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研究成果の概要（和文）：トロポニンIのグルタチオン化には骨格筋疲労を軽減する効果があることが近年明ら
かとされてきた．本研究では，グルタチオン化を触媒する酵素であるグルタチオン-S-トランスフェラーゼ
（GST）活性を変化させる化合物を同定することとした．本研究の結果，インドール-3-カルビノールがGST活性
を大きく低下させること，グルタチオン化を抑制すると筋疲労の回復が遅延することが明らかとなった．本研究
では，GST活性を高める化合物の発見には至らなかったが，今後検討を継続することで新たな筋疲労抑制物質の
発見につながると期待される．

研究成果の概要（英文）：It has been recently shown that S-glutathionylation of troponin I 
ameliorates skeletal muscle fatigue. The purpose of the present study was to identify a novel 
compound(s) for an enhancement of glutathione-S-transferase which is a catalyst for 
S-glutathionylation. Present study indicated that indole-3-carbinol significantly decreased GST 
activity and suppression of S-glutathionylation delayed recovery from muscle fatigue. Although the 
enhancer of GST activity was not identified in this study, this study may provide a clue to develop 
the new compound alleviating muscle fatigue.

研究分野： 筋生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では，グルタチオン（GSH）化による骨格筋疲労の抑制効果を高める化合物の開発を試みた．結果的に
は，そのような化合物の発見には至らなかったが，GSHの筋疲労に対する役割を詳細に検討できた．本研究で
は，GSHは，1) 筋疲労を迅速に回復させる役割があること，2) 疲労発生初期においては，GSHには正の効果だけ
でなく負の効果もあることを示した．これらの結果は，GSHを用いた治療の有用性を示すとともに，その負の面
も示しており，今後の筋疲労の治療法に対して新たな基盤を提供したものと考えられる．

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
我々は，これまでの研究において，トロポニン Iの S-glutathionylation（タンパク質とグル

タチオンが架橋構造を形成する反応のこと）が骨格筋疲労を軽減する生体防御機構の一つであ
ることを明らかにしてきた (Watanabe et al. 2015, 2016, 2019)．S-glutathionylation は，
グルタチオン-S-トランスフェラーゼ glutathione-S-transferase: GST）によって触媒
される反応であり，この酵素の活性を高めれば，S-glutathionylation が促進できると
考えられた． 
先行研究において，benzyl isothiocyanate, p-naphthoflavone, coumarin, α-

angelicalactone, disulfiram, indole-3-carbinol および indole-3-acetonitrile の
7 つの化合物（以下，標的七化合物と表記）が GST を活性化させることが報告されていたが，
骨格筋に対する影響は不明であった．本研究の当初の目的は，標的七化合物の投与が筋疲労にど
のような影響を及ぼすか検討することであった． 
研究を進めていくと，標的七化合物は GST 活性を高める効果がないことが明らかとなった．逆

に，indole-3-carbinol には濃度依存的に GST 活性を低下させる効果があった．S-
glutathionylation はトロポニン Iに対しては機能亢進効果があるが，興奮収縮連関に関与
する他のいくつかのタンパク質（Na+-K+ ATPase など）には機能抑制効果があることが明ら
かとなったことから（Watanabe & Wada 2020），S-glutathionylation の抑制がどのような
効果を筋疲労に及ぼすかを検討することとした．S-glutathionylation はグルタチオン（GSH）
を基質として生じることから，細胞内 GSH を約 90%低下させるモデルを作製し，S-
glutathionylation を抑制した． 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，S-glutathionylation をターゲットとした筋疲労抑制物質を探索するこ

とであった．そのために，標的七化合物が GST 活性に及ぼす影響を検討し，その結果に基づ
いて，S-glutathionylation の低減が筋疲労に及ぼす影響を検討した． 
 
３．研究の方法 
（１）実験デザイン 
本研究は 2 つの実験から構成された．実験 1 では標的七化合物が GST 活性に及ぼす影響を，

実験 2 では GSH の低減が筋疲労に及ぼす影響について検討した．以下にそれぞれの実験デザイ
ンについて記載する．  
【実験 1】6.25 unit/ml（最終濃度）GST 存在下において，標的七化合物を添加した際の GST
活性を測定した．標的七化合物のうち違いが観察されたものは indole-3-carbinol のみで
あったため，この化合物について濃度依存性を検討した． 
【実験 2】実験にはラットを用いた．ラットをコントロール群と buthionine sulfoximine
（BSO）群の 2群に分けた．BSO 群には 50 mg/kg body weight の BSO を 12 時間ごとに 5日
間投与し，投与終了 12時間後において，片脚の底屈筋を連続的に収縮させ，筋疲労を誘起
した．収縮終了 0.5 時間後および 6 時間後において筋収縮力を評価し，筋疲労の回復の程
度を検討した．また，それぞれの回復時間において，腓腹筋を摘出し，スキンドファイバー
を用いて筋疲労の生理メカニズムの変化について検討した．GSH 量の測定，張力測定，およ
びスキンドファイバーを用いた測定の詳細は後述． 
（２）GST 活性 
 測定は GST Colorimetric Assay kit (Biovision 社製)を用いて行った．マイクロプレートの
それぞれのウェルに 6.25 unit/ml（最終濃度）GST と標的七化合物を反応溶液に加え，10 mM（最
終濃度）GSH を加えることで反応を開始した．340 nm の吸光度をモニターし，その変化量から
GST 活性を測定した．標的七化合物の最終濃度は，β-Naphthoflavone，disulfiram および
indole-3-carbinol 以外は 10 μM（最終濃度）とした．β-Naphthoflavone と disulfiram に
ついては 10 μM では GST 活性測定ができなかったため，最終濃度が 1 nM, 10 nM および
100 nM となるように化合物を添加した．indole-3-carbinol については，10 μM（最終濃
度）で顕著な抑制効果が得られたため，その効果の濃度依存性（1 nM, 10 nM, 100 nM, 1 
μM および 10 μM）について検討した． 
（３）GSH 量 
 摘出した筋を液体窒素下でパウダーにした後，9 倍量のバッファーでホモジナイズした．
その後，サンプルの脱タンパク化を行い，全グルタチオン（tGSH）量の測定に用いた．また，
脱タンパク化を行った後のサンプルの一部に 2-ビニルピリジンを加えて，60 分間室温で反
応させ，そのサンプルを酸化型グルタチオン（GSSG）量の測定に用いた．tGSH 量から GSSG
量を差し引いた値を GSH 量とした．なお，BSO 群では GSSG 量が検出限界以下となり測定は
不可能であった．そのため，本研究では GSH 量の比較のみ行った． 
（４）張力測定 
 ラットを麻酔下において，仰臥位に置き，フットホルダーに固定した．その後，表面電極をラ
ット腓腹筋内側と外側に平行となるように貼付した．電極を介し，種々の刺激頻度（1 Hz, 20 



Hz, 40 Hz, 60 Hz, 80 Hz および 100 Hz）で電気刺激を筋に対し負荷し収縮を誘起した．筋収
縮力はフットホルダーに取り付けられた張力計によって測定した． 
（５）スキンドファイバーの作製 
 ラットの腓腹筋の表層部から単一筋線維を作製し，形質膜をピンセットで剥離した．作製した
スキンドファイバーを張力計に取り付け，K-HDTA 溶液（細胞質と同様の組成の溶液）に浸漬し
た．溶液に浸漬しながら，ファイバーに対して垂直になるようにレーザー光（632 nm）を照射し，
得られた回折像から筋節長を測定し，2.8 μmになるようにファイバーを伸長した． 
（６）筋小胞体 Ca2+放出機能の測定 
 スキンドファイバーを K-HDTA 溶液に 2分間浸漬した後，Na-HDTA 溶液（K-HDTA 溶液にす
べての K+を Na+に置き換えた溶液）に浸漬した．これによって，膜を強制的に脱分極させ，
生理的な脱分極誘因性の筋小胞体 Ca2+放出を誘起した．放出された Ca2+によって発揮された
張力（脱分極誘因性張力）を記録し，それを Ca2+誘因性の最大張力（筋原線維が発揮できる
最大の張力）で除した値を筋小胞体 Ca2+放出機能として評価した． 
（７）筋原線維の機能測定 
 スキンドファイバーを種々の濃度（<0.001，0.25，0.40，0.63，1.00，1.58，2.51，3.98 およ
び 20 μM）の Ca2+溶液に浸漬し発揮された張力を記録した．また，測定後に筋線維を垂直方向
から撮影し，得られた画像から筋線維の断面積を計測した．20 μM Ca2+溶液浸漬時に発揮され
た Ca2+誘因性最大張力を断面積で除し，単位断面積あたりの最大張力を測定した． 
 
４．研究成果 
（１）標的七化合物が GST 活性に及ぼす影響【実験１】 
 Control と比較し，indole-3-carbinol を添加すると，GST 活性が著しく低下した（図１A）．
indole-3-carbinol の効果は濃度依存的であった（図 1C）． 

（２）BSO 処置が骨格筋の GSH 量に及ぼす影響【実験２】 
 BSO 処置によって，GSH 量が約 90%低下し（図 2），この低下の程度は，収縮終了 0.5 時間後と
6時間後で同様であった．Control 群においては収縮終了 0.5 時間後および 6時間後のいずれに
おいても，安静脚と比較し刺激脚で GSH 量が低下した． 

（３）BSO 処置が骨格筋疲労から回復に及ぼす影響【実験２】 
 収縮終了 0.5 時間後において，Control 群と BSO 群のいずれにおいても，40 Hz 誘因性張力お
よび 100 Hz 誘因性張力が安静脚と比較して刺激脚で低値を示し，その低下の程度には両群で差
異は認められなかった（図 3A-C）． 



 収縮終了 6時間後においては，BSO 群のみにおいて，40 Hz 誘因性張力が安静脚と比較し刺激
脚で低値を示し，疲労刺激と BSO 処置の交互作用が認められた（図 3D-F）．100 Hz 誘因性張力に
ついては，疲労刺激と BSO 処置の交互作用が認められた． 

（４）BSO 処置が筋疲労に伴う筋小胞体 Ca2+放出機能の低下に及ぼす影響 
 収縮終了 0.5 時間後において，Control 群のみにおいて，脱分極誘因性張力が安静脚と比較し
刺激脚で低値を示した（図 4A-C）．また，Control 群の刺激脚における脱分極誘因性張力は BSO
群の刺激脚における脱分極誘因性張力よりも低値を示した（図 4A-C）． 
収縮終了 6時間後において，BSO 群のみにおいて，脱分極誘因性張力が安静脚と比較し刺激脚

で低値を示した（図 4D-F）．また，BSO 群の刺激脚における脱分極誘因性張力は Control 群の刺
激脚における脱分極誘因性張力よりも低値を示し，疲労刺激と BSO 処置の交互作用が認められ
た（図 4D-F）． 
 

 
（５）BSO 処置が筋疲労に伴う筋原線維の機能変化に及ぼす影響 
 収縮終了 0.5 時間後において，主効果として，単位断面積あたりの最大張力が安静脚と比較し
刺激脚で低下した．また，Control 群のみにおいて，安静脚と比較し刺激脚で 50%張力発揮のた



めに必要な Ca2+濃度（[Ca2+]50；筋原線維の Ca2+感受性の指標）が低下し，疲労刺激と BSO 処置の
交互作用が認められた（図 5A-D）． 
 収縮終了 6 時間後においては，すべての群において，単位断面積当たりの最大張力，[Ca2+]50

およびヒル係数に差異は認められなかった（図 5E-H）． 

 
研究全体の総括 
本研究の結果，標的七化合物のうち indole-3-carbinol が GST 活性を著しく抑制すること，

GSH 量を減少させ S-glutathionylation を抑制すると筋疲労が長期化することが明らかとなっ
た．このことは，S-glutathionylation は筋疲労の回復を早める可能性があることを示唆する． 
本研究では，実際に indole-3-carbinol を投与するまで研究が進展しなかった．実験 2の結果

を鑑みると，indole-3-carbinol は筋疲労に対してマイナスの効果を持つと予測されるが，今後
研究を深め，S-glutathionylation と筋疲労の関係を明らかにしていくことで，新たなサプリメ
ントの開発につながると考えられる． 
GSH 量を減少させたとしても，回復早期段階（本研究の場合は収縮終了 0.5 時間後）における

疲労の程度は同等だったことは，学術的に興味深いと言える．これは，GSH 量が低下すると，通
常であれば得られるプラスの効果（S-glutathionylation による筋原線維の Ca2+感受性の増加）
が得られず，マイナスの効果（筋小胞体 Ca2+放出機能の低下）が緩和されるためであった．GSH
は生体内を代表する抗酸化物質であり，その存在はプラスの影響のみもたらすものと考えられ
ている．しかし，本研究の結果は GSH のマイナスの側面を反映しており，なぜ GSH がプラスとマ
イナスの効果を持つ物質なのかを明らかにすることで，生体内恒常性を維持する新たな仕組み
が見えてくる可能性がある． 
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