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研究成果の概要（和文）：本研究では、糖化ストレスによる骨格筋機能への影響を明らかにすることを目的とし
た。培養骨格筋細胞（C2C12）を用いた検討により、終末糖化産物（advanced glycation end products: AGEs）
が糖代謝および筋形成に関わるタンパク質のリン酸化状態を変動させることが明らかになった。また、マウスで
の生体実験により、AGEsが筋形成やタンパク質合成を抑制して、骨格筋成長を阻害することが明らかになった。
以上の結果は、糖化ストレスが骨格筋機能を低下させる可能性を示唆している。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to investigate the effect of glycative stress 
on skeletal muscle functions. The treatment of advanced glycation end products (AGEs) in C2C12 
skeletal muscle cells affected phosphorylated state of proteins associated with glucose metabolism 
and/or muscle development. In addition, the consumption of diets containing high AGEs suppressed 
skeletal muscle growth via inhibiting muscle development and protein synthesis in mice. These data 
suggest that glycative stress deteriorates skeletal muscle functions.

研究分野： 骨格筋生化学
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１．研究開始当初の背景 
生体内のタンパク質は、メイラード反応に

よって徐々にグルコースなどの糖と結びつ
いている。これを「糖化」と呼んでおり、糖
化を受けたタンパク質は劣化し機能障害を
生じる。また糖化を受けたタンパク質は最終
的に毒性の強い終末糖化産物（advanced 
glycation end products：AGEs）に変化し、
「糖化ストレス」により組織・細胞傷害を引
き起こしたり、細胞内シグナル伝達を障害し
たりして、生活習慣病や加齢性疾患などの病
態を形成することが知られている。しかし、
糖化ストレスが骨格筋にどのような影響を
もたらしているのか、そして作用メカニズム
についてのエビデンスは乏しい。 

 
２．研究の目的 
本研究において明らかにしようとする点

は以下の 2 点である 
（１）糖化ストレスによる骨格筋シグナル伝
達ネットワークへの影響 
 糖化ストレスがどのタンパク質を標的に
して筋組織・細胞の機能調節に影響を与えて
いるのかについて明らかにするために、タン
パク質リン酸化状態を包括的に解析し、糖化
ストレスが制御する骨格筋シグナル伝達ネ
ットワークの全体像を把握する。 
 
（２）糖化ストレスによる骨格筋の形態的お
よび機能的特性への影響 
 糖化ストレス負荷を受けた骨格筋におい
て、形態的観察や分子生物学・生化学的手法
を用いた解析を行い、糖化ストレスによる骨
格筋が受ける形態的・機能的変化およびその
制御メカニズムを特定する。 
 
３．研究の方法 
（１）マウス由来筋芽細胞 C2C12 を用い、
タイプ I コラーゲンがコーティングされた培
養プレート上で、増殖培地（D-MEM, 4.5 g/l 
glucose, 10% fetal bovine serum）でサブコ
ンフルエント状態にまで増殖させた。その後、
分化培地（D-MEM, 1.0 g/l glucose, 2% horse 
serum）に交換して、5 日間分化させ筋菅細
胞を形成させた。分化誘導 5 日目の C2C12
の 分 化 培 地 中 に 、 糖 化 ア ル ブ ミ ン
（AGEs-BSA）を 0.1 mg/ml の濃度で添加し
24 時間の糖化ストレス負荷を行った。
AGEs-BSA は Nε-carboxymethyl lysine
（CML）-BSA、Nε-carboxymethyl lysine
（CEL）-BSA、glycolaldehyde（GA）-BSA
を用い、対照群には BSA のみを添加した。

細胞抽出液に対して逆相タンパク質アレイ
（Reverse phase protein array: RPPA）法に
よる180種類のタンパク質リン酸化状態の包
括的解析を行った。 
 
（２）5 週齢雄性 ICR マウスを用い、1）低
AGEs 食摂取群（L-AGEs）と 2）高 AGEs
食摂取群（H-AGEs）の 2 群に分け 16 週間
飼育した。低 AGEs 食摂取群には AIN-93G
準拠食、高 AGEs 摂取群には AIN-93G を
160℃で 1 時間加熱した餌を摂取させた。餌
および水は自由摂取とした。飼育終了 1 週間
前に握力およびぶらさがり試験を行った。飼
育終了後、骨格筋（ヒラメ筋、長指伸筋、腓
腹筋、足底筋）を摘出し、筋湿重量を測定し
た。足底筋に対しては、単離筋電気刺激収縮
法により筋張力を測定した。ヒラメ筋および
長指伸筋に対しては、ウエスタンブロット法
によりタンパク質合成に関わる分子の発現、
リアルタイム RT-PCR 法により筋形成およ
びタンパク質分解に関わる分子の発現を測
定した。また、ELISA 法によりヒラメ筋、長
指伸筋のタンパク質抽出液および血漿中の
CML 発現量を測定した。 
 
４．研究成果 
（１）RPPA 法により 180 種類のリン酸化タ
ンパク質をターゲットとして解析し、96 種類
のリン酸化タンパク質を検出した。そのうち、
BSA 群において発現が見られた 72 種類のリ
ン酸化タンパク質発現の変化を解析対象と
した。BSA 群を比較対照として、AGEs-BS
A 群の平均値が増加したリン酸化タンパク質
は 8 種類、減少したリン酸化タンパク質は 6
4 種類であった。そのうち、signal log rati
o 値で 0.5 以上に増加したリン酸化タンパク
質は p-signal transduction and activator 
of transcription（Stat）3 Tyr705の 1 種類、
0.5 以下に減少したリン酸化タンパク質は p-
Sma- and Mad-related protein（Smad）2 
Ser465/467/Smad3 Ser423/425、p- extracellular
 signal-regulated kinase（ERK）1/2 Thr2

02/Tyr204、p-eukaryotic translation initiati
on factor 4 G（eIF4G）Ser1108、p-p53 Ser
37、p-p53 Ser20の 5 種類であった。さらには、
クラスター解析の結果、糖代謝あるいは筋形
成に関わるタンパク質のリン酸化状態が顕
著に変動することが明らかになった。 
 
（２）H-AGEs 群と L-AGEs 群における体重
および 1日当たりの摂餌量に差異はなかった。
H-AGEs 群の長指伸筋および足底筋の筋湿



重量はL-AGEs群に比べて有意に低値であっ
た。ヒラメ筋重量は両群で差はなかった。ま
た、H-AGEs 群は L-AGEs 群に比べて、握力
およびぶら下がり時間が有意に低かった。握
力およびぶら下がり時間はいずれも筋中
CML 量と負の相関関係が認められた。さら
には、単離足底筋の筋張力は H-AGEs 群が低
値であった。遺伝子発現解析の結果、筋形成
を促進する分子である myogenic factor 5
（Myf5）および myogenic diffrentiation
（MyoD）の mRNA 発現が H-AGEs 群で低
下していた。また、リン酸化タンパク質発現
解析の結果、タンパク質合成を促進する分子
である 70 kDa ribosomal protein S6 kinase
（p70S6K）の Thr389リン酸化が H-AGEs 群
で減少していた。一方、タンパク質分解を促
進する分子である muscle RING finger 1
（MuRF1）および atrogin-1 の mRNA 発現
に差異はなかった。以上の結果から、高 AGEs
含有食摂取により、筋形成シグナルやタンパ
ク質合成シグナルの減弱を介して、骨格筋成
長が阻害される可能性が明らかになった。 
 
本研究の検討により、糖化ストレスが骨格

筋のタンパク質リン酸化状態を変動させる
ことが明らかになった。特に、糖代謝や筋形
成に関わるリン酸化タンパク質への影響が
顕著であった。これまでに糖化ストレスによ
る糖代謝（インスリン抵抗性）に対する影響
については報告されていたが、筋形成シグナ
ルネットワークに影響を及ぼすことが本研
究により初めて明らかにされた。また、AGEs
を摂食させた生体実験においても、多量の
AGEs を長期摂取することにより、骨格筋の
成長が抑制されることが示された。AGEs 摂
取により、筋形成に関わる分子の遺伝子発現
が低下するとともに、タンパク質合成に関わ
る分子のリン酸化状態が低下していたこと
も明らかになった。以上より、糖化ストレス
は、骨格筋のタンパク質発現やリン酸化（活
性化）状態に影響を及ぼし、骨格筋の成長や
収縮機能の低下を引き起こすことが示唆さ
れる。 
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