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研究成果の概要（和文）：エル幼生の尾部骨格筋を対象としたプロテオームを行い構成するタンパク質を明らか
にすることができた。その結果、4000程度のタンパク質の発現を確認し、尾部骨格筋は速筋線維で構成されてい
ることを明らかにした。一方、捕食者ストレス誘導型の骨格筋肥大時におけるタンパク質及び脂質の発現変化を
解析したところ、中性脂質の蓄積やミトコンドリアタンパク質の増加が観察され、肥大に伴い骨格筋が「遅筋
化」していることを示唆した。哺乳類の場合、遅筋は萎縮しにくい筋と言われ、サルコペニアの予防には遅筋を
増強させることが重要であるといわれている。今後はこの遅筋化がどのようにして起こるのか、上流の制御因子
の解析を進めていく。

研究成果の概要（英文）：We performed a proteome analysis for skeletal muscle of tadpole tail. As a 
result, we found about 4000 proteins, and we realized tadpole tail was mainly composed of fast 
fibers. On the other hand, we also demonstrated to make unique muscle hypertrophy model “Predation 
exposure model” and tried to find expression difference of proteins and lipids. We set control (no 
predation) and Yago-EX (predation exposure) and compared the difference between them. As a result, 
upstream analyses clearly presented drastic changes in their metabolic conditions. Furthermore, we 
found significant accumulation of triacylglycerol in their hypertrophied tail muscles. 
Triacylglycerol was enriched in slow fiber muscle, we realized predation exposure resulted in fiber 
shift from fast to slow fibers. In mammals, slow muscle is resistant to atrophy, which is important 
to prevention of sarcopenia. In the future, we will try to investigate upstream regulators to shift 
these muscles.

研究分野： 脂質生化学

キーワード： 骨格筋　脂質　タンパク質　イメージング
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研究成果の学術的意義や社会的意義
学術的な進展として、本研究で用いた運動非依存的な捕食者ストレス誘導型骨格筋肥大は、運動による肥大シス
テムとは異なるシステムを用いて肥大していることが明らかとなった。具体的に、運動による筋肥大では主に速
筋線維が肥大することがわかっているが、今回の肥大モデルでは肥大に伴い遅筋線維が増加している様子をタン
パク質及び脂質代謝物から明らかにすることができた。遅筋は筋萎縮が起こりにくく、サルコペニア予防のため
には遅筋を増やすことが効果的であるといわれている。今後、如何にして筋肥大と同時に遅筋へのシフトが起こ
るのか、その作用因子を同定することができれば、我々の生活への応用も期待される結果が得られると考える。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
骨格筋は糖を代謝する重要な糖代謝器官であり、筋萎縮は全身性の代謝疾患を引き起こす。特

に高齢化に伴い発生する筋萎縮はサルコペニアとも呼ばれ、その予防・治療方法の確立は喫緊の

課題である。骨格筋を維持あるいは肥大させるためには「運動療法」が第一選択とされる。実際

糖尿病の患者へも運動療法が推奨されているものの、患者の中には運動療法が困難な患者も多

いため、「運動以外の手法において骨格筋を肥大する」ことができないか、と考えた。この問題

を解決しうるユニークな動物モデルとして、運動非依存的に骨格筋が肥大するユニークな動物

モデルを見出した。本モデルはカエル幼生に捕食ストレスを与えるモデルであり、エゾアカガエ

ルの幼生とその捕食者であるオオルリボシヤンマの幼生を同水槽で飼育すると、カエル幼生の

尾部の筋肉が発達することを見出した。捕食者にさらされている間、カエル幼生は水槽の底部に

じっとしており活動自体は抑制的であることから、この肥大化が運動により生じていないこと

がわかった。本モデルを用いた実験により、あらたな骨格筋肥大メカニズムを明らかにしたいと

考え、研究を着想した。 
 
２．研究の目的 
我々はカエル幼生が捕食圧から逃避する能力を向上させる目的で能動的に骨格筋を肥大させ

ていると予想した。そしてこの肥大のメカニズムはいわゆる運動による筋肥大メカニズムと同

じなのか、それとも全く異なる新規のメカニズムであるのかを明らかにすることで、「運動非依

存的な骨格筋肥大メカニズム」を明らかにできると考えた。この目的を克服するうえで課題とな

るのは骨格筋筋線維の不均一性である。骨格筋の筋線維には速筋・遅筋という二種類の筋線維が

存在し、それぞれによって主要な代謝経路も異なることが知られている。エゾアカガエル幼生の

場合、ゲノムが明らかにされていないことから尾部を構成する筋線維組成もいまだ明らかとな

っていない。そこで、局所での代謝動態を明らかにする目的で質量分析イメージングなどの可視

化法を併用しながら、どのような筋線維が有意に肥大しているのか、またその肥大のメカニズム

について明らかにしたいと考えた。 
 
３．研究の方法 
 まずはエゾアカガエル幼生の尾部骨格筋がどのようなタンパク質・代謝物によって構成され

ているのかを知る必要があるため、プロテオーム、トランスクリプトーム、およびメタボローム

の技術を用いて解析を行うこととした。その後、捕食者ストレスを与えた動物モデルを作出し、

どういったタンパク質や脂質に変化が見られたのかを解析し、その肥大のメカニズムを明らか

にすることとした。その際、網羅的なタンパク質解析のために定量プロテオミクス（iTRAQ）の

手法を用いた。さらに、局所での代謝物変化に着目するため、質量分析イメージングを用いた解

析を行うこととした。 

 
４．研究成果 

初めに、カエル幼生の尾部骨格筋に存在するタンパク質の発現解析を行うため、タンパク

質の発現解析を試みた。その結果、約 4,000 個のタンパク質発現データを得ることができ

た。骨格筋は遅筋・速筋といった異なる性質をもつ筋線維によって構成されている。マウス

においては部位ごとに構成する筋繊維組成が明らかになっている一方、カエル幼生は約 16

種類の Myosin Heavy chain（MHC）アイソフォームが遺伝子レベルでは知られているも

のの、筋肉組織ごとの局在などは不明な点が多かった。そこで、今回解析対象としている尾



部における各線維組成を明らかにする目的で、SDS-

PAGE によって検討したところ、尾部骨格筋は速筋

タイプが非常に多いということが推察された。次に

これらの筋線維がどういった変化を呈するのかにつ

いて、捕食ストレス誘導型動物モデルを用いてその

変化を解析することとした。 

捕食者誘導型モデルによって有意に筋肉部位が肥

大していることを確認したのち、タンパク質につい

て iTRAQ 法を用いて解析を行い、捕食ストレスによ

って変動するタンパク質の発現解析を行った（図

１）。10,000 以上のペプチドを検出することができ、

これらの定量解析より、骨格筋内で変動しうるシグ

ナル伝達について Ingenuity Pathway Analysis によ

る上流解析で解析した。その結果、捕食ストレスによ

って活性しているパスウェイの上流因子として

MYC, INSR, PPARGなどエネルギー代謝関連レギュ

レーターが上位にリストされた。一方、抑制されたも

のとしてMAP4K4、RICTORがリストされた（表１）。

我々はPPARG及びPPARAが上位に存在することに

着目し、骨格筋内の脂質代謝に変動があったのではな

いかと考え、調べることとした。 

前述からカエル幼生の尾部はほとんどが速筋で構

成されており、中性脂質（Triacylglycerol）の蓄積は

それほど多くないことがわかっていたが、捕食ストレ

スによって尾部骨格筋中の中性脂質が有意に増加す

ることを見出した（図２）。先行研究としてトランス

クリプトームの結果からもカルニチントランスポー

ターである OCTN2 などの発現変化の上昇が観察さ

れていたが、PPAR の活性化や TG の蓄積などを確認

できたことから、やはり捕食ストレス誘導型動物モデ

ルでは筋の肥大にともない「遅筋化」も起きているこ

とが推測された。一方、尾部を構成する最も主要な脂

質はホスファチジルコリンであるが、その含量は肥大

によって変化しないことが明らかとなった。ただし、

捕食ストレス負荷により尾部において有意に高発現

するホスファチジルコリンに変動が起きることがイ

メージングより明らかとなった。具体的にはオレイン

酸（OA）含有 PC は全体として主要分子でありその

発現に変化は見られなかったものの、ドコサヘキサエ

ン酸（DHA）を含有している PC は捕食ストレスによ

って有意に多く検出される分子種であることが明らかとなった（図３）。 

骨格筋におけるエネルギー調節に重要な役割を担っているのは、AMPK（AMP-activated 



protein kinase）とよばれるエネルギーセンサータンパク質である。そこで、尾部骨格筋に

おける AMPK の活性化の指標であるインデックス([AMP]+ 1/2[ADP]/ [AMP]+ [ADP]+[ATP]）

を質量分析イメージングのデータから算出した（図 4）。このインデックスは増加するほど

AMPK が活性化するといわれており、一般的に糖代謝メインの速筋においてこのインデック

ス値が高いことがわかっている。捕食ストレスによって尾部の骨格筋でこのインデックス

が有意に減少しており、ATP プールが過剰になっていることが推察される。同じようにエネ

ルギーの源である TG が上昇していることから、骨格筋の代謝システムが糖代謝から脂質代

謝優位に変化したのではないか、と考えた。AMPK 自身は一般的に知られている GLUT4 を介

した糖取り込み制御のほかに、CPT1 を介したミトコンドリアへの脂肪酸輸送、PGC1αを介

したミトコンドリアの生合成の促進、脂肪酸のβ酸化の亢進にも関与し、脂質代謝にも大き

く影響を与える。そこで、CPT1 の遺伝子発現変化について確認したところ、上昇傾向にあ

ることがわかった。これらの結果が AMPK を介しているのかを調べるため、AMPK のリン酸化

によって活性化し、運動を模倣した作用が得られるとの報告がある PPARδの発現について

ウェスタンブロッティング解析を行っている。これらの解析から、どのようなメカニズムで

エネルギーセンサーが活性化したのかを明らかにしていきたいと考えている。また、ウェス

タンブロッティング及び免疫染色により、ミトコンドリア関連タンパク質の発現解析を行

った。その結果、遅筋のマーカーである MYH7 や遅筋化を促す PGC1αが捕食者暴露によ

って有意に増加することを示した。以上のことから、我々の捕食者誘導型骨格筋肥大におい

ては、遅筋化も同時に起こっていることが示唆された。今後はこれらの遅筋化がどのような

メカニズムで引き起こされるのか、その上流因子の研究を行うことが肥大メカニズムを明らか

にするうえで重要な一歩になると考える。 
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