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後肢懸垂によるラットヒラメ筋のミオシン重鎖組成の変化

勝　田 茂・高　橋　英 幸＊・服部　祐　子＊＊

Changes　in　myosin　heavy　chain　compos二tion　of　rat　so1eus　musc1e

　　　　　　　　　　　during　hind1imb　s皿spension

Shigem　KATSUTA，Hideyuki　TAKAHASHI＊and　Yuko　HATTORI＊＊

　　This　study　examined　the　effects　of　hind1imb　suspension　for！，2and4wk　on　myosin　heavy　chain

（HC）and　musc1e　fiber　composition　ofrat　so1eus　musc1e，using　sodiumdodecy1su1fate－po1yacry1amide

ge1e1ectrophoresis　and　conventiona1histochemica1technique．Norma1so1eus　disp1ayed　on1y　HC皿a　as

fast　HC　isoform，whi1e　in　suspended　musc1es　HC皿d　was　detected　in　addition　to　HC皿a．We　showhere

for　the　first　time　that　suspension　causes　the　expression　of　HC皿d　in　so1eus．Percentage　of　HC皿d　and

the　anima1s　disp1ayed　HCIId　increased1arge1y　at2wk　of　suspension．The“unc1assified”fiber，which

cou1dn’t　react　to　myosin　ATPase　stain，appeared　in　suspended　so1eus　and　the　percentage　of　it　a1so

increased1arge1y　between　l　and2wk　of　suspensionl　These　resu1ts　suggest　the　possibi1ity　that　the

critica1point，which　remarkab1y　changes　the　qua1itative　property　of　so1eus　musc1e，exists　between　l

and2wk　of　suspension．

Key　words：Hind1imb　suspension，Rat　soIeus　musc1e，Myosin　heavy　chain

I．緒　　言

　宇宙空問の無重カ状態による筋の変化をシュミ

レーションするために，ラットなどの哺乳動物を

用いた懸垂モデルが発達し，このモデルを用いて

数多くの研究が行われてきている。これらの研究

では，組織化学的レベルでの検討はもちろんのこ

と，酸化系および解糖系の酵素活性分析や電気泳

動法を用いたタンパク分析，さらに収縮特性分析

など，幅広いアプローチが行われている。そして，

骨格筋，特に遅筋線維の占める割合の多いヒラメ

筋において，懸垂が速筋線維の割合の増加6・7・28・29〕，

fastミォシン28・32～34〕およびfastミオシン重鎖

（Heavychain；以下HCと略す）アイソフォーム18〕

の相対的含有量の増加といった速筋化を引き起こ

すことが報告されてきている。

＊筑波大学医学研究科

＊＊藤沢薬品工業株式会社安全性研究所

　骨格筋の主要な収縮タンパクであるミオシン1

分子は，2本のHCと4本のミオシン軽鎖から構

成されている。近年，それまでに認められていた

fastHCアイソフォーム（HC皿a，HC皿b）の他に，

免疫組織化学的手法によってHC皿X23〕，そして電気

泳動法の改良によってHC皿d2〕という新しいfast　HC

アイソフォームの存在が確認されている。これら

2つのアイソフォームは，電気泳動での移動度が

等しかったことなどから同一のアイソフォームで

あると考えられている141呂1〕。電気泳動を用いた研究

では，正常なラットヒラメ筋にはfastHCアイソ

フォームとしてはHC皿aのみが存在することが報告

されている2127）。これまで，懸垂によりヒラメ筋の

fast　HCの相対的含有量が増加することが報告さ

れているが18〕，どのfastHCアイソフォームが発

現するのか，または増茄するのかは明らかになっ

ていない。

　そこで本研究では，最長4週間のラットの後肢
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懸垂がヒラメ筋のHC発現に及ぼす影響を，生化

学的手法を用いて経時的に分析し，組織化学的分

析との比較を併せて検討することを目的とした。

皿．実験方法

1．実験動物および懸垂の方法

　実験動物には14週齢のWistar系雄性ラット53匹

を用いた。これらを各群の平均体重が等しくなる

ように後肢懸垂群（Hind1imbsuspensiongroup；

以下SUS群と略す）（29匹）およびコントロール群

（Contro1group；以下CON群と略す）（24匹）に

分類した。

　SUS群には1，2および4週問の懸垂を負荷し

た。懸垂状態は以下の方法によって作り出した。

ラットの尾を70％エチルアルコールで消毒した後，

尾の付け根の軟骨にステンレス製のワイヤーを通

し，それを回転装置を装着したU字型ボルトにつ

なぎ，そのボルトを後肢が床に届かない高さで固

定した。U字型ボルトはワイヤーを直接吊り上げ

ることによって生じる血流阻害を防ぎ，回転装置

はラットが尾を中心にして360度回転することを可

能にした。一方，CON群は14週齢時に擬手術とし

て尾にワイヤーを通し，それをリング状に装着し

た状態で通常飼育を行った。

　各懸垂期間の終了する15，16および18週齢時に

各群のラットの体重を測定した後，ジエチルエー

テル麻酔下で両下肢よりヒラメ筋を摘出・秤量し，

右脚の筋を生化学分析に，左脚の筋を組織化学的

分析に供した。

　全実験期間を通して飼育環境は室温22±2℃，

湿度60±5％，12時問の明暗サイクノレに設定し，

水と飼料（オリエンタル固形飼料MF）は自由摂取

とした。

2．生化学的分析

　ヒラメ筋のHCアイソフォームの割合を測定す

るために，Sugiura　and　Murakami27〕の方法に修

正を加えたドデシル硫酸ナトリウムーポリアクリ

ルアミドゲル電気泳動法（Sodiumdodecy1su1fate

－po1yacry1amide　ge1e1ectrophoresis；以下SDS

－PAGEと略す）を行った。以下にその方法を示す。

　15～20mgの筋サンプルに40倍量（W／V）の抽出

液（4M尿素，2．6Mチオ尿素，O．017M2一メル

カプトエタノール，O．01Mピロリン酸ナ’トリウム）

を加え均質化した。この均質溶液にさらにSDS処

理液（62．5mMトリスー塩酸pH6．8，69．4mM

SDS，10％グリセロール，5％2一メルカプトエタ

ノール，O．3mMブロムフェノールブルー）を加え

ることによって，最終的に筋サンプル1mgに対し

3，000倍の希釈度の溶液を作成した。この溶液を5

～8％のアクリノレアミド濃度および30～40％のグ

リセロール濃度勾配を付けた分離ゲルと，3．5％の

アクリルアミド濃度と35％のグリセロール濃度の

濃縮ゲルを用いたSDS－PAGEに供した。ここで，

SUS群の懸垂2週目および4週目の筋では，3000

倍希釈では適度な濃度の染色パターンを得ること

ができなかったので，これらの筋に関しては1500

倍希釈で行った。また，泳動パターンの同定の際

に必要となるマーカーとしては，被検溶液と同時

に流して得られた，すべてのHCアイソフォーム

を含む抽出溶液の泳動パターンを用いた（図1一

レーン1）。

　銀染色キットワコーを用いて染色した染色パタ

ーンから，デンシトメーター（FUJIOX，FD－AIV）

およびコンピュータ（MZ－80Z）に接続したデジタ

イザー（MITABLET一皿／KD8030型）を用い，各

HCアイソフォームの割合を算出した。

3．組織化学的分析

　摘出した筋の筋腹部分を数mmの厚さに横断し，

液体窒素で冷却したイソペンタン中で急速冷凍し，

一20℃にセットしたクリオスタットで厚さ10μmの

連続横断切片を作成した。これらにmyoSin
ATPase染色（preincubation　pH10．3，4．6，

4．3）17〕およびNADH－tetrazo1iumreductase（以

下NADH－trと略す）染色16〕を施し，得られた標

本の顕微鏡写真からBrooke　and　Kaiser4）の方法

にしたがって筋線維をtype　I，皿A，皿Bおよび皿C

線維に分類した．また，懸垂1週目以降のSUS群

において，どのpH領域においても感受性を示さな

い筋線維が認められたので，それらは“unc1assified”

線維として別に分類した。1’つの筋においで400本

以上の筋線維をカウントすることによって筋線維

構成比を求め，NADH－tr染色標本から各筋線維に

ついて30本（30本存在しなし）場合は測定可能なす

べて）の筋線維の横断面積を測定することによっ

て平均の筋線維横断面積を算出した。さらに，筋

線維構成比と各筋線維の平均の横断面積から，そ

れぞれの筋線維の占める面積の割合（以下筋線維

占有率とする）を算出した。
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4．統計処理

　すべての統計量は平均値±標準誤差で示した。

測定値の各群間の統計的な有意差検定にはunpair－

ed　Student’s　t－testを用い，危険率5％以下を有

意水準とした。

III．実験結果

1．体重およびヒラメ筋重量

　表1に懸垂期間中の体重，ヒラメ筋重量の絶対

値および体重に対するヒラメ筋重量の相対値の変

化を示した。SUS群の体重は懸垂1週目に減少し，

CON群より有意な低値（p＜0，001）を示したが，そ

れ以降はほぼ一定の値を示した。SUS群のヒラメ

筋重量の絶対値は1週目よりCON群より有意な低

値（p＜0，001）を示し，懸垂期間の延長とともにさ

らに減少した（1，2，4週目でそれぞれCON群
の69，54，36％）。SUS群の体重に対するヒラメ筋重

量の相対値も懸垂期間の延長に伴い減少し，懸垂

1週目よりCON群より有意な低値（p＜O．01）を示

した。

2．ミオシン重鎖（HC）組成

　図1に典型的なHCの泳動パターン，図2に懸

垂4週目の筋の泳動パターンより得られたデンシ

トメトリーによるスキャンパターンの例，そして

表2に全HCに対する各HCアイソフォームの割

合を示した。CON群ではHCIとHC皿aのみが検

出された。一方，SUS群では懸垂1週目よりHC皿d

Tab1e1 Body　and　so1eus　musc1e　weights　of　contro1and　suspension　groups

Period

（wk）

　　　　　　　　Body　wt
Group　　N
　　　　　　　　　（9）

Musc1e　wt　　Musc1e　wt／

　（mg）　　　Body　wt（mg／g）

1　　　　CON

　　　　SUS

2　　　　CON

　　　　SUS

4　　　　CON

　　　　SUS

8　　　488．3ニヒ10．3

10　　399．9ニヒ9．9非非

8　　　503．9ニヒ11．4

9　　402．6ニヒ8．5＊＊

8535．1ニヒ12．0

10　　411．1＝ヒ12．9＊＊申

175．9＝ヒ6．4

121．9ニヒ4．3＊＊串

165．5ニヒ4，6

88．8ニヒ3．5＊串＊

189．0ニヒ3，4

68．7＝ヒ1．3＊＃＊

10・361±O・015

　0，304＝ヒ0，005＊＊

　O．330＝ヒO．013

　0，221＝ヒ0，008串曲＊

　0，354ニヒO．O08

　0，168＝ヒ0，004＊＊＊

Values　are　means±SE．N，number　of　anima1s；CON，control　group；SUS，

suspension　group．＊＊and＊紳denote　significant　differenges　from　contro1

group　at　O．01and0．0011evels，respective1y．

HClla
HClId㌧

HC1lb→
HCl一＞

1　　2 3　　4　　5

HClla

Fig．1　Separation　of　myosin　heavy　chain（HC）isoforms　of　rat

　　　ske1eta1musc1es　by　SDS－PAGE．Lane1；mixture　of　soleus，

　　　p1antaris　and　diaphragm，1ane2；contro1so1eus　at4wk　of

　　　suspension，1anes3，4and5；suspended　so1eus　at1，2and4wk

　　　　of　suSPension，respective1y
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HC1
　寸

（A）

（B）

HClla
・マ1・／

Fig．2

TabJe2

Densitometric　scans　of　SDS－po1yacry1amide　ge1

e1ectrophoresis　of　myosin　heavy　chain（HC）isoforms

from　suspended（Aゴand　contro1（B）so1eus　at4wk　of

suspension

Percentage　of　myosin　heavy　chain（HC）isoforms　in　the　so1eus

musc1es　of　contro1and　suspension　grρups

Period

（wk）
Group

　　　HC　I　　　HC皿a
N　　　　（％）　　　（％）

HCIId　　　HC皿b
（％）　　　（％）

1

■’…一

’τ■■■■

CON
SUS

CON
SUS

CON
SUS

8
10

8
9

8
10

91．3ニヒ1，9

94．9±1，4

94．9＝ヒ1，6

93．4＝ヒ2，4

96．1±ヒ0，8

96．4±1．2

8．7＝ヒ1，9　　　　　　　0

4．9＝ヒ1．2　　0．2＝ヒ0．2

5．1＝ヒ1，60
5．5＝ヒ2．2　　！．1＝ヒ0．3

3．9±0．8　．　0
2．2士0．6　1．4±0．5申

0
0
0
0
0
0

Va1ues　are　means±SE．N，number　of　anima1s；CdN，contro1group；SUS，

suspension　group．＊denotes　significant　difference　from　control　group　at　O，05

1eVe1．

が検出可能となり，その割合は懸垂期問の延長に

伴い増加する傾向が観察され，懸垂4週目では

CρN群よりも有意な高値（p＜0．05）を示した。ま

た，SUS群においてHC皿dが発現したラットは，

懸垂1週目では10匹中1匹のみであったが，2週

目では9匹中7匹，4週目では10匹中7匹におい

て発現した。懸垂期問中，HC皿aおよびHC　Iの

割合に両群問で差異は観察されず，HC皿bは検出

されなかった。

含．筋線維組成

　本研究では，HC組成との比較を行うため，筋線

維組成の指標としては，量の割合すなわち面積の

割合を表す筋線維占有率を用いることにした。表
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Tab1e3 Percent　area　of　musc1e　fibers　in　the　so1eus　musc1es　of　contro1and　suspension　groups

Period
　　　　Group　　N
（wk）　　　　　　　　　　I

Fiber　type（％）

皿C 皿A 皿B　　　　unc1assified

1　　　CON　　　8
　　　　SUS　　　10

2　　　CON　　　8
　　　　SUS　　　9

4　　　CON　　　8

　　　　SUS　　lO

87．1＝ヒ1．7　　　　　　2．O＝ヒO．6

88．5＝ヒ1．6　　　　　　1．4＝ヒO．5

89．6＝ヒ2．3　　　　　　1．4＝ヒ0，5

78．5±ヒ2．9＊　　　　　0．4±ヒO．2

89．9＝ヒ2．・2　　　　　　1．1ニヒO．3

72．3＝ヒ2．4ホ＊申　　　　0．8ニヒ0．2

10．9＝ヒ1．7　　　　　　　　　　0

10．0＝ヒ1I7　　　　　　　　　　0

9．0＝ヒ2，2　　　　　　　　　　0

7．4一二1，3　　　　　　　　　0

9．0＝ヒ2，2　　　　　　　　　0

8．2±ヒ0．9　　　　0．2ニヒ0．3

　　　0
0．1±0．1

　　　0
13．7ニヒ2，8串＊串

　　　0
18．5土2．2榊＊

Va1ues　are　mとans土SE．N，number　of　anima1s；CON，contro1group；SUS，suspension　group．＊and

糾＊denote　significant　differences　from　contro1group　at　O．05and　O．0011eve1s，respectively．

3に懸垂期問中の各筋線維の占有率の変化を示し

た。懸垂期問を通して，type皿A，皿Bおよび皿C線

維の割合には両群間でほとんど差異は認められな

かった。懸垂2週目以降SUS群でCON群より有
意に高い‘‘unc1assified”線維の割合（p＜O．001）と，

有意に低いtype　I線維の割合（p＜O．05）が認めら

れ，4週目では両群間の差異はさらに増加した。

IV．考　　察

　これまでの研究において，HCタイプが筋線維タ

イプを決定し5・24｛26〕，さらに筋線維に含まれるHC

タイプが筋の最大短縮速度と密接な関係にあるこ

と3・’9）が報告されてきている。これらのことは，収

縮器官としての筋の本質的な特性を決定する上で，

HCが非常に重要な因子であることを示すものであ

る。したがって，懸垂によるヒラメ筋の速筋化の

際に，HC組成カぎどのように変化するのかを観察す

ることは非常に興味の持たれるところである。ま

た，逆に，HC組成の変化が直接的に筋線維組成や

収縮特性を変化させると考えられ得ることからも，

懸垂中のHC組成を明確にしておく必要性が示唆さ

れる。

　本研究の主要な発見は，後肢懸垂によりラット

のヒラメ筋においてHC皿dが発現したことである。

懸垂によってヒラメ筋にHC皿dが発現することを

確認したのは本研究が初めてである。SDS－PAGE

による分析を用いたこれまでの研究では，成熟し

た正常なラットヒラメ筋にはHC皿dは存在しない

ことが報告されている2・27〕。しかしながら，HCに

反応するモノクローナル抗体を用いた免疫組織化

学的分析を行った研究では，正常なラットヒラメ

筋でもHC皿d（X）が存在することが認められてい

る’2〕。電気泳動法と免疫組織化学的手法の両方を用

いた最近の研究において，全サンプルの5％以上

を構成するHCアイソフォームでないとSDS－

PAGEでは検出できない可能性が示されている’4）

ことから考えると，これらの違いは電気泳動法と

免疫組織化学的手法との検出感度の違いεこよるも

のかもしれない。以上のことを考慮して，たとえ

正常なヒラメ筋においてHC皿dが存在するとして

も，これまでの研究において，SDS－PAGEで検出

不可能であったということは，HC皿dが存在する

としても非常に微量であったことが示唆され，そ

れが検出可能な程度まで増加したということは，

まさしく懸垂の影響によるものであると考えられ

る。

　それでは，懸垂によるどのような変化がHC皿d

を発現させたのであろうか。1つの可能性として

考えられるのは，懸垂が持つ本質的な性質，すな

わち“hypokinesia（運動活動量の減少）”と
“hypodynamia（運動負荷の減少）”である。A1ford

et　a1．1〕は筋電図を用いた実験において，懸垂中の

ヒラメ筋の活動量は懸垂1週間後には懸垂前の値

に戻ることを報告している。このことから，本研

究で行った2週問，4週間といったより長期問の

懸垂では“hypodynamia”がより強く影響してい

る可能性が考えられる。

　第2の可能性としては，神経インパルスパター

ンの変化が考えられる。この神経インパルスパタ

ーンの変化は，筋の収縮特性の変化と関係してお

り，同時に，収縮特性の面からもHC皿d発現の可

能性が示唆される。Fischbach　and　Robbins9〕は，

ラットを用いた脚固定の実験において，固定によ

るヒラメ筋の収縮特性の速筋化の際に，神経イン
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パルスパターンがより相動的なものへと変化した

ことを報告している。さらに，Lφmo15〕の研究では，

除神経のみを施したヒラメ筋よりも，除神経を施

しさらに高頻度の電気刺激を行ったヒラメ筋の方

がより木きな短縮速度を獲得したことが述べられ

ている。このことから，彼は，不使用モデルによ

る収縮特性の速筋化は活動量の減少とともに，部

分的にはインパルスパターンの変化によって生ず

ることを示唆している。最近の研究において，懸

垂がラットヒラメ筋のインパルスパターンを緊張

的なものからより相動的なものへと変化させるこ

とが示されていること20〕，Schiaffino　eta1．21〕の研

究において，除神経を施し高頻度のインパルスパ

ターンの電気刺激を行った結果，ヒラメ筋にHCI

Id（X）が発現したことが認められていること，さら

に，HC皿d（X）から構成されるtypem（X）線維

の最大短縮速度はtype　I線維よりも速くtype皿A

線維と同様な値を示すこと3〕などから考えると，本

研究においても，先行研究m・11・18〕で報告されている

ような最大短縮速度の増加が生じているとすれば，

本研究で観察されたHC皿dの発現は妥当性のある

ものであり，このHC皿dめ出現がヒラメ筋の速筋

化に貢献している可能性は十分に考えられること

である。

　typem線維はmyosin　ATPase染色において

type皿B線維と同様な染色パターンを呈することが

報告されている12・22・31）。したがって，HC皿dが増加

した場合，本研究で用いた筋線維の分類法では

type皿B線維が増加する可能性が考えられる。しか

しながら，type皿B線維の明らかな増加は認められ

なかった。このことは，本研究で認められたHCI

Idは，HC皿dのみで構成される筋線維を形成して

いるのではなく，他のHCアイソフォームととも

に混在型筋線維を形成している可能性を示すもの

と考えられる。

　HCアイソフォーム間の移行順序に関しては，最

近のHC皿dまたはHC皿Xを観察した研
究12・’3・23・30・3ユ〕において比較的一致した見解が得られ

ており

　HCIさHC皿aさHC皿d（X）きHC皿b

という移行モデルが提唱されている。しかしなが

ら，Gorza12〕は，この移行モデルの他に，さらに，

ラットのヒラメ筋においてはHCIからHC皿d（X）

への直接的な移行が存在する可能性を示唆してい

る。本研究の結果だけからではHC皿dがHC　Iか

ら移行したものか，HC皿aから移行したものかを

明示することはできず，この点に関してはこれか

らの検討課題としたい。

　本研究におけるHCアイソフォーム，特にHC皿d

の割合の変化を経時的に観察してみると，懸垂1

週目から2週目にかけてHC皿dの割合が大きく増

加していることがわかる。また，HC皿dが発現し

たラットの割合も，1週目では10匹中1匹であっ

たのに対し，2週目では9匹中7匹と著しく増加

した。さらに，筋線維組成でも，懸垂1週目から

2週目にかけて大きくtype　I線維が減少し“unc1as－

sified”線維が増加していることが認められる。先

行研究において，1週間の懸垂ではfastミオシンと

S1OWミオシンの相対的含有量に変化が認められな

かったが，2週間の懸垂ではfastミオシンの相対的

含有量の増加が生じたことが報告されている28〕。こ

れらのことから考えると，懸垂1週目から2週目

の問に，筋の質的特性を大きく変化させるような

臨界点のようなものが存在する可能性が示唆され

る。

　組織化学的分析の結果，myosinATPase染色の

どのpH領域においても感受性を示さない“unc1as－

sified”線維が観察された。SUS群と同時に同じ染

色を行ったCON群のヒラメ筋ではこのような筋線

維は認められなかったので，染色方法上の問題は

なかったと考えられる。この筋線維がミオシンを

含むか，含まないかにっいては明らかではないが，

筋線維タイプがHCタイプを反映する5・24山26〕ことか

ら考えると，この“unc1assified”線維はtype　I線

維が変化したもののように思われる。また，先行

研究では懸垂によりヒラメ筋においてはfast　HC18〕

および速筋線維6・7・28129〕の増加といった変化が認めら

れているが，本研究ではそのような顕著な変化は

観察されなかった。視覚的観察においてラットの

後肢は常に地面から離れており，後肢の可動域に

おいて抵抗となる障害も存在しなかった。さらに，

筋重量も先行研究8，ユ1・’8〕で観察された以上の割合で

減少している’ことから懸垂方法上の問題はなかっ

たと考えられる。先行研究と異なるこれらの結果

に関しては，さらなる検討が必要になると思われ

る。
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