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研究成果の概要（和文）： 
本研究は、骨格筋のタンパク質分解に対するアミノ酸の情報伝達経路を明らかにすることを目
的とした。その結果、1)アミノ酸は、IGF-I と異なり AKT-FOXO 経路ではタンパク質分解を抑制
しないこと、2)アミノ酸のロイシンはグルタミンが共存下では、アミノ酸トランスポーターを
介した経路で骨格筋タンパク質分解を抑制するが、ロイシン単独では異なった経路で抑制する
ことを明らかにした。以上の結果は、アミノ酸は様々な情報伝達経路を介して骨格筋のタンパ
ク質分解を抑制していることを示している。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The present study addressed the role of amino acids as a regulator of proteolysis in 
myotubes. Leucine and glutamine suppressed proteolysis, while also decreasing expression 
of atrogin-1 mRNA through the L- system amino acid transporter (LAT1). Amino acids did 
not activate AKT-FOXO signaling pathway, but inhibiting proteolysis. Thus, an important 
component of muscle proteolysis inhibition by leucine or amino acids, through LAT1 but 
not AKT-FOXO signaling pathway, is its ability to suppress muscle protein degradation. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 動物の成長の主体はタンパク質の蓄積で
ある。動物は、体タンパク質の合成と分解を
同時に行いながら体タンパク質を蓄積し、成
長する。タンパク質の合成と分解の速度は
種々の要因によって変化し、合成側に傾くと

成長し、分解側に傾くと体タンパク質が減少
する。骨格筋は、体タンパク質全体の約 45％
を占める最大のタンパク質蓄積器官である。
そのため、骨格筋におけるタンパク質代謝の
調節機構を明らかにすることは、体タンパク
質量の決定にきわめて重要である。一方、畜
産における最大の目標は動物タンパク質生
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産であり、正味のタンパク質生産量はタンパ
ク質の合成量と分解量の差である。タンパク
質合成と分解の制御が可能になれば、正味の
タンパク質生産量が増加し、効率的な畜産物
生産技術開発につながる。 
 骨格筋は、高度に組織化されている一方で、
他の組織と同様に生理的状態に敏感に反応
して、恒常性の維持に貢献している。骨格筋
のタンパク質代謝は、主にホルモンによって
調節されていると考えられるが、アミノ酸も
その調節に関与していることが報告されて
いる(Buse et al. J Clin Invest. 1975. 56: 
1250-1261)。以前より、分枝鎖アミノ酸は、
タンパク質の合成を促進し、分解を抑制する
ことにより、タンパク質代謝を調節している
ことが知られていた。近年、この分枝鎖アミ
ノ酸によるタンパク質合成の促進は翻訳段
階で調節されていることが明らかにされた
(Yoshizawa. Biochem Biophys Res Commun. 
2004. 313:417-422)。しかしながら、タンパ
ク質分解を抑制する作用機構については十
分に明らかにされていない。これらの研究の
結果、アミノ酸はシグナル因子として骨格筋
におけるタンパク質合成を促進することは
明らかにされたが、タンパク質分解に対する
作用は明らかにされていなかった。そこで、
申請者らは培養筋肉細胞ならびに鶏ヒナを
用いて、骨格筋タンパク質分解に対するアミ
ノ酸の影響を調べ、アミノ酸が骨格筋タンパ
ク質分解を遺伝子発現レベルで抑制するこ
とを明らかにした(Nakashima et al. Biochem 
Biophys Res Commun. 2005. 336:660-666.)。
この結果は、これまで主にホルモンによって
調節されていると考えられていた骨格筋の
タンパク質分解に、アミノ酸も関与している
ことを示している。しかしながら、アミノ酸
がどのようなシグナル伝達経路で骨格筋タ
ンパク質分解を抑制しているのかについて
は不明である。 
 そこで、骨格筋タンパク質分解に対するア
ミノ酸のシグナル因子としての機能を明ら
かにすることにより、アミノ酸による骨格筋
タンパク質代謝制御技術と新たなアミノ酸
栄養の確立の基礎となる研究となると考え
られた。 
 
２．研究の目的 
 
 アミノ酸は体タンパク質の構成成分とし
てのほかに、細胞内や血漿に遊離アミノ酸と
して存在し、生体内で様々な役割を果たして
いる。近年、アミノ酸が遺伝子発現を調節す
るシグナル因子としてタンパク質合成を制
御していることが明らかにされた。申請者ら
は培養筋肉細胞ならびに鶏ヒナを用いて、骨
格筋タンパク質分解に対するアミノ酸の影
響を調べ、アミノ酸が骨格筋タンパク質分解

を遺伝子発現レベルで抑制することを明ら
かにした。しかしながら、アミノ酸がどのよ
うなシグナル伝達経路で骨格筋タンパク質
分解を抑制しているのかについては不明で
ある。 
 本研究は、アミノ酸による骨格筋タンパク
質分解抑制シグナル因子としての機能を明
らかにするため、新たな分子生物学的手法を
駆使し、シグナル伝達経路を明らかにしよう
とするものである。これまでにアミノ酸によ
るタンパク質分解抑制シグナル伝達経路に
ついては明らかにされていない。しかし、ア
ミノ酸によるタンパク質合成は、ホスホチジ
ルイノシトール 3 キナーゼ (PI3K) → 
mammalian target of rapamycin (mTOR) → 
リボゾームタンパク質 S6 キナーゼ(S6K1)シ
グナル伝達経路を経てタンパク質合成を促
進 す る こ と が 示 さ れ た (Kimball and 
Jefferson. Am J Clin Nutr. 2006. 
83:500S-507S)。一方、インスリン様成長因
子-1(IGF-1)によるタンパク質の代謝に対す
るシグナル伝達経路は、数多く研究されてお
り、タンパク質合成に関しては、アミノ酸と
異なるシグナル伝達経路を経て促進される
ことが明らかにされている。また、IGF-1 に
よるタンパク質分解抑制シグナル伝達経路
は、IGF-1 によるタンパク質合成促進シグナ
ル伝達経路と異なることが報告されている
(Sandri et al. Cell. 2004. 117:399-412)。
これらのことから、アミノ酸によるタンパク
質分解抑制シグナル伝達経路は、アミノ酸に
よるタンパク質合成促進シグナル伝達経路
と異なる可能性があり、また、IGF-1 による
タンパク質分解抑制シグナル伝達経路と異
なる可能性もある。そこで、骨格筋タンパク
質分解に対するアミノ酸のシグナル因子と
しての機能を明らかにすることを目的とし、
古典的な阻害剤を用いた手法ならびに新た
な分子生物学的手法（RNA 干渉技術）を駆使
し、これまで明らかにされているアミノ酸に
よるタンパク質合成シグナル伝達経路と
IGF-1 によるタンパク質代謝制御と比較し、
アミノ酸によるタンパク質分解抑制シグナ
ル伝達経路を明らかにすることを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
 
(1)アミノ酸による骨格筋タンパク質分解抑
制作用の確認と各種阻害剤によるタンパク
質分解抑制ならびにタンパク質分解関連遺
伝子発現の解析 
 培養筋肉細胞（初代鶏筋肉細胞ならびにマ
ウス由来 C2C12 筋肉細胞株）を用いて、タン
パク質分解に対するアミノ酸の影響を調べ
た。 
 鶏筋芽細胞は、13 日卵齢鶏胚大腿筋からデ



ィスパーゼを用い調製した。筋芽細胞は 15％
子牛血清を含む m-199 培地で 7日間培養を行
ない、分化した筋管を形成させ、筋管細胞培
養系として用いた。マウス由来の C2C12 筋細
胞株を用いた。この細胞は、10％牛胎児血清
を含む DMEM培地で4日間培養した。その後、
分化培地で 3日間培養し、完全に筋管形成さ
せた時点で筋管細胞培養系として用いた。 
 培養筋肉細胞を用いて、MEM 培地のアミノ
酸濃度を段階的（0倍、1倍、2倍）に変化さ
せ、6または 24 時間培養した。培養後、培地
を回収し、タンパク質分解の指標である培地
中 3-メチルヒスチジン濃度を測定した。3-
メチルヒスチジンは体タンパク質の中でも
最大量を占める骨格筋タンパク質のミオシ
ンとアクチンに存在するアミノ酸で、タンパ
ク質合成に再利用されず、骨格筋タンパク質
の分解に伴って定量的に放出され、代謝され
ずに尿中に排泄される。そこで、尿中 3-メチ
ルヒスチジン濃度を測定することにより骨
格筋タンパク質分解速度を測定することが
でき、同様に、血液中の 3-メチルヒスチジン
濃度も骨格筋タンパク質分解の指標となり
うることが明らかにされている。また、in 
vitro において、培養筋管細胞から培地へ放
出される 3-メチルヒスチジン量も骨格筋タ
ンパク質分解の指標となりうることが示さ
れている(Thompson et al. J Cell Physiol. 
1996. 166: 506-511)。 
 また、細胞から RNA を抽出し、筋肉細胞に
おけるタンパク質分解関連遺伝子発現（アト
ロジン-1）をリアルタイム PCR 法により定量
解析をおこなった。また、ウエスタンプロッ
ト法を用いて、インスリン様成長因子-I
（IGF-I）のよるタンパク質分解抑制に関与
する Akt ならびに FOXO3a タンパク質のリン
酸化を確認した。ポジティブコントロールと
して IGF-I (100 ng/ml)を用い、タンパク質
分解抑制シグナル経路についてアミノ酸と
比較した。 
 次に、これまでに明らかにされているアミ
ノ酸による代謝制御に関するシグナル伝達
経路の各種阻害剤を用い、タンパク質分解抑
制作用ならびにタンパク質分解関連遺伝子
発現を指標にシグナル伝達経路を明らかに
することを目的として、システム L-アミノ酸
ト ラ ン ス ポ ー タ ー 阻 害 剤 で あ る
2-aminobicyclo-(2,2,1)-heptane-2-carbox
ylic acid (BCH)を用いて実験を行った。筋
肉細胞はマウス由来の C2C12筋細胞株を用い
た。C2C12 筋芽細胞は定法に従い、低血清培
地で分化を誘導し、筋管を形成させ、MEM 培
地のアミノ酸含量が 0 倍、1 倍、2 倍ならび
にシステム L-アミノ酸トランスポーター阻
害剤である BCH を含む培地で、6 時間培養し
た。その後、タンパク質分解関連遺伝子であ
るアトロジン-1 発現量を測定した。ポジティ

ブコントロールとして、IGF-I (100 ng/ml)
を用いた。鶏胚由来の筋肉細胞は、15％子牛
血清を含む m-199 培地で 7日間培養し、筋管
形成させた時点で、ロイシン（Leu, 1 mM）
またはグルタミン（Gln, 1 mM）ならびにシ
ステム L-アミノ酸トランスポーター阻害剤
である BCH を含む Krebs-Henseleit-Hepes 
(0.1 % BSA)緩衝液で 2 時間培養した。その
後、タンパク質関連遺伝子であるアトロジン
-1発現量をリアルタイムPCR法にて測定した。 
  
(2)アミノ酸によるタンパク質分解シグナル

伝達経路に関与する遺伝子の発現抑制がタ

ンパク質分解に及ぼす影響の検討 
 タンパク質分解抑制シグナル伝達経路に関
与する遺伝子を RNA干渉技術を用いて遺伝子
を発現抑制し、アミノ酸によるタンパク質分
解抑制シグナル経路について調べた。 
 先の実験において、アミノ酸による骨格筋
タンパク質分解はシステム L-アミノ酸トラ
ンスポーターを介して抑制する可能性が示
唆されたので L-アミノ酸トランスポーター
(LAT1)遺伝子を RNA干渉技術で発現抑制する
条件を C2C12ならびに鶏筋管細胞を用いて検
討した。 
 マウスLAT1遺伝子のsiRNAプライマーを4
種類購入(QIAGEN)し、HiPerFect トランスフ
ェクション試薬(QIAGEN)を用いて C2C12筋管
細胞への siRNA 導入条件（濃度、時間の検討）
は QIAGEN の方法に準じて行った。 
 鶏筋管細胞への siRNA 導入は、鶏 LAT1 遺
伝子の siRNA プライマーを 8種類作成し、導
入した。トランスフェクション試薬は
HiPerFect (QIAGEN) 、 Lipofectamine 2000 
(Invitrogen) な ら び に Lipofectamine 
RNAiMAX (Invitrogen)トランスフェクション
試薬を用いて行った。siRNA 導入条件（濃度、
時間の検討）は QIAGEN または Invitrogen の
方法に準じて行った。siRNA を導入 24 時間後
に、細胞を回収し、LAT1 遺伝子の発現の抑制
をリアルタイム PCR 法にて確認した。 
 次に、鶏筋管細胞を用いて、LAT1 遺伝子の
発現を抑制した siRNA プライマーを含む
Lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen)トラン
スフェクション試薬を用いて 24 時間培養し
た。その後、培地をロイシン（Leu, 1 mM）
またはグルタミン（Gln, 1 mM）を含む
Krebs-Henseleit-Hepes (0.1 % BSA)緩衝液
で 2 時間培養した。培養後、細胞を回収し、
リアルタイム PCR 法にて LAT1 ならびにアト
ロジン−１遺伝子発現を測定した。 
 
４．研究成果 
 
 マウス由来の C2C12 筋細胞株を用い、アミ
ノ酸含量が 0 倍、1 倍、2 倍の MEM 培地を作
成し、ポジティブコントロールとして、IGF-I 



(100 ng/ml)で 6 または 24 時間培養した。そ
の結果、タンパク質分解の指標である培地へ
の 3-メチルヒスチジン放出量は培地のアミ
ノ酸量が増加するに伴い減少した。タンパク
質関連遺伝子であるアトロジン-1 発現も同
様に添加量に伴い減少した。Akt ならびに
FOXO3aタンパク質のリン酸化はIGF-Iで検出
されたが、アミノ酸添加では Akt ならびに
FOXO3a タンパク質のリン酸化は確認されな
かった。以上の結果は、アミノ酸は IGF-I と
異なるシグナル伝達経路でタンパク質分解
を抑制していることを示している。 
 次に、鶏胚由来の筋肉細胞を用い、ロイシ
ン（Leu, 1 mM）またはグルタミン（Gln, 1 mM）
ならびにシステム L-アミノ酸トランスポー
ター阻害剤 (BCH, 10 mM)をそれぞれ含む緩
衝液で 2時間培養した結果、タンパク質関連
遺伝子であるアトロジン-1発現はLeu添加に
より減少したが、Gln では影響は見られなか
った。Leu と Gln 添加はより減少した。同時
添加によりアトロジン-1 発現の抑制効果は
大きくなった。一方、BCH 添加により、Leu
と Glnの同時添加による抑制作用はキャンセ
ルされたが、Leu 単独の作用はキャンセルさ
れなかった。以上の結果は、Gln との共存下
では、Leu はシステム L-アミノ酸トランスポ
ーターを介した経路でアトロジン-1 発現を
抑制するが、Leu 単独ではトランスポーター
経由とは異なった経路でアトロジン-1 発現
を抑制することを示している。 
 鶏胚由来の筋肉細胞を用いて、システム L-
アミノ酸トランスポーター LAT1 siRNA の導
入実験を行った。8種類の LAT1 siRNA を設計
し、HiPerFect トランスフェクション試薬を
用いて導入を試みたが、LAT1 遺伝子発現の抑
制 効 果 は み ら れ な か っ た 。 ま た 、
Lipofectamine 2000トランスフェクション試
薬を用いて、LAT1 siRNA の導入を試みたが、
LAT1 遺伝子発現の抑制効果はみられなかっ
た。次に、Lipofectamine RNAiMAX を用いて
LAT1 siRNA の導入を試みた結果、2 種類の
siRNA が LAT1 遺伝子発現の抑制を抑制した。 
 先のプライマーならびにトランスフェク
ション試薬の条件下で、siRNA 干渉技術を用
いて LAT1 siRNA を鶏胚由来の筋肉細胞を導
入した。次にこの siRNA を導入した細胞にロ
イシン（Leu, 1 mM）、グルタミン（Gln, 1 mM）
または両方を含む緩衝液で 2時間培養した結
果、タンパク質関連遺伝子であるアトロジン
-1 発現は Leu 添加により減少し、Gln では影
響は見られなかった。Leu と Gln の同時添加
によりアトロジン-1 発現の抑制効果は大き
くなった。 一方、LAT1 siRNA の導入により
アトロジン-1発現は減少し、LeuならびにGln
の影響はみられなかったが、Leu と Gln の共
存下ではアトロジン-1 発現は回復した。また、
LAT1 発現は Leu 存在下で増加し、siRNA の導

入による LAT1 の発現抑制に対しては、アミ
ノ酸の影響はみられなかった。以上の結果か
ら、筋肉においてアミノ酸トランスポーター
を介してアトロジン-1 発現は制御されてい
る可能性が示唆された。 
  
 一連の結果から、ロイシンを含む特定のア
ミノ酸には、骨格筋タンパク質分解抑制作用
を有することが明らかとなり、アミノ酸はア
ミノ酸トランスポーターなど様々な情報伝達
経路を介して、骨格筋のタンパク質分解関連
遺伝子発現の抑制し、作用していることが明
らかとなった。本研究では、アミノ酸による
タンパク質分解抑制経路にはこれまでに明ら
かにされている経路と異なる経路が存在する
ことを初めて示した。 
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