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究 ）において詳細に調べられているが，その

原因は非常に複雑であり未解決な部分が多い．最

近，運動の動機付けに関与するドーパミンシステム

の変化，すなわちドーパミン産生ニューロンの欠損，

ドーパミンレセプター密度の低下なども加齢に伴う

身体活動の減少に大きな影響を与えることが指摘さ

れている ）．このような身体活動の減少は呼吸活

動の減少を伴うことが予想される．呼吸活動は横隔

膜を含む呼吸筋と称される骨格筋群により実現する

が，呼吸筋の加齢変化に関する検討は十分にはなさ

れていない．

骨格筋の活動量は，その筋に要求される機能や運

動様式によって大きく異なる．例えば，ネコの下腿

．緒 言

四肢の骨格筋における加齢変化については数多く

の報告があり，筋量及び筋力の低下が広く認知され

ている ）．また，骨格筋がトレーニ

ングによる活動量増大 ）や，尾部懸垂，ギ

ブス固定などの著しい活動量減少 ）によって顕著

な適応変化を示すことは多くの実験で明らかにされ

ており，骨格筋量と活動量には密接な関係がある．

したがって，骨格筋の加齢変化には，その筋の使用

頻度や強度，すなわち活動量の加齢にともなう減少

が少なからず関与していると考えられる．加齢に

伴う活動量の減少は，哺乳動物の行動観察的研
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筋における長時間の筋電図記録 ）は，ヒラメ筋の

（活動時間 総時間）は約 ％であるのに

対して，長指伸筋のそれは ％程度しかないこと

を明らかにしている．さらに，呼吸運動の主働筋で

ある横隔膜は吸息時に常時活動しているため，その

は約 ％に及び ），他の骨格筋に比べ圧

倒的に総活動量が多い．

そこで本研究では，活動量の多い横隔膜において

加齢変化が生じるのか，さらに極端な活動量増大に

対して老齢期の横隔膜は適応力を有しているかにつ

いて，収縮特性，構造特性，代謝特性の面から調べ

ることを目的とした．骨格筋の加齢に伴う変化とそ

の適応力を様々な角度から明らかにすることは，高

齢者の健康や体力づくりのあり方を考える上で重要

な意味を持つと思われる．

．方 法

．実験動物

実験動物には， 週齢， 週齢および 週齢の

系雄ラット各 匹（平均体重 標準偏差

， および ）を用いた．各

ラットは のゲージ内で飼育され，

餌，飲水ともに自由摂取とした．

各週齢・年齢グループをコントロール（

）群と代償性活動量増大（

）群に二分し， 群には片側横隔膜の

活動量を増大させるために，以下の処置を行った．

ペントバルビタールナトリウム（ ）を腹腔投

与し麻酔した後，手術用顕微鏡下で頸部腹側の中心

線を約 切開し，表層筋を注意深く開いた後，

右横隔神経軸索を露出した．横隔神経軸索を

取り除くことによって神経切断側の横隔膜の活

動を停止させ，反対側横隔膜の活動量を増大させた．

群には，神経切除以外はすべて同じ処置を施

す オペレーションを行った． オペレー

ションまたは横隔神経切断から 週間後，すなわち

生後 週齢， 年齢および 年齢時に体重を測定し

（表 ），以下の実験に供した．ペントバルビタール

ナトリウム（ ）を腹腔投与し麻酔した後，開

腹して横隔膜を摘出し，筋線維の走行方向に沿って

幅 程度の横隔膜筋束を 個作成した．な

お，先行研究において，横隔膜 部位に

は筋線維組成の部位差は無いことが報告されている

が ），正確を期すために神経軸索の付いている

筋束を等尺性収縮特性および構造特性の評価用に，

その筋束の腹側の つの切片を代謝酵素活性測定

に，背側の筋束を予備として保存した．

なお，全ての実験は， 実験動物の飼養及び保管

等に関する基準（昭和 年 月，総理府告示第 号）

に基づく山口大学農学部動物実験指針に従い実施し

た．

．等尺性収縮特性

横隔膜筋束に付着している両側の腱のうち，肋骨

側をクリップに固定し，他方をトランスデューサー

に連結してリンガー液（

を含む）中に固定した．リ

ンガー液には ％ ％ を継続的に通入し，

， を保持した．横隔膜筋束をトランスデ

ューサー（三栄測器， ）に連結固定した後，

プレート電極を介して電気刺激（ 矩形波）し，

最大単収縮張力が得られる筋長（至適筋長）に設定し

た．刺激強度は最大単収縮力が得られる強度の ％

に設定した．デジタルオシロスコープ上の単収縮曲

線から最高張力高，単収縮時間， 弛緩時間を測

定した．張力─刺激頻度関係は， ， ， ， ，

（ ）
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， ， の各 秒間刺激によって発生した

最高張力高を測定し， のキャリブレーション

をもとに換算した．なお，筋疲労が起こらないよう

に各刺激間には最低 分のインターバルを置いた．

張力測定後，測定した至適筋長と筋重量を用い，
）の式によって筋横断面積を求め，

各刺激頻度に対する単位断面積あたりの張力を算出

した．使用した横隔膜は至適筋長に固定した状態で

液体窒素を用いて凍結し，組織化学分析に供するま

で のフリーザー中に保存された．

．構造特性

至適筋長で凍結した横隔膜筋束から，凍結ミクロ

トーム（ライカ ）を用いて連続横断切片（厚さ

）を作成し， （ ）染

色および 染色に用いた．

染色は， たち ）の方法に基づき，コハク酸

ナトリウムとニトロブルーテトラゾリウム（ ）を

含むリン酸緩衝液（ ）中で 分間インキュベー

ションした． が還元され，蓄積した

の濃度を 活性の指標として用いた．

染色は， ）の方

法に基づき， と で前処理を行った

後， 分間インキュベーション（ ）を行った．

これらの染色画像をパーソナルコンピュータに取り

込み， 染色画像より筋線維タ

イプを分類し，画像処理システム（ライカ お

よび ）を用いて， 染色画像より各

筋線維タイプの横断面積と 活性レベル

（ ）をそれぞれ測定した．また，

画像中にある各筋線維タイプの本数をカウントし，

筋線維タイプ組成（各筋線維タイプの本数比）を求め

た．さらにこの筋線維タイプ組成と各筋線維タイプ

の平均横断面積をもとに，筋束の横断面積に対する

各筋線維タイプの面積占有率を求めた．

．代謝特性

脂肪酸分解経路・ 酸化系の酵素

（ ）と，解糖系酵素

（ ）の活性を，分光光度計（日

本分光 ）を用いて測定した．液体窒素を用い

て瞬間凍結し， のフリーザー中で保存された

横隔膜サンプルを用いて各酵素活性を測定した．

活性測定では，横隔膜サンプル（ ）を

氷冷溶液（ ， ，

を含む）中でホモジネートし， たち ）の

方法に従って測定した． 活性測定では，別の

横隔膜サンプル（ ）を氷冷溶液（

， ， を含む）中でホ

モジネートし， ）の手法に基づいて

測定した．また，構造特性分析において測定した各

筋線維タイプの 活性レベル（ ）を用いて，以

下の の式をもとに 濃度を

求め，各筋線維タイプの平均 活性をフマール

酸への酸化速度として表現した（

））．

［ ］

ここで， は のモル吸光係数（ ，

）， は光が通過する長さ，すなわち筋切片

の厚さ（ ）である．

．統計処理

結果はすべて平均値と標準偏差で表した．年齢（

週齢， 年齢， 年齢）および活動量（ 群，

群）をもとに二元配置の分散分析を行い，その

後の多重比較は 修正の を行った．

すべての検定において，有意水準は とし

た．

．結 果

．体 重

各週齢・年齢群の手術直前および解剖直前（手術

後 週間）の体重を表 に示した． 週齢群のラッ

トにおいては， 群および 群ともに発育に

伴う有意な体重変化が認められた． 年齢および

年齢群においては， 群と 群ともにわずか

な体重増減が認められたが，有意差はなかった．ま

た，いずれの週齢・年齢群においても 群と

群の間に有意差は認められなかった．

． 筋収縮特性

各週齢・年齢における 群と 群の単収

縮曲線の一例を図 に示した．これらの曲線を基に

測定された各群の単位断面積あたり張力（

），単収縮時間（
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），および 弛緩時間（

）の平均値を表 に示した．加齢に伴う変

化として，単収縮時間と 弛緩時間の有意な延長

が認められた．同週齢・年齢の 群と 群

の比較を行った結果，単収縮時間には有意な変化が

認められなかったが， 弛緩時間は 年齢群の

群で有意に短縮した．

図 に， 群および 群における

の刺激頻度に対する発生張力（ ）を示した．

刺激では平均 の張力が発生

し， の刺激頻度では平均

の張力が発生した． 群における の

範囲で発生した最大強収縮張力の平均値（ ）

は， 週齢が ， 年齢が ， 年

齢が であり，有意な加齢変化は認められ

なかった．また， 群における最大強収縮張力

（ ） （ ）

（ ）
（ ）
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の平均値（ ）は， 週齢が ， 年齢

が ， 年齢が であり，同週齢・

年齢の 群との比較では，有意な違いは認めら

れなかった．

構造特性

染色画像（図 ）を基に，各筋線維タイプの

横断面積（ ），組成（％）および面積占有率（％）を

評価した（表 ）．各筋線維タイプの横断面積は，

年齢ラットの （ ）線維に有

意な増大が示された．図 に示すように， 年齢に

おいては極端な （ ）線維の

選択的萎縮を示す例も見られたが，個体差が非常に

大きく，平均値としては有意な変化を示さなかった．

いずれの週齢・年齢グループにおいても， 群

と 群の違いは認められなかった．筋線維タイ

プ組成は， 年齢の （

）線維比率の有意な減少と 年齢の 線

維比率の有意な増加が示された．すべての筋線維タ

イプにおいて，同週齢・年齢の 群と 群

間の有意な違いは認められなかった．また上述の筋

線維面積と筋線維タイプ組成から算出された各筋線

維タイプの面積占有率には， 年齢の 線維面

積占有率の有意な減少， 年齢の 線維面積占有

率の増加および 線維面積占有率の減少が示され

た．すべての筋線維タイプにおいて，同週齢・年齢

の 群と 群の有意な違いは認められなか

った．

．代謝特性

解糖系代謝酵素である の活性値（

）については，各週齢・年齢間で

（ ）
（ ）

（ ）
（ ） （ ）
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の差は認められなかったが， 年齢の 群（

）は 群（ ）に比べ有意に高い値

を示した（図 ）．また， 酸化の代謝酵素である

の活性値（ ）も同様に，

週齢・年齢間での差は認められなかったが， 年齢

の 群（ ）は 群（ ）に比

べ有意に高い値を示した（図 ）．

各筋線維タイプの酸化系の代謝酵素である

の活性値（ ）は， 年齢から

年齢にかけて， 線維（ ），

線維（ ）および 線維

（ ）において有意に低下した（図

）．また，活動量増大によって，各週齢・年齢群

のすべての筋線維タイプにおいて平均値は増加し

た．特に， 年齢 群の ， および

の各線維タイプ 活性（

）は， 群（

）に比べ有意に高い値を示した（図 ）．また，

週齢の 線維においても 群（ ）は

群（ ）に比べて，有意に高い値を示し

た．

．考 察

．横隔膜における活動量増大モデル

本研究では，片側横隔膜に極端な活動量の増大を

起こすために，反対側の横隔神経を切断するモデル

を用いた．我々の先行研究において，神経切断され

た横隔膜には長期間にわたり活動電位は観察されな

いこと ）， な片側横隔膜の筋電図積分値は手

術直後に約 ％増大すること ）が明らかにされて

いる．さらに，活動量が増大した片側横隔膜の

活性は，手術 ヵ月後に約 ％増加している

ことも報告している ）．これらの結果は，本研究

で用いたモデルにおいて，極端な活動量の増大が長

期間にわたり生じていることを示唆している．

これまで，下肢筋における協働筋の腱切断あるい

は除去手術による過負荷（ ）モデルが数多く

報告されている．これらのモデルでは，協働筋切除

によって， な筋に過負荷がかかり極端な筋肥

大が生じる．しかし，本研究で用いた横隔膜は，左

右の筋が融合する特殊な構造をしているために，神

経切除された片側横隔膜の弛緩により な筋

にはストレッチがかかりにくい．本実験結果におい

ては，いずれの週齢・年齢群でも極端な筋線維肥大

（ ）
（ ）
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は生じていない．この点において つのモデルは大

きく異なり，本実験では，過負荷（ ）でなく

代償性活動量増大（ ）という

表現を用いた．

．横隔膜の加齢変化

本研究では単収縮特性の加齢変化として，収縮時

間と 弛緩時間の有意な延長が示されたが，これ

らの結果は多くの実験結果と一致している
）．この収縮特性の変化の主な要因は，本実験結

果で示されたように 線維面積占有率の増加およ

び 線維面積占有率の減少，すなわち横隔膜の構

造的な遅筋化である． 線維は活動参加閾値が他

の筋線維タイプに比べて高く，そのため通常の呼吸

運動での動員機会は少ないと考えられている ）．

老齢期では，身体活動量が有意に低下することがラ

ット，マウス，サルで報告されており ），特

にサルの観察研究では，ジャンピングなどの高強度

運動の低下が顕著であることが明らかにされてい

る ）．このことは，老齢期では，高強度運動すな

（ ）
（ ）
（ ）

（ ）
（ ）

（ ）

（ ） （ ）

（ ）
（ ）
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わち多くの酸素摂取を要求し，横隔膜においては

線維の動員を促すような運動機会が減少するこ

とを意味する．動員機会の減少は， 線維の選択

的廃用性萎縮が進行する主要因と考えられる． 年

齢における 線維の肥大は， 線維の萎縮にと

もなう横隔膜全体の機能低下等を補償するために代

償性に生じたものであると推察される．このように，

横隔膜は他の筋と同様に，加齢に伴う機能的変化が

生じることが明らかになった．

筋の収縮・弛緩には， ，筋小

胞体の などが関与していることが知

られている．筋小胞体 に関しては，

速筋線維は遅筋線維よりも数倍高く，速い弛緩を達

成できることが報告されている ）．本研究にお

いて観察された収縮・弛緩の遅い 線維の面積占

有率の増加が，横隔膜全体の収縮および弛緩時間延

長の主な原因であることは間違いない．また，筋小

胞体の加齢変化については多くの実験があり，

活性の低下 ）， の放出に重

要な役割を演ずる レセプターと

レセプターの機能変化および量的減少
）などが報告されている．さらに，速筋線維のみ

を対象とした実験において，ミオシンとアクチンの

滑走の引き金となる の量が老齢筋では減少し

ていることを見出した電気生理学的データが報告さ

れている ）．このような，筋中の遅筋線維面積占

有率の増加や，細胞内小器官の機能低下が組み合わ

さることによって，収縮特性の加齢変化が生じると

推察される．

単位断面積あたりの張力は，単収縮および強収縮

の両方において 年齢で低値を示す傾向にあるもの

の，有意な加齢変化は認められなかった．これまで，

マウスの長指伸筋において加齢に伴う単位断面積あ

たりの張力の低下を報告した ）

は，この要因として，単位断面積あたりの

数の減少，同時に働く 数の減

少，あるいは ひとつあたりの発揮張

力の低下などを挙げている．さらに，加齢にともな

う収縮タンパクの構造変化が の動き

を制限している可能性を示唆している．一方，彼ら

は同じ報告の中で，ヒラメ筋の単位断面積あたりの

張力が低下しないことを見出し，遅筋線維または活

動量の多い筋における加齢変化が少ないことを示し

ている．横隔膜は，ヒラメ筋よりも遅筋線維比率は

低いが， が高く，活動量の非常に多い筋

である．日常的な活動量の多さは，筋線維の基本的

な構造・機能の加齢変化を抑制しているかもしれな

い．しかし， たち ）は， ヶ月齢ラットの

横隔膜において単位断面積あたりの張力に有意な低

下が見られること，その原因が筋中水分量の違いで

あることを報告している．このように，加齢変化に

おける単位断面積あたりの張力変化に関しては，一

貫した結果が得られていない．横隔膜における単位

断面積あたりの張力の加齢変化についても，水分量

の定量を含め，今後さらに検討が必要である．

本研究において，生化学的に定量した およ

び 活性には有意な加齢変化は認められなかっ

た．これまで，多くの先行研究において，加齢に伴

う各種代謝酵素活性の低下が報告されている
）． たち ）は， ヵ月齢ラットの後

肢筋における様々な代謝酵素の測定結果から，加齢

に伴う代謝酵素活性の低下は筋線維の明白な萎縮が

起こる場合においてのみ生じる可能性を示してい

る．また，彼らは，タイプ 線維が多い抗重力筋

においてのみ極端な筋萎縮が生じることも示唆して

いる．これらの先行研究と同様に，本研究の被験筋

である横隔膜でも明確な加齢変化が生じていないと

考えられる．しかし， 年齢の横隔膜では明確な構

造変化，すなわちミトコンドリアを豊富に含む

線維の面積占有率が有意に増加しているにも関わら

ず酸化系の 活性が不変あるいは低値を示した

ことは，個々の細胞レベルでは酵素活性の低下が生

じた可能性を示す．実際， サイクルの酵素で

ある 活性については，すべての筋線維タイプ

において加齢に伴う有意な低下が認められた．この

結果は，活動を常に高いレベルで維持している横隔

膜であっても，少なくとも酸化系の代謝酵素は加齢

に伴い低下すると結論づけられる．

．老齢期における活動量増大の効果

横隔膜における活動量増大の効果に関しては，持

久性の運動により呼吸数を一定期間増加させ，機能

的あるいは代謝的特性の変化を調べた研究がなされ

ている ）． ）は，ラット横隔

膜の収縮時間， 弛緩時間，単位面積あたりの最

大強収縮張力のいずれにもトレーニング効果を見出



老齢期横隔膜の適応

さなかった．一方， たち ）は吸気時に抵抗

を負荷されたラットにおいて単収縮時間が短縮した

ことを見出し，その原因が速筋線維の肥大であるこ

とを報告している．本実験では，各週齢・年齢グルー

プにおける 群との比較により， 週齢および

年齢では有意な変化が見出されなかったが， 年

齢の 群では 弛緩時間の有意な短縮が認め

られた． 年齢の 群においては， 週齢の

群と比較して 弛緩時間の有意な延長が認

められており，この延長が再び短縮したと解釈され

る．ヒトの外側広筋のバイオプシーサンプルを用い

た たち ）の報告によると，通常の高齢者

では認められる筋小胞体 の低下が，ト

レーニングを日常的に行っている高齢者では抑制さ

れていた．このような実験結果は，老齢期において

も筋小胞体の機能には十分な適応力があることを示

唆していると考えられる．

代謝特性の変化として， 年齢 群の

および 活性の有意な上昇が示された．これら

の変化は，各筋線維タイプの面積占有率における変

化の結果ではなく，個々の筋線維の酵素活性の上昇

に起因すると推察される．実際に， 年齢 群

の全筋線維タイプで 活性の有意な上昇が認め

られ，老齢期のラット横隔膜において活動量増大に

対する代謝能力の適応が示された．これまで，老齢

期ラットの横隔膜における代謝的な適応力について

は，肯定的な結果 ）と否定的な結果 ）がそれ

ぞれ報告されている．しかし，本研究で用いた代償

性活動量増大（ ）モデルにおいて，老齢期の横隔

膜は少なくとも代謝的に十分な適応力を有している

ことが明らかになった．

．ま と め

本研究では，呼吸運動の主働筋である横隔膜の加

齢変化および，反対側の横隔神経を切断することに

より誘導された活動量増大に対する適応力について

検討するために，各週齢・年齢群（ 週齢， 年齢，

年齢）および各実験群（コントロール群，活動量増

大群）のラットにおける横隔膜の収縮特性，構造特

性，代謝特性を調べた．実験の結果として，以下の

点が示された．

）加齢にともなう有意な変化として，単収縮時間

および 弛緩時間の延長，各筋線維タイプにお

ける 活性の低下， 線維面積占有率の増

加および 線維面積占有率の減少が示された．

）老齢期における活動量増大の有意な効果とし

て， 弛緩時間の短縮， ， 活性の上昇，

各筋線維タイプにおける 活性の上昇が認め

られた．

以上の結果から，活動量の多い横隔膜においても，

収縮，構造および代謝特性に加齢変化が生じること

が明らかとなった．また，活動量の増大によって老

齢期のラット横隔膜の収縮特性および代謝特性にお

ける加齢変化の一部が改善されることが明らかとな

った．特に代謝特性に関しては，高い適応力を有し

ていることが示唆された．
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