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緒 言

成熟期ラット骨格筋の筋線維タイプは, 構成蛋白
質であるミオシンの重鎖成分(Myosin heavy chain ;
MyHC)を基本として分類されている1)-3)｡ ラット骨

格筋の MyHC には７種類のアイソフォームが存在
し, そのうち４種類 (Ⅰ, Ⅱa, Ⅱb, Ⅱd) が通常
の成熟期の骨格筋で発現している4)5)｡ トレーニング
による骨格筋使用の増加, あるいは骨格筋の不使用
により全筋の MyHC アイソフォーム構成比は変化

��
＝原 著＝

ラット腓腹筋外側部単一筋線維の
ミオシン重鎖アイソフォーム構成に及ぼす自発走の影響

辻 本 尚 弥1 平 野 朋 枝2 鈴 木 英 樹3 春 日 規 克3

Effects of Voluntary Wheel Running Training on Myosin
Heavy Chain Isoform Composition in Single Fiber from Superficial Portion

of Rat Lateral Gastrocnemius Muscle
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The effect of voluntary running training on the myosin heavy chain (MyHC) isoform com-

position was investigated in the 17 and 19-week-old female Fischer344 rats (N=13).
Animals were divided into two groups: sedentary (S; N=7) or voluntary running training

(VT; N=6) group. Animals in group VT were given free access to a running wheel for 12
weeks. The single fibers were dissected from superficial portion of lateral gastrocnemius muscles
(GAS). The single fiber type was determined by MyHC composition.

The average running revolution of group VT was 6418±1117(Mean±SD) per day (Min.;
4837±1852, Max. ; 8340±2806). The body weight of group VT was significantly heavier
than that of group S. The GAS weight of group VT was significantly higher than that of group
S. There was no significant difference in the relative GAS weight in each group. In the rela-
tive composition of type IIB single fiber, the pure IIB fiber was decreased and hybrid fiber (in-
cluded IIb+d MyHC) was increased. Hybrid fiber which included in type I MyHC was observed
in type IIB hybrid fiber. In the relative composition of type IID single fiber, the pure IID fiber
tended to decrease and hybrid fiber (included IId+b MyHC) tended to increase. However, there
was no statistically difference between two groups.

These results indicate that voluntary running training causes the increase of IId MyHC and
increase in the relative composition of hybrid fiber, consequently.��������: Voluntary running training, single fiber, Myosin heavy chain isoform, Fischer 344

female rat, Gastrocnemius muscle
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する6)-12)｡ この変化の一因は単一筋線維内の MyHC
アイソフォームの混在化である13)-17)｡ これまで, 我々
は自発走トレーニングにより腓腹筋外側部表層の筋
線維が動員され, 筋線維横断面積とその分布が変化
することを報告してきた18)｡ また自発走トレーニン
グによりラット足底筋の MyHC アイソフォーム構
成比が変化し, その変化量が通常の持久的トレーニ
ングよりも大きいことも報告した19)｡ これらのこと
から自発走トレーニングにより動員されている腓腹
筋外側部表層の単一筋線維において MyHC アイソ
フォーム構成比に変化がみられるのではないかと予
想される｡

本研究はラット腓腹筋外側部表層を用いて, 自発
走トレーニングによる MyHC アイソフォームの変
化の有無を, 単一筋線維レベルで明らかにすること
を目的とした｡

方 法

実験には17～19週齡のFischer344系雌ラットを用
いた｡ 対照群 (sedentary ; S群) と12週間の自発走
トレーニングを行った群 (voluntary exercise train-
ing; VT群) を設けた｡ 実験動物は昼夜逆転した12
時間の明暗サイクルで, 室温22±1℃, 湿度60±5％
の環境下で飼育した｡ 餌は固形飼料 (日本クレア；
CE-2) を用い, 飲水は自由摂取とした｡ なお, 実
験動物の取り扱いについては, ｢実験動物の飼養及
び保管等に関する基準｣ に沿って行った20)｡ 各週齡
時にラットをペントバルビタール溶液にて麻酔し断
頭屠殺した｡ その後直ちに腓腹筋を摘出し秤量した｡
実体顕微鏡下で弛緩溶液中にて, 腓腹筋外側部表層
より単一筋線維を無作為に抽出し摘出した21)22)｡ ラッ
ト腓腹筋外側部表層は組織化学的にタイプⅡBとⅡ
Dの速筋線維のみから構成され, 典型的な速筋線維
の適応を検討するのに適した部位ではないか考えら
れる23)24)｡ 単一筋線維は, 変性剤を添加し, 室温(20
℃)で20分間以上静置し変性させ電気泳動用サンプ
ルとした21)22)｡ MyHC アイソフォームの分離は,
SDS 存在下の電気泳動法 (SDS-PAGE) にて分離を
行った21)22)25)｡ 泳動はマイクロスラブ電気泳動装置
(KS 8020型: マリソル) を用いて行った｡ 泳動は変
性サンプル5μlを泳動溝にのせ開始した｡ 濃縮ゲル
中は50V, マーカー色素が完全に分離ゲルに入って
からは150Vで行った｡ 泳動時間はマーカー色素が
分離ゲルに入ってから15時間とした｡ 泳動後ゲルは
銀染色 (銀染色キットワコー: 和光純薬) を施しタ

ンパク質を可視化した26)｡ MyHC アイソフォームの
同定は, 全ての MyHC アイソフォームを含むよう
に腓腹筋と横隔膜筋, ヒラメ筋より抽出し調整され
た粗ミオシン混合溶液を, 被験溶液と同時に流して
得られたパターンをマーカーとして行った21)22)25)｡

各群では平均値と標準偏差及び標準誤差を算出し
統計学的な検定を行った｡ 各測定項目はまず一要因
の分散分析にて検定し, 有意差がみられた場合の多
重比較には, 統計量をｔ値とするRyan 法を用いた｡
MyHC 構成比の分析はχ2 検定にて行った｡ 全ての
検定において有意水準は５% (p<0.05) とした27)｡

結 果

トレーニング期間中のVT群の１日当りの回転数
について実験動物個々の値を図１に示した｡ VT 群
の１日当りの平均回転数は1週目で最小値の2204±
1040回を示したが6週目まで徐々に増加し, ６週目
には最大値8962±1809回を示しその後徐々に減少し
た｡ １日当りの回転数の総平均は, 6418±1117回
(平均値±標準偏差, 4837±1852～8340±2806)であっ
た｡
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Fig.1 Changes of voluntary running activity



最終体重及び腓腹筋重量と相対的腓腹筋重量を平
均値と標準誤差により表１に示した｡ 最終体重では
VT群がS群に比べて有意に高値を示した｡ 腓腹筋重
量ではVT群がS群に比べて有意に高値を示し11.8%
高い値を示した｡ 相対的腓腹筋重量では, 両群間に
有意な差は認められなかった｡

図２には MyHC アイソフォームにより分類した
単一筋線維の相対構成比を示した｡ 腓腹筋外側部よ
り摘出した単一筋線維は MyHC アイソフォームを
基本としてタイプIIB線維とタイプIID線維に分類し
た｡ 次にタイプIIB線維では単一筋線維に含まれる
MyHCアイソフォームにて3タイプ(IIb,IIb+d,IIb+d+I),
タイプIID線維では２タイプ(IId,IId+b)に分類しそれ
ぞれの相対値を算出した｡ タイプIIB線維では, IIb
MyHC のみを含むピュアIIb線維の割合が減少し(S
群; 63.4%, VT群; 50.0%), IIb MyHC にIIdを含むハ
イブリッド線維の割合が増加した(S群; 36.6%, VT
群; 49.2%)｡ さらにタイプIIB線維ではIIb MyHC に
IIdとIを含むハイブリッド線維が0.78%出現した｡
タイプIID線維では, IId MyHC のみを含むピュアIId
線維の割合はS群で44.8%, VT群で36.4%であり, 有
意な差はみられなかった｡ またIId MyHC にIIbを含
むハイブリッド線維の割合はS群で55.2%, VT群で
63.6%であり, 有意な差はみられなかった｡

考 察

本研究では, 腓腹筋外側部から摘出した単一筋線
維で MyHC によりタイプIIBと分類される線維にお
いて, 自発走トレーニングによりハイブリッド線維
(IIb MyHC にIIdを含む線維) の増加が観察された｡
また, MyHC によりタイプIIDと分類される単一筋
線維においても有意ではないもののハイブリッド線
維 (IId MyHC に IIb を含む線維) の増加傾向が見ら
れた｡ これらは, ピュアなタイプ IIB 線維とハイブ
リッドのタイプ IIB 線維中において, IId MyHC 合
成の開始あるいは亢進が引き起された事を示してい
る｡ Kirschbaum らは, 活動量の増大により MyHC
アイソフォーム蛋白合成過程において, 異なったタ
イプのアイソフォーム合成開始のスイッチングが引
き起こされると報告している28)｡ Pette らは活動量の
変化に伴う MyHC アイソフォーム合成の変化は
“nearest-neighbor”ルール (タイプI�タイプIIa�タ
イプIId�タイプIIb) に従うとしている29)｡ 本研究の
結果もこれらと同様の機序により引き起されたもの
と考えられる｡ つまりハイブリッド線維の増加は,
タイプIIbを合成していた筋核において, 自発走刺
激によりIId MyHC アイソフォーム合成開始へのス
イッチングが起こり, IId MyHC 合成が開始し蓄積
されたことによると考えられる｡ Bottinelli らによる
と骨格筋のテンションコストはタイプIIBで最も高
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Fig.2 Relative proportion of each group in each fiber classified according to
myosin heavy chain isoform expression
＊：Significant difference from the value at sedentary(p<0.05)



く, タイプIIAとIID は中間を, タイプIは最も低値
を示すとしている30)｡ これは, 活動量増大に伴う
MyHC アイソフォーム移行の順序と同じである｡ こ
れらのことから Pette は, エネルギーの要求量と供
給量の不均衡が MyHC アイソフォーム合成スイッ
チングの重要なトリガーになっているのではないか
と示唆している8)｡ 本研究で用いた自発走トレーニ
ングは, 短時間の高速 (高強度) での運動を高頻度
にて何度も繰り返すことで組み立てられている31)｡
このトレーニング中にタイプ IIB 線維が多く動員さ
れたため, 必要なエネルギー量が増大しエネルギー
の供給量との不均衡が生じて, MyHC アイソフォー
ム合成のスイッチングが起ったのではないかと思わ
れる｡ また, MyHC アイソフォーム移行の機序と
しては, Ca2+ の恒常性の変化が重要な役割を果たし
ているとする考えもある15)32)｡ さらに, 先に示した
エネルギーの需要と供給の不均衡と細胞内 Ca2+ の
動態変化はリンクしているのでないかとする示唆も
ある15)32)｡ MyHC アイソフォーム変化の機序として
は, 運動による刺激の変化を遺伝子発現の変化にま
で伝達するいくつかの経路が存在し, トレーニング
の結果としてみられる MyHC アイソフォームタイ
プは, それらが相互作用した結果であると考えられ
る｡ 本研究からこれらのことを推定することは困難
であり, さらに詳細な検討が必要である｡

本研究では MyHC IIbと IId にさらにタイプI
MyHC を含む線維も観察された｡ Pette らは“nearest-
neighbor”ルールに従いピュアなタイプのギャップ
を埋めるように種々のハイブリッドファイバー (タ
イプI�タイプI/IIA�タイプIIA/I�タイプIIA�タイ
プIIA/D�タイプIID/A �タイプIID�タイプIID/B�
タイプIIB/D�タイプIIB) の分類を示している29)｡
本研究で示された２つの速筋タイプに１つの遅筋タ
イプ MyHC が含まれた単一筋線維は, Pette らの分
類より逸脱している｡ このような筋線維は“nearest-
neighbor”ルールに従わない機序でMyHCアイソフォー
ム合成が変化しているのではないかと考えられる｡
この要因として自発走により引き起こされる筋損傷
の影響が考えられる｡ Irintchev と Wernig33), 小笠
原ら34) および Wernig ら35) は, 自発走による筋の損
傷とファイバータイプグルーピングを報告している｡
筋損傷では, 細胞膜損傷による筋細胞自体の損傷と
神経と筋の乖離, 神経・筋接合部の損傷が考えられ
る｡ 自発走により筋細胞自体が損傷を受けた場合,
損傷の修復の過程で融合したサテライト細胞が異な

る MyHC を発現することによるタイプ移行の可能
性は考えられる｡ さらに自発走による支配神経と筋
の乖離, 神経・筋接合部の損傷は筋に対する神経支
配の変化を引き起すのではないかと示唆されてい
る31)｡ これも MyHC アイソフォーム合成のスイッチ
ングを引き起す一因ではないかと考えられる｡ 神経・
筋の乖離により支配神経は一時的に多重神経支配と
なり, その後単一神経支配へと進むと考えられてお
り31), その場合“nearest-neighbor”ルールを逸脱し
て MyHC アイソフォームが合成される可能性があ
る｡ 本研究では筋損傷に対する指標の測定は行って
いないが, これらのメカニズムが MyHC 構成比に
おいて“nearest-neighbor”ルールを逸脱する変化を
引き起こしたのではないかと考えられる｡

本研究では, 自発走トレーニングによりIId
MyHC 合成の開始あるいは増加によるハイブリッド
線維の増加がみられた｡ ハイブリッド線維の存在意
義と筋線維タイプ移行のメカニズムについては未だ
不明な点が多く, 今後詳細な研究が必要である｡
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