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１．はじめに

骨格筋は可塑性に優れており，筋力トレーニン

グなどにより筋肥大を起こし，不使用や，加齢に

より筋萎縮を引き起こす1)2). 特に抗重力筋であ

る下肢の骨格筋は，不使用による影響が大きいこ

とが報告されている3). また，その高い可塑性に

より，萎縮した筋は再負荷により元の状態に戻ろ

うとする4). 怪我等の治療のためのギプス固定に

よる不使用状態で萎縮した筋は，再び運動を始め

ようとした場合，筋力が低下しているため復帰に

時間を要する．また，早く日常生活に復帰するた

めにも，萎縮した骨格筋の早期回復が望まれる．

骨格筋は持久性の高いタイプＩ線維，瞬間的な

パワー発揮をするタイプⅡ線維，それらの特徴を

合わせもつＩ＋Ⅱ線維に大分され，どのタイプ

の筋線維がその筋を構成するかにより，遅筋か速

筋かが決定される．また，筋線維の周りには多く

の核が存在している．核は速筋線維よりも遅筋線

維に多く存在し5)，骨格筋の肥大や萎縮により数

が増減するとの報告がなされている6). その筋肥

大時の核の増加に寄与しているのが衛星細胞であ

る7). したがって，筋萎縮からの回復を考えた場

合，筋線維の太さだけでなく，核も伴わせて検討

する必要がある．

クレンブテロール( ＣＬＥ) は喘息薬として使用

されているが，同時に筋肥大を誘発することから

ドーピング剤として指定されている．肥大効果は

速筋に強く作用するという報告が多く8) 9)，ギプ

ス固定中のＣＬＥ投与の筋萎縮の抑制効果も速筋に

選択的に作用することと，筋線維のタイプによっ

て異なることが先行研究により示されている10).

そこで本研究では，ラットの後肢骨格筋にギプ

ス固定を施し，萎縮させた後の回復期間にCLE

の投与をおこなうことで，回復にどのような作用

があるのかを明らかにすることを目的とした．　ま

た，筋核数と衛星細胞の観察をおこない, 骨格筋

の再生にどのような影響をもたらしているのかも

合わせて検討した．

２．方法

（1） ギプス固定, CLE 投与方法

実験には７週齢のSprague-Dawley 系雄性ラッ

トを使用し，１週間の予備飼育後，足関節が底屈

20 度になるように包帯式ギプスを用いて固定し

た．ギプス固定を行なわず，固定期間終了後に筋

を摘出する対照群（ＣＯＮ），ギプス固定終了後に

筋を摘出するギプス固定群(IMM), ギプス開放

後14 日間の回復期間に生理食塩水を投与する回

復対照群（Ｒ-ＣＯＮ），ギプス開放後14 日間の回

復期 間にＣＬＥを投与するR-CLE 群に分けた.

Ｒ-ＣＯＮ群とＲ-ＣＬＥ群は，回復期間終了後に筋を

摘出した（図1）.ＣＬＥは1.Omg/kg/dayで皮下

投与を行い，生理食塩水の投与はＣＬＥと等量に

なるようにした．被験筋はヒラメ筋（ＳＯＬ）と足

底筋（ＰＬＡ）とした．ラットは体重測定後，麻

酔科にて断頭屠殺し, 筋を摘出した．筋は筋湿重

量を秤量し，液体窒素にて瞬間凍結させ，分析ま

で-80 °Cで保存した．

図１　実験期間と群分け

（2） 免疫組織化学分析

ＳＯＬとＰＬＡ の筋腹部から厚さ12 μｍの連続
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切片を作成し, 筋線維タイプを同定するために，

Slow myosin とFast myosin の抗体を用いて組織

化学的染色を行った．１枚の横断面の深層部と表

層部の２ヶ所の染色画像を，顕微鏡を介した

ＣＣＤ カメラを介して，コンピューターに取り込

んだ．画像は，画像処理ソフト(ImageJ ； ＮＩＨ）

を用いて筋線維の外周を囲み，横断面積を測定し

た．横断面積は同時に取り込んだマイクロスケー

ルを用いて，μm2 に換算した.

筋の核数と衛星細胞の数を観察するため，衛星

細胞のマーカーとしてＭ-ｃａｄ，筋形質膜のマー

カーとしてDystrophin, 核のマーカーとして

ＤＡＰＩ蛍光色素を用いて三重染色を行った．横断

面積の測定と同じ，深層部と表層部の２ケ所の画

像を取り込み，印刷して核数を数えた.

（3）統計処理

測定した数値は，分散分析を行った後, Tukey-

Kramer 法を用いて多重比較を行った．全ての検

定において，有意水準は５％未満（Ｐ＜0.05）とし

た．

３．結果および考察

（1）筋重量および相対的筋重量

ギプス固定により両筋において，筋重量および

相対的筋重量は有意に低下したが，その低下は

ＳＯＬで大きかった．これは，不活動によりSOL

で顕著な萎縮が起こるという先行研究と同様の結

果であった3）.筋萎縮後の回復率はＰＬＡ に比べ

てＳＯＬで高く，速筋に比べて遅筋で代謝回転が

速いとする過去の報告と一致していた11）.また，

図２　ヒラメ筋と足底筋の筋重量

R-CＬＥ群の回復率もＰＬＡに比べてsｏＬで高かっ

た．　このことからｃＬＥは遅筋であるsｏＬにも作

用するという結果が得られた．ギプス固定により

萎縮した遅筋ではβ2_ アドレナリン受容体の感

受性が変化し, CLE の効果が顕著にあらわれる

可能性があるとの報告がある17). したがって，

固定の解放によりs ｏＬにおいて高まったアドレ

ナリン受容体の感受性が，同化作用を促進させた

可能性が考えられた．(図2).

(2) 筋線維横断面積( ｃｓＡ)

両筋においてｃsＡ はいずれのタイプの筋線維

で，固定により萎縮がみられたが，その萎縮は

sｏＬで顕著だった．また, SOL のｃsＡはタイプ

Ⅱ MHC を含む線維の回復が顕著であり, PLA

においてもタイプⅡ ＭＨｃを含む線維で有意な回

復が観察された．筋線維は運動強度によりタイプ

Ｉ→Ｉ十Ⅱ→Ⅱの順に動員される12)とされてお

り，このことから固定の解放による急激な加負荷

により，大きな張力発揮を有するタイプⅡ線維の

動員が優先的に起こった可能性が考えられた.

ｃＬＥを投与した場合，sｏＬのｃsＡはすべての夕

イプの筋線維で顕著な回復を示し, R-CON 群に

図３　タイプ別の筋横断面積



筋萎縮からの回復におけるクレンブテロール投与の影響

比べても有意に高値を示していた. ＰＬＡにおい

てもＣＬＥ投与により同様な変化を示した．これ

らのことから，骨格筋のタイプに関わらずCLE

には筋萎縮からの回復を促進させる作用があるこ

とが示された．(図3)

(3) 筋核数および筋の支配領域

ＳＯＬの筋核数はいずれのタイプの筋線維で変

化がなく，筋萎縮や筋肥大に伴って筋核は増減す

るとした先の報告と異なっていた6)13).核あたり

の支配領域は筋線維の萎縮と回復に伴い変化して

いた．スペースフライトや後肢懸垂では，後肢筋

を動かすことは可能であるが筋に負荷がかからな

い．ギプス固定はヒラメ筋の等尺性収縮が可能で

あるために，筋に多少の負荷がかかる．本研究で

筋核の減少が観察されなかったことは，筋にかか

る負荷が完全に消失していなかったことが関係し

ている可能性が考えられた. ＰＬＡでは萎縮と回

復に伴い筋核が増減しており，これは，不活動に

よる筋萎縮は筋核の減少を伴うとした報告と一致

していた5)14)15).核の支配領域は筋萎縮と筋肥

大に伴い筋核数も増減したため，ほとんど違いが

図 ４　タイプ別の筋核数

みられなかった.このように萎縮と回復において，

ＳＯＬとＰＬＡ間で核数の変化の違いがみられた.

速筋に比べて遅筋のタンパクの代謝回転が速いと

いう報告から11），その代謝回転に相応した遺伝

子情報の提供を補償するためにも，遅筋のSOL

では特に筋核の減少がみられなかった可能性が考

えられた. ＣＬＥを投与した場合，Ｒ_ＣＯＮ 群に比

べて筋核が増加したのはＰＬＡだけであった．速

筋線維は遅筋線維に比べてβ2作動薬に対する感

受性が高く，同様に細胞内ＲＮＡ量も増加するこ

とが報告されている15）.したがって，これらの

違いが両筋での核数の変化に違いをもたらした可

能性が考えられた．（図4 ）

（4） 衛星細胞

本研究で衛星細胞が観察されたのは，速筋線維

であるＰＬＡ のＲ-ＣＬＥ群で数個あった．他の群で

衛星細胞が観察されなかった理由として，萎縮に

よる消失や再負荷での筋線維との融合などが考え

られたが，それらを解明するためには，今後更な

る研究が必要であると思われる．また，衛星細胞

は筋線維横断切片では観察される核の数％と少

ないため16），縦断切片や全筋染色を行い，広い

範囲で観察を行う必要があったと考えられた．
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