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研究成果の概要（和文）：プロテアソームによるタンパク質分解を抑制すると骨格筋量はむしろ減少してしま
う。その原因として当初予想していたタンパク質分解産物の直接のリサイクルは元々ほとんど行われていなかっ
た。ところがプロテアソームによるタンパク質分解後には分解産物の処理に当たる複数のアミノペプチダーゼ群
が作用しており、それらが単に分解だけではなく、骨格筋の発達や修復に関わる筋幹細胞である筋芽細胞の細胞
周期、筋分化開始の決定、分化に伴う形態形成や細胞極性の決定などの調節に直接関与していることが明らかに
なった。健全な骨格筋維持にはタンパク質分解後に働くアミノペプチダーゼ群の作用が重要であることを初めて
明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Proteolysis has long been considered deleterious to skeletal muscle.  Recent
 studies, however, have identified that impaired proteolytic function leads to loss instead of an 
increase in skeletal muscle mass. Dysfunction in the proteasome-dependent proteolytic pathway in 
skeletal muscle induced more significant loss or impaired development than dysfunction in the 
autophagy pathway. Although we failed to detect the recycling of degradation derived amino acids for
 de-novo protein synthesis, we found the induction of various aminopeptidases linked to the 
proteasome-dependent proteolytic pathway. Each aminopeptidase in cultured myoblasts demonstrated 
essential roles, such as the regulations of ATP concentration, cell cycle and initiation of 
differentiation, and determination of polarity and structure of myotubes. Although further studies 
are required to elucidate the underlying mechanisms, we could demonstrate the essential roles of 
post-proteolytic aminopeptidases in developing myoblasts.

研究分野： 健康科学・体力科学・スポーツ科学

キーワード： 骨格筋　プロテアソーム　アミノペプチダーゼ　リサイクル　アミノ酸　サルコペニア　分化　細胞周
期
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研究成果の学術的意義や社会的意義
骨格筋の量や機能の維持は競技スポーツのみならず健康領域においても重要である。従来タンパク質分解は筋量
維持に対してマイナスと捉えられていたが、むしろ筋量や機能の維持には不可欠であることがわかってきた。わ
れわれは今回そのメカニズムとして初めてタンパク質分解経路が単純なリサイクルではなく、筋芽細胞を筋形成
に向かわせるか否かや、形態の決定を行っていることなどを明らかにした。これは健全な骨格筋を保つには単に
タンパク質分解指標に基づく、分解抑制や、分解で不足する材料の補充を行うだけでは不十分であること、適切
な分解の状態を維持するための栄養やトレーニングなどの戦略を再考する必要性を示唆するものである。

※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 
  運動機能を支える最も重要な臓器は骨格筋であり、スポーツや競技を行う者にとって骨格筋
の量や機能は最大の関心事の一つである。また高齢要介護者のうち13.3%を占める基礎疾患が明
確ではない「高齢による衰弱」では骨格筋量の減少や機能低下がみられる（H28年度国民生活基
礎調査）。フレイル（虚弱）・サルコペニア（筋肉減少症）・ロコモーティブシンドローム（運動
器症候群）はいずれも運動機能の低下により要介護リスクが高まった状態とされ、骨格筋機能の
低下への対策は高齢化が進む世界中の国々における重要な健康課題である。 
  骨格筋組織の維持には運動トレーニングおよび栄養が重要である。2009年に米国スポーツ医
学会（American College of Sports Medicine）と米国栄養士会（ADA）が合同で競技者の栄養摂
取に関するシステマティックレビューに基づく提言を発表している(1)。窒素バランス（摂取窒
素量と排泄窒素量の差分）に基づく評価からはウルトラマラソンを含む持久系スポーツ競技者
では体重１kg当たり1.2〜1.4g/日、筋力トレーニングを必要とする競技者では1.2〜1.7g/日が
至適とされている。上限の1.7g/kg/日とした場合、体重70kgの競技者の一日のタンパク所要量は
約120gである。一方、体重70kgの男子の一日の全身タンパク質代謝量は300〜400gといわれ推奨
摂取量との間に少なくとも280ｇの差がある。この差分についての科学的な説明は不十分であり、
さまざまなタンパク質サプリメントが根拠なく利用されているのが現状である。 
  この差分を説明する仮説として、腸管における消化管分泌液や脱落する腸管上皮細胞に含ま
れるタンパク質やアミノ酸の再吸収が補っているとされているが、明確にはされていない。もう
一つの重要な仮説は、タンパク質のリサイクリングである。ノーベル賞で知られるオートファジ
ーはライソゾームによる細胞内小器官の分解産物を細胞の生存にあてるタンパク質分解システ
ムである。マウス骨格筋速筋特異的にオートファジー経路をノックアウトしたマウスでは骨格
筋の萎縮が起きることからオートファジーが筋量の維持に関わっていることが明らかになった
(2)。オートファジー機能不全マウスは体重の増加が数％小さく、筋量も速筋線維が多い腓腹筋
で10%程度減少していた。一方、われわれはもう一つの細胞内タンパク質分解システムであるプ
ロテアソーム系に着目し、Masieroらと同様に速筋特異的にプロテアソーム機能不全を起こすマ
ウスを作成した(3)。オートファジー不全マウスに比べて筋量減少は著しく体重は60%以上小さ
く、腓腹筋筋重量はプロテアソーム機能不全マウスは正常マウスの50%を下回り、オートファジ
ーよりもプロテアソーム系の方が筋量の維持に貢献度が高いことを明らかにした。ただしこれ
らの実験はリサイクリングを直接証明したものではなく、単にリサイクル仮説を支持する状況
証拠を得たにすぎない。したがって本研究の第一の問いはプロテアソームで分解されたタンパ
ク質由来のアミノ酸が新たなタンパク質合成に利用されているか？である。第二の問いは、プロ
テアソームのタンパク質分解に伴うリサイクル効率や量がどのように調節されているか？であ
る。 
 
２．研究の目的 
「プロテアソームで分解されたタンパク質由来のアミノ酸がリサイクルされ新たなタンパク質
の合成に利用される」という仮説を証明することを第１の目的とし、続いてプロテアソームを介
するタンパク質のリサイクリングがどのように調節されているかを明らかにすることを第２の
目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) プロテアソームにより分解されたタンパク質由来のアミノ酸が細胞内タンパク質の新規合
成に再利用されていることを明らかにするために、ユビキチン非依存的にプロテアソームで分
解されるオルニチンデカルボキシラーゼ(ODC)を標識アミノ酸でラベルし、これを細胞内導入す
る。その後、プロテアソームにより分解された ODC 由来の標識アミノ酸が ODC とは異なるタンパ
ク質合成に再利用されているかどうかを検証した。 
 
(2)予測に反してタンパク質分解由来アミノ酸がタンパク質合成の材料としてリサイクルされて
いない可能性が明らかになったため、分解由来アミノ酸が細胞内エネルギー産生の材料として
再利用されているという仮説を新たに立てた。これを検証をするため、プロテアソームによるタ
ンパク質分解で生じたペプチドをさらにアミノ酸に分解するペプチド分解酵素アミノペプチダ
ーゼ群の阻害が細胞内アミノ酸量やエネルギー量に相当する ATP 量に与える影響を検証した。 
 
(3) アミノペプチダーゼによるペプチド分解が細胞内代謝の恒常性に寄与することが明らかに
なったため、プロテアソームとアミノペプチダーゼの相互作用による細胞機能制御機構が存在
するのではないかと考えた。これを検証をするために、プロテアソーム構成遺伝子 Rpt3 遺伝子
発現を抑制した筋芽細胞に対して RNA-sequence 解析による網羅的な遺伝子発現変動を明らかに
し、有意に発現量が変動するアミノペプチダーゼ遺伝子を同定した。 
 



(4) プロテアソームと相互作用する可能性があるアミノペプチダーゼ群が同定されたため、RNA
干渉法により特定のアミノペプチダーゼ遺伝子発現抑制が骨格筋筋芽細胞の増殖・分化にどの
ような影響を与えるかを検証した。 
 
４．研究成果  
(1) HEK293T細胞にプラスミドベクターによりFLAGタグ付きODC
を過剰発現させ、FLAG 抗体を用いた免疫沈降法により ODC を単
離・精製した。タンパク質トランスフェクト試薬「XFect」を使用
することで筋芽細胞内へ ODC を導入することに成功した。ODC 導
入細胞に対しプロテアソーム阻害剤である MG132 を作用させる
ことで ODC 分解が有意に抑制されることが明らかになった。これ
は細胞内導入した ODC の分解がプロテアソームに依存すること
意味している。この系において分解されたアミノ酸の新規タンパ
ク合成への利用を検出するためのいくつかの方法を検討した。ま
ずメチオニンアナログであるAzidohomoalnine(AHA)を用いてAHA標識ODCを作成した。しかし、
細胞導入後にAHAの検出ができなくなることが明らかとなり、AHAによる検証は断念した。次に、

安定同位体標識リジンおよびアルギニンを用
いた検証に取り組み、同様の手順で安定同位
体標識 ODC を作出した。質量分析により標識
リジン・アルギニンが十分に含まれているこ
とも確認した(図 1)。この安定同位体標識 ODC
を筋芽細胞に導入し、分解を確認後に質量分
析によって ODC 以外のタンパク質に安定同位

体標識リジン・アルギニンが含まれているか解析したが、予想に反し、、標識アミノ酸は新規合
成タンパク質で検出されず、分解由来アミノ酸はタンパク質合成の材料としてほとんど利用さ
れていないと考えざるを得ない(図 2)。 
プロテアソーム不全マウス骨格筋のメタボローム解析の結果では、筋組織中のアミノ酸量が減
少するだけでなく、ATP 量も減少することが明らかとなっていた(図 3)。そこで我々は生体内で
のアミノ酸の役割について再考し、アミノ酸がタンパク質の材料としてだけでなく、エネルギー
基質としても利用されうる点に注目した。
そこで当初の仮説とは異なる、プロテアソ
ームによるタンパク質分解由来のアミノ
酸がエネルギー基質としてリサイクルさ
れる可能性を明らかにするために、(2)の
実験に取り組んだ。 
 

(2) 筋芽細胞に対して、細胞内アミノペプチダーゼ阻害
剤である「膜透過性ベスタチン」を作用させると、細胞
内アミノ酸量の減少や細胞内エネルギー量が低下する
ことが明らかとなった。また、タンパク質合成経路にお
いて中心的役割を果たす mTOR が抑制されることも明ら
かとなった。これらの結果から、タンパク質分解由来ア
ミノ酸は細胞内ATP産生に寄与していることが示唆され
た。骨格筋におけるプロテアソーム機能不全マウスでは、

持久性運動能力が低下していることも明らかとなり(4)、分解由来アミノ酸がエネルギー基質と
して利用されている可能性が示唆された。 
(3) プロテアソーム・アミノペプチダーゼによるタンパク質・オリゴペプチド分解経路は細胞
内の ATP 量維持に寄与する可能性が明らかになってきたことから、プロテアソームとアミノペ
プチダーゼにはなんらかの相互作用が存在し、タンパク質分解や合成を制御するのではないか
と考えた。プロテアソームを構成する Rpt3 遺伝子発現を抑制した筋芽細胞を RNA-sequence 解
析することで網羅的な遺伝子発現変動を明らかにした。また、有意に変動するアミノペプチダー
ゼ遺伝子として、ペプリド N 末端のアラニン残基を認識・切断するアラニンペプチダーゼ(Anpep)、
リジンやフェニルアラニンなど複数のアミノ酸残基を認識・切断するピューロマイシン感受性
アミノペプチダーゼ(PSA)、メチオニン残基を認識・切断するメチオニンアミノペプチダーゼ
(Metap1)、ロイシン残基を認識・切断するロイシンアミノペ
プチダーゼ(LAP3)を同定した。 
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図3. プロテアソ ーム機能不全によるアミ ノ 酸・ ATP量変化

図4. 膜透過性ベスタ チンによる細胞内アミ ノ ペプチダーゼ阻害が筋細胞に与える影響

図5. プロテアソ ーム阻害による アミ ノ ペプチダーゼ発現変動



(4) 筋芽細胞において Anpep 遺伝子の発現を抑制すると、細胞周期調節因子である Rb のリン酸
化抑制に伴うアポトーシスが誘導され、増殖能力が著しく低下することが明らかになった。さら

に筋管細胞へ分化誘導すると、初期の分化が生じず筋
管細胞への分化が遅延することが明らかになった(5)。
同様に、PSA 遺伝子の発現を抑制すると、細胞周期の
G2/M 期の制御に関与する CyclinB1 タンパク質の発現
が抑制され、G2/M 期の細胞群が蓄積することが明らか
になった。また筋管細胞へ分化誘導すると、多核円形を
呈する異常な筋管細胞が形成され、そのメカニズムと
して、初期の段階に細胞極性を決定する中心分子であ
る CDC42 の発現低下や、筋芽細胞同士の融合に必須と

なる Minion や Myomaker の遺伝子発現が増加することが明らかになった(6)。今後は、Metap や
LAP3 遺伝子の発現抑制解析を進めることを考えてい
る。 
 骨格筋筋芽細胞におけるプロテアソーム・アミノペ
プチダーゼ群によるタンパク質分解経路は単にタンパ
ク質分解を介した細胞内の代謝制御だけでなく、細胞
周期、分化、形態形成など多様な細胞の制御にそれぞれ
が関与していることが明らかになった。組織あるいは
生体における骨格筋の質や量にも強く影響している可
能性があり、今後、筋組織にとどまらず細胞や組織の構
造や機能に対して Post-proteolytic pathway が担う細胞レベルのエコシステムがどのように貢
献しているのか、全容解明を目指していいきたい。 
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