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研究成果の概要（和文）：本研究ではラットの骨格筋においてニトロトリプトファン含有タンパク質が生成されること
を見出した。また高強度間欠性走運動直後の骨格筋におけるトリプトファン残基のニトロ化修飾には変化が認められな
かった。この結果は安静状態におけるニトロトリプトファン含有タンパク質が活性酸素種や活性窒素種のスカベンジャ
ーとして機能している可能性が低いことを示している。また高強度間欠性走運動直後の骨格筋における約60kDaのα－
アクチンとシグナル伝達タンパク質であるERKのトリプトファン残基のニトロ化修飾も変化が認められなかった。

研究成果の概要（英文）：We identified nitrotyptophan-containing proteins from adult rat skeletal muscle un
der physiological condition. The degree of typtophan nitration in the skeletal muscle were not changed by 
high intensity intermittent running. Thus, nitrotyptophan-containing proteins under physiological conditio
n may not function as a scavenger of reactive oxygen and nitrogen species. In addition, the typtophan nitr
ation of alpha-skeletal muscle actin, which is detected at approximately 60 kDa, and ERK that is involved 
in the signal transduction in cells were not changed by high intensity intermittent running. 
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１．研究開始当初の背景 
 血糖の約 70%は骨格筋に取り込まれて消
費される。この骨格筋の血糖の取り込み機能

が低下することで 2型糖尿病を発症する。こ
れは骨格筋において生体内の血糖を下げる

唯一のホルモンであるインスリンに対する

感受性が低下（インスリン抵抗性）すること

が原因である。一方、身体運動による骨格筋

の収縮は骨格筋による血糖の取り込みを促

進させることが示されており、糖尿病の予防

や治療には中強度(LT レベル)の持久性運動

が効果的であることが明らかにされている。

一方、近年、高強度間欠性運動も骨格筋の糖

の取り込み機能を中強度持久性運動よりも

向上させる効果があることが示され、そのメ

カニズムが注目されている。これまで多くの

研究により筋収縮による糖の取り込みの制

御には AMP キナーゼ、カルシウムイオン、活

性酸素種、一酸化窒素が関わるシグナル伝達

系が関係していることが明らかにされてき

た。しかしながら、依然としてそのメカニズ

ムは完全には解明されていない。このメカニ

ズムの解明はより効果的な糖尿病の予防や

治療のための運動プログラム・運動療法の開

発に必要である。 
 タンパク質のニトロ化修飾は、活性酸素と

一酸化窒素の反応で生じるパーオキシナイ

トライトまたはそれらに由来する二酸化窒

素よって生体内で生じる。これらは酸化スト

レス亢進時に増加するので、タンパク質のニ

トロ化修飾の増加は生体内での酸化ストレ

ス増加のマーカーとして用いられてきた。し

かしながら、近年ではチロシン残基のニトロ

化が細胞内シグナル伝達を制御している可

能性のあることが明らかされている。特に骨

格筋においては摘出筋への電気刺激により

誘発した筋収縮により発生する活性酸素や

一酸化窒素を消去することにより、筋収縮時

の糖の取り込み量が低下し、またタンパク質

のチロシン残基のニトロ化の程度も低下す

ることが報告され、骨格筋の収縮時に生じる

タンパク質のニトロ化修飾が糖の取り込み

機能の制御に関与している可能性が示され

ている。また一定期間の走運動トレーニング

によっても骨格筋におけるチロシン残基の

ニトロ化修飾の程度が増加することが明ら

かにされている。しかしながら、どのような

運動の種類によってタンパク質のニトロ化

が変化するのか、また、どのようなタンパク

質のチロシン残基のニトロ化の程度が変化

するのかは明らかにされていない。さらにこ

れまで明らかにされているシグナル伝達系

におけるタンパク質のリン酸化修飾との関

係も不明ある。  
 一方、我々はトリプトファン（Trp）残基

もニトロ化（ニトロトリプトファン）される

ことを見出し、我々の研究室で独自に開発し

た抗体を用いてラットの脳におけるニトロ

トリプトファン（NO2Trp）含有タンパク質を

同定し、タンパク質内におけるニトロ化修飾

されたトTrp 残基の部位の同定にも成功して

いる。また予備実験において骨格筋において

も NO2Trp が生じていることを既に確認して

いる。Trp 残基のニトロ化はチロシンより、
より生理的に近い状態で生じる事を我々は

確認しており、シグナル伝達に関与する修飾

としては、むしろチロシンより重要である。

従って、走運動によりチロシン以上に Trp残
基のニトロ化修飾が変動する可能性がある。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では高強度間欠性走運動に

よりラットの骨格筋におけるTrp残基とチロ
シン残基のニトロ化修飾の程度に変化が生

じるのか否か明らかにし、また②ニトロ化修

飾が変化したタンパク質を同定する。さらに

③ニトロ化修飾とリン酸化修飾との関係を

明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では正常な状態における骨格筋の

NO2Trp 含有タンパク質を分析するために6ヵ

月の雄の F344 ラットを、また高強度間欠性

走運動後の骨格筋における NO2Trp 含有タン

パク質の分析に 3 ヵ月齢の雄の F344 ラット

を使用した。高強度間欠性運動はラットを高

強度間欠性走運動群と非運動群に分けて、高

強度間欠性走運動群にはトレッドミルを用

いて、50m/min の速度で 1 分間の走運動を 1

分間隔で 18 回行わせた。主に遅筋線維で構



 

 

成されるヒラメ筋と主に速筋線維で構成さ

れる足底筋は運動直後に採取した。NO2Trp 含

有タンパク質は二次元電気泳動(2D-PAGE)を

行った後、抗 NO2Trp 抗体を用いてウェスタン

ブロッティング（WB）を行って検出した。ま

たそれと並行して行った2D-PAGE 後のゲルは

Sypro Ruby を用いてタンパク質を染色し、WB

で陽性反応が検出されたスポットを切り出

してトリプシンで消化した。その後、液体ク

ロマトグラフィー／質量分析装置を用いて

NO2Trp 含有タンパク質の同定を行った。

2D-PAGE 後の抗 NO2Trp 抗体を用いた WB にお

いて、Trp 残基のニトロ化修飾が変化する可

能性のあるスポットについては、Sypro Ruby

で染色したゲルから目的のスポットを切り

出して脱色し、サンプルバッファーを加えて

加熱した後、通常の SDS-PAGE に切り出した

ゲルを詰め込み、電気泳動を行った。その後、

WB とメンブレンの Sypro Ruby 染色を行い、

Trp 残基のニトロ化修飾の変化を解析した。

さらにこれまでニトロ化修飾されることが

報告されているシグナル伝達タンパク質で

ある AKT と ERK1/2 について各タンパク質に

対する抗体を用いて免疫沈降を行って単離

し、タンパク質のニトロ化修飾を WB で検討

した。 

 

４．研究成果 

 まず、6 ヵ月齢のラットのヒラメ筋と足底

筋を用いて、安静状態における NO2Trp 含有タ

ンパク質について検討した。図 1 には 10%の

ゲルを用いた場合の抗 NO2Trp 抗体の陽性ス

ポットを示した。ヒラメ筋と足底筋における

多くの抗 NO2Trp 抗体の陽性反応は同様な位

置に認められた。次にこれらのスポットのタ

ンパク質を同定した。表 1 には両方の筋から

同定された NO2Trp 含有タンパク質を示した。

ヒラメ筋と足底筋における多くの NO2Trp 含

有タンパク質は同じタンパク質であった。し

たがって、この結果は両方の筋から同定され

た NO2Trp 含有タンパク質は筋線維組成の違

いに関係なく安静状態においてニトロ化修

飾されていることを示している。 

 これまで安静状態においてニトロ化修飾

されているタンパク質が活性酸素種や活性

窒素種のスカベンジャーとして働いている

可能性が考えられている。活性酸素種や活性

窒素種は身体運動や筋の収縮により活動筋

においてその産生が増加する。したがって、



 

 

本研究で同定された NO2Trp 含有タンパク質

がスカベンジャーとして機能しているなら

ば、NO2Trp 含有タンパク質が身体運動後の筋

において増加する可能性が考えられる。この

可能性を明らかにするために、高強度間欠性

走運動を行わせた直後の骨格筋を採取して

タンパク質のニトロ化修飾に変化が生じる

のか否かを検討した。図 2 にはヒラメ筋と足

底筋における NO2Trp 含有タンパク質に対す

る高強度間欠性走運動の影響を示した。ヒラ

メ筋と足底筋における NO2Trp 含有タンパク

質は走運動直後に変化が認められなかった。

したがって、安静状態において Trp 残基がニ

トロ化修飾されているタンパク質は活性酸

素種や活性窒素種のスカベンジャーとして

機能している可能性は低いものと思われる。 

 次に2次元電気泳動と抗NO2Trp抗体を用い

て、高強度間欠性走運動により Trp 残基のニ

トロ化修飾に変化が生じるタンパク質の探

索を行った。両方の筋におけるほとんどのス

ポットは走運動の影響が認められなかった。

しかし約60kDa のスポットの陽性反応に変化

が見られた。このタンパク質を液体クロマト

グラフィー／質量分析装置で分析したとこ

ろ、α-skeletal muscle actin であることが

判明した。次に約 60kDa のα-skeletal muscle 

actin スポットの Trp 残基のニトロ化修飾が

高強度間欠性走運動により変化するのか否

かを検討した（図 3）。解析の結果、約 60kDa

のα-skeletal muscle actin の Trp 残基のニ

トロ化修飾は統計的に有意な差は認められ

なかったが、走運動直後に低下する傾向が認

められた。 

 次に細胞内のシグナル伝達にかかわるタ

ンパク質のTrp残基のニトロ化修飾に着目し

て実験を行った。これまで AKT と ERK1/2 の

チロシン残基がニトロ化修飾されることが

明らかにされている。そこで、高強度間欠性

走運動によりヒラメ筋におけるこれらのタ

ンパク質のチロシン残基とTrp 残基のニトロ

化修飾に変化が生じるのか否かについて免

疫沈降と WB で検討した。AKT の抗ニトロチロ

シン抗体と抗 NO2Trp 抗体の陽性反応は運動

群と非運動群において認められなかった。一

方、ERK の抗ニトロチロシン抗体の反応はAKT

と同様に検出できなかったが、抗 NO2Trp 抗体

の陽性反応は ERK1 において検出することが

できた。この ERK1 における Trp 残基のニト

ロ化修飾は運動群と非運動群において変化

が認められなかった。 

 本研究では骨格筋において収縮タンパク

質や解糖系酵素などを NO2Trp 含有タンパク

質として同定した。また走運動直後のタンパ

ク質のTrp 残基のニトロ化修飾には変化が認

められなかった。したがって、安静状態にお

いて同定された NO2Trp 含有タンパク質が活

性酸素種や活性窒素種のスカベンジャーと

して機能している可能性は低いものと思わ

れる。また約 60kDa のα-skeletal muscle 



 

 

actinや ERK1の Trp残基のニトロ化修飾も走

運動直後には変化が認められなかった。そし

て走運動により細胞内シグナル伝達タンパ

ク質のニトロ化修飾が変化しなかったこと

から、3 番目の研究目的であったニトロ化修

飾とリン酸化修飾の関係については明らか

にすることができなかった。本研究では高強

度間欠性運動の直後の筋を用いて分析を行

った。Trp 残基のニトロ化修飾が身体運動に

対する筋の適応に関与しているのか否かに

ついての結論を得るためには、走運動直後の

みではなく、走運動後の時間の経過やトレー

ニングの影響によるTrp 残基のニトロ化修飾

の変化ついてさらなる検討が必要である。 
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