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内 容 の 要 旨 

【序論】 

β2 アゴニストであるクレンブテロールはヒラメ筋、腓腹筋、長指伸筋、咬筋など骨格筋の肥大を

引き起こすことはよく知られているが、クレンブテロールによって引き起こされる肥大の詳細なメ

カニズムは明らかになっていない。しかしながら、インスリン様増殖因子（IGF）がクレンブテロ

ールによる骨格筋の肥大において促進因子として機能していることが報告されている。 

TGFβスーパーファミリーのメンバーであるマイオスタチンは筋成長の抑制因子であり、マイオ

スタチン欠損マウスの筋繊維は顕著な肥大を示す。最近、トランスフォーミング増殖因子β（TGF

β）、肝細胞増殖因子、繊維芽増殖因子などの増殖因子ネットワークがクレンブテロールによるラ

ット咬筋肥大の誘発に関連していることが示唆されており、マイオスタチンも咬筋の肥大の誘発へ

の関与の可能性が考えられる。 

咬筋は体幹や四肢の筋とは異なる特徴を持っている。また、ラットにおける、クレンブテロール

の骨格筋肥大作用は体肢の筋や心筋よりも咬筋の方が大きいことが報告されている。よって、ラッ

ト咬筋はクレンブテロールによる骨格筋の肥大の調節機序研究のための興味深いモデル系である

と思われる。 

本研究においては、クレンブテロールの咬筋の肥大調節機序において、マイオスタチンが抑制因

子として、IGFが促進因子として機能しているという仮説を検証するため、マイオスタチンの発現

量、IGF やマイオスタチンのシグナル伝達経路について調べた。 
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【方法】 

雄性ウイスター系ラット 8～9週齢に 3、7、14、21日間 30µg/mlのクレンブテロールを経口投与

し、コントロール群には純水を投与した。投与終了後、すべてのラットはエーテル麻酔下で放血致

死させ、咬筋を摘出し、その重量を測定した。ウエスタンブロッティング解析用の筋標本は液体窒

素を用いて急速に凍結し、使用まで－80℃にて保存した。組織学的解析用の咬筋標本は 4%パラホ

ルムアルデヒド中で固定した。 

咬筋標本から 2% SDS溶液を用いて蛋白質を抽出、SDS-PAGE法により分離後、ウエスタンブロッ

ティング法を用いて Myostatin、ActRII、TGFβRI、TGFβ1～3、Activin A の発現量、smad2/3、IGFR、

aktのリン酸化レベルを解析した。βⅢチュブリンをローディングコントロールとして使用した。 

ラット右咬筋のほぼ中央部付近で厚さ 10μの凍結切片を製作し、マイオスタチン、ACTRⅡBに対

する抗体を用いて免疫染色を行った。一次抗体を正常 IgGや PBSに置き換えて染色操作を行い、非

特異的な染色がないことを確認した。NADH-TR 染色により筋繊維タイプⅡA/X とⅡB を可視化し、

筋繊維最小直径を測定した。NADH-TR染色では、タイプⅡA/X 繊維はⅡB 繊維よりも濃染するため、

染め分けることができる。1 匹のラットの 50 本の繊維の最小直径を計測し、その平均値をそのラ

ットの代表値として用いた。1群に 5匹のラットを用いた。 

統計学的解析には Tukey の方法および Mann-Whitney の方法を用いた。 

 

【結果】 

ラットの体重はコントロール群、クレンブテロール群の両群で徐々に上昇したが、実験期間を通

して両群の間に有意差は無かった。しかし、咬筋重量は投与開始 3日目から 21 日目においてコン

トロール群と比較してクレンブテロール群は 28％～46％（p<0.01）大きかった。クレンブテロー

ル群の咬筋は投与開始 3 日目から 14 日目までの間で 32％（p<0.01）増加したが、14 日目から 21

日目の間では増加しなかった。14日目から 21日目の間に筋繊維の肥大が停止したことを確認する

ため、タイプⅡA/X とⅡB の筋繊維の最小直径を測定した。クレンブテロール群のタイプⅡA/X と

ⅡB繊維の最小直径は両者とも 14日目と 21日目の間で統計学的に有意な差は無かった。以上の結

果から、クレンブテロール投与は 14日目までラット咬筋の肥大を引き起こすが、14日目以降は肥

大が停止することが示された。 

マイオスタチンの発現レベルおよびマイオスタチンのシグナル伝達因子である smad2/3 のリン

酸化レベルを調べた。投与 14 日目までにコントロール群と比較して、クレンブテロール群のマイ

オスタチン発現レベルの上昇は認めなかったが、21日目に 122％（p<0.05）増加した。smad2/3 の

リン酸化レベルもマイオスタチンの発現レベルと同様に投与 21日目で 93％(p<0.05)増加した。ク

レンブテロール投与がマイオスタチンの受容体である ActRII、TGFβRIの発現レベルや分布、また

はマイオスタチンと受容体を共有する TGFβ1、2、3、Activin A の発現レベルを増加させることに

より smad2/3のリン酸化レベルを増加させる可能性も考えられるので、これらの発現レベルおよび

分布について調べた。21日目で ActRII、TGFβRIの発現レベルや分布または TGFβ1、2、3、Activin 

Aの発現レベルにクレンブテロール群とコントロール群の間で顕著な違いは認められなかった。以

上の結果から、クレンブテロール投与が投与開始 14日～21日の間でマイオスタチンの発現レベル

の増加を引き起こし、その増加がシグナル伝達経路を活性化（smad2/3のリン酸化レベルの上昇）

したことが示唆された。 
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IGFのシグナル伝達経路を構成するインスリン様増殖因子受容体（IGFR1）や akt1 のリン酸化レ

ベルを調べた。投与開始 3、7 日目において、IGFR1 のリン酸化レベルはコントロール群に比べ、

クレンブテロール群がそれぞれ 71％(p<0.01)、25％増加していた。akt1 のリン酸化レベルはコン

トロール群に比べ、クレンブテロール群はそれぞれ 216％(p<0.01)、113％(p<0.05)増加していた。

これらの結果から、クレンブテロール投与が投与開始から 7日目の間で IGFのシグナル伝達経路を

活性化したことが示唆された。 

 

【考察】 

本研究において、クレンブテロール投与開始から 14 日目までラット咬筋が肥大し、その後、肥

大は停止した。クレンブテロール投与開始 21 日目において、マイオスタチン発現量が増加し、シ

グナル伝達が活性化されていた。一方、ActRII、TGFβRIの発現レベルや分布または TGFβ1、2、3、

Activin Aの発現レベルに顕著な差は認められなかった。また、マイオスタチン欠損マウスは骨格

筋の肥大を誘発し、過剰発現マウスは骨格筋の萎縮を誘発するということが報告されている。以上

より、クレンブテロール投与開始 14日～21日目における咬筋の肥大停止にマイオスタチンが機能

していると考えられる。また、様々な骨格筋の肥大において、IGFの発現レベルが増加しているこ

とが報告されている。本研究で、IGF のシグナル伝達経路は投与開始 3～7 日目で活性化されてお

り、この活性化がクレンブテロールによる咬筋の肥大に機能していると考えられる。 

 

【結論】 

クレンブテロール投与初期の咬筋の肥大には IGFが、後期の肥大の停止にはマイオスタチンが機

能していることが示唆された。このマイオスタチンによる咬筋肥大の停止は、過剰な筋肥大から筋

繊維を保護する働きをしているものと思われる。 

 


