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要旨
Okazaki H, Beppu H, Mizutani K, Sonoda S. Changes 
muscle and plasma hepatocyte growth factor levels under 
casting immobilization. Jpn J Compr Rehabil Sci 2013; 
4: 84-87.
【目的】肝細胞増殖因子（HGF）は筋細胞の増殖に関
わる因子であるが，筋肉内の変動と血液中の変動の関
係は不明である．今回下肢萎縮ラットを用いて運動が
筋肉中と血液中の HGF にどう影響するのかを検討し
た．
【方法】30 匹 の 雌 の Sprague-Dawley ラ ッ ト を 用 い
た．15 匹は 14 日間の左下肢ギプス固定を行い（CAS）
もう 15 匹はコントロール（CNT）として通常活動さ
せた．ギプス除去後，訓練前群（PE），７日間通常活
動を行う群（NA）と 20 度傾斜トレッドミル運動
15 m/min を１日 30 分７日間行う群（TR）とに分けた．
CNT も同様に３群に分けた．それぞれの群の体重あ
たりの左ヒラメ筋重量，血漿 HGF，左ヒラメ筋 HGF
を測定し，多重比較で差を検討した．
【結果】筋重量では CAS-PE が全ての CNT より有意
に低く，筋肉中の HGF レベルでは CAS-TR が CAS-
PE と CAS-NA より有意に高値を示した．血漿中の
HGF レベルでは有意差を認めなかった．
【結語】筋肉中の HGF は相対的に強度の強い運動負
荷で発現しその動態は筋肉中に限定される．
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はじめに

　評価は治療方針を決定するための重要な判断材料で
ある．リハビリテーションでは筋力値や日常生活動作
などの評価が使われるが，これらの評価のみでは適切
な訓練量を決定するのは困難な事がある．そのため客
観的に評価できる訓練量決定に関連する因子があれ
ば，臨床場面で大変有用なものになる．
　近年，骨格筋の肥大に様々なサイトカインの関与が
報告されている［１］．さらに，これらのサイトカイ
ンの標的としてサテライト細胞が注目されている
［２］．サテライト細胞は筋線維の細胞外マトリック
スに存在する幹細胞である．サテライト細胞は通常静
止状態にあり，サテライト細胞は活性化された後，損
傷部位へ移動し，分化増殖し，融合し肥大を引き起こ
す［３］．insulin-like growth factor や fibroblast growth 
factor はサテライト細胞を活性化せず［４］，肝細胞
増殖因子（HGF）がサテライト細胞を活性化する唯一
の成長因子と考えられている［３］．HGF の発現は筋
損傷や訓練で増加し［５］，また機械的にサテライト
細胞を刺激すると一酸化窒素を介し HGF が放出され，
pH に依存してサテライト細胞を活性するとも報告さ
れている［６］．このサテライト細胞は細胞内に HGF
の mRNA が存在し，HGF 中和抗体を加えると培養中
のサテライト細胞の増殖が減少することから，サテラ
イト細胞は分泌した HGF を自身に作用させる自己自
律分泌型の細胞と考えられている［７］．筋の不動や
訓練による HGF の変化を測定した報告はまだ少ない．
Tanaka らは，２週間のヒラメ筋萎縮後のラットで萎
縮筋への負荷後に筋肉中の HGF が増加したと報告し
ており［８］，筋の活動状態が筋肉中の HGF レベルに
影響を与えていると考えられる．一方，血液中の
HGF に関しては OʼREILLY らは健常成人に対し，膝
伸展の等加速度運動を行い運動４時間後の血清 HGF
が訓練前より有意に上昇していたと報告している
［９］．筋肉中の HGF の測定は筋肉の採取が必要であ
る．そのため筋肉中の HGF の変動が血中 HGF 値に反
映すれば訓練の指標として活用できるであろうが，こ
の点に関する報告は我々の知る限りなされていない．
今回後肢ギプス固定ラットを用いて萎縮後の運動が筋
肉中と血液中の HGF レベルにどう影響するのかを検
討した．
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方法

実験動物
　本研究は藤田保健衛生大学動物実験委員会の承認を
得て行った．30 匹の雌の Sprague-Dawley ラット（平
均体重 275±25.6 g, 15 週齢）を用いた．15 匹はコン
トロール群（CNT）とし 15 匹はギプス群（CAS）と
した．コントロール群は個々にゲージ内で飼育された．
ギプス群はネンブタールで麻酔した後，熱可塑性素材
で左後肢にギプスを装着し，コントロール群と同様の
環境で飼育された．固定時の肢位は膝 90 度屈曲位，
足関節屈曲０度とした．14 日後，麻酔処置後にギプ
スを除去し，訓練前群（PE）として CNT の５匹と
CAS の５匹は体重を測定した後，ヘパリン採血管を
用いて全血液を心臓より採取し，ヒラメ筋，腓腹筋，
足底筋を採取した．腓腹筋と足底筋は剥離時に筋を損
傷することがあり，本研究ではヒラメ筋のみを使用し
た．ヒラメ筋は湿重量を測定した後，マイクロチュー
ブにいれ，液体窒素で凍結した．そして，凍結された
ヒラメ筋は解析まで－80 度で保存した．血液は
3,000 rpm で 20 分間遠心分離を行い，遠心分離後，
血漿を採取し解析まで－80 度で保存した．他のラッ
トは，通常活動群（NA）と訓練群（TR）の二つのグルー
プに分けた．NA のラットは個々にゲージで飼育され，
TR のラットは 20 度の登り傾斜のトレッドミル上を
15 m 毎分の速度で毎日 30 分間走行させた．トレッ
ドミルの運動量は本研究の前に同週齢の他のラットを
用いて，運動を完遂できる設定を複数回試し決定した．
ギプス除去後７日後，全てのラットの全血液とヒラメ
筋を採取した．CNT-NA, CNT-TR と CAS-NA のそれ
ぞれ１匹は後肢に傷が有り解析から除外した．

HGFの測定
　25 ml の HGF 臓器抽出液に 0.5 ml のプロテアーゼ
阻害カクテルを混和した．ヒラメ筋に混和液を添加し
マイクロホモジナイザー（Physcotron NS-310E-NS4, 
NITI-ON, Chiba, Japan）を使用してホモジナイズした．
ホモジナイズされた抽出液を 4.4°C，15,000 rpm で
30 分間遠心分離を行い，遠心分離後，中間層を抽出
し た． 血 漿 と 抽 出 液 の HGF を ラ ッ ト HGF ELISA 
system（Institute of Immunology, Tokyo, Japan）を用いて
測定した．

統計処理
　ヒラメ筋の湿重量は体重で除した数値を使用した．
ギプスと訓練の効果による筋重量，HGF レベルの差
を検定するためボンフェローニ法による多重比較を
行った．血漿と筋肉中の HGF の関連を調べるため散
布図を作成し，相関係数を算出した．有意水準は５％
とした．

結果

　筋 重 量 で は CAS-PE が CNT-PE, CNT-NA, CNT-TR
より有意に低かった．CAS-NA は CNT-NA よりも低
く，CAS-TR は CNT-TR よりも低い傾向にあったが，
統計学的な有意差は認められなかった．CAS-TR は
CAS-NA より高く，CAS-NA は CAS-PE より高かった

が統計学的な有意差は認められなかった（図１）．筋
肉中の HGF レベルでは，CAS-TR が CAS-PE と CAS-
NA より有意に高値を示した．CAS-PE は CNT-PE よ
り低かったが統計学的有意差は認めなかった（図２）．
他の組み合わせは有意差を認めなかった．血漿中の
HGF レベルでは，全ての群の間で有意差を全く認め
なかった（図３）．血漿中と筋肉中の HGF の相関係数

図１．各群の平均ヒラメ筋湿重量/体重の比較． 
エラーバー：95% 信頼区間，＊p＜0.05，＊＊p＜0.01．

図２．各群の平均ヒラメ筋 HGF 値の比較．
エラーバー：95% 信頼区間，＊p＜0.05， ＊＊p＜0.01．

図３．各群の平均血漿 HGF 値の比較． 
エラーバー：95% 信頼区間，＊p＜0.05，＊＊p＜0.01．
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は有意な相関を示さず，散布図でも一定の傾向を認め
なかった（図４）．

考察

　今回，筋肉中の HGF の有意な変動は萎縮させた群
だけに認められ，筋肉中の HGF 値の変動と血液中の
変動に関係性が認められなかった．この解釈としては
同じ負荷を与えても萎縮した筋と萎縮していない筋に
よって反応が異なること，また筋肉中から HGF が血
液中へわずかしか移行しない可能性が考えられる．
　今回，萎縮させる方法として，固定肢位をヒラメ筋
が伸張した肢位で固定を行った．固定肢位については
ラットのヒラメ筋のサルコメア数の減少は短縮した肢
位での固定でも伸張された肢位での固定でも同様と報
告されている［10］．また萎縮させた筋では有意に重
量が減少しているため，今回の固定方法は問題ないと
考えられる．ギプス群では運動負荷の違いによる筋重
量の有意差は認めなかったが，TR の筋重量が PE よ
り増加しており，コントロール群の TR とギプス群の
TR にも有意な差がなかった．今回の検討では萎縮か
らの回復過程にあるヒラメ筋を検討したと考えられる．
　筋肉内の HGF は筋損傷やサテライト細胞の機械的
な刺激で増加し，サテライト細胞を活性化する［５，
６］．またサテライト細胞は細胞外マトリックスに存
在するので，サテライト細胞は骨格筋の活動で刺激さ
れると考えられる．本研究では二つの異なる負荷をコ
ントロール群とギプス群に対して行ったが，ギプス群
にのみ有意差が得られた．これは萎縮した筋は運動に
よって筋損傷を受けやすく，その結果 HGF が有意に
変化したと考えられる．筋損傷はトレーニングにより
生じる［11］．ラットでは，登り傾斜でのトレドミル
運動でヒラメ筋が損傷すると報告されている［12］．
この報告では，登り傾斜で毎分 17 m の速度で 90 分
間のトレーニングを行っており，我々の方法より強い
負荷がかかっている．そのため，コントロール群は筋
損傷が少なかった，または無かったと考えられる．一
方ギプス群の萎縮したヒラメ筋はコントロール群の萎

縮していないヒラメ筋より相対的に強い負荷がかか
り，筋損傷がコントロール群のヒラメ筋より多かった
と考えられる．そのため，コントロール群では HGF
の変化がなく，ギプス群の萎縮したヒラメ筋では筋損
傷と，筋線維への相対的な強い負荷がかかり有意な
HGF 上昇をもたらしたのだろう．
　今回の研究では運動による筋損傷が筋肉内の HGF
の変動に大きく関与していると考えられる．強度の強
い運動による筋損傷は筋力の低下や関節可動域の低下
をもたらす［13］．このような過度の運動は危険な運
動となる．今回のトレッドミル運動でギプス群の多く
のラットが運動を完遂出来ない場合，運動強度が強す
ぎるために筋力低下を来していることが想定される．
しかし今回全てのラットは，トレッドミル運動を７日
間完遂した．したがって，萎縮した筋への運動負荷は
筋損傷を与えるが過度な運動ではなかったと考えて良
いだろう．
　一方，ギプス固定による筋の不動は筋肉中 HGF に
有意な変動を与えなかった．先行研究でもラットのヒ
ラメ筋の萎縮は筋内の HGF の有意な減少を示してい
ないが，本研究と先行研究ともに減少傾向にある［８］．
筋萎縮後のラットでは，サテライト細胞の減少を引き
起こすと報告されている［14］．その為，サテライト
細胞の減少と筋活動の低下が HGF の減少に関与した
可能性が考えられる．
　今回，血漿中 HGF 値と筋肉中 HGF 値とに有意な関
係を認めなかった．筋損傷によって筋由来タンパクで
ある乳酸脱水素酵素（LDH）が血液中で増加するこ
と が 知 ら れ て い る［15］． 分 子 量 は LDH が 約
140 kDa，そして HGF が約 90 kDa［３］であり，
HGF の分子量が大きく筋肉内に留まるとは考えにく
い．HGF の大部分は，機械的刺激を受けていないと
きにはサテライト細胞表面に存在することが確認され
ている［６］．これは受容体に結合しなかった HGF が
細胞表面に結合しプールされていると考えられる．
OʼREILLY らの報告では運動後４時間後は HGF 値が
有意に上昇しているが，24 時間後，72 時間後は低下
してきており変化は一時的である［９］．従って，今
回の結果は運動により HGF の放出が促され，一部は
血液中にも漏出するが，多くは HGF の受容体や受容
体以外の細胞表面に結合し，結果として血液中の
HGF に大きな変動を与えないと考えられるだろう．
　今回の検討では，各群の数が少なく，また組織学的
な確認もしていない為，今後数を増やし，さらに強度
の強い運動負荷を加えた群を追加し組織学的検討も含
め検討する予定である．
　以上より，筋肉内の HGF は相対的に強度の強い負
荷や筋損傷で発現されるが，血液中では変化が得られ
ず，筋肉内の多くの HGF の動態は筋肉内に限られ，
訓練量決定因子にはなり得ないと考えられた．
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