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緒言 

 筋萎縮性側索硬化症（Amyotrophic Lateral Sclerosis, ALS）は随意筋を支配する上位

及び下位運動ニューロンが選択的に障害される、進行性の神経変性疾患である。その発

症率は、欧米において 10 万人あたり 2.16 人で、約 3 年で半数の患者が死亡する 1。四

肢の筋力低下が初発となることが多く、支配神経の変性による骨格筋の萎縮と麻痺を認

める。ALS 患者では、急激な体重減少を認め、その原因として、筋萎縮に伴う筋量の減

少に加え、代謝の亢進が挙げられる 2。末期には横隔膜の筋力低下が起こり、しばしば

死因に関与する。また上位下位運動ニューロン症状のほかに、嚥下障害や構音障害とい

った球麻痺症状が認められ、舌の筋萎縮や咽頭反射の低下や消失などが知られており 3,4、

ALS 患者の重症度スケールとして用いられる改訂 ALS Functional Rating Scale 

(ALSFRS-R)にも嚥下の評価が立項されている 5。 

ALS の病因について、運動神経が選択的に障害される原因をはじめ、そのメカニズム

は大部分が明らかにされていない。ALS の治療薬として現在認可されているものに、リ

ルゾールとエダラボンがあるが、いずれも余命をわずかに延長させるにとどまり、根本

的な治療薬の開発が待たれている 6-8。近年では、運動神経に加え、これまで注目されて

こなかった感覚神経についても ALS の病態への関与が指摘されている 9-12。 

ALS はそのほとんどが家系内に単発する孤発性 ALS（sporadic ALS : sALS）である

が、5.1%が遺伝性を有する家族性 ALS（familial ALS : fALS）である 7。1993 年に fALS
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の原因遺伝子として、Cu / Zn superoxide dismutase (SOD1) が初めて同定された 13。

翌年には変異 SOD1 トランスジェニックマウス(SOD1G93A マウス)が作成され、運動

麻痺を認めたことから ALS モデル動物として広く認知された 14。SOD1G93A マウスは

中枢神経に対する研究に加え、経時的な体重変化や運動機能の測定、MRI での筋体積

の測定など、末梢の筋組織における検討もなされ、本日まで ALS の病態解明や治療薬

開発にむけた研究に広く使用されている 15-18。 

ALS 患者では嚥下障害について報告されているが、咀嚼機能についてはその大部分

が未知のままである。これまで SOD1G93A マウスにおいて、咀嚼機能の神経中枢であ

る三叉神経運動ニューロン(MoV)や三叉神経中脳路核ニューロン(MesV)において発火

異常が起こることが報告されているが 9,19,20、末梢の咀嚼筋での経時的な変化について

は報告がなく、その詳細は不明である。ALS 患者では骨格筋の多くが萎縮と麻痺を認め

るが、外眼筋や外括約筋は顕著な萎縮を認めず、末期まで眼球運動障害、膀胱直腸障害

は認めないなど例外的に機能が温存される。そのため ALS 患者は眼球運動が温存され

ることを利用して、視線追跡デバイスを用いたコンピューターによるコミュニケーショ

ンを行っている 21。 

近年 ALS の骨格筋は病態に深く関与することが示され、ALS の治療標的として注目

されている。骨格筋は損傷に対して再生機能を有しており、筋組織の再生、肥大にはタ

ンパク質合成及び筋線維核の増加が必要であると報告されている 22。また骨格筋の組織
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幹細胞である筋衛星細胞は筋線維核の増加に必須であり、筋組織の再生、肥大に関与し

ていると考えられている 23-25。筋衛星細胞は通常、休止期の状態で存在しており、筋損

傷により活性化する。この段階では Pax7 という転写因子が発現しており、筋衛星細胞

のマーカーとして報告されている 26,27。活性化した筋衛星細胞は増殖し、その大半は筋

芽細胞へと分化する。その後、筋芽細胞から分化した筋線維は損傷前から存在した筋線

維や新たに分化した筋線維同士で融合し、成熟することで筋組織の再生、肥大がなされ

る。使用されなかった筋衛星細胞は、次の損傷時に備えて再び静止状態に戻り、筋線維

に貯蔵される 28。 

骨格筋は筋線維に含まれるミオシン重鎖(Myosin Heavy Chain : MyHC)により遅筋と

速筋に大別される。遅筋は、MyHC-Ⅰ線維からなり、耐疲労性があり持続的な運動に

関与する。これに対して速筋は MyHC-Ⅱ線維からなり、易疲労性であるが瞬間的に大

きな収縮力を発揮する。骨格筋の質的な可塑性として、遅筋、速筋の割合を変化させる

ことで筋組織としての性質を変化させる 29。疾患により、萎縮しやすい筋線維も異なり、

廃用性萎縮では遅筋が、デュシェンヌ型筋ジストロフィーやがん悪液質では速筋が障害

される 30。ALS 患者やモデルマウスにおいても、速筋線維から萎縮が始まることが知ら

れており、疾患の進行に伴い速筋線維割合が低下し、中間線維や遅筋線維割合が増加す

るといった筋線維タイプ割合の変化が報告されている 31。 

今回われわれは、現在その詳細が不明である ALS における咀嚼機能の変化および咀
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嚼筋体積変化について、SOD1G93A マウスを用いて出生時から末期まで行動生理学的

検討を行った。また発症前後の咀嚼筋組織を蛍光免疫染色にて四肢骨格筋組織と比較す

ることで、SOD1G93A マウスにおける咀嚼筋体積変化、咀嚼機能の変化および、筋線

維の組織学的変化を検討した。 
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研究材料と方法 

倫理に関する声明 

すべての動物プロトコルは、日本学術会議が定める「動物実験の適正な実施のための

指針 2006」(指針)に準拠して実施し、大阪大学遺伝子組み換え実験安全委員会 (遺伝子

組み換え実験安全委員会承認番号：04538) 及び大阪大学大学院歯学研究科動物実験委

員会 (動物実験委員会承認番号：動歯 R-03-010-0) の承認を受けた。 

 

実験動物 

本 研 究 で は  雄 の ALS モ デ ル マ ウ ス  (JAX strain : C57B6SJL-Tg 

(SOD1G93A)1Gur/J) (mSOD1 マウス) (The Jackson Laboratory : Bar Harbor, MA, 

USA) と雌の野生型マウス (C57BL/6JJmsSlc)(WT マウス) から繁殖させたマウスを

使用した 9,19。本実験では、骨格筋体積の測定を含む行動生理学検討に生後 4〜16 週齢

マウス (雄、mSOD1 : n=11、WT : n=10) を使用し、蛍光免疫染色での組織学的検討

に生後 8 週齢、16 週齢マウス (雄、８週齢 mSOD1 : ｎ=5、８週齢 WT : ｎ=5 16 週

齢 mSOD1 : ｎ=5、16 週齢 WT : ｎ=5) を使用した (Table.1)。各マウスは温度 23℃、

湿度 60％、12 時間毎の明期、暗期に管理された環境で個別のケージ内に飼育し、固形

飼料 (MF : Oriental Yeast, 東京, 日本) を自由摂取させた 32。本研究で用いた ALS モ

デルマウスは、生後約 13 週齢で四肢に痙攣や振戦を認め、約 20 週齢でエンドポイン
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トを迎えることが報告されている 33。本研究では、行動生理学的検討では、４週齢より

２週齢ごとに 16 週齢まで、体重、筋体積、摂食機能、運動機能を測定した。16 週齢以

降はマウスを横に寝かせ、30 秒以内に自力で立ち上がれないことを確認した後、速や

かに安楽死させた 34。 

 

遺伝子型の判定 

遺伝子型の判定のため、マウスの尾を 5ｍｍ採取した。DNA 抽出・精製キット(Quick-

DNATM Miniprep Plus Kit : ZYMO RESEARCH, Murphy Ave, Irvine , USA)を用いて尾

のサンプルより DNA を抽出、精製した。入手元である The Jackson Laboratory のプロ

トコル（The Jackson Laboratory : Protocol 29082 : Standard PCR Assay – Tg(SOD)）

に則り、ポリメラーゼ連鎖反応(polymerase chain reaction : PCR）によって決定した 35

（Table.２）。 

 

摂食機能測定及び体重計測 

摂食機能の測定項目として、先行研究より報告されている方法に準じ、「体重」、「30

分当たりの摂食時間」、「30 分当たりの摂食量」の３項目を設定した 32,36。摂食行動観察

の際は、前日より 12 時間絶食を実施した。飼育用ケージの側面に固形飼料を固定し、

２台の Video Camera（HANDYCAM, model HDR-XR520V : Sony Corporation, 東京, 
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日本 : Everio, model GZ-HM890 : 日本ビクター株式会社, 神奈川, 日本)を用いて側方

2 方向 (固形飼料よりそれぞれ 115mm と 165mm の位置) から複数回のマウスの摂食

行動を観察するため 30 分間ビデオ撮影を行った 9。「30 分当たりの摂食時間」は、撮影

した 30 分間の行動観察のうち、飼料の摂食動作を行っている時間の合計とした。「30

分当たりの摂食量」は観察開始時における飼料の質量から 30 分間の観察終了時点での

飼料の質量を差し引いた変化量とした 9。体重は、後述する筋体積測定時に測定した。 

 

四肢運動機能測定 

四肢の運動機能として、走行機能及び握力を測定した。走行機能は実験動物用多連ト

レッドミル（TMS-8N システム : MELQUEST, 富山, 日本）を用い、Reynolds らの報

告による方法を用いた 37。計測日の 3 日前より、13m/min で 20 分間のトレーニング走

行を毎日実施しトレッドミルへ順応させた。計測は 4 段階に速度を変化させ、最大 60

分間実施した。第 1 段階は、13m/min で 5 分間走行させた。第 2 段階は５分かけて速

度を 18ｍ/min に上昇させた。第３段階は 18ｍ/min の一定速度で 30 分間走行させた。

第 4 段階は 23ｍ/min に速度を上げ最後に 20 分間走行させた。60 分完走した際の走行

距離は 1142.5m であった。トレッドミル後方には微弱な電気を帯びたグリッドが備え

付けられ、走行をやめグリッドと接触したマウスは不快な電気刺激により再び走行を促

されたが、物理的に危害を加えたり動物を負傷させるものではなかった。何らかの要因
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で電気刺激を回避したマウスが後方のグリッドに上った際は、筆にてマウスを刺激し再

度トレッドミル走行を促した。筆にて走行を促した後も走行を拒否し 30 秒間グリッド

上にとどまった際は、疲労に達したと判断し、そのマウスはトレッドミルのレーンから

飼育ケージに戻し、その時点での走行距離を記録とした。握力は小動物握力測定装置

（GPM-101BV : MELQUEST, 富山, 日本）を用いて四肢の握力を測定した 38,39。計測

は、トレッドミル走行の測定日及び摂食機能測定のための絶食日を除き、最低 1 分間の

休憩を設けて 1 日に 6 回連続測定した。翌日も同様の方法で測定を実施し、その平均値

を計測値とした 40。 

 

咬筋及び四肢筋群の筋体積測定 

マウスを三種混合麻酔（塩酸メデトミジン (0.02 mg/kg)、ミダゾラム (0.3 mg/kg)、 

酒石酸ブトルファノール (0.2 mg/kg)）の腹腔内注射にて麻酔し体重計測を行った。再

現性のある姿勢で撮影できるよう作成した撮影台に乗せた。動物実験用マイクロ CT

（R_mCT2 : 株式会社リガク, 東京, 日本）にて頭部と前腕、後肢に分けて撮影した。

管電圧は 90ｋV、管電流は 160μA、ボクセルサイズは 148μｍ３で造影剤は使用しなか

った。撮影された画像を画像解析ソフト(TRI/3D-BONE, RATOC, 東京, 日本）にて咬

筋及び四肢筋群を抽出し、筋体積を測定した。咬筋は、解析前に矢状断でマウスの口蓋

骨を地面と水平に、冠状断で鼻中隔を地面と垂直の位置に頭蓋の位置を修正した。次に
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前頭断にて下顎骨との境界を咬筋内面とし、上端下端は起始停止を目視にて判断した。

咬筋を含みマスクした領域から下顎骨の領域、空気の領域を除き、咬筋断面とした。CT

画像におけるマウスの咬筋形態については、Jeffery らの報告を参照した 41。咬筋下顎枝

前縁から下顎枝後縁の範囲で咬筋断面を抽出し咬筋体積とした。四肢筋群は、前肢筋群

と後肢筋群を分けて抽出した。前肢筋群は上腕三頭筋を主として、冠状断にて腕橈関節

から尺骨頭の範囲で筋群を抽出した。後肢筋群は、腓腹筋を主として、前頭断にて膝関

節から足根下腿関節の範囲で筋群を抽出した 42,43。それぞれの体積を合計し、四肢筋群

の体積とした。筋体積の計測は、方法を熟知した同一人物により実施された。 

 

咬筋、腓腹筋の筋湿重量測定および凍結標本作成 

8 週齢、16 週齢の SOD1G93A マウス及び野生型マウス（雄、各群 : n=5）を用いて、

マウスを頸椎脱臼にて安楽死させた後、直ちに咬筋、腓腹筋を過不足なく摘出し、筋組

織及び含有する水分を含めた筋湿重量を測定した。摘出した筋組織は液体窒素で冷却し

た 2-メチルブタンにて凍結した。凍結した組織はドライアイス上で 1 時間、2-メチルブ

タンを蒸発させた後、密閉容器に入れ－80℃で保管した 44。安楽死から凍結まで、筋組

織が乾燥しないようリン酸緩衝生理食塩水(Phosphate-buffered saline : PBS)で保湿し

た。 
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蛍光免疫組織学染色及び顕微鏡撮影 

凍結組織標本をクライオスタットにて 6μm の厚さで薄切し、スライドガラス上に配

置した。15℃〜25℃で 30 分間乾燥させた後、凍結切片の周囲を PAP ペンでなぞり、

溶液が漏れないようマーキングした。次いで、4%Paraformaldehyde (PFA)にて 10 分間

固定した。0.1%Triton X-100/PBS (PBST)にて 5 分間洗浄を２回実施した後、PBS に

て５分間洗浄した。スライドガラスを湿箱に移したのち 5% skim milk/PBS にて 37℃

で 1 時間ブロッキングを実施した。Pax7 を染色するサンプルは PFA 固定後に 0.5% 

PBST にて 20 分間透過処理を行った後、PBST にて 5 分間洗浄を２回、PBS にて５分

間洗浄した。1 次抗体を 5％ skim milk / PBS にて希釈し、4 度で一晩反応させた。翌

日、PBST にて５分間洗浄を２回、PBS にて５分間洗浄を 1 回実施し、2 次抗体希釈液

を室温で 1 時間反応させた。PBST にて５分間洗浄を２回、PBS にて５分間洗浄を 1 回

実施し、DAPI 入り封入剤にて封入した 26,44。画像は、オールインワン蛍光顕微鏡（BZ-

X800, KEYENCE, 大阪, 日本）にて撮影した。筋組織の摘出から標本作成まで手技を熟

知した同一人物により、全ての標本は同様の手法にて実施された。蛍光免疫染色に用い

た各種抗体は別に示した(Table.3)。 

 

咬筋及び腓腹筋における筋線維の定量解析 

画像認識及び定量化は蛍光顕微鏡に対応する画像解析ソフト（BZ-800 Analyzer, 
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KEYENCE, 大阪, 日本）のハイブリッドセルカウント機能を用いて実施した。まず、閾

値を調整し Laminin 陽性基底板の蛍光シグナルを認識した。つぎに分離機能を用いて

個々の筋線維を効率的に分離した。ヒストグラム関数の下限値を調整することで、小さ

な誤認識領域を除外した後に、筋組織ごとに筋線維数、筋線維断面積を自動算出した 45-

47。全ての週齢、群間を含む 20 標本で、咬筋では 1370.9±144.12 線維、腓腹筋で

2252.35±210.51 線維が計測された。筋線維タイプは、連続切片にて、MyHC-Ⅰ、MyHC-

Ⅱa、MyHC-Ⅱb の筋線維数を計測した 48。計測は前述の方法で全筋線維を認識した後、

各筋線維タイプの蛍光シグナルを認識し、算出する筋線維タイプの筋線維を特定した。

筋線維核数は Laminin/DAPI 陽性のシグナルを計測した。全ての週齢、群間を含む 20

標本で１筋線維当たり、咬筋では 3.94±0.28 個、腓腹筋で 2.64±0.31 個が計測された。

筋衛星細胞は Pax7/DAPI 陽性のシグナルをそれぞれ計測した 26。筋線維核と同じ 20 標

本で 100 筋線維当たり、咬筋では 9.24±1.20 個であった。腓腹筋で 4.31±0.67 個が計

測された。 

 

定量化及び統計解析 

統計解析は IBM SPSS Statistics (IBM, Chicago , IL , USA) を用いて行った。正規性に

ついては Kolmogorov-Sminov 検定または Shapiro-Wilk 検定、分散の等質性については

Levene の検定を用いた。独立したサブセットは student-t 検定で分析した。すべてのデ
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ータは平均値 ± 標準誤差で表した。体重、筋体積、摂食時間、摂食量、走行距離、握

力において、WT 群、mSOD1 群間の比較は二元配置反復測定 ANOVA で評価した。両

群間に交互作用が検出された場合は、Tukey-Kramer 検定にて、post-hoc 比較を行った。

有意水準は 5％とした。 
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結果 

摂食機能及び四肢運動機能 

SOD1G93A マウス及び野生型マウスを用いて、4 週齢から 16 週齢まで行動観察を実

施し、咀嚼機能及び四肢運動機能を測定した。mSOD1 群、WT 群ともに、摂食時間で

は 14 週齢から、摂食量では 12 週齢から減少傾向を認めたが、全週齢において有意差

を認めなかった（Figure 1a, b）。運動機能において、トレッドミル走行距離は、mSOD1

群では 10 週齢以降減少し、14 週齢以降は顕著に減少した。WT 群は全週齢において増

加傾向にあり、完走に近い走行距離を示した。群間比較では、16 週齢から mSOD1 群

で有意な走行距離の減少を認めた（Ｆ(1, 117)=9.37, p＜0.001, 12week : mSOD1, 

936±87.01m, WT, 1060.92±45.98ｍ, p=0.20, 14week : mSOD1, 734.46±150.98m, 

WT, 964.46±71.49ｍ, p=0.16, 16week : mSOD1, 290±119.59m, WT, 1061.15±37.73

ｍ , p=0.003, repeated-measures ANOVA followed by Turky-Kramer post hoc 

comparison, Figure 1c）。握力において、mSOD1 群では、トレッドミル走行と同様に 10

週齢以降減少した。WT 群では 8 週齢から増加傾向を認めた。群間比較では、14 週齢

から mSOD1 群で有意な握力低下を認めた。（Ｆ(1, 133)=10.02, p＜0.001, 12week : 

mSOD1, 165.39 ± 15.51g, WT, 185.83 ± 10.88g, p=0.30, 14week : mSOD1, 

152.12±15.96g, WT, 192.93±8.66g, p=0.042, 16week : mSOD1, 132.47±25.15g, WT, 

211.98±17.44g, p=0.017, repeated-measures ANOVA followed by Turky-Kramer post 
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hoc comparison, Figure 1d）。体重は、mSOD1 群では 10 週齢まで増加傾向を示したが、

12 週齢より減少した。WT 群では観察期間中に一貫した体重増加を認めた。両群間に

有意差は認めなかった（Figure １e）。 

 

咬筋及び四肢骨格筋の経時的筋体積変化 

摂食機能、四肢運動機能に対応する骨格筋の変化を検討するため、経時的な筋体積の

測定を実施した(Figure 2a)。筋体積において、咬筋では 14 週齢まで増加傾向を認めた。

WT 群では、全週齢で増加傾向を認め、体重増加と同様の結果を示した。群間比較では、全

週齢で有意差を認めなかった（Ｆ(1, 145)=3.35, p=0.069, 12week : mSOD1, 35.93±2.43ｍ

m3, WT, 31.47±2.61ｍm3, p=0.23, 14week : mSOD1, 37.66±1.79ｍm3, WT, 35.77±2.29ｍ

m3, p=0.52, 16week : mSOD1, 34.99±3.29ｍm3, WT, 37.42±2.45ｍm3, p=0.56, repeated-

measures ANOVA followed by Turky-Kramer post hoc comparison, Figure ２b）。前肢筋群

では、mSOD1 群は 10 週齢以降で減少傾向を認めた。WT 群は観察期間で増加傾向を認め

た。前肢筋群において群間比較では有意差は認めなかった（Ｆ(1, 144)=0.60, p=0.44, 

12week : mSOD1, 76.27±4.96mm3, WT, 71.14±5.73mm3, p=0.50, 14week : mSOD1, 

72.95±4.14mm3, WT, 76.76±4.63mm3, p=0.55, 16week : mSOD1, 70.71±4.51mm3, WT, 

84.56±7.65mm3, p=0.15, repeated-measures ANOVA followed by Turky-Kramer post hoc 

comparison, Figure ２c）。後肢筋群では、mSOD1 群は 8 週齢以降体積減少を認めた。WT
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群は、全週齢で体積増加を認めた。群間比較では、16 週齢で mSOD1 群の有意な体積減少

を 認 め た （ Ｆ (1, 143)=5.13, p ＜ 0.001, 12week : mSOD1, 178.87±9.43mm3, WT, 

203.7±20.18mm3, p=0.25, 14week : mSOD1, 175.95±10.31mm3, WT,  222.15±20.93mm3, 

p=0.056, 16week : mSOD1, 151.01±15.44mm3, WT, 259.24±18.51mm3, p<0.001, 

repeated-measures ANOVA followed by Turky-Kramer post hoc comparison, Figure ２d）。 

 

咬筋及び腓腹筋の筋湿重量 

骨格筋の評価指標として 8 週齢と 16 週齢で SOD1G93A マウスと野生型マウスの筋

湿重量を測定した。咬筋、腓腹筋において、８週齢では mSOD1 群、WT 群との比較で

有 意 差 を 認 め な か っ た 。（ Masseter : 8week : mSOD1, 0.1000±0.0033g, WT, 

0.0892±0.0040g, p=0.050, Gastrocnemius : 8week : mSOD1, 0.1016±0.0122g, WT, 

0.1271±0.0046g, p=0.067, student-t test, Figure ３a）腓腹筋において、16 週齢で

mSOD1 群は有意に低い値を示したが、咬筋において筋湿重量は有意差を認めなかった

（ Masseter : 16week : mSOD1, 0.077±0.0042g, WT, 0.082±0.0043g, p=0.35, 

Gastrocnemius : 16week : mSOD1, 0.068±0.0064g, WT, 0.131±0.0098g, p<0.001, 

student-t test, Figure ３b）。 

 

咬筋及び腓腹筋の筋線維数及び筋線維断面積 
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8 週齢と 16 週齢の SOD1G93A マウス、野生型マウスにて発症前後の骨格筋の変化

を組織学的に検討した(Figure 4a)。筋組織全体の線維数は、咬筋、腓腹筋ともに、mSOD1

群 と WT 群 と の 比 較 で 有 意 差 を 認 め な か っ た (Masseter : 8week : mSOD1, 

fiber(n)=1433.8±267.51, WT, fiber(n)=1157.20±230.30, p=0.46, 16week : mSOD1, 

fiber(n)=1497.4±396.53, WT, fiber(n)=1395.2±310.22, p=0.84, Gastrocnemius : 

8week : mSOD1, fiber(n)=2122.8±489.08, WT, fiber(n)=2597.2±593.91, p＝0.54, 

16week : mSOD1, fiber(n)=1796.8±374.41, WT, fiber(n)= 2492.6±210.56, p＝0.14, 

student-t test, Figure  4b, c)。筋組織の断面積において、咬筋では、8 週齢、16 週齢と

もに、mSOD1 群、WT 群との比較で有意差は認めなかった  (8week : mSOD1, 

1214.8±105.74 μ m2, WT, 1455.4±175.69 μ m2, p ＝ 0.27, 16week : mSOD1, 

1700.6±189.47μm2, WT, 1528.2±85.87μm2, p＝0.43,student-t test, Figure 4d)。腓腹筋

では、8 週齢、16 週齢ともに、mSOD1 群と WT 群の比較において、mSOD1 群は有意

に低い値を示した（8week : mSOD1, 1361.6±26.08μm2, WT, 1567.6±56.12μm2, p＝

0.010, 16week : mSOD1, 1200.8±80.18 μ m2, WT, 1671.2±56.12 μ m2, p ＝ 0.023, 

student-t test, Figure 4e）。 

 

咬筋及び腓腹筋の筋線維タイプ割合 

骨格筋線維は、発現する MyHC により、MyHC-Ⅰ, MyHC-Ⅱa, MyHC-Ⅱb, MyHC-
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Ⅱx の４種に大別される。遅筋線維は MyHC-Ⅰとして、速筋線維は MyHC-Ⅱの 3 種に

分類される 34。本研究では、MyHC-Ⅰ, MyHC-Ⅱa, MyHC-Ⅱb 線維について検討した

(Figure 5a)。咬筋、腓腹筋ともに各筋線維タイプ別の割合は MyHC-Ⅱb>MyHC-Ⅱ

a>MyHC-Ⅰであった。咬筋、腓腹筋ともに速筋有意で筋線維タイプごとの占有率は同

様であった。咬筋では、各線維タイプにおいて、8 週齢、16 週齢ともに、mSOD1 群と

WT 群の比較において、有意差を認めなかった (Figure 5b)。腓腹筋において、MyHC-

Ⅰ、MyHC-Ⅱa では、8 週齢、16 週齢ともに、mSOD1 群と WT 群との比較で、有意

差を認めなかった。MyHC-Ⅱb では、8 週齢では mSOD1 群と WT 群の比較において、

有意差を認めなかったが、16 週齢ではｍSOD1 群は WT 群と比較し、有意に低い値を

示した（16week : mSOD1, 0.522±0.018, WT, 0.694±0.037, p<0.001, student-t test 

Figure 5c）。 

 

咬筋及び腓腹筋の筋線維核及び筋衛星細胞 

咬筋及び腓腹筋を Pax7、Laminin、DAPI にて蛍光免疫染色し、筋線維核数及び筋衛

星細胞数を測定した(Figure 6a)。筋線維核において咬筋では、mSOD1 群、WT 群とも

に 8 週齢と 16 週齢で有意差を認めなかった (Figure 6b)。腓腹筋では、WT 群では 8 週

齢と 16 週齢で有意差を認めなかったが、mSOD1 群では 8 週齢と比較し 16 週齢で筋

線 維 核 数 は 有 意 に 減 少 し た （ mSOD1 : 8w, myonucleus=2.772±0.161, 16week, 
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myonucleus=1.719±0.608, p=0.010, student-t test Figure 6c）。筋衛星細胞において、

咬筋は腓腹筋と比較し、約 2 倍の筋衛星細胞数を示した。咬筋では、WT 群は 8 週齢と

比較し 16 週齢で増加傾向を認めたが有意差は認めなかったが、mSOD1 群の筋衛星細

胞数は８週齢と比較し 16 週齢で有意な増加を認めた。（mSOD1 : 8week, satellite 

cells=7.13±3.86, 16week, satellite cells=14.69±5.92, p=0.044, student-t test Figure 6d）。

腓腹筋では、mSOD1 群、WT 群ともに８週齢と比較し 16 週齢で筋衛星細胞数の増加

傾向を認めたが、有意差は認めなかった（mSOD1 : 8week, satellite cells=3.26±0.16, 

16week, satellite cells=6.59±01.851, p=0.11, WT : 8week, satellite cells=3.45±1.04, 

16week, satellite cells=3.86±1.52, p=0.83, student-t test Figure 6e）。 
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考察 

本研究において、SOD1G93A マウスの咀嚼筋である咬筋の筋体積は発症後末期まで

減少せず、咀嚼機能も温存された。発症前後で免疫組織学的検討を行ったところ、咬筋

における筋線維断面積が維持され、筋衛星細胞数の増加と筋線維核数の維持を認めた。

本研究より、SOD1G93A マウスにおいて咬筋は筋萎縮に耐性があり、発症後も咀嚼機

能が維持される可能性が示唆された。 

 

SOD1G93A マウスにおける行動生理学的検討 

ALS 患者では、しばしば短期間に急激な体重減少を伴い、その原因は骨格筋量の減

少、嚥下障害のほかに代謝機能亢進が指摘されている 2。SOD1G93A マウスにおいては

疾患の進行とともに体重が減少することが確認されているが、体重減少の時期について

は報告により異なる。本研究において、SOD1G93A マウスは発症後、緩やかな体重減

少傾向を認めたが、末期においても顕著な体重減少は認めなかった。過去に同モデルマ

ウスを用いた研究において、体重は発症後も増加し、末期に減少する報告があり、本研

究結果はこの報告と類似するものと考える 35,49-51。一方、発症後から体重減少を認める

報告もあり、同モデルマウスの体重減少は疾患の進行の正確な指標となるものではない

可能性が示唆された 17,35,52。 

摂食機能において、SOD1G93A マウスは発症後も摂食時間、摂食量ともに低下を認め
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ず、北岡らの報告と一致した 9。しかしながら咀嚼運動パターン形成に関わる三叉神経運動

ニューロン (MoV) や三叉神経中脳路核ニューロン(MesV) などの咀嚼中枢において、新

生児期から成熟期にかけて発火異常が報告されており、他の運動中枢と同様に咀嚼中枢が

障害されることが示唆されている 9,19,20。ALS 患者において陰性症状を示すことで知られる

眼球運動は、その運動を司る外眼筋の支配神経においても障害されないことが報告されて

おり 20、その点で咀嚼筋とは異なる。このことから咀嚼筋に、ALS の筋萎縮に抵抗する因子

がある可能性が示唆された。 

四肢運動機能において SOD1G93A マウスは、握力低下はトレッドミル走行より早期に

有意な低下が認められ、後肢は前肢と比較し早期に機能低下を認めた。この傾向は筋体積の

変化と一致しており、運動機能の低下は先行研究でも複数報告されている 51,53。Oliván, S.

らの報告では、同モデルマウスのトレッドミル走行にて 104 日齢から運動機能の異常を認

めており本研究結果と一致するものであった 18。 

マイクロ CT 画像を用いた筋体積測定において、SOD1G93A マウスの咬筋体積は発症後

も減少せず保存される可能性が示唆された。これまで、ALS では嚥下における口腔期で咀

嚼筋力が低下すると考えられてきたが、具体的に咀嚼筋の評価はなされていない 54。本研究

の結果は ALS が咀嚼筋に与える影響について、新たな可能性を示すものであると考える。

四肢骨格筋体積において、同じモデルマウスを用いた先行研究では、下肢の筋肉量は発症 4

週齢前である８週齢から減少を認めている 42。本研究においても８週齢以降、後肢筋群の体
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積は減少に転じており同様の傾向を認めた。同モデルマウスでは、疾患の進行に伴い前肢握

力が低下することが報告されており、前肢筋群も後肢筋群と同様に骨格筋体積の減少が予

想された 53。本研究においても、有意差は認めなかったが、mSOD1 群の前肢筋群の体積は

10 週齢以降で減少しており、前肢筋群も症状進行とともに障害されたと考える。トレッド

ミル走行と比較し、握力測定でより早期に筋機能低下が認められた理由に、本研究で実施し

た握力測定方法はより速筋有意な運動であることが考えられる。ALS では速筋有意に筋萎

縮が起こることが報告されており 31、本研究の結果は速筋線維が早期に障害されたことを機

能面から示すものと考える。 

本研究では、姿勢による筋体積計測誤差を可能な限り少なくするため、幼児期の４週齢か

ら成熟期の 20 週齢まで同一の姿勢で撮影できるよう撮影台を作成し、筋体積が接地による

影響を受けないよう設計した。SOD1G93A マウスに限らず、本研究のようにモデル動物の

筋体積を経時的に測定する際、一般的には MRI が用いられることが多い 16,42,43,55。Pasetto

らは造影剤を用いない後肢マイクロ CT 画像でも SOD1G93A マウスにて MRI と同時期か

ら筋肉量の減少を観測できることを報告しており 15、本研究においても同様に造影剤を用い

ず咬筋体積の測定が可能であることが分かった。同一の個体を経時的に計測する手法は、計

測する週齢ごとに動物を用意する方法と比較し実験に必要な動物数を減らすだけでなく、

標準化することでマウスの個体差を除き、投薬による変化を観察できるなど利点が多い 15。

また、本研究における計測方法は、筋疾患モデルマウスだけでなく、咀嚼運動における咬筋
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の影響を研究する際にも応用できると考える。 

 

SOD1G93A マウスの咬筋及び腓腹筋における免疫組織学的検討 

SOD1G93A マウスの腓腹筋において、末期で筋湿重量の顕著な減少を認めたが、咬筋

では末期においても筋湿重量の顕著な減少を認めず、マイクロ CT 画像を用いた筋体積測

定の結果と一致していた。咬筋、腓腹筋ともに末期においても、筋線維数の減少は認めなか

ったが、腓腹筋では末期に筋線維断面積の減少を認めるのに対して、咬筋では末期において

も筋線維断面積の減少を認めなかった。過去の報告においても８週齢より後肢筋断面にお

ける筋線維径は減少を認めており、本研究の研究と同様の結果を示した 42。このことより腓

腹筋の筋体積の減少は、筋線維数の減少によるものではなく個々の筋線維の萎縮によるも

のであり、咬筋の筋線維は ALS 進行に伴った萎縮に耐性があることが示唆された。 

筋線維タイプにおいて、遅筋線維は MyHC-Ⅰが大部分である。速筋線維は MyHC-Ⅱが

大部分を占め、複数のアイソタイプを持つ。アイソタイプのうち、MyHC-Ⅱb はもっとも

速筋としての性質が強く、MyHC-Ⅱa は速筋線維ではあるが MyHC-Ⅱb 線維と比較しやや

遅筋よりの中間線維と位置付けられる。本研究では、咬筋、腓腹筋ともに MyHC-Ⅱa、MyHC-

Ⅱb 線維に富んだ速筋有意の骨格筋であり、これまでの報告と筋線維タイプ割合はおおむね

一致していた 48,56。SOD1G93A マウスにおいて、腓腹筋では末期で MyHC-Ⅱb 線維割合の

減少を認めたが、咬筋では症状進行に伴った筋線維タイプ割合の変化を認めなかった。同マ
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ウスを用いた過去の研究において、発症初期における筋力低下は遅筋より速筋で起こり、疾

患の進行に伴い筋線維タイプ割合が速筋から遅筋に変化することが報告されている 57。本研

究において、咬筋で筋線維タイプ割合の変化が認められなかったことは、咬筋が ALS によ

る筋萎縮の影響を受けにくい可能性を補強するものであった。 

生体マウスの咬筋は、本研究で染色したもの以外にも、成体に見られる MyHC-slow、

MyHC-α、MyHC-cardiac、MyHC-Ⅱx に加え、発達段階で見られる MyHC-embryonic、

MyHC-neonatal など複数のアイソタイプが存在することが報告されている 56,58-60。ALS に

よる筋萎縮を受けにくい外眼筋は、上記に加え MyHC-exoc など、多様な MyHC を発現さ

せるだけでなく、2 つ以上のアイソタイプを単一線維内に含むハイブリッドな筋線維からな

る点で四肢骨格筋とは異なる筋組織である 61。ヒトの閉口筋においても同様に、複数のアイ

ソタイプが存在しており 62,63、ハイブリッドな線維が多いなど外眼筋と共通点があることが

報告されている 62,64,65。この特徴は、咬筋が外眼筋同様に ALS における筋萎縮に耐性を示す

一因である可能性がある。また、ヒトの閉口筋における速筋線維は四肢骨格筋と比較し直径

が小さく、もともと四肢骨格筋における廃用性萎縮に似た組織像を示すという報告もある

62。このため速筋線維が障害されやすい ALS において、咬筋体積の変化は四肢骨格筋と比

較し現れにくい可能性がある。 

筋線維当たりの筋線維核数について、SOD1G93A マウスの腓腹筋では発症後に減少した

が、咬筋では筋線維核数が維持されていた。過去の報告では、筋組織の肥大はタンパク質合
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成の亢進と筋線維核数の増加が必要であることが報告されている 66。本研究において咬筋で

は筋線維核数が減少せず腓腹筋で減少したことは、筋体積の増減と一致しており、筋ごとの

筋萎縮への抵抗性の差の一因である可能性がある。また、筋衛星細胞はこの筋線維核の増加

に必須であることが知られており、筋肥大そのものに筋衛星細胞が必須かどうかは議論が

分かれるが、重要な役割を果たしているという見方が強い 23,67。SOD1G93A マウスにおい

て、咬筋は症状の進行とともに筋衛星細胞数の増加を認めた。ALS において特異的に筋萎

縮の影響を受けない外眼筋は、筋衛星細胞数が多いことが報告されている 30,68。マウスの咬

筋においても腓腹筋やヒラメ筋、横隔膜と比較し筋衛星細胞数が多く他の筋より再生能力

が高い可能性が指摘されている 69。筋線維核含有量と筋体積には関連が指摘されており 70,71、

SOD1G93A マウスの咬筋では、筋衛星細胞の増加により筋線維核数が維持され、筋体積が

維持された可能性がある。 

筋ジストロフィーなど筋損傷を伴う疾患において、筋衛星細胞の重要性が報告されてい

るが、筋損傷を伴わない ALS における筋衛星細胞の働きは未だ不明な点が多い。筋衛星細

胞の大部分は変性損傷の程度に関係なく過負荷がかかった筋線維内で活性化し増殖するこ

とが報告されている 72。本研究において、SOD1G93A マウスの咬筋では疾患の進行ととも

に筋衛星細胞の増加を認めたが、同モデルマウスにおける ALS 様症状の進行が骨格筋に負

荷をかけた可能性も考えられる。これまで ALS 患者から分離培養した筋衛星細胞において、

筋管形成能の異常や老化に似た機能異常が報告されており、SOD1G93A マウスでも同様の
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報告がなされている 69,70,18。さらに ALS 以外の研究において、咬筋機能と筋衛星細胞数の関

連が報告されている 73。今後の研究において咬筋より筋衛星細胞を分離し、ALS における

咀嚼筋、摂食機能の維持に対する筋衛星細胞の関与について、その機能の詳細を確認する必

要があると考える。 

 本研究にて、ALS の咬筋は筋体積が減少せず、咀嚼機能は温存される傾向にある可能性

が示唆された。ALS 患者において顎運動は眼球運動と比較し、介助者が目視でも確認が容

易であり、現在の視線追跡デバイスのような高価な設備がなくとも、呼びかけへの応答など

簡単な意思表示手段として応用が期待できる。また骨格筋ごとに筋萎縮の違いを認めるメ

カニズムの解明は、骨格筋など末梢組織を標的とした ALS の新たな治療法につながる可能

性がある。 
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結語 

 本研究では、SOD1G93A モデルマウスにおける摂食機能および咀嚼筋体積の経時的な検

討及び、咀嚼筋、四肢骨格筋の組織学的検討を実施した。SOD1G93A マウスにおいて発症

後末期まで摂食機能は維持され、四肢運動機能は減衰した。咬筋では、筋体積、筋湿重量、

筋線維断面積に減少を認めず、筋線維タイプの変化も認めなかったことから ALS により障

害されにくい可能性を認めた。咬筋で萎縮を認めなかった要因として、咬筋に存在する筋衛

星細胞数が腓腹筋と比較し多いことや、そのために筋線維核が減少せず、筋組織として再生

能を保ちやすいことが示唆された。今後さらなる筋萎縮メカニズムの違いを解明すること

で ALS の病態解明及び治療薬開発の一助としたい。 
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Figure 1 : 摂食機能、運動機能および体重の経時的変化

(a) (b) 4週齢から16週齢までの摂食時間及び総摂食量。摂食機能において、摂食時間、摂食
量は両群間で有意差を認めなかった。 (c) 4週齢から16週齢までのトレッドミル走行距離。ト
レッドミル走行は16週齢からmSOD1群で有意な走行距離の減少を認めた ( mSOD1 (n=11), 
WT (n=10), repeated-measures ANOVA followed by Turky-Kramer post hoc comparison, 
p=0.003, **p<0.01) 。 (d) 4週齢から16週齢までの四肢握力。握力は14週齢からSOD1群で有
意な低下を認めた ( mSOD1 (n=11), WT (n=10), repeated-measures ANOVA followed by 
Turky-Kramer post hoc comparison, p=0.002, **p<0.01) 。 (e) 4週齢から16週齢までの体重。
体重は、mSOD1群で10週齢から減少傾向を認めたが、有意差は認めなかった。
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Figure 2 : 咬筋及び四肢骨格筋の筋体積の経時的変化

(a) 8週齢、12週齢、16週齢における mSOD1群、WT群の咬筋、前肢筋群、後肢筋群のマイク
ロCT画像 (黄) 。 (b) 4週齢から16週齢までの咬筋体積変化。咬筋では両群間で有意差を認
めなかった。 (c) 4週齢から16週齢までの前肢筋群体積変化。前肢筋群では、SOD1群は10週
齢以降で減少する傾向を認めたが、有意差は認めなかった。 (d) 4週齢から16週齢までの後
肢筋群体積変化。後肢筋群では、SOD１群は8週齢以降で減少傾向を認め、16週齢で有意な
減少を認めた ( mSOD1 (n=11), WT (n=10), repeated-measures ANOVA followed by Turky-
Kramer post hoc comparison, *p<0.001, **p<0.01) 。
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Figure 3 : 筋湿重量

(a) 8週齢、16週齢におけるmSOD1群及びWT群の咬筋筋湿重量。両群間で有意差は認めな
かった。 (b) 8週齢、16週齢におけるmSOD1群及びWT群の腓腹筋筋湿重量。16週齢におい
て、mSOD1群は、WT群と比較し有意に低い値を示した (8week (mSOD1: n=5, WT: n=5), 
16week (mSOD1: n=5, WT: n=5), student-t test, p<0.01, **p<0.01) 。
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Figure 4 : 筋線維数と筋線維断面積

(a) 8週齢、16週齢の mSOD1群及びWT群の咬筋、腓腹筋における Laminin (緑)の蛍光免疫染色
画像 (スケールバーは20μm) 。(b) 8週齢、16週齢の mSOD1群および WT群の咬筋の筋線維数。
咬筋の筋線維数は、群間で有意差を認めなかった。(c) 8週齢、16週齢の mSOD1群および WT群
の腓腹筋の筋線維数。腓腹筋の筋線維数は、群間で有意差を認めなかった。 (d) 8週齢、16週齢
の mSOD1群および WT群の咬筋の筋線維断面積。咬筋の筋線維断面積は、群間で有意差を認
めなかった。(e) 8週齢、16週齢の mSOD1群およびWT群の腓腹筋の筋線維断面積。腓腹筋の筋
線維断面積は、8週齢、16週齢のそれぞれにおいて、mSOD1群が有意に低い値を示した (8week 
(mSOD1: n=5, WT: n=5), 16week (mSOD1: n=5, WT: n=5), student-t test, 8week : p=0.010, 
16week : p=0.022, *p<0.05) 。
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Figure 5 : 筋線維タイプ割合

(a) 16週齢の mSOD1群及びWT群の咬筋、腓腹筋における Laminin (緑) および各 MyHC (赤) の
蛍光免疫染色画像 (スケールバーは20μm) 。(b) 咬筋における筋線維タイプごとの割合。各筋線維
タイプにおいて8週齢、16週齢ともに、 mSOD1群、WT群間で有意差は認めなかった。(c) 腓腹筋に
おける筋線維タイプごとの割合。 MyHC-Ⅱb線維において、16週齢では mSOD1群がWT群と比較し
有意に低い値を示した (MyHC-Ⅱb, 16week (mSOD1: n=5, WT: n=5 ), student-t test, p=0.003,  
**p<0.01 )。
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Figure 6 : 筋線維核及び筋衛星細胞

(a) 16週齢の mSOD1群の咬筋、腓腹筋における Laminin (緑) 、DAPI (青) および Pax7 （赤） の
蛍光免疫染色画像 (スケールバーは20μm) 。矢印は筋衛星細胞を示す。 (b) mSOD1群及び WT

群における、咬筋の筋線維当たりの筋線維核数。週齢間で有意差を認めなかった。(c) mSOD1

群及び WT群における、腓腹筋の筋線維当たりの筋線維核数。 mSOD1群において8週齢と比較
し16週齢で有意な減少を認めた。 ( mSOD1 (8week : n=5, 16week : n=5 ), WT (8week : n=5, 

16week : n=5 ), student-t test p=0.010, *p<0.05 ) 。(d) mSOD1群及び WT群における、咬筋の筋
線維100本当たりの筋衛星細胞数。mSOD1群において8週齢と比較し16週齢で有意な増加を認
めた。( mSOD1 (8week : n=5, 16week : n=5 ), WT (8week : n=5, 16week : n=5 ), student-t test, 

p=0.040, *p<0.05 ) 。 (e) mSOD1群及び WT群における、腓腹筋の筋線維100本当たりの筋衛星
細胞数。週齢間で有意差を認めなかった。



Table 3.使用した抗体及び希釈濃度 

Table 2.遺伝子型の判別に用いたプライマー 

WT mSOD1

mouse C57BL/6JJmsSlc
B6SJL-Tg

(SOD1G93A)1Gur/J

Behavioral physiological

Experiments
10 11

Immunofluorescence 10 10

Dilution Supplier Antibody Registry ID

laminin α2 (clone 4H8-2) 1:500 Enzo Life Sciences AB_2051764

PAX7 Antibody

(PA1-117)
1:200 Thermo Fisher AB_2539886

BA-D5 (MyHC-Ⅰ) 1:200 Developmental Studies Hybridoma Bank AB_2235587

SC-71 (MyHC-Ⅱa) 1:300 Developmental Studies Hybridoma Bank AB_2147165

BF-F3 (MyHC-Ⅱb) 1:200 Developmental Studies Hybridoma Bank AB_2266724

Alexa Flaor 647 chicken 

anti Rat IgG(H+L)
1:1000 Thermo Fisher AB_2535875

Alexa Flaor Plus 555 

Goat anti Rabbit IgG

（H+L）
1:1000 Thermo Fisher AB_2633281

Alexa Flaor 546 goat anti 

Mouse IgG2b
1:1000 Thermo Fisher AB_2535779

Alexa Flaor 546 goat anti 

Mouse IgM
1:1000 Thermo Fisher AB_2535714

Alexa Flaor 546 goat anti 

Mouse IgG1
1:1000 Thermo Fisher AB_2535765

Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’)

Transgenne CAT CAG CCC TAA TCC ATC TGA CGC GAC TAA CAA TCA AAG TGA

Internal Positive Control CTA GGC CAC AGA ATT GAA AGA TCT GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATC ATC C

Table 1.各実験に使用したマウスの個体数 
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