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省略文字のリスト 

本研究で使用する省略文字は以下の通りである。 

 

ADL    ：Activities of daily living 

BCAA  ：Branched-chain amino acid 

BCAT2 ：Branched-chain amino acid aminotransferase-2 

BDNF   ：Brain-derived neurotrophic factor 

Bnip3  ：B-cell/Lymphoma 2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein-3 

DAB   ：3,3′-Diaminobenzidin 

DEX   ：Dexamethasone 

REDD1 ：Regulated in development and deoxyribonucleic acid damage response-1 

ELISA  ：Enzyme-linked immunosorbent assays 

FoxO   ：Fork head box O 

FNDC5  ：Fibronectin type III domain-containing protein-5 

GC      ：Glucocorticoid 

HE 染色 ：Hematoxylin-Eosin 染色 

IGF-1   ：Insulin-like growth factor -1 

IL-6     ：Interleukin-6 

KLF15  ：Kidney-enriched Krüppel-like factor 

LC3    ：Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3B 

mTOR   ：mammalian target of rapamycin 

mRNA  ：messenger ribonucleic acid 

MuRF1 ：Muscle really interesting new gene finger protein-1 

PBS    ：Phosphate-buffered saline 

PGC-1α ：Peroxisome proliferator activated receptor-γ co-activator-1α 

PI3K   ：Phosphatidylinositol-3 kinase 

Rheb    ：Ras homolog enriched in brain 

Smad    : Small mothers against decapentaplegic 

S6K1  ：Ribosomal protein S6 kinase beta-1 

TRPV1 ：Transient Receptor Potential Vanilloid-1 

QOL   ：Quality of life 

4E-BP1 ：Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1 
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序章 序論（総合） 

 

 

第 1 節 研究背景 

 

第 1 項 リハビリテーション医療における骨格筋の重要性 

リハビリテーション医療の対象者は，疾患，手術，薬剤，廃用，加齢など，種々の原因によって骨

格筋の筋力低下を呈している場合が多い。骨格筋の筋力低下は，基本動作能力，日常生活動作（ADL）

能力，およびスポーツ動作能力の低下に直結し，生活の質（QOL）の低下を招く。そのため，骨格筋

の筋力強化および筋力低下の予防は，動作能力の改善において必須の条件である。 

 

第 2 項 骨格筋の役割 

 動物の骨格筋は，心筋，平滑筋と共に筋組織を構成し，収縮と弛緩のサイクルによって関節運動を

生じさせる唯一の随意的動力源である 1)。その他，この臓器の役割は，骨格のサポートによる姿勢の

維持と調整，体温の維持，アミノ酸から全身のエネルギー源となる糖やグリコーゲンを作るためのタ

ンパク質の貯蔵など多岐にわたる 1-3)。 

 

第 3 項 骨格筋の新たな役割 

 Pedersen 博士ら 4) は骨格筋の新たな役割として，代表的な炎症マーカーである IL-6 が，炎症組

織のみならず，筋収縮によって産生されていることを明らかにした。さらに，筋収縮によって産生さ

れた IL-6 は，自己分泌（autocrine），傍分泌（paracrine），内分泌（endocrine）の経路で，筋組織，

骨，その他全身の組織に多様な作用を及ぼすメッセンジャーとして機能することが明らかになった。

彼女らは，このような物質を Myokine と名付けた。今までに少なくとも数百種類の Myokine が報告

されてきた。その中でも，運動の健康増進効果の鍵である可能性を持つことから，「運動模倣タンパ

ク質-exercise mimetic protein-」の異名を持つ Irisin は，近年最も注目を浴びている Myokine の一

つである。 
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第 4 項 運動療法と Myokine の接点 

Myokine が発見されてから 17 年が経過したが，リハビリテーション専門職の視点から，Myokine

を有効利用して，筋収縮様式，収縮強度，収縮時間などの至適運動条件を決定し，運動療法に応用す

る試みは未だ不十分である。 

主に運動療法を治療に用いるリハビリテーション専門職にとって，運動効果の基礎的なメカニズ

ムの理解は，源流に立ち返ってモチベーションを維持し，日々の改善につなげていくために必要不可

欠である。 

 

 

第 2 節 研究目的 

 

 本研究の目的は，Irisin に関する先行研究を概観し，Irisin を効率的に産生する運動条件を検討す

るとともに，そのような運動条件が薬剤性筋萎縮症からの回復に有効であるか否かを検証すること

である。 

 

 

第 3 節 論文構成 

 

 本研究の論文構成を示す．第 1 章では，Irisin に関する先行研究をレビューした。第 2 章では，一

過性の急性下り坂走行がラットの血清 Irisin 濃度および骨格筋における Irisin 発現に及ぼす影響を

検討した。第 3 章では，中期的な下り坂走行トレーニングが Glucocorticoid 誘導性筋萎縮症モデル

ラットの骨格筋に及ぼす影響を検討した。終章では，本研究の 1 章，2 章，3 章の結果から，Irisin

産生を促進する運動条件の治療応用について総合的に論考した。尚，第 2 章の内容は学術誌 Growth 

Factors に投稿し受理された。 
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第 1 節 緒言 

 

 2012 年の発見以降，Irisin に関する研究報告は年々増加し，PubMed で，1,137 件（2020 年 10 月

21 日時点）の検索結果が出力される。身体の恒常性に関わる Irisin の様々な作用が解明されたにも

関わらず，リハビリテーションの視点から運動療法における役割を論じたレビューは存在しない。

Irisin 産生を促し，その恩恵を最大限に享受できる至適運動条件を検討するために，既知の知見を整

理する必要性がある。 

 

 

第 2 節 研究目的 

 

 本研究の目的は，骨格筋を中心とした全身に対する主要な Irisin の作用と治療応用，および運動条

件との関係に関する知見をレビューすることである。 

 

 

第 3 節 本論と考察 

 

第 1 項 Irisin の発見 

 運動の筋に対する種々の効果は，PGC-1α が担っている。しかし，運動効果が全身に波及するため

の媒介因子は長らく不明であった。2012 年に，マウスにおいて PGC-1α の過剰発現が膜タンパク質

である FNDC5 の発現を増加させ，それが切断（cleave）されて分泌されるペプチドが白色脂肪細胞

を褐色化させることが報告された 5)。Boström ら 5) は，このペプチドを，ギリシャ神話において大

地と天界を媒介する虹の女神“Iris”に因んで，“Irisin”と命名した。 

Irisin は，ヒト，ラットの種間で高度に保存されている。当初，市販キットの特異度の低さから，

ヒトにおける存在が疑われていたが 6-8)，質量分析法を用いた検証 9)によって証明された。現在では

市販キットの精度も向上した。 
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第 2 項 生体内における Irisin の役割 

 Irisin は，主に骨格筋と心筋から放出され，皮下組織，脂肪組織，精巣，肝臓，膵臓，胃からもご

く少量放出される。安静時のヒト血中 Irisin 濃度は，座りがちな生活を送る個体において 3.6ng/ml，

長期的な有酸素インターバルトレーニングによって 4.3ng/ml まで増加する 9)。濃度は，年齢依存的

で，高齢になるほど低下する 10-12)。Irisin の受容体や，FNDC5 から切断される分子機構は未だに解

明されていない。 

 Irisin は，骨格筋をはじめ，骨，脳神経系，肝臓，膵臓，脂肪組織，心臓，末梢血単核細胞，癌細

胞などに作用する。 

骨においては，in vitro で骨髄間質細胞から骨芽細胞への分化を促進し 13)，Wnt 経路を活性化さ

せ 14)，骨形成を総合的に促進させる。in vivo で，マウスへの４週間の Irisin の投与は，大腿骨の骨

周径，皮質骨の骨密度，極慣性モーメントへの耐性を高めた 14)。 

脳においては，BDNF の発現増加によって記憶力を向上し，アルツハイマーの抑制に関連してい

ると考えられている 15,16)。また，高齢者や若年アスリートにおいて認知機能と血中の Irisin 濃度は

正の相関を示す 17,18)。アデノウイルスベクターを介した肝臓への FNDC5 の送達が，血中の Irisin

濃度を上昇させ，海馬における BDNF やその他の神経保護因子の発現を誘導したことから，Irisin

は血液脳関門を通過すると考えられる 16)。 

その他，Irisin は，肝臓においては PI3K/Akt 経路を介してグリコーゲン合成を増加し 19)，脂肪組

織においては白色脂肪細胞を褐色化（代謝改善）し 5)，心臓においては心筋修復と機能を改善する 20)。

すなわち，Irisin は，運動が身体の恒常性に及ぼす有益な作用の大部分に関与していると考えられる。 

 

第 3 項 骨格筋の恒常性と Irisin 

 血中の Irisin レベルと筋量は正相関する 21)。加えて，ヒトでは，筋の成長に関連する代表的な

Myokine である IGF-1 遺伝子と関連する 22)。一方で，Irisin は，骨格筋においてタンパク分解に関

与している Myostatin と拮抗すると考えられている 22)。Myostatin ノックアウトマウスは，全身の

異常な筋肥大を示す 23)。Shan ら 24) の報告では，Myostatin ノックアウトマウスでは Irisin と前駆

物質の発現増加が認められ，筋量増加が Irisin 依存的であることが示唆されている。 

 

第 4 項 種々の要因によって生じる筋萎縮に対する Irisin 治療の効果 

 Colaianni ら 25)は，マウスに対して週 1 回，高濃度の Irisin を腹腔内に投与し，4 週間の後肢非荷

重処置によって誘発される廃用性筋萎縮を完全に抑制した。同様に，Raza ら 26)は，筋ジストロフィ

ーモデルマウスに対して高濃度の Irisin を投与し，筋肥大と握力の増加を認めた。また，Irisin 処置

は，C2C12 筋管細胞における DEX 誘導性筋萎縮を抑制した 27)。 
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第 5 項 Irisin 発現と運動条件の関係 

 先行研究は，有酸素運動 21,28)，全身振動刺激 29)，および寒冷環境での震え 30)が血中 Irisin 濃度や，

遺伝子およびタンパク質レベルの Irisin 発現を増加させることを示唆する。レジスタンスエクササ

イズの Irisin 産生増大効果は，近年の報告では否定的である 31,32)。Irisin を効率的に産生する運動条

件を見出すことは，運動療法の選択に役立つ可能性があるが，上記のように，筋収縮様式，運動量，

運動頻度などの運動条件と Irisin 発現との関係に着目した研究は少ない。 

 

 

第 4 節 結論 

 

 Irisin などの Myokine に関する研究は，近年注目を集め集中的に研究されているトピックである。

運動療法を主たる治療手段とするリハビリテーション専門職にとって，運動効果のメカニズムを可

視化することは，最適な運動プログラムの立案に大きく資するであろう。 
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一過性の急性下り坂走行がラットの血清 Irisin 濃度および骨格筋に 
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第 1 節 緒言 

 

骨格筋の収縮様式は，求心性収縮，等尺性収縮，遠心性収縮に大別される。骨格筋の収縮様式の違

いは，ヒトおよび動物において全身に異なる適応をもたらす。げっ歯類の一過性の急性下り坂走行モ

デルは，求心性および遠心性収縮の身体に対する様々な影響を比較するための古典的なモデルとし

て用いられてきた 33,34)。膝関節伸展筋である中間広筋や足関節底屈筋であるヒラメ筋，腓腹筋は，上

り坂走行時には求心性収縮を呈する一方で，下り坂走行時には遠心性収縮を呈する。本モデルによっ

て，下り坂走行（遠心性収縮）は，上り坂走行（求心性収縮）と比較して，同速度条件での走行時に

大きな筋損傷を生じさせるというネガティブな事実が明らかになった 34)。一方，下り坂走行のメリ

ットは，同速度条件において上り坂走行よりも低い代謝コストで走行できることである 33)。異なる

筋収縮様式へ明確に切り替えることができるこの古典的なモデルを用いて Irisin 動態を調査した先

行研究はない。本研究の目的は，走行様式の違いが血清 Irisin 濃度に及ぼす影響を明らかにすること

である。 

 

 

第 2 節 方法 

 

第 1 項 実験動物 

 本研究の対象動物は，10 週齢の雄性 Wistar ラット (日本 CLEA，大阪)であった（n=18）。全ての

対象動物は，12 時間毎に明暗が切り替わり，常時 23 ℃に室温管理された動物舎内のケージにて，

搬入されてから約 1 週間，馴化飼育した。馴化飼育の間，対照動物は餌と飲用水を自由に摂取でき

た。本研究は，本学の動物実験委員会で承認された（承認番号：A-18-01）。 

 

第 2 項 走行条件 

 対象を，Control 群（n=6），上り坂走行群(n=6)，下り坂走行群(n=6)に分けた。Control 群は，あ

らゆる介入を与えずに飼育した。その他の走行群は，Armstrong らの研究 34)に準じて，速度 16 m/

分で合計 90 分間（5 分走行 ＋ 2 分休憩；18 セット），それぞれ 16°の上り坂もしくは下り坂に傾斜

したげっ歯類用トレッドミル（室町機械，東京）上を 1 セッションのみ走行した。馴化走行は，先行

研究 34)に準じて施行しなかった。 
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第 3 項 組織採取と保存 

3-1  血清 

 Control 群は，16 週齢を迎えた時点で腹腔内にペントバルビタールナトリウムの過剰投与によっ

て屠殺した。走行群は，走行終了の 48 時間後，同様に処置した。心停止および呼吸停止を確認した

直後，左心室穿刺によって血液を採取した。採取した血液を直ちに 4 ℃，3,000 rpm，10 分間遠心

し，分離された血清を生化学的分析に用いるまで-80 ℃で保存した。 

 

3-2  筋組織 

 血液採取の直後，左後肢より中間広筋を採取した。ラットの中間広筋は，上り坂走行において求心

性収縮が，下り坂走行において遠心性収縮がそれぞれ特異的に観察される 34)ため，摘出筋として選

択した。摘出した中間広筋は，速やかに 10 %中性リン酸緩衝ホルマリンで，4 ℃にて固定した。24

時間後，常法に従い，パラフィン包埋処理を行い，組織学的評価に用いるまでパラフィンブロックと

して保存した。 

 

第 4 項 生化学的評価 

 血清中の Irisin 濃度は，ELISA 法によって定量した。本研究に用いた ELISA キット（Phoenix 

Pharmaceuticals, アメリカ, EK-067-29）は，現在市販されている Irisin 定量用 ELISA キットの中

で最も信頼性が高いと考えられている 35)。ELISA は，製品説明書に従って実施した。血清の吸光度

の算出には，4 パラメータロジスティクス機能を有するマイクロプレートリーダーSH-1200 および

SF-6 software（コロナ電気株式会社，日本）を用いた。 
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第 5 項 免疫組織学的評価 

 5 μm に薄切された中間広筋のパラフィン切片を，MAS コーティングされたスライドガラス（松

浪硝子，日本）に貼付した。切片をキシレンで脱脂し，濃度の異なるエタノールに浸漬することで再

水和した。抗原賦活化処理には，オートクレーブを用いた。 

免疫組織化学染色は，VECSTATIN ABC キット（Vector laboratories，アメリカ）を用いて，製

品の説明書に従って実施した。内因性ペルオキシダーゼは，メタノール中の 0.3 %H2O2 中で 30 分間

インキュベートすることでブロックした。ブロッキング用に希釈された正常ウサギ血清を切片上に

滴下し，20 分間インキュベートした。余分な血清を除去した後，0.1 M リン酸緩衝生理食塩水，0.1 %

ウシ血清アルブミンを含む pH 7.2 の PBS 緩衝液で希釈（1：300）した抗 FNDC5 ポリクローナル

抗体（Bioss，アメリカ）で 30 分間インキュベートした。一次抗体を添加していないネガティブコン

トロールスライドを用意した。PBS 緩衝液で洗浄した後，調製したビオチン標識二次抗体で 30 分間

インキュベート後，VECTASTAINVR ABC 試薬で 30 分間インキュベートした。DAB ペルオキシダ

ーゼ基質キット，ImmPACT（Vector Laboratories，アメリカ）を切片に滴下し，適切な染色強度が

得られるまでインキュベートした。次いで，切片をヘマトキシリンで対比染色し，蒸留水で洗浄した。

エタノールによる脱水処理，キシレンによる透徹処置の後，切片を Entellan new（Sigma-Aldric，

アメリカ）で封入した。 

筋断面の写真は，顕微鏡（BX50，オリンパス株式会社，日本）を用いて撮影した。各筋切片から

各 5 枚の横断面画像（400 倍）を撮影し，Image J（United. States. National Institutes of Health，

アメリカ）を用いて Irisin 陽性面積を定量化した。 

 

第 6 項 統計分析 

全てのデータは，平均 ± 標準偏差で示した。各アウトカムにおける群の主効果を検定するため，

一元配置分散分析を用いた。体重と Irisin 濃度の群間比較には，ポストホック検定として Tukey 法

を用いた。中間広筋断面における Irisin 陽性面積の群間比較には，ポストホック検定として Games-

Howel 法を用いた。統計分析には，SPSS 17.0 software for Windows Version (SPSS，アメリカ)を

用いた。全ての検定における有意水準は α = 5 %に設定した。 
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第 3 節 結果 

 

第 1 項 体重 

 Control 群は 331.2 ± 16.5 g，上り坂走行群は 314.2 ± 15.3 g，下り坂走行群は 307.5 ± 11.3 g であ

った。一元配置分散分析の結果，群間に有意差は認められなかった。 

 

第 2 項 血清中 Irisin 濃度 （図 1） 

 Control 群は，18.89 ± 3.37 ng/ml，上り坂走行群は 21.27 ± 3.03 ng/ml，下り坂走行群は 28.42 ± 

6.31 ng/ml であった。一元配置分散分析の結果，有意な主効果が認められた。多重比較の結果，下り

坂走行群の血清中 Irisin 濃度はその他の群に対して有意に高値を示した。Control 群と上り坂走行群

の間に有意差は認められなかった。 

 

図 1. 血清 Irisin 濃度 

*: p < 0.05 
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第 3 項 中間広筋横断面における Irisin 陽性面積（図 2，図 3） 

免疫染色を施された中間広筋断面の典型的な画像（オリジナル画像および発色強調像）を図 2 に，

各群における Irisin 陽性面積を図 3 に示した。Irisin 一次抗体を添加した抗体陽性スライドにおい

て，Control 群は，1017 ± 497 μm2，上り坂走行群は 1103 ± 303 μm2，下り坂走行群は 2107 ± 440 

μm2 であった。Irisin二次抗体を添加しなかったネガティブコントロールスライドにおいて，Control

群は 241 ± 97 μm2，上り坂走行群は 569 ± 224 μm2，下り坂走行群は 214 ± 79 μm2 であった。 

同一群内における抗体陽性スライドとネガティブコントロールスライドの比較結果について述べ

る。下り坂走行群の抗体陽性スライドにおける Irisin 陽性面積は，同群のネガティブコントロールス

ライドと比較して有意に大きかった。その他の群では，抗体陽性スライドとネガティブコントロール

スライドの間に有意差は認められなった。 

次に，抗体陽性スライドの群間比較結果について述べる。下り坂走行群の Irisin 陽性面積は，

Control 群および上り坂走行群と比較して有意に大きかった。上り坂走行群と Control 群の間に有意

差は認められなかった。 
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図 2. 抗体陽性スライドにおける免疫染色画像 

 

 

図 3. Irisin 陽性面積 

N.S: 有意差なし *: p < 0.05  
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第 4 節 考察 

 

第 1 項 結果のまとめ 

 本研究の結果より，ラットの一過性傾斜走行モデルにおいて，走行速度と走行時間（走行距離）と

高低差が等しい（同等のメカニカルパワー）条件では，下り坂走行の方が上り坂走行よりも血清中

Irisin 濃度が高く，筋組織においても Irisin 発現が高くなることが明らかになった。 

 

第 2 項 収縮様式と Irisin 発現について 

第一章で述べたように，Irisin は筋細胞膜に存在する FNDC5 が切断されて放出される 5)。遠心性

収縮は，求心性収縮と比較して筋に大きな機械的ストレスを与え，筋の微細損傷と血中 creatinine 

phosphokinase 値の上昇を引き起こすと報告されている 34)。ヒラメ筋に対する機械的ストレスの違

いが FNDC5 の切断を調整し，下り坂走行群の血中 Irisin 放出を促進したと推察される。 

Ochi ら 36)は，電気刺激装置を用いて，ラットの足底屈筋を対象に，遠心性収縮または求心性収縮

の最大収縮トレーニングを 10 日間または 20 日間行った。トレーニング後の足底筋の断面積，成長

因子・サイトカイン産生量（IL-6，Myostatin など）を評価した。その結果，20 日間の遠心性収縮ト

レーニングは，筋肥大関連 Myokine である IL-6 の増加と筋萎縮関連 Myokine である Myostatin の

減少に伴う筋サイズと筋力の増加をもたらしたと結論づけた。IL-6 と Myostatin はともに Irisin と

同様に筋肥大や筋萎縮に関連する Myokine である 37)。しかし，この研究の段階で未発表であった

Irisin は評価されていない。このような遠心性収縮を伴うレジスタンストレーニングにおいても，

Irisin が発現している可能性が高い。 

本研究では，走行群の個体に負荷されるメカニカルパワーを一致させるために 16°の傾斜が選択さ

れた 38)。上り坂走行は，げっ歯類の下り坂走行と比較して，傾斜角の大きさ，同じ速度，時間での酸

素取り込みが有意に高い 33,39)。Aydin ら 40)が，ラットに 10 分間の水浮動を課したところ，心筋およ

び骨格筋組織上清中の Irisin 濃度が上昇した。彼らは，Irisin の主な産生組織は心筋だろう 40)と述

べているが，一般に同等のメカニカルパワー条件では下り坂群の方が上り坂群よりも心拍数は少な

い 41)にも関わらず，本研究ではより高い血清 Irisin 濃度を認めた。また，90 分間のランニング負荷

は，10 分間の水上浮遊負荷に比べて，四肢筋への負荷が大きいため，骨格筋からの Irisin 放出を強

く刺激すると考えられる。このように，負荷の量や種類によっては，骨格筋は心筋と同様に循環 Irisin

濃度に影響を与えると考えられる。Ato ら 42)は，ラットの腓腹筋では，経皮電気刺激装置を用いた実

験で筋に負荷された仕事量が一致している場合，収縮様式の違いがタンパク質の合成／分解を調整

する mTORC1 活性を決定しないことを示した。さらに，最近のヒトを対象とした研究では，大腿四

頭筋に負荷される仕事量が一致した場合に遠心性収縮トレーニングと求心性収縮トレーニングで筋

力向上効果に差がないと報告されている 43)。今後の研究では，Myokine 発現が同等になるように仕

事量を調節した場合も収縮様式によって筋力向上効果の違いがあるかを評価する必要がある。遠心
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性収縮の利点は，求心性収縮に比べて低代謝コストで同じ収縮力を発揮できることである。したがっ

て，今後，遠心性収縮が低代謝コストで求心性収縮と同等の筋力向上効果を示すか調べる研究では，

運動療法のアウトカムの代理指標として Myokine を用いることができるか検討すると共に，代謝コ

ストや運動時間が同じであるプロトコルを比較する必要がある。 

 

第 3 項 研究限界 

 この研究には多くの制限がある。動物の血液サンプルは，走行後 48 時間後に一度のみ採取した。

異なる時間に採取した血液サンプルを使用した場合，血清中濃度の結果が異なる可能性がある。しか

し，レジスタンストレーニング後 48 時間においてラットの血漿中の Irisin 濃度が上昇した報告 44)も

あるため，この時間帯に Irisin 濃度がピークに達することが期待されている。走行タスクの何時間後

に血中 Irisin 濃度が上昇するのかという疑問に対するコンセンサスは現状存在せず，今後の課題と

なる。また，本研究では 1 セッションのみの走行後の状態を評価したが，長期的なトレーニングでこ

れらの変化が維持されるかどうかは不明である。さらに，本研究で用いた上り坂/下り坂走行の実験

デザインでは，動物個体に対して群間で仕事量をマッチングさせることができるが，各骨格筋の仕事

量は厳密にマッチングできない。今後の研究を発展させながら，この限界を考慮する必要がある。 

 

 

第 5 節 結論 

 

 本研究より，遠心性収縮を伴う一過性の運動は，生体の恒常性において重要な役割を果たす Irisin

を，求心性収縮主体の運動よりも効率的に産生させることが明らかになった。この結果は，遠心性収

縮が Irisin を介して筋力向上効果を示す機序を示唆する。さらに，Irisin が筋力向上効果の代理指標

として有用である可能性も開かれた。Irisin の応用は，今後筋萎縮を呈す可能性のある種々の病態に

対する治療や健康増進のための運動プログラムの構築に貢献するだろう。 
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第 3 章 

 

中期的な下り坂走行トレーニングが 

Glucocorticoid 誘導性筋萎縮症モデルラットの骨格筋に及ぼす影響  
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第 1 節 緒言 

 

 序章で述べたように，筋萎縮症は，リハビリテーション現場において高頻度で遭遇する主要な治療

対象である。筋萎縮症の原因は，廃用性，加齢，疾患原性，薬剤性など多岐にわたり，それぞれ特徴

的な萎縮を呈する。DEX に代表される steroid（特に GC）製剤は，極めて優れた抗炎症作用を有す

るため，多種多様な炎症性疾患に対して投与される 45)。しかし，強力な薬理作用を有する反面，有害

な副作用も多数報告されている 46)。特に GC 誘導性筋萎縮症は，著しい筋力低下に伴う ADL の低下

を招く，極めて重大な副作用である 47)。 

GC 誘導性筋萎縮症は，四肢近位筋に好発し，Type II 線維優位の萎縮を呈する 48)。また，GC 誘

導性の筋力低下の要因は筋細胞における膜電位の興奮性や，神経筋接合部におけるアセチルコリン

受容体発現の異常ではなく，筋萎縮による力学的要因であると考えられている 49,50)。ラットに対す

る 5 日間の DEX 投与は，筋タンパク質の分解経路の起点となる Myokine，「Myostatin」の発現を

遺伝子レベルおよびタンパク質レベルで増加させてタンパク質分解を促進する 51-53)。実際，

Myostatin ノックアウトマウスに DEX を一定期間投与しても筋量の減少は認められない 54)。加え

て，GC は，筋タンパク質合成経路の起点となる Myokine，「IGF-1」の産生を阻害して筋タンパク

質合成経路を鈍化させることが示唆されている 52,53)。すなわち GC は，筋タンパク質の合成/分解両

方の経路を阻害して筋萎縮を生じさせるらしい。 

GC 誘導性筋萎縮症に対する運動介入の効果は，ヒトとげっ歯類の筋萎縮モデルで検証されてきた。

Gardiner ら 55)は，ラットを対象に，軽負荷の weight-lifting プログラムによって腓腹筋の GC 誘導

性筋萎縮を部分的に予防できたと報告した。これ以降，GC 誘導性筋萎縮に対する運動介入の効果は

多数示されており，一部の報告 56)を除き，大半が部分的な萎縮の予防や抑制に肯定的な結果を示し

ている 57-62)。さらに近年，Myostatin と拮抗する Irisin 処置によって C2C12 筋管細胞における DEX

誘導性筋萎縮を抑制できると報告された 27)。第 2 章で報告したように，遠心性収縮優位の下り坂走

行は，上り坂走行と比較して Irisin 産生を高める可能性がある 63)。著者が知る限り，筋収縮様式の

異なる運動条件が GC 誘導性筋萎縮症からの回復に及ぼす影響を比較した研究はなかった。GC 誘導

性筋萎縮症に対する遠心性収縮と求心性収縮トレーニングの効果の違いがあれば，運動療法プログ

ラムを立案する際に有用である。本研究の目的は，遠心性収縮優位の下り坂走行トレーニングが GC

誘導性筋萎縮症からの回復を促進し得るかどうかを明らかにすることである。  
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第 2 節 方法 

 

第 1 項 実験動物 

 本研究の対象動物は，10 週齢の雄 Wistar ラット(日本 CLEA，大阪)であった（n = 40）。全ての対

象動物は，12 時間毎に明暗が切り替わり，常時 23 ℃に室温管理された動物舎内のケージにて，約 1

週間，馴化飼育した。馴化飼育の間，対照動物は餌と飲用水を自由に摂取できた。本研究は，本学の

動物実験委員会で承認された（承認番号：A-19-03）。 

 

第 2 項 実験プロトコル 

2-1  群分けおよび Dexamethasone 投与 

 対象を，8 匹ずつ 5 群（Vehicle 群，DEX 群，上り坂走行群［UH 群］，下り坂走行群［DH 群］，

下り坂高速走行群［DHF 群］）に分けた。Vehicle 群は，実験開始日より 5 日間連続で 1 ml/kg-1 の生

理食塩水を腹腔内に投与した後，6 週間自由飼育した。その他の群は，DEX 誘導性筋萎縮症を生じ

させるため，Vehicle 群と等量の生理食塩水で希釈された 600 μg/kg-1 の DEX（Sigma-Aldrich，ア

メリカ）を 5 日間連続で腹腔内に投与した 51,64)。その後 6 週間，DEX 群はケージの中で自由飼育し，

UH 群，DH 群，および DHF 群にはトレッドミル走行トレーニングを課した。 

 

2-2  走行条件 

 全ての動物に，連続した 2 日間，トレッドミル上（速度 10 m/分）で 10 分間の馴化走行を課した。

尚，馴化走行は傾斜 0°で実施した。 

DEX 投与終了後，各走行群に 15 分 × 2 セット × 18 セッション（3 セット/週 × 6 週）の走行を

課した。各セット間には 5 分の休憩を設けた。走行群は，先行研究 65)に準じてそれぞれ 15°の上り坂

もしくは下り坂に傾斜したげっ歯類用トレッドミル（室町機械，東京）上を走行した。走行群は，ト

レーニング時間以外は自由飼育した。 

ラットが全セッションを完走できるように UH 群の走行速度を，第 1 週：12 m/分，第 2 週：14 

m/分，第 3 週以降：16 m/分と漸増させた。DH 群の走行速度は，UH と同等のメカニカルパワー（走

行距離と高低差）が得られるように UH 群と同様に設定した。一方，DHF 群の走行速度は，UH 群

と同等の酸素消費量が得られるように，先行研究 65) で示された回帰式に従い，第 1 週：22 m/分，

第 2 週：26 m/分，第 3 週以降：30 m/分と漸増させた。 
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第 3 項 組織採取と保存 

3-1  筋組織 

 血液採取の直後，左後肢より，ヒラメ筋，内側腓腹筋，および長趾伸筋を採取した。ヒラメ筋の組

成は Type I 線維優位であり，DEX 誘導性筋萎縮症を呈しにくい 47,60,66)。腓腹筋の組成は Type II 線

維優位であり，DEX 誘導性筋萎縮を呈する 55,67)。長趾伸筋の組成は Type II 線維優位であり，DEX

誘導性筋萎縮を呈する 60)が，抗重力筋ではないため，異なる傾斜走行において特徴的な筋収縮様式

の差異は観察されないと考えられる。摘出された筋組織は，筋湿重量の測定の後，速やかに 10 %中

性リン酸緩衝ホルマリンで，4 ℃にて固定した。24 時間後，常法に従い，パラフィン包埋処理を行

い，組織学的評価に用いるまでパラフィンブロックとして保存した。 

 

3-2  血清 

 Vehicle 群および DEX 群は，16 週齢を迎えた時点で，腹腔内にペントバルビタールナトリウムの

過剰投与によって屠殺した。走行群は，最終走行終了の 48 時間後，同様に処置した。心停止および

呼吸停止を確認した直後，左心室穿刺によって血液を採取した。採取した血液を直ちに 4 ℃，3,000 

rpm，10 分間遠心し，分離された血清を生化学的分析に用いるまで-80 ℃で保存した。 

 

第 4 項 筋組織の評価 

 5 μm に薄切された筋のパラフィン切片を，MAS コーティングされたスライドガラス（松浪硝子，

日本）に貼付した。切片をキシレンで脱脂し，濃度の異なるエタノールに浸漬させることで再水和し

た。常法に則り，Hematoxylin-Eosin（HE）染色を行った。断面の写真は，顕微鏡（BX50，オリン

パス株式会社，日本）を用いて撮影した。各筋切片から各 3 枚の横断面画像（200 倍）を撮影し，

Image J（United. States. National Institutes of Health，アメリカ）を用いて各筋より計 100 本の

筋線維断面積を定量化した。 
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第 5 項 生化学的評価 

 血清中の Myokine 濃度は，ELISA 法［Myostatin（R&D systems，アメリカ，DGDF80），IGF-

1（R&D systems，アメリカ，MG100），および Irisin（Phoenix Pharmaceuticals, アメリカ, EK-

067-29）］によって定量した。本研究に用いた Irisin ELISA キットは，現在市販されている Irisin 定

量用 ELISA キットの中で最も信頼性が高いと考えられている 35)。ELISA は，製品説明書に従って

実施した。血清の吸光度の算出には，4 パラメータロジスティクス機能を有するマイクロプレートリ

ーダーSH-1200 および SF-6 software（コロナ電気株式会社，日本）を用いた。 

 

第 6 項 統計分析 

データは，全て平均 ± 標準誤差で示した。体重の比較には，解剖時の体重を実験開始時の体重で

除した値を用いた。筋湿重量の比較には，解剖時の湿重量を実験開始時の体重で除した値を用いた。

Shapiro-Wilk 検定によって正規性を検定した。正規性が認められなかったアウトカムは，Steel-

Dwass 法による多重比較を行った。正規性が認められたアウトカムは，Levene 検定によって等分散

性を検定した。等分散性が認められたアウトカムは，Tukey 法による多重比較を行った。等分散性が

認められなかったアウトカムは Games-Howell 法による多重比較を行った。統計分析には，R2. 8. 1

（R Foundation for Statistical Computing）を用いた。全ての検定における有意水準は α = 5 %に設

定した。 

 

 

第 3 節 結果 

 

 解析に供した全てのアウトカムを表 1 に示した。 
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表 1. 各群の体重，筋湿重量，血清中 Myokine 濃度，および筋線維断面積 

 

DEX: Dexamethasone 投与群 F: 高速度 IGF-1: Insulin-like growth factor-1  SE: standard error = 標準誤差 

*: Vehicle に対する有意差 †: DEX に対する有意差 ‡: DEX+Uphill に対する有意差 §: DEX+Downhill に対する有意差 
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第 1 項 体重（表 1，図 4） 

 各群における解剖時の体重を実験開始時の体重で除した比率および Tukey 法の結果を図 4 に示し

た。DEX 群の体重変化率は，Vehicle 群（p < 0.01）と UH 群（p = 0.04）に対して有意に低値を示

した。DH 群の体重変化率は，Vehicle 群（p < 0.01），UH 群（P = 0.01），および DHF 群（p = 0.02）

に対して有意に低値を示した。その他の群間に有意差は認められなかった。 

 

 

図 4. 各群における体重変化率 

DEX: Dexamethasone UH: 上り坂走行群 DH: 下り坂走行群 DHF: 高速下り坂走行群  

*: p < 0.05  
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第 2 項 筋湿重量（表 1，図 5） 

2-1  ヒラメ筋（図 5A） 

 各群におけるヒラメ筋の筋湿重量（実験開始時の体重で除した比率）を図 5A に示した。Steel-

Dwass 法の結果，DEX 群の筋湿重量は，UH 群（p = 0.01）と DHF 群（p = 0.02）に対して有意に

低値を示した。その他の群間に有意差は認められなかった。 

 

2-2 内側腓腹筋（図 5B） 

各群における腓腹筋の筋湿重量（実験開始時の体重で除した比率）を図 5B に示した。Tukey 法の

結果，DEX 群の筋湿重量は，Vehicle 群（p < 0.01），UH 群（p < 0.01），および DHF 群（p = 0.04）

に対して有意に低値を示した。DH 群の筋湿重量は，Vehicle 群（p = 0.04）と UH 群（p = 0.01）に

対して有意に低値を示した。その他の群間に有意差は認められなかった。 

 

2-3 長趾伸筋 

 Steel-Dwass 法の結果，全ての群間に有意差は認められなかった。 
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図 5. 各群における介入前体重に対する筋湿重量 

DEX: Dexamethasone UH: 上り坂走行群 DH: 下り坂走行群 DHF: 高速下り坂走行群 *: p < 0.05 
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第 3 項 筋線維断面積（表 1，図 6，図 7） 

 各群における内側腓腹筋の筋線維断面積平均値および Tukey 法の結果を図 6 に示した。Vehicle 群

の筋線維断面積は，UH 群（p = 0.02）と DH 群（p < 0.01）に対して有意に高値を示した。DHF 群

の筋線維断面積は，UH 群（p < 0.01）と DH 群（p < 0.01）に対して有意に高値を示した。その他

の群間に有意差は認められなかった。 

各群における内側腓腹筋の筋線維断面積分布（各範囲に含まれる線維数 / 計測された線維数）お

よび多重比較の結果を図 7 に示した。500-1500 μm の範囲において，Steel-Dwass 法の結果，全て

の群間に有意差は認められなかった。1500-2000 μm の範囲において，Games-Howell 法の結果，全

ての群間に有意差は認められなかった。2500-3000 μm の範囲において，Tukey 法の結果，全ての群

間に有意差は認められなかった。3500-4000 μm の範囲において，Steel-Dwass 法の結果，DHF 群

は，DH 群（p = 0.02）に対して有意に高値を示したが，その他の群間に有意差は認められなかった。

4500-5000 μm の範囲には，Steel-Dwass 法が適用された。DEX 群は，UH 群（p = 0.01）と DH 群

（p < 0.01）に対して有意に高値を示した。DHF 群は，UH 群（p = 0.03）と DH 群（p = 0.02）に

対して有意に高値を示した。UH 群は Vehicle 群に対して有意に低値を示した（p = 0.01）。その他の

群間に有意差は認められなかった。 

 

 

図 6. 内側腓腹筋筋線維断面積 

DEX: Dexamethasone UH: 上り坂走行群 DH: 下り坂走行群 DHF: 高速下り坂走行群  

*: p < 0.05  
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図 7. 内側腓腹筋における筋線維断面積の分布 

N.S: 有意差なし *: Vehicle に対する有意差 †: Dexamethasone に対する有意差 ‡: Uphill に対する有意差  §: Downhill-Slow に対する有意差 
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第 4 項 血清中 Myokine 濃度（表 1） 

4-1  Myostatin 

 Tukey 法の結果，UH 群の Myostatin 濃度は，DEX 群に対して有意に高値を示した。その他の群

間に有意差は認められなかった。 

 

4-2  IGF-1 

 Tukey 法の結果，いずれの群間にも有意差は認められなかった。 

 

4-3  Irisin 

 Games-Howell 法の結果，Vehicle 群の Irisin 濃度は，UH 群および DH 群に対して有意に高値を

示した。その他の群間に有意差は認められなかった。 
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第 4 節 考察 

 

第 1 項 筋湿重量について 

体重や腓腹筋の筋湿重量は，DEX 投与によって一時的に減少すると報告されている 55)が，通常は

DEX 投与終了時点から自然回復が始まる 68)。本研究で採用した DEX 投与量 51)の場合，6 週間の自

由飼育（DEX 群）のみではそれらを Vehicle 群と同程度まで回復させられなかった。対照的に，UH

と DHF 介入は，Vehicle 群と同程度までそれらの指標を回復させた。GC は，Myostatin 発現を増加

させ，Smad2/3 を介してタンパク質合成経路における Akt のリン酸化を抑制する 53)（図 8）。Irisin

と IGF-1 はタンパク質合成経路を活性化させることで，Myostatin に拮抗する 27,53)。一般に，健常

ラットではトレッドミル走行トレーニングによって血中 Irisin 濃度が向上する 69, 70)が，本研究（GC

投与後）では，Irisin 産生が高まることはなかった。よって，GC が Irisin の放出を誘導するシグナ

ルや受容体との結合を抑制している可能性がある。もしくは，UH 介入と DHF 介入による筋湿重量

の回復には，本研究では評価していない TRPV1 経路などの Myokine 以外のタンパク質合成経路が

関与していると推察する。 

以上より，中期的な走行トレーニングが GC 誘導性筋萎縮症からの筋湿重量の回復に有効である

ことが示された一方で，筋収縮様式の違いは影響しないことが明らかになった。なお，DH 群は代謝

コストおよび筋に対するメカニカルストレスのいずれも他の走行群より小さいため，体重や筋湿重

量を改善させるまでに至らなかったと考えられる。よって，以下の考察は UH 群と DHF 群の比較を

中心に展開する。 

 

第 2 項 筋線維断面積について 

筋湿重量と同様に，腓腹筋の筋線維断面積も DEX 処置によって一時的に狭小化すると報告されて

いる 55)が，本研究における 6 週間の自由飼育および DHF 介入によって Vehicle 群と同等まで回復し

た。対照的に，UH 介入はむしろ筋線維断面積の回復を妨げた。注目すべきは，DHF 介入が UH よ

り有意に大径線維（4500-5000 μm2）の回復を促進し，筋線維断面積をより正常な組成にした点であ

る。また，DEX 処置によって短期間で一過性に上昇する血中 Myostatin 濃度は，6 週間の自由飼育

によって Vehicle 群と同等まで収束したが，UH 群では DEX 群より高値を示した。Myostatin は筋

量のみならず筋線維タイプ組成にも関連 71)し，濃度の上昇は Type II 線維の比率低下を招く。求心性

収縮優位のトレッドミル走行では，主に Type I 線維が動員される 72)。Uchikawa ら 60)の報告では，

GC 投与と並行して行われた 5 週間の中等強度のトレッドミル走行によって，Type II 線維優位であ

る長趾伸筋において，Type I 線維の占有率が上昇した。本研究では筋線維タイプを染め分ける染色

法を用いていないため推察であるが，UH 介入における Type I 線維優位の動員と血中 Myostatin 濃

度の上昇傾向，および筋線維断面積の低下が関連している可能性がある。一方で，DHF 介入は，
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Vehicle 群および自由飼育と同等の筋線維径組成および Myokine 発現が観察された。当初の予想に

反して，DHF 介入によって Vehicle 群に対して Irisin および IGF-1 濃度の上昇と Myostatin 濃度の

低下は認められなかった。下り坂走行時の腓腹筋は，遠心性収縮を呈する 33,34)。遠心性収縮では，サ

イズの原理が逆転し，Type II 線維が特異的にリクルートされる 73)。よって，UH 群と同等の代謝コ

ストで実施された DHF 群においては，Type II 線維が特異的にリクルートされた結果，筋線維断面

積を Vehicle 群と同等まで回復させることができたと考えられる。筋線維断面積が小さい UH 群に

おいて，筋湿重量は DHF 群と同等であったことから，UH 群において Type I 線維が過形成されて

いる可能性が考えられるが，本研究のデータからは証明できない。DHF 群において筋線維断面積が

維持されることは，ADL に関わる運動機能を鑑みると重要な違いである。 

本研究では，血清中 Myokine 濃度を一時点のみで実施した。DEX 投与による Myokine 変動は投

与開始から短期間で一過性に上昇し，それ以後は収束する 51)。DEX 投与期間やトレーニング期間中

に経時的に血液採取ができていればより詳細な群間の比較が行えた可能性があり，今後の研究に持

ち越すべき課題となった。 

 

第 3 項 先行研究との比較 

 先行研究では，トレッドミル走行によって部分的に GC 誘導性筋萎縮を抑制できると報告されて

いる 57,60,74-76)。Hickson ら 57)のプロトコルは，12 週間の予防的運動介入を課し，介入期間の最後 10

日間にＧＣ投与を行っている。また，その他の研究では，GC 投与と運動介入を並行して実施してい

る 60,74-76)。また，本研究と先行研究では，投与された GC の種類，投与経路，投与量も各々異なる。

本研究では，運動プロトコルの事前に DEX 投与を行うことで，既に筋萎縮が生じた状態からの回復

に適した運動条件と Myokine の関連を検討した。本研究で得られた知見が，ステロイドパルス療法

後の回復を図る運動療法を検討する際の一助になることを期待する。 

 

第 4 項 研究限界 

 本研究には，いくつかの限界が含まれている。第一に，走行群における走行強度の問題である。本

研究では，現実的に運動療法として施行できることを前提に，全てのラットが完走できるよう，1 セ

ッションにつき 15 分×2 セットの走行負荷を設定した。GC 誘導性筋萎縮モデルラットに対してトレ

ッドミル走行を負荷した先行研究では，高速度で 60 分間 74)や 90 分間 59,75,76)など，長時間の激しい

負荷を与えている。運動療法として効果的，かつ現実的に患者に適用できる運動強度は，今後ヒトを

対象とした研究で明らかにする必要がある。第二に，二章でも述べたように，傾斜の異なるトレッド

ミル走行で個々の骨格筋に与えられる仕事量は必ずしも均等ではない。さらに，トレッドミル傾斜の

違いが脳血流量や肺の換気血流比などの今まで報告されていない未知の因子と関連している可能性

もある。真の意味で収縮様式の違いを検討するのであれば，電気刺激装置などを用いて収縮の強さや

頻度，仕事量などを制御する必要がある。 
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図 8. Glucocorticoid 誘導性筋萎縮のメカニズムと本研究の仮説（文献 55 と 64 を参考に作成） 

GR: Glucocorticoid 受容体 Myostatin R: Myostatin 受容体 Irisin R: Irisin 受容体 

Glucocorticoid は Myostatin 発現を増加させ，Smad2/3 を介してタンパク質合成経路である Akt1 のリン酸化を抑制する。
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第 5 節 結論 

 

 同等の代謝コストで行われた 6 週間の上り坂および下り坂走行トレーングは，GC 誘導性筋萎縮を

呈したラット腓腹筋の筋湿重量を同様に回復させたが，この結果と Irisin との関連は不明であった。

一方，下り坂走行トレーニングは，筋量調節に関わる Irisin などの血中 Myokine 濃度と腓腹筋の筋

線維断面積をより正常な状態に回復させる可能性が示唆された。本研究結果より，GC 誘導性筋萎縮

症からの正常な回復を促進する運動療法として，相対的に下り坂走行トレーニングが適している可

能性が示唆された。 
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終章 

 

結論 （総合） 
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 本研究は 3 章構成で，Irisin に関する知見を整理し，一過性の急性下り坂走行がラットの生体内

Irisin 動態に及ぼす影響，および Irisin 発現を促すと期待される下り坂走行トレーニングが

Glucocorticoid 誘導性筋萎縮症モデルラットの骨格筋に及ぼす影響を検討した。第 1 章から，Irisin

の作用に関する知見が膨大に報告されていることが明らかになった。その一方で，Irisin 発現を最大

化する至適運動条件に関する知見が乏しく，研究の余地が多分に残っていることが明らかになった。

また，第 2 章から，一過性の遠心性収縮運動が Irisin 産生に適していることが明らかになった。そ

して，第 3 章から，Irisin などの血中 Myokine 濃度が正常に維持される遠心性収縮優位のトレーニ

ングを継続することで Glucocorticoid 性筋萎縮症から正常な状態への回復が促進される可能性が示

唆された。一方で，遠心性収縮を中心に行うトレーニングは過負荷で行えば筋損傷を助長するリスク

もあるため，英語で Negative training と表現されることもある。運動強度に関しては，ヒトを対象

に適切な条件を設定するための研究が望まれる。また，Myokine 産生がサルコペニアや廃用性筋萎

縮など，異なるメカニズムによって生じる筋萎縮症とどのように関連するかを明らかにする研究も

重要になると考える。 

リハビリテーションに新たな価値と意義を付与して対象者の健康寿命を延伸するために，専門職

は臨床的な技術に加えて，基礎的な知識を更新し続ける必要がある。そして，臨床で勤務するリハビ

リテーション専門職が，自発的に臨床的貢献度の高い基礎研究を推進することが結果的に専門職と

しての職能向上につながると考える。  
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