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はしがき

昨年2006年の秋、日本人にとってドーピングに関する大きなニュースが報道された。それは

10月1日にフランスで行われた競馬の競走、第85回凱旋門賞に出走し3位に入った日本競馬界

の大スターのディープインパクト（日本中央競馬会所属）から禁止薬物のイブラトロピウムが検

出され、失格となった事件である。このイブラトロピウム（抗コリン薬）は気管支拡張の作用が

あるため呼吸器疾患の治療に使われるが、フランスやアメリカ合衆国の競馬界では禁止薬物に指

定されていたが、日本競馬界では動物用のイブラトロピウムがあまり市場に流通していない理由

で、当時は禁止薬物に指定していなかった。しかし、この事件をきっかけに2008年1月から禁止

薬物となった。

最近、スポーツ界におけるドーピング問題は社会的影響も大きいことから、文部科学省はドー

ピングの防止と根絶を目指す反ドーピング条約を昨年末締結したことを受け、「スポーツにおける

ドーピングの防止に関するガイドライン」を策定し、違反認定の手続きや制裁内容を定めた。制

裁については資格停止に加え、文部科学省や各種団体から選手や指導者への補助金の給付停止が

新たに加えられた。しかし、禁止薬物の中には喘息患者に対する治療薬などもあり、喘息の子供

の割合が10年前と比べ2倍以上に増え過去最高となり、今尚増加傾向にあるという現状の中で

テオフイリンの喘息の子供への投与に問題が発生し、喘息問題をいかに解決するか難しい問題と

なっている。また、近づく高齢化社会における老人の筋萎縮による寝たきり老人の増加に対する

薬物療法と筋力トレーニングによる治療はより科学的で適切な方法の設定が求められて来ている。

そこでトレーニングによる生体の適応効果を明らかにするひとつの手段として、ドーピング規制

薬物を利用し、それらの詳細な作用機序を遺伝子またはタンパク分子レベルで明らかにする必要

があり、その検討が求められている。本研究ではアテネオリンピックでもその使用によって2名

の選手が失格となったドーピング規制指定薬で喘息の治療薬であるβ2アドレナリン受容体作動

薬を用いてトレーニングにおいて生じる様々な現象を解析した。この薬物は筋肥大と速筋化を誘導

すると言われている。しかし、そのプロセスはガン疾患の進行と類似しており、トレーニングによる

筋の効果的適応の誘導だけでなく薬物の副作用防止の観点からも、この作用機序の解明は重要である。

そこでこの薬物によるラット骨格筋の速筋（長指伸筋:EDL)と遅筋（ヒラメ筋:SOL)における特異

的変化をRT-PCR法で検討し、β2-adrenoceptormRNAの減少と筋分化のマスター遺伝子のMyoDmRNA

の顕著な増加をSOLで認めた。さらに筋芽細胞から筋管細胞への分化に働くmyogeninの、剛A発現

が両筋肉で増加するのを認めた。トレーニングによる筋肥大の重要因子であるIGF-1とMGFでは、こ

の薬物による変化はなかった。また骨格筋形成のnegativeregulatorのMyostatinのmRNA発現も両

筋肉で変化がなかった。衛星細胞膜上のNotchl受容体は筋芽細胞の増殖をもたらし、細胞増殖に関

連するシグナルを伝達し、衛星細胞は筋細胞膜上のDeltal(Notchのリガンド）から増殖のシグナル

を受け、筋への核の提供を行い筋肥大に寄与すると言われている。そこでNotchSignalingへの影響

を調べるため、NotchlとそのリガンドのJaggedlとDelta-likel、Notchの細胞内ドメインNICDの核

移行を制御するNumbのmRNA発現を見た結果、Notchl、JaggedlのmRNA発現は両筋肉で変化がなかっ

たが、Delta-1･ikelとNumbの、剛A発現はEDLにおいて有意な増加が認められ、これらの因子が速筋

の筋肥大に関与していることが示唆された。しかし、これらのマーカーはガン細胞の増殖時にも増加

することが知られていることから、薬物による急激な筋肥大刺激には十分な注意が必要であると判断
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され､薬物作用の複雑さから､安易な薬物使用に警告を発する重要な知見をもたらすものである。

更にPax7"Wntなどのガン疾患と関連の深い因子の変化に関する詳細な検討がさらに必要であること

が示された。以上の結果から、適切な筋力トレーニングプログラムの作成には、さらなる詳細な

メカニズムの探求という新しい課題が発生しており、当初の目的は十二分に達成されたとは言い

難いが、スポーツ界における適切な薬物使用への注意を喚起する貴重な参考になることが期待され

る。
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第1章 はじめに

オリンピックではいつもドーピング問題が話題となる。日本人選手が活躍した

2004年のギリシヤのアテネでのオリンピックではハンマー投げでハンガリーのアド

リアン・アヌシュ選手のドーピングが発覚し、室伏選手の繰上げ優勝となった事件

が記憶に新しい。また2006年のトリノ冬季オリンピックではバイアスロン男子10

キロスプリント4位のウオルフガング・ペルナー、スキー距離男子15キロクラシ

カル8位のマルテイン・タウバーらオーストリアの6選手がドーピング（禁止薬物

使用）違反のため失格となった。オリンピック中に実施されたドーピング検査では

禁止薬物は検出されていなかったが、選手村外のチーム宿舎でイタリア警察の家宅

捜索を受け、所持していた禁止薬物や輸血用器具を押収されたためである。これは

禁止薬物の使用方法がより複雑になってきていることを暗示している。

更に､2006年の秋、日本人にとってドーピングに関する大きなニュースが報道され

た。それは10月1日にフランスで行われた競馬の競走、第85回凱旋門賞に出走し3

位に入った日本競馬界の大スターのディープインパクト（日本中央競馬会所属）か

ら禁止薬物のイブラトロピウムが検出され、失格となった事件である。このイブラ

トロピウム（抗コリン薬）は気管支拡張の作用があるため呼吸器疾患の治療に使わ

れるが、フランスやアメリカ合衆国の競馬界では禁止薬物に指定されている。しか

し、日本競馬界では動物用のイブラトロピウムがあまり市場に流通していないので、

当時は禁止薬物に指定していなかったが、この事件をきっかけに2008年1月から禁

止薬物となった。

最近、スポーツ界におけるドーピング問題は社会的影響も大きいことから、文部

科学省はドーピングの防止と根絶を目指す反ドーピング条約を昨年末締結したこと

を受け、「スポーツにおけるドーピングの防止に関するガイドライン」を策定し、

違反認定の手続きや制裁内容を定めた。制裁については資格停止に加え、文部科学

省や各種団体から選手や指導者への補助金の給付停止が新たに加えられた。しかし、
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禁止薬物の中には喘息患者に対する治療薬などもあり、喘息の子供の割合が10年

前と比べ2倍以上に増え、過去最高となり、今尚増加傾向にあるという現状をいか

に解決するか難しい問題となっている。また、近づく高齢化社会における老人の筋

萎縮による寝たきり老人の増加に対する薬物療法と筋力トレーニングによる治療は

より科学的で適切な方法の設定が求められて来ている｡そこでトレーニングによる生

体の適応効果を明らかにするひとつの手段として、ドーピング規制薬物を利用し、そ

れらの詳細な作用機序を遺伝子またはタンパク分子レベルで明らかにする必要があ

り、今回は骨格筋を対象にその検討を行った。
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第2章 骨格筋での検討

I序論

2006年3月、日本が奇跡的に優勝した国別対抗戦「ワールド・ベースボール・ク

ラシック(WBC)」で、国際野球連盟(IBAF)は、準決勝に進出した韓国代表の朴明

桓投手のドーピング検査陽性で違反処分をしたことは記憶に新しい。また少し前の

2004年のギリシヤでのアテネ・オリンピックでもハンマー投げのアドリアン・アヌ

シュ（ハンガリー）選手がドーピング違反となり、日本の室伏選手の繰上げ優勝が

認められ大変話題となった。こういった華やかなスポーツ大会の裏では必ず問題と

なる薬物の不正使用、いわゆるドーピング問題があり、国際オリンピック委員会

(IOC:InternationalOlympicCommittee)はドーピング禁止薬物として､興奮剤、

麻薬性鎮痛剤、蛋白同化剤などを指定している(Thble.1)。近年、米国カリフォル

ニア州にあるベイエリア研究所(BALCO:BayAreaLaboratoryCo-Operative)が、

禁止薬のリストには載ってないドーピングの新物質THG(Tbtrahydrogestrinon)

を開発していたことが明らかとなった。これは、禁止物質に記載されている

Gestrinonの構造の一部を組み替えて､それまでのドーピング検査方法では検出でき

ないように意図的に作られた筋肉増強を目的とした物質であった。また、2005年2

月に、アメリカ大リーグで1980年代後半から90年代に活躍した強打者Jose

Canseco選手が、自身のドーピング使用や、メジヤーリーガーの薬物使用について

暴露し、世界のスポーツ界に衝撃を与えた。これらの衝撃的な事件は、社会のドー

ピングへの関心をますます高めることとなった。

さて近年、喘息患者が世界的に増加傾向にあるが、ひとえに喘息といっても、一

般的な喘息のほかに、一流運動選手にも見られる運動誘発性喘息もある35)。喘息の

諸症状を緩解するために用いられている薬物として、β2-agoniStがあげられるが、

Clenbuterolなど一部のβ2-agOniStは筋肥大作用を有することから、ドーピング禁止

薬物としても指定されている。オリンピックにおいて、喘息あるいは運動誘発性の
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喘息を持つ選手については、事前申告があれば、ドーピング禁止薬ではあるが、喘

息の発作を止めるサルブタモールなどのβ2-agOmStの吸入は筋肉増強作用が弱いと

いうことで使用が認められていた。しかし、2000年に開催されたシドニーオリンピ

ックでは事前申告する選手の数があまりにも多く、喘息治療目的以外の作為的なド

ーピング使用が疑われ､IOCは2002年に開催されたソルトレークシティ冬季オリン

ピックから、これまでの簡単な申告ではなく、発作時の諸検査のデータや誘発試験

の結果など、医学的に吸入が必要であるという証拠をつけての、より詳細な申告書

の提出を義務付けるようになった。

62･agOmstであるClenbuterolはβ2-adrenoceptorを介し、細胞内cAMP濃度を上

昇させ、PKA(proteinkinaseA)を活性化させる。その結果、解糖系の冗進、遊離

脂肪酸やエピネフリンの動員など、様々な体内動態に影響することが知られている

60)。またPKAの活性化はCREB(cAMPresponseelementbindingprotein)の活

性化を経由して様々なタンパク質の転写を促進することが知られている’0)。

62･agOniStのCREBを介したタンパク質の転写活性化を表す模式図をFig.1に示し

た。Clenbuterolは、体内で代謝を受けにくく、持続的な強い平滑筋弛緩作用を有し

ている。日本では、製薬企業の帝人（株）から「スピロペント」の製品名で発売さ

れており、気管支喘息、慢性気管支炎、気道閉塞障害に基づく呼吸困難など諸症状

の緩解に用いられている。他にもテオフイリンやツロブテロールなどが気管支喘息

の治療に用いられることもあるが子供への投与で死亡事故が起きたり、作用時間が

短かすぎたりで結局Clenbuterolに依存する医療機関は多い。また、この薬物は膀胱

平滑筋を弛緩し、膀胱内圧を低下することから腹圧性尿失禁にも適用されている。

Clenbuterolは、臨床においてこのような様々 な疾患を治癒する目的で使用されてい

るが、スポーツ界では骨格筋肥大作用や、心肥大、高血圧冗進などの副作用を有す

ることから、ドーピング禁止薬物として指定されている。2004年のアテネオリンピ

ックでは、2人の選手がClenbuterolの不正使用により、処分を受けた。また
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Clenbuterolは、スポーツ界だけではなく、より肉付きの良い家畜を得ようとする食

肉改善の目的での使用や、脂肪燃焼作用によるダイエット目的での使用が行われる

可能性があり44)、このような不適切な使用を防止する必要がある。特に、マイナス

の作用として心筋の肥大63)と骨の成長抑制56)をもたらすことが報告されており、医

薬品の適正使用ならびに副作用に関する正しい情報が求められている。

62-agOniStによるPKA活性化によって引き起こされるCREBの活性化に影響され

るものとして、筋肉細胞内の乳酸の代謝において重要な役割を果たすLDH(Lactate

dehydrogenase:乳酸脱水素酵素）がある26,51)｡Clenbuterolは代謝特性の面におけ

る影響として、乳酸の代謝に関与するLDHのアイソザイム分布にも変化をもたらす

ことが知られている55)｡LDHには心筋と骨格筋において5つのアイソザイムがあり、

遅筋にはLDH-H(心臓型:H型）が多く、速筋にはLDH-M(筋肉型:M型）が多

く発現している。主として、LDII-Hは乳酸の酸化に、IDR-Mは細胞内プロトンを

減少させ、乳酸への還元に関与している。常川らはClenbuterolの投与により、雄ラ

ットにおいて、より無酸素的な速筋タイプへのLDHアイソザイム分布の移行が引き

起こされることを報告している55)。遅筋と速筋における乳酸代謝の違いについては

Fig.2に簡単に示した。このI｣DR-Mの発現冗進は、そのプロモーター部位にCREB

の結合部位があることが理由の1つとして考えられる。また一般に、LDII-Mの増加

はガン細胞を始めとして細胞増殖のシグナルと関連するとも言われており40,50)、薬

物による筋肥大におけるメカニズムを考える上で非常に興味深い。

筋肉の発生は多能性中胚葉細胞が筋形成へと決定づけられ、筋芽細胞になり、一

定の細胞数に達すると互いに融合して多核の筋管細胞になり、成熟後に筋線維とな

る。これらの過程を制御する因子として、MyoDファミリーがある。MyoDファミリ

ーはbasichelix-loop-helix(bHLH)構造を有する骨格筋に特異的に発現している

転写調節因子であり、様々な骨格筋特異的遺伝子の転写を促進することにより、骨

格筋細胞の運命決定と細胞分化を正に調節している6)｡MyoDファミリーにはMyo
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D、myogemn、Myf5、MRF4の4種類が存在し、n町oDは速筋に、myogeninは遅

筋に多く発現していることが知られている37)。そのうち、MyoDと恥7$は非筋細

胞から筋芽細胞への運命決定に、myogenmとMRF4は筋芽細胞から筋管細胞への

最終分化に働いていることが知られている6)。筋原性分化におけるMyoDfamilyの

役割については、簡単な模式図をFig.3に示した。現在のところClenbuterolがこ

れらの筋細胞特異的な核内調節因子であるMyoDやmyogeninに影響を及ぼすとい

う多数の報告がされているが、見解は一致しておらず、詳細は明らかとはなってい

ない15,33,37,64)。常川はClenbuterolの投与により、雄ラットにおいて、筋線維タイ

プの速筋化が引き起こされることを報告しており、筋線維タイプの速筋化について

はMyoDの結合部位が速筋型ミオシンのDNA配列の上流に存在することが報告さ

れていることからその関与が強く示唆されている37,47)。

筋肉の成長に関与するものの1つとして、成長因子であるIGF-1(Insulm-nke

growthfactorl)があげられる。IGF-1は筋成長を促進することが知られており、

IGF-1受容体を介してAktが活性化されると､GSK-36(GlycogenSynthaseKinase-

3β)やmTOR(mammaliantargetofrapamycm)のリン酸化が促進され、結果として

タンパク質合成が促進されると言われている53,57)。持続して肉体運動を行うと、

IGF-1の発現は増大する17)。また、IGF-1は、satellitecenの増殖もしくは活性化

を刺激するという報告もある2)。骨格筋で特異的に発現されるIGF-1の2つのアイ

ソフォームのIGF-1EaとMGF(mechanogrowthfactor)は骨格筋の機械的負荷によ

り発現が制御されていることが知られており、これらの骨格筋特異的なIGF-1アイ

ソフォームがオートクライン、あるいはパラクラインにより骨格筋機能を制御する

と考えられている21)｡AwedeらはClenbuterolの投与により、SOLにおいて3日目

にIGF-1mRNAが増加するが、その後は減少し、9日目には元のレベルまで下がる

という一過性のIGF-1の増加について報告している')｡Clenbuterolの投与による筋

肥大においてのIGF-1の役割の重要性については、多数の議論がおこなわれてはい
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るものの、現在のところ明確な結論は得られていない。

骨格筋の成長を負に制御する因子の1つとして、Myostatinが知られている。

MyostatinはTGF(TYansfDrm血ggrowthfactor)･Psuperfamilyに分類され、骨格

筋形成のnegativeregulatorとして機能することが知られており､Myostatm欠損の

変異体は､著しい筋肥大の表現型、「doublemuscle」を示すことがわかっている27)。

最近ではその遺伝子欠損のある子供が異常に体格が大きく力持ちであると言うニュ

ースも流れていて興味深い｡Myostatinはオートクラインにより、筋肉特異的調節因

子であるMyoDとmyogenmの発現を抑制し、筋原性の分化を制御することが報告

されている29,4③｡また､MyostatinはActRIIB(activmtypellBreceptor)に結合し、

Smadを介して作用を示すことも知られている61)｡Clenbuterolの投与による

Myostatinの発現への影響については今までのところ報告されてはおらず、

Clenbuterolの投与がMyostatmの発現に変化をもたらす可能性も考えられるが､詳

細は不明であり早急に解析が求められている。

基底層と筋線維の間に存在するsatellitecellは、未分化の筋肉前駆細胞であり、

筋肉の損傷などの刺激により活性化され、細胞分裂を開始して増殖し、分化した後

に筋肉細胞に融合することにより、骨格筋を再生する48)。そしてsatellitecenは、

出生後の筋肉の成長にもまた重要な役割を果たしている6)。筋肉の肥大には、筋肉細

胞へのsatemtecellからの核の供給が重要であると考えられている。satellitecell

の細胞膜上にはNotchl受容体が存在し、細胞増殖に関連するシグナルを伝達して

いることが知られており’2)、satellitecellは、隣接する筋肉細胞もしくは他の

satellitecenの細胞膜上に存在するNotchのリガンドからの増殖のシグナルを受け

て、筋肉の増大に寄与していると考えられる。また、興味深いことにこのNotch

Signahngは、細胞増殖を促進する一方で、筋原性前駆細胞の分化を阻害することが

報告されている12,25)｡NotchSignalingは、他の分泌型リガンドを介したシグナル

伝達とは異なり、リガンド、受容体ともに細胞膜上に存在するため、細胞同士の接
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触によって活性化されるという特徴を持つ。哺乳類におけるNotchのリガンドは、

Delta-hke、Jaggedなどが知られている。NotchSignalingは発生期における細胞分

化運命決定など、さまざまな生命現象に大きく関わっていることが知られている。

骨格筋において、Delta-likelがNotchlを活性化して筋肉前駆細胞の増殖を促進す

る一方、筋原性の分化を抑制することが報告されており12)、Jaggedlにおいても同

様にNotchlを介して筋原性分化を抑制するという報告がされている31)｡Notch

Signahgを調節する因子の一つとしてNumbがあげられる。細胞質に存在する

Numbは、Notchの細胞内ドメイン(MCD:Notchintracellularcytoplasmic

domain)に結合することにより、MCDの核内移行を阻害し、NotchSignalingを抑

制することが知られている59)｡NumbによるNotchSignalingの阻害は、増殖する

細胞をcenqrcleから出して筋原性の分化を引き起こすことが報告されている12)｡筋

原性前駆細胞が増殖する際には､Numbの不斉の局在が見られ､様々な細胞内Numb

レベルの細胞が産生されるということもまた報告されている’2)。筋原性分化におけ

るNotchSignahngの役割については、模式図をFig.4に示した。NotchSignalmg

が筋肥大において重要な役割を果たすことから、Clenbuterolによって引き起こされ

る筋肥大との関連が考えられるが、ClenbuterolによるNotchSignahngへの影響は

現在のところ報告されてはおらず、詳細は不明である。

Clenbuterolの骨格筋肥大作用に関してはこれまでに多くの報告がなされている

が、肥大の詳細なメカニズムについては、現時点においてはあまり明らかにされて

はいない。Clenbuterolとβ-antagonistを同時に投与すると、Clenbuterolの筋肥大

作用が減弱するという報告5)やβ-adrenoceptorを欠損したマウスにおいては

Clenbuterolは筋肥大作用を示さない24)という報告がされており、Clenbuterolの筋

肥大作用にはβ2-adrenoceptorが関与すると考えられている。しかし、遅筋よりも速

筋において筋肥大の影響が強く見られることが報告されており28,47,55)、遅筋の方が

速筋よりもβ2-adrenoceptorが多く発現していることを考慮すると34)、Clenbuterol
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の筋肥大作用においては、β2-adrenoceptorを介した直接的な作用だけではなく、

IGF-1などの関与による蛋白合成系の冗進1)､ユピキチンープロテアソーム経路を介

する蛋白分解系の抑制65)、さらにはSatemtecellの活性化など、様々な間接的作用

を介する可能性が考えられ、複雑な機構によって制御されていることが推察される。

しかし、この筋肥大のメカニズムの解明は、高齢者の筋萎縮症（サルコペニア）や

筋ジストロフィ－のような筋肉萎縮性疾患の治療にとって重要な情報をもたらすこ

ともまた予測される。しかし、薬物による強制的な激しい刺激は他の臓器細胞やガ

ン細胞などの増殖活性化作用の危険性も含有している。

そこでClenbuterolの骨格筋に及ぼす影響の詳細を解明する一端として､成長期の

雄ラットを用いて、Clenbuterolの骨格筋肥大作用に関与すると推測される種々の因

子へ及ぼすClenbuterolの影響をmRNAレベルで明らかにすることを本研究の目的

として実験を行った。

なお、本文で頻用される用語は以下のように略記した。

CLEB:clenbuteroltreatmentgroup

CREB:cAMPresponseelementbindingprotein

EDL:extensordigitorumlongus

EDTA:ethylenediaminetetraaceticacid
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IGF-1:insulin-likegrowthfactorl

LDH:1actatedellydrogenase

MGF:mechanogrowthfactor

NICD:notchintracellularcytoplasmicdomain

PKA:proteinkinaseA

PMS:phenazinemethosulfate

PMSF:phenylmethylsulfbnylnuoride

SOL:soleus
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Ⅱ方法

投与条件

実験は7週齢のSpragueDawley系雄ラット（日本SLC,Hamamatsu)12匹を用い

て行った。入手後1週間の予備飼育をした後、無作為に対照群(Control:

n=6),Clenbuterol投与群(CLEB:n=6)の2群に分け、プラスチックケージ

（25×40×20cm)にて群ごとに3匹ずつ飼育した（室温2&1℃)。

CmBには15日間、生理食塩水に溶かしたClenbuterol(Sigma-ALDRICH,

Steinheim,Germany)を皮下注射(2mg/kg/day)により投与し、Controlには同量

の生理食塩水を同様に投与した。Clenbuterolの投与量は通常喘息治療に用いる濃度

の1500倍であるが、LD50の1/150であり、他の先行研究47)を参考とした。

実験期間中、飼料(CRF-1,CharlesRiverJapan,Ybkohama)と飲水は自由摂取

とし、毎日午前10時から11時の間に体重測定を行った。なお、本実験は金沢大学

宝町地区動物実験指針に従って行った（承認番号：050257)。

臓器摘出及び重量測定

15日間投与後、過剰のペントバルビタールナトリウム（ネンブタール、ABBOTT

LmORATORIES,NorthChicago,Imnois)の腹腔内注射(50mg/kg)により麻酔

し、さらに頚椎脱臼により安楽死処置を行った後、即座に筋肉を摘出し、湿重量を

測定した。試料として、遅筋線維の多いヒラメ筋(Soleus:SOL)と速筋線維の多

い長指伸筋(Extensordigitorumlongus:EDL)を用いた。SOLとEDLの重量は

両肢それぞれの重量を測定し、その平均値を採用した。
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筋肉の凍結保存

筋湿重量を測定後、LDH活性値測定及びアイソザイム分析に使用しない筋肉試料

は、液体窒素で冷却したイソペンタン（和光,Osaka)中で凍結した。凍結した筋肉

は、使用時まで-80℃で保存した。

LDH活性値測定及びアイソザイムの分析

筋湿重量を測定後､筋肉組織片(約50mg)に50倍量の試料処理液(0.3MSucrose,

0.1MKCl,3mMNaCl,5mMMgCl2,50mMTYis-HCl,0．5mMPMSEpH7､4)

を加え、ホモジナイザー(UIﾉI,RA･TURRAX,JANKE&Kunkel,Deutscmand,

Germany)で均質化した後、オートバランス遠心機(KA-1000,KUBOTA,Tbkyo)

で遠心分離(600×9,10分)を行った。上清の一部は、ラクテートデヒドロゲナーゼC

Ⅱ－テストワコー(和光,Osaka)を用いてLDH活性値の測定を行った｡同様に上清の

一部を用いてLDHアイソザイムの分析を行った。LDHアイソザイム分析は、Dietz

の方法1帥に従い、T｣nRの電気泳動(T=7.0%,C=2.0%)を行い、泳動終了後に乳酸

を基質とし、発色剤としてPMSを用いて活性染色を行った。

RT-PCR法

各組織からのtotalRNA抽出

ラットから採取したSOLとEDLから、ISOGEN(ニッポンジーン社,Tbkyo)を

用いて、指定のマニュアルに従い、totalRNAを抽出した。それぞれの組織片（約

50mg)にISOGEN(1mL)を加え、ホモジナイズ用ペッスルを用いてホモジナ

イズし、室温で約5分間放置した。その後、0.2mLのクロロホルムを加え、15秒間

ボルテックスし、3分間室温で放置後、15分間遠心（4℃,12,000×g)した。水相を

採取し、0.5mLのisopropanolを加えて転倒混和し、室温で7分間放置後、10分間
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遠心（4℃,12,000×g)した。上清を取り除き、RNAのpelletを70%エタノール(1

mL)で洗浄後、5分間遠心(4℃,7,500×g)した。再度、上清を取り除き、totalRNA

のpenetを室温にて風乾した。

Complementarydeoxyribonucleicacid(cDNA)の作製

風乾したRNAを0.1%(v/v)diethylpyrocarbonate(DEPC)処理滅菌精製水に溶

解した。逆転写反応は、totalRNA(約21'g)に逆転写反応液(50mMTYis-

HCl｡H8.3),75mMKCl,3mMMgC12,10mMdithiohreitol,1.OmMdATRdTTR

dGTEdCTR20UmtRNasemhibitori200unitM-MLVreversetranscriptase,

50pmolesrandomprimer)を加え、総量40pLで行った。totalRNA溶液と逆転写

反応液を穏やかに撹枠し、30℃で10分間プレインキュベートした後、42℃で20分

間インキュベートし、cDNAを合成した。

PCRによるmRNA量の検討

得られたcDNA溶液211Lに、10×PCRbuHbr2pL,0.2mMdNTPMixture,

10pmolesprimer(hrward及びreverse),0.5unitKODDashDNAPolymeraseを加

え、滅菌精製水で2011Lとし、穏やかに撹祥した後、チューブにミネラルオイルを重

層してthermalcycler(PCRSystem9700,AppliedBiosystems社,Tbkyo)でPCR

反応を行った。

増幅されたcDNA産物は、1119ll'Lのethidmmbromideを加えた2%アガロース

ゲルで電気泳動し、UVTransnlminator(BioDoc-ItSystem,UVP,Upland,CA)に

よりフラグメントの位置とサイズをLaddermarker(100bpDNALadderj

TOYOBO,Osaka)を用いて確認した。
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ラット18srRNAに対するプライマー配列は、

hrward5'-矼独CATGCCGACGGGCGCTGACC-3'

reverse 5'-CCTGCTGCCTTCCTTGGATG-3'

を使用した。増幅されるフラグメントのサイズは310bpである。

PCRの条件は、熱変性反応98℃10秒、アニーリング反応65.2℃10秒、増幅反

応74℃30秒、30サイクルで行った。

ラットβ2-adrenoreceptorに対するプライマー配列は、

hrward5'-GGCACGGACTCCGAAGTTCCTC-3'

reverse 5'-AGGCACAGTACCTTGACAGTTCAC-3'

を使用した。増幅されるフラグメントのサイズは437bpである。

PCRの条件は、熱変性反応95℃60秒、アニーリング反応61℃120秒、増幅反

応72℃45秒、30サイクルで行った。

ラットMyoDに対するプライマー配列は、

允rward5'-GGGTTCTGCATCTACGCG-3'

reverse 5'-CTCCGCTTTCTGTTCTTTGG-3'

を使用した。増幅されるフラグメントのサイズは303bpである。

PCRの条件は、熱変性反応94℃30秒、アニーリング反応65℃10秒、増幅反応

72℃20秒、35サイクルで行った。

ラットmyogeninに対するプライマー配列は、

hrward5'-ACTACCCACCGTCCATTCAC-3'

reverse 5'-TCGGGGCACTCACTGTCTCT-3'

を使用した。増幅されるフラグメントのサイズは233bpである。
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PCRの条件は、熱変性反応98℃10秒、アニーリング反応63℃10秒、増幅反応

72℃8秒、35サイクルで行った。

ラットIGF･1(Insuhn-likegrowhfactorl)に対するプライマー配列は、

frward5'-GCCAGCTGGTATTHTTTGGA-3'

reverse 5'-CAGTHTGGGAGGCACACACT-3'

を使用した。増幅されるフラグメントのサイズは203bpである。

PCRの条件は、熱変性反応94℃30秒、アニーリング反応61℃4秒、増幅反応

72℃10秒、35サイクルで行った。

ラットMGF(Mechanogrowthfactor)に対するプライマー配列は、

frward5'-GCTTGCTCACCTTTACCAGC･3'

reverse 5'-AAATGTACTTCCTTTCCTTCTC-3'

を使用した。増幅されるフラグメントのサイズは353bpである。

PCRの条件は、熱変性反応94℃30秒、アニーリング反応57℃10秒、増幅反応

72℃20秒、35サイクルで行った。

ラットMyostatinに対するプライマー配列は、

比rward5'-AGAGAGAGGCGAATGTGGAA-3'

reverse 5'-TCACTGCTGTCATCCCTCTG-3'

を使用した。増幅されるフラグメントのサイズは226bpである。

PCRの条件は、熱変性反応98℃10秒、アニーリング反応63℃4秒、増幅反応

72℃10秒、35サイクルで行った。
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ラットNotchlに対するプライマー配列は、

允rward5'-CTGGTTCCCTGAGGGTTTCAA-3'

reverse 5'･GGAACTTCTTGGTCTCCAGGT-3'

を使用した。増幅されるフラグメントのサイズは361bpである。

PCRの条件は、熱変性反応94℃45秒、アニーリング反応60℃10秒、増幅反応

72℃20秒、35サイクルで行った。

ラットJaggedlに対するプライマー配列は、

hrward5'-GCCAGGAACAACACATCAAAGA-3'

reverse 5'-CCTGCCTTAAGTGAGGACATGA-3'

を使用した。増幅されるフラグメントのサイズは163bpである。

PCRの条件は、熱変性反応94℃30秒、アニーリング反応56℃4秒、増幅反応

72℃10秒、35サイクルで行った。

ラットDelta-likelに対するプライマー配列は、

北rward5'-GGACT乳Ⅲ乳ACCTCGTTCG-3'

reverse 5'-TTCTGTCAGGAATCTCCCCA-3'

を使用した。増幅されるフラグメントのサイズは149bpである。

PCRの条件は、熱変性反応94℃30秒、アニーリング反応53℃4秒、増幅反応

72℃10秒、35サイクルで行った。

ラットNumbに対するプライマー配列は、

幼rward5'-CATGGGATGTTCTGTTCATGGT-3'

reverse 5'-TGGGTCTTAATGGGTTCTGTCC-3'

を使用した。増幅されるフラグメントのサイズは104bpである。
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PCRの条件は、熱変性反応94℃30秒、アニーリング反応55℃4秒、増幅反応

72℃10秒、35サイクルで行った。

統計処理

すべての統計値は平均値±SDで示した。得られた結果はF-testの後、unpaired

t-testを行い、LDHアイソザイム分布については、Mann-Whitney'sU-testにより

有意差検定を行った。有意水準はp<0.05またはp<0.01とした。

‐23



Ⅲ結果

Ⅲ-1．ラットの体重及び筋湿重量変化

予備飼育時からのContrOl群及びCLEB群の体重の推移をFig.5に示した。投与

開始時､各群のラット平均体重は、ほぼ同じであった(Control群:297士99,CLEB群：

299:t89)｡投与1日後､CLEB群において一過性の体重減少を示したが､その後CLEB

群の体重増加が見られ、投与6日後にはControl群の体重を上回った(Control群：

336i209,CLEB群:339i79)。その後もCIER群が高値を示し、投与2週間後まで

増加傾向を示した(Control群:385士269,CLEB群:403i109)。これらの変化は従来

から報告されているものと同じであった。

筋湿重量については、矼泡ble.2に示すように、SOL(Control群:186士16mg,CLEB

群:209士16mg;P<0.05)、EDL(Control群:217士12mg,CLEB群:280士12mg;

P<0.01)及び心臓(Control群:1093士82mg,CLEB群:1282zt110mg;P<0.01)におい

てそれぞれ有意な増加が見られた。また、それぞれの体重の差異を考慮して算出し

た体重比に関しては、SOL(Control群:0.48士0.04mg/g,CLEB群:0.52i0.03mg/g)

においては有意な増加は見られなかったものの、EDL(Control群:0.57i0.05mg/g,

CLEB群:0.69士0.04mg/g;P<0.01)及び心臓(Control群:2.84士0.17mg/g,CLEB群：

3.17士0.23mg/g;P<0.05)ではそれぞれ有意な増加が観察され、心肥大と骨格筋の肥

大が認められた。
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矼泡ble､2TheE正脆ctof2WeeksneatmentofClenbuterol

onBodyWeightandMuscleWetWeightinMaleRats

Control(n=6)CLEB(n=6)

Bodyweight(g) 386±25 404±10

六
ｓ
６
０
虹
０
９
肚
加
５０

SOLwetweight(mg)
Ratio(mg/g)

186±16

0．48±0．O4

280±12**

O.69±0．O4**
EDLwetweight(mg)

Ratio(mg/g)

217±12

O.57±O.O5

1282±110**

3．17±O.23*
Heartwetweight(mg)

Ratio(mg/g)

舩
打

士
（
Ｕ

ふ
る
＋
一

９
４
０
８
１
２

Bodyweig趾andmusclewetweiglntofControl(n=6)andCLEB(n=6)ratsare

shown.

Theratiorepresentsrelativeweightofmusclew.wt.tobodyweigllt.

Valuesaremeans±S.D.

SignificantdiHbrencebetweenControlandCLEB,**P<0.01,*P<0.05

m-2.IDRの解析

m-2.1LDH活性に及ぼすClenbuterolの影響

Table.3にLDH比活性値を湿重量当たり(IU/gw.wt.)で示した。

SOL(Control群:116.8:t20.91U/gw.wt,CLEB群:131.8:t36.51U/gw.wt)、

EDL(Control群:390.O士63.41U/gw.wt,CLEB群:416.0"4.61U/gw.wt)ともに有意
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な変化は見られなかったものの、それぞれ増加傾向が観察された。

m-2.2IDNzIアイソザイムに及ぼすClenbuterolの影響

LDHアイソザイムをDietz法による電気泳動により分析し、有酸素的性質の強い

心臓型(H型)の四量体であるH4型から、MH3型、M2R2型、M3H型、M4型へと

順番に筋肉型(M型)の無酸素的性質の強くなる5つのアイソザイムの構成比をFig.6

に示した。SOL、EDLともに移動度の大きい方からH4型、MH3型、M2R2型、

M3H型、M4型の5本のバンFが認められた。

SOLでは､CLEB群において､H4型(ContrOl群:20.5士2.2%,CLEB群:10.2士1.1%;

P<0.01)、MH3型(Control群:32.7士e.1%,CLEB群:23.5".4%;P<O.05)の有意な減

少と、M21zI2型(Control群:''.9士1.5%,CLEB群:26.8i3.3%;P<0.O5)、M3H型

(Control群:22.4士6.6%,CLEB群:36.5士5.7%;P<0.01)の有意な増加が観察された。

また、M4型では有意な増加はみられなかったものの、増加傾向を示した。

Clenbuterol投与によって、有酸素的な遅筋タイプのアイソザイム分布から、無酸素

的な速筋タイプのアイソザイム分布への移行が認められた。しかし、EDLにおいて

は、有意な変化は認められなかった。これらの変化もすでに報告されているものと

同じ傾向であった。
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矼迩ble.STheEHectof2WeeksneatmentofClenbuterolon

MuscleLDHSpecificActivityinMaleRats

Control(n=6)CLEB(n=6)

SOL(IU/gw.wt)116.8±20.9 131．8±36.5

EDL(IU/gW.wt)390.O±63.4 416.O±44．6

MuscleLDHspeciEcactivityinmusclesofComrol(n=6)andCLEB(n=6)ratsare

shown.

Valuesaremeans±S､D.
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m-3.RTPCR法による解析

m-3.1P2･receptorのmRNA発現量に及ぼすClenbuterolの影響

慢性的なP-agonistの投与によりdownregulationが起こることが知られている

B2-adrenoceptorのmRNA発現量の分析結果をそれぞれControlの平均値に対する

割合(%)でFig．7に示した。SOL(Control群:100.019.6%,CLEB群:82.715.1%;

P<O.01)、EDL(Control群:100.0i7.6%,CLEB群:78.1士7.5%;P<O.O1)ともに、

CLEB群において有意な減少が確認された。
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Fig｡7TheEffectof2WeeksneatmentofClenbuterolon

B2-adrenoceptormRNAExpressioninMaleRats

62･adrenoceptormRNAeXpressionmmusclesofControl(n=6)andCIEB(n=6)
ratsisdisplayedaspercentageofControl,whichissettolOO%.

Valuesaremeans±S.D.

SignificantdifferencebetweenControlandCLEB,**P<0.01

m-3.2MyoDfamilyのmRNA発現量に及ぼすClenbuterolの影響
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RTPCR法によるMyoDのmRNA発現量に及ぼすClenbuterolの影響

骨格筋特異的に発現し、非筋細胞から筋芽細胞への運命決定に働く転写因子とし

て知られているMyoDのmRNA発現量の分析結果をそれぞれControlの平均値に対

する割合(％)でFig.8に示した。SOL(Control群:100.OJ=17.9%,CLEB群：

131.4士18.8%;P<0.05)においては有意な増加が見られたものの、EDL(Control群：

100.Oil3.9%,CLEB群:104.1士21.9%)においては有意な変化は観察されなかった。

これは遅筋の速筋化を示唆するものである。

RTLPCR法によるmyogemnのmRNA発現量に及ぼすClenbuterolの影響

骨格筋特異的に発現し、筋芽細胞から筋管細胞への最終分化に働く転写因子とし

て知られているmyogeninのmRNA発現量の分析結果をそれぞれControlの平均値

に対する割合(%)でFig｡9に示した。SOL(Control群:100.O*5.7%,CLEB群：

127.6士5.9%;P<0.ol)､EDL(ContrOl群:100.O士7.3%,CLEB群:127.3i9.1%;P<O.O1)

ともに、CLEB群において有意な増加が確認された。
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Ⅲ-3.3骨格筋成長に関与する因子に及ぼすClenbuterolの影響

RTPCR法によるIGF-1(Insulin-likegrowhfactorl)のmRNA発現量に及ぼす

Clenbuterolの影響

タンパク質合成を促進させ､筋成長に関与するとされるIGF-1のmRNA発現量の

分析結果をそれぞれControlの平均値に対する割合(%)でFig.10に示した。

SOL(Control群:100.0士3.8%,CLEB群:101.6112.4%)、EDL(Control群：

100.Oill.9%,CLEB群:113.3士18.4%)ともに有意な変化は見られなかった。

RTLPCR法によるMGFMechanogrowthfactor)のmRNA発現量に及ぼす

Clenbuterolの影響

機械的な負荷により発現が誘導されることが知られているMGFのmRNA発現量

の分析結果をそれぞれControlの平均値に対する割合(%)でFig.11に示した。

SOL(Control群:100.O士6.3%,CLEB群:105.3士9.1%)､EDL(Control群:100.Oil4.3%,

CLEB群:107.7士19.4%)ともに有意な変化は見られなかった。

RTLPCR法によるMyostatinのmRNA発現量に及ぼすClenbuterolの影響

TGF('Iransfbrminggrowthfactor)-Psuperfamillyに分類され、骨格筋形成の

negativeregulatorとして機能することが知られているMyostatinのmRNA発現量

の分析結果をそれぞれControlの平均値に対する割合(%)でFig.12に示した。

SOL(Control群:100.0士5.7%,CLEB群:92.1J:11.8%)､EDL(Control群:100.0i6.6%,

CLEB群:98.5士16.1%)ともに有意な変化は認められなかった。
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m-3.4Notchsignalingに及ぼすClenbuterolの影響

RTPCR法によるNotchlのmRNA発現量に及ぼすClenbuterolの影響

Notchlの活性化は筋芽細胞の増殖を強力に促進することが知られている｡Notchl

のmRNA発現量の分析結果をそれぞれContrOlの平均値に対する割合(%)でFig.13

に示した。SOL(Control群:100.0=t24.9%,CLEB群:100.6i25.1%)、EDL(Control

群:100.0±19.6%,CLEB群:101.3士13.5%)ともに有意な変化は見られなかった。

RTPCR法によるGJaggedlのmRNA発現量に及ぼすClenbuterolの影響

Notchのリガンドの1つであるJaggedlのmRNA発現量の分析結果をそれぞれ

Controlの平均値に対する割合(%)でFig.14に示した｡SOL(ContrOl群:100.0il8.8%,

CLEB群:97.1il8.2%)、EDL(Control群:100.0士12.6%,CLEB群:102.2116.4%)と

もに有意な変化は見られなかった。

RTPCR法によるDelta-likelのmRNA発現量に及ぼすClenbuterolの影響

哺乳類のNotchのリガンドの1つであり、satenitece皿の活性化に関与すること

が知られているDelta-likelのmRNA発現量の分析結果をそれぞれControlの平均

値に対する割合(%)でFig.15に示した。SOL(ContrOl群:100.Oi9.5%,CLEB群：

100.7i20.3%)では有意な変化は見られなかったが、EDL(ContrOl群:100.0i25.0%,

CLEB群:167.3士28.O%;P<O.O1)ではCLEB群において有意な増加が観察された。

RTPCR法によるNumbのmRNA発現量に及ぼすClenbuterolの影響

Notchの細胞内ドメインNICD(NotchlntracellularCytoplasmicDomain)の核へ

の移行を制御する調節因子として知られるNumbのmRNA発現量の分析結果をそ
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れぞれControlの平均値に対する割合(%)でFig.16に示した。SOL(Control群：

100.O士10.3%,CLEB群:104.1士19.9%)では有意な変化は見られなかったが、

EDL(Control群:100.0i21.5%,CLEB群:131.0i20.0%;P<O.O5)ではCLEB群にお

いて有意な増加が観察された。
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Ⅳ考察

筋湿重量へ及ぼす影響については、Table.2に示すように、SOL(P<0.05)、EDL

(P<0.O1)においてそれぞれ有意な増加が見られた。また、それぞれの体重の差異を考

慮して算出した体重比に関しては、SOLにおいては有意な増加は見られなかったも

のの、EDL(P<0.01)では有意な増加が観察され、骨格筋の肥大が観察された。筋肥

大に関しては先行研究47,55)においても､雄､雌ともに同様の傾向が観察されており、

ほぼ同じ結果となった。また、遅筋であるSOLよりも速筋であるEDLにおいて筋

肥大の影響が強く見られ、遅筋よりも速筋において強く影響するというKimらの報

告を支持するものであった28)｡Clenbuterolとβ-antagonistを同時に投与すると、

Clenbuterolの筋肥大作用が減弱するという報告5)やP-adrenoceptorを欠損したマ

ウスにおいてはClenbuterolは筋肥大作用を示さない24)という報告がされており、

Clenbuterolの筋肥大作用にはB2-adrenoceptorが関与すると考えられているが、遅

筋の方が速筋よりもβ2-adrenoceptorが多く発現していること34)を考慮すると、遅

筋であるSOLよりも速筋であるEDLにおいて筋肥大が強く見られたことは、

P2-adrenoceptorを介した直接的な作用だけでは説明することができない。したがっ

て、Clenbuterolの筋肥大作用においては、β2-adrenoceptorを介した直接的な作用

とは異なった他の因子を介する可能性が考えられる。Yimlarnaiらは、Clenbuterol

投与が速筋において特異的にユピキチンープロテアソーム経路を介する蛋白分解系

の活性化を抑制し、後肢懸垂による筋萎縮を減弱するということを報告している65)。

Clenbuterolの筋肥大作用を説明するためには、SatelliteCenの活性化や、IGF-1な

どの関与による蛋白合成系の冗進')、蛋白分解系の抑制など、様々な間接的作用を考

慮することが必要であると推測される。

また、矼迩ble.2で示したように、心臓においても、筋湿重量の有意な増加が見られ

(P<0.O1)、心肥大が観察された。また、それぞれの体重の差異を考慮して算出した体

重比に関しても、有意な増加が観察された(P<0.05)。この結果は、Wongらをはじめ
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とする雄ラットでの報告と一致するものであった55,63)。佐藤らは、雌ラットにおい

てはClenbuterol投与により心筋の筋湿重量の増加が起こったものの､体重比では変

化が見られないという結果を報告している47)。これらのことから、Clenbuterolが引

き起こす心肥大においては、性差がある可能性が考えられる。これについては、性

ホルモンの関与や、薬物代謝や排泄速度での性差の関与66)などが考えられるが、詳

細は不明である。本研究では詳細な検討ができなかったが、これまで心肥大に関し

ては、IGF-1やカルシニューリンやレニンーアンギオテンシン系の関与が示唆され

ている｡圧負荷によって心筋のIGF-1のmRNA発現量の増加が見られる58)ことなど、

心肥大形成におけるIGF-1の役割を示唆する報告が数多くなされている。P-agonist

による心肥大の原因には、βアドレナリン作用性の収縮反応とカルシニューリンの関

連42)や、レニンーアンギオテンシン系の関与によるものなど7)、種々のものが考え

られているが、現時点において明確な結論は得られていない。また、P2-agOniSt投与

による心肥大に伴い、プトレシン、スペルミジンなどの細胞増殖と関わりのあるポ

リアミンの濃度変化が起こることも報告されているが’4)、それらはガン細胞の増殖

時にも見られる現象であり、ガン疾患の促進作用との関連についても明らかにはさ

れてはおらず今後の検討待ちである。したがって、Clenbuterolによって引き起こさ

れる心肥大は、骨格筋の肥大とは異なったメカニズムで誘発される可能性も考えら

れ、今後の興味深い検討課題である。

Clenbuterolの代謝特性への影響に関しては、Fig.6に示したLDHアイソザイム

分布の解析結果より、SOLにおいては有酸素的な遅筋タイプのアイソザイムから無

酸素的な速筋タイプのアイソザイムヘの移行が認められたが、EDLにおいて変化が

見られなかった。これらのことから、Clenbuterol投与によりSOLにおいて特異的

に無酸素的解糖系の代謝が促進しているものと推察された。またTable.3に示した

ように、有意な差ではなかったが、SOL、EDLともにLDH比活性値の増加傾向を

示した。これは、ピルビン酸に対するKm値の高いM型の活性値が高いことを考慮
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に入れると、ピルピン酸から乳酸を生成する無酸素的解糖系が冗進していることを

裏付けるものである。常川らはClenbuteiPol投与により、SOLにおいて無酸素的解

糖系の冗進が起こることを報告しており55)、今回の結果とほぼ一致した。以上の結

果は、Clenbuterol投与による解糖系の促進によりSOLにおける乳酸濃度が有意に

増加するというMaclennan&Edwardsの報告32)や､Clenbuterol投与によってSOL

で解糖系の律速酵素であるPFK(phoSphofiFuctokinaSe)の総活性値が上昇し、遅筋で

強く解糖系の冗進が観察されるというDoddらの報告19)を支持するものであった。

遅筋の方が速筋よりもB2-reCeptOrが多く発現している34)ことも考慮すると、今回の

結果は、B2-reCeptorを介したcAMPの増加に伴い、無酸素的解糖系の冗進がもたら

されたと考えられる。さらにLDH活性の増加は、がん細胞の増殖と関連することが

示唆されており40,50)、本研究では詳細な検討を行ってはいないが、薬物による筋肥

大におけるメカニズムを考える上で非常に興味深く、今後の検討課題である。

慢性的なB-agonistの投与によるB2-adrenOcePtOrへの影響を調べるために、

P2-adrenoceptorのmRNA発現量について検討を行った。Fig.7で示したように、

SOL、EDLともに有意な減少が確認された。慢性的なβ-agonistの投与は

62-adrenoceptorのdownregulationを起こすことが知られている20)｡7日間の

Norepinephrineの投与により、B2-adrenoceptorとそのmRNAが減少し、それらの

分布の挙動が一致するというNishikawaらの報告を考慮すると、今回はmRNAレ

ベルでの検討しか行ってはいないが、タンパク質レベルでの減少が起こっているこ

とも十分に考えられ、β2-aarenoCePtOrのdownregulationが起こっていることが推

察される｡今回の結果はClenbuterolの12日間投与により､P2-adrenoceptorのdown

regulationが起こるというLavoieらの報告と同様の結果となった30)。

骨格筋細胞の運命決定と細胞分化を正に調節しているMyoDfamilyに及ぼす

Clenbuterolの影響を調べるため、MyoDfamilyに属するもののうち、非筋細胞か

ら筋芽細胞への運命決定に働く転写因子として知られているMyoDと、筋芽細胞か

45



ら筋管細胞への最終分化に働く転写因子として知られているmyogeninのmRNA発

現量についてそれぞれ検討を行った。Fig.8に示したように、MyoDについては、

SOLでは有意な増加が見られたものの、EDLにおいては変化が見られなかった。こ

れは、佐藤らの雌ラットでの報告とほぼ一致する結果となった47)。また、Fig.9に

示したように、myogeninについては､SOL､EDLともに有意な増加が観察された。

Clenbuterol投与によるMyoDfamilyへの影響については、MyoDに関しては影響

を及ぼさないがmyogeninのmRNA発現は増加するというDaldayの報告15)や、

MyoDのmRNAは増加するがmyogeninのmRNAは減少するというMozdziakの報

告37)もあり、またMyoD、myogeninともに発現が抑制されるといったMaltinの報

告33)など、これまでに数多く報告されてはいるが、意見は一致しておらず、明確な

結論は得られていない。これらの報告の違いの原因は、種差や年齢、投与期間、投

与量などが異なるためであると考えられるが、詳細は不明であり、今後の検討課題

であると考えられる。しかしながら、MyoD、myogeninはともに骨格筋細胞への運

命決定や分化に関与することが知られており、Clenbuterol投与が､MyoD､myogenin

の発現を上昇させることにより除神経後の筋萎縮を遅延させるというWuらの報告

64)を考慮すると、今回の結果で観察されたMyoD、myogeninのmRNA発現増加は

何らかの形で筋肥大に寄与している可能性が考えられる。また、本研究では検討を

行っていないが、MyoDはClenbuterolによって誘発されるmyosinheavychain

isohrmの速筋タイプへの移行に関与しているということが報告されており47)、

Table.2で示した筋湿重量においてSOLよりもEDLで筋肥大の影響が強く見られ

たことから考えると、MyoDに関しては筋肥大よりも筋線維タイプの速筋化に関与

することも考えられる。しかし、詳細は不明であり、これらのことも含め、今後の

興味深い検討課題といえる。

骨格筋成長に関与する因子のmRNA発現量に及ぼすClenbuterolの影響を調べる

ため、タンパク質合成を促進させて筋成長に関与するとされるIGF-1と、機械的な
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負荷により発現が誘導されることが知られているMGFのmRNA発現について検討

を行った。Fig.10に示したように、IGF-1については、SOL、EDLともに有意な変

化は観察されなかった。IGF-1(Insulin-likegrowthfactorl)は、受容体を介してAkt

を活性化し、GSK-3P(GlycogenSynthaseKinase-3B)やmTOR(mammaliantarget

ofrapamycin)のリン酸化を促進し、タンパク質合成を促進する結果、筋肥大に寄与

することが報告されている53,57)｡AwedeらはClenbuterolの投与により、SOLにお

いて3日目にIGF-1mRNAが増加するが、その後は減少し、9日目には元のレベル

まで下がるというIGF-1の一過性の増加について報告1)しているが、このことを考

慮すると、本研究では2週間投与後に筋肉を摘出して解析を行ったため、すでに

IGF-1のmRNAは元のレベルまで下がってしまったということも考えられる。これ

らのことからClenbuterolの誘発する筋肥大のうち投与初期における筋肥大におい

ては、局所的なIGF-1産生の増加が寄与することも考えられるが、この一過性の

IGF-1産生増加についてはSOLにおいての報告しかされておらず､SOLにおいては

顕著な筋肥大が見られなかったという本研究の結果からも、Clenbuterolの誘発する

筋肥大へのIGF-1の寄与は少ないものと考えられ、別の機序がこの筋肥大に関与す

る可能性が考えられる。しかし、本研究の結果ではClenbuterolの誘発する筋肥大に

おけるIGF-1の役割を除外することはできず､今後の検討が必要であると思われる。

また、Fig.11に示したように、筋肉の機械的刺激によって誘発されることが知ら

れているMGFについても、SOL、EDLともに有意な変化は見られなかった。MGF

のmRNA発現においてはClenbuterolの直接的影響はほとんどないということが考

察される。一過性のIGF-1産生増加が起こるというAwedeらの報告を考慮に入れる

と、IGF-1の場合と同様に、MGFの発現もClenbuterol投与によって一過性の変化

を示す可能性も考えられるが、Clenbuterolの誘発する筋肥大においては、MGFは

あまり重要な役割を果たさないことが示唆される。しかし、筋量の変化や中枢刺激

における変化が生じた場合には、二次的に変動する可能性も残されており、今後検
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討する余地があると思われる。

また骨格筋形成のnegativeregulatorとして機能することが知られている

MyostatinのmRNA発現についても検討を行った｡Fig.12に示したように、SOL、

EDLともに有意な変化は見られなかった。このことは、Clenbuterolが筋成長を負

に制御しているMyostatinの発現には影響を及ぼさず、他の機構を介して筋肥大を

誘発するということを示唆する。

ClenbuterolがNotchSignalingに及ぼす影響を調査するため、myoblastの増殖

を強力に促進することが知られているNotchl、Notchの哺乳類のリガンドとして知

られており筋分化過程に関与することが示唆されているJaggedlとDelta-likel、

Notchの細胞内ドメインNICD(NotchlntracellularCytoplasmicDomain)の核への

移行を制御する調節因子として知られるNumbのmRNA発現量についてそれぞれ

検討を行った。Notchは現在4つの受容体(Notchl～4)が知られているが、筋の

分化にはNotchlが関与している。Fig.13に示したように、Notchlについては、

SOL、EDLともに有意な変化は見られなかった。Notchlの活性化はmyoblastの増

殖をもたらすといわれているが12)、ClenbuterolはNotchlのmRNA発現において

は影響しないことが示唆される。次に、Fig.14に示したように、Jaggedlについて

検討を行ったところ、SOL、EDLともに有意な変化は見られなかった。Jaggedlに

関してはNotchlを介して筋原性分化を抑制するという報告がされている31)が、

ClenbuterolはJaggedlのmRNA発現においても変化をもたらさないことが考えら

れる。また、Fig.15に示したように、Delta-lil<elに関しては、SOLでは変化が見

られなかったものの､EDLではCLEB群において有意な増加が観察された｡Co皿boy

らは、筋損傷が起こるとDelta-lilrel発現の急速な増加が起こり、それによって開始

されるNotchSignalingによってSatellitecellの活性化や細胞の運命に影響を与え

る’')ことを報告しており、このことを考慮に入れると、今回の結果はClenbuterol

によって引き起こされる筋肥大において、Delta-likelの増加によるSatellitecellの
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活性化や増殖が重要な役割を果たす可能性を示唆する｡またFig.16に示したように、

Numbについても、SOLでは変化が見られなかったが、EDLではCLEB群におい

て有意な増加が観察された。NumbによるNotchシグナルの阻害は、増殖する細胞

をcellcycleから出して筋原性の分化を引き起こすことが報告されており12)、このこ

とから、Numbの増加による筋原性の分化の促進が、Clenbuterolの誘発する筋肥大

に寄与している可能性が示唆される。また矼泡ble.1で示した筋湿重量においてSOL

よりもEDLで筋肥大の影響が強く見られたことも、EDLにおいてDelta-]ilrelと

Numbが増加するという結果と一致し、Delta-likelとNumbの増加がClenbuterol

の誘発する筋肥大に関与するということを支持するものである。また、筋原性前駆

細胞が増殖する際、Numbの不斉の局在が見られ、様々な細胞内Numbレベルの細

胞が産生されるということが報告されている’2)。このことを考慮すると、Numbの

上昇は筋芽細胞の増殖に伴って起こったものとも考えられるが、筋前駆細胞が増殖

しているかどうかは本研究では検討していないので、これについては明言すること

はできない。これらをまとめると、Clenbuterolの投与によりDelta-likelの発現が

増加しNotchSignalingが促進され、そのシグナルを受けた筋前駆細胞は増殖し、こ

の増殖においては、様々なNumb発現レベルの細胞が産生され、高いNumlJレベル

を有する細胞に関してはNotchSignalingを阻害することにより筋肉細胞への分化

が促進され、低いNumbレベルを有する細胞に関しては再度NotchSignalingを受

けて増殖するという推論が考えられる。しかし、Numb増加が制御されている仕組

みはまだは不明である。この推論を簡単に表した模式図をFig.17に示す。これは推

測であり、このNotchSignalingに関してはまだ不明な点が多く、今後の研究課題で

あると考えられる。Fig.18に筋形成のプロセスからとケガやトレーニングによる成

熟した組織からsatellitecellを介して肥大するプロセスをまとめた。またこのよう

な細胞増殖のシグナルは前述したLDH活性の増大とも関連しており、この薬物が骨

格筋など特異的臓器にのみ作用するのであれば問題ないが、がん細胞の増殖の誘導
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に関与する可能性もあり、注意深い検討が必要であると思われる。

本研究の結果より、Clenbuterolの誘発する筋肥大において、myogenin、Notch

Signalingが関与する可能性が示唆された。しかし、このClenbuterolのアナボリッ

ク作用に関与すると考えられる因子は多岐にわたっており、複雑な機構によって制

御されていることが推察される。最近、PKAを介したアデニル酸シクラーゼシグナ

ル伝達とその標的転写因子CREBがWntによる筋原性遺伝子発現に必要であるとい

う報告がされている9)｡分泌型糖タンパク質であるWntファミリーの特定メンバー

の一部は、哺乳類の胚発生の際に筋発生決定因子であるPaX3、MyoD、Myf5遺伝子

の誘導に関与するといわれている43)。本研究では実施できなかったが、このCREB

を介したPKAシグナル伝達によるWntの筋発生の制御が､Clenbuterolの筋肥大作

用に関与する可能性も考えられ、今後の興味深い検討課題である。Clenbuterolが誘

発する筋肥大のメカニズムについては、まだまだ不明な点が多く残っており、詳細

を明らかにするためには、これらを含めた様々な因子についての解析が必要であり、

さらなる研究が必要であると考えられる。更にNotch経路(Notchpathway)は神経、

造血、血管、体節などの様々な分化過程に関係し、ヒトを含め脊椎動物から節足動

物まで多くの後生動物でよく保存された遺伝子調節（シグナル伝達）経路であり、

NotchカスケードはNotchとNotch受容体、それと核へNotchシグナルを伝える細胞

内タンパク質から成っている。哺乳類においては現在5種類のリガンFと4種類の

受容体が発見されていて、Notchの受容体にリガンドが結合すると細胞表面のNotch

タンパクはあるプロテアーゼに切断されて、細胞内ドメインが細胞質へ遊離して核

内のCBF1と結合することで、標的遺伝子の転写活性が行われると言われている。興

味深い事に、Notchシグナリング経路は青春期に達すると新しい細胞の成長を抑制し、

成人では神経ネットワークを安定にする。しかし、最近白血病の一種、T細胞性急性

リンパ芽球性白血病(T-ALL)とnotchlの協同するシグナル伝達経路が特定されるな

どガン進行プロセスとの関係が明らかになり、薬物は骨格筋以外の組織への影響を
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無視することが出来ない状況に成りつつある。従って、運動によるトレーニングの

効果をより有用にするためには単なる薬物利用による筋肉組織の改善だけではなく

自然な運動での変化と薬物による変化の違いを明らかにするなどの更なる努力が求

められる時期に来ていると思われる。
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第3章まとめ

本研究では、ドーピング規制対象薬に指定されているClenbuterolを成長期の雄ラ

ットに投与し、骨格筋肥大作用についてmRNAレベルから検討を行った。得られた

結果は次の通りである。

(1)SOL、EDL、心臓において筋湿重量の有意な増加が認められた。また、EDL、心

臓においては、体重比においても有意な増加が認められた。

(2)代謝特性に及ぼす影響に関しては、SOLにおけるLDHアイソザイムのLDH-M

型の増加が観察された。また、LDH活性においてはSOL、EDLともに有意な変

化は見られなかった。Clenbuterol投与によりSOLにおいて特異的に無酸素的解

糖系の代謝の促進が考察され、乳酸代謝の速筋型化が起こっているものと考えら

れた。

(3)Clenljuterol投与により、B2-adrenoceptorのmRNA発現の減少が見られ、down

regulationが起こっているものと考察された。

(4)Clenbuterol投与のMyoDfamilyへの影響については、MyoDのmRNA発現の

SOLにおける増加が観察された。またMyogeninに関してはSOL、EDLともに

有意な増加が観察された。

(5)Clenbuterol投与の骨格筋成長に関与する因子への影響については、IGF、MGF

のmRNA発現はいずれもSOL、EDLともに変化が見られなかった。また、

MyoStatinのmRNAに関してもSOL、EDLともに変化が見られなかった。

(6)Clenbuterol投与のNotchSignalingへの影響については、Notchl、Jaggedlの

mRNA発現はSOL、EDLともに変化が見られなかつた。しかし、Delta-likel、

NumbのmRNA発現はともにSOLでは変化が見られなかったものの、EDLに

おいては有意な増加が見られた。
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遅筋である､SOLよりも速筋であるEDLにおいて筋肥大の影響が強く見られたこ

とから、Clenbuterolの筋肥大作用においては、β2-reCePtOrを介した直接的な作用

だけでは説明がつかず、それとは異なった他の因子の生成を介する可能性が示唆さ

れる。本研究の結果より、Clenbuterolの誘発する筋肥大においてはDelta-likelの

増加に引き続くNotchSignalingの増大とNumbの増加による筋分化の促進が関与

することが示唆された。また、myogeninにおいてもClenbuterolの筋肥大作用に寄

与する可能性が考察された。MyoDに関しては筋肥大よりも速筋化において重要な

役割を果たしているように考えられる。IGF-1においては、Clenbuterolの筋肥大作

用に寄与する可能性も捨てきれないが､その寄与はあまりないように思われる｡MGF、

MyoStatinのmRNA発現に関しては、Clenbuterol投与による影響はほぼないと考

えられ、筋肥大作用に寄与する可能性も低いと考察される。また、心肥大が起こる

といったことから、体に悪影響をもたらすことが考えられ、筋肥大を目的に

Clenbuterolをドーピング目的で安易に用いることは、危険であると考えられる。

Clenbuterolが誘発する筋肥大のメカニズムについては、まだ不明な点が多く残っ

ており、詳細を明らかにするためには、従来から言われているPax3やPax7の動態

だけでなく最近報告されたWntによる筋分化の制御を含めたその他の様々な因子に

ついての解析とトレーニングによる筋肥大との違いを詳細に検討するためにさらな

る研究が必要であると考えられる。
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