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略語と記号

本論文で用いる略語と記号は以下の通りである.

ADP

肌v:

ATPase

Ca2+

【Ca2+]

[Ca2+】 ∫

CAMP

Cont

CSPD

DTT

DHPR

EDTA

EGTA

E荒P

・adenosine diphosphate　アデノシンニリン酸

: adenosine triphosphate　アデノシン三リン酸

: adenosine triphosphatase　アデノシントリホスフアタ-

ゼ

:カルシウムイオン

:カルシウムイオン濃度

:遊離カルシウムイオン濃度

cyclic adenosine 3, 5-monophosphate　サイクリックア

デノシンーリン酸

: control

・　diosodium　3- (4-methoxyspi㌻ (l,2-dioxetane-3,2'-

(5'-chloro) tricycle [3.3.1.13,7] decan) -4-yl) phenyl

phosphate

'蝣dithiothreitol　ジチオトレイトール

: dihydropyridine receptor　ディヒドロピリジン受容体

'ethylenediamine-i¥^i¥^iV'A^(-tetraacetic acid　エチレジア

ミン四酢酸　金属のキレート剤

: ethyleneglycol bis (2-aminoethyl ether) -tetraacetic acid

エチレングリコールビス(2-アミノエチルエーテル)四酢酸

金属のキレート剤

・experimental
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FITC

GA

GD

Mi

:eK

HEPES

kDa

LFF

Na+・K+-ATPase

NAD

NAD H

NADPH

PMSF

¥si

ROS

RyR

SERCA

: nuorescein isothiocyanate

: glucoamylase　　グルコアミラーゼ

: the deep region of gastrocnemius　　俳腹筋深層部

: glycogenphosphorylase　グリコーゲンフオスフォリラー

ゼ

: the super丘cial region of gastrocnemius　　排腹筋表層部

'蝣N- [2-hydroxyethyl] piperazine-N'- 【2-ehanesulfonic acid]

N-L2-ヒドロキシエチル】ピベラジンーN'-[2-エタンスルホン

酸]緩衝液試薬の一つ.有効pH範囲6.8-8.2

:キロダルトン

'・Iow-frequency fatigue　低頻度疲労

:ナトリムイオン・カリウムイオン依存性ATPase

'蝣nicotinamide adenine dinucleotide　ニコチンアミドアデ

ニンヌクレオチド

: mcotinamide adenine dinucleotide, reduced form

還元型ニコチンアミドアデニンヌクレオチド

nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, reduced

form　還元型ニコチンアミドアデニンヌクレオチドリン酸

'・phenylmethylsulfonylfluoride　フェニルメタンスルホニ

ルフルオリド　セリンプロテアーゼに対する阻害剤

: inorganicphosphate　無機リン酸

: reactive oxygen species　活性酸素種

: ryanodinereceptorリアノジン受容体

sarco(endo)plasmic reticulum Ca2+-ATPase
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SDS

SDS-PAGE

Sll基

SOL

SR

SR Ca2+-ATPase

Stim

Tf

TBQ

TEMED

typeI線維

type II線維

: sodium dodecylsulfate　ドデシル硫酸ナトリウム

sodium dodecylsulfat polyacrylamide gel

electrophoresis　ドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルア

ミドゲル電気泳動

: sulmydryl group　　スルフヒドリル基.メルカプト基,

チオール基などともいう

:soleus　ヒラメ筋

蝣sarcoplasmic reticulum　筋小胞体

: SRの膜上に存在するCa2+依存性ATPase

: stimulated

蝣transverse tubule　横行小管

: 2,5-di (tert-butyl) -1,4-benzohydroquinone SR

Ca2+-ATPaseの阻害剤

: i^A^JV'A^Tetramethylethylenediamine　　テトラメチルエ

チレンジアミン

:遅筋線維

:速筋線維
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Mishima, T., Sugiyama, M., Yamada, T., Sakamoto, M. and Wada M. (2006) Effects

of reduced glycogen on structure and in vitro function of rat sarcoplasmic

reticulum Ca2*・ATPase. Eur. J. Physiol. 452: 117-123.

Mishima, T., Yamada, T., Sakamoto, M., Sugiyama, M., Matsunaga, S. and Wada,

M. Time course of changes in in vitro sarcoplasmic reticulum Ca2+-handling and

Na♯-K+-ATPase activity during repetitive contractions.

(Eur. J. Physiol.-投稿,審査中)



I章　緒　言

継続的な筋活動において,筋が発揮する最大張力もしくは最大パワーが低下する現象

あるいは一定の張力もしくは一定のパワーを継続して発揮できなる現象は,一般に「筋

疲労」と呼ばれる.筋疲労に関する研究は古くからなされてきたが,そのメカニズムは

明確になるどころか,近年むしろ混沌としてきたように思える.例えば,高強度運動で

は,産生される乳酸に起因して起こるアシド-シスが主要な要因のひとつであると考え

られてきたが(Fitts and Holloszy 1976, Karlsson and Saltin 1970) ,生体内に近い温

度下では,アシド-シスは筋の機能にほとんど影響を及ぼさないとする知見が近時報告

されている(Westerblad et al. 2002).

筋原線経の収縮・弛緩は,筋形質内のカルシウムイオン(Ca2+)濃度によって制御さ

れている.通常, Ca2+は袋状膜構造をなす筋小胞体(SR)の内腔に蓄積されているが,

神経からの刺激がSRに達すると, Ca2+はSR内腔から筋形質-と放出され,筋原線経

の収縮を誘起する.筋形質に放出されたCa2+がSRの膜上に存在するCa2+依存性

ATPase (SR Ca2十-ATPase)によって再びSR内腔-と取り込まれると,筋原線経は弛

緩する.このように, SRは筋の活動において重要な役割を果たしている器官のひとつ

である.近年,高強度運動を行い疲労した筋では,多くの場合, SRのCa2+取り込み・

放出能力が低下していることが示され(Hill et al. 2001, Li et al. 2002, Matsunaga et

al. 2003, 2007), SRの機能の低下が筋疲労を招く要因のひとつとして注目されるよう

になってきた.

これまで, SRの機能不全に関与する要因として,無機リン酸(Pi) (Dutkaet al. 2005,

Fryer et al. 1995)やADPの蓄積(Macdonald and Stephenson 2006)などに代表さ

れる代謝的因子の影響があげられてきた.ただしin vitroでSRの機能を測定する場

蝣蝣



合,通常,安静時の細胞内環境に近い溶液中で測定が行われ,生体内で起こる代謝的変

化の影響は除去されることになる.したがってin vitroの測定で観察されるSRの機

能変化には,代謝的因子ではなく, Ca2+の調節機能を担うタンパクの構造的変化が関与

していると考えられている.

収縮活動に伴って, SRのタンパクに構造的な変化が生ずる原因としては,活性酸素

檀(ROS)によるタンパクの酸化(Matsunagaetal.2003),グリコーゲンのSR膜か

らの解離(Lees et al. 2001), ATP結合部位の修飾(Luckin et al. 1991)などがあげ

られてきた.しかしながら,これらの因子の関与を示唆するいずれの報告も,収縮開始

後のある一時期における筋の変化を検討したものである.したがって, SRの機能と構

造的変化を示す指標とが,みかけ上岡期して変化したにすぎない可能性が残されている.

もし, SRの機能低下に上記の要因が直接関与しているならば,筋疲労に到る過程ある

いは筋疲労からの回復過程においても, SRの機能変化とこれらの要因は並行して変化

するはずである.しかしながら,これまでこのような検討はなされていない.そこで本

研究では　SR Ca2+-ATPaseの構造に影響を及ぼすとされてきた要因の経時的変化を

活性が変化する期間に測定し,それらがSR Ca2十-ATPaseの機能に及ぼす影響を検討す

ることを目的とした.

・2-



Ⅱ章　文献研究

1.筋小胞体の構造

SRは筋原線経を取り囲むように発達しており(Fig. 1),両端の膨らんだ部分を終末

槽(terminal cisternae) ,それ以外の部分を縦走管(longitudinal tubule)という(Fig.

2).形質膜が筋線経の内部に落ち込むように形づくられている器官を横行小(T)管と

いい,晴乳類の骨格筋では, T管は明帯と暗帯の境目に規則正しく配列されている. 2

つの終末槽が1つのT管をはさむように位置しており,この部位は三つ組み構造

(triad)・と呼ばれる(Ruegg 1988).

SRの主な生理機能は細胞質内のCa2+渡度の制御であり,大部分のCa2+は通常SRの

膜内に貯蔵されているため,筋形質内のCa2+濃度は0.1ドM以下に保たれている. Ca2+

の貯蔵,放出,取り込みの3つの機能を遂行するために, SRの膜や内腔には数種類の

タンパクが存在しており,それらの中で主なものとしては,リアノジン受容体(RyR),

SRの膜上に存在するSRCa2十-ATPase,カルセクエストリンなどがあげられる(Fig. 2).

SR内腔の終末槽に局在するカルセクエストリンはCa:2+結合タンパクであり

(Damiani and Margreth 1990),カルセクエストリン1分子当たり43個の割合で結

合し,貯蔵されている.終末槽上の,T管側に位置するRyRはCa2+放出チャネルとして

作用し, T管からの刺激に応じてCa2+を筋形質-放出する.また, SRCa2+-ATPaseは

縦走管上に点在し,筋形質からSR内腔- Ca2+を能動的輸送するCa2+ポンプの役割を

果たしている. SRCa2+-ATPaseはSRの主要な構成要素であり,速筋線経の場合, SR

の全タンパクのおよそ80%を占める(Dux1993).

2. Ca2+の放出の仕組み

ー3・



T管に神経インパルスが到達し膜に脱分極が起こると, SRからCa2+が放出されるこ

とは古くから知られていたが, T管とSRの終末槽との間に存在する15 nmほどの間

隙をT管側からのシグナルがどのようにしてSR側-伝わるのかという問題は,筋生理

学者の関心の的であるにもかかわらず,現在に到っても明確なメカニズムは明らかにさ

れていない.しかしながら,シグナル伝達にはT管に存在するディヒドロピリジン受

容体(DHPR)とCa2+放出チャネルという2つの器官が中心的な役割を果たしている

ことが明らかとなっている.

A.・ディヒドロピリジン受容体

′

T管に存在するDHPRは,筋細胞外部のCa2+を内部-と取り込むCa2+チャネルとし

ても機能しているが,骨格筋におけるこの器官の最も重要な機能は,電位センサーとし

てT管の脱分極を感知し,そのシグナルをSR-と伝えることである(Fig.2).シグナ

ルがSRに伝達されるメカニズムは完全には解明されていないが,DHPRの一部がリン

酸化されることが,シグナル伝達に必須であることが認められている.

DHPRは, α1 (分子量170kDa), α2 (175kDa), β (52kDa), γ (175kDa),

8 (32kDa)の5つのサブユニットから構成されており, α1が遺伝的に欠損している

とDHPRの機能に障害が起こること(Powell and Fambrough 1973, Adams et al.

1990),またα1とβはリン酸化されやすい特性を持つことから(Favero1999),これ

ら　2　つのサブユニットがシグナル伝達に重要な役割を持つと考えられている

(Westerblad et al. 1998).
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Myo丘bril T-tubule

Fig. 1. Sarcometric array of membrane system in skeletal muscle fiber.

(from Yamamoto and Maruyama 1986)
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Fig. 2. A diagrammatic representation of the major components of a muscle cell

involved in excitation-contraction coupling. Abbreviations: SR, sarcoplasmic reticulum;

DI押R, dihydropyridine receptor; RyR, ryanodine receptor.
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B.リアノジン受容体

SR終末槽のT管側に存在するRyRは, 4つのサブユニツ幸から構成される四量体で

あり, 1つのサブユニットの分子量は400-565kDaである.この器官はCa2+放出チャ

ネルであり, DHPRからのシグナルに応じて, SR内腔に蓄えられているCa2+を筋形質

-と放出する.心筋ではRyRからのCa2+放出は, RyR周辺のCa2+濃度がわずかに上

昇することによっても起こり,この放出の仕組みはCa2+誘因性Ca2+放出と呼ばれる(竹

島1998).しかしながら,骨格筋ではCa2+誘因性Ca2+放出は起こらず, DHPRからの

経路のみが筋形質のCa2+濃度上昇を招来していると考えられている.

遺伝子解析により, RyRには複数のアイソフォームがあることが明らかとなり

(Berchtold et al. 2000),噛乳動物では,骨格筋に主としてみられるRyR-1,心筋に

みられるRyR-2および脳にみられるRyR-3の3種類が存在する(竹島2003). RyR-3

は,まれにではあるが骨格筋においても観察される場合がある.最近の研究では, RyR-i

およびRyR二2では,一酸化窒素がRyRを構成するスルフヒドリル(SH)基に結合し,

チャネルを活性化することが示されている(Xuetal. 1998).

3. Ca2+の取り込みに関与するタンパクとその機能

SRの膜上に無数に存在するCa2+・ATPaseは, Ca2+ポンプとして作用し, Ca2+を筋形

質からSR内腔-と輸送している(和田ら2001). Ca2十の取り込みは, SRCa2+-ATPase

によって能動的に行われ, ATP l分子の加水分解によって2原子のCa2十がSR内腔-

輸送される. ATPの分解部位とCa2+結合部位とは離れており, ATPおよびCa2+は細胞

質側からSR Ca2+-ATPaseに結合する. SR Ca2+-ATPaseにはCa2+に対して高親和性を

示すElと低親和性を示すE2の状態があり, Elの時は開口部が細胞質側に向いている

(Fig. 3). ATPがADPとPiに分解されるとSR Ca2+-ATPaseはリン酸化され, 'リン
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酸化中間体を形成し,開口部がSRの内側を向くようになる.次にSRCa2+-ATPaseは

E2の状態になり, Ca:2+との親和性が低下するため, 2原子のCa2+はSR Ca2+-ATPase

から解離する. SR内腔の終末槽にはCa2+結合タンパクであるカルセクエストリンが局

在しており,取り込まれたCa2+はこのタンパクと結合し,貯蔵されている, Ca2+がSR

内-取り込まれると,細胞質内のCa2+濃度が低下し,筋は弛緩する. SR内腔のCa2+

濃度が高まると, Ca2十の取り込み速度が低下することが知られている.この現象をback

inhibitionというが,これはSR Ca2+-ATPaseからのPiの解離速度が減少するため,

SR Ca2+-ATPase活性が抑制されることに素因があるとされている(Yamada and

Tonomura 1972).

4.遅筋線経と速筋線経の筋小胞体の特徴

SRによるCa2十取り込み能力は,遅筋と比べると速筋の方が6倍以上も高いが,これ

には次に述べる3つのことに原因がある.第-は, SRの発達度合いが筋のタイプによ

って異なることであり,ラットの場合,筋線経に占めるSRの容量は速筋で約9%であ

るのに対し(Davey and O'Brien 1978),遅筋では3%程度である(Davey and Wong

1980).第二は, SR Ca2+ATPaseの量的な違いであり,速筋のSRでは膜の70-90%

がCa2+ATPaseの粒子で覆われているのに対-し,遅筋では6-10%である(Dux and

Martonosi 1984).第三は,発現しているSR Ca2+ATPaseのアイソフォームが,速筋

と遅筋とで異なることである. SRCa2十ATPaseには3つのアイソフォーム(SERCAl,

2, 3)が存在する. SEECAlは速筋のみに, SERCA2は心筋,遅筋線維および平滑筋

に発現することが知られている. SERCA3のmRNAは胃や腸,肺の細胞に発現してい

るが,そのタンパクレベルの情報はほとんど明らかになっていない.
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ADP

Ca2+-El -ATP

SR lum en

Ca2+-E2-Pi

Fig. 3. The reaction cycle of sarcoplasmic reticulum calcium pump.

Eland E2 represent Ca　-ATPase conformations with high and low calcium

affinity, respectively.
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遅筋と速筋のSRでは, Ca2+の取り込みを調節するメカニズムに異なる点があり,例

えば,遅筋および心筋のSRはCa2+の取り込みに対して調節作用を持つフオスフォラン

バンと呼ばれるタンパクを有している(JorgensenandJones 1986).これがcAMP依

存性キナ-ゼやカルモジュリン依存性キナ-ゼなどによってリン酸化されると, SR

Ca2+ATPaseのCa2+に対する親和性が増し, SR Ca2+ATPase活性およびCa2+取り込み

能力が増加する(LePeuch and Demaille 1989).

5.収縮活動に伴う筋小胞体の機能の経時的変化

数分以内で運動が終了する高強度活動を行なうと, SR Ca21-ATPase活性あるいはSR

のCa2+取り込み能力が低下することが広く認められている.例えば, Matsunagaetal.

(2003)は,高強度運動後にラットの外側広筋表層部におけるSR Ca2+-ATPase活性

が約25%, Ca2+取り込み能力が約35%低下したと報告している.さらに,ヒトを対象

に行われた実験では, Gollnicketal. (1991)およびLietal. (2002)が膝伸展運動後

に外側広筋のSRの機能が40%以上も低下したと報告している.ただし,電気刺激に

より収縮活動を誘起した場合は統一した見解が得られておらず,速筋および遅筋のSR

のCa2+取り込み能力は変化しない(Dossett-Mercer et al. 1995),遅筋のCa2+取り込

み能力は低下するが速筋では増加する(Holloway et al. 2006)などの報告がなされて

いる.

高強度運動による筋疲労時のSRの機能変化については数多く報告されているものの,

収縮活動に伴う機能変化の様相を経時的に検討した結果は,ほんのわずかしか報告され

ていない. Matsunagaetal. (2007)は,ラットを対象に高強度走行運動を2.5分間も

しくは疲労困債に到るまで行わせたところ, Ca2+取り込み能力は運動開始2.5分後では

低下しないが,疲労困億時に約30%低下することを示した.また, SR Ca2十-ATPase
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活性は運動開始2.5分後に約20%低下し,疲労困債時では約25%低下することを明ら

かにした・ただし,この実験では観察ポイントが運動開始2.5分後,および疲労困債時

の2点に限られていることから,収縮活動に伴うSRの機能変化の全容を示したとは言

い難く,今後さらに詳細な検討が必要である.

6.収縮後の回復期における筋小胞体の機能の経時的変化

高強度筋活動後の回復過程におけるSRの機能の経時的変化については,疲労に到る

過程を検討することと比べ,実験的に容易に測定を行うことができることから,数例報

告されている. Byrdetal. (1989)は,サラブレッドに高強度運動を疲労困債に到るま

で行わせ,その後の回復過程を観察した.その結果,走行直後に低下したSRのCa2+

取り込み能力およびSR′Ca2+-ATPase活性が, 60分間の回復期間を置くことによって,

安静時の値まで回復したと報告している.また,ヒトの外側広筋を対象に行った

Gollnicketal. (1991)の報告では,膝伸展運動終了直後に約40%低下したSRの機能

が, 30分後には安静時の値まで回復することが認められている.さらに, Hill et al.

(2001)は,脚伸展運動後,外側広筋のSR Ca2+取り込み・放出機能およびSR

Ca2+-ATPase活性は25-35%低下するが,運動終了3.5時間後には安静時の値に戻る

ことを観察している.ただし,これらの研究はいずれも回復期の一時期しか観察してい

ないことから,経時的にどのような回復過程をたどるのかは不明である.

ラットを対象にした研究では,高強度走行終了時に約25%低下した速筋のCa2+取り

込み機能およびSR Ca2+-ATPase活性が,運動終了60分後に安静時の値にまで戻るこ

とが,三島ら(2006)によって報告されている.これに対して,電気刺激による収縮

活動後のSR Ca2+-ATPase活性の変化を検討したHolloway et al. (2006)の報告では,

遅筋では刺激終了直後に約20%低下し,その後も回復することはなかったが.速筋で
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は刺激終了直後に約15%上昇し,その後も上昇した状態が維持されていることが示さ

れている.

7.筋小胞体によるCa2+取り込み能力減少の要因

A.水素イオン濃度

SR Ca2+-ATPaseは水素イオンに対する反応性が高く, pHが7.1から6.2に変化す

ると,活性は60%以上も低下する(Stienenetal. 1999).水素イオン濃度の上昇に伴

ってこのような変化が生じる素因としては,リン酸化中間体の形成速度が低減すること

(Mandel et al. 1982),およびSR Ca2+-ATPaseのCa2+結合部位においてCa2+に対す

る親和性が低下すること(InesiandHill 1983)の2つがあげられる.強度の高い運動

を行うと筋中pHが6.5以下に低下することが認められており(Metzger and Fitts

1987),このタイプの運動に伴ってみられるCa2+取り込み能力の低減に, pHの低下が

関与していると考えられる.しかしながら,低pHにインキュベ-上した後pH6.8の

溶液に戻すと,迅速にSR Ca2+-ATPase活性が回復することから(Mandelet al. 1982),

pHの低下はタンパクの構造そのものに甚大な影響を及ぼさないことが示唆される.

B.無機リン酸

筋形質におけるPiの濃度は,通常1-5 mMの範囲に保たれているが,高強度運動

後では20-40 mMにまで達する(Cady et al. 1989, Godt and Nosek 1989). Duke and

Steele (2000)は,単一筋線経を用いた実験から, Piの濃度が高まるとSRCa2+-ATPase

が正常とは反対方向に作動し, SR内腔からCa2+が漏出することを報告している.この

ようにSRからのCa:2+の漏出が生じると, SRのCa2+取り込み能力が低下し,筋線経の

収締・弛緩のサイクルが円滑に遂行されなくなると考えられている.
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C. ATP結合部位の修飾

fluorescein isothiocyanate (FITC)は, ATP結合部位に存在するリシン残基に特異

的に結合する試薬である(Mitchinson et al. 1981). Luckin et al. (1991)およびLeberer

etal. (1987)は,長時間運動を行わせた音歯類の速筋において, SRに対するFITCの

結合量が低下したことを認め,筋活動によりSRCa2+-ATPase活性が低下するのは,タ

ンパクのATP結合部位が何らかの修飾を受けるためであろうと結論付けている.

D.活性酸素種

ROSとは,通常の酸素より反応性の高い酸素化合物の総称であり,それらの幾つか

は生体成分と反応し,種々の機能障害をもたらすことがある. SRCa2+-ATPaseが酸化

されると,この酵素活性がROSの濃度に依存して低下し, SRのCa2+取り込み機能が

抑制されることがinvitroの実験によって示されている(Faveroetal. 1998).高強

度運動によってSRCa2+-ATPaseの酸化が生じることは100%最大酸素摂取量に相当

する強度で走行を行わせたラットの骨格筋では, SR Ca2+-ATPase活性値の減少ととも

にATPaseに含まれるカルポニル基の量が増加することを認めた, Matsunaga et al.

(2003)の報告によって示されている.しかしながら, SRの構造維持に重要な役割を

果たしていると考えられているSH基は,収縮による酸化ストレスに曝露されても修飾

を受けないことが認められており(Klebl et al. 1998, Matsunaga et al. 2003), ROS

がどのようなメカニズムでSR Ca2+-ATPaseの機能に影響を及ぼしているのかについ

ては明らかでない.

E.筋グリコーゲン
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筋グリコーゲンは,筋形質中に均一に分布しているのではなく,多く存在する部位と

そうではない部位とがある. SRは前者にあたり,多量のグリコーゲンが膜に付着して

いる(Lees et al. 2001).解糖系酵素であるグリコーゲンフオスフォリラーゼ(GP)

は,このSRに付着するグリコーゲンを介しSRに結合している(Leesetal. 2001).

そのため,代謝の先進にともないSRに付着するグリコーゲンが分解されると, GPが

SRの膜から解離することになる. Cuendaetal. (1991)はinvitroにおいてSRに

GPを添加すると, SR Ca2+-ATPaseのATP結合部位の構造が変化し, ATPに対する

親和性が増加することを認めている.このことは, GPがATP結合部位の構造に影響

を及ぼしていることを示唆している.

8.筋小胞体によるCa2+放出能力減少の要因

A.無機リン酸

PiがSRのCa2+放出能力に影響を及ぼすことを最初に指摘したのはFryer et al.

(1995)であり,彼らは単一筋線経を50 mM Piに曝露すると, SRから放出される

Ca2十の量が著しく低下することを報告した.この50mMという値は非生理的な値であ

るが,その後,生理的範囲内の濃度(10-20 mM)でもCa2+放出量の低下が起こるこ

とが, PosterinoandFryer (1998)によって報告されている. PiがCa2+放出にマイナ

スに作用するメカニズムは,次のように考えられている.筋形質中のPiの濃度が高ま

ると, PiはSR内腔-と入り込み,そこに豊富に存在するCa2+と結合し沈殿物を形成

する. Ca2+-カルセクエストリン複合体と比べると, PiはCa2十と強く結合するため, Pi

と結合したCa2+は放出に利用されにくく,そのためにCa2+放出が低下するとされてい

る, SRには, ATP依存性のPiトランスポーターが存在していることが示されており

(Fryeretal. 1997),このトランスポーターを介し多くのPiがSR内腔-と流入する
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ことが示唆されている.

B.活性酸素種

ROSが, SRのCa2+取り込み能力に対し負の影響を及ぼしていることは先に述べた

が, Ca2+放出チャネルの構造に対しては二相性の反応を誘起する. Favero et al. (2003)

は,開口状態のCa2+放出チャネルに結合する植物性アルカロイドであるリアノジンを

用い,ROSによる酸化がCa2+放出チャネルの構造に及ぼす影響を検討した.その結果,
)

低濃度のROSにSRを曝露するとリアノジン結合量が増加するが,さらに濃度を高め

ると逆にリアノジン結合量が減少することを認めた.そして,このような現象が生じる

ののは, Ca2+放出チャネルには, ROSに対し感受性の非常に高いSH基が存在し,こ

れらがある程度酸化されるとCa2+放出チャネルを開口状態にするが, ROS濃度の上昇

に伴ないさらに多くのSH基が酸化されるとチャネルが閉口状態になるからであろう

と推察している.ただし,リアノジン結合量が大幅に低減するような濃度のROSに曝

露している場合でも, Ca2+放出速度の低下が起こらないことがあり(Favero et al.

2003),リアノジン結合量とCa2+放出速度の関連性については,十分考慮する必要があ

る.
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Ⅲ章　研究の目的および課題

先行研究によって, iJSRタンパクの酸化, ^;srのATP結合部位の構造的変化ある

い埠3J&Rに付着するグリコーゲン含有量は, SRCa2+-ATPaseの機能を左右すること

が示唆されてきた.しかしながら,このことを示すいずれの報告も,収縮終了後のある

一時期について検討したものであり, SRCa2+-ATPase活性とこれらの要因が単に同期

して変化したにすぎない可能性がある.本研究では,収縮活動に伴うSRCa2+-ATPase

活性の変化に,この3つの要因が本当に関与しているか否かを解明するために,以下の

研究課題を設定した.

実験1収縮活動に伴う筋小胞体の機能の経時的変化

電気刺激による収縮活動がSRの機能に及ぼす影響について,経時的な変化に着目し

て検討する.

実験2　収縮活動後の回復期における筋小胞体の機能の経時的変化

電気刺激による収縮活動後の回復期において, SRの機能がどのように変化するかを

経時的な観点に着目して検討する.

実験3　収縮活動後の回復期における筋小胞体Ca2+-ATPase活性の変化の要因

電気刺激による収縮活動後の回復期において, SR Ca2+-ATPaseの機能変化に影響を

及ぼす要因について,タンパクの酸化およびATP結合部位の修飾に着目して検討する.

実験4　グリコーゲンの減少が筋小胞体Ca2+-ATPaseの機能およびその構造に及ぼす
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影響

SRに付着するグリコーゲン量の減少が, SR Ca2+-ATPase活性の機能およびその構

造に及ぼす影響について検討する.
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Ⅳ章　収縮活動に伴う筋小胞体の機能の経時的変化(実験1)

1.日　的

筋原線経の収縮・弛緩は,筋形質内のCa2+濃度によって制御されている.通常, Ca22+

はSR内腔に蓄積されているため,筋形質の遊離Ca2+濃度([Ca2+]f)は0.1 (jM以下に

保たれている. SRからのCa2十放出は終末槽に存在するCa2+放出チャネルによって,ま

た, Ca2+取り込みは縦走管上に点在するSR Ca2+-ATPaseによって行われている. Ca2+

放出チャネルが開口すると, SR内腔より拡散により　Ca2+が放出され筋形質の[Ca2+]f

は1トLM以上に達する.一方, Ca2十の取り込みは能動的に行われ, SR Ca2+-ATPaseが

1molのATPを分解すると2molのCa2+が内腔-と輸送される.このように,筋形賓

の【Ca2+]fはSRによって調節されており, SRは筋原線経の収縮・弛緩において重要な

役割を果たしている器官であるといえる,

骨格筋が収縮活動を継続して行うと,次第に発揮張力が低下することは周知の事実で

あり,この現象は一般的に「筋疲労」と呼ばれている.近年,骨格筋に収縮を繰り返し

負荷すると,発揮張力の低下に伴い筋形質の[Ca2+]も低減することが報告されている

(Tupling2004).さらに,疲労した筋においてSRのCa2+取り込み・放出能力の低下

も報告されていることから(Hillet al. 2001, Liet al. 2002, Matsunagaet al. 2007),

sRの機能低下が筋疲労を招来する要因のひとつとして注目されるようになったのであ

る(Favero 1999).

収縮活動に伴いSRの機能が低下する要因として,収縮中発生するROSによるタン

パクの酸化(Matsunagaetal. 2003), SRに付着するグリコーゲン量の減少(Leeset

al. 2001), ATP結合部位の修飾(Lebereret al. 1987, Luckinetal. 1991)などがあげ

られているが,いずれも推測の域を脱し得ないものである.なぜなら, SRの機能変化
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とある因子との関連性を示した報告はいずれも,安静時と収縮開始後の一時期の比較に

基づくものであるからである.もし,収縮活動に伴いSRの機能が徐々に変化すれば,

機能変化に関与すると考えられている要因がこれと類似した変化の様相を示すはずで

.ト>*;

本研究では, SR Ca2+-ATPaseの構造に影響を及ぼすとされてきた要因の経時的変化

を測定し,それらがSRCa2+-ATPaseの機能に及ぼす影響をすることを最終日的とした.

そのために,坐骨神経に電気刺激を与え,筋収縮を誘起するモデルを開発したが,まず,

収縮中SRCa2+-ATPase活性がどのように変化するのか把握する必要がある.そこで本

実験では,収縮活動に伴うSRCa2+-ATPase活性を経時的に検討することを第-の目的

とした.また,筋収縮中のSRの機能の経時的変化を検討した報告はなされておらず,

本実験ではSR Ca2+-ATPase活性以外の機能の変化についても検討した.

2.方　法

A.被検動物および実験プロトコール

実験には, 9週齢のWistar系雄性ラットを32匹用いた.水および飼料(日本クレア

製飼育繁殖固形飼料CE-2)は,自由摂取とした. 12時間の明暗サイクルの照明下で

温度を20oC-24-Cに常時維持した飼育室において飼育した. 8週齢時から飼育を始め,

一週間の予備飼育の後~,実験に供した.

麻酔下においてラットを仰臥位に置き,末端が張力計(日本光電社製, TB-611T)に

つながれているフットホルダーに片脚を固定した.続いて,皮膚を切開し坐骨神経を露

出し神経を傷つけないように電極を取り付けた後,皮膚を縫合した.この電極を介し,

電気刺激装置(日本光電社製, SEN-7230)により矩形幅1msec,刺激頻度75Hz,ト

レイン幅100msecの電気刺激を2秒に1回の頻度で1, 3, 5, 30分間加えた.電気刺
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激を負荷する脚を実験(Stim)側として,刺激を加えない反対脚をコントロール(Cont)

側として用いた.

B.被検筋および筋タンパクの抽出

被検筋には,足関節底屈に主動的な役割を果たし,主に速筋線経から構成されている

俳腹筋表層部(GS),速筋線維および遅筋線経が混在している俳腹筋深層部(GD)お

よび主に遅筋線経から構成されているヒラメ筋(SOL)を用いた.電気刺激による収縮

活動終了直後に被検筋を掃出し,一部(約20mg)を代謝産物を測定するサンプルとし

て直ちに液体窒素で瞬間凍結した後, -80-Cの条件下で保存した.残りの筋を,氷で冷

却した抽出液(20mMトリス/塩酸, 300mMサッカロース, pH7.4)でよく洗浄し,

はさみとナイフを用いミンチ状に細かく刻んだ.その後,ガラスホモジナイザ-を用い

9倍(mass/vol.)の抽出液でホモジナイズした.

C.分析項目

e-1筋中乳酸濃度および筋グリコーゲン濃度

筋中乳酸濃度および筋グリコーゲン濃度の測定は, Lowry andPassonneau (1972)

の方法に従い行った.筋を摘出した後,フリーズドライヤー(タイテック, VD-16型)

を用い-70-Cで24時間凍結乾燥し,その後室温で数時間乾燥を続けた.筋重量を測定

した後,予め冷却した2 M過塩素酸を300 pi加え, -10oCで数分問放置した. 0-cで

10分間遠心分離(10,000G)した後,得られた上清を筋中乳酸濃度,残りのペレットを

筋グリコーゲン濃度の分析に用いた.

筋中乳酸濃度の測定では,得られた上清から250山を取り, 2M重炭酸カリウム250

直を加え中和し,その後さらに10分間遠心分離(10,000G)を行った.この上清350|ul
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に100mM重炭酸カリウム(pH7.5)を650pi加えたものをサンプルとして用いた.

試験管に反応溶液(100　mM　ヒドラジン, 0.5　mM NAD, 100　mM

2-Amin0-2-methyl-propanpl, pH 10.0)を1 ml取り,サンプルを10 ¥il, 250 U/ml乳

酸脱水素酵素を10直(最終濃度8U/ml)加えた.暗所に60分間放置した後,蛍光値

を分光蛍光光度計(島津製作所RF-5000)を用い,励起波長340nm,蛍光波長460nm

にて測定した.

筋グリコーゲン濃度の測定では,得られたペレットに2Nの塩酸を0.5 ml加え

100-Cで2時間加熱し,グリコーゲンをグルコースに加水分解した.その後, 2Nの水

酸化ナトリウムを0.5ml加え,これをサンプルとした.試験管に反応溶液(1Mトリ

ス/塩酸, 100mM塩化マグネシウム, 500mMDTT, 300mMATP, 50mMNADPH,

0.07U/mlグルコースせリン酸脱水素酵素, 0.17U/ml-キソキナ-ゼ,pH8.1)を1ml

取り,これにサンプルを10 [d加えた.暗所に60分間放置した後,蛍光値を分光蛍光

光度計(島津製作所RF-5000)を用い,励起波長340nm,蛍光波長460nmにて蛍光

値を測定した.

c-2. SR Ca2+取り込みおよび放出速度の測定

SRのCa2+取り込みおよび放出速度の測定は, Ca2+蛍光指示薬であるind0-1を用い,

37℃の条件下でWard et al. (1998)の方法に従って行った.実験に使用した反応溶液の

組成は, 20mMHEPES, 100mM塩化カリウム, 6.8mMシュウ酸塩, 0.5mM塩

化マグネシウム, 10mMアジ化ナトリウム(pH7.0)であった.サンプルを反応溶液

にGSでは20ト止, GDでは30トd, SOLでは40Ml加え, 37℃で2分間インキュベ-ト

した後　Mg-ATP (最終濃度ImM)を加えることによって反応を開始した.反応溶液

中の[Ca2+]fの変化の測定は,細胞内イオン測定装置(日本分光社製, CAF-110)を用い,
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349nmの波長でind0-1を励起し　405nmおよび500nmの蛍光量をモニターするこ

とによって行った. 【Ca2+]fは　Grynkiewiczetal. (1985)の報告に従い,

[Ca2+jf=Kd X (R-Rmin) ∫ (Rmax-R) × Ff/Fb

の式に基づいて計算した.ここで, Rはサンプルの蛍光比(405nm!500nm), Rmin

は全てのind0-1がCa2+と結合していない場合の蛍光比, Rmaxは全てのind0-1がCa2+

と結合している場合の蛍光比, Fmま全てのind0-1がCa2+と結合していない場合の500

nm蛍光量, Fbは全てのindcrlがCa2+と結合している場合の500 nm蛍光量である.

また, Kdは解離定数であり, 250nMを採用した(Grynkiewiczet al. 1985). SRの

Ca2十放出速度の測定では, SR Ca2+取り込み速度の測定後,反応溶液中の遊離Ca2十濃度

の減少が完全に止まったことを確認し, 10mM　最終濃度)の4-クロロ・m-クレゾール

を加え, SRからのCa2+放出を誘起した.

c-3. SR Ca2+-ATPase活性の測定

SR Ca2+-ATPase活性値は, Simonides and van Hardeveld (1990)の方法に一部修

正を加えたものを用い,筋のホモジネイトから測定した.活性値は以下のカスケード反

応を用いて, NADHの濃度の減少速度を測定することによって算出した.

ATP - ADP+Pi

ホスホエノールビルビン酸塩+ADP -　ピルビン酸塩+ATP

ピルビン酸塩+NADH+H+ -乳酸塩+NAD+

用いた反応溶液の組成は, lmMEGTA, 20mMHEPES, 200mM塩化カリウム,

15mM塩化マグネシウム, 10mMアジ化ナトリウム, 0.28mMNADH, 10mMホ

スホエノールビルビン酸塩18U,/mlピルビン酸キナ-ゼ, 18U/ml乳酸脱水素酵素,

0.8mM塩化カルシウム(pH7.5)であった.測定は37℃で行い　4mM (最終濃度)
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のATPを加えることによって反応を開始し, NADHの濃度変化を分光光度計(日本分

光社製, UVIDE-600)を用いて測定した(波長340nm).その後,塩化カルシウムの

濃度を2mM (最終濃度)にし,上記と同様にしてNADHの濃度を測定した.高濃度

のCa2+は, SRCa2+-ATPaseのみを特異的に抑制する.したがって,初期のNADHの

減少率と高濃度Ca2+を加えた後の減少率の差が, SR Ca2+-ATPase活性を示すことにな

る.

D.統計処理

統計量は,平均±標準誤差で示した.同一個体内のCont側とStim側との差異の

検定には,対応のあるStudent's t-testを用いた.また,刺激時間による変化の差異を

検討するため,二元配置の分散分析を用い,有意なF値が検出されたものについては,

Scheffeの方法により平均値の差異の有意性を検討した.なお,有意水準は5%未満と

した.

3.結　果

A.張力の変化

電気刺激による収縮に伴い張力は漸減し,初期値に対し1分後では82%, 3分後で

は64%, 5分後では51%, 30分後では46%にまで低下した(Fig.4).

B.筋中乳酸濃度および筋グリコーゲン濃度

Table lに,収縮活動に伴うGS, GD, SOLにおける筋グリコーゲン濃度および筋中

乳酸濃度の結果を示した. GSの筋中グリコーゲン濃度は,いずれの刺激時間において

もCont側に対しStim側で有意な低値がみられ, Cont側に対する割合は,収縮開始1
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分後では40%, 3分後では27%, 5分後および30分後では17%であった.また, Stim

側聞の比較では,収縮開始1分後に対し30分後で有意な低値がみられた.筋中乳酸濃

度は, Cont側に対し収縮開始1分後では294%, 3分後では244%, 5分後では221%

の値が観察された.しかしながら,収縮開始30分後では, Cont側とStim側との間に

有意な差異は認められなかった.

GDの筋グリコーゲン濃度は,収縮開始1, 3, 5および30分後のいずれにおいても,

Cont側に対しStim側で約75%の値が観察された.筋中乳酸濃度は,収縮開始1分後

においてのみ, Cont側に対してStim側で有意な高値が認められた. SOLでは,筋グ

リコーゲン濃度および筋中乳酸濃度ともに,収縮活動に伴う変化は認められなかった.

C. SR Ca2+取り込み速度

Fig. 5に, SRCa2+取り込み速度の変化を示した. GSのSRCa2+取り込み速度は,い

ずれの収賄時間においてもCon側に対しStim側が有意な低値を示し,その値は約70

・80%の範囲であった.一方でGDでは,刺激開始3分後および5分後においてCont

側とStim側との問に有意な差異が認められた.しかし, SOLではいずれの収縮時間に

おいても,収縮活動に伴う有意な差異は認められなかった.

D. SR Ca2+-ATPase活性

収縮活動に伴うSRCa2+-ATPase活性は, SRCa2+取り込み速度と類似した変化を示

した(Fig. 6). GSでは,いずれの収賄時間においてもCont側に対しStim側が有意な

低値を示し, Con側に対するStun側の値は,収縮開始1分後では85%, 3分後では

74%, 5分後では80%, 30分後で84%であった. GDにおいては,収縮開始5分後に

有意な差異がみられ, Cont側に対するStim側の値は88%であった.一方SOLでは,

24-



収縮活動に伴うSR Ca2+-ATPase活性の変化は観察されなかった.

E. SR Ca2+放出速度

Fig. 7に, SRCa2+放出速度の変化を示した. GSのSR Ca2+放出速度の変化は, SR

Ca2+取り込み速度およびSR Ca2十・ATPase活性とは異なる様相を示した.収縮開始1

分後では, Cont側とStim側との間に有意差は認められなかったのに対し, 3分後, 5

分後および30分後では, Stim側がCont側に対し有意な低値を示した.一方, GDで

は,収賄開始5分後および30分後においてCont側に対しStim側で有意な低値がみら

れ,さらにSOLでは収縮活動に伴う変化は認められなかった.
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Table 1. Concentrations of glycogen and lactate in different muscles.

Glycogen Lactate

Stimulation time C ontrol Stimul ated Control Stimulated

1 mm　　119.3土3.0

3 mm　　118.5土4.3

5 mm　　118.2ア5.3

30mm　　119.1ア3.2

1 mm　　113.0土6.8

3 mm　　117.5士4.2

5mm　　112.8土5.9

30mm　　　113.1士3.3

1 mm　　　73.9土7.5

3 mm　　　94.5土7.6

5mm　　　78.3ア9.5

30 mm　　　82.2ア8.7

HI

SOL

48.2土5.1*　　　　　4.6±0.2 13.5土1.3*

31.8土3.7*　　　　　4.9土0.5　　12.0土1.0*

32.4士3.3*　　　　　3.9士0.2　　11.9土0.9*

20.4ア5.9*　　　　　3.9ア0.2　　　5.8ア0.59

87.3土11.0*　　　　　4.2士0.3

86.8土7.4*　　　　　4.3土0.3

83.1士7.2*　　　　　3.9士0.2

82.4土5.1*　　　　　3.9土0.2

58.5士14,　　　　　4.4土0.7

84.2士6.0　　　　　　3.7士0.4

70.6土9.4　　　　　3.6土0.5

65.1土7.5　　　　　3.4土0.4

5.6ア1.4*

4.4土0.2

5.2土1.0

3.6土0.2

4.7土0.8

3.9士0.2

4.2士0.6

3.2土0.2

Values are meansアSE; n - 8. Glycogen concentrations are expressed m Limol glycosyl units/g dry

wt. Lactate concentrations are expressed in |j.mol/g dry wt. *P < 0.05 vs control within rats.昏p < 0.05

vs 1, 3 and 5 min within stimulated.
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4.考　察

SRの機能変化の要因を探るためには,筋を精製L SRが大量に含まれるミクロソ-

ムを必要とする場合が多い.このようなサンプルを得るためには,グラム単位の筋が必

要であり,ヒトを対象に研究を行うことは現実的には困難である.そこで,この種の実

験では飼育や解剖の簡便性も踏まえ,ラットをはじめとした醤菌類を被検動物として用

いることが多い.ラットのような音菌類を被検動物とすると,筋を多量に得ることがで

きるという利点がある反面,自発的運動を行なわせる場合,負荷する運動強度や運動量

を厳密に制御することが難しいといった問題が生ずる.本研究では,収縮活動に伴う

SRの機能の変化を経時的に検討することが目的であるため,この場合,上記の理由か

ら自発的運動を採用することは適切ではない.そこで本研究では,発揮張力の変化をリ

アルタイムで把握しながら筋収縮を繰り返し負荷することが可能な電気刺激を収縮活

動を誘起する方法として用いた.

本実験の結果より, GSでは5分間の収縮活動によって,筋グリコーゲン濃度は安静

時の約30%にまで低減し,筋中乳酸濃度は約3倍に増加することが確かめられた

(Table 1).ラットを対象に行われた先行研究では,疲労困債に至るまでの高強度走運動

終了直後では,筋グリコーゲン濃度は安静時の21%にまで低下,筋中乳酸濃度は136%

上昇することが報告されている(Dossett-Merceretal. 1994).この知見からは,本実

験で用いた収縮様式は,高強度運動をシミュレートしたものであると考えられる.

本研究で得られた最も重要な知見のひとつに, GSでは収縮活動の継続時間に対して,

SRのCa2+取り込み機能は漸減するのではではなく,収縮開始直後に低下し,以後,そ

の低下が維持されたことがあげられる. SR　による　Ca2+取り込み能力は, SR

Ca2+-ATPaseによるCa2+回収能力とCa22+をSRの膜の内部に保持する能力とのバラン

スによ′って決まる・Fig.5およびFig.6に示されるように, SRCa2+取り込み速度とSR
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Ca2+-ATPase活性とでその変化が類似していたことから,少なくとも本実験で用いた条

件下では, SR Ca2+取り込み速度は, SR Ca2+-ATPase活性によって主に規定されてい

ることが示唆される.

本実験では, GSのSRCa2+-ATPase活性は,収縮開始1分後にはすでに約20%低下

していたことが認められた(Fig.6).ラットに高強度走行運動を疲労国債に至るまで行

なわせると, GSのSRCa2+-ATPase活性が約20%-30%低下することが報告されてい

る(Matsunagaetal. 2003, 2007).本実験で用いた収縮負荷では,収縮開始5分後ま

で張力は漸減することが観察されたが(Fig. 4),収縮開始1分後では10%程度しか張

力は低下しておらず,この時点で俳腹筋が著しく疲労しているとみなすことはできない.

それにも関わらず, SR Ca2+-ATPaseが約20%低下していたことは,この時点ではin

vitroで測定されるSR Ca2+-ATPase活性の低下は,発揮張力の低下とは直接関連して

いないことを示唆するものである.

GSでは, SR Ca2+取り込み速度およびSR Ca2+・ATPase活性とは異なり, SR Ca2+

放出速度は,収縮開始3分後以降において低下することが観察された(Figs.5, 6and

7).骨格筋のCa2+放出チャネルには,サブユニットあたり101個のSH基が含まれて

いる(Sunetal.2001).このうちの約50個が遊離SH基の状態にあり, Ca2+放出チャ

ネルの構造および機能に対し重要な役割を果たしていると考えられている(Sun et al.

2001).ラビットの骨格筋より精製したCa2十放出チャネルをin vitroでROSに曝露す

ると,これらの遊離SH基はROSの濃度に依存して酸化的修飾を受けるが,酸化され

るSH基が10個から15個までであれば, Ca2十放出チャネルの開口確率が高まるのに

対し,さらに多くのSH基が酸化されると,逆にチャネルがの開口確率は低下すること

が報告されている(Favero et al. 2003, Sun et al. 2001).一方, SR Ca2+-ATPase活性

では　Ca2+放出チャネルとは異なり, ROSの濃度に依存して酵素活性が漸減すること
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が認められており(Faveroetal. 2003, Sunetal. 2001),このようなROSに対する感

受性の違いが, Ca2+取り込み速度と放出速度とで経時的変化が異なった原因である可能

性がある.

自発的運動では収縮に参加動員される筋線経のタイプは,運動強度によって異なり,

強度は低いときはtypeI線維のみが,一方,運動強度が高くなるにつれ, typeHa, type

IIb線経の順で動員されることが明らかになっている.したがって,自発的運動を用い

筋疲労に関する研究を行なう場合,負荷する運動強度と実験に用いる筋の筋線維組成を

念頭におく必要がある.これに対して,本研究で用いた実験モデルでは,俳腹筋および

SOLに含まれる筋線維全てを収縮に参加させることが可能であり,全てのタイプの筋

線経に同一の負荷を与えることができる.主としてtypeI線経から構成されるSOLで

は,測定した項目全てに収縮に起因した変化はみられず, SRの機能の変化は筋線維タ

イプに大きく依存することが明らかになった.

5.要　約

本実験では, Wistar系雄性ラットを用い,収縮活動に伴う筋小胞体(SR)の機能

の変化を経時的に検討した.張力計が取り付けられたフットホルダーにラットの片脚

をに固定し,坐骨神経に2秒に1回, 75Hzの電気刺激を1, 3, 5, 30分間加えるこ

とにより,筋収縮を誘起した.刺激終了後,直ちに排腹筋表層部(GS),俳腹筋深層部

(GD)およびヒラメ筋(SOL)を締出し,後の分析に用いた,電気刺激を加える脚を実

敬(Stim)胤反対脚をコントロール(Cont)側とした.電気刺激中の強絹張九SR

のCa2+取り込み速度, Ca2+放出速度およびCa2+-ATPase活性を測定し,次の結果を得

た.
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1・収縮により発揮張力は漸減し, 5分後には初期値に対し51%にまで低下した.以後,

顕著な変化はみられず,刺激開始5分後と30分後との間には有意差は認められなか

った.

2. GSでは, SRCa2十取り込み速度およびSRCa2+-ATPase活性は,測定した全ての刺

激時間において, Stim側がCont側に対して有意な低値を示した. GDでは, SRCa2+

取り込み速度は刺激開始3分後および5分後, SR Ca2+・ATPase活性は刺激開始5

分後において, Stim側がCont側に対し有意な低値を示した. SOIJでは,収縮活動

に伴うSR Ca2+取り込み速度およびSR Ca2+-ATPase活性の変化は認められなかっ

た.

3! SRCa2+放出速度は, GSでは刺激開始3分後, 5分後および30分後において, Cont

側と比較してStim側が有意な低値を示した. GDでは収縮開始5分後および30分

後においてStim脚がCont脚に対し有意な低値を示したが, SOLでは収縮活動に伴

う変化は認められなかった.

以上の結果より, GSではSRCa2+取り込み速度およびSRCa2十-ATPase活性は,収

縮開始直後より低下し,以後大きく変化しないこと,またSRCa2+放出速度はこれらと

比較して遅れて低下することが明らかになった.また,収縮に伴うSRの機能の変化の

様相は筋線経のタイプによって異なり　typeII線経と比べtypeI線経では変化が生じ

にくいことが認められた.
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Ⅴ章　収縮活動後の回復期における筋小胞体の機能の経時的変化

(実験2)

1.日　的

本研究の最終目的は, SR Ca2+-ATPaseの構造および機能に影響を及ぼすとされてき

た要因について,筋収縮中の経時的変化を測定し,それらとSRCa2+-ATPase活性の変

化との関連性を検討することである.そのためには, SRCa2+-ATPase活性が漸減ある

いは漸増するモデルを確立する必要がある.実験1では, 30分までの電気刺激を与え,

SRCa2+-ATPase活性の変化について検討した.その結果, GSおよびGDでは収縮に

よりSRCa2+-ATPase活性は低下するが,必ずしも漸減するわけではないことが認めら

れ,望むべきモデルではないことが明らかになった.疲労困債に至る運動により低下し

たSR Ca2+-ATPase活性は,運動後安静を保つことにより, 30-60分で回復すること

が報告されており(三島ら, 2006),回復期を利用すれば,本研究の目的を成就できる

可能性がある.しかしながら,本研究で用いた電気刺激によって,回復期にSR

Ca2+-ATPase活性がどのように変化するのかは不明である.そこで本実験では,電気刺

激終了後60分間までのSR Ca2+・ATPase活性の変化の様相を検討することを目的とし

た.

骨格筋において, Ca2+は筋の収縮・弛緩だけでなく,ある種の酵素の活性やタンパク

の合成も制御しており,筋細胞の生命活動に重要な役割を果たしている器官であるとい

える.しかしながら,その一方で,筋形質の[Ca2+】fが高まると, Ca2+依存性プロテアー

ゼの働きを介し,タンパクの分解が促進され(Belcastroetal. 2000),筋細胞の形態維

持にマイナスに作用することもある.したがって,細胞内Ca2+恒常性の維持は,筋が

正常に機能するうえで不可欠なことである.骨格筋ではCa2+の恒常性は,主としてSR
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によって維持されており,このような細胞内におけるCa2+の作用および運動後にみら

れるSR Ca2+-ATPase活性の低下を考えると,回復期におけるSR Ca2+-ATPase活性の

変化を知ることは,筋の生理機能に対する影響という観点からも重要である.また,回

復期におけるSRの機能の経時的変化について詳細に検討した報告はこれまでなされて

おらず,本実験では実験1と同様, SR Ca2+-ATPase以外の機能についても検討した.

2.方　法

A.被検動物および実験プロトコール

実験には, 9週齢のWistar系雄性ラットを40匹用いた.水および飼料(日本クレア

製飼育繁殖固形飼料CE-2)は自由摂取とし, 12時間の明暗サイクルの照明下で温度

を20-C-24-Cに常時維持した飼育室において,これらを飼育した. 8週齢時から飼育

を始め, 1週間の予備飼育の後,実験に供した.

電気刺激による連続収縮収縮の方法は,実験1と同様であった.電気刺激前に安静時

の張力・頻度特性のデータを得るために,単収縮および40Hz, 60Hz, 80Hz, 100Hz

の強縮刺激を1秒間加え,張力を測定した.その後,電気刺激(矩形幅1msec,頻度

75Hz,トレイン幅100msec)を2秒に1回, 5分間加えた.刺激時間を5分とした

のは,この刺激によってGSおよびGDの両方において, SRCa2十-ATPase活性が低下

することが実験1において観察されたからである.刺激を加えた脚をStim側,刺激を

加えない反対脚をCont側として用いた.収縮終了直後, 5分, 10分, 30分および60

分間の安静を保ち,再び張カー頻度特性を測定した後, GSおよびGI)を摘出した.なお,

筋の処置および筋ホモジナイズの方法は実験1と同様であった.

ち.分析項目
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実験1と同様の方法を用い, SR Ca2+取り込みおよび放出速度およびSR Ca2+-ATPase

活性を測定した.

C.統計処理

統計量は,平均±標準誤差で示した. Cont側とStim側との差異の検定,および

安静時および回復期終了後の張力・頻度特性の差異の検定には,対応のあるStudent's

t-testを用いた.また,回復時間による変化の差異を検討するため,二元配置の分散分

析を用い,有意なF値が検出されたものについては, Scheffeの方法により平均値の差

異の有意性を検討した.なお,有意水準は5%未満とした.

3.結　果

A.張カー頻度特性

Fig. 8は,収縮を負荷する前の張力を100%とした張力・頻度特性の結果を示している.

単収縮および40-100Hzのいずれの頻度においても,収締前の値と比較して収縮活動

後の回復期における張力が,有意に低い値を示した.また,収縮終了直後では,いずれ

の頻度の張力も収縮前の約60%の値を示したが, 40Hzでは収縮終了60分後が収縮終

了5分篠および10分後に対し有意な高値を示した. 60 Hzでは,収縮終了30分後が

収縮終了直後および5分後,さらに60分後が収縮直後, 5分後, 10分後に対し有意に

高い値を示した. 80Hzと100Hzでは類似した傾向がみられ,収縮終了10分後, 30

分後, 60分後が収締直後と比較して有意な高値を示した.さらに, 80Hzの30分後お

よび60分後, 100Hzの10分後, 30分後および60分後が, 5分後に対し有意な高値

を示した.
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B. SR Ca2+取り込み速度

SRCa2+取り込み速度については, GS, GDともに収縮終了直後およびその後の回復

掛こおいて, Stim側とCont側の間に統計的に有意な差異は認められなかった(Fig. 9).

C. SR Ca2+-ATPase活性

Fig. 10に, SRCa2+-ATPase活性の変化を示した. GSでは,収縮終了10分後まで,

Cont側に対してStim側で有意な低値が観察された.それ以降,活性は回復すること

が観察され,収縮終了30分後および60分後では,両群間に差異は認められなかった.

また, Stim側聞を比較した結果,収縮終了5分後に対し30分後で有意な高値が示され

た. GDでは,収縮終了直後およびその後の回復期において, Cont側とStim側との間

に有意な差異は観察されなかった.

D. SR Ca2+放出速度

Fig. 11に　SR Ca2+放出速度の変化を示した. GSの収縮直後における放出速度は,

Stim側で有意な低値を示し, Cont側に対するStim側の割合は77塊であった.この低

下は収締終了10分後まで継続したが, 30分後および60分後はStim側とCont側との

間に有意な差異は認められなかった.また, Stim側間を比較したところ,収縮終了直

後に対し30分後において有意な高値がみられた.一方GDでは,収縮直後およびそ

の後の回復期において有意な変化は観察されなかった.
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4.考　察

Matsunagaet al. (2001)は,ラットの速筋に2日間連続して電気刺激を負荷した

後の回復期のSRの機能について検討し,収縮によって低下したSRCa2+-ATPase活性

が回復するのに約48時間を要すること,ならびに収縮直後では筋に含まれるSR

Ca2+-ATPase cDタンパク量が約30%低下する,ことを報告している.これらの結果から

彼らは,収締直後活性値が低下したのは,収縮中に酵素タンパクの分解が克進したため

であり,活性値の回復に長時間を要したのは,酵素タンパクが再合成されるのにそれだ

けの時間が必要であったためであろうと推測している.本研究では,収締活動直後に低

下したGSのSR Ca2+-ATPase活性は,収縮活動終後30分で回復することが認められ

(Fig, 10), GSのSR Ca2+-ATPaseは,タンパクの分解のような破壊的な傷害を受けな

かったことが示唆される.走運動によって低下したSR Ca2+-ATPase活性も, 30-60

分程度で回復することが報告されており(三島ら2006),本研究で用いた実験モデル

で招来される細胞内環境の変化は,生理的条件に近いものであったと考えられる.

疲労した筋細胞では,安静時[Ca2+]fが高まることが知られている(Carroll et al. 1999,

Helander et al. 2002).この現象には.,細胞外部からCa2+が流入することと, SR

Ca2+-ATPase活性が低下することの2つが原因していると考えられている. T管に存在

するDHPRはボルテージセンサーであり,活動電位を感知しSRのCaサ2+放出チャネル

-そのシグナルを伝達する役割を担っている.安静時[Ca2+】fが高い状態が継続すると,

このシグナル伝達機能が低下する(Verburg et al. 2006),あるいはCa2+依存性プロテ

アーゼが活性化され, Z線の分解や筋形質膜のイオンに対する透過性が増す(Lambet

al.1995)などの変化が起こることが明らかになっている.したがって,収縮によって

低下したSRCa2+-ATPase活性を早期に回復することは,筋の収縮機能を回復するだけ

ではなく,細胞としての生命活動を維持するうえでも重要なことである.

-43-



カルポニル基は酸化されたアミノ酸において生成される物質であり,その含有量はタ

ンパク酸化の程度を示す指標として一般に用いられている.高強度運動後では, SR

Ca2+-ATPase活性が低下するとともに,この酵素に含まれるカルポニル基の量が増加す

ることが報告されている(Matsunagaetal. 2003).また, SRCa2+-ATPaseのATP結

合部位に,酸化に対し感受性の高いペプチドが存在すること(Vineretal. 1997),さら

に,収縮活動後にSR Ca2+-ATPaseのATP結合部位の構造に変化が生じることなどか

ら(Luckin et al. 1991),収縮活動によって産生されるROSによる修飾が, SR

Ca2+-ATPaseの活性が健下する素因の1つであると考えられている. Favero et al.

(1998)によるin vitroの実験は, ROSによって低下したSR Ca2十-ATPase活性が還

元型グルタチオンにより回復することを示している.したがって,収縮により低下した

SR Ca2+-ATPase活性の回復には,グルタチオンに代表される抗酸化物質の働きによっ

て,酸化的修飾を受けた部位が復元することが関与している可能性がある.

また,筋グリコーゲン量の変化が, SRCa2+-ATPase活性の回復に関与している可能

性もある.骨格筋内でグリコーゲン粒子は均一に存在しているわけではなく,多量に存

在する部位とそうではない部位とがある(Friden et al. 1989). SRは前者に当たる部

位であり, SRの膜には多くのグリコーゲンが付着している(Leesetal.2001).近年,

このSRに付着しているグリコーゲンが筋収縮に伴い減少すると　SR Ca2+-ATPaseの

ATP結合部位の構造が変化し,そのためにこの酵素の活性が低下すること_が示唆され

ている(Leesetal.2001).このようなSRCa2+-ATPaseの構造的な変化によって, SR

Ca2+-ATPase活性が低下したのであれば,収縮後の回復期にグリコーゲンが合成され,

その量が収締前のレベルに戻れば, ATPase活性も回復することになる.

先行研究の多くでは, SRCa2+-ATPase活性とCa2+取り込み機能とは,並行して変化

することが示されているが,本実験では,収縮によってSRCa2+-ATPase活性は低下し
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たが, SRCa2+取り込み速度は変化しないことが観察された.また,実験1とは異なり,

5分間の収緒によって, GDのSRの機能には変化がみられず,これらの原因について

はよく分からない.先行研究の中には,筋収縮によってSRの機能が低下しないことを

示すものもあり,わずかな実験条件の差異が異なった結果を生むのかもしれない.

5.要　約

本実験では, Wistar系雄性ラットを用い,収縮活動後の回復過程における筋小胞体

(SR)の機能の変化を経時的に検討した.張力計が取り付けられたフットホルダーに

ラットの片脚を固定し,坐骨神経に2秒に1回, 75Hzの電気刺激を5分間加え,刺激

終了直後,刺激終了5分後, 10分後, 30分後および60分後に排腹筋表層部(GS)お

よび俳腹筋深層部(GD)を摘出し後の分析に用いた.電気刺激を加えた脚を実験(Stim)

側,電気刺激を加えない反対脚をコントロール(Cont)側として用いた.収縮活動前後

の張力・頻度曲線, SR Ca2+取り込み速度, SR Ca2+放出速度およびSR Ca2+-ATPase活

性を測定し,次の結果を得た.

1. 5分間の電気刺激による収縮活動によって,高頻度(100Hz)の強縮張力は収縮前

と比べ約60%にまで低下した.この張力は, 10分の安静により約85%にまで回復

した.一方,低頻度(40Hz)の強縮張力は,収縮により約50%にまで低下し, 60

分後に回復することが認められた.

2. SRCa2+取り込み速度は, GS, GDのいずれも有意な変化を示さなかった.

3. SRCa2+-ATPase活性は, GSでは収縮終了10分後まで, Cont側に対しStim側で

有意な低値がみられた. GDでは,有意な変化は観察されなかった.
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4. SRCa2+放出速度は, GSでは収締終了10分後まで, Cont側に対しStim側で有意

な低値がみられた. GDでは,有意な変化は観察されなかった.

以上の結果より,電気刺激による　5分間の収縮活動後, GSでは低下したSR

Ca2+-ATPase活性およびSR Ca2+放出速度の回復には,約30分の時間を要することが

明らかとなった.また, GSと比べGDでは,電気刺激による変化の再現性が低い傾向

にあることが認められた.
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Ⅵ章　収縮活動後の回復期における筋小胞体Ca2+-ATPase活性の

変化の要因(実験3)

1.日　的

収縮活動に伴いSR Ca2+-ATPase活性が低下する成因としては　2;rosによるタン

パクの修飾(Matsunaga et al. 2003) , ^ATP結合部位の構造的な変化(Leberer et al.

1987, Lukinetal. 1991)および3)srの膜に付着しているグリコーゲンの低減(Lees

etal.2001)などが示されている.しかしながら,これらのことを示唆するいずれの報

告も,収縮開始後のある一時期における筋の変化を検討したものである.したがって,

SRCa2+-ATPase活性と上記の3要因とが,みかけ上同期して変化したにすぎない可能

性が残されている.もし,活性低下にこれらの要因が直接関与しているならば,筋疲労

に至る過程あるいは筋疲労からの回復過程においても,活性とこれらの要因とは並行し

て変化するはずである.本研究の目的は,この点について検討し,これまで示されてき

た要因が本当にSR Ca2+-ATPase活性低下の原因であるか否かを検証することである.

そのためには, SRCa2+-ATPase活性の変化を把握する必要があり,実験1では収縮

時,舞験2では回復期における活性の経時的変化について検討した.その結果, GSで

は5分間の収縮により安定して活性が低下すること,また,収縮後30分間安静を保つ

ことにより低下した活性が回復することが観察され,回復過程を用いれば,目的を達成

できることが明らかになった.そこで本実験では, SRCa2+-ATPase活性の変化と活性

影響を及ぼすとされる3要因との関連を,収縮後の回復期に着目して検討することを目

的とした.

2.方　法

47



A.被検動物および実験プロトコール

実験には, 9過齢のWistar系雄性ラット48匹を用いた.水および飼料(日本クレア

製飼育繁殖固形飼料CE-2)は自由摂取とし, 12時間の明暗サイクルの照明下で室温

を20-C-24oCに常時維持した飼育室においてこれらを飼育した. 8週齢時から飼育を

始め, 1週間の予備飼育の後,実験に供した.

電気刺激は,実験1と同様の方法を用いた.坐骨神経を介し, 2秒に1回, 5分間電

気刺激を加え(矩形幅1msec,頻度75Hz,トレイン幅100msec),収縮終了直後,

収縮終了10分後および30分後にGSを掃出した.刺激を負荷した脚をStim側,刺激

を加えない反対脚をCont側として用いた.

B.被検筋,筋タンパクの抽出およびSRの精製

筋ホモジネ-トの方法は,実験1と同様であった. SRのミクロソ-ムは,Leesetal.

(2001)の方法に従って作成した.摘出したGSを,氷で冷却した抽出液(20 mM

HEPES, 20mMEDTA, 0.2mMPMSF, 0.2 % (mass/vol.)アジ化ナトリウム, pH 7.0)

でよく洗浄し,はさみとナイフを用いてミンチ状に刻んだ.次にガラスホモジナイザ-

を用いて5倍,mass/vol.)の抽出液を加えてホモジナイズした.そのサンプルを5,000

Gで15分間遠心分離し上清を採取した.その後, 600mM塩化カリウム(最終濃度)

を含む抽出液を得られた上清と同量加え, 5-Cで1時間裡拝した.その試料を60分間,

225,000Gで遠心分離しペレットを採取した.これに筋湿重量当たり0.33 (mass/vol.)

倍の溶液(150mM塩化カリウム, 20mMHEPES, 20mMEDTA, 0.2mMPMSF,

0.2 % (mass/vol.)アジ化ナトリウム, pH 7.0)を加えて,ガラスホモジナイザ-でホ

モジナイズした.得られたミクロソ-ムに含まれるタンパク濃度は, Bradford (1976)

の方法で測定した.なお,筋ホモジネ-トおよびSRのミクロソ-ムは,採取できる筋
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量の関係から, 2匹から得られた筋をひとつにまとめ, 1検体として処理した.

C.分析項目

c-1. SR Ca2+-ATPase活性

SR Ca2+-ATPase活性値は,実験1と同様の方法を用い測定した.

c-2.グリコーゲンフオスフォリラーゼ含有量

SRCa2+-ATPaseおよびGPの分離には,ドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルアミ

ドゲル電気泳動(SDS-PAGE)法を用いた. SRの精製によって得られたミクロソ-ム

を希釈溶液(62.5 mMトリス/塩酸　2% (mass/vol.) SDS, 10% (VOL/vol.)グリセ

ロール　5% (vol./vol.) 2-メルカプトエタノール　0.02% (mass/vol.)プロモフェノー

ルブルー, pH 6.8)でタンパク濃度が1 mg/mlになるように希釈した.セパレイテイ

ングゲルの組成は, 10% (mass/vol.)アクリルアミド　0.1% (mass/vol.)ビスアクリ

ルアミド, 200mMトリス/100mMグリシン(pH8.6), 5% (volノvol.)グリセロー

ル　0.4% (mass/vol.) SDS, 0.1% (volJvoDTEMED, 0.05% (mass!vol.)過硫酸ア

ンモニウムであった　60Vで15時間(5-C)通電した後,クーマシーブリリアントブ

ルー染色を行った.ゲルの写真をスキャナーでコンピューターに取り込み,ミクロソ-

ムに含まれるGPの量を測定した.なお, GPの量は　SR Ca2+・ATPaseに対する相対

値で表した.

c-3.カルポニル量

20mM2,4-ジニトロフェニルヒドラゾンと反応させたミクロソ-ム(タンパク13^

を含有)の含まれるサンプルを,上述のSDS-PAGEにより分画した後(Klebl et al.
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1998),ニトロセルロース膜に転写した(Towbinet al. 1979). 5,000倍に希釈した抗

ジニトロフェニル抗体(シグマ社)を一次抗体, 30,000倍に希釈したアルカリフオス

フアタ-ゼ(シグマ社)を二次抗体として用い,タンパクと反応させた後, CSPD　ベ

リンガ一社)を用い発光させた.この発光は,アルカリフオスフアタ-ゼがCSPDを

基質として反応を起こす際,化学的発光を生じることを利用したものである.この発光

をⅩ線フイルムに感光させ,スキャナーでコンピューターに取り込み,SRCa2+・ATPase

に含まれるカルポニル量を測定した.この結果を基に,収縮直後のCont側の平均値を

100%とした相対値で, SR Ca2+-ATPaseに含まれるカルポニル量を示した.

C・4. SRに付着するグリコーゲン量

sRに付着するグリコーゲン量は　Lees and Williams (2004)の方法に従って測定

した. 174mM酢酸, 8.7U.!mlグルコアミラーゼ(GA), 43mM炭酸水素カリウム(pH

4.8)からなる溶液0.5ml中で,ミクロソ-ム(タンパク50ドgを含有)を40-Cで2

時間インキュベ-下し,グリコーゲンを加水分解した.その後,反応溶液(50mMト

リス!塩酸, lmM塩化マグネシウム　0.5mMDTT, 0.3mMATP, 0.05mMNADP,

0.07U/mlグルコースー6リン酸脱水素酵素, 0.17U./m1-キソキナ-ゼ, pH7.5)にイ

ンキュベ-下したサンプルを20直加えた.暗所に1時間放置した後,分光蛍光光度計

(島津製作所RF-5000)を用い,蛍光値を測定した(励起波長340nm,蛍光波長460

nm).

c-5. FITC ffi」-&>i

SRCa2+-ATPaseに結合するFITCの量は　Faveroetal. (1998)の方法に従って測

定した.反応溶液(50mMトリス/塩酸, 250mMサッカロース, 0.1mM塩化カル
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シウム, 5mM塩化マグネシウム　0.05mMFITC, pH8.8)中で,タンパク30^g

を含むミクロソ-ムを室温で1時間インキュベ-下した.その後,停止溶液(100mM

トリス/塩酸, 250mMサッカロース　5mMNa2ATP, pH6.8)を加え反応を止め,

前述のSDS-PAGE法を用いタンパクを分離した.紫外線を照射し撮影したゲルの写

真をスキャナーでコンピューターに取り込み, SR Ca2+-ATPaseに含まれるFITCの

量を測定した.この結果を基に,収縮直後のCont側の平均値を100%とした相対値で,

SR Ca2+-ATPaseに含まれるFITC結合量を示した.

D.統計処理

統計量は,平均±標準誤差で示した. Cont側とStim側との差異の検定には,対

応のあるStudent'st-testを用いた.また,回復時間による変化の差異を検討するため,

二元配置の分散分析を用い,有意なF値が検出されたものについては, Scheffeの方法

により平均値の差異の有意性を検討した.なお,有意水準は5%未満とした.

3.結　果

A. SR Ca2+-ATPase活性

Fig. 12に, SR Ca2+-ATPase活性の変化を示した.収縮終了直後にCont側に対し

Stim側が有意な低値を示したが,収縮終了10分後および30分後では両群間に有意な

差異は認められなかった.また, Stim側聞での比較では,収縮終了直後と収縮終了30

分後の間に有意な差異が認められた.

B.カルポニル量およびFITC量

カルポニル量は,収縮終了直後および収縮終了30分後において, Cont側に対しStim
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側で有意な高値が(Fig. 13),またFITC量については,収縮終了直後および30分後に

おいて, Cont側に対しStim側で有意な低値が観察された(Fig. 14).

C.グリコーゲンフオスフォリラーゼおよびグリコーゲン量

GPの量は,収縮終了直後および10分後において, Cont側に対しStim側で有意な

低値が,またCont側聞の比較では,収縮終了直後に対し30分後で有意な低値が認め

られた(Fig. 15). sRに付着するグリコーゲン濃度は, GPの変化と類似した変化を示

した(Fig. 16).収縮終了直後および10分後において, Cont側に対しStim側で有意

な低値が,またCont側聞の比較では,収縮終了直後に対し10分後および30分後で有

意な低値が観察された.
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Fig. 12. Fatiguing contraction-induced changes in Ca -ATPase activity of

sarcoplasmic reticulum (SR) in the superficial region of gastrocnemius of

control (・) and stimulated (○) legs at different time points. Values are means

± SE. * P<0.05 vs control. aP< 0.05 vs 0 min.
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Fig. 13. Densitometric evaluation of anti-2, 4-2, 4-dinitrophenylhydrazine -

reactive carbonyl groups of sarcoplasmic reticulum (SR) in the superficial

region of gastrocnemius of control (・) and stimulated (O) legs at different

time points. Values are means ± SE. * P < 0.05 vs control.
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Fig. 14. Densitometnc evaluation of FITC binding to sarcoplasmic reticulum

(SR) in the superficial region of gastrocnemius of control (#) and stimulated

(○) legs at different time points. Values are means ± SE. * P < 0.05 vs control.
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Fig. 15. Densitometnc evaluation of glycogen phosphorylase (GP) in the

superficial region of gastrocnemius of control (・) and stimulated (○) legs at

different time points. Values are means ± SE. * P < 0.05 vs control. aP < 0.05 vs

Omm.
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Fig. 16. Glycogen concentration associated with sarcoplasmic reticulum (SR)

in the superficial region of gastrocnemius of control (・) and stimulated (○)

legs at different time points. Values are means ± SE. * P < 0.05 vs control. aP

<0.05 vsOmm.
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4.考　察

収縮終了直後に, SR Ca2+-ATPase活性の低下およびSR Ca2+-ATPaseのカルポニル

含有量の増加が認められ,これは数日間にわたる電気刺激後(Matsunagaet al. 2001)

あるいは疲労国債に至る運動後について検討した報告(Matsunaga et al. 2003)と一

致する結果である. Klebl et al. (1998)は,これらの知見から,収縮に伴って発生す

るROSが, SR Ca2+-ATPaseタンパクを修飾することが,この酵素の活性が低下する

素因であろうと述べている.しかしながら本実験では,収縮終了30分後では,カルポ

ニルの量は増加しているにもかかわらず　SR Ca2+-ATPase活性は安静時の値まで回

復していることが観察され,これら2つの間に因果関係が存在する可能性は低いことが

示唆された.

FITCは, SR Ca2+-ATPaseのATP結合部位を構成するリシン残基に特異的に結合す

る試薬であり,この部位の構造的な変化の検討に古くから用いられてきた. SR

Ca2+-ATPaseのROS -の曝露(Faveroetal. 1998),または激しい収縮活動(Luckin

et al. 1991)によって活性が低下したSR Ca2+-ATPaseでは, FITCの結合量が低減す

ることが知られており, ATP結合部位を構成するアミノ酸が修飾を受けることが,活

性低下の一因であるとされてきた.しかしながら本実験では,カルポニル含有量と同様,

FITC結合量はSRCa2+-ATPase活性と同期して変化しないことが認められ, ATP結合

部位の構造的な変化もSR Ca2+-ATPase活性低下の直接の原因でないことが示された.

1967年のBergstrom et al.に始まる一連の研究により,長時間運動による筋疲労が

筋グリコーゲンの枯渇によって招来されることが明らかにされたが,そのメカニズムに

ついては依然として解明されていない.グリコーゲンが枯渇すると,トリカルボン酸サ

イクル-のアセチルCoAの供給量が低下し,そのために酸化的リン酸化によるATP産

生が阻害されることが考えられる.しかしながら,グリコーゲンが枯渇した筋細胞内の
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ATPの濃度は最大でも30%程度しか低下しておらず,この程度の低下率では細胞内に

存在するATPaseの活性は影響を受けない.したがって,筋グリコーゲンの枯渇に起因

して筋疲労が起こるのは,グリコーゲンの持つエネルギー源以外の役割を介しているも

のと思われる.

近年,グリコーゲンが,SRの構造を保持する役割を担っていることが示されている.

SRの膜には,グリコーゲンが結合しており(以後, SRグリコーゲンと呼ぶ),そのSR

グリコーゲンにGPが結合している(Leesetal. 2001).十分な量のGPが膜上に存在

しているときは, SRの構造は正常に保たれるが,収縮活動によりSRグリコーゲンが

消費されGPがSRから解離すると, SR Ca2+-ATPase活性が低下すると考えられてい

る.本実験ではこの仮説を検証するために, SRグリコーゲンおよびGPの変化につい

ても検討した. Figs. 15および16に示されるように, SR Ca2+-ATPase活性が回復し

た運動終了30分後では, SRグリコーゲン量, GP量の両方にStim側とCont側間に

差異はみられなかった.しかしながら,これはStim側の両パラメーターが回復期に伴

って増加したためではなく, Cont側の値が低下したためである. Cont側でこのような

低下が生じた理由はよく分からない.少なくとも活性が回復したStim側で,両パラメ

ーターに変化がみられなかったことから,これらがSRCa2+-ATPase活性に影響してい

る可能性は低いと考えられる.

5.要　約

本実験では, Wistar系雄性ラットを用い,収縮活動後の回復過程における,筋′j、胞

体(SR) Ca2十依存性ATPase (SR Ca2+-ATPase)活性の変化の要因について検討した.

張力計が取り付けられたフットホルダーにラットの片脚を固定し,坐骨神経に2秒に1

回, 75 Hzの電気刺激を5分間加え,刺激終了直後,刺激終了10分後および30分後
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に俳腹筋表層部を摘出し後の分析に用いた.電気刺激を加えた脚を実験(Stim)側,電

気刺激を加えない反対脚をコントロール(Cont)側として用いた.締出した筋から,

SR Ca2+-ATPase活性　SR Ca2+-ATPaseに含有されるカルポニル基の量, SRに付着

するグリコーゲン(SRグリコーゲン)とグリコーゲンフオスフォリラーゼ(GP)の量

およびSR Ca2+-ATPaseに結合するfluorescein isothiocyanate (FITC)結合量を測定

し,次の結果を得た.

1. SR Ca2+-ATPase活性は,収縮終了直後および10分後において, Cont側と比べStim

側で有意な低値が,また, Stim側聞での比較では,収縮終了直後に対し30分後の

方で有意な高値が認められた.

2. SRCa2+-ATPaseのカルポニル含有量は,収縮終了直後および収縮終了30分後にお

いて, Cont側と比べStim側で有意な高値が認められた.

3. FITC結合量は,収縮直後および刺激終了30分後において, Cont側に対しStim側

で有意な低値が観察された.

4. SRグリコーゲン量およびGP量は,収縮直後および刺激終了10分後において,

Cont側に対しStun側で有意な低値がみられた.

以上の結果より,収縮活動の回復過程において, SRCa2+-ATPase活性の変化とタン

パクの酸化およびATP結合部位の構造的変化との間に,関連性がないことが示唆され

た.
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Ⅶ章　グリコーゲンの減少が筋小胞体Ca2+-ATPaseの機能およびそ

の構造に及ぼす影響(実験4)

1.日　的

Cuenda et al. (1991)は, SR Ca2+-ATPaseにGPを添加すると, ATP結合部位の

構造が変化し,酵素のATPに対する親和性が増すことを　mvitroの研究結果から報告

している.このような変化は, SRCa2+-ATPase活性を増加させるよう作用すると考え

られる.前述のように,筋中グリコーゲンの一部はSRの膜に付着し(以後SRグリコ

ーゲンと呼ぶ),さらにGPはこのSRグリコーゲンに付着することで, SRに結合して

いると考えられている(Lees et al. 2001).このような構造的特性のため,筋収縮中,

GPよってSRグリコーゲンが分解されると,GPはSRから必然的に解離することにな

る. Cuendaet al. (1991)の結果からは, GPの解離はSR Ca2+-ATPaseの機能にマイ

ナスの影響を与えると推測される.

実験3では, SRグリコーゲンおよびGPがSR Ca2+-ATPase活性に及ぼす影響を検

証した.その結果,収縮後の回復期間中に, SRCa2+-ATPase活性は安静時のレベルに

回復するが, SRに含まれるGPは減少したままであることが明らかとなり, GPはSR

Ca2+-ATPase活性に影響を及ぼさないと推測された.しかしながら,回復期間中に,刺

激を加えない筋においてGPが変化したこと,およびGPの減少の程度が必ずしも高く

なかったことを考慮すると,実験3の結果のみから, GPの作用について明確な結論を

くだすことは,適切ではないと考えられる.

そこで実験4では, SRグリコーゲンおよびGPがSRC左2+-ATPaseに及ぼす影響を

さらに明確にするために, GAを用い, SRグリコーゲンを分解し, SR Ca2+-ATPase

の機能およびその構造の変化を検討した.
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2.方　法

A.被検動物

実験には　250-260gのWistar系雄性ラットを用いた(各群n=6).水および飼料

(日本クレア製飼育繁殖固形飼料CE-2)は自由摂取とし, 12時間の明暗サイクルの

照明下で室温を20-C-24-Cに常時維持した飼育室においてこれらを飼育した.

B.被検筋およびSRの精製

被検動物を麻酔下に置いた後,両脚の後肢骨格筋の速筋を掃出した. SRのミクロソ

-ムは,実験3の方法を一部修正して作成した.摘出した筋を, 5倍.mass/vol.)の抽

出液(20mMHEPES, 20mMEDTA, 0.2mMPMSF, 0.2 % (mass/Vol.)アジ化ナ

トリウム, pH7.0)を加えてホモジナイズし　5,000Gで15分間遠心分離し上清を採

取した.その後,この上清を実験(Exp)群とコントロール(Cont)群に等分した.

Exp群には600mM塩化カリウム(最終濃度)とグリコーゲン分解酵素の一種である

GAを17.4U/ml加えた抽出液, Cont群には600mM塩化カリウムのみ加えた抽出液

を上清と同量加え, 5-Cで1時間擾拝した.その試料を60分間, 225,000 Gで遠心分

離しペレットを採取した.これに筋湿重量当たり0.33 (mass/vol.)倍の溶液(150mM

塩化カリウム　20mMHEPES, 20mMEDTA, 0.2mMPMSF, 0.2%(mass/vol.)ア

ジ化ナトリウム, pH7.0)を加えて,ガラスホモジナイザ-でホモジナイズした.この

サンプルを直ちに液体窒素で冷却し-80℃で保存し,後の分析に供した.

C.分析項目

c-1.SRグリコーゲン量
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SRグリコーゲン量は,実験3と同様の方法で測定した.

c-2. SR Ca2+-ATPaseおよびグリコーゲンフオスフォリラーゼ含有量

ミクロソ-ムに含まれる　SR Ca2+-ATPaseおよびGPの量は,実験3　と同様,

SDS-PAGEを用い測定した.

c-3. SR Ca2+-ATPase活性

SRCa2+-ATPase活性値は,実験1と同.様の方法を用い,ミクロソ-ム(タンパク10

LLgを含有)から測定した.また, SR Ca2+-ATPaseのATPに対する親和性を検討する

ために　0.04mM, 0.1mM, 0.5mM, 1mM, 2mMおよび4mMの6種類のATP

濃度で活性値の測定を行なった. ATPに対する親和性は, SR Ca2+-ATPaseの最大活性

の50%が得られるATP濃度で示した.

c-4. FITC結合量

sRCa2+-ATPaseに結合しているFITCの量は,実験3と同様の方法を用い測定した.

D.統計処理

統計量は,平均±標準誤差で示した. Cont群とExp群との差異の検定には,対応の

あるStudent'st-testを用いた.なお,有意水準は5%未満とした.

3.結　果

A.SRグリコーゲン量

Fig. 17に, GA処理がSRグリコーゲン量に及ぼす影響を示した・処置によりSRグ

-63-



リコーゲン量は著しく減少し, Cont群に対するExp群の値は5.9%であった.

B. SRCa2+-ATPaseおよびグリコーゲンフオスフォリラーゼ含有量

GA処理によって,ミクロソ-ムに含まれるSRCa2+-ATPaseのタンパク量に変化は

認められなかった(Fig.18).一方, GP含有量はGA処理の影響を大きく受け, Cont

群に対してExp群の含有量は29.8%であった.

C. FITC結合量

SR Ca2+-ATPaseに結合するFITCの量は, GA処理によって有意に増加することが

示され, Cont群に対しExp群は41.5%高い値を示した(Fig. 19).

D. SR Ca2+-ATPase活性およびATPに対する親和性

GA処理によってFITC結合量が増加したことから, SR Ca2+-ATPase活性の最大値,

ATPに対する親和性のどちらか一方あるいは両方が増加すると予想された.しかしな

がら,どちらのパラメーターにも変化は観察されなかった(Fig.20).
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4.考　察

最大酸素摂取量の60-85%に相当する運動強度においては,筋疲労と筋グリコーゲ

ンの枯渇との間に密接な関連があることが, 1960年代の後半から1970年代の前半に

行われた一連の実験によって明らかにされた(Ahlborg et al. 1967, Bergstrom et al.

1967, KarlssonandSaltin 1971).その後,多くの研究者がグリコーゲンの枯渇が筋疲

労を誘起するメカニズムを解明しようとしたが,現在の段階でもなお明確になっている

とはいい難い.

先行研究によって, 1)筋収縮に伴うSR Ca2+-ATPase活性の低下には, FITC結合

量の低下が付随する(Lebereret al. 1987, Luchin et al. 1991), 2) SRグリコーゲン

の量が減少すると,膜に付着しているGPがSRから解離する(Leesetal. 2001), 3)

SR膜に付着するGPの量を増加させると, FITCの結合量が増加する(Cuenda et al.

1991)ことなどが報告されており,これらの知見から,SRグリコーゲンが減少すると,

SR Ca2+-ATPase活性の低下あるいはSR Ca2+-ATPaseのATPに対する親和性の変化

が誘起されることが推測されてきた.

しかしながら本実験の結果は, SRグリコーゲンおよびGPは, SR Ca2+-ATPase活

性に全く影響しないことを明示するものである.また, SRCa2+-ATPase活性が変化し

ないにもかかわらず,酵素に結合するFITCの量は増加することも認められた.激しい

筋収縮が負荷された筋では, FITCの結合量とSRCa2+-ATPase活性とが同期して低下

することから,活性の低下はATP緬合部位の構造の変化に起因して起こると考えられ

てきた(Lebereretal. 1987, Luchinetal. 1991).しかしながら,実験3および本実験

の結果は,これを否定するとともに, FITC結合量の測定は, SR Ca2+-ATPase活性の

変化の要因を探る手法としては,適切な実験方法ではないことを示唆する.

グリコーゲンは, SRの膜のみならずT管にも大量に付着しており,この部位の構造
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的特性に影響を及ぼしていると考えられている(Lees et al. 2001). Chin and Allen

(1997)およびHelander et al. (2002)は,この部位のグリコーゲンが減少すると,

DHPRからSRのCa2+放出チャネル-のシグナル伝達に不全が生ずるか,放出チャネ

ル自身の機能が低下するかの変化が生ずることが,グリコーゲンの枯渇が筋疲労を誘因

するメカニズムではないかと述べている.しかしながらこれは,単一筋線経を用い張力

や細胞内Ca2+濃度を測定した研究結果からの推測であり,今後,直接的な検証を行う

必要がある・また,活動電位の伝導に重要な役割を担うNa十-K+-ATPaseは,主として

解糖によって産生されるATPをその活動に利用することが報告されており(Okamoto

et al. 2001),グリコーゲンが筋機能に影響を及ぼす他の部位としては筋形質があげら

れる.

5.要　約

本研究では,筋小胞体(SR)付着するグリコーゲン(SRグリコーゲン)が, SR

Ca2+-ATPaseの構造およびSR Ca2+-ATPase活性に影響を検討することを目的とした.

ラットの後肢骨格筋の速筋を締出し, SRを精製する過程で,グリコーゲン分解酵素で

あるグルコアミラーゼ(GA)で処理し,後の分析に供した. GAの処理を行なう群を実

験(Exp)群,行なわない群ををコントロール(Cont)群として, SRグリコーゲン量,

ミクロソ-ムに含まれるグリコーゲンフオスフォリラーゼ(GP)の量,SRCa2+-ATPase

へのfluorescein isothiocyanate (FITC)の結合量およびSR Ca2+-ATPase活性を測定

し,以下の結果を得た.

1. GA処理によって, Cont群に対しExp群では, SRグリコーゲンは5.9%, GP含有

量は29.8%に減少した.
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2. GA処理によって, Cont群に対しExp群では, FITC結合量は41.5%の高値が認め

られた.

3. GA処理によって, SR Ca2+-ATPase活性およびATPに対する酵素の親和性には変

化は認められなかった.

以上の結果から, SRグリコーゲンおよびGPの減少は, SE Ca2+-ATPase活性に影

響を及ぼさないことが示唆された.
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Ⅷ章　討　論

19世紀後半に,イギリスの生理学者Ringer(1883)によって心筋の収縮にCa2+が必

須であることが,また20世紀初頭には,骨格筋においても心臓と同様であることが明

らかにされた(KamadaandKinoshita1943,HeilbrunnandWiercinsky1947).さら

に,筋細胞内の【Ca2十】fはSRによって制御されていること,Ca2+はトロポニンCとの結

合を介して,アクトミオシンの活動を制御していることなどが解明され(Ebashi1963),

筋の活動におけるSRの重要性が認識されるようになった.

筋が収縮するメカニズムと同様に,筋が疲労するメカニズムは多くの筋生理学者の関

心の的であり,精力的な研究が進められてきた.1世紀以上にわたる研究の結果,筋疲

労を誘起する要因としては,高エネルギーリン酸化合物の減少(Allenetal.1997),

H+,PiあるいはMg:蝣2+などの代謝副産物の蓄積(GodtandNosek1989,Williamsetal.

1998),活動電位の伝達不全(Fitts1994),あるいは筋グリコーゲンの枯渇(AMborget

al.1967,Bergstrometal.1967,KarlssonandSaltin1971)などが示されてきた.し

かしながら,これらの要因だけでは説明できない現象も認めらており,筋疲労について

は現在もなお未解決な部分は少なくはない.

SRの機能の変化が筋疲労に関与している可能性を最初に指摘したのはEberstein

andSandow(1976)であり,筋収縮におけるSRの重要性が明らかになった約10年後

の1976年のことであった.これ以降の研究によって,彼らの指摘を支持する研究結果

が数多く提示され,SRが筋疲労の成因の1つであることが広く認められるようになっ

た(Byrdetal.1989,Faveroetal.1993).しかしながら,「では,なぜSRの機能が低

下するのか」という間に対しては,幾つかのメカニズムが提唱されてはきたが,現在も

なお決定的な確証は得られていない.第-の問題点はinvitroの実験結果に基づき,
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観察された現象が生体内でも起こっているであろうと類推した内容の研究が多いこと

である・第二は,安静時と筋疲労時の一時期のみを比較し,細胞内で生じたある変化が

SRの機能の低下の素因であろうと結論した研究結果が,広く認められてしまったこと

である・この実験デザインでは,観察された変化とSRの機能の変化との間に因果関係

が存在せず,両者がただ単に同期して変化しただけのことである可能性を除去すること

はできない.ある要因が真にSRの機能低下の原因であるならば,多少の時間差はある

にせよ,両者はほぼ並行して変化するはずであるが,この点を検証した報告はなされて

いない. SRの縦走管上に点在するCa2+-ATPaseはCa2+ポンプとして機能し, SRによ

る筋形質からSR内腔-のCa2+の輸送は,この酵素の働きによってなされる.本研究で

は,前述の問題点を踏まえ,これまでSRCa2+-ATPaseの機能を左右するとされてきた

要因の信悪性を検討することを目的とした.そのためには,まずSR Ca2+-ATPase活

性が漸増あるいは漸減するモデルを確立する必要があり,実験1では,収縮中のSR

Ca2+-ATPase活性の経時的変化に着目し実験を行なった.

成熟した音菌類の骨格筋には, typeI, typeIla, typelid, typelibの4種類の筋線

経が存在する・俳腹筋はこの4種類全てを含んでいるが,その中でもtype lib線経と

typelid線経の割合が高い. GSはこの2種類の線維のみから構成されており,この部

位のSR Ca2+-ATPase活性の変化は,排腹筋全体の変化をほぼ反映していると考えられ

る・収縮の時間経過とともにSRCa2+-ATPase活性は漸減すると予想されたが, Fig. 6

に示されるように, GSのSRCa2+-ATPase活性は収縮開始1分後には既に低下してお

り,以後収縮終了まで顕著に変化しないことが認められた.

2,5-diUer^butyl)- 1,4-benzohydroquinone (TBQ)は, SR Ca2+-ATPase活性を特

異的に抑制する試薬である. Westerbald and Allen (1994)は, TBQを含む溶液中で々

ウスの単一筋線経に電気刺激により強縮を繰り返し負荷したところ, [Ca*-]fの上昇とと
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もに強縮張力も漸増することを示した.強縮張力が漸増する原因は,以下のようである

と考えられている. 1)正常な状態では,電気刺激に伴い上昇した[Ca2+]自ま, SR

Ca2+-ATPaseの働きによって,次の強緒の開始時までに安静時の値にまで低下する.

2)これに対して, TBQが存在するとSRCa2+-ATPaseが機能しないため,強縮と強縮

の間に[Ca2十]fは安静時のレベルまで低減することはない. 3)そのため,正常な状態と

比べ,高い【Ca2+]fを保持して次の強縮を迎えることになる. 4)すると,強緒が重合し

張力が漸増する.収縮開始直後から, SRCa2+-ATPase活性が低下することの生理的意

義についてはよく分からない.収縮開始時直後より,筋中ではPiなど筋原線経の機能

を抑制する代謝物が蓄積するが(Vandenboon 2004) , SR Ca2+-ATPase活性の低下は,

このような条件下においても,発揮張力の低下を最小限に抑えるよう作用しているのか

もしれない. SRによるCa2+取り込み能力が低下し筋形質の【Ca2+]fが高い状態が継続

すると, Ca2+依存性プロテアーゼの働きにより筋原線経のタン貢クの分解がT,L進するこ

と,あるいはDHPRからCa2+放出チャネル-のシグナル伝達不全が生じることなどが

認められている(Verburgetal. 2006).したがって, SRCa2+-ATPase活性の低下は,

短期的には筋の収縮機能にプラスに機能するかもしれないが,長期的にはマイナスに作

用するものと考えられる.

実験2では収縮後の回復過程に着目し検討したところ, 5分間の収縮により低下した

SR Ca2+-ATPase活性は,収縮終了30分後には安静時の値まで回復することが観察さ

れた.この結果に基づき実験3では,収縮活動後の回復期において,これまで関与が示

唆されてきた1)タンパクの酸化, 2)ATF結合部位の修飾,および3)&Rグリコーゲン

の減少とSR.Ca2+-ATPase活性の変化との関連性について検討したところ, 1)および

2)はSR Ca2+-ATPase活性の変化の素因ではないことを示す結果を得た.実験3では,

理由は分からないものの,刺激を加えなかったCont側のSRグリコーゲンが,回復過
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程において漸減することが観察され,このため, 3)との関連性については明確な結論

をくだすことはできなかった.そこで実験4では, GAによるSRグリコーゲンの分解

が, SR Ca2+-ATPaseの機能および構造に影響を及ぼすか否かを検討し, 3)もSR

Ca㌢ -ATPaseの機能変化の原因ではないことを示す結果を得た.

このように本研究では,測定したすべてのパラメーターとSR Ca2+-ATPase活性の変

化との間に因果関係は認められなかった.現在の段階では,何が活性低下の成因である

かは不明セあるが,この問題を解明するためには,より詳細な項目について検討する必

要があろう.例えば,本研究で検討したカルポニル含有量の測定は,タンパク酸化の指

標として広く用いられてはいるが,全てのアミノ酸の酸化を検出できる手法ではない.

例えば,システインおよびメチオニンは,他と比べ酸化に対する感受性が高いアミノ酸

であるが,これらが酸化されてもカルポニル基は形成されない.今後,特定のアミノ酸

を対象とした研究などに目を向けていくべきであろう.

筋疲労は,回復に短時間ですむものと長時間を要するものとに大別でき,一般的に,

前者は,主として代謝性因子の変化が原因しているとされている(Edwardsetal. 1977).

一方,低頻度疲労(LFF)とも呼ばれる後者には, 1)低頻度刺激での発揮張力が選択

的に低下する, 2)張力が完全に回復するまでに数時間から数日間を要する, 3)筋中

電解質およ代謝産物の変化を伴わない,などの特徴がある(Jones1996).実験2の結

果から(Fig. 8),本実験で用いた収縮モデルにおいても, LFFが誘起されることが示さ

れた. LFFは, SRからのCa2+放出が低下することによって起こるとされている

(Westerbladetal. 1993, Jones 1996, Hilletal. 2001).本研究では,ホモジネイトを

用い, SRCa2+放出速度について検討し,収縮により低下することが認められたが,そ

の原因については言及できなかった.これは, SRCa2+放出チャネルの構造変化につい

て検討するためには,極めて多量の筋が必要とされるためである.今後,この問題を解
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決L SRのCa2+放出機能が低減するメカニズムについても明らかにする必要がある.
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Ⅸ章　総　括

本研究は,収縮活動に伴う筋小胞体の機能変化の要因を解明することを目的とし,以

下の実験を行った.

実験1収縮収縮に伴う筋小胞体の機能の経時的変化

本実験では, Wistar系雄性ラットを用い,収縮活動に伴う筋小胞体(SR)の機能

の変化を経時的に検討した.張力計が取り付けられたフットホルダーにラットの片脚

をに固定し,坐骨神経に2秒に1回, 75Hzの電気刺激を1, 3, 5, 30分間加えるこ

とにより,筋収縮を誘起した.刺激終了後,直ちに俳腹筋表層部(GS),排腹筋深層部

(GD)およびヒラメ筋(SOL)を掃出し,後の分析に用いた.電気刺激を加える脚を実

験(Stim)側,反対脚をコントロール(Cont)側とした.電気刺激中の強縮張力, SR

のCa2+取り込み速度, Ca2十放出速度およびCa2+-ATPase活性を測定し,次の結果を得

た.

1.収縮により発揮張力は漸減し, 5分後には初期値に対し51%にまで低下した.以後,

顕著な変化はみられず,刺激開始5分後と30分後との間には有意差は認められなか

った.

2. GSでは, SRCa2+取り込み速度およびSRCa2+-ATPase活性は,測定した全ての刺

激時間において, Stim側がCont側に対して有意な低値を示した. GDでは, SRCa2+

取り込み速度は刺激開始3分後および5分後, SR Ca2+-ATPase活性は刺激開始5

分後において, Stim側がCont側に対し有意な低値を示した. SOLでは,収縮活動
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に伴うSR Ca2+取り込み速度およびSR Ca2+-ATPase活性の変化は認められなかっ

た.

3. SRCa2+放出速度は, GSでは刺激開始3分後, 5分後および30分後において, Cont

側と比較してStim側が有意な低値を示した. GDでは収縮開始5分後および30分

後においてStim脚がCont脚に対し有意な低値を示したが, SOLでは収縮活動に伴

う変化は認められなかった.

以上の結果より, GSではSRCa2+取り込み速度およびSRCa2+-ATPase活性は,収

縮開始直後より低下し,以後大きく変化しないこと,またSRCa2+放出速度はこれらと

比較して遅れて低下することが明らかになった.また,収縮に伴うSRの機能の変化の

様相は筋線経のタイプによって異なり　typeII線経と比べtypeI線経では変化が生じ

にくいことが認められた.

実験2　収縮活動後の回復期における筋小胞体の機能の経時的変化

本実験では, Wistar系雄性ラットを用い,収縮活動後の回復過程におけるSRの機

能の変化を経時的に検討した.張力計が取り付けられたフットホルダーにラットの片脚

を固定し,坐骨神経に2秒に1回, 751壬Zの電気刺激を5分間加え,刺激終了直後,刺

激終了5分後, 10分後, 30分後および60分後にGSおよびGI)を摘出し後の分析に

用いた.電気刺激を加えた脚をStim側,電気刺激を加えない反対脚をCont側として

用いた.収縮活動前後の張力・頻度曲線, SRCa2+取り込み速度, SRCa2+放出速度およ

びSR Ca2+-ATPase活性を測定し,次の結果を得た.
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1・ 5分間の電気刺激による収縮活動によって,高頻度(100Hz)の強縮張力は収縮前

と比べ約60%にまで低下した.この張力は, 10分の安静により約85%にまで回復

した.一方,低頻度(40Hz)の強縮張力は,収縮により約50%にまで低下し, 60

分後に回復することが認められた.

2. SRCa2+取り込み速度は, GS, GDのいずれも有意な変化を示さなかった.

3. SRCa2+-ATPase活性は, GSでは収縮終了10分後まで, Cont側に対しStim側で

有意な低値がみられた. GDでは,有意な変化は観察されなかった.

4. SRCa2十放出速度は, GSでは収縮終了10分後まで, Cont側に対しStim側で有意

な低値がみられた. GDでは,有意な変化は観察されなかった.

以上の結果より,電気刺激による　5分間の収縮活動後, GSでは低下したSR

Ca2+-ATPase活性およびSR Ca2+放出速度の回復には,約30分の時間を要することが

明らかとなった.また, GSと比べGDでは,電気刺激による変化の再現性が低い傾向

にあることが認められた.

実験3　収縮活動後の回復期における筋小胞体Ca2+-ATPase活性の変化の要因

本実験では, Wistar系雄性ラットを用い,収縮活動後の回復過程における, SR

Ca2+-ATPase活性の変化の要因について検討した.張力計が取り付けられたフットホル

ダーにラットの片脚を固定し,坐骨神経に2秒に1回,75Hzの電気刺激を5分間加え,

刺激終了直後,刺激終了10分後および30分後にGSを掃出し後の分析に用いた.電気

刺激を加えた脚をStim側,電気刺激を加えない反対脚をCont側として用いた.摘出

した筋から, SR Ca2+-ATPase活性, SR Ca2+-ATPaseに含有されるカルポニル基の量,

SRに付着するグリコーゲン(SRグリコーゲン)とグリコーゲンフオスフォリラーゼ
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(GP)の量およびSR Ca2+-ATPaseに結合するfhiorescein isothiocyanate (FITC)

結合量を測定し,次の結果を得た.

1. SRCa2+-ATPase活性は,収縮終了直後および10分後において, Cont側と比べStim

側で有意な低値が,また, Stim側聞での比較では,収縮終了直後に対し30分後の

方で有意な高値が認められた.

2. SRCa2+-ATPaseのカルポニル含有量は,収縮終了直後および収縮終了30分後にお

いて, Cont側と比べStim側で有意な高値が認められた.

3. FITC結合量は,収縮直後および刺激終了30分後において, Cont側に対しStim側

で有意な低値が観察された.

4. SRグリコーゲン量およびGP量は,収締直後および刺激終了10分後において,

Cont側に対しStim側で有意な低値がみられた.

以上の結果より,収縮活動の回復過程において, SRCa2+-ATPase活性の変化とタン

パクの酸化およびATP結合部位の構造的変化との間に,関連性がないことが示唆され

た.

実験4　グリコーゲンの減少が筋小胞体Ca2+-ATPaseの機能およびその構造に及ぼす

影響

本研究では, SRグリコーゲンが, SRCa2+-ATPaseの構造およびSRCa2+-ATPase活

性に影響を検討することを目的とした.ラットの後肢骨格筋の速筋を掃出し, SRを精

製する過程で,グリコーゲン分解酵素であるグルコアミラーゼ(GA)で処理し,後の

分析に供した.GAの処理を行なう群を実験(Exp)群,行なわない群をCont群として,
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SRグリコーゲン量,ミクロソ-ムに含まれるGPの量, SR Ca2十-ATPase-のFITC

の結合量およびSR Ca2+-ATPase活性を測定し,以下の結果を得た.

1. GA処理によって, Cont群に対しExp群では, SRグリコーゲンは5.9%, GP含有

量は29.8%に減少した.

2. GA処理によって, Cont群に対しExp群では, FITC結合量は41.5%の高値が認め

られた.

3. GA処理によって, SR Ca2十-ATPase活性およびATPに対する酵素の親和性には変

化は認められなかった.

以上の結果から, SRグリコーゲンおよびGPの減少は, SR Ca2+-ATPase活性に影

響を及ぼさないことが示唆された.
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Ⅹ章　結　論

本研究の結果から得られた結論は,以下に示す通りである.

1.電気刺激による収縮活動に伴い速筋の筋小胞体(SR)カルシウムイオン(Ca2+1

誘因性ATPase (SB, Ca2+-ATPase)活性は,収縮開始直後より低下しその後も大

きく変化しないが,遅筋では収縮活動に伴う変化をほとんど示さないことが明らか

となった.

2.電気刺激による収縮活動後,速筋のSRCa2+-ATPase活性がその機能を回復するに

は,約30分の時間を要することが明らかとなった.

3.収縮活動に伴うSR Ca2+-ATPase活性の低下には,タンパクの酸化, ATP結合部

位の修飾, SRに付着するグリコーゲンおよびグルコ-ゲンフオスフォリラーゼの

低減のいずれも関与していないことが明らかとなった.
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