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� �����と�������が骨格筋の熱産生について２)��������が骨格筋での乳酸の産生と代謝に関す
る研究で､ ノーベル賞を受賞したのは80年以上前

のことである４)｡ つまり､ 1920年代には既に､ 骨

格筋の機能について多くの研究者が興味を抱いて

いた｡ しかし､ 実際にヒトの骨格筋を対象とした

研究が盛んになったのは���������が発案した
筋ニードルバイオプシー法１) が用いられるよう

になった1962年以後である｡ この方法の導入によ

りヒトの運動に伴う骨格筋代謝適応あるいはトレー

ニングに伴う骨格筋の適応機序に関する研究が飛

躍的に進んだ｡ このニードルバイオプシー法１)

は40年以上経った今でもスタンダードな筋生検法

として用いられている｡

我々は���������のニードルバイオプシー法
を基に､ さらに効率よく骨格筋を採取するため､

外針に50��のシリンジを接続し､ 陰圧をかけて
窓から骨格筋を引き込み内針で切除する方法を用

いている｡ この方法であれば１回の生検で100��以上の骨格筋を採取できるが､ 皮下注射によ
る局部麻酔やメスによる皮膚の切開などの時間を

要するため､ 時間当たりの生検対象者数が制限さ

れる｡ また､ 骨格筋の表層と深層では毛細血管密

度などの組成が異なる｡ そのためニードルの挿入

深度を一定にする必要があるが､ 直径が４～６��のニードルでは��単位の挿入深度の調整
は困難である｡

近年の分子生物学的分析手法の発達により､ 微

量のサンプルでも遺伝子・タンパク発現や酵素活

性の分析が可能となった｡ 直径が注射針と同程度

の生検針であればメスで切開する必要もないため､

生検部位の麻酔も簡易なもので十分である｡ また､

細い針であれば骨格筋内への挿入深度も容易に調

整できる｡

そこで本研究では､ 従来の筋生検針より径の小

さい針を用いて､ 骨格筋を採取する方法 (小径針

筋生検：����������������������) を開発す
るとともに､ 採取した組織で遺伝子発現が分析可

能であるかを検討した｡� �
１�対象者
本研究の趣旨を理解して参加の同意を得た若年

男性８名である｡ 本研究プロトコールは福岡大学

研究倫理審査の承認を得た｡

２�生検針の選定と骨格筋生検
筋生検部位は外側広筋で股関節と膝関節の中点

とした｡ 針の挿入深度は､ 生検部位の皮脂厚 (キャ

リパーによる皮脂厚測定値の半分) とした｡

最初に､ 18ゲージの注射針と50��のシリンジ
を用いて生検を試みた｡ 無麻酔下で骨格筋内へ注

射針を挿入して､ シリンジで陰圧をかけながら骨

格筋をそぎ取るように注射針を数回､ 抜き差しし

た｡ 骨格筋から抜いた注射針を���抽出溶液中
で洗い､ 組織が採取できたかを目視で確認した｡

採取したサンプルから約４μ�の��������を
得たが､ 視認できるだけの大きさの筋組織を得る

ことはできず､ 血液混入によるものと考えられた｡

次に組織 (骨髄､ ガン組織､ 肝や腎) 採取用の

生検針を用いて検討を行った｡ 骨格筋組織は線維

質であり､ 最初に試みたシリンジで吸引するだけ

では採取が困難であることから､ 内針に入り込ん

だ組織を外針が切除する方式の生検針を採用する

こととし､ 内針の組織が入り込む部分が､ できる

だけ大きい生検針を選択した (�������������������������������) (������1�)｡ こ
の生検針には10��ごとに印が付いている上に
径も小さいため､ 針の挿入深度を一定にすること

が容易である｡ またこの器具はバネ式で､ トリガー

を押すと内針が22��飛び出し､ 直後に外針が
組織を切除する｡ このように針の挿入深度を一定

にすることが容易で､ 自動的に組織を採取できる

ため､ 生検者の技術による差を少なくすることが

可能である｡

小径針筋生検の２時間以上前に､ 生検部位にリ

ドカインテープ (ペンレス､ 日東電工株式会社､

東京) を貼付した｡ 生検針の挿入を容易にするた
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め､ 生検直前に18ゲージ (直径1�2 ��) の注射
針で予め皮膚に穴を開けた｡ 皮膚の穴から垂直に

16ゲージ (直径1�4��) の生検針を挿入して組
織を採取した (������2�)｡ 採取した組織は､ 直
ちにガーゼの上で血液を取り除き､ 電子天秤 (��
200������������������������) で重量を測
定した後､ 液体窒素で凍結させ､ －80℃で保存し

た｡ 筋採取は同一の穴から連続して行い､ １人当

たり６～８回実施した｡ 小径針筋生検は医師の管

理の下､ トレーニングを積んだ看護師が行った｡

また､ 小径針筋生検で採取した組織が骨格筋で

あるかを確認するためのポジティブコントロール

として､ 従来のニードルバイオプシー法によって

採取された骨格筋を用いた｡ 本研究の対象者とは

異なるが､ この骨格筋は事前に､ ニードルバイオ

プシーの技術に熟練した医師によって採取され､

液体窒素で凍結の後､ －80℃で保存されていたも

のである｡

一方､ ネガティブコントロールとして全血を用

いた｡ 血液は���抽出直前に25ゲージの針の付
いた目盛り付きシリンジを用いて､ 正肘静脈から

350μ�採取した｡
３�遺伝子発現解析
小径針筋生検により得た組織が骨格筋であるか

確認するために､ 骨格筋に特異的に発現するβ��������������������� (β��������) の
遺伝子発現の検出を行った｡

小径針筋生検で採取した62サンプルのうち､ 無

作為に抽出した９つのサンプル､ ニードルバイオ

プシーで採取した骨格筋と全血350μ�を､ それぞ
れ800μ�の���抽出溶液 (������､ 株式会社
ニッポンジーン､ 東京) に入れ､ ポリトロンホモ

ジナイザーで粉砕した｡ サンプルが微量であるた

め､ エタノール沈澱の段階で３μ�の共沈剤 (������������､ 株式会社ニッポンジーン､ 東京) を
加えて �������� を回収した後 ､ �����
(������������������� �������������������) 処理を行った｡ ��������の濃度は260��の波長を用いた吸光度分析 (��530､ 日本分光

株式会社､ 東京) で測定し､ 1μ�相当の ��������から ����を合成した (���������������� ������ ���� ��������� ��������������������������)｡
β��������の遺伝子発現の定性分析のため､

リアルタイム���法 (�����������������������������������) を用いた｡ β��������の
プライマー配列は�������の論文３) から得た｡

リアルタイム���は�����������をレポー
ターとした試薬 (���������������������������������� �����������������������������) を用いて行った｡ ���産物を1�5％アガ
ロースゲル電気泳動で分離して､ 波長304��の��照射下で写真撮影を行い､ 目視で非特異的な���産物が無いことを確認した｡
４�統計処理
対象者間の組織採取量の比較には ��������������検定を用いた｡ また､ 生検を繰り返すこ
とによる組織採取量の変化は ��������検定を
用いて比較を行った｡ 生検回数が６回の対象者が

いるため､ この統計処理は６回までの値で行った｡� �
対象者特性を�����1 に､ 小径針筋生検の結
果を�����2 に示す｡ 小径針筋生検による組織
採取量は6�3 (3�8)��(中央値と (四分位範囲))

であった｡ また､ １回の小径針筋生検から得られ

た骨格筋では3�6 (1�7)μ�の��������が抽出
できた｡

対象者間の組織採取量と､ 回数間の組織採取量

に有意差は認められなかった｡

β���� ����の遺伝子発現解析の結果を������3�に示す｡ 血液から得た ����では���産物が確認できないが､ 小径針筋生検とニー
ドルバイオプシーで採取したサンプルから合成し

た����では���産物のバンドを確認すること
ができた｡ この結果から､ 小径針筋生検で採取し

た組織が骨格筋であることが分った｡
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� �
本研究では効率的かつ軽度の侵襲で遺伝子発現

解析に必要な骨格筋量を確保することを目的とし

て､ 細い生検針を応用して骨格筋を採取する方法

(小径針筋生検：����������������������)
を実施し､ 検証を行った｡ その結果､ 小径針筋生

検でも１回当たり６��程度の骨格筋を採取でき
ることを示した｡ また､ 対象者間での筋採取量に

も差が認められなかったことから､ 対象者の個人

差なく小径針筋生検が筋採取に使用できる可能性

を示した｡ 更に６回までではあるが､ 繰り返しに

よる筋採取量の低下も認められなかった｡ つまり､

連続して生検することで組織採取量を増やすこと

ができる｡ また､ 運動後の骨格筋の経時的変化を

研究する上で､ より多くのポイントでの筋採取を

可能にする｡

リアルタイム���法による遺伝子発現解析に
は､ 通常１μ�の ��������から合成した����が用いられる｡ 本研究で使用した装置で
は､ その����から４回の分析が可能である｡
本研究では１回の小径針筋生検で採取した骨格筋

からおよそ３μ�の��������が抽出できるこ
とが分ったが､ これは12回 (���������で６種類)
の遺伝子発現をリアルタイム���法で分析でき
ることになる｡

今回､ 我々が行った小径針筋生検の所要時間は

およそ３分 (筋採取６回の場合) であり､ 入室か

ら退室までの時間はおよそ10分と､ 対象者の拘束

も短時間であった｡ また､ 事前にリドカインテー

プを貼付しておけば､ 数分以内に筋生検が可能で

あるため､ 運動直後の骨格筋採取も可能である｡

小径針筋生検で採取した骨格筋の切片では､ 筋

線維20本程度を捉えることが限界である｡ そのた

め組織化学的分析による骨格筋線維組成の評価や､

骨格筋内の輸送体の局在などを目的とした研究で

は､ 本研究で提案した小径針筋生検で対応が困難

である｡ とはいえ骨格筋線維組成は､ ホモジナイ

ズサンプルのミオシン重鎖アイソフォームの定量

を行い､ その割合から推定することができるかも

しれない｡

本研究の結果から我々は､ 遺伝子発現の分析に

は十分な筋組織量を､ 短時間で簡易に採取するこ

とができる方法として､ 小径針筋生検を提案する｡

この方法は研究の場のみならず､ 骨格筋の疾患の

診断への応用も可能であろう｡
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Figure 1. Biopsy needles
A : Regular biopsy needle (upper:φ6.0mm) and fine biopsy needle (lower:φ1.4mm)
(Bard MAGNUM Needle).

B : Inner needle window of fine biopsy needle.

Figure 2.
Small amount of human skeletal muscle was obtained
by fine needle (φ1.4mm) biopsy.

M     1      2       3        4       5       6       7      8  9      10     11

217bp

Figure 3. β-myosin heavy chain slow gene expression.
M: 100bp ladder, 1: Regular needle biopsy, 2: Blood, 3-11: Fine needle biopsy
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Age (year) 23.8±2.3

Height (cm) 172.5±6.9

Weight (kg) 68.3±6.7

Skinhold thickness�mm� 4.9±0.7�

� N = 8 

Data shown as  mean ±SD

Table 1. Characteristics of the subjects.

Subject 1st 2nd 3rd 4th 5th 6th 7th 8th Median IQR

A 5.9 3.9 6.3 5.6 6.4 5.3 6.4 2.4 5.8 1.4

B 9.9 10.7 7.9 8.2 3.1 11.3 10.6 9.5 9.7 2.5

C 6.7 11.9 9.9 11.5 6.9 6.0 5.1 3.4 6.8 4.5

D 3.6 3.1 6.0 5.9 10.3 11.8 11.3 9.5 7.8 5.2

E 5.8 3.3 5.9 7.0 4.5 8.9 - - 5.9 1.9

F 7.1 8.0 9.0 8.6 5.7 4.5 8.3 10.9 8.2 2.0

G 6.5 8.2 9.6 10.9 5.8 4.9 6.4 6.0 6.5 2.6

H 8.0 5.7 5.9 8.7 4.3 10.6 6.7 11.3 7.4 3.3

Median 6.6 6.9 7.1 8.4 5.8 7.5 6.7 9.5

IQR 1.5 5.1 3.2 2.5 2.1 5.6 3.1 5.5

Unit: mgAbbreviation; IQR: Interquartile range

Table 2. The amount of tissues obtained by fine needle biopsy.

(平成20年２月29日受理)


