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研究成果の概要（和文）： 

 骨格筋の特性は、運動トレーニングや環境、栄養、発育・発達、老化などに伴って変化する
ことが知られている。筋収縮のエネルギー源は、アデノシン・3・リン酸 (ATP) であり、その
産生には有酸素的および無酸素的エネルギー代謝が重要な役割を果たしているが、クレアチン
含有量も顕著な影響を及ぼすことも報告されている (AJP Cell Physiol, ’94; Jpn J Physiol, ’94 

& ’95)。しかしながら、骨格筋の代謝・収縮特性に変化を誘発する詳細なメカニズムは必ずし
も明らかではない。そこで、この調節メカニズムを追求するために、C57BL/6 オスマウスにク
レアチン・アナログである-guanidinopropionic acid (-GPA) を経口投与し、体内クレアチン含
有量を減少させた場合の後肢足底筋の特性を追求した。生後 3 週齢のマウスを任意に２群に分
け、1 群には通常の粉末飼料、他群にはその飼料に 1%濃度で-GPA を混入したエサを毎日同量
ずつ与えた。発育に応じてエサの量は漸増したが、3 週目から 1 日 1 g/匹の一定量とした。水
は自由に与えた。4 および 8 週目に体重測定後、ネンブタールの腹腔内投与による麻酔下で頸
静脈より採血した。その後遠心分離し、血清中クレアチン含有量を測定した。また、足底筋を
両後肢より採取し、右筋は生体内長にストレッチした状態で（液体窒素で冷却した）イソペン
タン中で瞬間凍結した。これらでは、横断切片でミオシン重鎖発現を分析した。左筋では、網
羅的に遺伝子発現を分析した。特に 8 週目ではクレアチン枯渇と遅筋化が顕著であったが、す
でに 4 週目から遅筋化またはミトコンドリア代謝に関係する遺伝子発現が亢進した。クレアチ
ン枯渇が筋の遅筋化を誘発することが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 It is known that the properties of skeletal muscles are regulated in response to 
exercise training, environment, nutrition, growth and development, and/or aging.  
The energy source for muscle contraction is adenosine triphosphate (ATP), which is 
synthesized through aerobic and anaerobic energy metabolism.  It is also influenced 
by the content of creatine (AJP Cell Physiol, ’94; Jpn J Physiol, ’94 & ’95).  However, the precise 

mechanism responsible for the regulation of contractile and metabolic properties of muscles is still 

unclear.  Therefore, the current study was performed to investigate the effects of creatine depletion, by 

feeding creatine analogue, -guanidinopropionic acid (-GPA) on the properties of plantaris muscle of 

C57BL6 mice.  Three weeks old male mice were separated into two groups randomly.  One group of 

mice were fed regular powdered diet and other group were supplied the same diet, but containing 1% 

-GPA.  The amount of food, pair-fed, was gradually increased following growth, but 1 g of food was 

given to each mouse daily after 3 weeks.  Water was supplied ad libitum.  At 4th and 8th week, blood 

and muscle samplings were performed.  Blood was withdrawn from the jugular vein under anesthesia 

with i.p. injection of sodium pentobarbital.  Serum was saved after centrifugation and creatine content 

was analyzed.  Plantaris muscles were sampled bilaterally.  Muscle fiber types were analyzed in the 

cross-section of right muscles.  Gene expressions were determined in the left muscles.  Significant 

depletion of creatine and shift of fibers toward slow-type were noted, especially after 8 weeks of -GPA 

feeding.  Increase in the expression of genes related to slow-type fibers and mitochondrial metabolism 

was noted even at 4th week.  It is suggested that depletion of creatine causes the transformation of 
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muscle fibers toward slow-twitch type. 
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１．研究開始当初の背景 

 骨格筋の収縮特性は、それを構成する筋
線維のミオシン重鎖発現やミトコンドリア
酵素活性等に密接に関連している。筋の特
性を改善するためのトレーニングは国内外
で処方されているが、顕著な効果は得られ
ておらず、意図する効果を筋に誘発させる
機構も必ずしも明らかではない。そこで、
筋活動レベルに加えて筋中高エネルギーリ
ン酸レベルを変えた場合の遺伝子やタンパ
ク質発現を網羅的に分析し、筋の可塑機構
を追求しようとするユニークな研究が計画
された。また、応募者は、ラットに長期間
-GPA を経口投与した場合、筋中 ATP お
よびクレアチンリン酸(PCr)含有量の低下
{Fitchら, Am J Physiol (AJP), ‘75}に伴って、
遅筋化が誘発されたと報告した（AJP. Cell 

Physiol, ‘94; Jpn J Physiol, ’94 & ’95）。似た
ような現象は、他にも報告されているが、
遅筋化を誘発する詳細な機構は明らかでは
ない。そこで、このような現象に遺伝子お
よびタンパク質が如何なる役割を演じてい
るのか追求するために、本研究を計画する
に至った。 
 

２．研究の目的 

 骨格筋の形態・収縮・代謝特性の調節に、
高エネルギーリン酸含有レベルに応じた遺
伝子およびタンパク質発現の反応がどのよ
うに関与するのか、マウスを使って追求し
た。筋中高エネルギーリン酸含有量は、ク
レアチンまたはそのアナログである
-guanidinopropionic acid (-GPA)の経口投
与によって調節し、それに伴う骨格筋にお
ける遺伝子およびタンパク質発現の変化パ
ターンを追求した。 
 

３．研究の方法 

 骨格筋の収縮・代謝特性等の調節に、高
エネルギーリン酸含有レベルがどのように
関与するのか、マウスを使って追求した。
筋中高エネルギーリン酸含有量は、クレア
チンまたはそのアナログである
-guanidinopropionic acid (-GPA)の経口投
与によって調節し、それに伴う骨格筋にお

ける遺伝子およびタンパク質発現の変化パ
ターンを追求した。 

方法の詳細は次のようなものである。生
後 3 週齢のオスマウス (C57Bl/6) を使って

実験した。これらのマウスを、正常食およ
び-GPA 食群に任意に分けた(それぞれ
n=5)。正常食には日本クレアの CE-2 を使
う。-GPA 食群のエサには、1%濃度で
-GPA を正常食に混入した。エサの量は、
はじめの 3 週間くらいは 12 時間くらいで

食べつくす程度で漸増したが、その後は１
日に 21g ずつ与えた。水は自由摂取させた。 

その後、ネンブタールの腹腔内投与によ
る麻酔下で、頸静脈から採血し、遠心分離
後の血清でクレアチン濃度を測定した。ま
た、両後肢から足底筋を採取した。右筋は
生体内長にストレッチして、液体窒素で冷
却したイソペンタン中で凍結した。その後
筋腹中央部を optimum cutting temperature 

(OCT) compound を使ってコルク上に立て、
横断切片の分析を行った。左筋は、液体窒
素で凍結し、遺伝子発現分析を分析した。 
 
４．研究成果 
 特に 8 週目ではクレアチン枯渇と遅筋化が
顕著であったが、すでに 4 週目から遅筋化ま
たはミトコンドリア代謝に関係する遺伝子
発現が亢進した。その結果、クレアチン枯渇は、

筋の遅筋化を誘発する遺伝子発現を刺激するとい

う示唆が得られた。遺伝子の変化は、タンパク質

レベルの遅筋化は顕著でなかった 4 週目でも有意

であった。今後は、今回の-GPA 投与と同じよ

うな筋の遅筋化が、運動や低酸素環境暴露等でも

起こるのか追求する必要があろう。もし、同じよ

うな結果が得られれば、筋に加わる刺激は異なっ

ても、遅筋化を誘発する直接的な因子は高エネル

ギ ー リ ン 酸 の 枯 渇 に よ る mitochondrial 

biogenesis の亢進が key factor である可能性が高

まろう。 
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