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培養骨格筋細胞への純粋圧力刺激は

好気的代謝活性を亢進する

学位論文内容の要旨

I緒言

  骨格筋はその活動中に韜いて，神経からの電気的興奮による刺激のみならず，収縮や弛

緩に伴う機械的刺激にも曝されている．その骨格筋に負荷される機械的刺激には，骨格筋

が引つ張られることで生じる伸展刺激と，張カの発生に伴って筋内部に生じる圧力刺激の

ニっがある．これまでの研究において伸展刺激の作用として，骨格筋代謝および細胞内情

報伝達の活性化，そして遺伝子発現の増強が発生することが報告されている．一方，もう

ーつの機械的刺激である圧カについては，Ballardら（JAppl Physiol 84: 1976-1981，

1998)が歩行運動や走運動中の骨格筋内部の圧カを測定し，動作中の活動筋内部では180

～270 mmHgまで圧カが上昇したと報告している．しかしながら，圧力負荷刺激の骨格筋

組織に及ばす生理学的および生化学的作用についてはこれまでには検討されていない．

Ballardらが報告したような高い圧カが負荷されていることや，筋内圧の上昇が張力発揮

という骨格筋の活動期で発生することを考慮すると，何らかの生理学的・生化学的な作用

を有していると推測される．そこで，本研究は人為的な圧力負荷が骨格筋の好気的代謝に

影響するかどうかを，培養骨格筋細胞を用いて空気による圧力負荷を行うことによって検

討した．

H方法

  培養骨格筋細胞はラットL6骨格筋芽細胞を用いた．継代培養には一般的な培養条件で

ある5％C02，、37℃の条件下で5％fetal bovine serum  (FBS)を含むDulbecco’s modified

Eagle’smedium (DMEM)を使用した．圧力負荷は当研究室で作成した圧力負荷装置を

用いて，160 mmHgの大気圧を37℃で3時間負荷した・

  コハク酸脱水素酵素(succinate dehydrogenase，SDH)活性は，可溶性ホルマザンの前

駆体であるWST-1を用いた酸化還元反応に基づく比色定量法によって測定した．

  グルコースの利用を評価するために，2_[3H]_Deoxy_glucose (2_[3H]DG)のL6細胞へ

の取り込みを測定した．圧力負荷後，10分間の10ルM 2_[3HjDG  (0.5弘Ci/ml)の細胞内

へ の 取 り 込 み 量 を 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 測 定 し た ．

  乳酸量は乳酸測定器を用いて測定した．細胞外への乳酸排出を圧負荷直後の実験用

DMEMの乳酸値から圧負荷直前の値を差し引いた値より算出した．また，細胞内の乳酸

残存量は，圧力負荷後，細胞を一定量の培養液に回収し，細胞を超音波破壊し，細胞内液
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を 含 む 溶 液 の 乳 酸値 よ り 1・  dish当た り の 細胞 内乳酸 量を 算出し た．

  細胞内情報伝達蛋白質はImmunoblotを用いて検討した．凍結融解によってL6細胞の

細胞膜を破壊し，その後，遠心分離によって細胞内可溶化分画を抽出した，細胞内可溶化

分画をSDS-PAGEで展開した後，ニトロセルロース膜に転写し，リン酸化extracellular

regulatedーsignalkinases (ERK)を認識する抗体を用いてりン酸化ERKを検出した．

m結果
  圧力負荷を行ったL6細胞のSDH活性は，圧力負荷を行っていない細胞の2.6倍に活性

が亢進していた．2_[3H]DGの細胞内への取り込みも，圧力負荷によって2.2倍に亢進して

いた．

  細胞外への乳酸排出は，圧カを負荷しない細胞で6.8土0.7 Umol/dish lactateであっ

たが，圧カを負荷した細胞では3.7土0.5 Umol/dishと有意に乳酸排出が抑制されていた・
細胞内の乳酸量は圧力負荷を行っていない細胞が0.23 ymol/dishであったのに対し，圧力

負荷細胞では0.32 tLmol/dishであり，圧力負荷を受けた細胞が有意に高値であった．しか
し，細胞内乳酸量の差は乳酸排出量の差ほど大きくなく，細胞外への乳酸排出と細胞内乳

酸 量 の 総 和 は ， 圧 力 負 荷 を 行 っ た 細 胞 で 有 意 に小 さ い 値 で あ っ た，
  細胞内情報伝達蛋白質であるERKのりン酸化体は圧力負荷によって有意に増加した，

IV考察
  身体活動中において活動骨格筋の内圧が上昇していることはこれまでにも報告されてい

るが，筋内で上昇した圧カの生理学的および生化学的な作用については未解明であった・
本研究はこの課題の解明を試み，その結果，圧力刺激は骨格筋細胞のSDH活性およぴグ

ルコース取り込みを亢進し，また，乳酸生成を抑制することを明らかとした．これらの知

見は圧力刺激が骨格筋細胞の好気的代謝活性を亢進したことを強く示唆するものである．
  圧力刺激が亢進したSDH活性，っまりTCA回路の活性は，おもにADP/ATP比によっ

て調節されている．これを踏まえると，以下、のような2っの圧力刺激による好気的代謝の
活性化機序が考えられる．ひとっは，神経刺激によって生じる筋収縮に伴うATP消費反応，

具体的には，本実験で用いた細胞では，クロスブリッジの形成は起きないためCa2+などの
細胞内物質の膜を介した輸送が亢進した可能性がある．二つ目の可能性としては，圧力刺

激が収縮蛋白質なども含む蛋白質合成を促進したことが考えられる． L6骨格筋筋芽細胞は
筋線維(myofiber)や筋管細胞(myotube)に分化する性質がある．この過程では代謝が

活性化し，多くのATPも消費する，今回の実験では細胞増殖や肥大という細胞の成長に関

わる細胞内情報伝達蛋白質であるERKが活性化しており，この結果は圧力刺激が蛋白質
合成を促進したことを意味する可能性がある，現時点では，これらの可能性は推測であり

今後の検討が必要であるが，以上の結果は，骨格筋収縮由来の代謝活性化メカニズムの解
明に有用と思われる，
  これまで骨格筋により産生される乳酸は解糖系の最終代謝産物としてのみ認識されてき

たが，近年の研究では乳酸もTCA回路の基質として利用されることが報告されている．
本研究では，細胞内へのグルコース取り込みが亢進しているにもかかわらず細胞外への乳
酸排出が抑制された．同時に，細胞内乳酸量も圧力刺激によって僅かであるが増加したこ

とから，乳酸の産生低下ではなく，基質として利用された可能性が高いと考えられる，
  以上の結果より，本研究では圧力刺激が骨格筋細胞の好気的代謝活性を亢進したことを
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明らかにした，そして，これらの知見は，筋収縮中の筋内圧上昇が骨格筋の代謝的反応も

しくは骨格筋組織の適応を導く刺激のーっである可能性を提示し，骨格筋リハビリテーシ

ヨンや代謝性疾患の治療法としての運動療法について理論的根拠を与える可能性を示した，
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

培養骨格筋細胞への純粋圧力刺激は

好気的代謝活性を亢進する

  運動時の筋収縮によって生じる骨格筋代謝活性の亢進機序については，神経系による電

気的刺激やホルモンなどの化学的刺激の作用機序を検討することで研究が行われてきた。

近年，筋収縮に伴って生じる機械的刺激のひとっである受動的伸展刺激が筋細胞内へのグ

ルコースの取り込み亢進や細胞内情報伝達の活性化，そして遺伝子発現を惹起したことが

報告されている。一方，筋収縮時には筋内圧が上昇しており，っまり圧力刺激が細胞に負

荷されている。ヒトの歩行時および走運動時に測定されたもので，それぞれ170 mmHg，

270 mmHgまでの筋内圧上昇が報告されている。しかしながら，これまでにこの筋内圧上

昇の生理学的および生化学的な影響については検討されていない。そこで，本研究は筋組

織への圧力負荷が骨格筋好気的代謝に影響するかどうかを，L6培養骨格筋細胞を用いた圧

力負荷実験にて検討した。L6細胞への圧カは圧力負荷用のチャンバー内に細胞を設置し，

チャンバー内の大気圧を高めることで負荷した。圧カは歩行時の内圧と同等である160

mmHgとし，37℃で3時間負荷した。L6骨格筋細胞への圧力負荷によってTCAサイク

ルの指標であるコハク酸脱水素酵素(SDH)活性は約2.6倍に亢進した。このSDH活性

は，伸展刺激阻害薬であるガドリニウムを添加した場合であっても約2.9倍まで亢進して

いた。また，細胞内への[3H]標識グルコースの取り込みも圧力負荷によって約2.2倍に増

加した。一方，嫌気的解糖系の代謝産物として考えられている乳酸の細胞外への排出量は，

圧力負荷によって減少していた。これらの結果より，骨格筋細胞への圧力負荷は好気的代

謝を活性化すると結論付けられる。さらに，圧力負荷による好気的代謝活性化の意義を検

討するために，圧力負荷の細胞内情報伝達蛋白質への作用をImmunoblot法で検討した。

その結果，圧力負荷によってL6細胞のJNKおよびp38は活性化が生じなかったが，ERK

では活性化が認められた。ERKは細胞の成長や肥大への関与が示唆されていることから，

筋細胞への圧力負荷によって生じた好気的代謝活性化は細胞の成長を促進させるために生
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じたと推測される。以上の結果の結論として，運動時の骨格筋内部で生じる圧力上昇が，

運動時の骨格筋代謝活性化そして筋組織の適応の促進に関与する一因子であることが推察

された。

質疑応答

1．圧力負荷によるL6細胞の好気的代謝活性化で生じたエネルギーが蛋白質合成に使用

    されるのかどうか：進行中の実験において，蛋白質合成阻害薬であるシクロヘキシミ

    ドを添加した状態のL6細胞に圧力負荷を行い，SDH活性への圧力負荷の作用を検討

    している。その実験では，ある程度の割合でシクロヘキシミドがSDH活性を低下さ

    せている。そのため，圧力負荷によって生じたエネルギーはある程度蛋白質合成の促

    進に関係していると考えられる。

2．この圧力負荷の影響は圧力強度依存性なのか。また，他の圧力強度では変化があるの

    か：平滑筋細胞で行われた圧力負荷の実験では，240 mmHgまで圧力強度依存性の

    反応が報告されており，同様の実験方法なので，骨格筋細胞でも圧力強度依存性で反

    応が生じると考えられる。

3．圧力負荷による細胞の反応には時間的，または圧力強度的な閾値が存在するのか：予

    備実験では30分以内の圧力負荷では代謝反応の亢進が認められなかったので，時間的

    な閾値は存在すると考えられる。また，圧力強度についても同様と考えている。

4．この細胞にはグルコース輸送担体が存在しているのか。また，どのアイソフオームが

    主要な役割を果たすと考えるか：L6骨格筋細胞には，GLUT1とGLUT4が発現して

    いると先行研究で報告されている。生体内での筋収縮時にはGLUT4が主要な取り込

    み担体となるので，この実験でもGLUT4が重要な役割を果たしたと考えられる。

5．インスリンでグルコース摂取を亢進した状態で圧力負荷を行った場合，この細胞はど

    のように反応すると考えられるか：骨格筋のグルコース摂取は生体内でインスリンと

    筋収縮の2っの刺激に依存している。また，それぞれの反応は一方に対し相加的に作

    用する。今回の実験条件では，インスリンを使用していないため，インスリン依存性

    のグルコース摂取に対し相加的に作用すると考えられる。

6．細胞内の圧力刺激の受容器とは：圧力受容体は何らかの蛋白質であると考えられる。

    圧力刺激がその蛋白質の3次元構造を変化させることで，今回のような反応を示した

    と推測される。

  この研究は，骨格筋の好気的代謝活性化を導く新規因子の存在を証明した点で高く評価

された。審査員一同は，これらの研究成果を高く評価し，また，大学院博士課程における

研鑽や取得単位なども併せ学位申請者が博士（医学）の学位を受けるのに十分な資格を有

するものと判定した。
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