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研究成果の概要（和文）：自由摂餌、活動制限下において加齢させたマウス（c57BL/6系統）

では体脂肪の蓄積、耐糖能異常とともに骨格筋酸化障害が認められる。本研究では、加齢性代謝

不全モデルとして20ヶ月齢のc57BL/6マウスを用い、エネルギー代謝に関連する骨格筋蛋白質の

翻訳後酸化修飾について解析し、病態との関わりについて検討した。その結果、若齢マウス

と比較して加齢マウスでは、細胞内のAMP量を調節する酵素Adenylate kinase 1がニトロ化修飾

を受けることを観察した。このことが、AMP依存性protein kinaseの活性を調節し、筋細胞膜

における糖取り込み能の減弱に関与している可能性が示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）： c57BL/6 mice kept with free access to chow and sedentary to 

old age show lipid accumulation and impairment of glucose tolerance as well as oxidative 

damage in skeletal muscle. In this study, we investigated oxidative protein modification 

in skeletal muscle associated with impairment of energy metabolism using the animal model 

as a model of glucose metabolism disorder. Consequently, it has been shown that nitration 

of tyrosine residues in adenylate kinase 1, which regulates intracellular AMP content, 

was increased. This may lead to the impairment of glucose uptake in skeletal muscle via 

lower activity of AMP-activated protein kinase in old mice.  
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１．研究開始当初の背景 

中・高齢者における肥満、内臓脂肪の蓄積

は、エネルギーの需要供給バランスの破綻に

起因する。特に最大の代謝臓器である骨格筋

におけるエネルギー代謝能の低下が、その主

な原因の一つと考えられているが、どのよう

な機序で代謝能が低下するのかについては

不明である。 

一方、加齢した骨格筋では酸化生成物の蓄

積が認められ、細胞構成成分の酸化障害が確

認されている。酸化障害の標的は脂質だけで

なく様々な蛋白質にも及ぶことが推察され、

加齢にともなう骨格筋エネルギー代謝能の

低下に翻訳後酸化修飾による代謝関連蛋白

質の機能低下が関与する可能性がある。 

 

 

２．研究の目的 

加齢性糖代謝不全マウスの骨格筋におい

て、エネルギー代謝に関連する蛋白質の翻訳

後酸化修飾について着目し、加齢によるエネ

ルギー代謝能の低下との関わりについて検

討する。 

 

 

３．研究の方法 

 3 ヵ月齢（Young）および 20 ヶ月齢（Old）

の雄性 c57BL/6 マウスを用いた。体重および

副睾丸脂肪組織重量を測定するとともに、下

肢筋を摘出してラベリングしたグルコース

の取り込み能を測定した。さらに、筋から抽

出した蛋白質を 2次元電気泳動によって分離

し、抗nitrotyrosine抗体、抗hydroxynonenal

抗体および抗 argpyrimidine 抗体を用いて

blotting を行い、酸化関連修飾蛋白質の探索

を行った。修飾の認められたスポットをゲル

から抽出し、生成を行った後に質量分析

（MS/MS）によりアミノ酸配列を決定し、修

飾蛋白質を同定した。 

 一方、筋から抽出した蛋白質を用いて、AMP

依存性 protein kinase（AMPK）およびリン酸

化 APMK の発現量を western-blotting によっ

て定量を行った。 

 

 

 

４．研究成果 

１）Young マウスと比較して Old マウスにお 

いて、体重および副睾丸脂肪重量の有意な増

大がみられた。一方、腓腹筋重量は両群間で

有意差は認められなかった。 

また、Old マウスの骨格筋では、グルコー

ス取り込み能の低下が観察され、糖代謝不全

が起こっていることが示された（Fig.1）。 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Fig.1. 骨格筋におけるグルコース取り込み

能 

 

２）Young マウスと比較して Old マウスにお 

いて、nitrotyrosine および argpyrimidine

修飾を受けた蛋白質の増大が認められた。修

飾蛋白質をゲルから抽出したあと、質量分析

によってアミノ酸配列を決定し、蛋白質の同

定を試みた。その結果、nitrotyrosine 修飾

を受ける蛋白質として、Adenylate kinase 1

（AK1）の同定に成功した（Fig.2）。 

AK1 のニトロ化修飾について確証を得るた

めに、抗 AK1 抗体によって免疫沈降を行い、

沈降物を抗 nitrotyrosine 抗体で blotting

を行った。その結果、Old マウスの骨格筋で

は Young マウスの骨格筋と比較して、AK1 ニ

トロ化の増大が認められ、質量分析結果につ

いての確証を得た。一方、AK1 の蛋白質量に

ついては両群間で有意な変動は認められな

かった。 

 AK1 は 194 のアミノ酸から構成される分子

量 21,400 の酵素蛋白質で、ADP→ATP＋AMP を

触媒することにより、細胞内の AMP 量を調節

する。そのため、nitrotyrosine 修飾による

AK1 活性の低下は細胞内の AMP 量を低下させ

ることが考えられる。 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2. Old マウスにおいて増大の認められ

た Nitrotyrosine 修飾蛋白質 

 

３）筋細胞内の AMP 量は、糖取り込みを制御

する律速酵素 AMPK の活性を調節することに

より、細胞膜における糖取り込み能を規定す

る。そこで、AMPK のリン酸化レベルを測定し

たところ、Young マウスと比較して Old マウ

スでは低下が認められた（Fig.3）。このこと

は、AK1 のニトロ化修飾が細胞内の AMP 量の

低下を介して AMPK 活性の低下へと導いたこ

とを示唆している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.3. 骨格筋における AMPKリン酸化レベル 

 

 以上、本研究において、自由摂餌、活動制

限下で加齢したマウスの骨格筋では、①グル

コース取り込み能が低下すること、②AK1 の

チロシン残基がニトロ化修飾を受けること、

③AMPK のリン酸化レベルが低下することが

明らかになった。これらの結果より、加齢性

糖代謝不全マウスでは、AK1 がニトロ化修飾

を受けることにより活性が低下し、このこと

が AMPK 活性の低下を介した糖取り込み能の

減弱に関与している可能性が示唆された。 
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