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要旨 

【目的】  

運動負荷による骨格筋肥大には mechanistic target of rapamycin  (mTOR) の活

性化や筋衛星細胞の関与が重要と言われている．本研究では，mTOR や筋衛星

細胞の活性化を調整する制御機構について検討することを目的とした．  

【方法】  

Akt1 KO マウス  (KO) と wild type (WT) に対し，共働筋切除術による足底筋

への代償性過負荷を行った．各群について補正足底筋重量と筋線維横断面積，

Akt/mTOR 経路の分子の発現量およびリン酸化，増殖した筋衛星細胞数を分析

した．  

【結果】  

KO 群は運動負荷によって mTOR 経路が活性化しタンパク質合成が促進して

いたにも関わらず，筋の肥大効率が一部抑制された．また，KO 群は筋衛星細

胞の増殖効率が抑制された．  

【考察】  

運動負荷においては Akt1 非依存的な経路が mTOR の活性化に重要であるこ

と，Akt1 はタンパク質合成系以外の要因によって骨格筋肥大を制御することが

明らかとなった．また，Akt1 は筋衛星細胞の機能活性を促進することで，骨格

筋肥大を制御する可能性が示唆された．  

 

英文要旨 

【Purpose】 

Mechanistic target of rapamycin (mTOR) and satellite cells play an important role in the promotion 

of protein synthesis and subsequent skeletal muscle hypertrophy. The present study aimed to 

investigate the regulatory mechanism that regulates mTOR and muscle satellite cells activation. 

【Methods】 

Akt 1 knockout (KO) and wild type (WT) mice were included in this study. Plantaris muscle 

hypertrophy was induced in the mice using a bilateral synergist ablation model. The weight and 

cross-sectional area of the muscle, the level of expression and phosphorylation of the Akt/mTOR 

pathway, and the number of proliferated satellite cells in each group were analyzed. 

【Results】 

Following mechanical overload, the Akt1 KO mice showed a blunted hypertrophic response of the 

plantaris muscle, with a diminished rate of satellite cells proliferation. The proliferation efficiency 

of muscle satellite cells was found to be suppressed. 

【Discussion】 

The results show that the Akt1-independent pathway is important for mTOR activation in exercise 

load. Akt1 regulates skeletal muscle hypertrophy through factors other than protein synthesis. 



Moreover, the results suggest that Akt1 regulates skeletal muscle hypertrophy by promoting the 

functional activity of muscle satellite cells.  
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I 略語 

 

ATP: Adenosine triphosphate 

ACL: ATP citrate lyase 

BCA: Bicinchoninic acid 

BSA: Bovine serum albumin 

BrdU: Bromodeoxyuridine 

DNA: Deoxyribonucleic acid 

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid 

ERK: Extracellular signal-regulated kinase 

elF4E: Eukaryotic translation initiation factor 4E 

elF4G: Eukaryotic translation initiation factor 4G 

GSK3-β: Glycogen synthase kinase 3 β 
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IGF-1: Insulin-like growth factor 1 

KO: Knock out 
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MEK: Mitogen-activated protein kinase kinase 
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II 本文 

II－1 先行研究と研究背景 

II－1－1) 骨格筋と理学療法の関わり 

  II－1－1)－(1) 理学療法場面における骨格筋への介入 

理学療法士及び作業療法士法において，理学療法は「身体に障害のある者に対し，主と

してその基本的動作能力の回復を図るため，治療体操その他の運動を行わせ，及び電気刺

激，マッサージ，温熱その他の物理的手段を加えることをいう．」と定義されており，理

学療法の主目的は基本的動作能力の回復であると明記されている 1)．ヒトは生活を営む上

で体を動かすことが必要不可欠であり，その能力を改善することが理学療法には求められ

ている．体は骨によって四肢・体幹が形作られ，その骨は骨格筋によって動かされる．つ

まり，人体の動作は骨格筋収縮による関節運動なしには成り立たない．そのため，理学療

法によって患者に介入するにあたり，骨格筋量の維持・増加は疾患を問わず課題となるこ

とが多い．そのため，骨格筋量を効率良く維持，増加させる方法の探求は理学療法の発展

に直結し，基礎・臨床を問わず大いに望まれている研究分野である． 

 

II－1－2) 骨格筋の解剖生理 

 II－1－2)－(1) 骨格筋の発生と構造 

脊椎動物の受精卵は，発生過程で内胚葉，中胚葉，外胚葉を形成する．その中で中胚葉

は脊索，体節，腎節，側板に分かれ，体節は皮節，筋節，硬節に分かれる．この筋節から

筋が発生する．胎生第 6 週頃から筋節は単核の筋芽細胞に分化し，筋芽細胞は分裂・融合

を繰り返し多核の筋管細胞となる．これが成熟し収縮機能を持つことで，最終的に筋細胞，

すなわち筋線維へと分化する 2)．また，複数の筋線維が結合組織で包まれ筋束となり，筋

束が束ねられて骨格筋を形成する (図 1) ．  

 

II－1－2)－(2) 骨格筋の収縮機構 

骨格筋は平均的なヒトの全体重の約 40%を占め，アクチン，ミオシンといった収縮タン

パク質と，アクチニン，タイチン，ジストロフィン，ネブリンといった構造タンパク質を

中心に構成される．収縮タンパク質のアクチン，ミオシンはそれぞれアクチンフィラメン

ト，ミオシンフィラメントと呼ばれる 2 種類の線維を構成し，これらが交互に配列するこ

とで筋原線維となる．筋原線維は明るく見える明帯，暗く見える暗帯が交互に並んで縞状
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の模様となっており，この模様は横紋と呼ばれる．明帯の中心には僅かに暗く見える線が

あり，これは Z 線と呼ばれ，Z 線と Z 線の間を筋節と定め筋原線維の機能的，構造的な単

位としている．随意運動における筋収縮の際は，大脳皮質運動野から脊髄前角運動ニュー

ロン，神経筋接合部と活動電位が伝わっていき，神経から筋へ伝達物質であるアセチルコ

リンが放出される．それによって筋小胞体からカルシウムイオンが放出され，トロポニン

による両フィラメント結合の阻害を解除する．それを受け，アクチンフィラメントとミオ

シンフィラメントはクロスブリッジで結合し，ATP を消費してミオシンフィラメントがア

クチンフィラメントを引き込んでいく．この一連の活動によって筋は収縮する 2)．このよ

うに，骨格筋は主にタンパク質によって構成され，タンパク質の相互作用によって収縮す

る．そのため，骨格筋の大きさや収縮力の変化はタンパク質量の変化によってもたらされ

る．  

 

II－1－3) タンパク質の合成と分解のバランスによる骨格筋の肥大 

 II－1－3)－(1) 骨格筋の肥大と萎縮を起こす刺激と細胞内情報伝達 

 骨格筋の量的変化を引き起す因子としては，機械的負荷，栄養，神経活動，局所の成長

因子や内分泌などがある． 

骨格筋線維は終末分化しているため分裂能を持たず，骨格筋の水分以外の主な構成成分

はタンパク質であり，骨格筋湿重量の 20%を占める 3)．これらのことから，タンパク質の

量の変化によって骨格筋量の変化が起こる．また，タンパク質量の変化はタンパク質の合

成と分解のバランスによって規定される．すなわち，タンパク質合成の促進やタンパク質

分解の抑制によって，合成が分解を上回った状態が続くと骨格筋が肥大する 4, 5)． 

 生体内では刺激となる生化学的情報が別な刺激を誘導し，それらの刺激は定まった経路

を次々と伝達していくが，それをシグナル伝達と呼ぶ．シグナル伝達は他の分子に伝わっ

ていき，最終的には生体内の機能を制御する．このような反応の連鎖をカスケードと呼ぶ． 

 タンパク質リン酸化酵素はプロテインキナーゼ，タンパク質のアミノ酸残基はサイトと

も呼ばれ，プロテインキナーゼは特定のサイトをリン酸化することでシグナルを伝達する．

リン酸化を受けるアミノ酸残基をリン酸化サイトと呼び，リン酸化されるサイトによって，

プロテインキナーゼはチロシンキナーゼやセリン/スレオニンキナーゼと名付けられる．プ

ロテインキナーゼによるシグナル伝達は生体内で様々なシステムを制御するが，細胞内に

おけるタンパク質合成も制御を受ける． 
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II－1－3)－(2) 骨格筋におけるタンパク質合成 

 タンパク質は多数のアミノ酸が結合してできた分子である．アミノ酸は，分子内にアミ

ノ基とカルボキシル基を持つ化合物の総称であるが，自然界にある多数のアミノ酸のうち，

タンパク質合成に使用されるのは 20 種類である．複数のアミノ酸がペプチド結合によっ

て繋がった分子をペプチド，ペプチドに組み込まれたアミノ酸を残基と呼ぶ．残基が 2 個

のものはジペプチド，3 個のものはトリペプチドと呼ばれ，一般に 20 個を超えるとポリペ

プチドと呼ばれる．アミノ酸が結合してポリペプチドとなり，それがフォールディングと

呼ばれる立体構造への変化を経て様々な修飾を受けることによってタンパク質となるが，

タンパク質毎にそれを構成するポリペプチド内のアミノ酸配列は全て決まっている． 

細胞核内の染色体の主要な構成要素である DNA には，塩基配列によって遺伝子と呼ば

れる情報が組み込まれている．その情報の一部はタンパク質を構成するアミノ酸配列を規

定したもので，それを元にタンパク質合成が行われる．まず，RNA ポリメラーゼが DNA

に結合し，4 種類の塩基を識別して相補的な塩基配列のリボヌクレオチドを結合させ，

mRNA を合成する．この過程は転写と呼ばれる．その後，mRNA は細胞質中に移動して細

胞小器官であるリボソームと結合し，リボソームは mRNA の塩基配列に相補的なアミノ酸

を結合させ，ポリペプチドを合成する．この過程は翻訳と呼ばれる．このように，転写と

翻訳で遺伝情報からタンパク質が合成される原則はセントラルドグマと呼ばれる 6)． 

 

II－1－3)－(3) 骨格筋肥大における mTOR の役割 

タンパク質合成を促進する重要な因子として mTOR がある 5)．1965 年，イースター島の

土壌から，Streptomyces hygroscopius と呼ばれる微生物が生成する抗生物質であるラパマイ

シンが発見された．その後，ラパマイシンはセリン/スレオニンキナーゼの機能を抑制する

ことが明らかとなり，ラパマイシンに抑制されるキナーゼは target of rapamycin と命名され

た．target of rapamycin の哺乳類におけるホモログは mTOR と呼ばれるようになった． 

 mTOR は哺乳類の体内で標的タンパク質のセリン基，スレオニン基のリン酸化を促し，

最終的にタンパク質合成を促進する．通常は mTORC1 および mTORC2 といった複合体を

形成しており，mTORC1 は mTOR，Raptor，PRAS40 ，DEPTOR ，mLST8，Tti1，Tel2 で

構成され，ラパマイシン感受性である．それに対し，mTORC2 は mTOR，Rictor，mSin1，

Protor-1，Protor-2，Deptor，mLST8，Tti1，Tel2 で構成され，ラパマイシン非感受性である．

このうち，タンパク質合成の促進については mTORC1 が重要な役割を果たし，mTORC2



4 

 

は細胞骨格の形成や糖代謝を制御する 7, 8)．以下本文では，mTORC1 活性を mTOR 活性と

みなす． 

mTOR は主に 4E-BP1 と S6K1 のリン酸化によってタンパク質合成を促進する．elF4E は

タンパク質合成を促進する分子であるが，4E-BP1 によって抑制される．mTOR は 4E-BP1

をリン酸化することでその機能を抑制する．また，S6K1 はリボソーム内の rpS6 をリン酸

化することでタンパク質合成を促すが，mTOR は S6K1 のリン酸化によってその機能を促

進する．このように，mTOR はキナーゼとして他の分子をリン酸化してタンパク質合成を

促進することによって，骨格筋肥大を促す 5)．なお，S6K1 および 4E-BP1 はキナーゼであ

る mTOR によって直接的にリン酸化制御を受けるため，S6K1 のリン酸化は mTOR の機能

活性の指標となる． 

 mTOR を活性化する上流因子は，主に機械的刺激，ホルモン刺激，栄養状態が重要であ

ると言われている．mTOR はこれらの刺激入力を統合して，生体内の状況に応じて必要な

時にタンパク質合成を促進するというセンサーのような機能を果たす． 

 

II－1－3)－(4) 骨格筋肥大における IGF-1/Akt の役割 

 臨床の理学療法場面では，運動負荷によって患者の筋肥大を目指すことが多い．運動負

荷をかけた際に mTOR を刺激しタンパク質合成を促進する重要な因子として，IGF-1 があ

る 9)．これは mTOR の上流因子の中でホルモン刺激にあたるものであり，インスリンとア

ミノ酸配列が類似したペプチドホルモンでソマトメジンとも呼ばれる．IGF-1 は対象とな

る細胞の IGF-1 受容体に結合してシグナル伝達を引き起こし，未成熟な筋における筋芽細

胞の増殖と分化 10)，成熟した筋における筋肥大を誘導する 11)．また，IGF-1 は PI3K 及び

その下流因子である Akt のリン酸化を介して mTOR を活性化し，最終的に筋肥大を誘導す

ることが動物実験及び細胞培養で確認されている 9, 11-15)．Akt は mTOR と同じくセリン/ス

レオニンキナーゼで，PKB とも呼ばれる．mTOR のリン酸化を促進すると共に，mTORC2

から正のフィードバックを受けてその機能が促進される 9)．骨格筋特異的に Akt の発現を

増加させると，筋肥大が促進されることも確認されている 16, 17)． 

なお，Akt/mTOR 系を制御したり，Akt/mTOR 系からの制御を受ける分子が数多く存在

する．例として，Akt は GSK3β をリン酸化することによって不活性化するが，この GSK3β

は elF4E を抑制する 18)．PRAS40 もリン酸化によって抑制するが，この PRAS40 は mTOR

を抑制する 19)．elF4E，mTOR は共にタンパク質合成を促進するため，Akt は elF4E と mTOR
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を抑制する分子を制御することで，タンパク質合成を促進している．REDD1 は Akt を抑

制する分子である 20)． NDRG1 は Akt を抑制すると共に，この分子のリン酸化状態は

mTORC2 の機能活性を示す．このように，GSK3β，PRAS40，REDD1，NDRG1 は Akt/mTOR

系の制御をしたり，Akt/mTOR 系からの制御を受ける分子であり，いずれもタンパク質合

成を抑制する． 

また，Akt の機能として，アポトーシスの制御があると言われている．Chen ら 21)は Akt

のアイソフォームである Akt 1 が欠損したマウスの胸腺ではアポトーシスが増加している

ことを示し，Akt1 がアポトーシスを抑制することを示唆している．Liao ら 22)は Akt 発現

量が多いガン細胞内ではアポトーシスマーカーが減少していることを示し，こちらも同様

に Akt がアポトーシスを抑制することを示唆している． 

 

II－1－3)－(5) 骨格筋肥大における機械的刺激の役割 

運動負荷によって筋に機械的刺激が加わると，PA と呼ばれるリン脂質の一種が増加し，

mTOR と結合することで機能を促進する 23, 24)．Hornberger ら 25)は，Akt 非存在下で筋に伸

長刺激を加えることで，PA が Akt 非依存的に mTOR を刺激することを示している．他に

も，MEK は機械的刺激を含む様々なストレス刺激によって活性化され，その下流因子で

ある ERK を通じて mTOR のリン酸化を促す．このように，機械的刺激による mTOR の活

性化も骨格筋の肥大適応において重要な経路となっている．ここまで解説した mTOR に関

するシグナル伝達系の分子の一部を図 3 に示す． 

 

  II－1－3)－(6) mTOR 活性化における IGF-1 と Akt の役割 

 IGF-1 は Akt 依存的に mTOR を活性化し，タンパク質合成を促進することで筋肥大を促

すが，PA や MEK/ERK のように，IGF-1/Akt 非依存的に mTOR を活性化する経路も存在

する．そのため，IGF-1/Akt 系が運動負荷によるタンパク質合成に重要な役割を果たすの

かは明らかになっていない．また，運動負荷によって mTOR が活性化する際には，カスケ

ードの上流因子の中でどれが重要なのかは明らかになっていない． 

Spangenburg ら 26)は，骨格筋特異的に不活性型の IGF-1 受容体を過剰発現させたマウス

も，WT マウスと同様に運動負荷によって mTOR が活性化し筋が肥大適応することを示し

た．つまり，IGF-1 の機能が抑制されても運動負荷による mTOR 活性化と筋の肥大適応が

起こることが示唆されている．また，Miyazaki ら 27)は，マウスに継続して運動負荷を加え
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ると，mTOR は運動負荷をかけた直後から機能活性が上昇するが，mTOR の上流因子であ

るはずの Akt のリン酸化は，mTOR よりも遅れて上昇することを示した．つまり，運動負

荷をかけた直後については，Akt 非依存的に mTOR が活性化することが示唆されている．

これらのことから，運動負荷による mTOR の活性化や筋肥大について，IGF-1/Akt 系は必

ずしも必要ないとの仮説が導かれる．この仮説を検証するには，長期的かつ厳密に

IGF-1/Akt による mTOR への刺激入力を途絶させた状況で運動負荷を加え，mTOR の活性

化やタンパク質合成，筋肥大が起こるかどうかを調べる必要がある． 

 

II－1－3)－(7) 骨格筋におけるタンパク質分解 

細胞内における不要なタンパク質の分解機構には，オートファジー系，ユビキチン－プ

ロテアソーム系，カルパイン系などがある．筋萎縮の際にはタンパク質分解が亢進する 28,29)．

オートファジーとユビキチン－プロテアソーム系の模式図を図 2 に示す． 

細胞が飢餓などの条件下におかれると，細胞質の一部は膜で囲まれ取り込まれる．この

膜で囲まれた小胞はオートファゴソームと呼ばれる．オートファゴソームはリソソームと

融合し，リソソーム内の加水分解酵素によってオートファゴソーム内のタンパク質は分解

される．このようなタンパク質分解の仕組みはオートファジーと呼ばれる．オートファゴ

ソームは非選択的にタンパク質を取り囲むため，オートファジー系では基本的に非選択的

にタンパク質が分解される．オートファジーのマーカーとして知られているタンパク質に

LC3 がある．LC3 は翻訳された後に C 末端が切断され LC3-I となり，LC3-I にリン脂質の

一種である PE が共有結合したものは LC3-II となる．LC3-II はオートファゴソーム膜と結

合するため，LC3-II 発現量はオートファゴソーム膜の形成と正の相関を示す．また，LC3-II

は LC3-I より分子量が大きいが疎水性が高いため，電気泳動において LC3-I よりもバンド

の移動度は大きくなる．オートファジーのマーカーとしては LC3-II/ LC3-I の比が用いられ

ており，この比率の増加はオートファジー活性の上昇を示す． 

 また，タンパク質が分解される際には，鎖状に連なったユビキチンと呼ばれるタンパ

ク質が結合される．ユビキチンはプロテアソームと呼ばれる筒状のタンパク質複合体と親

和性を持つため，ユビキチン化されたタンパク質はプロテアソーム内の空洞に取り込まれ

る．その後，プロテアソーム内のタンパク質はプロテアーゼによって分解される．このよ

うなタンパク質分解の仕組みはユビキチン－プロテアソーム系と呼ばれる．ユビキチンは

分解の対象のみに結合されるため，ユビキチン－プロテアソーム系は選択的にタンパク質
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を分解する．ユビキチンはユビキチン－プロテアソーム系のマーカーとして機能するが，

あらゆる分子量のタンパク質に結合するため，ユビキチンを検出するバンドは複数の分子

量において出現する．なお，p62 はユビキチン化されたタンパク質やオートファゴソーム

に結合し，オートファジーの際に分解されるタンパク質である．そのため，p62 はオート

ファジーが亢進すると減少し，オートファジーが抑制されると蓄積される特徴を持ち，オ

ートファジー系やユビキチン－プロテアソーム系のマーカーとなる． 

 カルパインはタンパク質分解酵素の一種であり，カルシウム依存的に活性化される特徴

を持つ．カルパインは筋萎縮の際には機能が亢進し，筋肥大の際には機能が抑制されるが

30)，タンパク質を特定の部位で切断することで生体機能を調節する機能を持ち，カルパイ

ン系の機能不全は筋ジストロフィーを引き起こすことも確認されている 31)．そのため，同

じタンパク質分解機構であっても，不要となったタンパク質をアミノ酸に分解するオート

ファジーやユビキチン－プロテアソーム系とは異なる特徴を持っている． 

 

II－1－3)－(8) 骨格筋におけるアポトーシス 

 細胞は損傷すると，能動的にアポトーシスと呼ばれる細胞死を起こすことがあり 32)，骨

格筋線維に大量のアポトーシスが引き起こされれば筋量は低下する．カスパーゼは，細胞

にアポトーシスを引き起こす一群のタンパク質である．定常状態のカスパーゼは不活性型

であるが，切断されることによって活性型となりアポトーシスを引き起こす．カスパーゼ

にはアポトーシスを引き起こす実行型カスパーゼと，カスパーゼを切断して活性化する誘

導型カスパーゼがあり，実行型カスパーゼとして Caspase3 が知られている．また，PARP1

は遺伝子修復に関わるタンパク質であり，アポトーシスの際には分解される．上記のこと

から，アポトーシスの活性が高まれば活性型の Caspase3 や分解された PARP1 の量が増加

するため，これらはアポトーシスのマーカーとなる． 

 

II－1－3)－(9) Akt1 KO マウス 

長期的かつ厳密に IGF-1/Akt による mTOR への刺激入力を途絶させるモデルを作成する

方法としては KO マウスがある．Akt には Akt1，Akt2，Akt3 の 3 種類のアイソフォームが

あり，構造は類似しているが生体内でそれぞれ異なる機能を持つ．また，Akt1 及び Akt2

は成熟骨格筋で多く発現する．Akt1 は筋芽細胞分化やタンパク質合成 33, 34)，Akt2 はグル

コース代謝 33, 35-37)，Akt3 は脳の発達 33)に関わることが分かっている．Akt1 KO マウスは研
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究用途で使用可能となっており，出生時で平均 20%程度の体重減少が見られ，その後生涯

に渡って発育不良となることが分かっている 34)． 

 

II－1－3)－(10) 共働筋切除 

 動物実験における運動負荷のモデルとしては，共働筋切除による代償性筋肥大がある．

これは共働筋を切除することで，残された筋に強い運動負荷をかけ筋肥大を起こすもので

ある．げっ歯類においては，下腿三頭筋を切除することで残された足底筋に運動負荷をか

ける手法が先行研究で用いられている 32, 38, 39)．本研究で用いた共働筋切除の模式図を図 4

に示す． 

 

 II－1－4) 筋衛星細胞の機能による骨格筋の肥大 

  II－1－4)－(1) 筋衛星細胞の概要 

筋衛星細胞は，1961 年に Mauro40)がカエル骨格筋において発見した，筋線維に分化せず

筋芽細胞として残された前駆細胞である．細胞質をほとんど持たない単核の細胞であり，

通常状態では休止期となり，形質膜と基底膜の間に存在している．しかし，筋線維が損傷

や運動負荷などを受けると活性化し，細胞分裂によって増殖し筋芽細胞へ分化する．その

後，既存の筋線維と融合して損傷によって失われた筋核を補給し，筋線維の再生を促す 2, 

41-43)．なお，Pax7 は休止期および活性化された筋衛星細胞に特異的に発現する転写因子で

あり，筋衛星細胞が筋芽細胞への分化を起こすと Pax7 の発現は減少する 41)．そのため，

筋衛星細胞のマーカーとして利用されている．損傷から再生した筋線維は筋核が細胞中央

に存在しており，これを中心核と称する．その後，再生の完了に伴って筋核は筋線維周辺

部に移動していく．そのため，筋線維が損傷から回復過程にある際は，中心核を持つ筋線

維が散見される 2)．また，筋衛星細胞は損傷した骨格筋細胞と融合して筋核を補給する機

能を持つため，筋衛星細胞の機能活性が高まることに伴って筋線維の筋核数は増加してい

く． 

 

  II－1－4)－(2) 骨格筋肥大における筋衛星細胞の役割 

 骨格筋線維の体積をその線維内の筋核数で除した値，すなわち筋核 1 つあたりの細胞容

積は筋核ドメインと呼ばれる．骨格筋の肥大や萎縮が起こっても筋核ドメインは一定にな

るよう制御されているため 44)，骨格筋が肥大するには筋核数の増加が必要となる． 
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筋衛星細胞は，筋核数を増加させることによって骨格筋肥大に重要な役割を果たすと考

えられており，様々な検証実験がなされている．Rosenblatt ら 45)は，ガンマ線によって筋

衛星細胞を不活性化したところ，骨格筋肥大が抑制されたことを示している．Fleckman ら 

46)は，DNA 合成阻害によって筋衛星細胞の増殖を妨げたところ，同様に運動負荷による骨

格筋肥大が抑制されたことを示した．また，Goh ら 47)は前駆細胞の融合不全によって筋衛

星細胞の機能を阻害，運動負荷による骨格筋肥大が抑制されることを示した．このように，

筋衛星細胞は筋線維と融合して筋核数を増やすことで，運動負荷による骨格筋肥大を促す

ことが示唆されている．しかし，McCarthy ら 48)は骨格筋特異的に筋衛星細胞を死滅させ

たマウスも，運動負荷によって骨格筋の肥大適応が起こることを示した．Jackson ら 42)は

McCarthy ら 48)と同様のマウスを用いて，筋衛星細胞の機能不全があっても運動負荷によ

る廃用性筋萎縮からの回復に変化がないことを確認している．また，Fry ら 49)も筋衛星細

胞を除去したマウスにおいて，サルコペニアの発生に変化はないことを示した．Lowe ら

50)はガンマ線によって筋衛星細胞を不活性化しても，機械的負荷による筋肥大に影響を及

ぼさないことを示した．ただし興味深いことに，Egner ら 51)も McCarthy ら 48)と類似した

マウスを用いて骨格筋特異的に筋衛星細胞の機能不全を起こしたモデルを作成し運動負

荷をかけたところ，筋の肥大適応が抑制されることを示し，McCarthy らの説を否定してい

る．このように，骨格筋肥大において筋衛星細胞が必須か否かは議論が続いている． 

 

 II－2 運動負荷による骨格筋の肥大適応におけるタンパク質合成促進に関する研究 

II－2－1) 序論 

 II－2－1)－(1) 研究目的 

 本研究は，運動負荷によって mTOR 活性化や骨格筋の肥大適応が起こる際に，Akt1 か

ら mTOR への刺激入力が必要か，すなわち Akt1 欠損によって運動負荷による mTOR 活性

化や骨格筋の肥大適応が抑制されるかを検証することを目的とした． 

 

 II－2－1)－(2) 研究仮説 

Akt1 が欠損している状況で運動負荷による mTOR の活性化や骨格筋の肥大適応が起こ

らなければ，Akt 依存的な経路が重要な役割を果たすとの示唆が得られる．  
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II－2－2) 方法 

 II－2－2)－(1) 実験動物 

 本研究は北海道医療大学動物実験委員会の承認を得て実施した (承認番号第 095 号，承

認年月日平成 28 年 3 月 1 日および承認番号第 018 号，承認年月日平成 29 年 3 月 6 日) ．

実験動物は第 1 世代として，Jackson Laboratory より Akt1 KO/WT のヘテロ接合体マウス 

(B6.129P2-Akt1tm1Mbb / J) を購入し，第 2 世代の Akt1 KO/WT ヘテロ接合体マウス同士を掛

け合わせることで，Akt1 KO のホモ接合体マウスを作成した．対照群として，Akt1 KO ホ

モ接合体マウスの同腹仔となる WT ホモ接合体マウスを使用した．実験に使用したマウス

は全て 14 週齢から 16 週齢の雌であり，温度は 24 ℃から 26 ℃，湿度は 40% から 60% に

制御され 12 時間毎の明暗サイクルを持つ動物実験センターで飼育した．食物及び水は自

由に摂取できるよう維持した． 

 

 II－2－2)－(2) 手術及び筋サンプル採取 

 マウスは 2.0% イソフルラン吸入麻酔下で，両側の腓腹筋およびヒラメ筋を外科的に切

除した．Sham 群は麻酔下で下腿を切開し，腓腹筋およびヒラメ筋を切除することなく再

縫合した．14 日後，2.0% イソフルラン吸入麻酔下で両側の足底筋を摘出し，液体窒素で

冷却したイソペンタン中で急速凍結し，-80 ℃で保存した．処置の完了後，マウスは頸椎

脱臼により安楽死させた．摘出した足底筋は一方をタンパク質合成量の測定に，他方を免

疫組織化学染色に用いた． 

 

 II－2－2)－(3) RNA およびタンパク質の抽出 

Total RNA は RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit (Qiagen) を用いて抽出した．抽出した Total 

RNA は分光光度法 (λ= 260nm) を用いて定量した．なお，260nm と 280nm の吸光度の比

を求め，2.02 から 2.04 の間であることを確認した．また，タンパク質抽出のために筋サン

プルを氷冷した RIPA buffer (1% NP-40，0.5% sodium deoxycholate，0.1% SDS，50 mM NaCl，

20 mM Tris–HCl [pH, 7.6] ， 1 mM PMSF， 5 mM benzamidine ， 1 mM EDTA， 5 mM 

N-ethylmaleimide，50 mM NaF, 25 mM β-glycerophosphate，1 mM sodium orthovanadate，1x 

protease inhibitor cocktail [Nacalai Tesque]) でホモジナイズし，4 ℃で 16,000×g で 10 分間

遠心分離した上清を実験に用いた．タンパク質濃度は，BCA protein assay kit (Thermo Fisher 

Scientific) を用いて測定した． 
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 II－2－2)－(4) ウエスタンブロッティング 

抽出したタンパク質サンプルは，ポリアクリルアミドゲル (e-PAGEL; ATTO) を用いて

SDS 電気泳動し，PVDF メンブレンに転写した．メンブレンはブロッキング buffer (LI-COR 

Biosciences) でブロッキングし，各 1 次抗体の希釈液と共に 4 ℃で一晩反応させた後，2

次抗体希釈液と共に室温で 2 時間反応させた．抗体複合体は Odyssey Infrared Imaging 

System (LI-COR Biosciences) を用いて定量した．なお，使用した抗体は別表に示した (表

1) ． 

 

 II－2－2)－(5) タンパク質合成量の測定 

 足底筋内のタンパク質合成量は，抗生物質の一種であるピューロマイシンを用いた

SUnSET 法によって測定した 39, 52)．体内に投与されたピューロマイシンは，細胞内で新た

に合成されたタンパク質に取り込まれるため，足底筋内のピューロマイシン量はピューロ

マイシン投与後のタンパク質合成量と正比例する．本研究では体重 1g あたり 0.04μmol の

ピューロマイシンを 100μl の PBS に溶解させてマウスに腹腔内注射し，その 30 分後に足

底筋を摘出して液体窒素中で急速凍結させた．その後，抗ピューロマイシン抗体を用いた

ウエスタンブロッティングによって足底筋内のピューロマイシン量を測定した．なお，ピ

ューロマイシンはあらゆる分子量のタンパク質に取り込まれるため，ピューロマイシンを

検出するバンドは複数の分子量において出現する． 

 

 II－2－2)－(6) 免疫組織化学染色 

 摘出した足底筋は，免疫組織化学染色のために筋腹最大膨隆部を厚さ 10μm の凍結切片

とした．切片は 4.0% PFA で固定した後，0.1% TritonX-100 で透過処理し，1.0% BSA でブ

ロッキングした．その後，抗ラミニン抗体を用いてラミニンを染色し，蛍光染料を含む 2

次抗体 Alexa Fluor 568 で反応させた．その後，OlympusIV73 システム及び顕微鏡操作ソフ

トウエア cellSens (Olympus Corporation) を用いてラミニン染色画像を撮影した．画像分析

ソフトウエア WinROOF (三谷商事) を用いて，この画像のラミニン染色部位を基底膜，す

なわち筋線維の輪郭とみなし，筋線維横断面積を測定した．その際は各群 3 匹ずつ，1 サ

ンプルあたり 300~400 本程度の線維を分析した．その際には複数の画像から重複しない線

維を無作為に選択すると共に，形状が崩れた筋線維や細胞間質を除外した． 
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 II－2－2)－(7) 群分けと統計処理 

 マウスは WT マウスと Akt1 KO マウスのそれぞれにおいて，外科的手術で足底筋に負荷

をかけたOverload (OV) 群と Sham群を設定した．これによりマウスはWT/Sham，WT/OV，

KO/Sham，KO/OV の 4 群に分けられた．マウスの死亡などに備え WT/Sham 群は 10 匹，

WT/OV 群は 8 匹，KO/Sham 群は 9 匹，KO/OV 群は 7 匹確保し，その中から無作為に各群

6 匹を分析に用いた．ただし体重比較に関してのみ，WT/Sham 群の 10 匹と KO/Sham 群の

9 匹を比較した．全ての結果は平均値 ± 標準誤差で示した．2 群間の比較には対応の無

い t 検定を用いた．4 群間の比較には WT マウスか Akt1 KO マウスか，OV 群か Sham 群か

の 2 要因で二元配置分散分析を実施し，事後検定として Tukey の多重比較検定を用いた．

全ての検定において有意水準は 5%とした． 

 

II－2－3) 結果 

 II－2－3)－(1) Akt1 の欠損で運動負荷による骨格筋の肥大適応は抑制される 

 体重を図 5 に示す．体重は WT マウスで 22.93 ± 0.34g，KO マウスで 20.98 ± 0.48g

となっており，Akt1 の欠損により体重の減少が認められた．そのため，足底筋重量を分析

する際には体重で除することで補正した．足底筋重量を図 6 に，補正足底筋重量を図 7 に

示す．補正足底筋重量はWT/Sham群で0.62 ± 0.01mg/g，WT/OV群で 1.37 ± 0.06 mg/g ，

KO/Sham 群で 0.58 ± 0.02 mg/g ，KO/OV 群で 1.11 ± 0.03 mg/g となっており，WT 群，

KO 群共に運動負荷によって補正足底筋重量が増加している．つまり，Akt1 の欠損があっ

ても運動負荷の増大によって筋肥大が起きることが確認できる．ただし，WT 群では運動

負荷による増加が 2.20 倍，KO 群では運動負荷による増加が 1.91 倍であり，Akt1 の欠損

によって肥大応答が抑制されていることが分かる． 

 足底筋線維横断面の免疫染色像を図 8 に，足底筋線維横断面積の度数分布図を図 9 に，

足底筋線維横断面積平均値を図 10 に示す．図 8 で示すように，WT 群，KO 群共に，運動

負荷によって足底筋線維横断面積が増加している．図 9 で示すように，筋線維横断面積の

度数分布を示す折れ線グラフは運動負荷によって右の方へ動いており，これは面積の大き

な足底筋線維が増え，面積の小さな足底筋線維が減っていること，すなわち肥大適応して

いることを表す．また，Akt1 欠損により折れ線グラフは左の方へ動いており，肥大適応が

抑制されていることが分かる．筋線維横断面積平均値についても，WT/Sham 群で 1078.9 ± 

66.3μm2，WT/OV 群で 1813.4 ± 113.5μm2，KO/Sham 群で 837.1 ± 52.3μm2，KO/OV 群で
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1236.4 ± 65.6μm2となっており，WT 群，KO 群共に運動負荷によって筋線維横断面積が

増加している．また，運動負荷による筋線維横断面積の増加は WT 群で 1.68 倍，KO 群で

1.48 倍となっており，Akt1 の欠損により肥大応答が抑制されていることを示している． 

 

   II－2－3)－(2) Akt1 の欠損で Akt2 および Akt3 の機能的代償は起こらない 

 各 Akt アイソフォームのウエスタンブロッティングの典型像を図 11 に，Akt1 の定量結

果を図 12，Akt2 の定量結果を図 13，Akt3 の定量結果を図 14，pan-Akt の定量結果を図 15

に示す．WT 群では，運動負荷によって各 Akt アイソフォームのタンパク質発現量がいず

れも有意に増加した．KO 群では，Akt1 の発現は認められず，Akt2 の発現は運動負荷をか

けても変化がなく，Akt3 の発現は WT マウスと同程度に有意に増加した．つまり，いずれ

の Akt アイソフォームにおいても，Akt1 の欠損によって発現量が増加することはないと確

認できた．また，全ての Akt アイソフォームを同時に検出する pan-Akt においても，Akt1

の欠損によって発現量が有意に減少していた．これらのことから，Akt1 の欠損によって，

Akt2 及び Akt3 の発現量が代償的に増大しないと確認された． 

 

   II－2－3)－(3)  運動負荷による mTOR 系の活性化および筋タンパク合成は Akt1

非依存的に起こる 

 総 RNA 発現量を図 16 に，SUnSET 法によるウエスタンブロッティングの典型像を図 17

に，定量化した結果を図 18 に示す．WT 群，KO 群共に，運動負荷によって転写された RNA

量及び翻訳によるピューロマイシンの筋への取り込み量が増加している．つまり，Akt1 が

欠損していても運動負荷によってタンパク質合成が増加することが確認された． 

 また，シグナル伝達で mTOR の下流因子である分子のウエスタンブロッティングの典型

像を図 19 に，phos-S6K1 (Thr389) の定量結果を図 20，phos-S6K1 (Thr421/Ser424) の定量

結果を図 21，phos-rpS6 (Ser235/236) の定量結果を図 22，phos-rpS6 (Ser240/244) の定量結

果を図 23，phos-4E-BP1 (Thr37/46) の定量結果を図 24，phos-NDRG1 (Thr346) の定量結果

を図 25 に示した．phos-S6K1 (Thr389)，phos-S6K1 (Thr421/Ser424)，phos-rpS6 (Ser235/236)，

phos-rpS6 (Ser240/244)，phos-4E-BP1 (Thr37/46) は mTORC1 の下流因子であり，特に

phos-S6K1 (Thr389) の発現量は mTORC1 の活性を直接的に示す指標となる．同様に，

phos-NDRG1 (Thr346) は mTORC2 の下流因子であり，phos-NDRG1 (Thr346) の発現量は

mTORC2 の活性を表す．WT 群，KO 群共に運動負荷によってこれらの発現量は増加して
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おり，Akt1 が存在しなくとも，運動負荷により mTOR 系は活性化することが確認できた． 

 次に，Akt/mTOR 系の関連因子のウエスタンブロッティングの典型像を図 26 に，

phos-GSK3β (Ser9) の定量結果を図 27，phos-PRAS40 (Thr246) の定量結果を図 28，

phos-MEK1/2 (Ser217/221) の定量結果を図 29，phos-ERK1/2 (Thr202/Tyr204) の定量結果を

図 30，total-REDD1 の定量結果を図 31 に示す．これらの分子は Akt1 からの刺激入力を受

けたり，タンパク質合成を制御するものである．WT 群，KO 群共に運動負荷によってこ

れらの分子が活性化していることから，運動負荷による Akt/mTOR 系の活性化やタンパク

質合成量の変化は，Akt1 の欠損によって影響を受けないことが分かる． 

 これらの結果から，運動負荷による mTOR 系の活性化およびタンパク質合成の促進は，

Akt1 非依存的であることが示された． 

 

   II－2－3)－(4) 運動負荷によるタンパク質分解系の変化は Akt1 非依存的に起こる 

タンパク質分解のオートファジー系に関わる分子として，LC3 と p62 のウエスタンブロ

ッティングの典型像を図 32 に，LC3 の定量結果を図 33，p62 の定量結果を図 34 に示す．

WT 群，KO 群共に，運動負荷によって LC3II/I の比率が低下し，p62 の発現量が増加して

いる．LC3II/I の比率と p62 の発現量はオートファジー系の活性を示すマーカーとなってお

り，LC3II/I の比率が上がることや p62 の発現量が減少することは，オートファジー活性が

上昇していることを示す．このことから，WT 群，KO 群共に運動負荷によってオートフ

ォジー系の活性が抑制されていることが確認できる． 

タンパク質分解のユビキチン－プロテアソーム系に関わる分子として，ユビキチン化さ

れたタンパク質のウエスタンブロッティングの典型像を図 35 に，ユビキチン化されたタ

ンパク質の定量結果を図 36 に示す．ユビキチン化されたタンパク質量の増加は，ユビキ

チン－プロテアソーム系の活性が上昇していることを示す．WT 群，KO 群共に，運動負

荷によってユビキチン－プロテアソーム系が賦活されており，Akt1 の欠損によりユビキチ

ン－プロテアソーム系の賦活に影響は出ていない． 

 次に，細胞のアポトーシスに関わる分子として，Caspase3 および PARP1 のウエスタンブ

ロッティングの典型像を図 37 に，Caspase3 の定量結果を図 38 に示す．なお，WT 群，KO

群のサンプルに加え，プロテインキナーゼ阻害薬である STS1μl でインキュベーションし

たマウス筋芽細胞 (C2C12) をアポトーシスのポジティブコントロールとして示している．

STS は Caspase3 の活性化を起こすためアポトーシスの誘導に利用されている．活性型
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Caspase3 の増加はアポトーシスの活性が高まっていることを示す．WT 群，KO 群共に，

運動負荷によって不活性型の Caspase3 は増加しているものの，活性型の Caspase3 は検出

されなかった．このことから，本実験においてマウス骨格筋にアポトーシスの顕著な発生

は認められないことが分かる． 

 これらの結果をまとめると，WT 群，KO 群共に運動負荷によってオートファジー系は

抑制されていた．また，WT 群，KO 群共にユビキチン－プロテアソーム系は運動負荷に

よって活性が高まっていた．また，運動負荷によって不活性型の Caspase3 は発現が増大し

たものの，活性型の Caspase3 は発現が認められず，アポトーシスの顕著な発生はないこと

が確認された．つまり，Akt1 の欠損によってタンパク質分解系が Akt1 存在下よりも賦活

することはなかった． 

 

II－2－4) 考察 

Akt1 の欠損によって，補正足底筋重量と足底筋線維横断面積は増加が抑制され，足底筋

線維断面積の度数分布は面積の小さな筋線維の数が多くなっている．これらの結果から，

Akt1 が欠損している状況においては，運動負荷による骨格筋の肥大適応が抑制される，つ

まり，運動負荷による骨格筋の肥大適応は Akt1 が重要な役割を果たすことが分かった． 

また，Akt2 および Akt3 の発現量について，Akt1 の欠損による代償的な増加は認められ

ない．これについて，Akt1，Akt2，Akt3 の 3 種類のアイソフォームがある．これらは非常

に類似した構造を持つが，Akt1 は筋芽細胞分化やタンパク質合成 33, 34)，Akt2 はグルコー

ス代謝 33, 35-37)，Akt3 は脳の発達 33)に関わるため，生体内で異なる働きを担っている．ま

た，Akt1 及び Akt2 は成熟骨格筋で多く発現することが分かっている．このように，機能

や発現部位は異なること，Akt1 の KO によって Akt2 および Akt3 が代償的な増加をしてい

ないことが確認できた．ただし，Akt2 および Akt3 による Akt1 の機能的代償を確実に防ぐ

には，これらのアイソフォームを同時に KO したマウスを使用する必要がある．しかし，

Akt1/2 の KO マウスは出産直後に死亡してしまう 53)．また，Akt1/3 の KO マウスは胚性致

死となってしまう 54, 55)．このため，全身ではなく骨格筋特異的に複数の Akt アイソフォー

ムをKOしたマウスなどでmTORの活性化およびタンパク質合成と骨格筋肥大を確認する

ことが今後の課題と言える． 

加えて，Akt1 の欠損はオートファジー系やユビキチン－プロテアソーム系の変化と無関

係であって．また，本研究では Akt1 の有無に関わらずアポトーシスの顕著な発生は起き
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ていない．これらのことから，Akt1 の欠損によって骨格筋の肥大適応が抑制されたのは，

タンパク質分解系やアポトーシスが活性化したためではないことが分かる． 

これまで IGF-1/Akt は，mTOR 系の活性化を介したタンパク質合成の促進によって，骨

格筋肥大を調節すると考えられてきた 14, 16-20)．しかし，本研究では Akt1 が欠損している

状況においても，運動負荷によって mTOR 系が活性化され，タンパク質合成が促進されて

いる．つまり，今回観察された Akt1 の欠損による骨格筋の肥大適応の抑制は，mTOR 系

の活性化やタンパク質合成量が原因ではないことが分かる． 

運動負荷による骨格筋肥大には，mTOR 系の活性化によるタンパク質合成の促進が重要

である 5)．そして，タンパク質合成により筋線維の体積が増加するにあたり，筋核ドメイ

ンが一定になるよう筋核数が増加することも骨格筋肥大には重要である 44)．筋核数の増加

をもたらす要因として筋衛星細胞があり，運動負荷による骨格筋の肥大適応に重要な役割

を果たすと言われている 45-47, 51)．これらのことから，今回観察された Akt1 の欠損による

骨格筋の肥大適応の抑制は，筋衛星細胞の機能不全によって筋核数の増加が抑えられたこ

とが原因となっている可能性がある． 

本研究では Akt1 が欠損している状況においても，運動負荷によって mTOR 系が活性化

することが明らかになった．mTOR 系の活性化には IGF-1/Akt が重要な役割を担うと考え

られてきたが 14, 16-20)，近年では運動負荷による mTOR 系の活性化に，IGF-1/Akt 非依存的

な経路が重要な役割を果たすとする説が出されており 31, 32)，コンセンサスは得られていな

い．それを明らかにするため，Akt1 が欠損している状況において運動負荷による mTOR

系の活性化を検証したが，本研究は mTOR 系の活性化に IGF-1/Akt 非依存的な経路が重要

な役割を果たすとする説を支持している．ただし，運動負荷において IGF-1/Akt 非依存的

に mTOR を活性化する経路の特定には至っていない．運動負荷において Akt 非依存的に

mTOR 系を活性化させる因子の一例としては PA があるが 28, 29)，本研究では PA を介した

経路の活性化は検討していない．今後は PA の機能を抑制したモデルを作り出し運動負荷

によって mTOR 系が活性化するかを検討するなどし，mTOR の上流因子のどれが重要な役

割を果たすかを明らかにしていく研究が望まれる．  

 

II－2－5) 結論 

 Akt1 が欠損しても，運動負荷による mTOR 系の活性化と骨格筋の肥大適応は起こるこ

とが明らかになった．つまり，運動負荷による mTOR 系の活性化は Akt 非依存的な経路が
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重要な役割を持つことが示唆された． 

また，Akt1 が欠損すると，タンパク質合成系以外の要因で骨格筋肥大が一部抑制されるこ

とが分かった．mTOR 系によるタンパク質合成促進以外で筋肥大を制御する因子としては

筋衛星細胞による筋核数の増加がある．そこで，Akt1 の欠損によって筋衛星細胞が機能不

全となるかを検証することを次の研究課題とする． 

 

II－3 運動負荷による骨格筋の肥大適応における筋衛星細胞の増殖機構に関する研究 

II－3－1) 序論 

 II－3－1)－(1) 研究目的 

 本研究は，Akt1 が筋衛星細胞の機能制御によって骨格筋肥大を調節するかを検証するこ

とを目的とした． 

 

 II－3－1)－(2) 研究仮説 

 Akt1 がタンパク質合成系非依存的に骨格筋肥大を調節する経路として，筋衛星細胞によ

る筋核数の増加が関与している．すなわち，Akt1 の欠損によって，筋衛星細胞に機能不全

が起こり，運動負荷による骨格筋の筋核数の増大や肥大適応が抑制されると予測される．

その場合，Akt1 は筋衛星細胞の機能調節によって骨格筋肥大を制御していることが明らか

になる．  

 

  II－3－2) 方法 

II－3－2)－(1) 実験動物 

 実験動物については前章の I と同様とする． 

 

II－3－2)－(2) 手術及び筋サンプル採取 

 マウスは 2.0% イソフルラン吸入麻酔下で，両側の腓腹筋およびヒラメ筋を外科的に切

除した．Sham 群は麻酔下で下腿を切開し，腓腹筋およびヒラメ筋を切除することなく再

縫合した．新生した細胞の検出は，BrdU を用いて行った．BrdU は新たに DNA が合成さ

れる際にチミジンアナログとして取り込まれる特徴を持ち，BrdU 投与後に DNA 合成が盛

んとなっている細胞核は BrdU 陽性となる．BrdU の投与は術直後から筋サンプル摘出まで

の間，0.8 mg/ml の濃度で飲料水に混入する方法を用いた 42, 55) ．術直後から 14 日後，2.0% 
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イソフルラン吸入麻酔下で足底筋を摘出し，液体窒素で冷却したイソペンタン中で急速凍

結し，-80 ℃で保存した．処置の完了後，マウスは頸椎脱臼により安楽死させた． 

 

 II－3－2)－(3) 免疫組織化学染色 

摘出した足底筋は，免疫組織化学分析のために厚さ 10μmの凍結切片とした．切片は 4.0% 

PFA で固定した後，0.1% TritonX-100 で透過処理し，クエン酸ナトリウム (10mM，pH,6.5) 

を用いて 92 ℃度で 20 分間加熱し抗原賦活を実施した．その後，2N HCl で 20 分間 DNA

を加水分解し，ホウ酸ナトリウム緩衝液 (100mM，pH,8.5) で中和した．次いで，内在性

マウス免疫グロブリンをマウスオンマウスブロッキング試薬 (VECTOR) でブロッキング

した．その後，抗ジストロフィン抗体，抗 Pax7 抗体，抗 BrdU 抗体で反応させた後，蛍光

染料を含む 2次抗体 Alexa Fluor 568およびAlexa Fluor 488 で反応させたによる共染色を行

った．画像撮影については前章の I と同様とする． 

 

 II－3－2)－(4) 中心核を持つ筋線維数と筋線維あたりの筋核数の計測 

画像分析ソフトウエア WinROOF (三谷商事) を用いて，全サンプルの筋全体の筋線維横

断面画像において，ジストロフィンの局在を筋線維の細胞膜と見なし，筋線維の中に含ま

れる筋核数を計測した．また，中心核を持つ細胞として，核が細胞膜近辺から離れ細胞の

中心に位置する筋線維数を計測した． 

 

II－3－2)－(5) 新たに増殖した筋衛星細胞数の計測 

画像分析ソフトウエア WinROOF (三谷商事) を用いて，全サンプルの筋全体の筋線維横

断面画像において，Pax7，BrdU，DAPI 全てが陽性である核を新たに増殖した筋衛星細胞

の核とみなし，その数を計測した． 

 

II－3－3) 結果 

 II－3－3)－(1) Akt1 欠損は骨格筋線維の筋核数増加を抑制する 

ジストロフィンと DAPI の共染色画像を図 39 に，中心核を持つ筋線維の割合を図 40 に

示す．WT 群，KO 群共に通常状態では中心核を持つ筋線維は認められないが，運動負荷

によって中心核の発生が確認できた．中心核を持つ筋線維の割合は，WT/OV 群で 6.75 ± 

2.95% ，KO/OV 群で 2.25 ± 0.79% となっており有意差は無かった． 
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筋線維あたりの筋核数を図 41 に示す．筋細胞あたりの筋核数は WT/Sham 群で 1.14 ±

0.04 個，WT/OV 群で 3.87 ± 0.20 個，KO/Sham 群で 1.01 ± 0.05 個，KO/OV 群で 2.33 ± 

0.12 個となっており，WT 群，KO 群共に運動負荷によって増加している．ただし，WT

群では運動負荷によって 3.39 倍，KO 群では運動負荷によって 2.30 倍の増加となってお

り，Akt1 の欠損によって筋細胞あたりの筋核数の増加が鈍化している．このことから，

Akt1 の欠損は筋衛星細胞の筋核数の増加を抑える可能性がある． 

 

    II－3－3)－(2) Akt1 欠損は筋衛星細胞の増殖を抑制する 

Pax7，BrdU，DAPI の共染色画像を図 42 に，Pax7，BrdU，DAPI 全てが陽性である核の

数，すなわち新たに増殖した筋衛星細胞の数を図 43 に示す．WT 群，KO 群共に，定常状

態では筋衛星細胞の増殖がほぼ起こっていないが，運動負荷によって筋衛星細胞が活発に

増殖している．また，Akt1 の欠損によって，運動負荷による筋衛星細胞の増殖が抑制され

ていることが分かる．筋衛星細胞は，筋の損傷や運動負荷などの刺激によって活性化し，

増殖，分化して筋線維と融合することでその機能を果たす．Akt1 の欠損によって筋衛星細

胞の増殖が抑えられていることは，Akt1 がなければ筋衛星細胞の機能不全が起こることを

示している． 

 

II－3－4) 考察 

 骨格筋に運動負荷をかけた際に，Akt1 が欠損していると中心核を持つ筋線維が減少する，

つまり筋線維の損傷からの回復過程あるいは筋肥大の過程が鈍化する傾向にあることが

分かった．筋衛星細胞は筋線維の修復や肥大を促す機能を持つ．すなわち，Akt1 は筋衛星

細胞の機能を促進することが示唆される． 

また，Akt1 の欠損によって，筋線維あたりの筋核数は増加が鈍化していることが分かっ

た．筋衛星細胞は，定常状態においては休止期にあるが，運動負荷によって活性化し増殖，

分化する．その後，骨格筋細胞と融合して筋核を提供し，筋線維あたりの筋核数を増加さ

せる．運動負荷による筋核数の増加が抑制されたことは，Akt1 の欠損によって筋衛星細胞

の活性化，増殖，分化，融合のいずれかが抑制されていることを示す．これについて，Akt1

が欠損している状況においては，新たに増殖した筋衛星細胞の数が減少する．つまり，Akt1

の欠損は筋衛星細胞の活性化，増殖，分化，融合といった一連の活動の中で，活性化か増

殖のいずれかを抑制することになる．このことから， Akt1 は運動負荷における筋衛星細
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胞の機能を制御する可能性が示唆された． 

先行研究では，筋衛星細胞が骨格筋の肥大適応に重要な役割を果たすとする結果と 45-47, 

51)，筋衛星細胞は骨格筋の肥大適応に必ずしも必要ではないとする結果 48-50)が両方提示さ

れており，現在まで一定のコンセンサスは得られていない．本研究では Akt1 が運動負荷

において筋衛星細胞の活性化か増殖のいずれかを制御することが示され，筋衛星細胞が運

動負荷における骨格筋肥大に重要な役割を果たすとの説を支持している．ただし，本研究

の結果では，Akt1 は筋衛星細胞の活性化と増殖のどちらを制御するかが明らかになってい

ない．筋衛星細胞の機能活性を目的とした理学療法介入に繋げるためには，この点を明ら

かにする必要があるため，今後の研究で解明していくことが望まれる．  

 

 

   II－3－5) 結論 

 Akt1 は，運動負荷における筋衛星細胞の活性化あるいは増殖を制御することが明らかと

なった．Akt1 は mTOR 系によるタンパク質合成促進とは別の経路で骨格筋肥大を調節す

るが，それは筋衛星細胞の制御を介して行われる可能性が示唆された．ただし，活性化と

増殖のどちらを制御するのかは明らかになっていない． 

 

II－4 総合考察 

基礎理学療法，臨床理学療法共に筋肥大は非常に重要な課題として位置づけられる．筋

肥大のメカニズムについては，臨床での実践研究のみならず，患者の体内で起こっている

現象を解析する分子生物学的な研究も必要である．筋肥大については mTOR 系の寄与が非

常に重要であることはコンセンサスを得られている．しかし，運動負荷の際に mTOR 系を

活性化する要素の中で，何が重要なのかを明らかにすることは，運動療法による骨格筋肥

大の効率を高める一助となり，理学療法の発展へとつながるものである．本研究では，運

動負荷によるmTORの活性化に対してAkt1によるシグナル入力は必ずしも必要ないこと，

そして Akt1 は筋衛星細胞の機能を制御して骨格筋の肥大適応を促進することを明らかに

した．これらの知見により，筋肥大のメカニズムを明らかにする分子生物学的研究は１歩

前進することとなった． 

本研究で残された課題としては，運動負荷において Akt1 非依存的に mTOR を活性化す

る因子の解明が挙げられる．IGF-I/Akt系からの刺激入力はmTORの活性化を促すが 9, 11-17)，
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運動負荷をかけると IGF-I26)およびAkt27)に依存することなくmTORが活性化することが先

行研究により示唆された．本研究では Akt1 KO のマウスを用いて Akt1 が存在しなくとも

運動負荷によって mTOR が活性化することを明らかにしたが，運動負荷によって Akt 非依

存的に mTOR を活性化する経路について，どの因子が重要であるかはまだ明らかになって

いない．先行研究では PA がその役割を担う可能性が示唆されており 28, 29)，PA の機能を抑

制するモデルで運動負荷における mTOR の活性化が起こるかを確認する研究が望まれる．

運動負荷による mTOR の活性化を導く要因で何が重要であるかを解明することは，運動負

荷によるタンパク質合成促進および筋肥大効果を臨床応用することにつながるため，理学

療法の発展において重要な研究となる．また，Akt1 は通常状態にある筋衛星細胞の活性化

と，活性化した衛星細胞の増殖のどちらを促進するのかも明らかになっていない．筋肥大

を目的とした筋衛星細胞に対する介入を臨床応用するためにも，この点の解明が必要とな

る。筋衛星細胞の活性化のみ，あるいは増殖のみを測定する方法で，Akt1 は活性化と増殖

のどちらを制御するのかを明らかにする研究が望まれる．加えて，Akt1 が筋肥大に影響を

及ぼすメカニズムについても明らかになっていない点が残る．筋衛星細胞の機能により筋

核が増加すれば，筋核からの転写および翻訳が増加し，タンパク質合成が促進されること

につながる．しかし本研究の結果では，Akt1 KO マウスは筋核数が減少しているにも関わ

らず，総 RNA 発現量およびタンパク質合成量は変化がなかった．今回の結果では Akt1 非

存在下で運動負荷をかけた際に観察された 3 つの現象，すなわち筋核数の増加が抑制され

たこと，総 RNA 発現量およびタンパク質合成量は不変であったこと，筋肥大が抑制され

たことについて，これらが同時に起こっていることを確認したのみでその因果関係や機序

は明らかになっていない．最後に，本研究の結果は運動負荷をかけて 2 週間が経過した時

点のみのデータである．2 週間よりも早い時点，あるいは遅い時点でのデータが本研究と

同じ結果を示すか異なる結果となるかは本研究では不明である．これらの点について解明

が必要となる． 

 本研究では，細胞内情報伝達機構の観点から骨格筋肥大の機序を解明してきたが，総

合考察で整理したようにまだ明らかになっていない点が残っている．これらを解明し，最

終的には臨床理学療法での応用に繋げ，理学療法技術が発展していくよう更なる研究が望

まれる． 
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図 1 骨格筋の概要図 (文献 1 より引用，一部改編) 

骨格筋の構造を図に示す．多くの筋原線維が束ねられ形質膜及び基底膜に包まれ筋線維

となる．複数の筋線維が結合組織で包まれて筋束となり，筋束が集まって骨格筋となる．

筋衛星細胞は，平常時は筋線維の外周部分，形質膜と基底膜の間に存在する． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 オートファジー系およびユビキチン-プロテアソーム系の模式図 

 オートファジー系の模式図を A (文献 8 より引用，一部改編)に，ユビチキン-プロテアソ

ーム系の模式図を B (Wikipedia[ユビキチン]より引用，一部改編)に示す． 

A はオートファゴソームが分解の対象となるタンパク質を包み込んでいく様子を示す．

黄土色の円がオートファゴソーム，様々な色の小さな円が分解対象のタンパク質を表す． 

B は分解の対象となるタンパク質にユビチキン鎖が結合していく様子を示す．黄緑色の

円が分解対象の基質，緑色の円それぞれがユビキチンを表す． 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 mTOR に関する細胞内シグナル伝達カスケード 

 mTOR に関するシグナル伝達のカスケードを示す．各分子は他の分子から促進，あるい

は抑制の刺激入力を受け，また他の分子に刺激を送る．それらの刺激は最終的にタンパク

質合成を調節する． 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 共働筋切除による代償性筋肥大モデル (文献 38より引用，一部改編) 

 共働筋切除による代償性筋肥大モデルの図を示す．腓腹筋，ヒラメ筋を切除することに

よって，足関節底屈筋である足底筋には代償的に活動量の増加が起こり，運動負荷による

骨格筋肥大が発生する．本研究では，術後の運動負荷増大の期間を 2 週間としている． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

図 5 体重 

 マウスの体重を図に示す．WT 群 (n=10) と KO 群 (n=9) を比較している．結果は平均

値 ± 標準誤差で示される．対応の無い t 検定を実施し，*は WT VS KO が有意であった

ことを示す (p<0.05)． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

図 6 足底筋湿重量 

 マウスの足底筋湿重量を図に示す (各群 n=6)．結果は平均値 ± 標準誤差で示される．

二元配置分散分析を実施し，a はWT VS KO ，b は sham VS OV の主効果 ，c は遺伝子型

と実験操作の相互作用が有意であったことを示す．事後検定として Tukey の多重比較検定

を実施し，#は sham VS OV，*は WT VS KO が有意であったことを示す (p<0.05)． 

 

 

 



 

図 7 補正足底筋湿重量 

 マウスの補正足底筋重量を図に示す (各群 n=6)．結果は平均値 ± 標準誤差で示される．

二元配置分散分析を実施し，a はWT VS KO ，b は sham VS OV の主効果 ，c は遺伝子型

と実験操作の相互作用が有意であったことを示す．事後検定として Tukey の多重比較検定

を実施し，#は sham VS OV，*は WT VS KO が有意であったことを示す (p<0.05)． 

 

 

 

 



 

図 8 筋線維横断面 

 マウスの足底筋横断面の免疫染色画像の典型像を図に示す．抗ラミニン抗体および 2 次

抗体によって細胞膜が赤色に染色される．スケールバーは 100µmを示す． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

図 9 筋線維横断面積度数分布図 

 マウスの足底筋横断面積の分布の割合を図に示す (各群 n=4)．1 サンプルあたり 300～

400 本の筋線維横断面積を分析した．桃色のグラフは WT/Sham群，赤色のグラフは WT/OV

群，水色のグラフは KO/Sham群，青色のグラフは WT/OV 群を表す． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

図 10 筋線維断面積 

 マウスの足底筋横断面積を図に示す (各群 n=4)．結果は平均値 ± 標準誤差で示される．

二元配置分散分析を実施し，a はWT VS KO ，b は sham VS OV の主効果 ，c は遺伝子型

と実験操作の相互作用が有意であったことを示す．事後検定として Tukey の多重比較検定

を実施し，#は sham VS OV，*は WT VS KO が有意であったことを示す (p<0.05)． 

 

 

 

 

 



 

図 11 各 Akt アイソフォームのウエスタンブロッティング典型例 

 各Aktアイソフォーム及び pan-Aktのウエスタンブロッティングの典型的な画像を示す．

GAPDH をローディングコントロールとして使用した． 

 

 

 

 



 

図 12 Akt1発現量 

 Akt1 発現量の定量結果を図に示す (各群 n=6)．WT/Sham 群の平均値で各群を除して補

正した．結果は平均値 ± 標準誤差で示される．各群の比較として対応の無い t 検定を実

施し，#は sham VS OV が有意であったことを示す (p<0.05)．KO 群では Akt1 は検出され

なかった． 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

図 13 Akt2 発現量 

 Akt2 発現量の定量結果を図に示す (各群 n=6)．WT/Sham 群の平均値で各群を除して補

正した．結果は平均値 ± 標準誤差で示される．二元配置分散分析を実施し， b は sham VS 

OVの主効果が有意であったことを示す．事後検定としてTukeyの多重比較検定を実施し，

#は sham VS OV が有意であったことを示す (p<0.05)． 

 

 

 

 

 

 



 

図 14 Akt3 発現量 

 Akt3 発現量の定量結果を図に示す (各群 n=6)．WT/Sham 群の平均値で各群を除して補

正した．結果は平均値 ± 標準誤差で示される．二元配置分散分析を実施し， b は sham VS 

OVの主効果が有意であったことを示す．事後検定としてTukeyの多重比較検定を実施し，

#は sham VS OV が有意であったことを示す (p<0.05)． 

 

 

 

 

 

 



 

図 15 pan-Akt 発現量 

 Aktアイソフォームを同時に検出する pan-Akt発現量の定量結果を図に示す (各群 n=6)．

WT/Sham群の平均値で各群を除して補正した．結果は平均値 ± 標準誤差で示される．二

元配置分散分析を実施し，a はWT VS KO ，b は sham VS OV の主効果 ，cは遺伝子型と

実験操作の相互作用が有意であったことを示す．事後検定として Tukeyの多重比較検定を

実施し，#は sham VS OV，*は WT VS KO が有意であったことを示す (p<0.05)． 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 16 総 RNA 発現量 

 転写によって合成される総 RNA 量を図に示す (各群 n=6)．結果は平均値 ± 標準誤差

で示される．二元配置分散分析を実施し， b は sham VS OV の主効果が有意であったこと

を示す．事後検定として Tukeyの多重比較検定を実施し，#は sham VS OV が有意であった

ことを示す (p<0.05)． 

 

 

 



 

図 17 SUnSET 法によるウエスタンブロッティング典型例 

 SUnSET 法で用いられる抗ピューロマイシン抗体によるウエスタンブロッティングの典

型的な画像を示す．足底筋で新たにタンパク質が合成された際に取り込まれたピューロマ

イシンを検出する．ピューロマイシンはあらゆる分子量のタンパク質に取り込まれるため，

連続的なバンドとなる．分析の際はバンド全体を定量する． 

 

 

 

 

 

 



 

図 18 タンパク質合成量 

 タンパク質合成量の定量結果を図に示す (各群 n=3)．WT/Sham群の平均値で各群を除し

て補正した．結果は平均値 ± 標準誤差で示される．二元配置分散分析を実施し， bは sham 

VS OV の主効果が有意であったことを示す．事後検定として Tukeyの多重比較検定を実施

し，#は sham VS OV が有意であったことを示す (p<0.05)． 

 

 

 



 

図 19 mTOR の下流因子のウエスタンブロッティング典型例 

 mTOR 下流因子のウエスタンブロッティングの典型的な画像を示す．S6K1，rpS6，4E-BP1

はmTORC1，NDRG1はmTORC2の下流因子である．特に S6K1 (T389) の発現量はmTORC1

の活性を，NDRG1  (T346) の発現量は mTORC2 の活性を表す．NDRG1  (T346) は複数

のバンドが検出されるが，分析の際はバンドを全て定量する． 

 

 



 

図 20 phos-S6K1 (Thr389) 発現量 

 phos-S6K1 (Thr389) 発現量の定量結果を図に示す (各群 n=6)．結果は平均値 ± 標準誤

差で示される．二元配置分散分析を実施し， b は sham VS OV の主効果が有意であったこ

とを示す．事後検定として Tukeyの多重比較検定を実施したが，sham VS OV，WT VS KO

の比較はいずれも有意差はなかった (p<0.05)． 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

図 21 phos-S6K1 (Thr421/Ser424) 発現量 

 phos-S6K1 (Thr421/Ser424) 発現量の定量結果を図に示す (各群 n=6)．結果は平均値 ± 

標準誤差で示される．二元配置分散分析を実施し， b は sham VS OV の主効果が有意であ

ったことを示す．事後検定として Tukeyの多重比較検定を実施し，#は sham VS OV が有意

であったことを示す (p<0.05)． 

 

 

 

 

 

 

 



 

図 22 phos-rpS6 (Ser235/236) 発現量 

 phos-rpS6 (Ser235/236) 発現量の定量結果を図に示す (各群 n=6)．結果は平均値 ± 標準

誤差で示される．二元配置分散分析を実施し，b は sham VS OV の主効果が有意であった

ことを示す．事後検定として Tukeyの多重比較検定を実施し，#は sham VS OV が有意であ

ったことを示す (p<0.05)． 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

図 23 phos-rpS6 (Ser240/244) 発現量 

 phos-rpS6 (Ser240/244) 発現量の定量結果を図に示す (各群 n=6)．結果は平均値 ± 標準

誤差で示される．二元配置分散分析を実施し，b は sham VS OV の主効果が有意であった

ことを示す．事後検定として Tukeyの多重比較検定を実施し，#は sham VS OV が有意であ

ったことを示す (p<0.05)． 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

図 24 phos-4E-BP1 (Thr37/46) 発現量 

 phos-4E-BP1 (Thr37/46) 発現量の定量結果を図に示す (各群 n=6)．WT/Sham群の平均値

で各群を除して補正した．結果は平均値 ± 標準誤差で示される．二元配置分散分析を実

施し，b は sham VS OV の主効果が有意であったことを示す．事後検定として Tukeyの多

重比較検定を実施し，#は sham VS OV が有意であったことを示す (p<0.05)． 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

図 25 phos-NDRG1 (Thr346) 発現量 

 phos-NDRG1 (Thr346) 発現量の定量結果を図に示す (各群 n=6)．WT/Sham 群の平均値で

各群を除して補正した．結果は平均値 ± 標準誤差で示される．二元配置分散分析を実施

し，b は sham VS OV の主効果が有意であったことを示す．事後検定として Tukeyの多重

比較検定を実施し，#は sham VS OV が有意であったことを示す (p<0.05)． 

 

 

 

 

 



 

図 26 Akt/mTOR 系下流因子のウエスタンブロッティング典型例 

 Akt/mTOR 系下流因子のウエスタンブロッティングの典型的な画像を示す．MEK1/2，

ERK1/2 は複数のバンドが検出されるが，分析の際はバンドを全て定量する． 

 

 

 

 

 



 

図 27 phos-GSK3 B (Ser9) 発現量 

 phos-GSK3B (Ser9) 発現量の定量結果を図に示す (各群 n=6)．WT/Sham 群の平均値で各

群を除して補正した．結果は平均値 ± 標準誤差で示される．二元配置分散分析を実施し， 

b は sham VS OV の主効果が有意であったことを示す．事後検定として Tukeyの多重比較

検定を実施し，#は sham VS OV が有意であったことを示す (p<0.05)． 

 

 

 

 

 

 



 

図 28 phos-PRAS40 (Thr246) 発現量 

 phos-PRAS40 (Thr246) 発現量の定量結果を図に示す (各群 n=6)．WT/Sham 群の平均値で

各群を除して補正した．結果は平均値 ± 標準誤差で示される．二元配置分散分析を実施

し， b は sham VS OV の主効果が有意であったことを示す．事後検定として Tukeyの多重

比較検定を実施し，#は sham VS OV が有意であったことを示す (p<0.05)． 

 

 

 

 

 

 



 

図 29 phos-MEK1/2 (Ser217/221) 発現量 

 phos-MEK1/2 (Ser217/221) 発現量の定量結果を図に示す (各群 n=6)．結果は平均値 ± 

標準誤差で示される．二元配置分散分析を実施し， b は sham VS OV の主効果が有意であ

ったことを示す．事後検定として Tukeyの多重比較検定を実施し，#は sham VS OV が有意

であったことを示す (p<0.05)． 

 

 

 

 

 

 

 



 

図 30 phos-ERK1/2 (Thr202/Tyr204) 発現量 

 phos-ERK1/2 (Thr202/Tyr204 )発現量の定量結果を図に示す (各群 n=6)．結果は平均値 ± 

標準誤差で示される．二元配置分散分析を実施し，b は sham VS OV の主効果 ，c は遺伝

子型と実験操作の相互作用が有意であったことを示す．事後検定として Tukeyの多重比較

検定を実施し，#は sham VS OV，*は WT VS KO が有意であったことを示す (p<0.05)． 

 

 

 

 

 

 

 



 

図 31 total-REDD1 発現量 

 total-REDD1 発現量の定量結果を図に示す (各群 n=6)．結果は平均値 ± 標準誤差で示

される．二元配置分散分析を実施し，bは sham VS OV の主効果が有意であったことを示

す．事後検定として Tukeyの多重比較検定を実施し，#は sham VS OV が有意であったこと

を示す (p<0.05)． 

 

 

 

 

 

 



 

図 32 LC3，p62 のウエスタンブロッティング典型例 

 LC3-I，LC3-II，p62 のウエスタンブロッティングの典型的な画像を示す．GAPDH をロ

ーディングコントロールとして使用した LC3-IIは LC3-Iより分子量が大きいが疎水性が高

いため，電気泳動において LC3-Iよりもバンドの移動度は大きくなる．分析の際はバンド

を全て定量する． 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

図 33 LC3-II/Iの発現量の比率 

LC3-II/I の発現量の比を図に示す (各群 n=6)．結果は平均値 ± 標準誤差で示される．二

元配置分散分析を実施し，b は sham VS OV の主効果が有意であったことを示す．事後検

定として Tukey の多重比較検定を実施し，#は sham VS OV が有意であったことを示す 

(p<0.05)． 

 

 

 

 

 

 

 



 

図 34 p62 発現量 

 p62 発現量の定量結果を図に示す (各群 n=6)．結果は平均値 ± 標準誤差で示される．

二元配置分散分析を実施し，b は sham VS OV の主効果が有意であったことを示す．事後

検定として Tukey の多重比較検定を実施し，#は sham VS OV が有意であったことを示す 

(p<0.05)． 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

図 35 ユビキチン化されたタンパク質のウエスタンブロッティング典型例 

 ユビキチン化されたタンパク質のウエスタンブロッティングの典型的な画像を示す．ユ

ビキチンはあらゆる分子量のタンパク質に結合するため，ユビキチンを検出するバンドは

複数の分子量において出現する．分析の際はバンド全体を定量する． 

 

 



 

図 36 ユビキチン化されたタンパク質量 

 ユビキチン化されたタンパク質発現量の定量結果を図に示す (各群 n=6)．WT/Sham群の

平均値で各群を除して補正した．結果は平均値 ± 標準誤差で示される．二元配置分散分

析を実施し，b は sham VS OV の主効果が有意であったことを示す．事後検定として Tukey

の多重比較検定を実施し，#は sham VS OV が有意であったことを示す (p<0.05)． 

 

 

 

 

 

 

 



 

図 37  Caspase3， PARP1 のウエスタンブロッティング典型例 

 Caspase3 と PARP1 のウエスタンブロッティングの典型的な画像を示す．GAPDH をロー

ディングコントロールとして使用した．Caspase3 は切断されることで活性型となりアポト

ーシスを引き起こす．また，PARP1 はアポトーシスに伴い切断される．C2C12 は培養した

マウス筋芽細胞で，プロテインキナーゼ阻害薬である STS を添加することでアポトーシス

が誘導されるため，アポトーシスのポジティブコントロールとして使用される． 

 活性型の Caspase3 や切断された PARP1 は，ポジティブコントロールでは発現している

がマウス足底筋では検出されなかった． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

図 38 Caspase3発現量 

 Full-Length Caspase3 発現量の定量結果を図に示す (各群 n=6)．結果は平均値 ± 標準

誤差で示される．．二元配置分散分析を実施し，b は sham VS OV の主効果が有意であった

ことを示す．事後検定として Tukeyの多重比較検定実施し，#は sham VS OV が有意であっ

たことを示す (p<0.05)． 

 

 

 

 

 

 

 



 

図 39 ジストロフィンと DAPIの共染色画像 

 マウスの足底筋横断面の免疫染色画像の典型像を図に示す．抗ジストロフィン抗体およ

び 2 次抗体によって細胞膜が赤色に，DAPI によって核が青色に染色される．それぞれで

得られた画像をマージした．スケールバーは 50µm を示す．白色の矢印は筋線維の周辺部

に存在する細胞核，緑色の矢印は筋線維の周辺から離れて存在する中心核，黄色の矢印は

筋線維と筋線維の間に存在する核であり，筋核としてカウントしていない． 

 

 

 

 

 



 

図 40 中心核を持つ筋線維数 

 中心核を有する筋繊維の数を図に示す (各群 n=6)．マウスの足底筋横断面の全視野で中

心核を有する筋繊維の数をカウントした．結果は平均値 ± 標準誤差で示される．Sham

群において中心核は同定されなかった．対応のない t 検定を実施し WT VS KO を比較した

ところ有意差は無かったが  (p<0.05)，KO によって減少が見られる． 

 

 

 

 

 



 

図 41 筋線維あたりの筋核数 

 筋線維あたりの筋核数を図に示す (各群 n=6)．全サンプルの筋全体から 1サンプルあた

り 30～40 本の筋繊維を無作為に選択し筋核数をカウントした．結果は平均値 ± 標準誤

差で示される．二元配置分散分析を実施し，a はWT VS KO ，b は sham VS OV の主効果 ，

c は遺伝子型と実験操作の相互作用が有意であったことを示す．事後検定として Tukey の

多重比較検定実施し，#は sham VS OV，*はWT VS KOが有意であったことを示す (p<0.05)． 

 

 

 

 



 

 

図 42 Pax7，BrdU，DAPIの共染色画像 

 マウスの足底筋横断面の免疫染色画像の典型像を図に示す．抗 BrdU 抗体および 2 次抗

体によって新たに増殖した細胞の核が緑色に，抗 Pax7 抗体および 2 次抗体によって筋衛

星細胞が赤色に，DAPI によって核が青色に染色される．それぞれで得られた画像をマー

ジした．スケールバーは 50µmを示す．白色の矢印は新たに増殖した筋衛星細胞（Pax7+ / 

BrdU+ / DAPI+）を示す． 

 

 

 

 



 

図 43 新たに増殖した筋衛星細胞数 

 新たに増殖した筋衛星細胞数を図に示す(各群 n=4)．各サンプルの筋全域において新た

に増殖した筋衛星細胞数の数を計測している．結果は平均値 ± 標準誤差で示される．二

元配置分散分析を実施し，b は sham VS OV の主効果 ，c は遺伝子型と実験操作の相互作

用が有意であったことを示す．事後検定として Tukeyの多重比較検定実施し，#は sham VS 

OV，*は WT VS KO が有意であったことを示す． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



表 1 使用した抗体 

Laminin antibody (Cat#: L9393、Sigma-Aldrich) 

Akt1 (Cat#: 2967、Cell Signaling Technology) 

Akt2 (Cat#: 2964、Cell Signaling Technology) 

Akt3(Cat#: 8018、Cell Signaling Technology) 

pan-Akt (Cat#: 4691、Cell Signaling Technology) 

phospho-S6K1 (T389, Cat#: 9205、Cell Signaling Technology) 

phospho-S6K1 (T421/S424, Cat#: 9204、Cell Signaling Technology) 

phos-rpS6 (S235/236, Cat#: 4858、Cell Signaling Technology) 

phos-rpS6 (S240/244, Cat#: 5364、Cell Signaling Technology) 

rpS6 (Cat#: 2317、Cell Signaling Technology) 

phos-4E-BP1 (Thr37/46, Cat#: 2855、Cell Signaling Technology) 

4E-BP1 (Cat#: 9644、Cell Signaling Technology) 

phos-NDRG1 (Thr346, Cat#: 5482、Cell Signaling Technology) 

NDRG1 (Cat#: 5196、Cell Signaling Technology) 

phospho-GSK3β (Ser9, Cat#: 5558、Cell Signaling Technology) 

GSK3β (Cat#: 9832、Cell Signaling Technology) 

phospho-PRAS40 (Thr246, Cat#: 13175、Cell Signaling Technology) 

PRAS40 (Cat#: 2691、Cell Signaling Technology) 

phos-MEK1/2 (Ser217/221, Cat#: 9154、Cell Signaling Technology) 

MEK1/2 (Cat#: 4694、Cell Signaling Technology) 

phos-ERK1/2 (Thr202/Tyr204, Cat#: 4370、Cell Signaling Technology) 

ERK1/2 (Cat#: 4696、Cell Signaling Technology) 

ubiquitin (Cat#: 3936、Cell Signaling Technology) 

cleaved-PARP (Asp214, Cat#: 9548、Cell Signaling Technology) 

caspase3 (Cat#: 9665、Cell Signaling Technology) 

REDD1 antibody (Cat#: 10638-1-AP、Proteintech) 

LC3 (Cat#: M186-3、MBL) 

p62 (Cat#: PM045、MBL) 

GAPDH (Cat#: sc-32233、Santa Cruz Biotechnology) 



S6K1 (Cat#: sc-230、Santa Cruz Biotechnology) 

Pax7 (Cat#: sc-81648、Santa Cruz Biotechnology) 

Puromycin antibody (Cat#: MABE343、EMD Millipore) 

BrdU (Cat#: ab6326、Abcam) 

dystrophin (Cat#: ab15277、Abcam) 

Alexa Fluor 488-conjugated anti-Rat IgG (Cat#: ab150157、Abcam) 

Alexa Fluor 568-conjugated anti-Rabbit IgG (Cat#: ab175471、Abcam) 

IRDye 800CW Goat anti-Mouse IgG (Cat#: 926-32210、LI-COR Biosciences) 

IRDye 680LT Goat anti-Rabbit IgG (Cat#: 926-68021、LI-COR Biosciences) 

Alexa Fluor 680-conjugated Goat anti-Mouse IgG2a (Cat#: A31563、Thermo Fisher 

Scientific) 

Alexa Fluor 568-conjugated Goat anti-Mouse IgG (Cat#: A11031、Thermo Fisher 

Scientific) 

 

 

 

 


