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研究成果の概要（和文）：本研究では，グルタミン（GLN）投与及び電気刺激（ES）の併用が，Colon-26
（C-26）癌性筋萎縮を防止するかを，グルココルチコイド系の下流因子であるグルタミン合成酵素（GS）の発現
に着目して検討した．C-26群では，腓腹筋の重量が減少するとともにGSの発現量が増大した．一方，ES，GLNお
よびその併用は，C-26誘因性の腓腹筋の萎縮，GSの発現量の増加を防止しなかった．これらの知見から，本研究
で用いた条件では，ES，GLN投与及びそれらの併用のいずれによっても，癌性筋萎縮およびグルココルチコイド
シグナリングの活性化は防止されないことが示された．

研究成果の概要（英文）：We aimed to investigate whether the combination of glutamine (GLN) 
administration and neuromuscular electrical stimulation (ES) prevents cancer-induced muscle atrophy 
with a special focus on the role of glutamine synthetase (GS), a downstream regulator of 
glucocorticoid signaling. ES was performed to the left gastrocnemius (Gas) muscles every other day 
starting one day after injection of C-26. After 28 days of C-26 injection, the weight of Gas muscle 
were decreased in C-26 group. This change was accompanied by a marked increase in the expression of 
GS. Neither GLN administration, nor ES training, nor combination of these prevented the loss of 
muscle weight and increased expression levels of GS in C-26 Gas muscles. These data suggest that the
 combination of nutrition and physical modalities used in the present study could not prevent muscle
 atrophy and the activation of glucocorticoid signaling in cachectic muscles of C-26 mice.

研究分野： 筋機能制御学
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１．研究開始当初の背景 
カヘキシアは，骨格筋量の低下を主体とし

た体重減少を特徴とする全身性の衰弱状態
である．末期の癌患者において，カヘキシア
は高い頻度（>50%）で認められ，生命予後不
良と密接に関連することが疫学的に示され
ている(Tisdale, Nat Rev Cancer, 2002)．
カヘキシアでは，主要な筋タンパクであるミ
オシン分子の分解が，グルタミン合成酵素の
活性化を伴い，その結果，筋からグルタミン
が放出される．これは，カヘキシアによるス
トレス状態に対し，免疫細胞，消化管，肝臓
などにおけるグルタミン需要量が増加する
ために生じると考えられている．一方，興味
深いことに，担癌ラットに対するグルタミン
の投与が，腫瘍のタンパク合成を促進するこ
となく，筋タンパク分解を抑制することが報
告されている（Austgen, Ann Surg, 1992）．
また，トレーニングは，カヘキシアのメディ
エーターである，グルココルチコイドにより
誘引される筋萎縮を防ぐとともに，グルタミ
ン合成酵素の活性化を抑制することが示さ
れている(Falduto, Am J Physiol, 1992)．
これらの知見から，癌性カヘキシアに伴う筋
量・筋力の低下に対し，グルタミン代謝に着
目した栄養・運動の併用が効果的であると考
えられるが，これまで十分な検討がなされて
いない． 
 
２．研究の目的 
本研究では，大腸癌マウスにおいて，「グ

ルタミン投与と神経－筋電気刺激を用いた
トレーニングの併用が，グルタミン合成酵素
の活性化を効果的に抑制することで，癌性カ
ヘキシアに伴う筋量・筋力の低下を防止す
る」と仮説を立て，以下の課題に取り組んだ． 
 

課題 1：癌性カヘキシア誘因性の筋量・筋力
低下におけるグルタミン代謝の役割 
大腸癌（colon-26, C-26）マウスを用い，

カヘキシアに伴う筋量・筋力低下のメカニズ
ムをグルタミン合成酵素の役割に着目して
検討するとともに，グルタミン投与の効果を
検証した． 
 

課題 2：癌性カヘキシアに対するグルタミン
投与と神経-筋電気刺激(NMES)の併用効果の
検討 
C-26 モデルマウスにおいて，グルタミン

投与及び NMES の併用効果を検証するととも
に，その分子メカニズムについて，グルタミ
ン合成酵素とタンパク分解系の関連性に着
目し検討した． 
 
３．研究の方法 
課題 1． 
（1）倫理的配慮 
実験動物の生命を尊重し，最小限の動物数

を使用した．また，麻酔（イソフルラン 2%, 2 
L/min）により実験中の除痛を行うとともに，

実験終了後には苦痛の遮断として，頸椎脱臼
により，安楽死処置を行った．本研究は，札
幌医科大学動物実験委員会の承認を受け，実
施した（承認番号：15-044）． 
 
（2）実験動物及びプロトコール 
5 週齢の雄性マウス(コンジェニック系: 

CD2F1) を対照群及び癌性カヘキシア群に 
分け，さらにそれらをグルタミン投与群と 
グルタミン非投与群に分けた（各群 10 匹）． 
癌性カヘキシア群には，5 x 106 個のマウス 
大腸癌細胞株（Colon-26, C-26）を接種する． 
また，グルタミン投与群には，生理食塩水に
溶解した 3% L-glutamine 溶液（500 mg/kg）
を，グルタミン非投与群には等量の生理食塩
水を毎日投与した．本研究課題では，C-26 接
種 4 週後に長趾伸筋，前脛骨筋，ヒラメ筋，
足底筋，腓腹筋を採取し実験に供した． 
 
（3）ウェスタンブロッティング 
採取した筋をホモジナイザーにて 40 倍の

トリス溶液（10 mM Tris Maleate，35 mM NaF，
1 mM NaVO4，1% Triton X 100，1 tablet of 
Protease Inhibitor/50 ml）内で均質化した．
タンパク質濃度の定量化は，Bradford 法によ
り行った．全筋タンパク質を，ゲル（4-20% 
Mini-PROTEAN TGX Precast Gel，BIO-RAD 社
製）に，1レーンあたり 20 μgずつのせ，150 
V で 55 分間通電した．その後，セル（Mini 
PROTEANⅡCell，BIO-RAD 社製）を用い，100 V
で 180 分間通電し，タンパク質をゲルからメ
ンブレン上に転写した．メンブレンは，3%
（w/v）スキムミルクを含む洗浄液（40.3 mM 
Tris-HCl，9.7 mM Tris-base，150 mM NaCl，
0.02% Tween 20） 中にて 1 時間ブロッキン
グした後，1 次抗体（anti-GS 抗体：20,000
倍希釈，Gene Tex 社製；anti-total troponin
（Tn）I抗体：3,000 倍希釈，Millipore 社製；
anti-fast type troponin（fTn）T抗体：1000
倍希釈，Sigma 社製；anti-GAPDH 抗体：2000
倍希釈，Wako 社製）と 4℃に保った冷蔵庫内
で一晩反応させた．洗浄液で 10 分間ずつ 3
回洗浄後，10,000倍に希釈した2次抗体（Goat 
anti-mouse 及び Goat anti-rabbit 抗体，
BIO-RAD 社製）と室温で 1時間反応させ，さ
らに洗浄を行った．GS，TnI，fTnT，GAPDH の
可視化には化学発光試薬（Immobilon，
Millipore 社製）を用い，化学発光検出装置
（ChemiDoc MP，BIO-RAD 社製）によりバン
ドの検出及び定量を行った．MyHC 及び各レー
ンの総タンパク質量の可視化にはMemCode染
色（Thermo 社製）を用い，同様に化学発光検
出装置により定量化した．なお，GS の発現量
は，GAPDH の発現量に対する相対値，MyHC，
TnI，fTnT の発現量は各レーンに含まれる総
タンパク質量に対する相対値にて表した． 
 
（4）筋原線維タンパク質濃度 
先行研究に準じ，ホモジナイズした筋を

4℃，14,000 g にて 15 分間遠心分離後，上清



を捨て，ペレットを high-salt buffer（300 mM 
NaCl，100 mM NaH2PO4，50 mM Na2HPO4，10 mM 
Na4P2O7，1 mM MgCl2，10 mM EDTA，1 tablet of 
protease inhibitor cocktail（Roche）per 50 
ml，pH 6.5）で再懸濁した．その後，Bradford
法を用い，タンパク質濃度を測定した． 
 

（5）統計学的解析 
 各データは，平均±標準誤差で示した．CNT
マウスとC-26マウスの比較には対応のないt
検定を，各群間の比較には Tukey-Kramer の
方法で Post-hoc テストを行った．なお，有
意水準は 5％とした． 
 
課題 2． 
（1）倫理的配慮 
本研究は，札幌医科大学動物実験委員会の承
認を受け，実施した（承認番号：15-044）． 
 
（2）実験動物及びプロトコール 
CD2F1 雄性マウスを以下の 8 群に分けた；

CNT，CNT+ES，CNT+GLN，CNT+ES+GLN，C-26，
C-26+ES，C-26+GLN，C-26+ES+GLN．また，ES
は左下腿三頭筋に対し，最大底屈トルクの
60%の負荷を，2 秒刺激/4 秒休息で 1 日 3 セ
ット，1 日おきに負荷した．一方，GLN は，
毎日 1 g/kg ずつ投与した． 
 
（3）ウェスタンブロッティング 
 課題 1に準じ行った． 
 
（4）筋原線維タンパク質濃度 
課題 1に準じ行った． 

 
（5）統計学的解析 
課題 1に準じ行った． 

 
４．研究成果 
 以下に，研究課題ごとの研究成果の要旨を
記載する． 
 
課題 1． 
 C-26 播種 4 週後において，腫瘍の重量は，
C-26 群と C-26+GLN 群の間で差異が認められ
なかった．したがって，GLN 投与は，癌細胞
の増殖に影響を及ぼさないものと考えられ
る．一方，C-26 群及び C-26+GLN 群では，CNT
群に比べ，除癌体重が 20％程度減少した．こ
の体重の減少は，長趾伸筋，前脛骨筋，腓腹
筋の重量の減少を伴っていた．さらに， CNT
群に対し，C-26+GLN 群において，ヒラメ筋の
重量の低下が認められた．したがって，本研
究の結果から，我々の予想に反して，GLN の
投与は，癌性筋萎縮を防止しないことが明ら
かとなった． 
 
課題 2． 
C-26 群では，除癌体重及び腓腹筋の筋湿重

量が約 20%減少するとともに，活動量が低下
した．ES は C-26 誘因性の腓腹筋の萎縮を防

止する傾向を示したが，統計学的な差はなか
った．また，GLN の投与は，ES 併用の有無に
関わらず，腓腹筋の萎縮を防止しなかった．
したがって，本研究で用いた条件では，ES，
GLN 投与及びそれらの併用のいずれによって
も，癌性筋萎縮は防止されないことが示され
た． 
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