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研究成果の概要（和文）：一時的な栄養素飢餓後の栄養素の再補充が骨格筋細胞のタンパク質合成促進シグナル
に及ぼす影響について検討した。培養細胞レベルでは、培地中の分岐鎖アミノ酸やグルコースを除き、骨格筋細
胞を一時的に飢餓状態にした後、栄養素を再補充するとタンパク質合成促進シグナルが増強した。一方、マウス
個体においては長時間の絶食は栄養素再補充による骨格筋タンパク質合成促進シグナルを減弱させた。すなわ
ち、骨格筋タンパク質合成の促進には適切な飢餓ストレスが重要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The effect of nutrient supplementation after starvation on protein synthesis
 signaling pathway in skeletal muscle cells was investigated. In skeletal muscle cell culture, 
protein synthesis signaling pathways were enhanced by the re-addition of nutrients after starvation 
of branched-chain amino acids or glucose. On the other hand, in mice, prolonged starvation 
diminished the protein synthesis signaling pathway in skeletal muscle induced by the re-addition of 
nutrients. These results suggest that appropriate starvation stress is important for the activation 
of skeletal muscle protein synthesis.

研究分野： 運動栄養学

キーワード： タンパク質合成　タンパク質分解　飢餓　栄養素再補充　骨格筋

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、骨格筋量の維持・増進のためには栄養素の一時的な飢餓によるタンパク質分解が重要であることを明
らかにした点で社会的意義がある。すなわち、運動や栄養摂取によるタンパク質合成の活性化のみに注目するの
ではなく、適切な飢餓（空腹時間）を設けることが重要であることを示した。また、培養細胞に対する栄養素の
一時的飢餓と再補充の効果は、個体とは異なっていた。生体では一時的飢餓による生体反応は、神経系や内分泌
系により複雑に調節されている可能性を示した点で学術的意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 加齢や運動不足による骨格筋の萎縮や虚弱は、生活習慣病などの代謝性疾患の罹患率を高め

ることは明らかである。前例のない高齢化社会を迎える我が国においては、一刻も早く骨格筋量

の維持・増進のメカニズムを解明し、ヒトへの応用を実現する必要がある。 
 骨格筋量の維持・増進のためには、タンパク質分解を抑制し、タンパク質合成を上昇させるこ

とが重要であると考えられてきた。しかし、タンパク質分解の減弱化は種々の筋疾患の原因とな

ることが報告されている。細胞内の主要なタンパク質分解系には、オートファジー・リソソーム

系と、ユビキチン・プロテアソーム系が存在し、それぞれ約 30%と 70%の割合で不要なタンパ

ク質を分解している。ヒトは毎日 60〜80 g のタンパク質を摂取しているが、体内では 160〜200 
g のタンパク質を合成している。このことは、細胞内で分解されたタンパク質由来のアミノ酸の

多くをリサイクルしていることを示している。 
 オートファジー関連遺伝子である Atg7 を欠損したマウスでは、筋萎縮が起こることが示され

ている (Masiero et al, Cell Metab 2009)。また、サルコペニアの原因の一つとして筋サテライト細

胞のオートファジー機能低下が報告されている (Garcia-Prat et al, Nature 2016)。すなわち、オー

トファジーは骨格筋の量および機能に深く関連しており、タンパク質合成を高めるためにはタ

ンパク質分解を活性化する必要がある可能性を示唆している。 
 申請者はこれまでに、培養骨格筋細胞モデルを確立し、アミノ酸やメカニカルストレスがタン

パク質合成促進経路を活性化することを報告してきた。さらに、予備的検討において飢餓ストレ

スは骨格筋細胞のタンパク質分解を高めるが、その後の栄養素の再補充によってタンパク質合

成促進経路を強く活性化することを見出している。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、培養骨格筋細胞および個体に対する飢餓ストレスおよびその後の栄養素の再補
充がタンパク質合成促進経路に及ぼす影響について明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）培養細胞実験 
マウス筋芽由来の培養細胞である C2C12 細胞を対象とした。分化誘導４日目の筋管細胞を実
験に供した。C2C12 細胞は分化を誘導すると、隣接する細胞が融合し、多核の筋管細胞を形成す
る。十分に分化した筋管細胞は収縮関連タンパク質を発現し、個体の骨格筋細胞に類似の特徴を
獲得する。筋管細胞の培養液を分岐鎖アミノ酸（BCAA）を含まない DMEM 培地に変更し、異
なる時間（15 分〜16時間）培養後、BCAA (最終濃度、バリン：ロイシン：イソロイシン = 1:2:1 
mM)を添加し、45 分後に細胞を回収した。同様に、グルコースを含まない DMEM 培地に変更し、
24 時間の培養後、グルコースを添加して 30 分後に細胞を回収した。それぞれの細胞において、
タンパク質合成促進シグナルの指標となる p70 S6 kinase (p70S6K)のリン酸化を western blot法で
解析した。 

 
（２）メタボローム解析 
分化誘導４日目の C2C12 細胞を対象に、メタボローム解析を行い、グルコース飢餓と再補充

による細胞内代謝物の変動について解析した。さらに、変動が認められた代謝物を C2C12 細胞
に添加し、p70S6K のリン酸化に及ぼす影響について解析した。 
 
（３）動物実験 

8週齢の C57BL/6J雄マウスを対象とした。マウスを 2, 6, 12時間絶食の３群に分け、さらにリ
ン酸緩衝生理食塩水 (PBS) 投与群とグルコース・BCAA混合液投与群に分けた。それぞれの絶
食時間後に PBS もしくはグルコース・BCAA混合液を経口投与し、30 分後に血液、骨格筋を採
取した。骨格筋のタンパク質合成促進経路への影響は、p70S6K の下流に存在する ribosomal 
protein S6 (rpS6) のリン酸化を western blot法で解析した。 
 
４．研究成果 
（１）培養細胞実験 
 BCAA 飢餓後に BCAA を再添加すると p70S6K のリン酸化が上昇した（図１）。最も再補充効
果が高い BCAA 飢餓時間は６時間であった。また、24時間のグルコース飢餓（NG群）は p70S6K
のリン酸化を有意に低下させた（図２）。グルコースを再添加すると、グルコースを含む HG群
に比して NG群で有意に p70S6K のリン酸化が上昇した。しかし、グルコース飢餓時にタンパク
質分解系であるオートファジー・リソソーム系を阻害すると、グルコース再補充の効果が一部抑
制された。一方、ユビキチン・プロテアソーム系を阻害してもグルコース再補充効果には影響が
認められなかった。以上の結果より、BCAA の再補充効果には適切な飢餓時間が存在することが
示唆された。また、グルコースの再補充効果の発現には、グルコース飢餓によるオートファジー
の活性化が一部関与していることが示唆された。 



 

 

 
 

 
 図１．BCAA 飢餓時間が BCAA 再補充に 

よるタンパク質合成促進経路の活性化    図２．グルコース再添加がタンパク質 
に及ぼす影響                 合成促進経路の活性化に及ぼす影響 

 
 
（２）メタボローム解析 
メタボローム解析の結果、約 200 種類の中
間代謝物質を同定した。さらに、グルコース飢
餓時およびその後のグルコース再補充に対す
る p70S6K のリン酸化の変化と同様の変化を
示す中間代謝物質を複数同定した。そのうち
クエン酸回路の重要な中間代謝物質である α-
ketoglutarate (AKG) について添加実験を行っ
た。その結果、24時間のグルコース飢餓後（NG
群）に AKG を添加しても p70S6K のリン酸化
には影響を及ぼさなかった。一方、AKG の前
駆物質 で あ る 細 胞透過性 の dimethyl-α-
ketoglutarate (DMKG) を添加すると p70S6K の
リン酸化が有意に上昇した。DMKG は細胞に
取り込まれると速やかに AKG に変換される
ことが報告されている。以上の結果は、タンパ
ク質合成シグナルである p70S6K のリン酸化
は、解糖系に加えてクエン酸回路の代謝変動
による調節を受けている可能性を示唆してい
る。                     図３．AKG および DMKG がタンパク質 

                       合成促進経路の活性化に及ぼす影響 
 

（３）動物実験 
2 および 6 時間絶食群と比して、12 時間

絶食群では、体重および血糖値が有意に低
値を示した。グルコース・BCAA 混合液の投
与は、絶食時間に関わらず PBS 投与群に比
して血糖値および血漿 BCAA 濃度を上昇さ
せたが、12 時間絶食群で最も高値を示した。
すべての絶食時間で血漿インスリン濃度は
グルコース・BCAA 混合液の投与により有
意に増加したが、絶食時間による有意な差
は見られなかった。前脛骨筋を対象として、
タンパク質合成促進シグナルである rpS6のリ
ン酸化を解析した。その結果、2 および 6 時
間絶食群ではグルコース・BCAA 混合液投
与により有意に上昇したが、12 時間絶食群
においては有意な差は認められなかった。
以上の結果より、長時間の絶食は栄養素再補
充による骨格筋タンパク質合成促進シグナル
を減弱させる可能性が示唆された。その要因
としてインスリン作用の低下が考えられた。  図４．絶食時間が栄養素投与によるタンパク 

                      質合成促進経路の活性化に及ぼす影響 



 

 

 研究期間を通じて、培養細胞レベルでは飢餓ストレス後の栄養素再補充によるタンパク質合
成の増強作用とそのメカニズムの一部を明らかにすることができた。一方、個体においては飢餓
ストレスの程度によってタンパク質合成促進経路への影響が異なることが認められた。個体に
おけるタンパク質代謝は、内分泌系により複雑に調節されていることが示唆された。しかしその
後の検討により単回の絶食ではなく、比較的長時間の絶食を繰り返すことにより個体における
タンパク質代謝が適応し、骨格筋量を維持できる結果を得ており、そのメカニズムについてさら
に検討を進めたい。 
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