
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成２４年 ６月１８日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：本研究では、これまで独自に開発した AMPD の骨格筋欠損マウスを 

利用して、AMPD1 欠損マウスで、ヌクレオチドレベルの変化と AMP 活性化キナーゼ（AMPK）を
含め下流の標的因子のリン酸化状態の変化を明らかにし、アデニンヌクレオチド代謝と糖代謝
脂質代謝の変化、とくにインスリン感受性との関係を明らかにし、また、AMPD 欠損と腎糸球体
機能との関連についても検討を進めた。 
 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, we revealed changes in nucleotide levels, 
phosphorylated AMPK and other relating molecules in AMPD1 knock-out (muscle AMPD 
deficient) mice, indicating the close relationship between adenine nucleotide and 
carbohydrate/lipid metabolism. Also, we studied the relationship between AMPD deficiency 
and renal glomerular function. 
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１．研究開始当初の背景 
骨格筋はヒトを含む脊椎動物で最大の容積を
占める臓器であり、個体としての運動能力を
付与するのみならず、糖代謝・脂質代謝を通
して個体のエネルギー代謝の制御にも大きな
影響を与える。メタボリック・シンドローム、
肥満、糖尿病といった代謝異常状態に対して、
運動療法による骨格筋の代謝状態の賦活化が
効果のあることはよく知られている。プリン
代謝、ことにプリンヌクレオチドサイクルに

て AMP 分 解 系 で 重 要 な 役 割 を 果 た す
AMPdeaminase(AMPD)はATP レベルの調節を介
して骨格筋のエネルギー代謝に重要な役割を
果たし、骨格筋とりわけ速筋（白筋）で活性
が高い。ヒトでは代謝性ミオパチーとAMPD 筋
型アイソザイム（AMPD1）機能欠損との関係が
知られており、申請者らは世界で先駆けて、
AMPD1 につき遺伝子単離や遺伝子変異を明ら
かにし、AMPD1 遺伝子変異は酵素異常症のな
かで最も頻度が高いことを明らかにしてきた。
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また、骨格筋遅筋（赤筋）ではAMPD1 に加え
AMPD3 も少量発現することを含め、他の臓器
細胞で発現する各AMPD 遺伝子（AMPD1, AMPD2, 
AMPD3）の解析を進めてきた。一方、AMPD1 変
異を持つ患者群は心不全・虚血性心疾患の予
後が良好であることや、AMPD1 遺伝子多型が
インスリンクリアランスに関係するとの報告
があり、AMPD1 はATP 調節のみならず広範囲
な機能を有することが考えられるが、十分な
理解は進んでいないので、申請者らは独自に
遺伝子ノックアウトの手法によりAMPD 欠損
マウスを樹立した。 
近年の研究により、AMP 活性化プロテインキ
ナーゼ（AMPK）が、細胞内エネルギー状態の
センサーとして糖脂質代謝を調節しているこ
とが明らかになり、骨格筋でのAMPK が全身の
代謝状態を調節するとして注目されている。
AMPK は細胞内AMP レベルを感知して自身の
活性化により、標的分子のリン酸化を通して、
糖脂質取り込みや異化合成酵素の活性調節を
行うのであるから、細胞内のAMP 分解を触媒
するAMPD がAMPK の機能を介して糖脂質代謝
調節に関係することが推察されるが、検証さ
れていない。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、独自に樹立し解析を進めてきた
AMPD 欠損マウスを利用して、先にのべたAMPK 
を介したAMPD と糖脂質代謝との関係に着目
し、骨格筋でのプリン体ヌクレオチド・ヌク
レオシドがどのように糖脂質代謝を調節する
のかにつき、AMPK とその下流の因子の変化や
その他の骨格筋を出発点とする糖脂質代謝制
御因子の変化を検討し、プリン代謝と糖脂質
代謝の関係について理解を深め、新規に制御
ネットワークの関連性を明らかにすることを
目的に実施した。 
 
 
３．研究の方法 
（１）AMPD1 欠損マウスの筋ヌクレオチド・
ヌクレオシドの検討と運動機能の検討 
既に独自に樹立したAMPD1 欠損マウスについ
て、各種骨格筋の筋線維型の変化の有無、AMPD 
遺伝子発現ならびにAMPD 活性の比較検討、
AMP、アデノシンを含む各種ヌクレオチド・ヌ
クレオシドを検討し、さらに運動能力と筋収
縮能の評価を行い、筋機能とヌクレオチド代
謝の関係を比較検討した。 
（２）非骨格筋でのAMPD 欠損モデル（AMPD2
欠損あるいはAMPD3欠損マウス）の機能解析 
AMPD1欠損マウスとは対照的に骨格筋でAMPD
活性の変化がほとんどみられないAMPD2欠損
あるいはAMPD3欠損マウスを独自に樹立した。
そこで、これらマウスについて、表現系の詳
細な検討を行い、AMPDの生体での機能理解を

図る。同時に、各組織のヌクレオチドヌクレ
オシドの比較検討を行った。 
（３）各AMPD欠損マウスの糖代謝・脂質代謝
の検討 
各AMPD欠損マウスについて骨格筋他の糖代
謝・脂質代謝の変化を検討し、また、AMP 活
性化キナーゼ（AMPK）のタンパク量、リン酸
化状態、活性についてAMPK 抗体、リン酸化
AMPK 抗体などにより評価を行った。 
（４）骨格筋全AMPD欠損マウスの樹立 
AMPD1 欠損マウスとAMPD3 欠損マウスを交配
させ筋肉における全AMPD 欠損マウスを樹立
し、骨格筋の形態的、機能的な変化の検討を
進めた。 
 
 
４．研究成果 
本研究では、独自に樹立したAMPD1 欠損マウ
スについて、各種骨格筋の筋線維型の変化の
有無、AMPD 遺伝子発現ならびにAMPD 活性の
比較検討、AMP、アデノシンを含む各種ヌクレ
オチド・ヌクレオシドを検討し、さらに運動
能力と筋収縮能の評価を行い、筋機能とヌク
レオチド代謝の関係を比較検討した。AMPD1 
欠損ホモマウスでは、骨格筋AMPDはSoleus筋
においては残存活性をみとめるものの、
Gastrocnemius筋では残存活性はほとんどな
く、一方、筋以外の組織でのAMPD活性は野生
型とほぼ同レベルであった。組織学的検索で
は、AMPD1 欠損ホモマウスでもとくに筋組織
の変化は明らかではなく、運動能力について
の比較検討でもAMPD1 欠損ホモマウスは野生
型と大きな違いを見いださなかった。体重、
体脂肪量などについてもAMPD1 欠損ホモマウ
スは野生型と差を認めなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
筋ヌクレオチドの検討では、安静時単離骨

格筋のヌクレオチドレベルはAMPD1 欠損ホモ
マウスは野生型と大きな差を認めなかったが、
単離後電気刺激により収縮させた後に比較す
ると、AMPD1 欠損ホモマウスではATPの減少と
AMPの増加が野生型に比して大きな変化を示
した。同時に細胞内AMPKのリン酸化レベルの
増加が観察された。なお、個体レベルで運動
前後での筋ヌクレオチドを検討したが、好気
条件では野生型との差は見いだされなかった。
ただし、動脈結紮による虚血下での運動前後
で比較したところ、AMPおよびアデノシンの増
加が有意に観察された。 



 

 

なお、AMPD1欠損マウスとは対照的に骨格筋
でAMPD活性の変化がほとんどみられない
AMPD2欠損あるいはAMPD3欠損マウスを独自に
樹立し、骨格筋の検討を行ったが、変化はほ
とんどみられなかった。 

次いで、AMPD1 欠損マウスと AMPD3 欠損マ
ウスを交配させ筋肉における全 AMPD 欠損マ
ウスの樹立を行ったが、組織学的には骨格筋
の大きな形態的な変化は認めなかった。 

以上の成果をうけ、現在、それぞれの AMPD
欠損個体での各種骨格筋の AMP活性化キナー
ゼ（AMPK）のタンパク量、リン酸化状態、活
性、さらに下流ターゲットタンパクのリン酸
化状態、下流に位置する遺伝子発現状態の比
較検討を実施している。現在までのところ、
これら各種 AMPD 欠損マウスの筋機能の変化
は明らかでないが、虚血下での AMPK リン酸
化の変化を認めることから、糖代謝脂質代謝
の変化、肥満誘導との関係の詳細な検討の結
果はヌクレオチド代謝と糖脂質代謝との関
係について新たな知見につながると考えら
れた。 

また、遺伝子欠損マウス解析の過程
で,AMPD2 欠損と腎糸球体機能との関連、
AMPD3 欠損での赤血球 ATP 上昇が明らかにな
り、ヌクレオチド代謝の生体における役割の
新たな側面が見いだされた。 
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