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カテプシンＤ免疫染色による筋線維タイプの分類
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immunostaining
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抄　録

本研究は、カテプシンＤの免疫染色による筋線維タイプ分類の可否について検討を行っ

た。

対象は、Wistar 系雄性ラット 10 週齢を用い、無処置のヒラメ筋および長趾伸筋と筋萎縮

を惹起させたヒラメ筋の連続横断切片を作製し、ミオシン重鎖タイプⅠおよびタイプⅡの

免疫染色により筋線維タイプを分類し、カテプシンＤの免疫染色像との比較検討を行った。

カテプシンＤの免疫染色所見は、タイプⅠ筋線維で抗原抗体反応が陽性を示し、陽性反

応が高い筋線維とやや低い筋線維が観察されたが、タイプⅡ筋線維は陰性または陽性反応

が低かった。また、萎縮筋では、ハイブリッド型筋線維が出現し、その筋線維は、カテプ

シンＤの抗原抗体反応が低かった。

カテプシンＤによる筋線維タイプの分類は、正常および萎縮筋にて筋線維タイプⅠとタ

イプⅡを分類することは可能であり、タイプⅠ筋線維の２種の染色性については、さらに

分析が必要と考えられた。
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はじめに

オートファジー−リソソーム系は、エンドサイトーシスあるいはオートファゴソームに

よって、リソソームに運搬されたタンパク質を非特異的に分解する経路として知られてい

る。また、リソソーム内には、システインプロテアーゼであるカテプシンＢ、Ｃ、Ｌ、Ｖ、

セリンプロテアーゼであるカテプシンＡ、Ｇ、アスパラギン酸プロテアーゼであるカテプ

シンＤ、Ｅなど種々の分解酵素が含まれている。カテプシンＤは、ほぼすべての動物細胞

に幅広く分布し、細胞内では、可用性画分に存在するものと膜結合型として小胞体やエン

ドソームに存在するものがあることが明らかにされている１）。

カテプシンＤは、リソソーム内でタンパク質を非特異的作用により分解すると考えられ

ていたが、カテプシンＤノックアウトマウスは、生後２週までは正常に発達し、約３週で

成長が止まり死に至ることが明らかになり、カテプシンＤは、成長やホメオスタシスに必

要なタンパク質を限定分解し、生存シグナルに関与することが報告された２）。また、カテプ

シンＤは、アポトーシスシグナルである Bid の Phe24、Trp48 および Phe183 を特異的に切

断することによって、Bax を活性化し、ミトコンドリアからシトクロームｃを遊離させ、ア

ポトーシスを引き起こさせることが明らかにされた３）。さらに、Hela 細胞での不活性型カ

テプシンＤの過剰発現は、H2O2 誘導細胞死を抑制し、また、カテプシンＤのノックアウト

マウスは、アポトーシスの抑制作用を消失させることが明らかにされた４）。それらの研究か

ら、カテプシンＤの機能は、非特異的な分解に作用するという従来の見方から一転し、生

存および細胞死のシグナル伝達に特異的に関与すると推測されるようになった。

一方、骨格筋におけるカテプシンＤの機能は、Ｉ帯に局在するコネクチンの分解にμカ

ルパインとともに関与し５）、また、Ｈ帯の隣接する線維とＺ帯を分解する６）。また、カテプ

シンＤは、pH 3 付近で最大活性を示し、ミオシン、αアクチニン、トロポミオシン、トロ

ポニンＴとＩを分解することが明らかにされている７）。そして、電子顕微鏡による食肉の観

察において、カテプシンＤは、筋細胞膜下に強く観察されるが、その熟成中にリソソーム

膜透過性が変化し、カテプシンＤがリソソームから細胞質に放出され、筋原線維へ移行す

ることが観察されるなど、骨格筋におけるカテプシンＤの局在性および機能について、解

明がすすめられている８）。しかし、筋線維タイプの相違によるカテプシンＤの局在性や機能

の違いについては、十分に明らかにされていない。

骨格筋は、ミオシン重鎖（以下、MHC と略）アイソフォームの相違により、MHC1、

MHC2A、MHC2X/2D および MHC2B の筋線維に分類することが電気泳動法や免疫組織染

色法により可能である。また、ミオシンの ATPase 活性の相違により、筋線維をタイプⅠ、

ⅡA およびⅡB に分類することがミオシン ATPase 染色法にて可能であり、さらに、コハ

ク酸脱水素酵素染色法やβ−ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドテトラゾリウムリダ

クターゼ染色法などでは、筋線維をタイプⅠおよびⅡに分類することが可能である９）。それ

らの染色法は、MHC アイソフォームの相違またはミトコンドリア酵素活性に基づき分類さ

れており、カテプシンＤの組織染色性による筋線維タイプの分類法は報告されていない。



69

カテプシンＤ免疫染色による筋線維タイプの分類

そこで、本研究は、ラット骨格筋での筋線維タイプの相違によるカテプシンＤの組織染

色性およびアポトーシス筋での組織染色性を明らかにし、カテプシンＤの免疫組織染色に

より、筋線維タイプを分類することが可能かを検討するために行った。

対象と方法

１．飼育および筋試料作製

実験動物は、Wistar 系雄性ラット 10 週齢 5 匹（体重 313 ± 4 g ）を使用した。実験飼育

終了後、ペントバルビタールナトリウム溶液を腹腔内に投与（50 mg/kg）し、深麻酔下に

腹部大静脈を切断した後、両側ヒラメ筋および長趾伸筋を摘出した。筋試料は、液体窒素

で冷却したイソペンタン内にて急速凍結を行い、各種分析まで− 80℃にて保管した。また、

アポトーシス筋でのカテプシンＤの組織学的な変化を観察するため、低温環境下（10℃）

にて、３週間、ラットの後肢を懸垂した状態で飼育し、筋アポトーシスを誘導した。後肢

懸垂ラットは、ケージ内を前肢で移動でき、飼料および水は自由に摂取させた。

２．組織学的分析

筋凍結試料は、− 25℃のクリオスタット（MICROM，HM500-OM； カールツァイス社）

内で連続凍結横断切片を作製した。

myofibrillar ATPase 染色は、Brooke ら 10）の方法に従い行った。筋凍結試料から 10 µｍ
厚の凍結横断切片を作製し、0.01 M PBS で洗浄後、pH 4.3、pH 4.4 および pH 4.5 の酢酸バ

ルビタール溶液にて酸性前処理を行い、洗浄後、0.18 M 塩化カルシウム− 0.1 M バルビター

ルナトリウム溶液に浸漬、アデノシン三燐酸溶液（0.18 M塩化カルシウム−0.1 Mバルビター

ルナトリウム− 0.2％アデノシン三燐酸）で反応させ、１% 塩化カルシウム溶液で洗浄、2％

硝酸コバルト溶液で反応させ、0.01 M バルビタールナトリウム溶液で洗浄、脱水、透徹し

オイキット液で封入し光学顕微鏡にて観察した。

免疫蛍光染色は、10 µｍ厚の凍結横断切片をアセトンで固定し風乾、0.01 M PBS で洗浄後、

1％牛血清アルブミン（BSA）でブロッキング、抗カテプシンＤ抗体、抗 slow myosin 抗体

（Sigma）、抗 fast myosin 抗体（Sigma）、抗活性型カスペース 3 抗体（Promega）を４℃で

７時間反応、洗浄後、Alexa Fluor 488 標識抗体および 546 標識抗体で 3 時間反応させ、蛍

光退色防止液で封入し、共焦点レーザースキャン顕微鏡（LSM510; カールツァイス社）に

て観察した。

TUNEL（terminal deoxynucleotidyl transferase deoxyuridine triphosphate （dUTP） 

nick-end labeling） 染 色 は、10 µｍ 厚 の 連 続 凍 結 横 断 切 片 を ア セ ト ン で 固 定 し、

DeadEndTM Fluorometic TUNEL System（Promega）を用いて、検出プロトコールに従

い行った。

また、二重染色は、一染目の二次抗体を反応させた後または TUNEL 染色を行った後、
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常法に従い 0.01 M PBS で洗浄し、1％ BSA でブロッキング、二染目の一次抗体を反応させ、

洗浄後、二次抗体にて標識した。

３．筋線維横断面積の計測

筋線維横断面積は、画像解析ソフト NIH Image（Ver. 1.59）を用いて計測し横断面積を

算出した。測定値は、平均値±標準偏差で示した。

尚、本実験は、広島大学動物実験施設動物飼育ガイドラインに沿って飼育され、また、

広島大学医学部倫理委員会の承認を得て実施した。

結果

１．筋線維横断面積と筋線維タイプ構成比

ヒラメ筋の ATPase 染色では、濃染するタイプⅠ筋線維が多数を占め、一方、淡染され

るタイプⅡA 筋線維および中間色に染色されるタイプⅡB 筋線維は、それぞれ散在性に観

察された（図１a）。

ヒラメ筋筋線維タイプ構成比は、タイプⅠ筋線維が 90.2%、タイプⅡ筋線維は 9.8% だっ

た（図１b）。

ヒラメ筋タイプⅠ筋線維横断面積は、2633.7 ± 543.8 μm2、タイプⅡ筋線維横断面積は、

図１．ヒラメ筋筋線維横断面積（ｃ，ｄ）および筋線維タイプ構成比（ｂ）
Myofibrillar ATPase 染色（a, pH 4.6）, □：Type Ⅰ , △：Type Ⅱ , Bar：mean ± SD, Scale bar：100 μm

図1 ヒラメ筋筋線維横断面積（c, d）および筋線維タイプ構成比（b）

Myofibrillar ATPase染色（a, pH4.6）, □: Type Ⅰ, △: Type Ⅱ, Bar: mean±SD, Scale bar: 100μm
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2230.8 ± 488.5 μm2 だった（図１c、ｄ）。

２．無処置ラットの筋線維におけるカテプシンＤ染色所見

抗カテプシンＤ抗体によるヒラメ筋の免疫組織染色は、蛍光強度の高い筋線維が多数を

占め、それよりやや蛍光強度が低い筋線維と蛍光強度が認められない筋線維が少数存在し、

主に蛍光強度が相違する３種類の筋線維が観察された（図２a）。一方、長趾伸筋での抗カ

テプシンＤ抗体による免疫染色は、蛍光強度の低い筋線維が多数を占め、蛍光強度の高い

筋線維が少数存在し、蛍光強度差が明らかに相違する２種類の筋線維が観察された（図２e）。

抗 slow myosin 抗体によるヒラメ筋の免疫染色は、蛍光強度の高い筋線維が多数を占め、

それよりやや蛍光強度が低い筋線維と蛍光強度が認められない筋線維が少数存在し、主に

蛍光強度が相違する３種類の筋線維が観察された（図２b）。一方、長趾伸筋での抗 slow 

myosin 抗体の免疫染色では、蛍光強度が認められない筋線維が多数を占め、蛍光強度の高

い筋線維が少数観察された（図２f）。

抗 fast myosin 抗体によるヒラメ筋の免疫染色は、蛍光強度の認められない筋線維が多数

を占め、蛍光強度が高い筋線維が少数存在し、主に蛍光強度が相違する２種類の筋線維が

観察された（図２c）。一方、長趾伸筋での抗 fast myosin 抗体の免疫染色は、蛍光強度が高

い筋線維が多数を占め、蛍光強度の低い筋線維が少数存在し、主に蛍光強度が相違する２

種類の筋線維が観察された（図２g）。

図2  ヒラメ筋（Soleus）および長趾伸筋（EDL）のカ

テプシンD, MHCタイプⅠ及びタイプⅡの組織像

a: 抗カテプシンD抗体, b: 抗slow myosin抗体, c: 抗fast 

myosin抗体, d: 抗カテプシンDと抗slow myosin抗体, e: 

抗カテプシンD抗体, f: 抗slow myosin抗体, g: 抗fasr

myosin抗体, h: 抗カテプシンDと抗slow myosin抗体, i: 

抗カテプシンDと抗slow myosin抗体, j: 抗fast myosin抗

体, k: 抗カテプシンDと抗fast myosin抗体.

Scale bar: 20μm.
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図２．ヒラメ筋（Soleus）および長趾
　　　伸筋（EDL）のカテプシンＤ、
　　　MHCタイプⅠ及びタイプⅡの
　　　組織像

ａ: 抗カテプシンＤ抗体
ｂ: 抗 slow myosin 抗体
ｃ: 抗 fast myosin 抗体
ｄ: 抗カテプシンＤと抗 slow myosin 抗体
ｅ：抗カテプシンＤ抗体
ｆ：抗 slow myosin 抗体
ｇ：抗 fast myosin 抗体
ｈ：抗カテプシンＤと抗 slow myosin 抗体
ｉ：抗カテプシンＤと抗 slow myosin 抗体
ｊ：抗 fast myosin 抗体
ｋ：抗カテプシンＤと抗 fast myosin 抗体
Scale bar：20 μm
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ヒラメ筋での抗カテプシンＤ抗体と抗 slow myosin 抗体の二重染色像は、抗カテプシン

Ｄ抗体陽性筋線維が、抗 slow myosin 抗体にも陽性を示し、抗 slow myosin 抗体陽性筋線

維の蛍光強度に一致した蛍光強度を示した（図２d）。

長趾伸筋の抗カテプシンＤ抗体と抗 slow myosin 抗体の二重染色像は、抗カテプシンＤ

抗体陽性筋線維が、抗 slow myosin 抗体に対しても陽性を示した（図２ｈ）。

ヒラメ筋での抗カテプシンＤ抗体陽性筋線維は、抗 fast myosin 抗体で陰性を示したが、

抗 slow myosin 抗体と fast myosin 抗体ともに陽性を示した筋線維は、抗カテプシンＤ抗体

に低い陽性反応を示した（図２i，j，k）。

３．アポトーシス筋での抗カテプシンＤ抗体の染色所見

３週間、低温環境下で後肢懸垂を行い、筋アポトーシスを誘導し、ヒラメ筋の連続横断

切片を観察した結果、TUNEL 陽性筋核が存在する抗カスペース３抗体陽性筋線維が観察さ

れた（図３a −ｄ）。

抗カテプシンＤ抗体陽性筋線維は、抗 slow myosin 抗体に陽性を示したが、蛍光強度の

高い抗カテプシンＤ抗体陽性筋線維は、蛍光強度の低い抗 slow myosin 抗体陽性筋線維と

一致する傾向が観察された（図３e，f，h）。

また、蛍光強度が高い抗 slow myosin 抗体陽性筋線維は、抗 fast myosin 抗体に陽性を示し、

図３.　�アポトーシス筋におけるカテプシンＤ
タイプⅠおよびタイプⅡ筋線維の組織
像（ヒラメ筋）

ａ：明視野像
ｂ：TUNEL 標識
ｃ：抗活性型カスペース３抗体
ｄ：抗カスペース３抗体と TUNEL 標識
ｅ：抗カテプシンＤ抗体
ｆ：抗 slow myosin 抗体
ｇ：抗 fast myosin 抗体
ｈ：抗カテプシンＤと抗 slow myosin 抗体
矢印（太）：抗カスペース３抗体陽性筋線維
矢印（細）：ハイブリッド型筋線維
矢尻：TUNEL 陽性核 
Scale bar：20 μm

図3  アポトーシス筋におけるカテプシンD, タイプⅠ

およびタイプⅡ筋線維の組織像（ヒラメ筋）

a: 明視野像, b: TUNEL標識, c: 抗活性型カスペース3抗

体, d: 抗カスペース3抗体とTUNEl標識, e: 抗カテプシン

D抗体, f: 抗slow myosin抗体, g: 抗fast myosin抗体, h: 抗

カテプシンDと抗slow myosin抗体.

矢印（太）: 抗カスペース3抗体陽性筋線維, 矢印

（細）: ハイブリッド型筋線維, 矢尻: TUNEL 陽性核

Scale bar: 20 μm. 
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MHC タイプⅠとタイプⅡが混在するハイブリッド型筋線維の性質を示した（図３f，g）。

さらに、それらのハイブリッド型筋線維は、抗カテプシンＤ抗体に対する陽性反応が低かっ

た（図３e）。

TUNEL 標識および抗カスペース３抗体の陽性筋線維は、抗カテプシンＤ抗体と抗 slow 

myosin 抗体で陽性を示したが、抗 fast myosin 抗体には陰性を示し、また、ハイブリッド

型筋線維は、TUNEL 標識および抗カスペース３抗体の陽性は観察されなかった（図３d −

ｈ）。

考察

非後肢懸垂ラットのヒラメ筋タイプⅠ筋線維では、カテプシンＤの蛍光強度が、主に３

つの強度として観察されたが、それらの蛍光強度の違いは、抗カテプシンＤ抗原抗体反応

数の違いを表していると考えられる。そして、カテプシンＤの抗原抗体反応が、タイプⅠ

筋線維では２種類の蛍光強度で観察され、他方、タイプⅡ筋線維に蛍光強度が観察されな

かったのは、カテプシンＤ量が、筋線維タイプにより相違したためと考えられ、タイプⅠ

筋線維と比較し、タイプⅡ筋線維では、カテプシンＤ量が少なかったことが示唆される。

Uchiyama ら 11）は、カテプシン群の含有量が、各臓器により異なることを報告しており、

それは、細胞種の違いにより、各カテプシン量に違があると考えられる。従って、本研究

で観察された筋線維タイプの違いによるカテプシンＤ量の相違は、筋細胞の種類により異

なったということが示唆される。

また、骨格筋には、MHC1、2A、2X/2D および 2B の４種類の筋線維タイプがあるが 12）、

タイプⅠ筋線維は、抗カテプシンＤ抗体で蛍光強度が高い筋線維とやや低い筋線維の２種

類で観察されたことから、タイプⅠ筋線維は、カテプシンＤ量の違いにより、さらに２種

類に分類できる可能性がある。

さらに、アポトーシスを発現している筋では、抗カテプシンＤ抗体の抗原抗体反応は、

タイプⅡ筋線維とハイブリッド型筋線維で陽性反応が低かったが、タイプⅠ筋線維とアポ

トーシス筋線維では陽性を示した。このことは、正常筋のタイプⅠ筋線維が、カテプシン

Ｄ量の多さによって特定できるだけでなく、アポトーシスが惹起されている状態でも、タ

イプⅠ筋線維を推定できる可能性を示唆するものであり、他の筋疾患でもタイプⅠとタイ

プⅡ筋線維を識別できる可能性がある。

筋 線 維 の MHC ア イ ソ フ ォ ー ム は、 筋 の 発 達 と と も に MHC2B → MHC2X/D　

→ MHC2A → MHC1 へと変化し、また、変性筋では、その進行とともに上記とは逆に

MHC1 から MHC2B への過程をたどることが報告されており 13）、本研究で観察されたハイ

ブリッド型筋線維は、MHC1 と MHC2A との混在型であると推定される。ハイブリッド型

筋線維は、タイプⅡ筋線維と同様に抗カテプシン抗体の抗原抗体反応が低かったことから、

カテプシンＤ量により、タイプⅡ筋線維との区別はできないが、タイプⅠ筋線維との識別
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は容易に可能と考えられる。

以上のことから、カテプシンＤによる筋線維タイプの分類は、タイプⅠとタイプⅡ筋線

維およびハイブリッド型筋線維を区別することが正常筋および萎縮筋で可能なことが示唆

される。

カテプシン群の量は、タンパク質代謝回転率が高い組織ほど高レベルで存在することが

明らかにされており 14）、また、ヒラメ筋は、長趾伸筋と比較し、筋核、リボソームおよび

総 RNA 量が高いことが報告されている 15）。それらのことから、カテプシンＤが、タイプⅡ

筋線維と比し、タイプⅠ筋線維に明確に観察されたのは、タイプⅠ筋線維が、高酸化能お

よび高タンパク質代謝回転である性質を有することが一因と考えられる。

タイプⅠ筋線維とタイプⅡ筋線維は、MHC アイソフォームおよびタンパク質代謝回転が

相違する以外に、ミトコンドリア数、シトクロームｃ量およびニコチンアミドアデニンジ

ヌクレオチド活性が異なることが明らかにさている 16）。また、高酸化能の筋線維は、低酸

化能の筋線維と比し、カテプシン活性が高いことが報告されており 17）、カテプシンＤの蛍

光強度がタイプⅠ筋線維で高かったのは、タイプⅠ筋線維が、高いエネルギー代謝能を有

することやカテプシン活性が高いという性質も一因と考えられる。

筋線維タイプの分類は、主に組織染色法と電気泳動法により行われているが、カテプシ

ンＤのようなタンパク質分解酵素を指標とする分類法はなく、また、本研究では、カテプ

シンＤの染色性により、タイプⅠ筋線維は、主に２つの蛍光強度で識別されたが、タイプ

Ⅰ筋線維を２種類に分類する方法は、ミオシン ATPase 染色法と複数の抗体を使用しての

免疫染色法があるのみで非常に限られている。今後、さらに、カテプシンＤの局在性や機

能を解析することにより、筋線維タイプ分類法としての有用性が明らかになると考えられ

る。
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Abstract

　Muscle fibers are generally classified into two main types, type I and type II, 
according to their myosin types or mitochondrial enzymes. No methods have been 
reported that use specific lysosomal proteolytic enzymes to classify muscle fibers. 
This study examined whether immunostaining with lysosomal enzyme cathepsin D 
could be used to identify muscle fiber types.
　The soleus and extensor digitorum longus muscles of normal and hindlimb 
unloaded rats were used. Transverse serial sections of each muscle were stained 
with slow myosin, fast myosin, and cathepsin D immunostaining. The muscle fibers 
were classified into type I or type II using the myosin staining, then compared to 
the staining patterns observed with cathepsin D immunostaining. 
　In the muscles of both normal and hindlimb unloaded rats with cathepsin D 
immunostaining, type I fibers showed moderate or strong fluorescence, whereas 
type II fibers showed weak fluorescence. On the other hand, hybrid fibers which 
were clearly observed in the hindlimb unloaded rats with slow and fast myosin 
staining showed only weak fluorescence with cathepsin D immunostaining.
　These results suggest that cathepsin D immunostaining can be used to classify 
muscle fibers into type I or type II. Further studies are needed, however, to 
determine the possibility of using cathepsin D to sub-classify type I fibers.
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