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ABSTRACT

　It is known that muscle mass is determined by the balance between protein synthesis 
and protein degradation. The ubiquitin-proteasome pathway is a major route of protein 
degradation. Recently, we reported that the muscle-specific deletion of a crucial 
proteasomal gene, Rpt3, in mice induced the muscle loss in mice. The purpose of 
present study was to clarify the metabolomic profile in skeletal muscle of muscle-
specific proteasome dysfunction mice. 
　We crossed the Rpt3 floxed mice with a transgenic line expressing Cre recombinase 
under the control of a myosin light chain 1 fast promoter to generate muscle-specific 
Rpt3-knockout mice （KO mice）．We evaluated the metabolomic profile in the skeletal 
muscle of control mice and KO mice by using the metabolome analysis.
The appearance of skeletal muscle of KO mice was distinct from those of control mice. 
The absolute weights of the tibialis anterior, gastrocnemius and soleus muscles were 
smaller in KO mice （p<0.05）．In the metabolome analyses of the 112 metabolites, 64 
metabolites were significance in skeletal muscle of KO mice compared to control mice 
（p<0.05）．These results suggest that muscle-specific proteasome dysfunction may 

by

Yasuo Kitajima, Ryoichi Nagatomi
Tohoku university

Metabolome  Analysis  of  Muscle  Atrophy

 東　北　大　学 北　嶋　康　雄

（共同研究者） 同 永　富　良　一

骨格筋萎縮過程における代謝物質の
網羅解析および代謝特性の解明



─  214  ─

デサントスポーツ科学  Vol. 37

　要　旨

　骨格筋量はタンパク質の合成と分解のバランス

によって決定されている．最近，筆者らは主の分

解系で欠かせないプロテアソームの骨格筋特異的

な欠損マウスは筋萎縮を呈したことを報告した．

骨格筋特異的プロテアソーム欠損マウスは，分解

系不全により，代謝異常を起こし，筋萎縮に至っ

たとの仮説を立てた．仮説検証のために，骨格筋

特異的プロテアソーム欠損マウスの骨格筋を対象

に，メタボローム解析により，筋萎縮時の代謝デー

タを網羅的に把握することを目的とした．

　骨格筋特異的プロテアソーム欠損マウスは，

Mlc1（myosin light chain 1）Creとプロテアソー

ム必須の分子である Rpt3 floxedマウスの交配に

よって作出した．骨格筋特異的プロテアソーム欠

損マウスとコントロールマウスの骨格筋を対象に

メタボローム解析を行った．

　骨格筋特異的プロテアソーム欠損マウスの腓腹

筋，前脛骨筋，ヒラメ筋は，コントロールマウス

のそれらと比較して，有意に小さい値を示した

（p<0.05）．メタボローム解析では，コントロール

マウスと骨格筋特異的プロテアソーム欠損マウス

の比較により，検出できた 112 個のうち 64 個の

代謝物が有意な差を示した（p<0.05）．以上のこ

とから，骨格筋特異的プロテアソーム欠損マウス

では，骨格筋の代謝異常が起きている可能性が示

唆された．今後は，得られた網羅データを元に個々

の代謝物の検証が必要である．

　諸　言

　我が国は未体験の超高齢社会に突入している．

ますます進行する高齢化社会において，サルコペ

ニア（加齢に伴う筋萎縮）に伴う運動機能低下が

多くの要介護者を生み，社会問題化が加速するこ

とは必至である．これにより，高齢化に伴う筋萎

縮予防は喫緊の課題であり，筋萎縮の分子機構の

解明が求められている．

　生体内の主要なタンパク分解系としては，ユビ

キチンプロテアソーム系が挙げられる 1）．筋萎縮

は分解系の亢進により起こると考えられる．例え

ば，ラットの筋萎縮モデルで発見された E3 ユビ

キチンライゲースのMAFbxを筋管細胞で過剰発

現させると筋管細胞が萎縮する 2）．プロテアソー

ムは真核生物の細胞において細胞質および核内の

いずれにも分布しており 3），ATPを必要とする

エネルギー依存性のタンパク質分解である．プロ

テアソームは 26Sプロテアソームとよばれ 4），66

のサブユニットから構成される巨大な複合体であ

る．26Sプロテアソームはプロテアーゼ活性を有

する 20Sプロテアソームの両端に 19S調節因子

（19S regulatory particle）が会合したものである．

19Sの基部は Rpt1-6 と Rpn1-2 の 8 つの ATPase 

サブユニットで構成される 5）．19Sプロテアソー

ムの構成分子である Rpt3 の全身欠損では胎生致

死になるため 6），Rpt3 分子は生存に必須の分子

と考えられる．

　最近，筆者らは，骨格筋におけるプロテアソー

ムの役割を明らかにするために，骨格筋特異的に

プロテアソーム欠損を起こすことのできる遺伝子

欠損マウスによる研究を報告した 7）．骨格筋特異

的プロテアソーム欠損マウスでは，若齢時期での

プロテアソーム活性の有意な抑制を示した．驚く

ことに，骨格筋は分解系の抑制により筋肥大する

のではなく，むしろ筋萎縮を起こした．また，筋

力減少および分解系不全による異常タンパク質の

induce metabolic disorders in the skeletal muscle. These findings will contribute to 
further clarify the molecular mechanisms of muscle atrophy.
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蓄積も確認した．これらの結果により，プロテア

ソームによる適切なタンパク分解は，むしろ筋量

維持に必須であることを報告した 7）．筆者らの作

出した骨格筋特異的プロテアソーム欠損マウス

は，骨格筋におけるプロテアソームの役割を詳細

に検討できる有用なツールであり，これによる検

討は，将来的に筋萎縮の分子機構の解明につなが

ると考えている．

　骨格筋特異的プロテアソーム欠損マウスでは，

筋萎縮を呈した．プロテアソームは主の分解系機

構のため，不要なタンパク質を分解すると同時に

新たなタンパク質を作る材料を分解物から供給し

ているとの側面も担っていると考えられる．つま

り，骨格筋特異的プロテアソーム欠損マウスが筋

萎縮したのは，分解系不全のため，骨格筋におい

て代謝異常を起こしているとの仮説を立てた．こ

れらの代謝物を網羅的に把握できれば筋萎縮分子

機構の解明につながると考え，筆者らはメタボ

ローム解析を計画した．メタボローム解析とは，

アミノ酸などを含む代謝物質を網羅的に把握する

ことができる手法である．代謝物を網羅的に把握

することのできるメタボローム解析の手法を取り

入れて，骨格筋特異的プロテアソーム欠損マウス

の筋萎縮時の代謝物を網羅的に把握する．

　本研究では，骨格筋特異的プロテアソーム欠損

マウスは，骨格筋において代謝異常を起こしてい

るとの仮説を検証する．そこで骨格筋特異的プロ

テアソーム欠損マウスを用いて，全代謝物質のメ

タボローム解析により，筋萎縮時の代謝データを

網羅的に把握することを目的とする．これらは，

筋萎縮分子機構の解明のための基礎的な情報にな

る．

　1．研究方法

　本研究は，東北大学遺伝子組換え実験安全管理

規程（課題名「筋特異的プロテアソーム欠損動物

を用いた表現型の解析」）および国立大学法人東

北大学における動物実験等に関する規程（課題名

「筋特異的プロテアソーム欠損動物を用いた表現

型の解析」）に承認され遵守して行われた．

　

　1．1　実験動物

　Rpt3 flox/flox（Rpt3 f/f）マウスは共同研究先

の京都大学より供与された 8）．Rpt3 f/fマウスと

Mlc1f（myosin light chain 1 fast promoter）Cre マ

ウス 9）との交配を行い，骨格筋特異的プロテア

ソーム欠損マウスを作出した 7）．すべてのマウス

は，東北大学動物実験指針が遵守された環境下で，

東北大学動物実験施設において，温度，湿度が通

年一定に保たれた，12 時間ごとの照明管理の元

で，水分，栄養を十分に与えられて飼育された．

本研究で作出したすべての実験動物は麻酔下で頸

椎脱臼による安楽死を行い，腓腹筋，前脛骨筋，

ひらめ筋のサンプルを用いて実験を行った．

　

　1．2　組織学的検討

　すべての実験においてサンプリング時にマウス

の腓腹筋，前脛骨筋，ひらめ筋の重量を測定し

た．単離した骨格筋は，可能な限り脂肪，結合組

織，腱を取り除いた．その後，凍結組織包埋剤

を用いて，液体窒素により冷却したイソペンタ

ンにて凍結した．凍結した骨格筋はクライオス

タットによって -20℃下で 10μmの厚さにスライ

スし，シリコンコーティングスライドガラスに

接着し，解析まで -80℃で保存した．保存切片は

室温で解凍後に，4%Paraform Aldehyde（PFA）/

PBS，アセトンにより固定した．その後 5% goat 

serum/PBSで室温 30 分間のブロッキングを行い

PBSで洗浄後，一次抗体 laminin（Sigma Aldrich, 

Poole, UK）と 4℃で一晩インキュベートした．

翌日 PBSで洗浄後，一次抗体に適切な二次抗体

で室温1時間インキュベートした．PBSで洗浄後，

VECTASHIELD（Vector Labs, Peterborough, UK）

により封入した．染色した切片は，共焦点レーザー
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顕微鏡システム C2si（Nikon, 東京）と蛍光顕微

鏡（Olympus, 東京）で観察した．

　

　1．3　骨格筋からの水溶性代謝物抽出方法

　マウスから採取した骨格筋に対して，内部標準

物質として 50μmol/Lのメチオニンスルフォンと

カンファー -10-スルホン酸（CSA）を含むアセ

トニトリル 1500 μLを添加し，冷却下にて卓上

型破砕装置を用いて破砕した．組織破砕後，溶液

を 2300 × gで 5分間遠心分離し，分離した水層

400μLを限外ろ過フィルター（ヒューマン・メ

タボローム・テクノロジーズ株式会社）2本に添

加し，遠心ろ過によりタンパク質を除去した．ろ

液を減圧乾燥し，25μL超純水で再溶解した溶液

で質量分析を行った．

　

　1．4　質量分析

　抽出した陽イオン代謝物は溶融シリカキャピラ

リー（内径 50μm，全長 80cm）と市販のカチオ

ン電気泳動バッファ（ヒューマン・メタボローム・

テクノロジーズ株式会社）を用いて電気泳動した．

溶融シリカキャピラリーに陽イオン代謝物は 50 

mbar，10 秒をかけて注入した後 27 kVの電圧を

印加した．大気圧イオン化法－質量分析（ESI-MS）

により陽イオンを生成し，加熱したドライガスは

5 psi毎分の流量に制御した．その後キャピラリー

電圧として 4 kVを印加した．分析部ではm/z 50-

1000 の範囲をスキャンして測定データとした．

　一方，抽出した陰イオン代謝物は溶融シリカ

キャピラリー（50 μM 内径，全長 80 cm）と市

販のアニオン電気泳動バッファ（ヒューマン・メ

タボローム・テクノロジーズ株式会社）を用いて

電気泳動した．溶融シリカキャピラリーに陰イ

オン代謝物は 50 mbar，25 秒をかけて注入した後

30 kVの電圧印加をしつつ 10 psiの圧力で押すこ

とで電気泳動による分離とイオン源までの泳動を

補助した．大気圧イオン化法－質量分析（ESI-MS）

により陰イオンを生成し，加熱したドライガスは

5 psi毎分の流量に制御した．その後キャピラリー

電圧として 3.5 kVを印加した．分析部では m/z 

50-1000の範囲をスキャンして測定データとした．

　CE-TOFMS で 得 ら れ た デ ー タ は Keio 

MasterHands（慶應メタボロームコンソーシアム）

を用いて解析した 10）．得られたピークは同位体

分子種や付加イオン，既知代謝物由来のプロダク

トイオンを含んでいるため，標準物質と一致した

ピークを抽出した後，抽出したピークの保持時間

（MT）をサンプルに混合したメチオニンスルフォ

ンと CSAのMTを用いて補正した．その後補正

したMTと m/zを用いて全てのピークをアライ

メントした．最後にピークの面積値を陽イオン代

謝物の解析にはメチオニンスルフォンで，陰イオ

ン代謝物の解析には CSAでそれぞれ補正した．

得られた補正後の面積値をサンプル容量で補正し

た．CE-TOFMSで検出したピークに代謝物名を

付与するための代謝物リストは，CE-TOFMSの

標準物質混合液（ヒューマン・メタボローム・テ

クノロジーズ株式会社）を用い，標準物質それぞ

れの m/zとMTを用いて検出したピークに代謝

物名を付与した．

　

　1．5　統計処理

　データはすべて平均値±標準偏差で表した．2

群間の平均値の比較には，スチューデントの t検

定を用いた．統計学的有意差は 5%未満をもって

有意とした．

　2．結　果

　コントロールマウスと骨格筋特異的プロテア

ソーム欠損マウスの腓腹筋，前脛骨筋，ひらめ筋

の実際の写真を図 1に，各々の骨格筋の筋重量

を図 2に示した．腓腹筋の筋重量は，コントロー

ルマウス（146.0±18.8mg）と比較して，骨格筋

特異的プロテアソーム欠損マウスでは（33.6±
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13.5mg），有意に小さい値を示した（p<0.01,図 2）．

また，前脛骨筋の筋重量では，コントロールマウ

ス（45.3±4.4mg）と比較して，骨格筋特異的プ

ロテアソーム欠損マウスでは（12.7±9.1mg），有

意に小さい値を示した（p<0.01,図 2）．さらに，

ひらめ筋の筋重量は，コントロールマウス（8.1±

0.3mg）と比較して，骨格筋特異的プロテアソー

ム欠損マウスでは（5.2±1.8mg），有意に小さい

値を示した（p<0.01,図 2）．骨格筋萎縮の組織学

的な評価を行うため，laminin抗体を用いて筋横

断面の蛍光免疫組織化学染色を行った（図 3）．

コントロールマウスと比較して，骨格筋特異的プ

ロテアソーム欠損マウスでは，1つ 1つの筋線維

図1　骨格筋特異的プロテアソーム欠損マウスの
骨格筋の大きさの違い

図2　コントロールマウス（コントロール）と骨格筋特異的プロテアソーム欠損マウス（KO）の骨格筋の重量比較（それぞれn=4）
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図3　コントロールマウス（コントロール）と骨格筋特異的プロテアソーム欠損マウス（KO）
の骨格筋の横断面を用いた laminin抗体による免疫染色（ Bar:100μ m）
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が小さかった．

　メタボローム解析は，アニオンモードとカチオ

ンモードの 2つの方法で行われた．アニオンモー

ドでは 65 個，カチオンモードでは 69 個の代謝物

質の検出を行った（表 1）．アニオンモードでは，

骨格筋特異的プロテアソーム欠損マウスとコント

ロールマウスで有意に差がでた物質は 26 個であ

り，検出限界未満のため検出不可能であった物質

が 15 個であった（表 2）．カチオンモードでは，

骨格筋特機的プロテアソーム欠損マウスとコント

ロールマウスで有意に差がでた物質は 38 個であ

り，検出限界未満のため検出不可能であった物質

は 7個であった（表 2）．

　3．考　察

　本研究は，生体内の主のタンパク分解系である

プロテアソームを骨格筋特異的に欠損させたマウ

スによる代謝変化を，メタボローム解析により網

羅的に把握することを目的とした．これにより，

筋萎縮の分子機構解明のための基礎的な情報を得

ることができると考えた．メタボローム解析では，

コントロールマウスと骨格筋特異的プロテアソー

ム欠損マウスの比較により，検出できた 112 個の

うち 64 個の代謝物が有意な差を示した．これに

より，骨格筋特異的プロテアソーム欠損マウスで

は，骨格筋において分解系不全のため代謝異常を

起こしているという可能性が示唆された．

　本研究では，筆者らが報告した骨格筋特異的プ

ロテアソーム欠損マウスを用いた 7）．これまでの

先行研究において，Rpt3 の全身欠損マウスは胎

生致死になることが報告されており，全身では生

表 1　メタボローム解析による解析対象の代謝物

アニオンモード カチオンモード
Glycolic acid Gly
Lactic acid Putrescine
Lactic acid_m1 beta-Ala
3-Hydroxybutyric acid Ala
2-Hydroxybutyric acid Ala_m1
Fumaric acid Sarcosine
2-Oxoisovaleric acid GABA
2-Phosphoglyceric acid N,N-Dimethylglycine
Citric acid Choline
Isocitric acid Ser
Gluconic acid Cytosine
Ribose 5-phosphate Uracil
Glucose 6-phosphate Creatinine
Fructose 6-phosphate Pro
Glucose 1-phosphate Val
6-Phosphogluconic acid Betaine
CMP Homoserine
UMP Thr
cAMP Betaine aldehyde_+H2O
Fructose 1,6-diphosphate Cys
cGMP Thymine
IMP Hydroxyproline
GMP Creatine
PRPP Creatine_m1
dTDP Ile
UDP Leu
Acetyl CoA_divalent Asn
ADP Ornithine
CTP Asp
ATP Adenine
GTP Hypoxanthine
NAD+ Anthranilic acid
NADP+ Tyramine
Succinic acid Spermidine
Malic acid Gln
Phosphoenolpyruvic acid Gln_m1
Dihydroxyacetone phosphate Lys
Glycerol 3-phosphate Lys_m1
cis-Aconitic acid Glu
3-Phosphoglyceric acid Glu_m1
Sedoheptulose 7-phosphate Met
dTMP Guanine
AMP His
CDP Phe
Malonyl CoA_divalent Arg
GDP Arg_m1
dCTP Citrulline
dTTP Tyr
UTP Spermine
dATP Trp
Glyoxylic acid Carnosine
Pyruvic acid Thymidine
2-Oxoglutaric acid Cytidine
Glyceraldehyde 3-phosphate Uridine
Erythrose 4-phosphate Adenosine
Ribulose 5-phosphate Inosine
CoA_divalent Guanosine
2-Hydroxyglutaric acid Glutathione（GSSG）_divalent
Cysteinesulfinic acid Glutathione（GSH）
Cysteic acid S-Adenosylmethionine
NADH Cysteamine
NADPH_divalent Homocysteine
Biotin Cys-Gly
FAD_divalent Cystathionine
3-Indoxylsulfuric acid Cystine
 gamma-Glu-Cys
 S-Lactoylglutathione
 S-Adenosylhomocysteine
 hmGSH

表 2　UV-visible absorption spectra of 

  アニオンモード カチオンモード
有意差あり（p < 0.05） 26 38
有意差なし 24 24
検出できず 15 7
合　計 65 69
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存に必須の分子であると考えられる 6）．例えば，

これまでにパーキンソン病患者において Rpt3 の

イントロン 5の遺伝子変異が報告されており，先

行研究においてもプロテアソーム構成要素であ

る Rpt3 が特に重要であることが示唆されていた
11）．さらに近年，神経特異的な Rpt3 欠損マウス

を作出した報告があり 8），これにより神経特異的

な Rpt3 欠損マウスは筋萎縮性側索硬化症（ALS）

と類似した表現系を示したことが明らかになっ

た．以上により骨格筋特異的プロテアソーム欠損

マウスの作出を試みる際に，先行研究により重要

であると示唆されている Rpt3 の分子をターゲッ

トにした骨格筋特異的 Rpt3 欠損マウスの作出に

よりプロテアソームの役割解明に最適だと考え

た．

　骨格筋特異的プロテアソーム欠損マウスでは，

遅筋線維が主であるひらめ筋に比べて，速筋線維

が主である腓腹筋，前脛骨筋の方が，筋萎縮がよ

り重度であった．これは Creマウスに依存してい

ると考えられる．Mlc1 は特に腓腹筋，前脛骨筋

といった速筋線維割合が多い骨格筋での発現が確

認されている 9）．そのため本研究で作出された骨

格筋特異的プロテアソーム欠損マウスは骨格筋の

中でも特に速筋線維により構成されている前脛骨

筋や腓腹筋での表現系が重度であったと考えられ

る．

　本研究ではメタボローム解析により，骨格筋特

異的プロテアソーム欠損マウスとコントロールマ

ウスの代謝物を網羅的に把握できた．これは，筋

萎縮過程の代謝特性理解のための基礎的情報にな

る．分解系の関わる筋萎縮の分子機構の解明のた

めに，得られた網羅データを個々に検証していく

ことが今後の検討課題となる．

　4．結　論

　本研究では，骨格筋特異的プロテアソーム欠損

マウスを用いて，全代謝物質のメタボローム解析

により，代謝データを網羅的に把握した．これに

より骨格筋特異的プロテアソーム欠損マウスの骨

格筋では代謝異常が起きている可能性を示唆し

た．筋萎縮分子機構の解明のためには，今後は，

得られた網羅データを元に個々の代謝物の検証が

必要である．
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