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研究成果の概要（和文）：加齢に伴い筋細胞(筋線維)が萎縮する他、線維化や脂肪化も散見される。本研究で
は、これらの加齢性変化が「筋幹細胞の活性化因子HGF(肝細胞増殖因子)のニトロ化・不活化」に起因すると着
想し、これを抗ニトロ化HGF特異的モノクロ抗体を用いて検証した。雌性ラット後肢下腿部筋切片を蛍光免疫染
色したところ、i)加齢に伴い、細胞外マトリックスに結合・保持されているHGFのニトロ化が進行すること、ii)
速筋型(IIa, IIx)筋線維で顕著であることを見出した。これらの結果は、速筋型筋線維の加齢変化が著しいとい
うこれまでの知見とも合致した。超高齢社会における「健康寿命」の延伸に寄与する成果と期待された。

研究成果の概要（英文）：Myogenic stem satellite cell activator HGF (hepatocyte growth factor) 
contributes to postnatal muscle growth and regeneration after injury.  We found that HGF is nitrated
 by incubation with peroxynitrite (ONOO-: a highly reactive biomolecule) to lose the biological 
activity in vitro.  Here we show that with aging, extracellular HGF undergoes tyrosine-residue (Y) 
nitration and loses recepter c-met binding.  Nitration/dysfunction is specific to HGF among other 
major growth factors and is characterized by its locations at Y198 and Y250 in c-met-binding 
domains.  Direct-immunofluorescence microscopy of rat lower hindlimb muscles, provided direct in 
vivo evidence for age-related increases in nitration of ECM-bound HGF in fast IIa, IIx myofibers.  
Overall, findings highlight inhibitory impacts of HGF nitration on myogenic stem cell dynamics, 
pioneering a cogent discussion for better understanding age-related muscle atrophy and impaired 
regeneration (including sarcopenia and frailty).

研究分野： 筋細胞分子生理学、食肉科学、獣医学・畜産学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
筋幹細胞が物理刺激を受容すると、HGFがECMから遊離し受容体c-metに結合することが活性化カスケードの重要
な要素である。HGFがニトロ化しc-metに結合できなくなることは衛星細胞が活性化し増殖できないことを意味し
ており、その影響が加齢性筋萎縮や再生不全、筋幹細胞数の減少として徐々に進行・蓄積すると考えられる「細
胞老化説」などに加えて新奇主要因と理解される一方、HGFのニトロ化・不活化だけで多くの加齢変化を明確に
説明できることに本研究成果のインパクトがある。ニトロ化抑制活性を有する生体内分子や機能性食品成分を見
出すことができれば、超高齢社会における「健康寿命」の延伸に貢献すると期待される。

※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 
骨格筋の成長・肥大・再生・維持は筋幹細胞(衛星細胞)の活性化とこれに続く増殖の活性に大
きく依存していることが知られている 1-5)。本研究代表者は、衛星細胞の増殖活性を決定する活
性化(休止期から G1 期への復帰)と休止化(セルフリニューアル)の制御機構に関する一連の研究
の過程で、「筋幹細胞の活性化の抑制機構」の存在を洞察し、これが筋幹細胞活性化因子 HGF 
(肝細胞増殖因子；現在認知されている唯一の液性活性化因子)のチロシン残基のニトロ化による
不活化であることを提起した。 
タンパク質のニトロ化とは、芳香族アミノ酸 (主にチロシン残基の側鎖のε位の炭素) にニト
ロ基(-NO2)が導入される翻訳後化学修飾であり、生体内においては、NOラジカルと活性酸素の
反応により速やかに生成するペルオキシナイトライト(ペルオキシ亜硝酸イオン：短寿命・高反
応性の生体内分子、半減期は 37℃, pH 7.2で約 2秒)によって非酵素的にニトロ化が起こること
が知られている。-NO基が導入されるニトロソ化とは異なる。また、「タンパク質の有機化学反
応として古くは硫酸酸性条件下での硝酸やテトラニトロメタンによるニトロ化」と「生体内での
ペルオキシナイトライトによるニトロ化」とは区別しなければならないことは自明である。衛星
細胞の増殖や分化を制御する他の主要な細胞増殖因子 (FGF2, IGF1, TGF-β3,)ではニトロ化は
認められないこと、また、HGFのニトロ化は生理的 pHで極大となる顕著な pH依存性を示す
ことも観察しており、HGFのニトロ化による「筋幹細胞の活性化抑制」は極めて重要かつ特異
な生理学的意義を持つと考えられる。 
一方、加齢に伴い筋肥大・再生能が減弱し、筋細胞(筋線維)が徐々に萎縮することが知られて
いる。また、筋が損傷した場合には、再生不全が起こり易く、筋線維が結合組織や脂肪組織に置
き換わる現象も散見される(筋機能と柔軟性の低下)。これらの加齢性変化の要因に関してこれま
でに、「筋細胞老化説(細胞の刺激応答性の減弱や変質などを特徴とする加齢変化)」、「筋幹細胞
(衛星細胞)数の減少」、「筋幹細胞に分化するとされる特殊な間質系細胞の減少]」が報告されてい
るが、研究者によって実験結果が異なっているなどの不整合性や矛盾がある。また、これらの要
因(加齢に伴う諸現象)は列挙できても、なぜ・どのように誘導され徐々に進行するのかは不明で
ある。加齢に伴う遺伝子発現プロファイルの変化なども幾つか指摘されているが、これを誘導す
る上流因子(細胞増殖因子を含めた細胞外微小環境(ニッチ)の変化など)とその作用機構を明らか
にすることが強く求められている。従って現時点では、筋の加齢性変化を引き起こす仕組みは未
解明と言える。学術的に極めて重要な「問い」であると共に、健康寿命の延伸の鍵となる喫緊の
課題である。筋機能低下を引き起こす主要な細胞外環境変化とその作用機構を解明できれば、こ
れを積極的に予防・軽減・治療する方策を見出せると期待される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、上記の加齢性変化（加齢性筋萎縮・再生不全）による筋機能低下が前述の「衛星
細胞の活性化因子HGFのニトロ化 (不活化)」に起因すると着想し、この作業仮説を新規ツール 
(ニトロ化 HGF を特異的に認識するモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ２クローン
を作出済み)を用いて検証することを目的とした。国内外で主流な筋幹細胞老化説などを覆す独
創的作業仮説であり、加齢に伴い筋幹細胞数が減少する現象を「HGFのニトロ化による不活化
(筋幹細胞の活性化・増殖能の低下によるセルフリニューアルの減弱)」により説明するものであ
る。また、HGFは線維芽細胞や脂肪細胞の増殖を抑制する働きがあるので筋組織の線維化・脂
肪化も説明できる他、HGFのニトロ化は「リガンドと受容体の発現時期・場所・濃度等によっ
て細胞動態が制御されている」とする細胞増殖因子科学の新奇制御モードになると期待される。 
 
３．研究の方法 
1. 筋肉試料の回収：室温 22 ± 2℃、湿度 55 ± 10%、12 時間明・暗期サイクル、自由摂食・
飲水条件下で S.D.系雌性ラットを飼育し、実験に供試した。若齢期（2ヶ月齢）・成熟期（10 ヶ
月齢）・老齢期（20 ヶ月齢）の後肢下腿部筋（ヒフク筋、足底筋、ヒラメ筋のふくらはぎ筋、お
よび前脛骨筋と EDL筋）を採取した（n = 3 個体/月齢群）。試料は-80℃で凍結保存した。本研
究に関する全ての動物実験は九州大学動物実験委員会の審査・承認の下、実施した（承認番号： 
A20-014, A22-082, A28-092, A30-143）。 
2. ニトロ化 HGFの可視化：常法に従い、筋の長軸中央部から厚さ 13 μmの連続横断切片を作
成し蛍光免疫顕微鏡法に供試した。使用した２種の抗ニトロ化 HGF モノクローナル抗体は、ヒ
ト・マウス・ラット・イヌ・ネコ HGF のα鎖のクリングルドメイン 1 および 2 のチロシン残基
(Y)198 および 250 のニトロ化（ニトロチロシン）をそれぞれ特異的に認識するもので、それら
の特異性は Western blotting と ELISA で確認済みである。抗体を蛍光物質(ALEXA)で標識し使
用した（2次抗体は不要）。 
 
４．研究成果 
若齢期・成熟期・老齢期のラット後肢下腿部筋の連続横断切片を抗ニトロ化 Y198-, Y250-HGF



モノクローナル抗体でそれぞれ蛍光免疫染色し、ニトロ化 HGF の有無を可視化した(第１図 A-
C)。Y198および Y250のニトロ化をそれぞれ特異的に認識する抗体いずれの場合でも、ヒフク筋
(Gas)および足底筋(Pla)の細胞外マトリックス(ECM)に結合・保持されている HGFのニトロ化を
示す蛍光強度が、加齢に伴い増加することが観察された。この結果は他の後肢下腿部筋である
EDL筋でも同様であった（data not shown）。遅筋（遅筋型筋線維と速筋型(IIa 型)筋線維の割合
が優勢な筋）の代表であるヒラメ筋(Sol)でも HGFのニトロ化が進行することも観察された。ま
た、HGFのニトロ化は筋の全域で一様に進行・蓄積するのではなことも分かった。 
上述の HGFのニトロ化の筋部位・筋種選択性を考察するため、筋線維型との関連性を次に調べ
た（第２図）。Stained-Glass 様染色法 6)により遅筋型筋線維(I 型)と速筋型筋線維(IIb, IIx, 
IIa 型)を４つの擬似カラーで表示することが可能であるので（第２図 A）、連続切片を用いて、
それぞれの筋線維型と HGF のニトロ化との関係性を追究した。第２図 B, C に示すように、HGF
のニトロ化が認められるのは速筋型筋線維のうち IIx と IIa 型のみであり、その他の筋線維型
(IIbと I 型)では HGFのニトロ化レベルは極めて低い（あるいはニトロ化しない）ことが明らか
になった。これらの結果は IIb・IIx・IIa 型筋線維で構成されている EDL筋でも同様であり、ま
た、IIb 型が極めて優勢な前脛骨筋の体表側領域においては HGFのニトロ化は殆ど検出されない
こととも良く符合した。 
以上、本研究により、ラットの加齢に伴い、ECMに結合・保持されている HGFのニトロ化（不
活化）が進行・蓄積することが明らかになった。速筋型筋線維である IIxと IIa 型で顕著に起き
る加齢変化であり、速筋型筋線維が遅筋型に比べて萎縮しやすいというこれまでの知見とも矛
盾はなかった 7,8)。ヒトでは IIb 型筋線維の存在は稀であり、IIx・IIa 型筋線維が速筋型筋線維
の大部分を占めることを考えると、HGFのニトロ化・不活化と速筋型筋線維の萎縮との関係性は
さらに明確になると考えられる。 
筋幹細胞（衛星細胞）が物理刺激を受容すると、ECMに結合・保持されていた HGFが NOラジ
カル依存的に遊離し細胞膜受容体 c-met に結合できるようになることが、衛星細胞の活性化カ
スケードの重要な要素である 1-5)。この活性化機構に基づいて、ECM に存在している HGF がニト
ロ化し生理活性を失うことは（c-met に結合できなくなることを既に確認済み）（第３図参照）、
刺激を受けても衛星細胞は活性化し増殖できないことを意味しており、その影響が加齢変化（加
齢性筋萎縮と再生不全、および筋幹細胞数の減少）として徐々に進行・蓄積すると考えられる。
これまでの「細胞老化説」などの研究成果に加えて新奇主要因と理解される一方、HGFのニトロ
化・不活化だけで多くの加齢変化を明確に説明できることに本研究成果の学術的新奇性がある。 
HGFのニトロ化（不活化）抑制活性を有する生体内分子や機能性食品成分を見出すことができ
れば、加齢に伴う筋萎縮・再生不全を予防・軽減する方策を見出せると期待される。現在、その
候補物質として２種の化合物の生理活性を精査している(data not shown)。in vitro実験系で
は peroxynitriteによる HGFのニトロ化を抑制することを確認しており、現在、マウスに対する
飲水投与実験を行っているところである。 
ニトロ化の抑制とは別に、ニトロ化した HGFからニトロ基を外す（ニトロ化を解除する）脱ニ
トロ化反応が存在するかどうかが次の研究課題である。脱ニトロ化酵素の存在を想定し、この未
知遺伝子を同定すると共に、この遺伝子発現を活性化(発現誘導・促進)することができれば、HGF
の不活化はリセットされ筋機能は“若返る(初期化する)”と期待される。また、アルツハイマー
型認知症やパーキンソン病などの不治性神経変性疾患、アテローム性動脈硬化症、悪性腫瘍、慢
性閉塞性肺疾患などにおいても特定のタンパク質のニトロ化が報告されており、病態の発症や
進行との関連が指摘されている。上記の脱ニトロ化酵素はこれらの原因タンパク質の脱ニトロ
化にも効果的と考えられる。従って、加齢性筋萎縮・再生不全（サルコペニアを含めて）を含め
た上記の加齢関連疾患を積極的に治療する方策の基盤として脱ニトロ化酵素は、健康寿命を大
きく延伸する鍵であると期待される。学術的に極めて先駆的な研究課題である。 
本研究ではその準備実験として、筋組織中に脱ニトロ化活性が存在するかどうかを先ず調べ
た。若齢個体の後肢下腿部筋の凍結粉砕試料から PBS抽出液を回収し、予めニトロ化した HGFお
よび BSA(ウシ血清アルブミン)にそれぞれ添加した。いずれの場合でも、ニトロチロシン含量の
低下を示す Western blotting 像が得られ、筋組織抽出液に脱ニトロ化活性が実在することが明
らかになった。また、筋組織をカルディオトキシン(CTX)で損傷させると筋抽出液の脱ニトロ化
活性が大きく増加することや(第４図参照）、老齢個体ではこの有意な活性増加は認められない
ことも観察している(data not shown)。現在、脱ニトロ化酵素の産生細胞および遺伝子の同定作
業を並行実施している。別の機会に報告できるよう努める。 
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6) Sawano et al, PLoS ONE 11: e0166080, 2016. 
7) Elgaabari et al., Biochem. Biophy. Rep. 31: e101295, 2022. 
8) Elgaabari et al., Aging Cell 23: e14041, 2024. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
第１図. 加齢に伴う筋組織内 HGF (ECM に結合・
保持されている HGF) のニトロ化の可視化. 
表記の月齢の S.D.系雌性ラットからふくらは
ぎの筋群を採取した。凍結連続切片を Alexa 標
識抗ニトロ化 HGF モノクローナル抗体(A, B: 
ニトロ化 Y198-HGF とニトロ化 Y250-HGF をそ
れぞれ特異的に認識する抗体２種)および抗
HGF モノクローナル抗体(C: SantaCruz Bio-
tech.社製)で蛍光免疫染色した。Gas, ヒフク
筋；Pla, 足底筋；Sol, ヒラメ筋。各群 n = 3
の代表的なタイリング画像と拡大像を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
第３図. HGF の Y198, Y250 のニトロ化による c-
met 結合性の消失モデル. 
１分子の HGF が２分子の c-met(c-MET-1 と c-
MET-2)に結合する。HGFの Y198と Y250はそれ
ぞれ K1と K2 ドメインに存在し、c-met結合部
位を構成している(Uchikawa et al. 2021より
引用し加筆・改変)。Y198, Y250のニトロ化に
よって c-met 結合部位の構造が変化し c-met
に対する親和性が失われると予想される。 
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第２図. HGFのニトロ化と筋線維型(I型
および速筋型の IIa, IIx, IIb 型)と
の関連性. Stained-Glass 様染色によ
って筋線維型を識別し(A,タイリング
画像)、その連続切片を Alexa 標識抗
ニトロ化 Y198,Y250-HGF 抗体、および
抗 HGF 抗体で免疫染色した(B, C)。 
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生を誘導すると、筋抽出液の脱ニトロ化
活性が大きく増加した。筋損傷の強度(軽
度と重度)によって活性に差異は認めら
れなかった。筋損傷後 1 日目に筋抽出液
を回収し、ニトロ化 BSAに 1:10の体積比
で添加した。 
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