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ラット懸垂萎縮筋と懸垂中に伸張を与えたヒラメ筋の微小終板電位（m.e.p.p.）について

小峰　秀彦１，乾　　公美２，石澤　光郎３

札幌医科大学大学院保健医療学研究科修士課程１

札幌医科大学保健医療学部理学療法学科２

札幌医科大学保健医療学部作業療法学科３

要　　　旨

後肢懸垂による廃用性筋萎縮モデルラットを用い、①後肢懸垂に伴う神経筋伝達機能の変化と、②懸垂

萎縮筋に対する筋伸張の影響を調べることを目的とした。後肢懸垂群（HS群）、後肢懸垂+筋伸張群

（HS+MS群）、対照群（CONT群）の３群に対し、２週間の後肢懸垂後、ヒラメ筋-脛骨神経標本の微小

終板電位（m.e.p.p.）を測定した。その結果、HS群とHS+MS群のm.e.p.p.立ち上がり時間は、CONT群

に比べて有意に延長した（P<0.05）。また、HS群とHS+MS群のm.e.p.p.発生頻度は、CONT群に比べて

有意に低下した（P<0.05）が、HS群とHS+MS群に有意差はなかった。後肢懸垂に伴うm.e.p.p.の変化に

ついては、シナプス間隙、acetylcholinesterase活性、神経終板領域との関連から考察した。懸垂萎縮筋

に対して筋伸張の影響が見られなかった原因として、①筋萎縮防止の程度が不十分だった、②筋伸張は

m.e.p.p.の維持に関与しない、の二点が可能性として考えられた。

＜索引用語＞後肢懸垂、廃用性筋萎縮、微小終板電位（m.e.p.p.）、筋伸張、ラット

緒　　言

廃用性筋萎縮の防止に関して、荷重が困難な場合を想

定した等尺性運動１）や、電気刺激２）の検討がされてきて

いる。しかしながら、等尺性運動は患者の意識レベルが

低い場合には行えず、電気刺激は疼痛が生ずる。山崎ら3）

は、これらの点を考慮した方法として、後肢懸垂中のラ

ットヒラメ筋に対し、麻酔下で一時的な筋伸張を加える

ことによって廃用性筋萎縮が防止されたことを報告して

いる。しかしながら、筋伸張による萎縮防止効果の機序

は明らかにされていない。

後肢懸垂による廃用性筋萎縮において、神経筋接合部

は変性することが組織学的研究によって示されている4,5）。

また、in vitroでの筋伸張は、神経筋伝達機能を促進す

ることが知られている6,7）。このことから麻酔下での筋伸

張による筋萎縮防止機序として、神経筋伝達機能が促進

されることで神経筋接合部が機能的に維持され、これに

より筋萎縮が防止されたことが考えられる。しかしなが

ら、後肢懸垂による廃用性筋萎縮で見られる神経筋接合

部の組織学的変化が、神経筋伝達機能に影響するのかは

明らかではない。また、筋伸張による神経筋伝達機能の

一時的促進効果が、伝達機能の維持作用を持つことや、

その維持が筋萎縮防止につながることについても明らか

ではない。

そこで本研究は、ラットを用いて後肢懸垂法による実

験的筋萎縮モデルを作製し、ヒラメ筋ー脛骨神経標本の

微小終板電位（miniture end plate potential : m.e.p.p.）

を指標にして、①後肢懸垂による筋萎縮に伴う神経筋伝

達機能の変化を明らかにし、②懸垂萎縮筋に対する筋伸

張の影響を神経筋伝達機能面から探ることを目的として

行った。

方　　法

１．実験動物及び実験デザイン

実験には、三協ラボサービス（株）より入手した13週齢

のWistar系雄ラットを使用し、後肢懸垂群（hindlimb

suspension : HS）、後肢懸垂+筋伸張群（hindlimb

suspension + muscle stretch : HS+MS）、対照群

（control : CONT）の３群に分けた。同一ラットの右肢

をHS群、左肢をHS+MS群とした。被験筋であるヒラメ

著者連絡先：小峰秀彦　734－0023 広島県広島市東雲本町2－9－24  メゾン東雲Ⅱ310
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筋の標本数は、各群４例とした。懸垂期間は、後肢懸垂

によって有意に筋萎縮が認められるとされる２週間８）と

し、懸垂開始から15日目に電気生理学的実験を行った。

CONT群については２週間の通常飼育の後、電気生理学

的実験を行った。動物は、すべて個別ゲージ（276×

445×204mm）で飼育し、体重及び固形飼料（MF飼料、

オリエンタル酵母工業株式会社）の摂取量を毎日測定し

た。HS群、HS+MS群については自由摂餌とし、CONT

群の摂餌量はHS群、HS+MS群とPair-feedingさせた。

摂水は、貯水タンク式自動給水（紫外線流水殺菌装置）

により自由摂水とした。飼育室は、24±2 ℃、湿度50±

10%、各12時間の明期及び暗期に保たれた。

２．後肢懸垂法

後肢懸垂は、山崎らの方法３）を参考に行った（図１）。

すなわち、ナイロン製布地のジャケットで体幹部を巻き、

尾部中枢部とジャケットを銅製の支柱で固定した。ジャ

ケット後方にはジョイントを取り付け、ゲージの天井部

前後に渡した針金に取り付けたジョイントとの間をリン

グチェーンで連結することによって懸垂した。懸垂の高

さは後肢が床につかない程度に調節した。移動は前肢の

みで前後及び 360 度の回転動作が可能で、この状態でゲ

ージ内を動き回れることを確認した。

３．筋伸張

筋伸張は、懸垂翌日から電気生理学的実験を行う前日

まで毎日実施した。筋伸張時間は、組織学的に筋萎縮防

止効果がある20分間とした３）。伸張方法は、ペントバル

ビタールで麻酔後、足関節を最大背屈位にてサージカル

テープで固定した。随意収縮が消失しない場合には再度

麻酔を行った。

４．標本の摘出

２週間の懸垂期間、及び通常飼育の後、ペントバルビ

タール（50mg/kg body weight）をラットの腹腔内に投

与し、麻酔下で脛骨神経ーヒラメ筋標本（以下、標本）

を摘出した。標本摘出中にヒラメ筋の両腱部を木綿糸で

結紮、その距離を最大背屈時、及び最大底屈時にて計測

した後、平均値を算出してこれを静止長と定めた。摘出

した標本のヒラメ筋は容量約30mlの液槽に静止長で固定

した。液層内は、修正Krebs液（組成後述）を約

2ml/minの速度で連続的に灌流した。灌流前及び灌流中

の溶液は、95% O2／5% CO2の混合ガスで十分通気した。

５．溶液

修正Krebs液の組成は、135mM－NaCl、5mM－KCl、

2mM－CaCO2、9mM－MgCl2、1mM－NaHCO2、1mM－

Na2HPO4、11mM－glucoseである。さらにm.e.p.p.の振幅

を 増 大 さ せ 、 そ の 視 認 性 を 良 好 に す る 目 的 で

neostigmine を2μMになるように添加した。

６．m.e.p.p.の記録

細胞内微小電極法９）により、神経筋接合部からm.e.p.p.

を記録した。すなわち、3M NaClを充填した抵抗6-10M

Ωの細胞内微小電極からの電気信号を、微小電極用増幅

器（DPZ－16F, ダイヤメディカルシステム社製）により

増幅し、デジタルストレージスコープ（DS－9121 ,

IWATSU社製）により観察しつつ、データレコーダー

（XR－50, TEAC社製）により磁気テープに記録した。デ

ータの記録に際して 2mVのキャリブレーションをあら

かじめ記録した。

記録は、１標本あたり3－6ヶ所の終板から１分間連続

的に行った。記録中、静止膜電位が±５mV以上変化し

た場合、その終板から得られたすべての記録を除外した。

なお、実験は室温下（19－24 ℃）で行い、液槽内溶液温

度は21±1 ℃とした。

解析は、シグナルプロセッサー（1200A, 日本電気三

栄社製）を用いて、m.e.p.p.の立ち上がり時間、振幅、

発生頻度について行った。静止膜電位は、記録開始時の

値とした。振幅は、静止膜電位の差による影響が考えら

れたため、膜電位による補正を行った。すなわち、得ら

れたすべての記録について標準静止膜電位を80mVとし

て、Kellyの等式10）にしたがって補正した。補正後の振

幅は、平均値の２倍を超えるものを"Giant m.e.p.p."とし、

振幅、立ち上がり時間、発生頻度の解析から除外した。

７．筋湿重量

電気生理学的実験が終了した後、標本の神経部分を切

除し、電子天秤（AT261 Delta Range, METTLER

TOLED製）にて筋湿重量（絶対筋湿重量）を測定した。

体重の相違が筋湿重量におよぼす影響を考慮し、体重あ

たりの筋湿重量（相対筋湿重量）の算出を同時に行った。

８．統計学的処理

飼料摂取量については、対応のない両側T検定を行っ

た。その他の項目については、一元配置の分散分析を行図１　ラット後肢懸垂の方法
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い、有意差が得られた場合にはTukeyによる検定を行っ

た。解析ソフトはSPSSを使用した。m.e.p.p.は、各終板

での発生頻度及び各筋で記録した終板の数が異なるた

め、得られたデータは同列に扱わなかった。すなわち、

各終板で得られた値を平均して終板の代表値を定め、終

板の代表値を平均して各筋の代表値を算出した後、統計

学的処理を行った。

結　　果

１．飼料摂取量

１日あたりの平均飼料摂取量は、HS群及びHS+MS群

で 4.09±0.71g、CONT群で 3.80±0.19gで、両者間に有

意差は見られなかった。したがって、Pair-feedingの飼

育条件が確認され、飼料摂取量の違いが結果に影響を及

ぼさないことが示された。

２．筋湿重量

絶対筋湿重量は、HS群が102.7±10.7mg、HS+MS群が

102.9±14.2mg、CONT群が159.6±8.9mgで、HS群及び

HS+MS群がCONT群と比較して有意に低下したが

（P<0.05）、HS群とHS+MS群間に有意差は見られなかっ

た（図2a）。相対筋湿重量は、HS群が0.46±0.01mg/g、

HS+MS群が0.46±0 .03mg/g、CONT群が0.69±

0.04mg/gで、絶対筋湿重量と同様にHS群、HS+MS群が

CONT群と比較して有意に低下したが（P<0.05）、HS群、

HS+MS群間に有意差はなかった（図2b）。

３．静止膜電位

静止膜電位は、HS群が74.0±7.4mV、HS+MS群が

71.7±8.0mV、CONT群が73.3±4.1mVで、３群間で有意

差はなく、m.e.p.p.の振幅に影響を与えていないことが

示された（表１, 図３）。

４．m.e.p.p.立ち上がり時間

立ち上がり時間は、HS群が3.47±0.20msec、HS+MS

群が3.47±0.32msec、CONT群が2.82±0.07msecで、HS

群及びHS+MS群がCONT群と比較して有意に延長した

が（P<0.05）、HS群とHS+MS群間に有意差は見られな

かった（表１、図 ４）。

５．m.e.p.p.発生頻度

m.e.p.p.発生頻度は、HS群が0.62±0.26Hz、HS+MS群

が0.58±0.16Hz、CONT群が1.16±0.30Hzで、HS群及び

HS+MS群がCONT群と比較して有意に低下したが

（P<0.05）、HS群とHS+MS群間に有意差は見られなかっ

た。（表１、図５）。

６．m.e.p.p.振幅

m.e.p.p.振幅は、HS群が0.64±0.14mV、HS+MS群が

表１　電気生理学的実験結果

HS群

HS+MS群

CONT群

74.0±7.4

71.7±8.0

73.3±4.1

3.47±0.20*

3.47±0.32*

2.82±0.07

0.62±0.26*

0.58±0.16*

1.16±0.30

0.64±0.14

0.51±0.07

0.48±0.03

m.e.p.p.振幅

（mV）

m.e.p.p.発生

頻度（Hz）

m.e.p.p.立ち上が

り時間（msec）

静止膜電位

（mV）

（n = 4 muscle in each group．値はすべてmean±SD，*：P < 0.05
でいずれもCONT群からの有意差を表す．HS群：後肢懸垂群，
HS+MS群：後肢懸垂+筋伸張群，CONT群：対照群）
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図２　各群における筋湿重量

（2a：絶対筋湿重量．2b：相対筋湿重量．n＝4 muscles in each
group.値はすべて，mean＋SD.＊：P<0.05でいずれもCONTから
の有意差を示す．HS：後肢懸垂群，HS+MS：後肢懸垂＋筋伸張
群,CONT：対照群）

図３　各群における静止膜電位

（n＝4 muscles in each group,値はすべてmean＋SD．HS：後肢懸
垂群　HS+MS：後肢懸垂＋筋伸張群,CONT：対照群）
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0.51±0.07mV、CONT群が0.48±0.03mVで、3群間に有

意差は見られなかったが、CONT群、HS+MS群、HS群

の順で増大する傾向が見られた（表１, 図６）。

考　　察

１．廃用性筋萎縮が神経筋伝達機能に及ぼす影響

1-1. m.e.p.p.立ち上がり時間

m.e.p.p.立ち上がり時間は、Anticholinesteraseの作用

によって延長することが知られている12）。したがって、

アセチルコリンエステラーゼ（acetylcholinesterase:

AChE）の作用を抑制すると、m.e.p.p.立ち上がり時間は

延長する。本研究では、m.e.p.p.立ち上がり時間は、HS

群、HS+MS群ともにCONT群と比較して有意に延長し

た。我々は、AChE活性を測定していないが、後肢懸垂

による廃用性筋萎縮に伴い、AChE活性が低下する可能

性がある。しかし、筋萎縮とAChE活性の関係について

は、廃用性筋萎縮に伴ってAChE活性が上昇する12）とい

う報告や、逆に筋活動によってAChE活性が上昇する13）

という報告があり、この点についてはさらに検討が必要

と思われる。

m.e.p.p.立ち上がり時間は、アセチルコリン（acetylcholine:

ACh）の拡散時間の延長に伴っても延長する11）。また、

シナプス間隙距離の短縮に伴い、ACh拡散時間は短縮す

ることが示唆されている７）。したがって、本研究でHS群、

HS+MS群のm.e.p.p.立ち上がり時間がCONT群と比較し

て有意に延長した結果は、シナプス間隙が拡大した可能

性を示唆している。一方、組織学的実験から、3週間に

わたる後肢懸垂に伴ってシナプス間隙が拡大することが

示されており５）、組織学的変性が神経筋伝達機能を変化

させる可能性が考えられる。

1-2. m.e.p.p.発生頻度

Kunoら14）はm.e.p.p.発生頻度はEnd plate areaの大き

さと正の相関を示すことを明らかにしている。本研究で、

m.e.p.p.発生頻度は、HS群、HS+MS群ともにCONT群と

比較して有意に低下したので、後肢懸垂による廃用性筋

萎縮に伴ってEnd plate areaが縮小したことが考えられ

る。しかし、老年性筋萎縮に伴う神経筋伝達機能の変化

を調べた研究で、本研究結果と同様m.e.p.p.発生頻度の

低下が報告されている15,16）が、End plate areaが老年性

筋萎縮や後肢懸垂による廃用性筋萎縮に伴って、逆に拡

大することが示されている15,16）。この矛盾はm.e.p.p.発生

頻度と相関する要因は、End plate area全体の大きさで

はなく、神経終末と接して神経筋伝達に有効に作用する

領域であるという仮説により説明できるだろう。すなわ

ち、①老年性筋萎縮の研究において、老化に伴ないEnd

plate area全体は拡大するが、神経終末と接する領域は

狭小化することが示されている17）。また、②Kunoらの研

図４　各群におけるM.E.P.P.立ち上がり時間

（n＝4 muscles in each group,値はすべてmean＋SD,＊：P<0.05で
いずれもCONTからの有意差を示す．HS：後肢懸垂群，HS+MS：
後肢懸垂＋筋伸張群,CONT：対照群）
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図５　各群におけるm.e.p.p.発生頻度

（n＝4 muscles in each group,値はすべてmean＋SD.＊：P<0.05で
いずれもCONTからの有意差を示す．HS：後肢懸垂群，HS+MS：
後肢懸垂＋筋伸張群,CONT：対照群）
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図６　各群におけるm.e.p.p.振幅

（n＝4 muscles in each group,値はすべてmean＋SD．HS：後肢懸
垂群，HS+MS：後肢懸垂＋筋伸張群,CONT：対照群）
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究は萎縮筋ではなく正常筋を対象にしている。以上のこ

とから本研究では、End plate area全体は拡大したが、

神経終末と接して有効に作用する領域は狭小化し、その

結果m.e.p.p.発生頻度の低下を引き起こした可能性が考

えられる。

1-3. m.e.p.p.振幅

本研究において、m.e.p.p.の振幅は、有意差は認めら
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れないがCONT群、HS+MS群、HS群の順で増大する傾

向が見られた。m.e.p.p.を増大させる要因と、減少させ

る要因の二つが後肢懸垂により生じ、その結果有意差が

みられなかった可能性がある。それらの可能性について

文献による考察をしてみよう。

m.e.p.p.の振幅増大に結びつく要因として、Input

resistance，acetylcholine receptor（以下, AChR）の感受

性、及びAChE活性があげられる15,16,18）。Input resisitanceは

筋線維の直径によって決まり、筋線維が細くなると

input resistanceが増し、m.e.p.p.の振幅は増大するとさ

れる18）。本研究において筋湿重量が、HS群、HS+MS群

ともにCONT群と比較して有意に低下したことから、筋

萎縮が示唆されるので、その結果Input resistanceが増

大し、m.e.p.p.振幅の増大が生じたと考えられる。AChR

については、廃用性筋萎縮、老年性筋萎縮、あるいは除

神経等によってその分布が広がることが示されている
19,20）。近年ではmRNAの定量により、老年性筋萎縮にと

もなってAChRのmRNA量が増大することも確認されて

いる21）。したがって、本研究においてもAChRの分布が

広がり、その結果m.e.p.p.振幅が増大された可能性はあ

るが、AChRの分布を確認していないので断定できない。

また、AnticholinesteraseによってAChEの作用を抑制す

るとm.e.p.p.振幅の増大を引き起こすことが知られてい

る11）が、AChE活性を直接測定していないので、その関

与については明かではない。今後AChRの分布及び

AChE活性を測定することが必要だろう。

一方、Quantum sizeはm.e.p.p.発生頻度と正の相関関

係にある14）と同時に、Quantum sizeが減少すると、

m.e.p.p.振幅は減少することが知られている15,16）。したが

って、m.e .p .p .発生頻度が減少した本研究結果から

Quantum sizeの減少が予想され、そのことがm.e.p.p.振

幅の減少要因になったと考えられる。

２．廃用性筋萎縮に対する筋伸張が神経筋伝達機能に与

える影響

後肢懸垂に伴うm.e.p.p.への影響が明らかに示された

一方で、HS群とHS+MS群間に各項目で有意差が見られ

なかった。我々は、組織学的検索を行っていないが、1

日20分の筋伸張によって、２週間の懸垂萎縮筋に対する

萎縮防止効果が組織学的に示されている5）。本研究にお

いて、筋伸張効果があったと仮定すると、HS群とHS＋

MS群に有意差がなかったことから、ＡＣｈを介した神経

筋伝達機能の維持と筋萎縮防止とは異なる機構が作用し

ている可能性が考えられる。Letermeら22）は、後肢懸垂

中のラットヒラメ筋に対して埋め込み電極による神経刺

激を行ったが、筋萎縮を防止できなかったことを示して

いる。また宮沢は23）、弛緩位に固定したラットヒラメ筋

に対して埋め込み電極による神経刺激を加えても筋萎縮

を防止できなかったが、電気刺激を与えなくても伸張位

固定によって筋萎縮が防止できたと報告している。これ

らのことは、筋萎縮防止には、運動神経を介した筋活動、

すなわち神経終末から放出されるAChの調節ではなく、

筋そのものの張力が重要であることを示唆している。

m.e.p.p.と電気刺激との単純比較はできないが、以上の

ことを考慮するとm.e.p.p.の機能維持と筋萎縮防止とは

関連しない可能性があり、今回の実験結果を説明できる。

しかし、本研究と同様の方法で、筋伸張による筋萎縮

防止効果を示した研究において、組織学的には筋線維断

面積で有意差が生じたが、筋湿重量では本研究と同様に

有意差はなかった３）とする報告もある。したがって、組

織学的に萎縮防効果があったとしても、その萎縮防止程

度が十分でない場合には、m.e.p.p.に影響を及ぼさない

という可能性も考えられる。今後、廃用性筋萎縮防止手

段として筋伸張を行う方法に関して、伸張する時間、頻

度等を考慮し、m.e.p.p.と筋萎縮防止との関連性につい

てさらなる検討を重ねる必要があると思われる。

ま と め

２週間のラット後肢懸垂は、神経筋伝達機能（m.e.p.p.）

の変化を生じることが明らかとなった。したがって、廃

用性筋萎縮防止は、筋線維の萎縮だけでなく、神経筋伝

達機能の維持も考慮する必要性が示唆された。しかし、

２週間のラット懸垂萎縮筋に対する筋伸張は、神経筋伝

達機能（m.e.p.p.）の維持に寄与しなかった。よって、

廃用性筋萎縮防止手段としての筋伸張は、筋伸張時間、

頻度を含めて、その有効性をさらに検討していく必要性

が考えられた。筋萎縮と神経筋伝達機能の関係を明らか

にし、リハビリテーションの一助としていくことが重要

と考える。

稿を終えるにあたり、貴重なご助言をいただきました

一般教育科 山田恵子助教授、並びに北海道医療大学 太

田勲助教授に深謝いたします。
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Miniture end plate potential in atrophied muscle with hindlimb suspension

and in muscle stretched during hindlimb suspension in rats
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Abstract

The purpose of this study was to investigate in rats whether neurotransmitter release was altered

with hindlimb suspension, and to see how the muscle stretching affected disuse atrophy when

precipitated by hindlimb suspension. The rats were divided into 3 groups: hindlimb suspension

（HS）,hindlimb suspension+muscle stretching （HS+MS）and control（CONT）Miniature end plate

potential （m.e.p.p.）was measured after 2 weeks of hindlimb suspension. M.e.p.p. rise time was

significantly more prolonged in HS and HS+MS than in CONT （P<0.05）. The frequency of

m.e.p.p.was significantly greater in HS and HS+MS than in CONT （P<0.05）, but was not

significantly different between HS and HS+MS. The alterations of m.e.p.p. with hindlimb suspension

were discussed from the point of view of synaptic gap junctions, activity of acetylcolinesterase, and

end plate area. The reason why muscle stretching could not have affected m.e.p.p. was considered to

be that muscle disuse atrophy was insufficiently prevented and that muscle stretching did not

correlate with sustaining m.e.p.p..

Key words：Hindlimb suspension, Disuse muscle atrophy, m.e.p.p., Muscle stretching, Rat
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