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研究成果の概要（和文）：超高齢社会を迎えサルコペニア（加齢性筋肉減少症）は要介護の主要因となることから、そ
の発症機序と早期予防・治療法の研究が求められている. 本研究では、筋萎縮に伴う骨格筋の代謝機能の変化のメカニ
ズムを解明して、さらに代謝を調節することで画期的な予防・治療法を開発するための新技術を確立することに成功し
た.

研究成果の概要（英文）：Sarcopenia impairs activity of daily living of aged people. For the early 
prevention or treatment of such conditions, it is required to understand the pathogenesis and invent 
effective therapies. In this study, we will elucidate the metabolic changes in skeletal muscle during 
aging and establish the new technologies for developing innovative preventive and therapeutic methods by 
remodleing the metabolism.

研究分野：基礎老化学
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1. 研究開始当初の背景 
 
(1)加齢に伴う筋力低下・筋萎縮（サルコペ
ニア）は認知症と並び要介護の主要因となる
ことから、その発症機序と早期予防・治療法
の研究が求められている. 
 
(2) 骨格筋は体内の代謝調節作用を担い、運
動トレーニングだけでなく様々な体内外の
環境要因により、代謝変換を伴う筋線維タイ
プ（速筋および遅筋）の変化が誘導されるが、
その機構はまだよくわかっていない. また、
筋線維タイプ変化を変化させる物質を探索
することができれば、筋萎縮の予防効果につ
いて解析することが可能となる. 
 
2. 研究の目的 
 
(1) 骨格筋は分化系譜の異なる様々な細胞
から構成される複雑な組織である. 筋収縮
の中心的役割を果たす筋線維は、収縮特性•
代謝特性•疲労耐性等の違いから遅筋線維と
速筋線維に大別することができ、それぞれ性
質が全く異なる筋線維タイプに分類されて
いる(下表).  
 
加齢による筋萎縮に伴い筋線維タイプが変
化することはこれまで多く報告されている
が、筋萎縮の機構と筋線維タイプ（エネルギ
ー産生機構）の変化との因果関係については
まだほとんどわかっていない. 本研究では、
筋線維タイプ変化を伴う代謝変換の機構に
着目して筋萎縮のメカニズムの解明と予防
治療法の研究を行うことを目的としている
が、老化マウスの骨格筋内の筋線維タイプご
とに、詳細に解析した病理学的な研究は殆ど
なされておらず、介入後の効果を判定する指
標を得る必要がある.そこで我々は、若齢(8
ヶ月齢)及び老齢(32ヶ月齢)のC57BL/6NCrマ
ウス(♀)における下肢筋の凍結筋横断切片
を作製し、筋萎縮に伴う筋線維タイプレベル
の筋機能の変化を、組織化学的・病理学的方
法で体系的に解析を行った.  
 
(2) 筋線維タイプを生きたまま解析する新
技術をこれまで確立しているので、本解析方
法を創薬技術として使えるようにハイスル
ープットの手技を確立する. 
 
(3)筋線維タイプ変化を誘導する物質を同定
して作用機序を解明する. 
 
３．研究の方法 
 
(1) C57BL/6NCr マウス(♀、若齢群；8 ヶ月
齢と老齢群；32 ヶ月齢)を動物実験委員会か
ら許可を得た方法で安楽死させた後、下肢骨
格筋(ひらめ筋、長趾伸筋)をすばやく採取し
て液体窒素で凍結する. 凍結切片を作製し
て免疫抗体染色法と組織化学染色法により

筋線維タイプ単位で、加齢による病理学的変
化を画像で定量的に解析する. 
 
(2)C57BL/6NCr マウス由来の骨格筋から新技
術を使い、筋芽細胞株を樹立している. そこ
で樹立した筋芽細胞に候補分子を添加して
分化誘導後に筋線維タイプを同定して、ハイ
スループットに探索できるよう条件検討を
行う. 
 
(3)生体内で筋線維タイプ変化を誘導するこ
とが既に報告されている物質（生体内因子、
薬物）、未報告の候補分子を使いスクリーニ
ング系の評価を行う. さらに、同定した物質
が筋線維タイプを変化させる分子機構を解
析する. 
 
4. 研究成果 
 
(1) 老齢マウスのひらめ筋及び長指伸筋は
共に筋重量の減少と、顕著な萎縮を示した.
次に、各筋線維タイプ別の筋萎縮を解析する
ために ATPase(pH4.7)染色と各筋線維タイプ
に対する免疫染色を行った. その結果、老齢
マウスのひらめ筋(TypeⅠ,Ⅱa 筋線維から構
成される)は TypeⅡa 筋線維特異的な筋線維
数の減少を示したが、筋線維の面積は Type
Ⅰ,Ⅱa筋線維共に維持された. 一方、老齢マ
ウスの長指伸筋(TypeⅡa, Ⅱx, Ⅱb 筋線維
で構成される)では TypeⅡb 筋線維特異的な
筋線維数の減少と筋線維面積の低下を示し
た. このように、老齢マウスのひらめ筋と長
指伸筋は筋線維タイプ特異的に異なる筋萎
縮の様式を示すことがわかった. 
 
  先行研究では、加齢に伴い神経筋接合部
の機能・形態が変化し筋線維の脱神経支配が
生じて筋の萎縮が進行することが示されて
いる. 筋線維の脱神経支配と近隣に存在す
る筋線維の再神経支配は、筋線維タイプの群
化として認められる. 従って、高齢者の筋で
見られる筋線維タイプの群化は、除神経に伴
う再神経支配を反映することが予想される. 
そこで、除神経・再神経支配が筋線維タイプ
に及ぼす影響を調べるために、独自の評価方
法によって筋線維タイプの群化を定量的に
解析した. その結果、老齢マウスの長指伸筋
において、顕著な萎縮を示した Type2b fiber
の脱群化や、それに伴う Type2a 及び 2x の群
化が確認された. 老齢マウスのひらめ筋に
おいても Type1 fiber の群化が確認された. 
  
  エネルギー代謝が活発な骨格筋では、ミト
コンドリア機能の低下は筋機能の低下や筋
萎縮を引き起こすことが予想される. また、
実際に高齢者や老齢動物の骨格筋において、
ミトコンドリアの活性が低下することは既
に知られている. しかし、それらの研究は骨
格筋全体を研究対象として扱っており、筋線
維タイプとミトコンドリア活性に着目した



報告はほとんどなかった. そこでまず速筋
（長指伸筋）と遅筋（ひらめ筋）におけるミ
トコンドリア機能の加齢変化を調べるため
に、NADH(呼吸鎖複合体Ⅰ), SDH(呼吸鎖複
合体Ⅱ),COX(呼吸鎖複合体Ⅳ)染色によるミ
トコンドリア呼吸酵素活性の解析を行った.
その結果、老齢マウスのひらめ筋における
SDH 活性は維持されていたが、NADH 及び COX
活性は顕著に低下した. 一方で、老齢マウス
の長指伸筋におけるミトコンドリア活性は
維持されていた. 次に、ひらめ筋の連続切片
を作製し、ATPase(pH4.7)染色と COX 染色及
びNADH-TR染色を行うことで筋線維タイプ別
のミトコンドリア呼吸酵素活性を解析した. 
その結果は、老齢マウスのひらめ筋では、
Type1 fiber 特異的に COX活性及び NADH 活性
の低下が観察された.先行研究では、生化学
的な手法により老齢動物のひらめ筋はミト
コンドリア活性の低下を示すことが報告さ
れているが、我々は筋線維タイプ特異的なミ
トコンドリア活性の低下であることを明ら
かにした. 
 
  さらに、ミトコンドリアの形態異常の有無
を検討するために、ひらめ筋と長指伸筋の各
切片に対して、ゴモリトリクローム変法
(mGT; modified Gomori trichrome)にる染色, 
COX 活性の (cytocrome c oxidase)染色, 抗
体による COXⅣの免疫組織染色を行った. そ
の結果、老齢マウスのひらめ筋において筋線
維膜直下にミトコンドリアの集積像が観察
される筋線維が有意に増加していることが
認められたが、長指伸筋ではその変化は全く
観察されなかった. 
 
  老齢マウスのひらめ筋と長趾伸筋におけ
る解糖系代謝機能を解析した. 解糖系代謝
機能の評価として、解糖系代謝酵素活性の指
標とされるα -GPD( α -glycerophosphate 
dehydrogenase)染色を、作製した凍結筋切片
に施した. その結果、老齢マウスのひらめ筋
と長趾伸筋では共にα-GPD 活性に顕著な変
化は認められず、各筋線維タイプ単位で活性
が維持されることが判明した. 
 
(2)代謝変換を伴う筋線維タイプ変化を誘導
する薬物を探索するため開発した培養筋芽
細胞株を使い、物質探索をハイスループット
で探索する条件を探索した. そして、マルチ
プレート(48,96 ウェル)での培養条件として、
細胞数、培養日数、顕微鏡観察のプログラミ
の最適化及び解析プログラムの最適条件を
見出した. さらに、pGC1-α,mTOR、YY-1 の
KO マウス(Jackson Lab), ERRγの KO マウス
（凍結胚：from MMRRC by NIH）を入手して
培養筋細胞株の樹立を進めている. 
 
(3)開発した探索技術を使い、既に発見した
３種類の代謝変換物質に加えて、新たに既に
10 種類の物質が筋線維タイプ変化を誘導す

ることができた. そのうち２種類は探索前
に、同じ作用が報告されていたが、３つは探
索時に報告され、さらに７つについては未報
告である. 同定した物質の作用機序の解明
を進めている.  
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/undokiigaku.html 
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