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雌性Fischer344系ラットヒラメ筋におけるミオシン

重鎖アイソフォーム構成比の加齢変化
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Age related Changes of Myosin Heavy Chain Isoform Composition 

in Female Fischer344 Rats Soleus Muscles 

Hisaya TSUZIMOTO, Hideki SUZUKI, N orikatsu KASUGA 

Abstract 

We studied a change of myosin heavy chain (MyHC) isoform composition by aging in female 

Fischer344 rats soleus muscles. Three (N=6) , six (N=6) , twelv巴（N= 6) , twenty (N二7)- and 

twenty-sevens (N=6) month old female rats were examined. Th巴 weight of soleus muscle was not 

changed with aging. The relative weight of soleus muscle was not changed from 3 month-old to 12 

month old. But, the relative weight in 20- and 27-month old was significantly lower than 3 month 

old. The existence of type II a My HC was identified, and this isoform composition was not different 

by 12 month old from 3 month old. But, it was not possibl巴 to identified 巴xist巴nce of type Ila MyHC 

in 20- and 27 month old. 

Th es巴 results indicated that the changes by aging would be different from about 20 month in 

female Fischer344 rat soleus muscle. 
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緒 ー＂＇ト
酉

延3) 13) 31) 45）や， 若齢に比べて短縮速度 が遅い32）こと

が報告されている。形態的には筋線維の消失による

骨 格筋は加齢に伴いその機能が低下する18) 3九骨 筋 線 維 総 数の減 少9) 13) 15) 20) 24）， 筋 線 維 の 委

格筋の機能低下は運動能力や姿勢保 持能力の低下を 縮1) 6) 7）明や筋線維横断面積の分布域の広がり叫，速
引き起こ す21) 22）制29）問。 ヒ トの 直立時の姿勢保 筋線維（タイプIla）の選択的消失や委縮1) 24) 40）とそ

持叫35) 37）や直立歩行16) 28）での姿勢維持には，主にヒ れによるタイプI線維構成比の増加2) 8) 11）叫が報告

ラメ筋が働いている。 ラットなどの実験動物におい されている。 生化学的特性では加齢によるミオシン

てもヒラメ筋は姿勢維持に関与し， 慢性的に活動を ATPase、活性45）や クエン酸合成酵素活性の低下36)'

している問。ラットのヒラメ筋は組織化学的には，ほ ミオシン重鎖（Myosin heavy chain; MyHC）アイ

とんどがS O（ タ イプI) 線維より構成される典型的 ソフォーム構成比の変化41) 43）が報告されている。

な遅筋である4）川。 これまでヒラメ筋の加齢による これまで加齢の研究には多くの種類の実験動物が

変化については多くの報告がある。 生理学的特性で 用いられている。 醤歯類ではラットやマウス が多く

は張力の低下3) 6) 3勺収縮時間と1/ 2弛緩時間の 遅 用いられている。 特にラットでは， 他の系 に比べて
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長寿命であり， 低 体重で成長によるぱらつきが少な

し攻撃性の比較的低いFischer344系を 用いた研究

が多くみられる9) 11) 12) 39) 43）叫49) 52) 53）。 我々もFis 

cher344 系ラツトを 用いて，骨 格筋の速筋や骨 を対象

に加齢に関する研究 を行つてきた19) 46) 47）叫51)

本研究 では典型的な遅筋であるヒラメ筋に注目し，

Fisch巴r344 系ラツトにおけるミオシンの重鎖アイソ

フオ一ム組成の加齢による変化について検討した。

方 法

1. 実験動物及び飼育方法

実験動物には， 生 後 3(N= 6 ) , 6 (N= 6 ) , 

12 (N = 6 ) , 20 (N = 7 ) , 27 (N二6 ） カ月 齢 の

Fischer344 系の雌性ラットを 用いた （ 日本S L C）。

餌 （ CE 2：日本 クレア） 及び飲水は 自由摂取と

し， 昼夜逆転した12時間の明暗サイクルで室温22士

1°C， 湿度60± 5 %の環境下で飼育した。 ラットは

24×38 × 20cm ( KN 623 ：夏目製作所）の大きさのケ

ージにて飼育された。 なお飼育および屠殺での実験

動物の扱いについては，「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2九

2. 筋の摘出と組ミオシンの抽出・変性

各月齢においてラットは体重を計測した後， ペン

トパルビタールナトリウム溶液にて麻酔 を行い， 麻

酔 下において頚動脈より放血し屠殺した。 ヒラメ筋

と足底筋及び排腹筋を 摘出し重量を測定した後， 液

体窒素により冷却したイソペンタン中でただちに瞬

間凍結し，生化学的分析を行うまで 60°Cの冷凍庫で

保存した。 はじめに， ヒラメ筋から粗ミオシンの抽

出を行った。 粗ミオシン抽出の方法は，Bar & F ette 

の方法川こよった。 粗ミオシンの最終タンパク濃度

は，60µ g/ mlとした。また， 摘出した各筋の重量をそ

れらの筋の総重量 で除して， 各筋の重量 構成比を 求

めた。
3. 電気泳動によるMyHCアイソフォームの分析

MyHCアイソフォームの分離は，Sugiura & Mur 

akamiの方法叫 を改変したSDS存在下の電気泳動法

% (w/v) Ammonium Peroxodisulfate, 0. 067% 

(v/v) TEMED, pH 8.8］ を 用いた。 濃縮ゲルに

は， 35%(v/v） のGly cerolを含むT =3.5%(w/v) 

でC=20%のゲル［0.1%(w/v) SDS, 0.125M (w/ 

v) Tris (hydrooxymethyl) aminomethane, 0. 03 
% (w/v) , Ammonium Peroxodisulfate, 0.067% 

(v/v) TEMED, pH 6.8］ を 用いた。 泳動は， 装置

にゲルを設置 し泳動用パップアー ［0.1%(w/v) 

SDS, 25m M  (w/v) T ris (hy drooxymethyl) 

aminomethane, 0.192M (w/v) Gly cine, pH 8.3] 

を上 下槽に満たした後，変性粗ミオシンサンプル5µ1

（タンパク濃度 ：300ng） を泳動溝にのせ開始した。

泳動は濃縮ゲル中は50V ， マーカ一色 素が分離ゲル

に入ってからは150Vで行った。泳動時聞はマーカ一

色素が分離ゲルに入ってから18時間とした。

4. 銀染色による可視化と画像処理によるMyHC

アイソフォーム構成比の分析

銀染色による可視化と画像処理によるMyHCア

イソフォーム構成比の分析は前報47) 48) 50）と同様の

方法によった。 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47) 48) 50）。 MyHCアイソフォームの同定は，全ての

MyHCアイソプオームを 含むように前腔骨 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， 被験溶液と同時に泳動して得られたパ

ターンをマーカーとして行こった47) 48) 50）。アイソブオ

ー ム 構 成 比 の 分 析 は， 画 像 解析 に よ り 行 っ

た47) 48) 50) 

5. 統計処理

各測定値は群ごとに平均値， 標準偏差及び標準誤

差を 求め統計学的な検定を 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。全ての検定において有意水準は5%(p< 

0 .05） とし7こ34）。

結 果

(SDS PAGE）にて行った48）。泳動はマイクロスラブ 各月齢における体重とヒラメ筋重量 ， 体重lOO gあ

電気泳動装置 （K S 8020型 ：マリソル）を 用いて行っ たりの相対的ヒラメ筋重量を平均値と標準誤差によ
た。 ゲル条件は分離ゲルには，30 %(v/v）のGly cerol りTableIに示した。 体重は3 ヶ月齢から20 ヶ月齢

を含むアクリルアミド総濃度 （T) =5% (w/v）で架 まで増加したが， 3 ヶ月齢と6 ヶ月齢及び20ヶ月齢

橋度 （ C) = 1 %の淡溶液と40%(v/v）のGly cerolを と27ヶ月齢では差が認められなかった。 ヒラメ筋重

含むT 二8 % (w/v） でC二1 %の濃溶液より作成し 量 は3 ヶ月齢から 6 ヶ月齢まで増加し， 6 ヶ月齢以

た濃度勾配ゲル［0.1%(w/v) SDS, 0.375M (w/ 後は差が認められなかった。 相対的ヒラメ筋重量 は
v) Tris (hydrooxymethyl) aminomethane, 0. 03 3 ヶ月齢から12ヶ月齢では差がみられなかったが，
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Table 1 Body weight and soleus muscl巴 weight in each age 

Age 3 month 6 month 
(Number) (6) (6) 

Body weight 
175土2 191士3

(g) 

SOL weight 
63土1 69士2

(mg) 

Relative SOL weight 
36士1 36±1 

(mg/lOOgBody Weight) 

Values are expressed as mean土SEM

* : Significant difference from th巴 value in 3 month 
t : Significant difference from the value in previous month 

SOL ; soleus muscle 

12 month 20 month 
(6) (7) 

226土7* 275士9* t

77士2* 75士2

34士1 27土l* t

27 month 
(6) 

255士22* 

71士5

28土1*

Table 2 Total muscle weight and percentage of each muscle weight in each age 

Age 

(Number) 

Total muscle weight 

(mg) 

3 month 

(6) 

1115士46

6 month 

(6) 

1178土55

Percentage of each muscle weight in total muscle weight (%) 

12 month 
(6) 

1276土79

Soleus 5. 5土0. 2 5. 8土0. 1* 6. 1土0. 2*

Plantaris 14. 8土0. 2 15. 1土0. 1 15. 5土0. 2

Gastrocnemius 79. 7士0. 2 79. 1土0. 2 78. 4土0. 3

Values arでexpressed as mean土SEM
* : Significant differenc巴 from the value in 3 month 
t : Significant difference from the value in previous month 

20 month 

(7) 

1217土46

6. 2土0. 2*

16. 1土0. 2*

77. 7士0. 4*

total muscle weight ; the amount of soleus, plantaris and gastrocnemius muscle weight 

27 month 

(6) 

1008士187t

7. 1士0. 2*

16. 3士0. 3*

76. 6土0. 4* 

3 ヶ月齢に比べ20, 27ヶ月齢で低値を 示し， 両月齢 MyHCアイソフォームが観察された例を， Bではタ

では差がみられなかった。次に各月齢における主な イプIMyHCアイソフォームのみが観察された例

後肢底屈筋群 （ヒラメ筋， 足底筋及び排腹筋） の総 を 示している。Table 3 には各月齢におけるMyHC

重量 と 各筋の構成割合を 平均値と標準誤差により アイソフォーム構成比を平均値と標準誤差により示

Table 2 に示した。主な後肢底屈筋群の総重量 は3 した。タイプIla MyHCは3 ヶ月齢から12ヶ月齢で

ヶ月齢から20 ヶ月齢まで差がみられなかったが， 20 は存在が確認され， その構成比も差がみられなかっ

ヶ月齢に比べ27ヶ月齢で低値を 示した。後肢屈筋群 た。しかし， 20, 27ヶ月齢ではタイプIla MyHCの
総重量 の構成割合においてヒラメ筋では加齢に従い 存在は確認できなかった。そのためタイプIMyHC 
構成割合が増加する傾向にあり， 3 ヶ月齢に比べ他 は3 ヶ月齢から12ヶ月齢では差がみられなかったが，

の月齢が高値を 示した。足底筋及び緋腹筋では3 ヶ 3 ヶ月齢に比べ20, 27ヶ月齢が高値を 示し， 両月齢

月齢から12ヶ月齢では差がみられなかったが， 3 ヶ

月齢に比べ20, 27ヶ月齢で低値を 示し， 両月齢では

差がみられなかった。Fig.I にヒラメ筋横断切片の

ミオシンATPase染色像 （pH4.6とホルマリン固定

後のpHl0 .3）を 示した。このようにヒラメ筋はタイ

プI線維とタイプIla 線維より構成されている。形

態的にみるとヒラメ筋では筋線維横断面積はタイプ

I線維がタイプIla 線維に比べ大きい。Fig. 2 には

SDS PAGEによるMyHCアイソフォームの分離像

を 示した。A はタイプIとタイプII a の 2 種類の

では差がみられなかった。

考 察

本研究では， 雌性Fischer344 系ラットにおいてヒ

ラメ筋の相対的筋重量 やMyHCアイソフォーム構

成比の変化が20 ヶ月齢より顕著にみられた。

主要な後肢底屈筋群における個々の筋の構成割合

は加齢に伴い変化した。前月齢に対する各筋重量 の

変化率 （委縮率） は， ヒラメ筋， 足底筋， 排腹筋で

12から20 ヶ月齢にかけてはそれぞれ2 . 7, 0 . 5, 4.3% 
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pH4.6 pHl0.3 

Fig. 1 Serial cross sections of rat sol巴us muscle stained for mycrofibrillar actomyosin A TPase 

after preincubation at pH 10.3 (right) and 4.6 (left) 

I ; type I fiber, II a ; type II a fiber 

Ha 一一駆除
Hd一→酔

Hb －ー炉

I 一一炉

Marker 

Ha 一一酔

I 一一軒

A B 

Fig. 2 Electrophoretograms of myosin he呂vy chain isoforms in soleus muscle. 

Marker · mixture of tibialis anterior, diaphr丘gm and soleus muscl巴

(A. Type I and II a myosin heavy chain was existent, B: Only type I 
myosin heavy chain was 巴xistent)
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Table 3 Myosin heavy chain composition of soleus muscle in each age 

Age 3-month 6 month 12 month 20 month 27 month 

(Number) (6) (6) (6) (7) (6) 

Type I (%) 99.0土0.5 99.0士0.6 98.5士0.6 100.0士O*t 100.0土O*

Type Ila (%) 1.0土0.5 1.0士0.5 1.5士0.6 N.D. N.D. 

Values are expr巴ssed as mean± SEM 
* : Significant difference from the valu巴 in 3-month 
t : Significant difference from the value in previous month 

N . D. · Not detected 

で， 20 から に27ヶ 月 齢 に か け て はそ れぞれ5.3,

16.3, 18.3%であった。 これは筋線維タイプ構成比

の違いを反映して排腹筋がヒラメ筋39）や足底筋27）に

比べて委縮率が大きいためと考えられる。 ヒラメ筋

では筋重量の加齢変化もみられず， 絶対重量として

は老齢期においても筋量 が維持されていることがわ

かる。 しかし， 相対的筋重量では12ヶ月齢に比べ20
ヶ月齢群が低値を 示した。 また3 ヶ月齢より12ヶ月

齢までは相対的筋重量 は変化しなかった。 このこと

は体重増加に見合う筋重量 の増加が3 ヶ月齢より12

ヶ月齢までみられるが， 20ヶ月齢ではみられなくな

っていたことを 示している。 ヒラメ筋は抗重力筋で

あり姿勢維持において主要な働きをしている川。 そ

のためヒラメ筋では機能的要請からラットの体重増

加に見合う筋重量の増加がみられると考えられる。

本研究の結果は20 ヶ月齢の前後においてヒラメ筋重

量 の増加に関与するタンパク質代謝， 特にタンパク

質 の合成能が低下したことによると思われる。

次にFischer344 系 雌’性ラットのMyHCアイソフ

ォーム構成比についてみると， 若齢期と成熟期にあ

たる3 及び 6 ヶ月齢ではタイプIla MyHCが約1 %

程度 であった。 ヒラメ筋のMyHCアイソフォーム構

成比の加齢変化について， Su giuraら4川立雄性Wis

tar 系ラットでタイプIla MyHCの割合が5, 10, 20 

の各週齢及び1, 2の各年齢ではそれぞれ15.3, 16. 2, 

3.1, 3. 0, 0.1%であると報告している。Sullivanら43)

は 雌’性 specifi c patho gen - free barrier - reared 

(SPF BR）のFischer344 系ラットヒラメ筋において

3 及び22ヶ月齢ではタイプIl a MyHCはそれぞれ

6.1%と 0 %であると報告している。 本研究及びSul

Ii van ら43）の報告で、はSu giuraら41）の報告に比べIla

MyHCの割合が低値を 示している。 これまでヒラメ

筋内のタイプIlaについては組織化学的な筋線維タ

イプ構成比 としての報 告が多い。 Ansved と Lars

son3＞は雄性Wistar 系ラットでは本数比で 3' 6 '  

12, 20の各月齢ではそれぞれ10, 6 ' 1 '  1 %と報

告している。雄性Fischer344 系ラットについては Ed

din g er ら11) 12）がタイプIla線維の本数比が3 ヶ月齢

では15.1%, 9 ヶ月齢では19.5%と10 %, 28 ヶ月齢

で9.3%, 29 ～30 ヶ月齢で5.9 %と2%であると報告し

ている。 組織化学的にはタイプIla 線維の若齢での
割合は， むしろ雄性Fischer叫4 系ラットが高値を 示

している。Vau ghanら54） および1K rotkiewskiら30）は

雄の精巣除去によりFOG( Ila） 線維の占める割合

が減少したことから， 筋内のFOG( Ila）線維の割合

に対する雄性ホlレモンの関与を 示唆している。

Sugiuraら41）の結果と本研究及び、S ullivanら叫の結

果との違いは一因として性差が考えられる。 さらに

本研究の結果をSullivanら叫の報告と比べると， Ila

MyHCの割合が若齢期において低値を 示した。 Sul 

Ii van ら43）は研究にSPF BRを 用いている。 本研究

では用いたラットは十分に整備された環境 で飼育さ

れてはいるがSPF BR ではない。 ラット骨 格筋の

MyHCアイソフォーム構成比にSPF BR が影響す

る可能性が考えられるが， この点については不明で

ある。

Sullivanら43）はIla MyHCの存在が22ヶ月齢で確

認できないと報告している。 本研究では20 ヶ月齢に

おいてすでにIla MyHCアイソフォームの存在が確

認できなかった。 若齢期のIla MyHC構成比に違い

がみられたにも関らず， その存在が確認できなくな

った時期はほぼ同じであった。 相対的筋重量 におい

ても20ヶ月齢では低値を 示していたことから， 神経

と筋の関係や筋細胞内において， その構造や機能の

維持から退縮へと向かう変化がこの頃に起こってい

るのではないかと思われる。 しかし， 本研究では20

ヶ月齢前後の体重や筋重量 ， MyHC構成比の変化を

詳細に検討してはいなしユ。 加齢によるタンパク質 の

合成能とMyHCアイソブオーム合成過程のそれぞ

れの変化とそれらの関りを 考えるうえで， これらの

経時的変化については20 ヶ月齢の前後の時期をさら

に詳細に検討する必要があると思われる。
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本研究では雌性Fischer344 系 のラットにおける ageing on enzyme histo chemi cal, mor-

MyHCアイソフォーム構成比の加齢変化を みると， phometrical and contractile properties of th巴

筋重量の増加が見られなくなっていた2 0 ヶ月齢にお soleus muscle in the rat. J. Neurol. S ci., 93 

いてIla MyHCの存在が確認できなくなっていたこ (1) ,  105 124. 

とが示された。 4 ) Armstrong, R.B., Ph巴lps, R.O. (1984): M uscle 

要 約
fiber type composition of the rat hindlimb. 

Am. J. Anat., 171 (3) , 259 272.  

本研究では雌性Fischer344系ラットヒラメ筋にお 5 ) Bar, A., Pette, D. (1988): Three fast myosin 

けるミオシンの重鎖アイソフォーム組成の加齢によ heavy chains in adult rat skeletal muscle. 

る変化について検討した。実験動物には，生後3(N二 FEES Lett., 235 (1 2) , 153 155. 

6), 6 (N = 6 ), 12 (N二6 ) , 20 (N = 7 ) , 27 (N = 6 )  Brown, M., Hasser, E. M. (1996): Complexity 

6 ） の各月齢の雌性ラットを 用いた。 各月齢にてヒ of age related change in skeletal muscle. J. 

ラメ筋と足底筋及び排腹筋を 摘出し重量を測定した Gerontol. A Biol. S ci. Med. S ci., 51 (2) , Bll 7-

後， 各筋の重量 構成比を 求めた。 次にSDS -PAGEを Bl23. 
用い各月齢のヒラメ筋MyHCアイソフォーム構成 7 ) Brown, M ., Ross, T. P., Holloszy, J. 0. (1992): 

比の分析を行った。 Effects of aging and exercise on soleus and 

ヒラメ筋の重量 は6 ヶ月齢以後は差が認められな extensor digitorum longus muscles of female 

かった。 相対的筋重量 は3 ヶ月齢から12 ヶ月齢では rats. Mech. Ageing Dev., 63 (1),  69 77. 

差がみられなかったが， 3 ヶ月齢に比べ2 0, 27ヶ月 8 ) Danieli Betto, D., Betto, R., Megighian, A., 

齢で低値を 示した。 各筋の構成割合について緋腹筋 Midrio, M ., Salviati, G., Larsson, L. (1995): 

では3 ヶ月齢に比べ2 0, 27ヶ月齢で低値を 示した。 Effects of age on sar coplasmi c  reticulum 

各月齢におけるMyHCアイソフォーム構成比では properties and histochemical composition of 

タイプIla MyHCは3 ヶ月齢から12 ヶ月齢では存在 fast- and slow-twitch rat muscles. Acta 

が確認され， その構成比に差がみられなかった。 し Physiol. S cand., 154 (1) ,  59 64. 

かし， 2 0, 27ヶ月齢ではタイプIla MyHCの存在は 9 ) Daw, C.K ., Starnes, J. W., White, T. P. (1988): 
確認できなかった。 M uscle atrophy and hypoplasia with aging: 

これらの結果から雌性Fischer344 系のラットヒラ impact of training and food restriction. J. 

メ筋では2 0 ヶ月齢前後より加齢変化の様相が 異なる Appl. Physiol., 64 (6) , 2428 2432. 

可能性が示唆された。 10) Delp, M .  D., Duan, C. (1996): Composition 
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