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Abstract

Effects of long-term with high intensity endurance training upon histochemically assessed

myo丘brillar actomyosin ATPase, myosin composition and creatine kinase content were analyzed in

muscles from rats which were trained to run up to 240min/day at 40m/min. Following 16 weeks of

the training, in M. soleus, proportions of slow-twitch oxidative (SO)丘bers and slow type myosin light

chains were increased ; no changes in myosin light chain were signi丘cantly observed. Furthermore, a

decrease in creatine kinase was found in this muscle, indicating that SO丘bers might have acquired

slower properties. On the other hand, in M. extensor digitorum longus, there was only a transforma-

tion between fast-twitch fiber subgroups, with a decrease in LC3f by which fast myosin constructed

was characterized by the highest myo丘brillar ATPase activities. These data suggest that丘ber type

transformation may be brought about not only from fast-twitch glycolytic (FG)丘bers to fast-twitch

oxdative glycolytic (FOG)丘bers but also from FOG丘bers to SO丘bers by long-term with high

intensity endurance training.

(Masanobu Wada and Shigeru Katsuta, "Changes in myoproteins following long-term with high

intensity endurance training in rats", Jap. J. Phys. Educ, 32-4 : 221-29, March, 1988)

緒　　　　言
別される筋線維タイプ(速筋線維および遅筋線維)

との間に密接な関係が存在すること15)が明らかと

骨格筋においてその収縮速度の主たる規定因子　　なり,スポーツの適性という面から筋に占める各

がミオシンの持つATPase活性であり4),この酵　　筋線維タイプの分布比率,いわゆる筋線維組成が

素の生化学的に測定される活性値と組織化学的染　　注目されるようになった.

色におけるpHに対する安定性の違いに基づき類　　1972年のGollnick et al. 12)以来,各競技種目選
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手の筋線維組成が報告され7),8),9),14),23)あるスポー

ツ種目で成功を収めるためには,そのスポーツの

運動様式に適合した筋線維組成を持つことが,多

くの場合必要条件になることが示されてきた23).

そして,ヒト1)や動物21),22)を用いたトレーニソグ

実験および一卵性双生児を対象とした研究24)か

ら,これら一流競技選手にみられる特徴的な筋線

維組成は,トL,-ニソグといった後天的要因に

よって獲得されるのではなく,持って生まれてき

たもの,すなわち遺伝的要因に強く影響を受ける

ことが一般に認められている.

しかしながら非生理的であるが,協同筋切

除3),29)や電気刺激32),38)などの方法を用い筋に極め

て高い活動水準を与えることにより,収縮特性の

指標となる幾つかのパラメーター(筋線維組成,

ミオシソ分子種の分布など)に収縮速度の低減を

示唆する変化がみられることが知られている.し

たがってこれまでのトレーニング実験においてそ

のような変化が観察されなかったのは,用いられ

たトレーニソグの質(運動強度)または量(1回

の運動時間,トt/-ニソグ頻度およびトレーニン

グ期間)のどちらか一方,あるいは両方が十分で

なかったため,収縮タンパクの合成を左右するほ

ど速筋線経を刺激し得なかったためであろうと推

察される.

そこで本研究は,長時間に渡る激しい持久ト

レーニソグによって生じる骨格筋における変化

を,組織化学的手法に加え,二次元電気泳動法を

用い分子レベルからの検討を試みようとするもの

である.

実　験　方　法

1.実験動物およびトレーニング方法

実験にはウィスク一系雄ラット26匹を用いた.

これらを12時間の明暗サイクルの照明下で,温度

22±2℃,湿度60±5%に常時維持した飼育室にお

いて, 2匹ずつ同一ケージ内で飼育した.また水

と飼料(オリエンタル酵母工業製,実験動物用標

準固型飼料MF)は自由摂取とした.

1週間の予備飼育の後, 4週齢より小動物用ト

レッドミル(夏目製作所製KN-73)を用い,予備

トレーニソグを1週間行った.予備トレーニング

では25m/minの速度で30分まで走行させ,その走

行成績と体重から以下の4群に分けた.トレーニ

ング群としては, 8週間トレーニソグを負荷する

T8群(n-6), 16週間トレーニソグを負荷するT16

秤(n-6)の2群を設けた.またそれぞれのコン

トロール群をC8群(n-6)およびC16群(n=8)

とし5週齢よりトレーニングを開始した.

表1にトレーニングプログラムを示した.30m/

mimの速度で20分の走行(傾斜0度)から始め,

第4週目までは速度および走行時間を,それ以降

は走行時問のみを漸増した.第11週目からは, 120

分の連続走行後, 60分の休息をはさみ残りの時間

走行させた.第13週目から最終週までの総走行時

間は240分とした.またexhaustionに至り連続走

行が不能となったラットには,随時休息をおき規

定の時間トレーニングさせた.なおトレーニング

頻度は週5回であった.

2.分析項目

体重の測定は,毎週定期的にトレーニソグ前の

同一時刻に行った.最終トレーニソグ終了48時間

級,エーテル麻酔下にて体長(鼻先から尾の先ま

での長さ)を測定した.さらに両後肢からヒラメ

Table 1. Programs of progressive endurance

training.

T8　　　　T16



和田・勝田:高強度・持久トレーニングによるラット骨格筋タンパクの変化

筋(M. soleus;以後SOLと略す)および長指伸

筋(M. extensor digitorum longus ;以後EDLと

略す)を摘出し秤量した.原則として左脚を組織

化学的分析に,右脚を電気泳動学的分析にあてた.

(1)組織化学的分析

摘出した筋の筋腹付近を数mmの厚さに横断

し,液体窒素で冷却したイソペソタン中で急速凍

結した.-20℃にセットしたクリオスタット中で

厚さ10〃mの連続横断切片を作製し,それらに

Actomyosin ATPase染色30)およびNADH-t28)染

色を施した.得られた標本の光学顕微鏡写真から,

Peter et al. 31)の分類にしたがい筋線経をSO

(Slow-twitch, Oxidative), FOG (Fast-twitch,

Oxidative, Glycolytic)およびFG (Fast-twitch,

Glycolytic)線経に類別し,全横断面より筋線維成

比を算出した.

(2)電気泳動学的分析

骨格筋タンパクの変化について検討するため

に,一次元目に等電点電気泳動,二次元目にSDS

ポリアクリルアミドゲル電気泳動とする二次元電

気泳動法をHirabayashi17)の方法にしたがい行っ
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た.ゲルの染色にはクーマジープリリアソトブ

ルー染色を用いた.

得られた泳動パターンより,アクチソ,ミオシ

ソ軽鎖(MyosinLightChain ¥以後LCと略す, )

クレアチソキナ-ゼ(CreatineKinase ;以後CK

と略す)の各成分を画像解析システム(NEC社製

PC-8001MKII,日本ピーシーシステムズ社製

TV写楽)により定量した.

実　験　結　果

1.体長,体重および筋重量

表2に解剖時における体長,体重および筋重量

を示した.

体重はトレーこソグ期間を経るにつれトレーニ

ソグ群とコントロール群との差が大きくなり,解

剖時にはそれぞれのコントロール群と比べ, T8

群で8.0% (p<0.05), T16群で22.0% (p<0.01)

の低値を示した.体長も体重と同様の傾向にあり,

T16群に有意な差異(p<0.01)が認められた.普

た筋重量は8週間群(T8群とC8群)では,ト

レーニング群においてEDLの体重に対する相対

Table 2. Comparison of body weight, body length, and muscle weight in control and trained groups.

Muscle Weight

Group N Body(苫eight BodyLength(cm) M. soleus M. EDL

(mg)　(mg/g B.W. × i0-3)　(mg)　(mg/g B.W. × lO"3)

C8　　　6

T8　　　6

C16

T16

386.3±24.8

355.3±14.6*

549.6±35.6

428.5±25.9日

41.5±　　　　168.7±35.5　　421.4±82.3　　170.2±17.3　　　427.5±51.3

41.0±0.6　　168.8±20.3　　474.8±50.3　　187.1± 8.9　　　526.9±21.8‥

43.8±1.0　　　220.5±31.3　　401.9±57.0　　　256.0±16.8　　　467.4±43.4

42.2±0.7日　　216.7±17.6　　522.1±41.8*　　217.6±29.9*　　512.4±67.5

values are means±SD.一and H denote statistically signi丘cant (p<0.05 and p<0.01, respectively) differences

between C8 and T8, and C16 and T16.

Table 3. Comparison of relative muscle fiber composition (%) in control

and trained groups.

M. soleus M. EDL

Group N
so FOG SO FOG FG

C8　　　6

T8　　　6

C16

T16

79.9±5.　　　20.1±5.7

85.8±6.0　　14.2±6.0

85.5±5.7　　14.5±5.4

91.8±2.7*　　　8 0±1.T

3.1±1.5　　39.6±2.4　　57.3±3.2

4.0+1.9　　48.4ア6.4*　　47.6+6.1**

3.2±1.4　　38.0±　　　　58.8±3.1

3.8±1.2.　45.7±3.4日　50.5±3.3'*

values are means±SD. * and ** denote statistically signi丘cant (p<0. 05 and p<0. 01,

respectively) differences between C8 and T8, and C16 and T16.
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値に有意な高値(p<0.01)が示された.一方16週

間群(T16群とC16群)では,トレーニング群にお

いてSOLの相対値に有意な高値(p<0.01)が

EDLの絶対値に有意な低値(p<0.01)が認められ

た.

2.筋線維構成比

表3にSOLおよびEDLの筋線維構成比を示

した.

SOLでは両トレーニング群ともにコントロー

ル群と比べSO線経の占有率が高い傾向にあり,

T16群に有意な差異(p<0.05)が認められた.i

方EDLでは, SO線経には有意な変化は認められ

なかったが,速筋線経のサブグループにはトレー

ニングによる変化がみられ,両トレーニング群と

もにFOG線経に高値が, FG線経に低値が示さ

れ,いずれも統計的に有意であった.

3.ミオシン軽鎖(LC)

図1にSOLおよびEDLの二次元電気泳動に

よる泳動パターンを示した.本研究で用いた泳動

法はHirabayashi17)の系によるものであるが,こ

の方法は等電点,分子量ともに広範囲に渡る分離

能を持つことに特徴がある.そのため全タンパク

を枚挙したり,タン/くク相互の結合を調べたりす

るのに適している.

m

bEE
tl..

〉く
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Fig. 1 Two-dimensional electrophoretic patterns

of total myoproteins in M. soleus (A) and M.

extensor digitorum longus (B). HC; Myosin

heavy chain, A ; Actin, CK; Creatine kinase,

TM ; Tropomyosin, LC ; Myosin light chain.

Table 4. Relative distribution (%) of myosin light chain in M. soleus.

Group N LCls LClf LC2s LC2f LC3f

C8　　　　　　43.1±3.6　　4.7±3.3

T8　　　　　　43.9±4.2　　　3.9±2.2

C16　　　　　49.0±4.3　　3.4±3.3

T16　　　　　49.1±2.4　　0.7±1.2

41.2±3.2　　　9.8±3.5　　1.2±2.5

43.5±5.1　　8.2±4.6　　　0.5±0.9

43.1±3.9　　　4.3±3.5　　　0.2±0.3

46.6±3.4　　　3.5±0.8　　　0.1±0.2

Values are means±SD.

Table 5. Relative distribution (%) of myosin light chain in M. extensor

digitorum longus.

Group N LCls LClf LC2s LC2f LC3f

C8　　　　　　3.6±2.3　　30.1±4.6

T8　　　　　　2.4±3.4　　　32.9±4.7

C16　　　　　0.9±0.8　　32.1±3.9

T16　　　　　　　±1.2　　33.9±5.6

4.2±3.0　　　43.7±　　　18.4±6.3

5.1±5.0　　43.9± 1.0　14.7±3.1

2,5±2.1　　46.4±4.2　18.1±2.9

1.6±1.9　　　51.1± (.3　　12.3±5.3*

Values are means±SD. * denotes statistically signi丘cant (p<0.05) difference

between C8 and T8, and C16 and T16.
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表4および表5にSOLおよびEDLにおける

各LCの重量比を示した. SOLではfasttypeLC

(LClf, LC2f, LC3f)はごく微量しか存在せず,特

にLC3fについては全く検出されない例が全体の

約4割を占めた.トL,-ニソグ群とコントロール

群を比較すると, T8群, T16群ともにslow type

LC (LCls, LC2s)が増加, fast type LCが減少

する傾向がみられたが,統計的に有意ではなかっ

た(表4). SOLとは対照的にEDLではslow

typeLCの占有率は極めて低かった.トレーニン

グにより著明な変化がみられた分子種(Isozyme)

はLC3fであり,トレーニング群で減少傾向が示

され, T16群とC16群との差異は有意(p<0.05)

であった(表5).

4.クレアチンキナ-ゼ　CK)

本研究では,筋湿重量1.5mg当たりのタソバク

を電気泳動に供した.したがって理論的には,画

像解析装置により求められた各タンパク重量の絶

対値を比較検討することが可能となるはずであ

る.しかし実際は,抽出液を注入する際の誤差や

泳動中に失われるタンパク量が一定でないことな

どに起因して,常に量的に安定したパターンが得

られるわけではないこと,またゲルの染色濃度を

厳密に規定することができないことなど,いくつ

かの問題点が生じた.そこでタンパクの量的変化

の検討には,常に安定したスポットが得られたア
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Fig. 2　Ratio of creatine kinase to actin in M.

soleus (A) and M. extensor digitorum longus

(B). Values plotted present means±S. D. H

denote signi丘cant (p< 0. 01) differences between

C8 and T8, and C16 and T16.
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クチソに対する相対値を用いた.また収縮エネル

ギー獲得反応を触媒する酵素の量を問題にする場

合,それらのアクチンに対する相対値は,筋原線

維当りの量比をはば表すことになると考えられ,

収縮要素の機能的特性を反映するであろう.

図2にアクチンに対するCKの重量比を示し

た.遅筋であるSOLと速筋であるEDLとでは顕

著な差異が認められ, EDLの値はSOLの約2倍

であった.トレーニングによる変化について検討

すると,両筋のいずれのトレーニング群にもコン

トp -ル群と比べ低値を示す傾向がみられたが,

SOLの16週間群でその差異は最も大きくC16群

に対してT16群は約30%低い値(p<0.01)であっ

m

考　　　　察

外因性あるいは内因性の刺激による骨格筋にお

ける変化を検討する場合,筋力,筋持久力といっ

たマクロ的な視野からとらえようとする立場と,

タンパク分子種の分布,基質の動態などのミクロ

的な視野からとらえようとする立場とがあるが,

前者の変化は各部分における後者の変化が総括的

に顕在化した結果であると考えられる.そのよう

な意味からは,これまでスポーツ科学の頚城で広

く行われてきた筋線維レベル(筋線維組成,筋線

維横断面続など)での検討は両者の中間的な色合

いが強い.本研究は持久レレ-ニソグによる骨格

筋における適応を,筋線維レベルに加え分子レベ

ルから検討したことに特徴がある.

これまで持久トレーニングに起因して,有気的

代謝能力が高進し,速筋線経のサブグループに移

行が起ることは数多く報告されてきたが1),21),22)

速筋線経と遅筋線経との間の相互変換を認めた例

は少なく,収縮タン/tクは可塑性の低い構造物で

あると考えられている.

栄養性因子,ホルモン性因子など他の多くの要

因も関与するものの11)筋線経の特性は主として

それを支配する運動神経細胞の興奮開催,換言す

れば筋線維自身の収縮活動の量によって決定され

ると考えられており,このことは何らかの理由で

筋線経の活動量が増加すれば,速筋線経から遅筋
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線経への移行が起ることを示唆するものである.

事実Heilman and Pette16' Pette et al.32),およ

びBrownet al.6)が示すように,速筋である前歴骨

筋に電気刺激によって緊張的な収縮を負荷する

と,速筋線経の全ての特性はslow typeへとシフ

トする傾向にあり,それら一連の変化の中で収縮

特性の規定因子であるミオシン分子種の移行は,

代謝系, Tシステムおよび筋小胸体の変化に遅れ

て生じることが明らかをこなっている.また,生体

内では運動強度の増加にともない,運動単位はS

(Slow twitch), FR (Fast twitch resistant),お

よびFF (Fast twitch fatiguable)の順で動員さ

れることがWalmsely et al.40)によって報告され

ている.したがってこれらのことから,速筋線経

を支配する運動単位(FR, FF)の興奮開値を超え

る運動強度で十分な時間収縮を繰り返すようなト

レーニング様式を採用すれば,電気刺激のような

非生理的な手段をとらなくても,可塑性の低い収

縮タソバクをslowtypeへと変化させることがで

きるであろうと類推される.

近年トレーニソグによる遅筋線経の占有率ある

いはslow typeミオシンの増加を認めた報

告13),18),26),35),36),37)が相次いでなされたが,これらの

報告で用いられたトレーニングは大きく2種類に

分けられる.

第1は, Luginbuhl et al.26), Simoneau et

al_36),37)などにみられる高強度(最大酸素摂取量を

超える)のインターバル形式のトレーニングであ

る.例えばLugibuhl etal.26)はラットに傾斜10度,

55m/minの速度で2.5分の走行を1日4セット,

10週間負荷したところ,遅筋線経の占有率に足底

筋で6.8%,外側広筋深層部で14.6%の増加をみて

おり,この種のトレーニングでは相対的に多くの

速筋線経が動員されるため,それらの一部が遅筋

線経へと移行したのであろうと考察している.し

かしながら運動量という観点からみると, 10週間

での総走行時間は多く見積っても

2.5分×4セット×50日-500分

であり, Petteetal.32)が示すように1日に24時間

の連続電気刺激を負荷した場合でさえ,ミオシン

分子種の変化がみられるのに約3週間を要するこ

とから,そのような短い刺激時間で筋線経にタイ

プ移行が生じるとは考え難い.

第2は　Green et al.13), Schantz et al.35)およ

び本研究において用いられたある程度の高い運動

強度を保持しながら長時間に渡って運動を負荷す

るタイプのトレーニングである.

これまでラットを用いた持久的走トレーニング

では25-30m/minの走速度が多く用いられてき

たが19),21)本研究ではそれらより運動強度の高い

40m/min (86.8%Vo2max2>)を採用した.これは

ラットでは80%Vo2max以上の運動強度で速筋

線経の有気的代謝能力に向上がみられたとする

Dudley et al.10)に基づき,運動に際し多くの速筋

線経が動員されるよう考慮したものである.そし

て,このような運動強度で従来の研究と比べ相対

的に多くの時間トレーニングを行って初めて遅筋

線経が増加した事実は,先に述べた組織化学的な

筋線維タイプが収縮活動の絶対量に反映されると

する知見とよく一致する.

遅筋線経の占有率増加の要因としては, 1)速筋

線経から遅筋線維-のタイプ変換,およびそれ以

外には2)遅筋線経の増殖, 3)速筋線経の退行性

変性,がその可能性として挙げられるが,移行過

程全てにおいて筋線維数は一定であること32)電

気刺激中の筋ではslow typeとfast typeのミオ

シソが混在した筋線経が多くみられること33)か

ら, Jansson et al.20)およびBilleter et al.5>の提唱

する

IIb≠IIa*±IIc^I

の過程を経てタイプ変換したと一般に理解されて

いる.しかしMaieretal.27)はラビットのEDLに

電気刺激を与えたところ,一部のFG線経が退行

し,変わって幼君タイプ(embryonic)ミオシソ重

鎖を有し酸化能力の高い筋線経がみられるように

なったことを認め,遅筋線経の占有率増加が必ず

しも全て1)の要因に起因するのではないと指摘し

函BE3

本研究ではGreen et al.13)の報告と一致して,

T16群のSOLにおいてSO線経に約6%の増加

が示されたが, LCの分布はslow typeが増加す

る債向にはあったものの,その変化は統計的に有
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意には至らなかった. Staron and Pette38)は活動

水準が増加した筋においてタイプ移行した遅筋線

経ではLCls, LC2sに加え,相当量のLClfが混在

していること,ならびにそれらの筋では正常なも

のとは異なり,SlowtypeLCのみで構成される遅

節線経が存在しないことを報告している.した

がってfast typeからslow type方向-変換が進

行する場合,変化の比率は筋線維構成比よりLC

パターンのはうが小さいと考えられ　筋線維構成

比にさえわずか6%の変化しか示されず,さらに

縦断的検索方法とは異なり別個の個体の比較であ

る本研究では, LCパターンに著明な変化がみら

れなかったのは当然かと思われる.

Kugelberg25'は等尺性収縮におけるtime to

peak tensionに速筋線経で15-27msec,遅筋線経

で3-40msecのレインジが認められることを,

またSalmons and Henriksson34)は電気刺激を与

えられた速筋では,収縮速度myosin ATPase活

性,筋小胞体のカルシュグム取り込み能力など多

くの点で典型的な遅筋であるSOLよりslowな

特徴を有するようになることを指摘しており,こ

れらは何れも組織化学的に同一の筋線経であって

もその機能的・構造的特性は必ずしも同一ではな

いことを示すものである.本研究でみられたT16

群のSOLにおけるCKの顕著な減少は(図2),

この知見を支持する結果であると考えられる.す

なわち速筋線経のCK含有量が遅筋線維より高い

ことはSOLとEDLの比較から明かであるが,

T16群にみられるCKの約30%もの減少が速筋線

経のわずか6 %の減少にすべて起因するとは考え

られない.ならびに8週間群では有意な差異が認

められず,このような変化は長期間の持久トレー

ニングによって遅筋線経がさらに遅筋化したこと

を示唆するものと推察される.

一方EDLでは速筋線経と遅筋線維問に移行は

みられなかったが,これまでの報告1),21),22)と同様

に代謝特性の変化(表3),さらにそれに伴う

LC3fの減少が認められた(表5). fasttypeミオ

シンはLCの組み合せからFMl (LC2f, LC2f,

LC3f, LC3f), FM2(LClf, LC2f, LC2f, LC3f),

およびFM3 (LClf, LClf, LC2f, LC2f)に類別
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される.これら3種のミオシン間における機能的

特性の差異については明確ではなかったが,近時

Thomason et al.39>が検討を試み　myo丘bril

ATPase活性はFMl, FM 2, FM 3の順で高い

ことを報告している.したがって表5にみられる

LC3fの減少は,トレーニングによってEDLの速

筋線維においてFMl,ならびにmyo丘bril

ATPase活性が減少したことを示唆する.また彼

らはFMの分子種の分布は収縮時の機械的効率

に影響し,収縮速度が速いほど,すなわちFMlの

占有率が高いほど効率に劣るであろうと考察して

おり,これにしたがえばLC3KFMl)の減少は活

動水準の増加にともない収縮効率を改善する必要

性に応じた適応変化であると考えられる.

以上のことから,高強度持久トレーニングを量

的に十分行うことにより骨格筋ではslow type分

子種の合成が促進され,組織化学的な筋線維タイ

プにおいては,速筋線経のサブグループ間のみな

らず速筋線経から遅筋線経への移行が起こるであ

ろうことが示唆された.

総　　　　括

高強度持久トレーニングによる骨格筋の適応に

ついて検討する目的で,生後5週齢のWistar系

雄ラットをT8群とT16群の2群に分け,T8群

には8週間, T16群には16週間のトレッドミル走

を負荷し,電気泳動学的・組織化学的分析を行い,

以下の結果を得た.

1.筋線維組成は,長指伸筋では両トレーニング

群にFG線経の減少およびFOG線経の増加が,

またヒラメ筋ではT16群にSO線経の増加が認め

閲IS5S

2.ミオシン軽鎖(LC)は,ヒラメ筋では変化が

認められなかった.一方長指伸筋ではT16群に

LC3fの減少が示された.

3.クレアチンキナ-ゼは,ヒラメ筋より長指伸

筋において高いこと,さらにT16群のヒラメ筋に

トレーニソグによる減少が認められた.

これらのことより,高強度持久トレーニングを

量的に十分行うことにより,速筋線経から遅筋線

維-のタイプ移行が起り筋の収縮特性はslow
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type-とシフトするであろうことが示唆された.

本研究は昭和60年度文部省利学研究費補助金・一般
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によるものである
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