次元目の泳動を行った。   

不連続系SDS－PAGEは、Laemmli（1970）の原法を修正したHirabayashi  

（1981）の方法に従って行った。アクリルアミドに12－20％の濃度勾配がつ  

いたものをセバレイティングゲルとして用いた。通電はスタッキングゲル  

中は30mA、セバレイチイングゲル中は70mAであった。クーマシープリ  

リアントブルー染色を施した後、画像解析システム（NEC社製PC－8001MK  

II、日本ピーシーシステムズ社製写楽）により、LCの相対的分布を算出し  

た。  

3．結 果  
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A 筋線推組成   

表7にヒラメ筋および長指伸筋の筋線維組成を示した。ヒラメ筋では両  

トレーニング群ともにSO線維の占有率が高い傾向にあり、T16群に有意な  

差異（p＜0．05）が認められた。一方長指伸筋では、SO線推には有意な差異  

は認められかったが、速筋のサブグループに変化がみられ、両トレーニン  

グ群ともにコントロール群と比べ、FOG線維に高値が、FG線維に低値が   

観察された。  

B ミオシン軽鎖   

表8にヒラメ筋、表9に長指伸筋におけるLCの各アイソフォームの分  

布を示した。ヒラメ筋ではfast type LCはごく微量しか存在せず、特に  

LC3fについては全く検出されないものが全体の約4割を占めた。トレー  

ニング群とコントロール群を比較すると、T8群、T16群ともにSlowtype  

LCが増加、fast type LCが減少する傾向にあったが、統計的には有意で  

はなかった。一方、長指伸筋ではLC3fに変化が観察され、C16群と比べ  

T16群の備に低値（p＜0．05）が認められた。  

4．考 察   

これまで持久トレーニングに起因してtypeII線推のサブグループ間に  

タイプ移行が起ることは報告されてきたが（Andersen ＆ Henriksson，  

1977）、一卵性双生児では二卵性双生児と比べペア間のtypeI線推（ある  

いはtypeII線推）の占有率が酷似していること（Komiet al・，1977）、また  

多くのトレーニング実験（Andersen＆Henriksson，1977；勝田ら，1984；勝  
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Table7．ComparisohOfrelativemllSCle餌bercomposition（％）incontrolandtrained  

grO11pS・  

SOL  EDL  

Group N  
SO  FOG  SO  FO G FG  

39．6±2．4  57．3±3．2  

48．4±6．4＊ 47．6±6．1＊＊   

38．0±4．0  58．8±3．1  

45．7±3．4＊＊ 50．5±3．3＊＊  

20．1±5．7   3．1±1．5  

14．2±6．0  4．0±1．9   

14．5±5．7   3．2±1．4  

8．2±2．7   3．8±1．2  

C8  6  79．9±5．7  

T8  6  85．8±6．O   

C16  8  85．5±5．7  

T16  6  91．8±2．7＊  

Valuesaremeans±SD．＊and＝denotestatisticallysign摘cant（p＜0．05andp＜0・01，  

respectively）differencesbetweenC8andT8andbetweenC16andT16・  
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Table8．Percentagedistributionofmyosinlightchain（LC）isobrmsinthesoleus  
muscleofcontroIand trainedrats．  

slow type LC fasttypeLC  
Group N  

LCIs  L C2s L Clf LC2f  LC3f  

C8   6  43．1±3．6 41．2±3．2   4．7±3．3 9．8±3．5 1．2±2．5   

T8   5  43．9±4．2 43．5±5．1   3．9±2．2 8．2±4．6 0．5±0．9   

C16 5  49．0±4．3 43．1±3．9   3．4±3．3 4．3±3．5  0．2±0．3   

T16 6  49．1±2．4 46．6±3．4   0．7±1．2 3．5±0．8 0．1±0．2  

Values are means±sD．  
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Tab］e9・Percentage distribution ofmyosinIight chah（LC）isofbrmsin the  
extensordigitorumlongusmuscleofcontrolandtrainedrats．  

slow type LC fasttypeLC  
Group N  

LCIs  L C2s LClf  LC2f  LC3f  

C8   6  3．6±2．3 4．2±3．0  30．1±4．6 43．7±4．8 18．4±6．3   

T8   6  2．4±3．4 5．1±5．0  32．9±4．7 43．9±8．0 14．7±3．1   

C16 8  0．9±0．8 2．5±2．1  32．1±3．9 46．4±4．2 18．1±2．9   

T16 5  0．8±1．2 1．9±1．9  33．9±5．6 51．1±8．3 12．3±5．3＊  

Values aremeans±sD・Statisticalsignificance：ControIvs・trained，  
＊Pく0．05．  
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田ら，1985）ではtypeI線経とtypeII線推の比率は変化しなかったことな  

どから、tyPeI線経とtypeII線維の割合は後天的要因により変化しにく  

いとされてきた。  

しかしながら、Petteらの一連の研究（Bar et al．，1989；Pette，et al．，  

1976；Reichmann，et al．，1985；Reichmann et al．，1991；Staron，et al．，   

1987；Termin et alL，1989a）から明確になったように、筋を支配する神経  

に電極を埋め込み、1日12時間以上電気的に筋を刺激し続けその収縮活動  

量を著しく増加させると、このような処置を受けた速筋は遅筋と極めて   

類似した特性を有するようになり、組織化学的には刺激前typeI線維の   

占有率が数％であったものが90％以上に増加することが認められている   

（Staron et al・，1987）。このtypeI線推の増加は主として既存のtypeII線   

推内でSlow type HC（HCI）が合成されるようになりtypeI線推へと移行   

することに原因があり、これらの事実はtypeII線推を十分動員できる運   

動強度で長時間トレーニングを行なえば、これまで一般に支持されてき   

た知見とは異なり、トレーニングによるtypeII線推からtypeI線推への   

移行が起こり得ることを示唆するものである。  

■  本研究で用いた走速度は、ラットの最大酸素摂取量（VO2maX）の86・8％  

に相当する（跡見ら，1985）。このような運動強度を用いたのは  

80％VO2maX以上の強度でtypeII線推の有気的代謝能力に向上がみられ  

たとするDudley etal．（1982）の報告に基づき、運動に際し多くのtypeII  

線維が動員されるよう考慮したものである。そして、1日4時間に及ぶ  
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苛酷なトレーニングを負荷したところ、ヒラメ筋においてtypeI線維の  

増加が観察され、これはトレーニングによるtypeIIA線稚からtypeI線  

推の移行が起こったことを示すものであると考えられる（表7）。Maier et  

al・（1986）は電気刺激による収縮活動量の増大に伴って、FG線維が変性  

し、代わって酸化能力の高い筋線推が新生することを認め、必ずしも  

typeI線推の占有率の増加の全てがtypeIIA線推からの移行だけに成因  

があるのではないことを指摘しているが、トレーニングによってもこの  

ような現象が起こるかどうかについては不明である。いずれにせよ、本  

研究の結果は、一流持久的競技者の主働筋にみられるtypeI線推の高い  

占有率（Costillet al．，1976b）は、遺伝的な要因のみならず長期にわたる  

トレーニングがある程度関与していることを示唆する。   

typeI線推の増加が観察されたヒラメ筋では、SlowtypeLC（LCIsお  

よびLC2s）も増加する傾向にあったが統計的に有意にはいたらず（表8）、  

この原因についてはよく分からない。長指伸筋ではtypeI線経とtypeII  

線経との間に移行はみられなかったが、トレーニングに伴いLC3fの減少  

が認められた（表9）。Thomason et al・（1986）は、LC3fから成るミオシ  

ン分子はLClfから成るものよりmATPase活性が高いことを示しており、  

これに従えば本実験でみられたLC3fの減少はトレーニングによってtype  

II線推の収縮速度が低減したであろうことを示唆し、組織化学的には検  

出できなかった変化を電気泳動法を用いることにより、より詳細に検討  

できる可能性が示された。   

以上のことから、高強度・持久トレーニングを量的に十分行うことに  

67   



より、骨格筋ではHCIの合成が促進され、組織化学的な筋線推タイプに   

おいてはtypeII線維のサブグループ間のみならず、tyPeII線堆からtype   

I線推への移行も起こるであろうことが示唆された。  

5．要 約  

高強度・持久トレーニングによる骨格筋の適応について検討する目的   

で、生後5週齢のWistar系雄ラットをT8群とT16群に分け、T8群には   

8週間、T16群には16週間のトレッドミル走を負荷し、電気泳動学的・   

組織化学的分析を行い、以下の結果を待た。  

1）筋線維組成については、長指伸筋では両トレーニング群にFG線   

維の減少、FOG線推の増加が、またヒラメ筋ではT16群にSO線維  

の増加が認められた。  

2）ミオシン軽鎖（LC）については、ヒラメ筋では変化が認められな   

かった。一方、長持伸筋ではT16群にLC3fの減少が認められた。   

これらのことから、高強度・持久トレーニングを量的に十分行うこと  

により、特定の筋ではtypeII線推からtypeI線維へのタイプ移行が起こ  

り、筋の収縮特性はSlowtyp6へとシフトするであろうことが示唆された。  
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Ⅴ．協同筋切除による   オシン重鎖およ  
、   
、   

、   

び軽鎖の変化（実験ⅠⅠ）  

1．目 的  

現在骨格筋の組織化学的分類法として広く用いられているものは、   

mATPase活性のpHに対する感受性に基づいた方法であり （Brooke  ＆  

Kaiser，1970a，b）、これにより筋線維はtypeI線経とtypeII線推に大別さ  

れ、tyPeII線維はさらにtypeIIA線経とtypeIIB／D線維に細分される。  

この組織化学的なmATPase活性の高低はミオシンフィラメントの性質に依  

存するが、その中でもHCのどのアイソフォームが分布しているかが特に   

重要であることが明らかになっている（Staron＆Pette，1986，1987a，b）。  

これはmATPase活性に基づき分類される各筋線維は、それぞれ特有のHC  

のアイソフォームを細胞内に発現していることを意味し、typeI線推には  

HCIが、tyPeIIA線維にはHCIIAが、tyPeIIB／D線推にはHCIIB含まれる  

とされてきた。   

HCの検出にはSDS－PAGEが広く用いられてきたが、近時この方法の改  

良により、今まで考えられてきたものより多くの種類のアイソフォームが  

存在することが明らかになった。前述のように、組織化学的知見からは成  

熟した哺乳類の骨格筋では3種類のHC（HCI、HCIIAおよびHCIIB）が発  

現しているとされてきたが、SDS－PAGEによって、ゲル上でHCIIAのみを  

示すと思われてきたバンドをさらに2つに分離できることが報告され、  

Bar＆Pette（1988）はこのHCが横隔膜（Diaphragm）に比較的多く発現し  
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ていたことから、これをHCIIDと命名した。   

mATPaseがHCに存在し（Lowey，1986）、そのために細胞内に分布する  

HCの種類が筋線維の収縮速度を大きく規定する要因の1つであることは  

広く認められている事実である。しかしながら、単一筋線維の収縮速度と  

LCのアイソフォームの分布について検討した幾つかの報告では、alkali  

LCが従来考えられていたよりも収縮速度の高低に深く関わっていること  

が示唆されている（Sweeney etal．，1988；Mossey al・，1990；Lowey et al・，  

1993）ム   

実験Ⅰにおいて、持久的な運動によってtypeI線推が増加すること、お  

よびfasttypealkaliLC（LClfとLC3f）のアイソフォームの分布比率が変化  

することが示された。本実験ではこのよう■なミオシンフィラメントの変容  

についてのさらに詳細なデータを得るために、収縮活動量の増大に伴う  

HCおよびLCの経時的変化について検討した。なお、協同筋を切除すると  

残された筋の特性が遅筋化することが明らかになっており（Baldwin etal・，  

1982；Nobleetal．，1983）、本実験ではこの手法を持続的な運動のモデルと   

して用いた。  

2．方 法  

A実験動物および協同筋の切除   

実験には実験開始時の体重が300－350gのWistar系雄ラット20匹を用い  

た。エーテル麻酔下において左脚下腿後部をメスで切開し、俳腹筋とヒラ  

メ筋の末梢側の腱を切断、そのまま両筋を足底筋（Plantaris）から剥離し筋  
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長の約半分のところで切断した後、皮膚を縫合した （Ianuzzo et al．，  

1976）。術後2、4、6および8週間後にそれぞれ5匹ずつを解剖し、左  

右両脚から足底筋を摘出した。なお、右脚の足底筋はコントロールとして  

用いた。採取した筋については、電気泳動学的分析を行うまで液体窒素中  

で保存した。  

B 電気泳動  

ガラスホモジナイザーを用い40倍の抽出液で筋をホモジナイズした。抽  

出液の組成は、5M尿素、2Mチオ尿素、10mMピロリン酸ナトリウム、   

0．1％（volノvol．）メルカプトエタノールであった。  

LCを分画するために、ミニサイズのチャンバーを使用したこと、およ   

びSDS－PAGEにおけるアクリルアミドの濃度が15％均一であったこと以外   

は、爽験Ⅰで述べたものと同様の方法で二次元電気泳動法を行った。等電   

点電気泳動における通電時間は200 V で2時間、400 V で1時間、また   

SDS－PAGEにおいては20mAで約1．5時間であった。  

HCの分析にはSugiura＆Murakami（1990）によるSDS－PAGEを用いた。   

セバレイティングゲルには、アクリルアミドに5－8ウち、グリセロールに30－   

40％の浪度勾配がついたもの（長さ約20cm）を使用した。ホモジネイトを   

62．5mMTris－HCl，PH6．8、2％（mass／vol．）SDS、10％（vol．／vol．）グリセ  

ロール、5％（VOlノvol．）メルカプトエタノール、0．02％（mass／vol．）ブロモ  

フェノールブルーを含む溶液（Incubation medium）で50倍に希釈したもの   

10〃1をゲル上に負荷し、10mAの定電流で36時間通電を行った。泳動後、  
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LCを分画したゲルにはクーマシープリリアントブルー染色を、HCを分・画   

したゲルにはOakley et al．（1980）の方法に従い銀染色を施した。HCおよ   

びLCの定量にはデンシトメーター（島津CS－9000）を用いた。  

3．結 果   

A ミオシン重鎖の分離パターン  

本実験ではHCをより明確に検出するために長さ約 20 cmのセバレイ   

チイングゲルを用いたところ、先行研究（Bar＆Pette，1988；Sugiura＆  

Murakami，1990；Aigneretal．，1993）で示されている4つのバンド以外   

に、HCIIBよりやや移動速度の速い新たなバンドが認められた（図9）。   

このバンドが泳動中にHCIIBが分解されたものであるとすると、HCIIB   

とこのバンドの比率はどのような筋においてもほぼ等しくなると考えら   

れるが、筋線維組成の異なる数種類の筋について調べたところ、この比  

率は筋によって異なっていた。また、このバンドは組織化学的にtyp亡  

ⅠIB／D線維の比率が高い筋に多く存在したこと、およびtypeIIB／D線推  

を含まないヒラメ筋ではこのバンドは全く存在しなかったことから、こ  

れはこれまで報告されていない新しいタイプのHCであり、このHCを含  

む筋線推はmATPase染色ではtypeIIB／D線経と類似した染色パターンを  

呈するものと推察される。本実験ではこのアイソフォームをHCIIB－と呼   

ぶことにする。  

B slowtype重鎖および軽鎖の変化  
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Migration  

HCIIA－  

一l■HCIID  

HCIIB－  
一■HCIIB－   

HCI ■■－  如恥訊、 
・号  

Fig．9．Electrophoreticallyseparated  
myosinheavychainisoformsinadultrat  
Plantarismuscle．  
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図10aにSlowtypeLC（LCIsおよびLC2S）、図10bにHCIの変化を示し  

た。両者とも極めて類似した経時的変化を示し、術後4週間まではコン   

トロールと比べ差異はみられなかったが、6週間目以降は有意な高値が   

示された。8週目において対照側に対して実験側が発現していたslow  

typeアイソフォームは、LCで約4倍、HCで約3倍であった。  

C fasttype重鎖および軽鎖の変化   

図11はfast type HCの分布変化を示したものである。HCIIAは術後4  

週目以降コントロールと比べ高値が認められた（図11a）。HCIIBの変化  

は他のものと比べ早い傾向にあり、術後2週間ですでに低下し、それは  

実験終了時まで継続した（図11c）。HCIIDは術後2週目と8週目におい  

てのみ実験側において高値が観察され、4週目および6週目ではコント  

ロールとの間に差異は観察されなかった（図11b）。実験側における  

HCIIB－の含有率はコントロールと比べ常に低い値が認められたが、統計  

的に有意であったのは術後8週目のみであった （図11d）。図12に  

LClfに対するLC3fの比率を示した。この比率は術後6週以降実験側に  

おいて低値が観察され、8週目における実験側の値は対照側の約67％で  

あった。  

4．考 察   

協同筋を切除することにより、残存の筋ではmATPase活性の低下  

（Royetal．，1985）あるいはtypeI線推の占有率の増加（Oakley＆Goll－  
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nick，1985）など、電気刺激や交叉神経支配が施されたものと極めて類  

似した変化が起こることが認められており（Pette，etalリ1976）、この手  

法は筋の収縮量の増加のモデルとして妥当であると思われる。   

Termin＆Pette（1992）は、電気刺激が与えられたラットの前脛骨筋  

では、刺激開始2日後ですでにHCIIBのメチオニンの取り込み量が減少  

していることを、同様にBrown et al・（Brown，et al．，1983）も刺激開始  

2日後にHCIIBにはみられないペプチドが、ラビットの前脛骨筋から検  

出されることを報告しており、収縮量の増加に対してHCIIBの合成量の  

低下および他のHCのアイソフォームの合成の促進は、極めて早期に起  

こる現象であることが示唆されている。図11に示される結果はこれとよ  

く一致する。HCの変化の初期において観察される合成が促進されるア  

イソフォームとは、活動量が増加した筋ではHCIIAあるいはHCIIBとと   

もにHCIIDが混在した単一筋線推が多くみられるようになることから、  

HCIIDであると思われ（Termin，et al．，1989a）、PetteはHCにづいての一  

連の研究（Kirschbaum et al．，1990；Pette＆Star 

Vrbova，1992；Termin＆Pette，1992）から収縮量の増加に伴って  

HCIIB → HCIID→ HCIIA → HCI   

の順でHCのアイソフォームの合成パタ ーンが変化すると主張している。   

本実験では図11bに示されるように、HCIIDは術後4週間後および6週   

間後ではコントロールと比べ有意な差異はみられなかったが、Petteらの   

仮説にしたがえば、これはHCの移行が停止したのではなく、HCIIBか   

らHCIIDへの移行が進行している一方で、HCIIDからHCIIAへの移行が  
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生じていることに素因があるものと思われる。この時期に認められた  

HCIIAの増加およびHCIIBの減少（図11a，C）はこれを支持する結果であ  

る。  

Fitzmanset al．（1990）は持久的トレーニングによって、またTsika et   

al・（1987）は本研究と同様の協同筋の切除によってFMlが減少あるいは  

消失することを報告しており、本研究で示されたLCの変化は（図12）、  

これらと極めてよく一致する。しかしながら、これまで収縮活動の増加  

に伴うミオシンの変化を HCとLCの両方について経時的に検討した報告  

はなく、本研究では極めて興味深い知見が得られた。図11および図12か   

ら明らかなように、fast type HCの変化と比較するとfasttype LCの変化   

（LC3fの減少およびLClfの増加）は遅れて生じるが、タンパクとして発   

現しているLC3fの量が減少してもその合成速度は大きく減少していない   

こと（Bar et al．，1989；Kirschbaum et al．，1989b）が報告されており、   

LC3fの減少は分解量の速度の増大に起因している可能性が示唆される。  

Sawachak et al．（1992）は、SDS－PAGEにおいてHCIIBとして同定さ  

れるバンドに抗体に対する反応性の異なる2種類のものがあることを観   

察し、HCIIA、HCIID、HCIIB以外にも未知のfast type HCのアイソ  

フォームが存在することを示唆している。本実験で観察されたHCIIB－が  

Scawachak et al．（1992）が示すものと同様のものであるか否かについて  

は、免疫組織化学的分析を加えさらに詳細に検討する必要がある。また、  

このアイソフォームは収縮活動量の増加に伴って減少することは明らか  

になったが（図11d）、上述のPetteが示す移行過程のどこに位置するのか  
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についても、単一筋線推レベルでの検討などから明らかにすべき問題で  

ある。  

5．要 約  

収縮活動量の増加に伴うミオシン重鎖（HC）および軽鎖（LC）アイソ  

フォームの変化を詳細に検討することを目的として、ラットに俳腹筋と  

ヒラメ筋を切除する手術を施し、術後2、4、6、．8週間後に残存の足  

底筋を対象に電気泳動学的分析を行い、以下の結果を得た。  

1） slow typc HC（HCI）およびLC（LCIsおよびLC2s）は、どち  

らも術後6週目以降に増加が認められ、fast type HCとLCの場  

合とは異なり両者はほぼ同期して変化することが示された。  

2）fast typc HCの中では、HCIIBが最も著しく、また早期に変化   

し、術後2過日に約50％の減少が認められた。HCIIAは術後4   

週目以降に増加すろことが示された。また、HCIIDは術後2週   

目と8週目のみに増加が観察された。  

3） 電気泳動によるHCの分画において未知のバンドが検出され、  

このバンドは術後8週目に減少した。  

4） LClfに対するLC3fの比は、術後6週目以降に減少すること  
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が認められた。   

収縮活動量の増加に対して、fasttype内での変化はLCよりHCにおい  

て早期に生じることが明らかになった。これは、HCIIBの減少がalkali  

LCの変化を促進しているとする推察を支持するものである。  
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VI．ラットおよびラビットの単一筋線維に  

おけるミオシン軽鎖の分布（実験ⅠⅠⅠ）  

1．目 的  

HCにおけるS－1の一部がmATPaseを構成し（Lowey，1986）・、HCのアイ   

ソフォーム毎にこの酵素の活性値が異なるため、筋に分布する各HCの相   

対的な量が筋の収縮特性を主として規定するとされている（Reiser et alリ   

1985；Schiaffino et al，1988）。しかしながら、それだけではなく筋小胞体   

の特性、パルプアルブミンの含有量、あるいはトロポニンやLCのアイソ   

フォームの分布なども収縮速度に影響を及ぼし（Berchtold et al．，1982；   

Gollnick et al，1991；Bottinelliet al．，1993；Lowey et al，1993；Bottinelli   

et al．，1994）、したがって筋線維の収縮速度あるいは内因性・外因性の誘   

因刺激によるその変化などを検討する場合、HCに加えこれらの因子につ   

いても十分考慮する必要がある。   

実験ⅠおよびⅠⅠにおいて、収縮活動量の増加に伴いLC3fが減少するこ   

とが明らかになった。活動量が増加した筋ではLC3fをコードするmRNAの   

減少量はタンパクの減少量を下回るため、LC3fのタンパク量は、DNAか  

らRNAへの転写のみならず、翻訳レベルあるいはタンパクの分解速度など   

によっても調節されていると考えられている （Barton et al・，1985；  

Kirschbaum et al．，1989a）。LC3fをコードするmRNAがDNAから転写され  

ているにもかかわらず、相当量のタンパクとして発現していない横序とし  

て、LC3fがある特定のHCと結合しやすい特性を有し、そのHCが量的に滅  
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少すると、HCと結合せず細胞内に遊離するLC3fが増加し、それらはHCと  

結合しているものと比べると分解されやすいことが推察されている （Bar  

et al・，1989）。これまでHCとLCの間に特異的な親和性を示す報告はなされ  

ていないが、仮にそのような親和性が存在するならば、少なくともtype  

IIA線推にはLClfが、それに対してtypeIIB線推にはLC3fが多く分布して  

いなければならない。しかしながら、これまで金筋に分布するHCとLCの  

豊から単一筋線維におけるLCの量について推測はされてきたが（T打min＆   

Pette，1991）、単一筋線維レベルでの報告は成されていない。そこで本実   

験では、ラットおよびラビットの速筋単一筋線維を対象に、発現している   

fasttypealkaliLCについて定量的に検討することを目的とした。  

2．方 法   

A 実験動物、単一筋線推の剥離および筋タンパクの抽出   

実験にはWistar系雄ラットおよびWhite New Zcaland系雄ラビットの長  

指伸筋（EDL）を用いた。摘出した筋東を液体窒素で冷却したイソペンタ  

ン中で急速冷凍し、分析まで－70℃で保存した。   

単一筋線維の剥離を容易に行うために、Spamer＆Pette（1977）の方法  

に従って筋束を以下の手順でフリーズドライした。まず、－25℃にセット  

したクリオスタット中で筋束を幅約5mm、長さ約2cmにカミソリで切り、  

予め冷却したアルミホルダーに入れた。このアルミホルダーをガラス容器  

に入れ、内部の環境を温度－38℃、気圧10‾3Torr以下で24時間保持するこ  

とによって、筋をフリーズドライした。これらについては、単一筋線維に  
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剥離するまでフリーズドライを行った時と同様の環境下で保存した。  

単一筋線維の剥離は、温度20℃、湿度40％に常時維持した室内で行った。   

ガラス容器を内部を低圧状態のまま室温で約1時間放置した後、筋を容器   

から取り出し、光学顕微鏡下で単一筋線維に剥離した。剥離された単一筋   

線推の長さは4－8 mm であった。これらをミクロガラスホモジナイザ一に   

入れ、実験ⅠⅠで用いたものと同様の抽出液30′上lでホモジナイズした。15   

〝lをLCの分析に、残りをHCの分析のために用いた。  

B ミオシン軽鎖の分離  

LCの各アイソフォームを一次元目を等電点電気泳動、二次元目をSDS－   

PAGEとするミクロニ次元電気泳動法によ■って分画した（0－Farrell，1975）。   

等電点電気泳動のゲルには、4％アクリルアミドを支持体とし、1・即ち（pH  

5－7）および0．5％（pH3ふ10）アンフォラインを含むものを用い（Bar et  

al．，1989）、長さ75mm、内径1・6：mmの毛細管中で泳動を行った。通電は  

100 Vで20分間、300 Vで80分間、コールドルーム（10℃）内で行った。  

SDS－PAGEはDoucetctal．（1990）の方法を採用した。セバレイティングゲ  

ルにおける濃度は、アクリルアミドー15％、グリセロールー5％であり、通  

電は200Vで約1．5時間（室温）なされた。   

なお、アクリルアミドとビスアクリルアミドの比は100：1であり、ラン  

ニングバッファ ーには0．1％SDS（mass／vol．）、50mMトリス、150mMグ  

リシンから成る溶液を用いた。  
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C ミオシン重鎖の分離   

HCを分画するためのSDS－PAGEは、Bar＆Pette（1988）の方法を改良し  

て行った。セバレイティングゲルには、アクリルアミドに7－10％、グリセ  

ロールに25－35％の濃度勾配がついたものを用いた。アクリルアミドとビ   

スアクリルアミドの濃度比は100：1であった。ホモジネイト15〃1を   

Incubation medium（実験ⅠⅠ参照）で約2倍に希釈した溶液10iLlをゲル上   

に負荷し、 120Vで24時間通電した。セバレイティングゲルの高さは約   

9cm、厚さは0・75mm であった。含まれるHCのアイソフォームの種類に   

従って、各筋線絶をtypeIIA、tyPeIIB、およびtypeIID線維に分類した。  

D ゲルの染色およびミオシン軽鎖の定量  

LCおよびHCを分離するために得られたゲルには、Oakley et al．（1980）   

の方法に従って銀染色を施した。また、LCの定量にはビデオカメラとイ  

メージプロセッサーから構成されるイメージプロセッシングシステム  

（Syncotec，Asslar，Gふrmany）を用いた。  

3．結 果   

A．単一筋線維に発現しているミオシン重鎖   

長指伸筋におけるほとんどの筋線推は、HCI、HCIIA、HCIIDあるいは  

HCIIBのいずれか1種類のみのHCを含んでおり、それぞれtype I、tyPe  

IIA、tyPeIID、tyPeIIB線経と同定された（図13）。また、わずかではあ  

るがHCIIAとHCIID、HCIIDとHCIIBあるいはHCIIAとHCIの2種類を混  

85   



HClla、  
HClld－r  
HC＝bl・′  

HCl／  

－
 
 

■
 
 

一
骨
寺
号
‡
，
一
僻
′
 
 

Fig・13・Separatio皿Ofmyosinheavycbaimiso払rmsim血gle  
fibersfromratextensordigitorumlongusmusclebygradient  
polyacrylamidegelelectrophoresis・Abbreviations：A，tyPeIIA  
fiber；AD，typeIIADBber；D，tyPeIID丘ber；BD，tyPeIIBD  
nber；B，typeⅠIBRber；CItyPeIICRber；Ⅰ，tyPeIfiber；HCIIa，  
HCIId，HCIIb，hst myosin heavy chainisoforms；HCI，Slow  
myosinheavychain；M，marker匝holemusClee坤act）  

86   



在した筋線維もみられた。このような混在型の筋線推は得られた数が僅か   

であったため、本研究の対象から徐外した。  

B ラット単一筋線維におけるミオシン軽鎖の分布   

全てのtypeII線維は2種類のfast type alkaliLC（LClfおよびLC3f）を  

含んでおり、LClfあるいはLC3fのどちらか一方のみを発現しているもの  

は観察されなかった。また、fast typc LCに加えslow type LCを発現して   

いるものも認められなかった。   

図14に単一筋線維におけるLCの発現パターンを示した。 LCの発現パター  

ンは、LC3fを多く含有するもの（図14a）、少量含有するもの（図14c）、そ  

の中間のもの（図14b）の3種類に大きく分類された。パルプアルブミン  

（PA）の発現畳もLC3fと類似しており、LC3fを多く含む筋線維ほどPAの含  

有量も高い傾向にあった。   

図15および表10にラット単一速筋線維におけるalkaliLCの分布をまとめ  

た。alkaliLC（LClfおよびLC3f）に対するLC3fの比は、平均値ではtype  

IIB＞tyPeIID＞tyPeIIAの順で高く、それぞれの筋線維タイプ間の差異  

は統計的に有意であった（表10）。しかしながら、個々の筋線推内ではこの  

比のばらつきは大きく、3タイプの筋線維間でオーバーラップする部分が  

認められた（図15）。  

C ラビット単一筋線維におけるミオシン軽鎖の分布   

表11にラビットの筋線維におけるalkaliLCの含有量を示した0ラビット  
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TablelO・RalatiYe COn亡elltration of暮he血相t alkaliligbt仁bain  
LC3finthree飴stfibertypesffomratextensordigitorumlongus  
m11SCIe・Values（means ±SD）were calculated from theresults  
Obtained by densitometric cvaluation of two－dimensional  
electrophoresesonextractsfromsingle丘bers；N＝11umberof丘bers．  

Fibertype  N  LC3f／（LClf＋LC3り  

0．176±0．073   

0．230±0．1081   

0．322±0．113い  

義p＜0．05氏）rIIAvs．ⅠID  

bp＜0・01払rIIAvs・Ⅰ柑  

Cp＜0．01払rIIDvs・ⅠIB  
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TabIell．Ratativeconcentration ofthe払st aIkaliljght chain  
LC3fintwofhst爪bertypes什omrabbitextensordjgitorumlongus  
muscle．Values（means±sD）were calculatedfrom theresults  
Obtained by densitometric evaluation of two－dimensional  
electrophoresesonextractsfromsingle貢bers；N＝numbero用bers・  

Fiber type N  LC3f／（LClf＋LC3f）  

ⅠIA  9  0．232±0．091   

ⅠID  25  0．310±0．113  
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からはtypeIIB線推を剥離することができず、tyPeIIA線経とtypeIID線  

推についてのデータしか得られなかった。ラット同様LC3f／（LClf＋LC3f）  

は、tyPeIIA線維よりtypeIID線推において高い傾向が観察されたが、統  

計的には有意ではなかった。また、Slow type とfast typeの両方を含む単  

一筋線推は存在しなかった。  

4．考 察  

電気刺激などの処置により筋の収縮活動量が著しく増加した筋では、   

typeIIA線推からtypeI線推へと筋線推タイプの変換が起こり、そのよう   

な移行によって新たにtypeI線推になった筋線経では、Slow type LCに加   

えLClfを発現していることが認められている（Staron et al．，1987）。これ   

に対して、正常な筋ではそのようなLC混在型筋線推は全く存在しないわ   

けではないが、その数は極めて少ないと考えられてきた（Biueter et al・，  

1981；Staron＆Pette，1987a，b）。近年、正常な筋においても従来考えられ   

ていたより多くの混在型線推がみられるとする報告がなされているが  

（Sugiuraetal．，1992b；Larsson＆Moss，1993）、ラットについて100本、ラ  

ビットについて34本の単一筋線推について検討した本実験では混在型筋線  

推は1本も検出されず、従来の知見を支持する結果となった。   

LClfとLC3fの構造を比較すると、C末端側の141個のアミノ酸配列は同  

様であるが、LClfにおけるN末端側46個とLC3fにおける8個の配列に違  

いがみられる（Frank＆Weed，1974）。また、鳥類と哺乳類とではLClfの  

アミノ酸が部分的に異なるのは当然であるが、鳥類と哺乳類のLClfにおい  
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てみられるアミノ酸の入れ替わりが同様にLC3fにも観察されることが報告  

されている（Matsudaetal・，1981）。これは、この2つのタンパクが同一の  

遺伝子からコードされ、スプライシングの過程において異なるmRNAが作  

られているためであると考えられている（Robertetal．，1982；Periasamyet  

al・，1983；Nabeshimaetal．，1984）。  

LClfとLC3fの含有量が筋線推によって異なることは金筋のデータから  

推察されてきたが（Mabuchiet al・，1982；Pette et al．，1979）、すべてのタ  

イプの単一筋線推について定量的に検討した報告はみられず、本研究が初  

めての試みである。衰10および表11に示された結果は、HCIIBを多く含む  

筋ではHCIIAを多く含むものと比べLC3fの含有量が高いこと（Termin ＆   

Pette，1991）、あるいは収縮活動量の増加によるHCの移行（HCIIB→HCIID   

→HCIIA）に伴いLC3f／LClfが減少することなどを示す先行研究（Bar，et   

al．，1989）とよく一致する。  

筋線推の収縮速度は含まれるHCの種類に主として依存して決定される   

ことが広く認められてきたが（Bottinelliet al．，1991；Reiser et al．，   

1985）、近年その作用機序はよく分からないものの、alkaliLCは従来考え   

られていたよりも収縮速度の調節に深く関与していることを示唆する報告   

がなされている。例えば、Sweeneyetal．（1988）はtypeIIB／D線推の収縮   

速度についてラビットの腰筋と前脛骨筋のものについて比較し、同じタイ  

プの筋線経でありながら腰筋の方が速く、その違いはおそらくLC3f／LClf  

の差異に起因しているであろうと結論している。さらに、Moss et al・  

（1990）は筋内のLC3fとfast HCの含有量を変化させた筋の収縮特性の検証  
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から、HCよりもLCの方が収縮速度に対して大きな影響力を持つことを示   

唆している。Loweyetal．（1993）の研究はさらに興味深くalkaliLCを含ま   

ないミオシン上でのアクチンの移動速度は、alkaliLCを含むミオシン上で   

のものの約1／3であることを示しており、これらはいずれもLCはmATPase  

活性に対しては機能を持たないとしても（Lowey，1986）、クロスブリッジ  

サイクルにおける化学エネルギーを機械的エネルギーに変換する過程でア   

クチンと何らかのかたちで作用し、収縮速度を調整していることを示唆す   

る。単一筋線維の収縮速度が筋線推タイプ毎に明確なクラスターをつくら  

ず連続的であるのは（Bottine11iet al．，1991）、HCとLCに非常に多くの組   

み合わせがあるからであろう（Staron＆Pette，1987）。このように幾つか  

の先行研究が示すように、HCとLCの両方が収縮速度に関与しているので  

あれば、このことは筋線維が収縮速度を変化させなければならない必然性  

におかれた場合、より詳細なステップでそれを成就することにつながると   

考えられる。   

実験ⅠⅠでは協同筋切除による残存の筋におけるLC3f／LClfの減少は、  

HCIIBの減少が生じた後にみられることが示され、このこととLC3fの減少  

がタンパクレベルで起こっても、LC3fをコードするmRNAはタンパクでみ  

られるほど減少しないとする報告（Kirschbaum et al・，1989a）と合わせ、  

HCとLCとの間に特異的なの親和関係があるであろうことが推察された。  

本研究の結果はこのような親和性の存在を直接証明はしないが、少なくと  

もその可能性を示唆するものである。そして、表10および表11からLC3f  

との親和性はラット骨格筋ではHCIIB＞HCIID＞HCIIAの順で、ラビット  
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ではラットほど明確ではないがHCIID＞HCIIAの順で大きいと推測される。   

なお、ラビットの骨格筋ではHCIIBの含有量は少ないことが認められてお   

り（Aigner et al・，1993）、本実験においてもtypeIIB線推を剥離すること  

ができず、この線絶のLCに対する親和性については今後の研究課題とし   

て残された。  

5．要 約  

ラットおよびラビットの各タイプの単一筋線推におけるミオシン軽鎖  

（LC）の分布を検討する目的で、長指伸筋から単一筋線推を剥離し電気泳動  

によりミオシン重鎖（HC）およびLCを分画し、以下の結果を得た。  

1） ラットおよびラビットの速筋単一筋線経ではfast type LCと   

SlowtypeLCが混在したものは検出されなかった。  

2） ラットでは、fast alkaliLCに対するLC3fの比はtypeIIB ＞   

typeIID＞tyPeIIAの順で大きかった。  

3） ラビットでは、fast alkaliLCに対するLC3fの比はtypeIIA線   

推に比べtypeIID線推において高い傾向にあった。  

4） 同一タイプの筋線推内においては、fast alkaliLCに対する   

LC3fの比のレインジは大きく、異なるタイプの筋線推間ではか  
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なりの部分にオーバーラップがみられた。   

これらの結果は、同タイプの単一筋線維において収縮特性が異なるの  

は、fast alkaliLCの分布比率の違いに原因があるとする知見を支持する   

ものである。また、収縮活動量の増加に伴うLC3fの減少はHCとLCの親   

和性と関連があるものと推察される。  
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ⅤⅠⅠ．ラビット単一筋線推におけるアイソ  

オシンの分布（実験ⅠⅤ）  

1．目 的  

近年、alkaliLCが筋線維の収縮特性に対して、従来考えられてきた   

より大きな影響を及ぼすとする報告がなされ（Lowey et al．，1993；  

Bottinelliet al．，1993，1994）、筋線維の機能的特性に関して生化学的な  

検討を加えようとする際、HCのみならずLCのアイソフォームの分布に  

ついても考慮することの重要性が強調されるようになった。   

実験IIIにおいて薔歯類骨格筋では、LC3fの含有量はtypeIIB＞tyPe  

IID＞tyPeIIAの順で高いことが認められた。しかしながら、実験ⅠⅠⅠ  

で用いたSDS－PAGEではSDSが強力な変性剤として作用し、HCとLCは  

分離し別々に泳動される。したがって、筋線維に含まれるHCあるいは  

LCの定量・定性的なデータを得ることはできるが、それらが生体の中  

でどのように結合し機能しているのかについては、明確な結論をくだ  

すことはできない。特に、何らかの要因により細胞内においてミオシ  

ン分子の発現状態の変化が進行している筋線経では、HCと結合してい  

ないLCの存在が指摘されており（Kirschbaum et al・，1989a）、それらが  

SDS－PAGEの結果にどのように影響するのか明確ではない。したがっ  

て、SDS－PAGEのデータと非変性条件下においてミオシンを分離し得  

られたデータとを比較・検討する必要があると思われる○   

イオン強度の低い溶液中ではミオシンはフィラメントを形成してし  
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まうため、非変性条件下でミオシンを分離することには困難が伴った。  

しかしながら、ATPやATPのアナログを含んでいればイオン強度が低  

い溶液中であってもミオシンはフィラメントを形成しないことが明ら  

かになり（Brahms＆Brezner，1961）、非変性条件下でミオシンをHCと  

LCが分離していない分子のままの状態で分離することが可能になった   

（Ho血，1975）。  

ATPのアナログの1つであるピロリン酸ナトリウムを用いたピロリ   

ン酸ゲル電気泳動法（PPi－PAGE）は、ミオシンを非変性条件下で分離   

する方法の中で最も頻繁に使用されてきた方法である（Hob ＆ Yeob，   

1979；Marechalet al．，1984；d］Albis et alリ1986；Templeton et al．，   

1988；Fitzsimons et al．，1990）。裔菌類骨格筋では、PPi－PAGEによっ   

てfasttype ミオシン（FM）に4種類のアイソミオシンが検出されること  

が知られているが、HCおよびLCのアイソフォームの数からは少なくと   

も9種類のアイソミオシンが存在すると考えられる（表4）。  

Termin＆Pette（1990，1991）はPPi－PAGEに改良を加え、この間題に  

ついて検討し、理論的に推測された9種類のアイソミオシンが検出可  

能なことを報告した。しかしながら、Termin＆Petteがゲル上で同定し  

たバンドは、筋線推組成の異なる全筋におけるHC組成との比較から結  

論したものであり、推測の域を出ない部分がある。   

本実験では、PPi－PAGEを用い単一筋線推におけるアイソミオシンを  

検出し、実験ⅠⅠⅠで得られたLCについてのデータと比較すること、なら  

びにfast typeアイソミオシンのゲル上での挙動を詳細に検討すること  
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を目的とした。  

2．方 法   

A 実験動物および筋タンパクの抽出   

実験にはWhite New Zealand系雄ラビットの腹筋（PS）、長指伸筋  

（EDL）および大内転筋（AM）を用いた。摘出した筋束を液体窒素で冷  

却したイソペンタン中で急速冷却し、分析まで－70℃で保存した。単   

一筋線維を剥離するために、これらの筋束を実験ⅠⅠⅠで用いたものと同   

様の方法でフリーズドライした。  

金筋はまず液体窒素中で粉砕しパウダー状にして8倍（mass／vol．）の  

抽出液で抽出した。抽出液の組成は100ふMピロリン酸ナトリウム、5  

mM EGTA、5mM塩化マグネシウム、300mM塩化カリウム、5mM   

ATP，PH8．5であった（DallaLiberaetal・，1978；d－Albisetal・，1991）。   

筋パウダーの入った抽出液を水中に置き約20分間撹拝した後、10，000  

gで10分間遠心分離し、得られた上滑を等量のグリセロールで希釈した。  

単一筋線維の抽出には超音波バス（Plainiview，N・Y・，USA）を用いた。  

剥離した単一筋線推を15〝lの抽出液の中に入れ、約2時間遮音故によ  

る抽出を行った。得られたホモジネイトのうち3′∠1をHCの分画のため  

に、残り12〃1をアイソミオシンの分画のために用いた。ホモジネイト  

については、分析まで－20℃で保存した。  

B ミオシン重鎖の分離  
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ミオシン重鎖を分離するために、実験ⅠⅠⅠで述べたものと同様のチャ  

ンバーを用いてSDS－PAGEを行った。セバレイチイングゲルの組成は、  

7・5％（mass／vol．）アクリルアミド、0．075％（mass／vol．）ビスアクリルア   

ミド、375mMトリス塩酸bH8．6）、30％（VOl．／vol．）グリセロール、  

0・1％（mass／vol．）SDS、0．1％（VOl．／vol．）TEMED、0．02％（mass／vol・）  

過硫酸アンモニウムであった。金筋からの抽出液はincubation medium   

（実験ⅠⅠ参照）で50倍に、単一筋線稚からのものは10〃lのincubation   

mediumで希釈し、金筋については10FLl、単一筋線推については13fLl   

全てを泳動に使用した。通電は180Vで18時間、室温で行った。  

C アイソミオシンの分離   

緩衝液（25mMピロリン酸ナトリウム、2mMEGTA、0・02％（mass／  

vol．）プロモフェノールブルー、50％（VOIJvol・）グリセロール，PH8・5）  

を用い、ホモジネイトを金筋については20倍に、単一筋線推について  

はモノジネイト12J∠＝こ対して10′バを加え希釈し泳動に使用した。   

泳動はスラブゲルシステム（Desaphor VA150，Desaga，Heidelberg，  

Germany）を用い、Cavailleetal・（1986）およぴTermin＆Pette（1991）  

の方法を修正して行った。ゲル溶液は、26・7mMピロリン酸ナトリウ  

ム、15mMタウリン、8％（VOl・／vol・）グリセロール、5mM塩化マグネ  

シウム溶液をpH 8．35にあわせた後、アクリルアミド（最終濃度 4％，  

mass／vol．）とビスアクリルアミド（最終濃度0・11％，maSS／voりを加え  
ることによって調整した。ランニングバッファーの組成は40mMピロ  
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リン酸ナトリウム、2 mM EGTA、3 mM 塩化マグネシウム、8％  

（VOlノvol・）グリセロール，pH8・5であった。120Vで30分間予備泳動を  

行った後、サンプルを負荷し120Vで72時間通電を継続した。泳動中、  

ランニングバッファーの温度は十3℃に保たれた。  

D 染色および定量  

ゲルにはOakley et al．（1980）の方法に従って銀染色が施された。ま   

た、アイソミオシンの定量には、バイオメトラゲルスキャニングシス   

テム（Biometra，Gottingen，Germany）を用いた。  

3．結 果   

A 単一筋線推に発現しているミオシン重鎖  

2種類以上のHCを含む筋線推が観察され（図16，5－8）、それらの大部  

分がHCIIDとHCIIB、あるいはHCIIAとHCIIDを発現していた。また、  

1例ではあったが3種類（HCIIA、HCIID、HCIIB）全てのfast type HC  

を発現しているものも検出された（図16，7）。これらのHC混在型筋線推  

は実験の対象から除外した。したがって、以下に述べる結果は1種類  

のHCを含んでいた筋線推のみについてである。なお、HCIIAを発現し  

ている筋線維はtypeIIA線経と、HCIIBを発現しているものはtypeIIB  

線経と、HCIIDを発現しているものはtypeⅠID線経と類別したQ  

B 金筋および単一筋線推におけるアイソミオシン  
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ラビットの長指伸筋は多量のHCIIDを、また、腰筋はHCIIDのみを  

発現しており（Aigner et al・，1993）、したがってこれらの筋のホモジネ  

イトから分離されるアイソミオシンのトリプレットは、HCIIDから構  

成されるFM（FMd）であると思われる（図17）。長指伸筋のFMdと腰筋の  

FMdを比べると、腹筋のものの方がわずかではあるが移動速度が速く、  

各々の筋からの単一筋線維について比較しても同様の結果が得られた。  

長指伸筋は少量のHCIおよびHCIIAを含んでおり、FMより移動速度が  

遅いトリプレットはslowmyosin（SM）、またFM3dより若干移動速度が  

遅いバンドはFM3aであると考えられる（図17）。tyPeIIB線維に発現し  

ているアイソミオシンのトリプレット（FMl－3b）はFMdのものより移  

動速度が速いことが認められた（図17）。typeIIA線推に含まれるアイ  

ソミオシンのトリプレット（FMl－3a）はFMdより移動速度が遅く、3種  

類のfast type アイソミオシン（FMa、FMb、FMd）の中では最も移動速  

度の遅いバンドであった（図18）。これらのことは、3種類の単一筋線  

推を同一のゲル上で泳動することによって一層明瞭に確認された （図  

19）。図20に各アイソミオシンのPPi－PAGEにおけるゲルのトップから  

の移動距離を、FM3aのものを1．000としてまとめた。  

C 単一筋線維におけるアイソミオシンの分布   

表12に単一筋線維におけるアイソミオシンの分布を示した。3種類  

全ての筋線推に共通した特徴は、最も多く発現していたものはFM2で  

あったことであった。一方FMlとFM3の分布は筋線維タイプ毎に異な  
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DataareglVenaSratioofeachisomyosinversusFM3a・                                  ●  
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Table12．Percentagedjs（ributionofFMl，FM2，andFM3isomyosjnsin  
PuretypeIIA，ⅠID，IIB爪bersoftherabbitasdeterminedbydensitometric  
evaluationofsilver・StainedeIectrophorcses．  

Fiber type N FM3  FM2  FM1. FMl／FM3  
％  ％  ％  

ⅠIA  5  36．4±2．9  42．1±6．1   21．5±4．0  0．58±0．10   

ⅠID  38   29．8±4．1   46．8±4．6   23．4±2．9  0．80±0．18   

ⅠIB  l1   30．5±4．4   40．2±1．1   29．3±4．4 1．00±0．28  

Valuesaremeans±SD  
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り、FMl／FM3の比は、tyPeIIB＞typeIID＞tyPeIIAの順で高いこと  

か認められた。   

表12にみられるように単一筋線推に分布する各アイソミオシンの標  

準偏差は大きく、1つの筋線推内ではレインジが大きい傾向にあった。  

図21はtypeIID線推におけるFM3の分布のヒストグラムであり、この  

ことを明確に特徴づける結果が示された。  

4．考 察  

FMlには2分子のLC3fが、FM2には1分子のLClfと1分子のLC3fが、   

FM3には2分子のLClfが結合しており、この3つのアイソミオシン間  

でPPi－PAGEにおける移動度が異なるのはこ このalkaliLCの組成の違い  

に成因がある。さらに、FMl－3の各々にHCの組成が異なる3種類ずつ   

のアイソミオシンがあるため、計9種類のfast typ8 アイソミオシンが   

存在すると考えられている（Termin＆Pette，1990，1991）。Termin＆  

Pette（1991）は金筋の分析結果から、HCに基づくアイソフォームのト  

リプレットの移動度は、FMb＞FMd＞FMaの順で大きいと推測してい  

る。単一筋線堆からアイソミオシンを分離した試みは本実験が初めて  

であり、図19に示される結果はTcrmin＆Pette（1991）の推測を支持す  

るものである。   

Sweeney et al．（1988）は、ラビットにおいて腰筋のtypcIIB／D線経  

と前腔骨のtypeIIB／D 線経とで最大収縮速度が異なることを、単一筋  

線維レベルの研究から認めている。腰筋、前脛骨筋ともにHCIIBは極  
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わずか（約1％）しか含まれておらず（Aigneretal．，1993）、彼らの示す  

結果がtypeIIB線経とtypeIID線推の差異を反映しているとは考えに  

くい。本実験では腰筋のFMdと長指伸筋のFMdとでPPi－PAGEにおける  

移動度が異なることが認められ、このことはSweeneyetal．（1988）の知  

見とあわせ、HCかLCのいずれか一方、あるいは両方にこれまで検出さ  

れていない未知のアイソフォームが存在することを示唆し、今後さら   

に研究を進める必要がある。  

Tsika et al．（1987）は全筋を対象とした分析結果に基づき、FMlは  

（LC3f）2（LC2f）2－HCIIBから、FM2は（LClf）（LC3f）（LC2f）2－HCIIBから、  

FM3は（LClf）2（LC2f）2－HCIIBから、またIMは（LClf）（LCIs）（LC2f）2－  

HCIIAから構成されていると結論している。これはtypeIIA 線推には   

LC3fが結合しているアイソミオシンが存在しないことを示すものであ   

るが、これとは対照的に実験IIIではtypeIIA線推にもLC3fが発現し   

ていることが、また本実験ではFMlaが検出され（図18，19）、LC3fは  

HCIIAと結合しているであろうことが認められた。このように本研究   

では、全てのタイプの速筋線推において3種類のアイソフォーム  

（FMl－3）が発現していることが観察されたが、これらが1つのサルコ  

メア内は同一のアイソミオシンで構成されているが、サルコメア毎で  

異なるのか、筋原線推毎に異なるのか、あるいは全くランダムに配列  

されているのかについては、現在のところよく分かっていない。   

ァィソミオシンのmATPase活性についてThomason et al・（1986）は  

FMl＞FM2＞FM3の順で高いことを示唆している。しかしながら、こ  
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の研究で用いられたPPi－PAGEの解析能は低く、図20の結果からは彼ら  

の示すFMlはFMlb、FM2b、FM2dおよびFMlaの一部を、FM2は  

FM3b、FM2d、FM3dの一部およびFM2aを、FM3はFM3dの一部および  

FM3aを含んでいる可能性が高い。したがって、LCがmATPaseに対し  

て機能を持たないとする知見とあわせ、Thomasonetal．（1986）がアイ   

ソミオシンのmATPase活性に関して得た結果は、alkaliLCではなく、   

含まれるHCのアイソフォームの量的な差異に起因しているものと考え   

られる。  

表12および図21に示すデータは、実験ⅠⅠⅠで得られた単一筋線維にお   

けるLCの結果と極めてよく一致し、tyPeIIA線推においてはtypcIIB  

あるいはtypeIID 線維に比べて発現しているLC3fが少ないこと、また  

同一の筋線推タイプ内ではLClfとLC3fの分布は偏差が大きいことを示  

す。これらのことから、少なくとも本実験で用いた筋では正常な状態  

ならば、SDS－PAGEから知りえるLCの定量的データは、細胞内で機能  

しているLCをよく反映していると結論されるとともに、逆にアイソミ  

オシンの分析からLCに関する定量的データも得ることが可能であるこ  

とが示唆された。  

5．要 約   

ピロリン酸ゲル電気泳動（PPi－PAGE）におけるfasttypeアイソミオ  

シンを正確に同定すること、およびドデシル硫酸ナトリウムゲル電気  

泳動法（SDS－PAGE）から得られたミオシン軽鎖（LC）に関する定量的  
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データが、生体内で機能しているものを反映しているかを検討するこ  

とを目的として、単一筋線推に発現しているアイソミオシンを分画し、  

以下の結果を得た。  

1） 全てのタイプの速筋線推において、 FMl、FM2、FM3を発  

現していることが観察された。  

2） PPi－PAGEにおける移動速度は、FMb＞FMd＞FMaの順で  

高いことが認められた。  

3） 長指伸筋のFMdと比べ腰筋のFMdの方が、ゲル上における  

移動速度が迷いことが示された。  

4） FMl／FM3の比は、tyPeIIB＞tyPeIID＞tyPeIIAの順で高  

いことが認められた。  

5） 同一筋線推タイプ内におけるFMlおよびFM3の分布には、   

比較的大きな偏差があることが認められた。   

以上のことから、PPi－PAGEにより分画される9種類のfasttypeアイ  

ソミオシンが正確に同定されるとともに、SDS－PAGEから得られるLC  

についての定量的な結果は、少なくとも正常な速筋では細胞内で機能  
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しているものを反映していることが示唆された。  
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ⅤⅠⅠⅠ・ヒト骨格筋におけるミオシン重鎖と  

軽鎖の親和性（実験Ⅴ）  

1．目 的   

実験ⅠⅠⅠおよびⅠⅤにおいてラットおよびラビットの骨格筋ではHCとLCの  

間に特異的な親和性が存在するであろうことが認められた。これは活動量  

の増加した筋において合成速度が大きく減少していないのにもかかわらず、  

LC3fのタンパク量が減少するのは、LC3fと親和性の高いHCIIBの量が  

LC3fに先行して低減するため、HCと結合していないLC3fが増加し、これ  

らがHCと結合しているものと比べ速やかに分解されることに原因がある   

とする仮説（Bar＆Pette，1989；Kirschbaumet al．，1989）を支持する結果   

であるといえる。  

ラットとラビットを比較すると、組織化学的なmATPaseの酸に対する   

活性の低減の程度（Matobaetal．，1985；Hamalainen＆Pette，1993）、ある   

いは電気刺激に対するHC、LCおよび酸化・解糖系各種酵素活性の変化  

（Staron，etal．，1987；Simoneau＆Pette，19g8；Termin，etal．，1989a）など  

に差異があることが明らかになっている。さらに、LCIsaに関してラット  

よりラビットの方が等電点が酸性側に位置しているのに加え、ヒラメ筋に  

おけるその発現量はラットよりラビットにおいて約10倍高いことが知られ  

ており（Termin＆Pette，1991）、これらはいずれも同じ裔歯類であっても、  

いわゆる種による違いが存在することを示すものである。  
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したがって、実験ⅠⅠⅠおよびⅠⅤにおいてラットおよびラビットの骨格筋で  

は、tyPeIIB線推においてtypeIIA線経と比べLC3fを多く発現しているこ  

とが認められたが、この事実に基づきヒトの骨格筋線維におけるLCの分  

布について類推することには危険が伴うと思われる。そこで本実験では、  

バイオプシー法によって採取されたヒト骨格筋におけるLCの分布と筋線  

絶構成比を検討し、HCとLCの関係についての知見を得ることを目的とし  

た。  

2．方 法   

A 被検者および筋の採取  

実験には22才～27才の健康な男子6名を用い、ニードルバイオプシー法   

により外側広筋より筋を採取した（Bergstrom，1962）。それらを2つに分  

け一方をLCの分析に、もう一方を組織化学的分析に使用した。組織化学  

的分析に使用する筋を採取後直ちにコンパウンドで包埋、液体窒素で冷却  

したイソペンタン中で急速冷凍した。LCの分析に用いるサンプルについ  

ては、分析まで液体窒素中で保存した。なお、被検者にはあらかじめ実験  

の目的とそれに伴う危険性について説明し、バイオプシーを行うことにつ  

いて同意を得た。  

B 組織化学的分析   

－25℃にセットしたクリオスタット中で厚さ約10〃mの連続横断切片を  

作成、カバーガラスにマウントし、室温で乾燥後、組織化学的染色を施し  
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たo mATPaseはMatoba ＆ Gollnick（1984）の方法に従って行い、  

PreincubationにおけるpHは10・3、4・6、4・3の3種類、浸漬時間はそれぞれ  

10分（37℃）、4分（25℃）、5分（25℃）であり、このコンディションは予  

備実験の結果から決定した。Preincubation終了後、0．1 M 2－amin。＿2＿  

methyl－1－PrOPanOl（AMpro）、18mM塩化カルシウム、50mM塩化カリウ  

ム，pH9・4から成る緩衝液で切片を洗浄し、続いてincubationを行った。  

incubation溶液の組成は、0・1MAMpro、18mM塩化カルシウム、50mM  

塩化カリウム，3・1mMATP，PH9・4であり、37℃で30分間incubationは行  

われた。また、連続切片にはNachlas et al．（1958）の方法に従ってNADH－  

TR染色も施された。得られた標本からBrooke ＆ Kaiser（BTOOke ＆  

Kaiser，1970a，b）の分類法に基づ喜、各筋線推をアルカリpreincubationで   

ほとんど反応を示さず、酸preincubationで強い反応を示すものをtypeI線   

推、tyPeI線経と全く逆の反応を呈するものをtypeIIA線推、PHlO・3と  

4．3のPreincubationに対してはtypeIIA線経と同様の反応を示すが、4・6で  

はtypeIIA線経とtypeI線推の中間の反応を呈する線推をtypeIIB／D線維、  

全てのPHで反応を示すものをtypeIIC線経と同定した。NADH－TR染色が  

施された切片をプロジェククーに投影、各筋線推をトレースし、それらか  

らデジタイザーを用いて筋線推横断面墳を算出した。  

C 電気泳動   

実験Ⅰで述べたものと同様の方法で筋タンパクの抽出を行い、マクロニ  

次元電気泳動法（Hirabayashi，1981）によりLCを分離した0ゲルにはクー  
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マシープリリアントブルー染色を施した。LCの定量の方法も実験Ⅰで述  

べたものと同様であった。  

D ミオシン軽鎖の相対的分布比率の算出   

ラットの場合とは異なり、ヒト骨格筋のLClfとLCIsは等電点および分  

子量ともに類似しており、本実験で用いた泳動法では両者は1つのスポッ  

トとして挙動した（図22）。そこで、（LClf＋LC3f）：LCIs＝LC2f：LC2s  

と仮定し、以下の（1）およぴ（2）の式に基づきLClfとLCIsの量を算出した0  

なお、LCのアイソフォームの分子量としては、Billeteretal・（1981）によっ  

て報告されたものを用いた。  

LClf十LC3f  LC2f  

L C2s LCIs   

LClf x23000十LCIs x 24000＝LCla  

LClf，LC2f，LC3f，LCIs，LC2s：デンシトメトリ，により得ら  
！◆  

れたそれぞれの相対量を分子  

量で割った値  

LClのスポットの相対量   

LClfの分子量  

LCIsの分子量 ■  

LClaaa 

23000   

24000  
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3．結 果   

A 二次元電気泳動パターン   

図22にヒト骨格筋の二次元電気泳動パターンを示した。窟歯類骨格筋  

の分離パターンと同様に、αトロポミオシンおよびトロポニンCにはfast  

とslowのアイソフォームが分画されたが、前述のようにLCIsとLClfにつ  

いては明確に分離することはできなかった。  

B 筋線推組成およびミオシン軽鎖の分布   

筋に占めるtypeI線推の面積比（％typeIfiberarea）のレインジは31．2－  

65・0％、また％typeIIB／D fiberareaのレインジは9．4－30．4％であり、本  

実験で用いた被検者の筋線推組成は比較的幅の広いものであった（表13）。   

また、％typeIICfiberareaは平均で0．9％、最も多い被検者で2．1％であっ   

た。  

LCでは最も多く分布していたアイソフォームはLC2fであり、平均値で  

33．5％であった。LC3fは5つのアイソフォームの中ではその量が最も少  

ないアイソフォームであったが、レインジは大きく最も多い被検者の値は   

最も少ない者の約7．7倍であった。  

C 筋線推組成とミオシン軽鎖のアイソフォームの関係   
図23は％typeIfiberareaとslowtypeLC（LCIsおよびLC2s）の割合と  

の関係を示したものである。両者の間には有意な正の相関関係が認められ、  

その回帰式はY＝0．63Ⅹ＋10．26（r＝0．92，P＜0・01）であり、この直線はY＝Ⅹよ  
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Fig. 22. Two-dimensional electrophoresis of human 
skeletal muscle with 53．0％ typeI償ber area・  
Abbreviations：HC，myOSinheavychain；A，aCtin；GAPDH，  
glyceraldehyde－3－Phosphatedehydrogenase；CK，Creatine  
kinase；TM，trOPOmyOSin；TNC，trOPOninC；LC，myOSin  
lightchain；f）fast；S，Slow・  
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Table13・Mean（±SD）andrange払rpercentageo用bertypearea  
andthemolarratioofmyosinIightchain（LC）isobrmsinhuman  
YaStuSlaterali5m11SCle．  

Parameter  

Mean±SD  Range  

（％）  （％）  

％Fibertypearea  

I  

IIA  

IIB／D  

IIC  

47．0±12．0  

32．1±7．5  

20．0±9．3  

0．9±0．8  

31．2－ 65．0   

24．1－ 41．0   

9．4 － 30．4  

0－  2．1  

MolarratioofLC  

LClf  

LCIs  

LC2f  

LC2s  

LC3f  

16．6±4．6  

17．5±2．9  

33．5±3．8  

10．7－ 24．2   

14．6－ 23．1   

26．3－ 37．7  

22．4±5．8 げ  16．7－30．9  

10．0±6．0  2．3－17．6  
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り下方に位置した。また、％typeIIfiber areaに対する％typeIIA fiber   

areaの比とfast alkaliLC（LClfおよびLC3f）に対するLClfの比との間にも  

有意な正の相関関係が示され、その回帰式はY＝1．22Ⅹ十13．22（図24；ー＝   

0・83，P＜0．05）であった。  

4．考 察  

筋線絶における酸あるいはアルカリに対する組織化学的なATPaseの活   

性の変化については、Brooke＆Kaiser（Brooke＆Kaiser，1970）が詳細  

に検討した結果、ヒトを含む多くの哺乳類ではこの反応応答から少なくと   

も3種類に筋線維を分類できることを観察し、それらを type I、tyPe  

IIA、typeIIB線経と呼んだ。このATPaseの反応に対しては、ミトコンド  

リアのATPaseは全く反応していないこと、あるいは筋小胞体に含まれる  

ATPaseの関与率は5％以下であることが示されており、これらのことか  

らこの染色応答が筋原線維のATPase（mATPase）の特性をよく反映してい  

ると考えられている（Mabuchi＆Sreter，1980）。このmATPaseの反応が、  

HCかLCのどちらの特性に依存しているのか’こあるいは両者の相互作用に  

ょって左右されるのかは明確ではなかったが、Staron＆Pette（Staron＆  

pette，1986，1987a，b）がmATPaseによってタイプ分けされた単一筋線推  

に含まれるLCおよびHCのアイソフォームの種類を調べ、発現している  

HCのみが組織化学的な筋線推のタイプを決定することを明らかにした。  

審歯類骨格筋ではtypeI、ⅠIA、IIB線推に対応するHCI、HCIIA、HCIIB  

123   



揮
9
0
 
 

）
 
 

0
 
 

0
 
 

7
 

‘
U
 
 
 

（
○
叫
｝
巴
－
書
○
苫
）
 
 

U
J
叫
【
良
一
票
S
責
＼
ヨ
U
J
 
 
 

40  50  60   70  80  90（％）   

％typeIIA丘berarea／％typeII頁berarea  

Fig・24・Therelationshipbetweentheratioofpercentageof  
typeIIAnberareatothatoftypeIInberareaandthemolar  
ratioofLClftoFhsta）kali）ightcllain（LClfandLC3り・  

124   



に加え、組織化学的にはtypeIIB線経と同様の染色反応を呈する筋線推の  

中に、HCIIBとは異なるアイソフォームを含むものが存在することが示さ  

れており、この第3の fast type HC はHCIIDあるいはHCIIXと呼ばれ  

るようになった（Schiaffinoetal．，1986；Bar＆Pette，1988；Aigneretal．，  

1993；Hamalainen＆Pette，1993）。ヒトの骨格筋では、現在のところ第   

3のfast type HCのアイソフォームが検出されたという報告はなされてい   

ないが、Sant－Ana Pereira＆ Moorman（1994）によるとヒト骨格筋のtype   

IIB／D線推は免疫組織化学的には畜歯類のtypeIID線経と酷似した染色反   

応を示すとされ、ヒトのtypeIIB／D線推に含まれるHCは構造的に審歯類   

のHCIIDに類似している可能性が高い。しかしながら、tyPeI、t y P e  

IIA、tyPeIIB／D線推に対応する3種類のみのHCのアイソフォームが存在  

することに変わりはなく（Biraletal・，1988）、したがって、本実験で示す  

各筋線維の面積比は筋に占める3種類のHCの割合をほぼ正確に示すもの  

とみなすことができる。   

Staron＆Pette（1987a，b）による単一筋線推についての組織化学的・電  

気泳動学的分析は、ラビット前脛骨筋ではSlow typeとfast typeの両方の  

LCを発現している混在型typeIIA線推はなかったが、ヒラメ筋では存在  

していたことを示している。また、ヒラメ筋における混在型typeIIA 線  

維は、ラットにおいてもみられること（Sugiura etal・，1992b）、あるいは  

typeIIA線推から移行してきたと思われるtypeI線推は、SlowtypeLCに  

加えLClfを発現していることなども報告されている（Staron et al・，  

1987）。一方、ヒト骨格筋に関する報告では、Billeteretal・（1981）によっ  
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てはtypeIIA線推には混在型はないが、tyPeI線維には存在することが、  

それに対してLarsson＆Moss（1993）によってはtypeI、ⅠIA、ⅠIB線推の  

いずれも約50％が混在型であることが認められている。もし、typeI線継  

がslow typeLCのみを、typeII線推がfasttypeLCのみを発現しているな  

らば、図23に示される回帰直線はY＝Ⅹの近くに位置するはずであるが、  

実際はそれよりも下方に認められ、これはtypeI線維にのみ混在型が存在  

するとするBilleteretal．（1981）の知見と一致する結果である。  

ヒラメ筋に代表される遅筋ではLC3fをコードするmRNA（LC3f－mRNA）   

は蓄概しているが、それに相当する量のタンパクは発現しておらず   

（Barton et al．，1985）、転写後に何らかの制御機構が存在することが示唆  

されている。実験ⅠおよびⅠⅠにおいて活動量が増加した速筋ではLC3fが  

減少することが示されたが、このようなLC3fのタンパクの減少量はLC3f－  

mRNAの減少量を上回ることが明らかになっており、遅筋における転写後  

の制御機構が速筋においても存在することが考えられる。この制御機構の  

1つとしてはリボゾームにおける翻訳効率の変化が考えられるが、LC3f  

のタンパクの減少量と合成量の減少とを比較すると、タンパク量の減少が  

上回り（Baretal．，1989）、このことからは朝敵効率の変化よりもタンパク  

の分解の克進が、LC3f減少の原因であると思われる。   

先行研究（Kirschbaumetal・，1989a；Terminetal・，1989；Kirschbaum  

etal．，1990；Termin＆Pette，1992）と一致して、実験ⅠⅠでは収縮活動量  

増大に伴うHCIIBの減少はLC3fの減少に先行して起こることが認められ、  

Bar＆Pette（1989）およびKirschbaumetal・（1989a）はこれがLC3fの分解  

126   



を促進する要因ではないかと推測している。すなわち、LC3fのHCアイソ  

フォームに対する親和性は他のものと比べHCIIBと最も高く、HCIIBが  

LC3fに先行して低減するため、HCと結合していないLC3fが増加し、これ  

らがHCと結合しているものと比べ速やかに分解されるのではないかとい  

うのである。  

本研究では％typeIIAfiberarea／％typeIIfiberとLClf／fastalkali  

LCの間に正の相関関係が存在することが観察され（図24）、tyPeIIB／D線  

推に比べtypeIIA線推においてLClfが、逆にtypeIIB／D線経ではLC3fが  

多く発現していることが示された。このことがLCとHCとの間の特異的な   

親和性の存在を直接示すわけではないが、少なくともその可能性があるこ   

とは示唆される。持久的な運動によるLC3fの減少およびLClfの増加が、   

ヒトにおいても起こるかどうかについて検討した報告は現在のところなさ   

れていない。しかしながら、仮にそれが生じるとすれば、前述のBar ＆  

Pette（1989）およびKirschbaum etal・（1989a）がラットの筋において類推  

したものと同様の作用機序によって、初期のLC3fの減少が起こることは   

十分考えられる。  

5．要 約   

ヒト骨格筋におけるミオシン軽鎖（LC）の分布について検討する目的  

で、ニードルバイオプシー法により外側広筋よりサンプルを採取し、それ  

らに組織化学的および電気泳動学的分析を施し、以下の結果を得た0  
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1）筋に占めるtypeI線維の面積比（％typeIarea；X）とslowtype   

LC（LCIsおよびLC2s）の割合（Y）との間に有意な正の相関関係が認   

められた。この回帰直線はY＝Ⅹのラインより下方に位置した。  

勾  ％typeIIareaに対する％typeIIA areaの比とfast alkaliLC  

（LClfおよびLC3f）に対するLClfの比の間に有意な正の相関関係が  

認められた。   

これらの結果から、ヒトの骨格筋ではtypeI線推の幾つかはSlow type  

LCに加えfast type LCを発現していることが示唆されるとともに、tyPe  

IIA線維はLClfを、それに対してtypeIIB／D線推はLC3fを多く発現して  

おり、ミオシン重鎖（HC）とLCの間に特異的な親和性が存在すると推察さ  

れる。  
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ⅠⅩ．  討  

1972年にGollnicketal・（1972）は運動選手の筋の特性にづいて報告した  

が、彼らの研究がスポーツ科学はもとより、その後の生理・生化学おける  

発展の喚起に寄与した部分は大きい。それは、ニードルバイオプシー法を   

この分野の研究に導入し、それまで動物実験から観察された結果からヒト   

の体内でも起こっているであろうことを類推するしかなかったものが、直   

接的なデータとして得ることが可能になったからである。Gollnick et   

al．（1972）が提示した最も重要な知見は、運動選手の筋でみられるtypeI  

線経とtypeII線絶の割合がスポーツ種目毎に特徴的な値を示すことであ  

る。このことについて彼らは、明言はしていないがもともとそのような筋  

線推組成を持った者が適切な種目を選択したのであろうとし、先天的な要  

因によるところの重要性を示唆している。その後これを裏付ける多くの知  

見が示されてきた（Andersen＆Henriksson，1977；Komietal・，1977；勝田  

ら，1984，1985）。   

しかしながら、電気刺激、協同筋の切除あるいは交叉神経支配などの方  

法によって（Petteetal．，1976；Baldwinetal・，1982；Brownetalリ1983；  

N。ble etal．，1983；Lebereretal．，1987）、速筋において収縮活動量を顕著  

に増加させると、Slow type ミオシンの増加、単収縮におけるtime to  

peakの遅延、あるいは筋小胞体のCa2十取り込み能力の減少など、fastから  

slowへの移行を示唆する変化が筋にみられることが認められている0これ  

らのことからは、typeII線継が十分動員されうる強度で長時間トレーニン  
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グを継続することができるならば、電気刺激に代表されるような非生理学  

的な方法をとらなくても、tyPeII線維からtypeI線維へのタイプ移行を起  

こすことが可能であると考えられる。  

実験Ⅰではこのような仮説に基づき、1日4時間にもおよぶ走行トレー   

ニングをラットに負荷したところ、ヒラメ筋においてtypeI線推の増加が   

観察され（表7）、トレーニングによるtypeII線推からtypeI線推への移行  

が現実に起こることが示唆された。ヒトにおいても同様のタイプ移行が起  

こるのかどうか、また、もし起こるとすればどのような強度の運動をどの  

程度の期間行えばよいのかについてほ、明らかになっていない。ヒトに1  

日18．5マイルのクロスカントリースキーを週6日の頻度で8週間行わせ、  

上腕三頭筋の筋線維組成を調べた例では（Schantz et al・，1982）、tyPeII線  

維の減少およびfastとslowの両方のミオシンを発現しているtypeIIC線推  

の増加は認められたものの、typeI線推の増加は観察されていない。毛細  

血管の増殖や酸化系酵素活性の増大が電気刺激開始後1週間以内で生じる  

のに対し、ミオシンタンパクの変化は長期間を要することからも明らかな  

ように（Pette，1986）、tyPeII線経とtypeI線絶間の移行が進行するのに  

必要な刺激闇値は相対的に高いと考えられ、ヒトを対象にした実験では方  

法的にタイプ移行の成因となりえるほどの強度と期間を伴ったトレーニン  

グを負荷することに困難が伴うことは容易に想像できる0ヒト骨格筋にお  

けるトレーニングとタイプ移行の関係についての明確な解は、何十年といっ  

たスパンの縦断的な研究を行って初めて得られるものと思われる。   

typeII線稚からtypeI線推への移行と比べ、tyPeII線維のサブグルー  
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プ内でのタイプ移行は比較的容易に起こり、この変化は持久トレーニング  

のみならず（Anderscn＆Henriksson，1977）、ウエイトトレーニングによっ  

ても生じ（Staronetal・，1991）、収縮の様式とは関連せず活動量の増大に起  

因して引き起こされると考えられる。これまでの組織化学的手法による検  

討は、活動量の増大に伴ってtypeIIB／D→tyPeIIAへの移行が起こるこ  

とを明らかにしてきたが（Andersen＆Henriksson，1977；Staron et al．，  

1987）、HCに着目した報告ではtypeIIB／D線推内ではtypeIIB→tyPeIID  

への移行も進行していることを認めている（Terminetal．，1989a）。実験ⅠⅠ  

の結果はこれを支持するとともに、tyPeIID→tyPeIIAと比べtypeIIB→  

typeIIDの移行の方が早期に生じることを示唆する（図11）。さらに、HCだ  

けではなくLCの経時的変化も併せて検討したところ、tyPeIIB → type  

IIDの移行はLC3fの減少にも先行して起こることが認められた（図12）。  

LCはmATPaseには関与しないばかりか（Sivaramakrishnan ＆ Burke，   

1粥2；Lowey，1986）、初期には収縮特性にも役割を果たしていないと考え   

られてきたため（Barsotti＆Butler，1984）、種々の要因に伴うLCの変化は   

幾つかの研究において検討はされてきたが、それが機能的にどのような影  

響を及ぼすのかは全く分からなかった。しかしながら、LCについての最  

近の報告は、以前考えられてきたよりはるかに深く収縮特性に関与するこ  

とを示している。それらの中でもLoweyetal・（1993）の示す知見は特に興  

味深く、alkaliLCを含むミオシン上でのアクチンの移動速度は、含まない  

ミオシン上でのものの約3倍だという。さらに、Bottine11iet al・（1993，  

1994）およびSweeneyetal・（1988）は、alkaliLCの中でもLC3fを多く含  
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む筋線維ほどVmaxが高いことを報告しており、彼らがいうようにHCに加  

えLCも収縮特性に関与するのであれば、実験ⅠⅠで観察されたfasttypeHC  

のアイソフォームの変化（図11）およびLC3f／LClfの比の減少は（図12）、  

単に速筋線推において収縮速度が低減したことを示すだけでなく、その低  

減がより詳細なステップで起こることを示唆する。LClfとLC3fは同一の  

遺伝子からコードされ、スプライシングの段階で異なるmRNAとなり、各々  

のタンパクが作られることが認められているが（Robert et al．，1982；  

Periasamy et al・，1983；Nabeshimaetal．，1984）、これらが収縮に際してど  

のようにアクチンに作用するのかについての詳細は明らかになっていない。  

ヒラメ筋ではLCをコードするmRNAは筋内に存在しているがそれに相当   

する量のタンパクは発現していないこと（Barton ct al．，1985）、あるいは   

収縮活動量の増大に伴うLC3fの減少量は、このタンパクの合成量の減少を   

上回ること（Bar et al．，1989）などからは、ある特定の条件下ではLC3fの  

分解が冗進することを示唆される。その特定の条件を生み出す要因として  

LCとHCとの間に存在するであろう特異的な親和性があげられている。す  

なわち、LC3fの親和性はHCIIAよりHCIIBに対して高く、発現している  

HCIIBが全く無いか、あるいは少ない筋線経ではLC3fがmRNAから翻訳さ  

れてもHCと結合しないものが多く、それらが速やかに分解されてしまう  

というのである（Bar＆Pette，1989；Kirschbaumetal・，1989a）。このよう  

なHCとLCの親和性の有無について、直接それを明示する知見は現在まで  

得られていないが、仮にそれが存在するならば、少なくともtyp8ⅠIB線維  

にはLC3fが、それに対してtypeIIA線維にはLClfが多く発現していなけ  
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ればならない。筋線推に含まれるfast alklaiLCの分布に関しては、先行研  

究（T仁一皿in＆Pette，1991）では金筋における分析結果から推測はされてき  

たものの確証は得られていない。実験ⅠⅠⅠおよびⅠⅤにおける単一筋線維  

のLC、アイソミオシンについての定量的データは、ラットおよびラビッ  

トの骨格筋では分布するLC3fの量は、typeIIB＞typeIID＞tyPeIIAの順  

で高いことを明示するものである。   

単一筋線推のVmaxはLC3fの含有量と同様に平均値では、tyPe IIB ＞  

typeIID＞tyPeIIAの順で高いが、各々の筋線維内では偏差が大きいこと  

が認められている（Bottinelliet al・，1991）。このことについてBottine11iet  

al．（1991）は、fast alkaliLCの分布が同一タイプの筋線経であっても筋線  

推毎に異なることに原因があるのではないかと推測しており、図15はこれ  

を支持する結果である。  

同じ審歯類であってもラットとラビットでは、骨格筋における種々の特   

性やそれらの変化の様相に種による違いがあることが明らかになっており   

（Matoba et al．，1985；Simoneau＆Pette，1988；Termin et al．，1989a）、し   

たがって、実験ⅠⅠⅠおよびⅠⅤの結果からヒト骨格筋におけるLCの分布を   

類推することには危険が伴うと思われる。そこで、実験 Ⅴ ではヒト骨格   

筋について検討し、typeIIA線経ではtypeIIB／D線経と比べLClfを、逆  

にtypeIIB／D 線経ではLC3fを多く含んでいることが示された。ヒト骨格   

筋において、収縮活動量の増大に伴ってfast alkaliLCの分布に変化が起こ   

るかどうかについて検討した報告は現在までなされていない。しかしなが  

ら、仮にそれが起こるとすれば、Bar＆ Pette（1989）およびKirschbaum  
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（1989a）がラットの筋において類推したものと同様の作用磯将によっで、  

LC3fの減少が起こることは十分考えられる。  
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括   総  Ⅹ．  

本研究では、筋線維内におけるミオシン軽鎖（LC）および重鎖（HC）の  

アイソフォームの分布および持続的な連動に対するそれらの変化について、  

5つの研究課題を設定し、検討した。  

実験Ⅰ高強度・持久トレーニングによる筋線維組成およぴミオシン  

軽鎖の変化   

高強度・持久トレーニングによる骨格筋の適応について検討する目的で、  

Wistar系雄ラットに16週間のトレッドミル走を負荷し、電気泳動学的・組  

織化学的分析を行い、以下の結果を得た。  

1）筋線維組成については、長指伸筋ではFG線維の減少、  

FOG線維の増加が、またヒラメ筋ではSO線推の増加が  

認められた。  

2）LCについては、ヒラメ筋では変化が認められなかっ  

た。一方、長指伸筋ではLC3fの減少が認められた。   

これらのことから、高強度・持久トレーニングを量的に十分行うこと  

により、特定の筋ではtypeII線維からtypeI線推へのタイプ移行が起こ  

ることが示唆された。  

実験ⅠⅠ協同筋切除によるミオシン重鎖および軽鎖の変化   

収縮活動量の増加に伴うHCおよびLCアイソフォームの変化を詳細に  
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検討することを目的として、ラットに誹腹筋とヒラメ筋を切除する手術  

を施し、術後2、4、6、8週間後に残存の足底筋を対象に電気泳動学  

的分析を行い、以下の結果を得た。  

1）slowtypeHC（HCI）およびLC（LCIsおよびLC2s）は、  

どちらも術後6週目以降に増加が認められた。  

2）fast type HCの中では、HCIIBが最も著しく、また早  

期に変化し、術後2週目に約50％の減少が認められた。  

また、HCIIAは術後4週目以降に増加することが、  

HCIIDは術後2週目と8週目のみに増加することが観察  

された。  

3） 電気泳動によるHCの分画において未知のバンドが検  

出され、このバンドは術後8週目に減少した。  

4）LClfに対するLC3fの比は、術後6週目以降に減少す  

ることが認められた。  

収縮活動量の増加に対して、fast type内での変化はLCよりHCにおい   

て早期に生じることが明らかになった。これは、HCI柑の減少がalkali   

LCの変化を促進しているとする推察を支持するものである。  

実験ⅠⅠⅠラットおよぴラビットの単一筋線推におけるミオシン軽  

鎖の分・布  

ラットおよびラビットの各タイプの単一筋線推におけるLCの分布を   

検討する目的で、長指伸筋から単一筋線維を剥離しHCおよびLCを分画  
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し、以下の結果を得た。   

1）ラットでは、fast alkaliLCに対するLC3fの比はtype  

IIB＞typerID＞tyPerIAの順で大きかった。  

2）ラビットでは、fastalkaliLCに対するLC3fの比はtype  

IIA線推に比べtypeIID線推において高い傾向にあった。  

3）同一タイプの筋線推内においては、fast alkaliLCに対  

するLC3fの比のレインジは大きく、異なるタイプの筋  

線絶間ではかなりの部分にオーバーラップがみられた。  

これらの結果は、同タイプの単一筋線推において収縮特性が異なるの   

は、fast alkaliLCの分布比率の違いに原因があるとする知見を支持する   

ものである。また、収縮活動量の増加に伴うLC3fの減少はHCとLCの親   

和性と関連があるものと推察される。  

実験1V ラビット単一筋線維におけるアイソミオシンの分布  

ピロリン酸ゲル電気泳動（PPi－PAGE）におけるfast typeアイソミオシ   

ンを正確に同定すること、およびドデシル硫酸ナトリウムゲル電気泳動  

法（SDS－PAGE）から得られたLCに関する定量的データが、生体内で機能  

しているものを反映しているかを検討することを目的として、単一筋線   

推に発現しているアイソミオシンを分画し、以下の結果を得た。   

1）PPi－PAGEにおける移動速度は、FMb＞FMd＞FMaの  

順で高いことが認められた。  

勾 長指伸筋のFMdと比べ腹筋のFMdの方が、ゲル上にお  
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ける移動速度が速いことが示された。  

3）FMl／FM3の比は、tyPeIIB＞typeIID＞tyPeIIAの順  

で高いことが認められた。  

4） 同一筋線推タイプ内におけるFMlおよびFM3の分布に  

は、比較的大きな偏差があることが認められた。  

以上のことから、PPi－PAGEにより分画される9種類のfast typeアイ   

ソミオシンが正確に同定されるとともに、SDS－PAGEのLCについての   

定量的な結果は、少なくとも正常な速筋では細胞内で機能しているも   

のを反映していることが示唆された。  

実験V ヒト骨格筋におけるミオシン重鎖と軽鎖の親和性   

ヒト骨格筋におけるLCの分布について検討する目的で、ニードルバ  

イオプシニ法により外側広筋よりサンプルを採取し、それらに組織化  

学的および電気泳動学的分析を施し、以下の結果を得た。   

1）筋に占めるtypeI線推の面積比（％typeIarea；Ⅹ）と  

slowtypeLC（LCIsおよびLC2s）の割合（Y）との間に有  

意な正の相関関係が認められた。この回帰直線はY＝Ⅹの  

ラインより下方に位置した。  

2）％typeIIareaに対する％typeIIAareaの比とfastalkali  

LCに対するLClfの比の間に有意な正の相関関係が認め  

られた。   

これらの結果から、ヒトの骨格筋ではtypeI線推の幾つかはSlow type  
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LCに加えfast type LCを発現していることが示唆されるとともに、tyPe   

IIA線推はLClfを、それに対してtypeIIB／D線維はLC3fを多く発現して   

おり、HCとLCの間に特異的な親和性が存在すると推察される。  

139   



結  論  ⅩⅠ．  

本研究の結果から得られた結論は、以下に示す通りである。  

1・収縮活動量の増大によってtypeII線推のサブグループのみならず、  

typeII線推からtypeI線維への移行も起こるが、それは特定の筋では持  

久トレーニングによっても生じる。また、トレーニングはfasttypeミオ  

シン軽鎖3（LC3f）の減少も起こし、これがtypeII線推内での収縮速度  

低減の原因の1つであると思われる。  

2．ラット骨格筋では収縮活動量の増大に伴って、筋線稚内のミオシン重   

鎖（HC）の分布は、HCIIB→HCIID→HCIIAの順で変化する。この変化   

においてHCIIB→HCIIDの移行は、HCIID→HCIIAの移行あるいはLC3f  

の減少より早期に起こる。  

3．ラットおよびラビット骨格筋ではfastalkaliLCに占めるLC3fの分布   

は、tyPeIIB＞tyPeIID＞tyPeIIAの順で、ヒトではtypeIIB／D＞tyPe  

IIAの順で高く、fast alkaliLCとfasttype HCとの間に特異的な親和性   

が存在するものと考えられる。  

4．これまで知られているもの以外の未知のHCあるいはLCのアイソ   

フォームが存在すると考えられる。  
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