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Effects of clenbuterol administration 
on recovery of atrophied muscle fiber of different compartments 

in rat medial gastrocnemius muscle

Hideki SUZUKI, Hisaya TSUJIMOTO and Takashi KITAURA

 We used immunohistochemistry to determine whether clenbuterol(β2-agonist) treatment accelerates 
the recovery of fixation-induced atrophy in the rat medial gastrocnemius muscle.
 Adult male Sprague-Dawley rats were assigned to control (CON), casted-immobilization (IMM), 
casted-immobilization following recovery control (RCON) and casted-immobilization following 
recovery with CLE-administration (RCLE) groups. Nine days of immobilization induced muscle fiber 
atrophy in both the proximal and the distal compartments of medial gastrocnemius muscle. 
 After a 2-week recovery period, the cross-sectional area of each type of muscle fiber at both sites 
tended to be higher in the RCON group than in the IMM group. The cross-sectional area of each type 
of fiber in the proximal compartment tended to be higher in RCLE than in the RCON group, but not in 
the distal compartment. 
 These results suggest that CLE accelerate the recovery of atrophied fiber in the proximal 
compartment of medial gastrocnemius muscle, and that responses to CLE in both compartments may 
be different.
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緒　言

ラット内側腓腹筋には二本の神経枝が入り込んでおり，それらの神経枝は筋内の近位部と遠位部
をそれぞれ支配している（De Ruiter et al. 1995a, Vanden Noven et al. 1994）。さらに，近位部と遠位
部は組織化学的，生理学的特性が異なることも報告されている（De Ruiter et al. 1995a, 1995b, 1996, 
Vanden Noven et al. 1994）。これらは内側腓腹筋の近位部と遠位部は機能的役割が異なることを示し
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ており，様々な刺激に対する適応変化も両部位間では異なると考えられる。
これまで，我々はラットを用いて運動負荷として持久性走運動，不活動として後肢ギプス固定を
用いて，内側腓腹筋の近位部と遠位部の適応変化を組織化学的手法により筋線維レベルで比較検討
してきた（鈴木ら 2003， 2012）。その結果，内側腓腹筋の筋線維は運動負荷に対して肥大，不活動に
対して萎縮を示したが，いずれの変化も近位部と遠位部で一様ではなかった。したがって，萎縮後
の回復においても両部位間の筋線維の応答は異なることが予想される。
クレンブテロール（4-amino-α （t-butyl-amino） methyl-3, 5-dichlorobenzyl alcohol; CLE）は，喘息に

よる気管支痙攣の治療のために使用されている β2-アドレナリン作動薬で，タンパク質合成促進や分
解の阻害によって筋肥大を誘発する（Lynch and Ryall 2008）。この同化作用を有する CLEをラット
の後肢固定期間中に投与したところ，速筋である足底筋で萎縮抑制作用が観察された（Suzuki et al. 

2014）。さらに，ラットの後肢固定後の回復期間に CLE投与したところ，足底筋で顕著な回復促進
作用が観察された（Suzuki et al. 2020）。これらの結果より，足底筋と同じ後肢に位置する骨格筋で
ある速筋の内側腓腹筋においても，萎縮からの回復期間中の CLE投与で回復促進作用が観察される
と予想される。さらに内側腓腹筋の近位部と遠位部は機能的役割が異なることから，CLE投与によ
る回復促進作用も両部位の筋線維間で異なるのではないかと考えられる。
そこで，本研究では後肢ギプス固定を用いて萎縮した内側腓腹筋の回復期に CLEを投与して，そ
の回復促進作用を近位部と遠位部間において筋線維レベルで比較検討した。

方　法

実験には，7週齢 SD系雄性ラット（CLEA, Japan）20匹を用い，環境に慣れさせるために５日間
の予備飼育を行った。ラットは，温度（23－25℃）および湿度（50－60％）の制御下にて，12時間の
明暗サイクルの飼育室で，ケージにて個別飼育した。実験動物用飼料（CE-2; CLEA, Japan）は摂餌
量が同様になるように給餌し，飲水は自由摂取とした。実験手順と動物の世話は，愛知教育大学の動
物倫理委員会の承認を得て（No. AUE20170102ANI），1964年のヘルシンキ宣言に基づく日本生理学
会の生理学領域における「動物実験に関する基本的指針」（日本生理学会．2002）に従って行われた。
予備飼育後，８週齢のラットを対
照群（CON: control），ギプス固定群
（IMM: casted-immobilization），ギプ
ス固定+回復対照群（RCON: casted- 
immobilization following recovery 

control）およびギプス固定+回復 + 
CLE投与群（RCLE: casted-immobili-

zation following recovery with CLE-

administration）の４群に無作為に
各群５匹に分けた（Fig. 1）。IMM，
RCONおよび RCLE各群のラットに
は Booth and Kelso （1973）を参考に
して９日間のギプス固定を行った。
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Fig. 1.  Experimental  schedule
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固定はペントバルビタールナトリウム（45 mg /体重１kg ）麻酔下で，包帯式ギプスのスコッチキャ
スト（3-J; 3M Health Care, Tokyo, Japan）を用いて足関節が底屈０度の状態で行った。９日間のギ
プス固定期間後，CON群と IMM群のラットより内側腓腹筋（MG）を摘出し，直ちに液体窒素で
冷却したイソペンタン中にて急速凍結した。凍結した筋サンプルは分析まで -80℃で保存した。 RCLE

群のラットには，ギプス固定解放後の２週間の回復期間中に，CLE （１mg / 体重１kg/ 日）を頸背
部に皮下注射により投与した。CLE （Sigma, St. Louis, MO, USA）は0.9％ NaCL溶液にて0.1％ CLE

溶液に調製した。この投与量は骨格筋の肥大を誘発することがすでに確認されているため（Yamazaki. 

2005），この投与により筋線維の萎縮後の回復を促進すると予想された。RCON群のラットには，
RCLE群と等量の0.9％ NaCl 溶液を同様な方法で同期間投与した。回復期間の後，RCON群および
RCLE群のラットより，CON群と IMM群と同様に被験筋を摘出して保存した。
筋線維タイプ同定のために免疫組織染色を行った。本研究で使用した一次抗体は次のとおりであっ
た： mouse monoclonal anti-slow myosin （タイプ I 線維のマーカー；1: 4000; Sigma, St. Louis, MO, 

USA），mouse monoclonal anti-fast myosin （タイプ II線維のマーカー；1: 400; Sigma, St. Louis, MO, 

USA）。免疫組織染色のために，-25°Cでミクロトームにて，筋腹部より厚さ10μmの連続筋線維横
断切片を作成し，切片を剥離防止加工されたスライドグラス上に張り付けた。始めに，切片を0.1 M
リン酸緩衝生理食塩水（phosphate-buffered saline PBS, pH 7.4）で調整した４％パラホルムアルデ
ヒド中にて15分間固定した後，0.1 M PBS （pH 7.4）で洗浄した。次に，非特異的免疫反応性をブロッ
クするために，切片を10％血清および１％ Triton X-100を含む0.1 M PBSで１時間インキュベートし
た。一次抗体を５％血清および0.3％ Triton X-100を含む0.1 M PBSで希釈して反応させた後，二次
ビオチン化抗マウス IgG抗体およびアビジン -ビオチン複合体とそれぞれ１時間反応させ，ペルオ
キシダーゼ基質キット（2V-0001-10;  Vector Laobratories, Burlingame, CA, USA）を使用して染色し
た。染色サンプルは光学蛍光顕微鏡（BH-2; オリンパス，東京，日本）にて400倍で CCDカメラ
（DP-21; オリンパス，東京，日本）を介してパーソナルコンピューターに保存した。
筋線維のタイプ分類は，取り込んだ画像をプリントアウトして行った。近位部と遠位部の識別は
中村ら（2006）の方法に従った。各部位の画像において隣接した少なくとも150本以上の筋線維を，
タイプ I （抗 slow myosinに陽性），タイプ II （抗 fast myosinに陽性），およびタイプ I + II （抗 slow 

myosinと抗 fast myosinの双方に陽性）に分類した。各筋線維の横断面積は，タイプ分類を行った
すべての筋線維について，画像処理システム（Image-J; NIH, USA）を使用して計測した。
各データは平均および標準偏差（SD）で示した。体重および骨格筋重量のデータ分析には一元配
置分散分析を用いた。筋線維横断面積のデータ分析には二元配置分散分析（処置群×骨格筋の存在
部位）を用いた。両検定とも群間の多重比較には Tukey–Kramerの検定を用いた。なお，有意水準
は危険率５％未満とした。すべての統計分析には，IBM SPSS Statistics（ver. 19.0  IBM Japan，Ltd. 

Tokyo，Japan）を使用した。

結　果

Table 1に各群の体重および筋重量を示した。IMM群および RCON群の体重は，CON群に比べ有
意な差は見られなかった。 RCLE群の体重は IMM群に比べて有意に高値を示した。IMM群の筋重
量は CON群よりも約39％低値を示し有意差が認められた。RCON群の筋重量は IMM群に比べて
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有意に高値を示した。RCLE群の筋重量も IMM群に比べて有意に高値を示した。IMM群の相対的
筋重量は CON群よりも約30％低値を示し有意差が認められた。RCON群の相対的筋重量も CON群
より有意に低値を示した。RCLE群の相対的筋重量は CON群と違いはなかった。

Table 2に各群の筋線維横断面積を筋線維タイプ別に示した。近位部において，IMM群のタイプ I

線維の横断面積は CON群に比べて約31％有意に低値を示した。RCON群のタイプ I線維の横断面
積は CON群に比べて約21％有意に低値を示した。RCLE群のタイプ I線維の横断面積は IMM群よ
り約26％も有意に高値を示した。IMM群のタイプ I＋ II線維の横断面積は CON群に比べて約30％
有意に低値を示した。RCON群のタイプ I＋ II線維の横断面積は IMM群および CON群と有意な
差は認められなかった。RCLE群のタイプ I＋ IIの横断面積は IMM群よりも有意に約28％高値を
示した。IMM群のタイプ II線維の横断面積は CON群と有意な差は認められなかった。RCON群の
タイプ II線維の横断面積は IMM群および CON群と有意な差は認められなかった。 RCLE群のタ
イプ IIの横断面積は IMM群よりも有意に約37％高値を示した。
遠位部において，IMM群のタイプ II線維の横断面積は CON群に比べて約53％有意に低値を示し

た。RCON群のタイプ II線維の横断面積は IMM群との間に有意差は認められなかった。RCLE群
のタイプ IIの横断面積も IMM群および RCON群との間に有意差は認められなかった。

Table 1. Body weight, muscle weight and relative muscle weight in each group

CON IMM RCON RCLE

Body weight （g） 292±9 266±29 297±19 320±26 b

Muscle weight （mg） 715±34 436± 45 a 592± 52 b 675±187 b

Relative muscle weight （mg/g B.W.） 2.4±0.1 1.7±0.1 a 2.0±0.2 a 2.1±0.5

Values are presented as the mean ± SD. 
Statistic: a P  < 0.05 （vs. CON）; b P  < 0.05 （vs. IMM）.

Table 2. Cross-sectional area in each typed fiber of medial gastrocnemius muscle

CON IMM RCON RCLE

Proximal portion

　Type I fiber 1979±293 1366± 91 a 1566±291 a 1849±299 b

　Type I＋ II fiber 1544±311 1074±110 a 1262±263 1502±223 b

　Type II fiber 2150±106 1546±191 2110±277 2467±108 b

Distal portion

　Type II fiber 3053±650 1440±617 a 2802±872 2875±840

Values are presented as the mean ± SD. 
Statistic: a P  < 0.05 （vs. CON）; b P  < 0.05 （vs. IMM）.
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考　察

本研究では，後肢固定により萎縮した内側腓腹筋の回復期に CLEを投与し，その同化作用が筋萎
縮からの回復を促進するかを筋内の異なる部位において組織化学的に比較検討した。
筋重量および相対的筋重量の結果より，ギプス固定により内側腓腹筋は萎縮したことが認められ
た。また，ギプス解放後の２週間の回復期間で筋重量は増加し回復を示した。さらに回復期間での
増加量は，RCON群（筋重量約36％，相対的筋重量約16％）に比べ RCLE群（筋重量約55％，相対
的筋重量約22％）が大きく，CLE投与の影響がみられた。CLEは速筋に選択的に作用すると報告さ
れていることから（Rajab et al. 2000，Kitaura et al. 2001, Sato et al. 2008），本研究の結果は速筋であ
る内側腓腹筋において CLEの同化作用が萎縮からの回復を促進したと考えられた。
本研究で用いたギプス固定により，近位部と遠位部の筋線維共に顕著な萎縮を示し，これらの結
果はギプス固定モデルを用いた以前の研究結果と一致していた（Tomanek and Lund 1974, Edgerton 

et al.1975）。一方で，内側腓腹筋の近位部の筋線維はギプス固定により30％前後萎縮していたのに
対して。遠位部の筋線維は約50％の萎縮を示した。これらの結果は，固定による筋線維の萎縮は内
側腓腹筋の遠位部と近位部で同等だったとする我々の先の研究結果と異なっていた（鈴木ら 2012）。
先の研究では足関節はナチュラルポジション（底屈約10度）で固定されていたが，本研究では足関
節を底屈０度で固定していた。筋線維の萎縮の程度は固定時の筋長で異なることが報告されている
（Tabary et al. 1972, Goldspink et al. 1977）。したがって，関節固定角度の違いによる筋長の違いによ
り，これらの固定による萎縮の違いが生じた可能性がある。さらに，底屈動作に動員される内側腓
腹筋では近位部と遠位部では機能的に底屈動作へ寄与の度合いも異なる可能性がある（De Ruiter et 

al. 1995a, 1995b, 1996, Vanden Noven et al. 1994）。そのため，内側腓腹筋の両部位間の筋線維の緊張
が異なる足関節角度の固定により生じた可能性も考えられた。
回復期間後，筋線維横断面積は近位部，遠位部共に回復を示したが，タイプⅠおよび I＋ II線維
に比べてタイプ II線維の回復の程度が大きかった。一般的に筋線維は運動強度が高くなるに伴いタ
イプⅠ，IIa，IIb線維の順で動員されると考えられている（Walmsley et al. 1978）。したがって，固
定により萎縮して脆弱した骨格筋では，固定前に比べて固定解放後の通常活動が過負荷となり，タ
イプ II線維が優先的に動員されていた可能性が考えられた。
回復期に CLEを投与した場合，投与なしに比べて近位部のいずれのタイプの筋線維横断面積も回
復の程度が大きく，IMM群の筋線維横断面積と比べても顕著な回復を示した。一方で，遠位部の筋
線維の横断面積は CLE投与の有無で回復の程度に大きな差はみられなかった。内側腓腹筋の支配神
経由来のそれぞれの部位は生理学的特性と組織化学的特性から，近位部は持続的な活動を，遠位部
は相同的な活動を担っていると考えられている（De Ruiter et al. 1995a, 1995b）。したがって，固定
解放後の回復期の姿勢維持のような持続活動で，遠位部に比べて近位部の筋線維，特にタイプ II線
維がより頻繁に動員されたことは，CLEの同化作用をより刺激した可能性を示していた。
以上のことから，萎縮した内側腓腹筋の筋線維の回復は近位部と遠位部では異なること，さらに

CLEを投与した場合の回復促進作用も両部位間で異なることが示唆された。
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付　記

本研究は令和元年度科学研究費助成事業（学術研究助成基金助成金，基盤研究 C，課題番号：
19K11519，研究代表者：鈴木英樹）の交付を受けて行った研究である。
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