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ABSTRACT

治

造

It　is　well　established　that　peripheral　insulin　resistance　is　cχacerbated　by　aging　and

sedentarism ．　0n　the　other　hand，　long－term　exercise　training　prevents　the　aging－induced

decrease　in　insulin　sensitivity．　The　training　effects　represented　by　improved　insulin　action　in

vivo　are　attributed　largely　to　changes　in　muscular　factors　呷ch　as　increased　muscle　volume ，

increased　rate　of　blood　flow　in　the　exercising　muscle ，　and　changes　in　the　post－insulin

receptor　mechanisms ．　However ，　little　is　known　about　the　responses　to　short－terra　exercise
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training　of　muscular　insulin　signaling　molecules　such　as　insulin　receptor ，　insulin　receptor

substrate －　1　（IRS －1），　phosphatidylinositol　3 －kinase　（P1　3－kinase ），　3－phosphoinositide －

dependent　protein　kinase　1　 （PDK －l），　and　Cbl ．　In　the　present　study，　we　eχamined　the

effects　of　aging　and　short
‘term　exercise　training　on　the　protein　contents　of　insulin　signaling

mo 】ecules　in　rat　skeletal　muscle．　Female　Sprague －Dawley　rats　（7　and　27　wk　old ）　were

divided　into　2　groups．　One　half　of　the　rats　in　each　group　was　kept　sedentary　（SED ）　and

another　half　was　trained　（TR ）　by　swimming　exercise ．　Rats　in　the　training　group　were

swim －trained　for　5　days．　Dissection　procedures　to　obtain　gastrocnemius　muscle　were　carried

out　approximately　16　h　after　the　last　bout　of　exercise．　The　contents　of　the　gastrocnemius

insulin　signaling　molecules　were　determined　by　Western　blotting ．　Aging　and　exercise

training　did　not　affect　the　content　of　il！sulin　receptor，　P1　3－kinase，　PDK－1，　and　Cbl，　proteins

in　rat　skeletal　muscle．　0n　the　other　hand，　while　the　ERS－1　protein　in　sedentary　rats　was

significantly　decreased　with　aging　（53 　％　at　27　wk　of　age　relative　to　the　abundance　at　7　wk

of　age），　it　was　not　affected　by　aging　in　trained　animals　（TR －7wk：　92％，　TR－27wk：　68％）

These　results　suggest　that　the　improvement　in　insulin　sensitivity　by　training　may　be　due，at

】east　in　part，　to　regulation　on　the　IRS－1　protein　content　in　skeletal　muscle．

要　 旨

【目的】運動トレーニングが加齢に伴うインス

リン感受性の低下を防止することは周知の事実で

あるが，その機序については不明な点が多い．本

研究では，インスリン情報伝達に関与するタンパ

ク量に対する加齢と運動トレーニングの影響につ

いて検討した．【方法】7 および27 週齢のSD 系雌

性ラットをそれぞれ安静（S）群と運動トレーニ

ング（T ）群 に分け ，T 群 には水泳運動 を5 日間

行 わせた．最終の運動 終了後16 時間で腓腹筋を

摘出し，インスリン受容体，　IRS－1，　PI　3－kinase，

PDK －1お よびCbl のタンパク量をWestern　blotting

法により測定した．【結果】IRS －1のタンパク量は，

S 群では加齢に伴い有意に低下したが（p　＜　0．05），

T 群では有意な加齢の影響を受けなかった．すな

わち，S 群の7 週齢（100％） に比してS 群の27 週

齢では53 ％であり，T 群の27 週齢では68 ％であ

った ．一方 ， インスリ ン受容 体，P1　3－kinase，

PDK －1およびCbl のタンパク量は，加齢および運

動トレーニングの影響を受けなかった．【まとめ】

以上の成績より，加齢によるインスリ ン感受性低

下に対する運動トレ ーニングの改善効果には，骨

格筋におけるIRS －1タンパク量の調節が関与して

いる可能性が示唆された．

緒　 言

加 齢 に伴 い， 身体 諸 機 能が 低下 する こ と21 ）は

こ れ まで多 く の 報告 に より 明 ら か とな っ てい る ．

こ とに糖代 謝 に関 して ，2 型糖 尿 病 の発症 率は年

齢 とと もに増加 し，40 歳以 上で は約5 人 に1 人以

上 の割合 で糖尿 病が発 症す る （厚 生労働省 実態 調

査，　2003 年8 月 ）．5 年 前の前 回調 査か ら250 万 人

増 え，全 国 の成人 約1 億200 万 人の うち6 ．3人に1

人 は糖尿 病 か， そ の予 備軍 に含 ま れてい るこ とに

な る ． 年 齢 別 で は ，70 代 男 性 は 前 回 調 査 の

11．3　％から21 ．3　％に急増 し た．加 齢に伴 う耐糖 能

障害 の成 因 としては ，食事摂取 の不良 ，不 活動 性．
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除脂肪体重の減少，インスリンの分泌低下，イン

スリン抵抗性などが指摘されている．すなわち加

齢 は糖尿病発症の重要な危険因子となっ ている．

この加齢に伴う糖尿病発症の要因として，インス

リン抵抗性が最も注目される．われわれも，これ

まで貔代謝 を中心に加齢の影響 を検討しており，

ヒトお よびラットにおいて，加齢は末梢組織のイ

ンスリン感受性を低下させる結果を得ている．一

方，身体トレーニングの継続は，個体のインスリ

ン感受性を改善し，糖尿病，肥満をはじめ，イン

スリ ン抵抗性関連のすべての病態の予防・治療に

有用である22） 今後，高齢化のさらなる進展に

伴い，疾病の治療や介護に関わる社会的負担はま

す ます大 きくなると予測され，その対策が重要な

課題となっている．その対策として身体運動は，

健康の維持増進に寄与し，社会負担の軽減に大き

く貢献することは確実である．こうした背景から

本研究では，加齢に由来するインスリン抵抗性の

改善における身体トレーニングの果たす役割に焦

点を当て，インスリン感受性の改善をもたらす運

動の効果を実証するためにラットに運動トレーニ

ングを行った．

骨格筋はインスリン刺激による糖の取り込みの

80％以上を処理しているが，インスリン抵抗性は

この骨格筋におけるインスリン作用の低下による

ものであ り，その原因としてインスリ ン受容体

（IR ）結合低下に伴うインスリンシグナル伝達因

子の障害が考えられている．インスリンによる糖

取 り込みの分子機構は，インスリンが標的組織

（骨格筋，脂肪細胞）の細胞表面に存在するイン

スリン受容体に結合することから始まる．そして，

IR の細胞内部分にあるチロシンキナーゼが活性

化され，活性化 されたIR は細胞内 にある数種類

のタンパクを基質としてリン酸化し，細胞内へと

シグナルを伝える．つまり，インスリンシグナル

は，　insulin　receptor　substrate　（IRS ）　－1，　2などを

リン酸化し，　phosphatidylinositol　（PI）　3－kinaseな
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どSrc－homology　2　（SH2 ）ドメインを有するタン

パクが結合して活性化する．さらに， 活性化され

たPI 　3－kinaseは，　PI　（4，5）2リン酸を 基質として，

PI　（3，4，5）3リ ン酸を産生し，　3－phosphoinositide－

dependent　protein　kinase　1　（PDK －1）と活性化して

い く．これらのタンパクの活性化が，　GLUT －4を

細胞膜上ヘトランスロケーションさせ ，インスリ

ンによる糖代謝の促進や細胞増殖 に関 与している

と考えられている．2 型糖尿病患者お よび肥満者

では，IR のチロ シンキナーゼ活性が 低下してい

る と数多 く報告10・　12・　14）されてい る ． そし て，

IRS 　1に関してもそのタンパク量やチロシンリ ン

酸化の低下がインスリン作用低下の原 因とされて

いる10）．2 型糖尿病患者では，インス リン刺激時

のIRS －1チロシンリン酸化が正常コン トロ ールよ

りも低く，インスリンに対するチロシ ンリン酸化

反応が著明に悪化している23）　＿さらに，　IRS－1に

結合するP1　3－kinase　活性の減少も認め られている

4・7）．一方， インスリン感受性改善を 中心とする

トレーニング効果の発現には，インス リン受容体

数，その親和既，レセプターキナーゼ活性，　IRS－

1，P1　3－kinase，　GLUT－4，ヘキソキナ ーゼII，グ

リコーゲン合成酵素などの糖代謝に関 わる因子が

関与する． また，われわれも，長期 （6 ヶ月）の

運動トレーニングによるインスリン感受性改善の

メカニズムとして，筋細胞膜画分のGLUT －4タン

パ ク量17）およびIRS －1，　PI　3－kinase　タ ンパク量16）

が関与している事実を報告している．急性運動時

には関与しないと報告されているIRS －1お よびPI

3－kinaseは，運動トレーニングにより発現が高 ま

る理由や，効果発現までの期間などそ の詳細につ

い て明らかになっていないが，インス リン感受性

の増加とともにP1　3－kinase　の活性上昇 が運動トレ

ーニングによってもたらされること9，　11）が報告

されている．また，最近では，インス リン作用の

ひとつとして，P1　3－kinase以外のシグ ナル系であ

るCbl の活性化が必要であることが報告されてい
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るが，加齢や短期間の運動トレーニングの影響に

ついては不明である．そこで，インスリンシグナ

ル分子に対して，加齢と運動トレーニングが及ぼ

す影響を検討した．

1 ．方　法

1 ．1　 実験動物と運動トレーニング

実験動物には7 週齢（体重：安静群152g，運動

トレーニング群153g ，各群n＝4）および27 週齢

（体重：安静群287g ，運動トレーニング群283g ，

各群n＝4）のSprague　Dawley　（SD ）系雌性ラット

（日本クレア株式会社）を用いた．室温は22 ℃に

保持し，12時間の明暗サイクルを設定し飼育し

た．飼料は，市販固形飼料气CE －2，日本クレア

株式会社）および水道水を自由摂食させた それ

ぞれのラットを安静群と運動トレーニング群に分

け，運動トレーニング群には，流水式プールを用

い水泳運動を5 日間行わせた．水温は35 ℃に設定

し厂水泳運動の負荷は水流によって調節して，第

1 日目は2 時間の水泳を45 分間の休憩をはさみ2

セット行わせた．第2 日目以降は，各セットで15

分ずつ延長し，最終日の第5 日目には3 時間を2

セット行わせたレニ方，安静群のラットは，同期

間同様の水温で設定した低床プール（足部が着床）

にて温水浸漬のみを行った．そして，最終のトレ

ーニング終了から16 時間後に骨格筋を摘出し直

ちにフリーズクランプ法により凍結して分析する

まで－80℃で保存した．なお，安静群および運動

トレーニング群は，解剖23 時間前から絶食とし

た．解剖時の体重は，7週齢安静群160g，　7週齢

運動トレーニング群156g ，　27週齢安静群288g ，

27週齢運動トレーニング群28　lgであった．なお，

7週齢安静群をコントロールとした．

1 。2　 分析　ウエスタンプロット法による

インスリンシグナルタンパク量の測定

骨格筋はホモゲナイズ処理した後に遠心分離し

て上清を回収し，この上清を用いてインスリンシ

グナル分子タンパク量を測定した．その概略を以

下に示 した．凍結保存した骨 格筋 組織を10 倍量

のホモゲナイズバッファー（20　mM　Tris－HCI，　pH

7．6，150　mM　NaCl，　1％　Nonidet　P－40，　100　mM　NaF，

10　mM　Na3V04 ，　10　mM　EDTA，　l　mg／m？　leupeptin，

and　l　mg／mi　aprotinin）中でポッターホモゲナイザ

ーを用い て均 一化し，その 後，超遠心機 （L5 －

50B ，　Beckman ）を用いて遠心分離 （Type　50．2Ti

rotor；　38，000　rpm，　4℃，1 時間）して上清を回収

した．そしてこの上清のタンパク濃度をBio －Rad

Protein　assay染色液 （Bio－Rad　Laboratories）にて

bovine　serum　albumin溶液を標準液 として測定し

た．この測定にもとづ き一定量の上清をサンプル

バッファー（62．5　mM　Tris，　10％　glycerol，　5％　2－

mercaptoethanol，　2％　SDS，　0．02％　bromophenol　blue）

中で4 分間煮沸処理した．次にそのサンプルをポ

リアクリルアミドゲルを用いたSDS －ポリ アクリ

ルアミドゲル電気泳動にかけ，セミドライ式ブロ

ッティング装置（Bio－Rad　Laboratories）にてタン

パク質をpolyvinylidene　difluoride　membrane

（PVDF メンブ ランMillipore　Corp ．）にWestern

blotting法にて転写させた．転写後，　TBS －T　（20

mM　Tris，　0．5　M　NaCl，　0．05％　Tween－20）で洗浄し，

3　％　BSA を含むTBS －Tにて室温でi 時間ブロッキ

ングした．次 に，メ ンブ ランを各抗体 （抗IR ；

Santa　Cruz　SC－711，　抗IRS －1；　Santa　Cruz　SC－559，

抗PI 　3－kitiase；　Santa　Cruz　SC－423，　抗Cbl；　Santa

Cruz　SC－170，　抗PDK －1；　Upstate　Biotechnology　06－

906） と4 ℃で一晩反応させた．そして，メンブ

ランをそ れぞれの一次抗体に対応 する二次抗体

（Goat　Anti－Rabbit　IgG－HRP；　170－1019，　Protein　G－

HRP ；　170－6425，　Bio－Rad　Laboratories） を用いて

室温で1 時間反応させた後，　ECL ウエスダンプロ

ッ テ イン ク検 出 試 薬 （Amersham　Pharmacia

Biotech）と反応させ，化学発光をX －rayフィルム

に露光し，現像処理をした 現像処理によって視

デサントスポーツ科学V01 ．25



Values　are　means　士SE 　for　4　rats

図3　 ラ ット骨格 筋のP1　3－kinase　タ ンパ ク量 に及ぼす

加齢 と運動 トレーニングの影響

7　　　　27

sedentary

7　　　　27
－
trained

7　　　　27
sedentary

2 ．2　IRS －1タンパク量

IRS －1のタンパク量（図2 ）は，安静群では加

齢に伴い有意に低下した（p　＜　0－05）．また，運動

トレーニング群では加齢の影響を受けなかった．

すなわち，安静群の7 週齢（100％）に比して安

静群の27 週齢では53％であり，運動トレーニン

グ群の27週齢では68％であった．
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2 ．4　Cbl タンパク量

Cbl のタンパク量（図4 ）は，加齢および運動

トレーニングの影響を受けなかった．すなわち，

安静群の7．週齡（100％厂に比して安静群の27 週

齢では82％であり，運動トレ六ニング群の7 週齢

では109％，　27週齢では66％であった．

7　　　　27

trained

Values　are　means　士SE 　for　4　rats

図1　 ラ ッ ト 骨 格 筋 のIR タ ン パ ク 量 に 及 ぼ す

加 齢 と 運 動 ト レ ー ニ ン グ の 影 響

覚化されたタンパクバンドをスキャナーでコンピ

ュータに取り込み，そのタンパクバンドの明暗度

をNIH 　image　（version∠1．6．1）にて定量した㈱．

1 ．3　 統計分析

すべての測定値 は，平均 土標準誤差 で示した．

加齢と運動トレ ーニングの効果の判定は，2 元配

篋分散分析を用い，各実験群の種々の測定値の有

意差検定には，フィッシャーのPLSD 多重比較を

用いた．有意差の判定は，確立水準5 ％以下を有

意とした．

2 ．結　杲

2 ．1　1R タンパク量

IR のタンパク量（図1 ）は，安静群において，

27 週齢では71％まで低下するが7 週齡（100％）

との間に有意差は認められなかった．また，運動

トレーニングは有意な変動を認めなかった（7週

齢；　141％，　27週齢；　ioi％）二
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Values　are　means　土SE 　for　4　rats

図2　 ラット骨格 筋のIRS －1タ ンパ ク量 に及ぼす

加齢 と運動 トレーニン グの影 響

2 ．3　P1　3－kinase　タンパク量

P1　3－kinaseのタンパク量（図3）は，安静群に

おいて，27週齢では71％まで低下するが7 週齢

（100％）との間に有意差は認められなかった．ま

た，運動トレーニングは有意な変動を認めなかっ

た（7週齢；　114％，　27週齢；　96％）．
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図4　 ラ ッ ト 骨 格 筋 のCbl タ ン パ ク 量 に 及 ぼ す

加 齢 と 運 動 ト レ ー ニ ン グ の 影 響

2 ．5　PDK －1タンパク量

PDK －1のタンパク量（図5 ）は，加齢および運

動トレーニングの影響を受けなかった．すなわち，

安静群の7 週齢（100％）に比して安静群の27 週

齢では90％であり，運動トレーニング群の7 週齢

では122％，　27週齢では96％であった．
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図5　 ラット骨格筋のPDK －1タンパク量に及ぼす

加齢と運動トレーニングの影響

3 ．考　 察

本研 究では， 運動トレーニ ングは加齢に伴う

IRS －1の減少を防止することを示した． われわれ

は√先行研究16・　17）において，加齢に伴うインス

リン感受性低下を長期間の運動トレ ーニングが防

止すること，また，その改善効果には骨格筋細胞

膜上のGLUT －4，　IRS－1およびP1　3－kinase　タンパ

ク量が関与していることを報告してきた．このよ

うに，加齢 に伴うインスリン感受性低下の防止に

対する，長期間の運動トレーニングの改善効果に

は，　IRS－1，　PI　3－kinaseおよびGLUT －4の調節が関

与するのに対して，短期間の運動トレーニングの

効果には，　IRS－1の調節が関与している可能性が

示唆された．

先行研究3・6・朔 では，加齢に伴うインスリン感

受性の低下が数多く報告されている．本研究では，

全身のインスリン感受性や筋の糖利用は測定して

い ないが， われわれは，先行研究 において，27

週齢で抵抗性 が現 れるこ とを報告 している1气

本研究では，そのインスリ ン抵抗性が出現した際

のインスリンシグナル分子に注目し，運動トレー

ニング効果を検討したところIRS －1が影響を受け

るこ とを認 めた．先行研 究におい てf　IRS －1の

mRNA お よびタンパク量の減少は，高インスリン

血症や耐糖能障害，すなわち，インスリン抵抗性

を発症する要因として報告されているが，本研究

で もIRS 　1のタンパ ク量は加齢に より低 下した．

これらのことから，加齢に伴うIRS －1タンパク量

の減少は，インスリン抵抗性発現の原因に関与す

る可能性が示唆された．一方，安静ラットとは対

照的に，トレ ーニ ングラットのIRS －1タンパク量

は加齢による影響を受け なかった．こ れまで に，

単回の筋収縮ではIRS －1のリン酸化 を剌激しない

ことが報告19）されているので，運動トレーニン

グによるIRS －1発現の誘発は，インスリ ン抵抗性

の改善に貢献する可能性が高い．したがって，ト

レーニングラットは，安静ラットよりも高いIRS －

1 タンパ クの発現によってインスリン感受性を改

善している可能性が示唆された．

本研 究では，IR のタンパク量は，安静群 の27

週齢では71 ％ まで低下し，運動トレーニ ングに

よって101 ％ まで回復させた傾向にあったが有意

差を認めなかった．しかし，チロシンリン酸化な

どのIR の機能は加齢によって減少することが報

告されているので，運動トレーニ ングの影響を評

価する際においても，そのリン酸化などより生理

的なレベルでの測定が必要と考えられ，より詳細

デサントスポーツ科学Vol ．　25



な検討が今後さらに必要である．一方，　Cblは，

加齢と運動トレーニングの影響を認めなかった．

これまでにCbl は細胞レベルの実験において，イ

ンスリン刺激によるグルコース取り込みの際には，

IRS －1と同時に活性化される必要があることが報

告2）されているが，生体レベルでの報告はこれ

までにない．本成績によって，インスリン作用の

低下は，　Cblのタンパク量低下によるものではな

く，　IRS－1，　PI　3－kinaseを介したシグナル系の低

下によるものであることが示唆された．また，イ

ンスリン抵抗性改善薬であるチアソリジン系薬剤

による改善機序はCbl，　PI　3－kinase系のシグナル

を介し，糖取り込みを亢進させると報告5）され

ていることから，インスリンシグナルの改善をも

たらす標的分子が運動トレーニングと薬剤で異な

ることが示唆された．一方，P1　3－kinaseは，安静

群の27週齢では71％まで低下し，運動トレーニ

ングによって96％まで回復させた傾向にあった

が有意差を認めなかった．先行研究において，P1

3－kinaseの活性はインスリン刺激された糖輸送に

必要な因子であり18）　pj　3－kinaseの減少はインス

リン抵抗性を発症する要因として報告1）されて

いる．本研究におけるP1　3－kinase　タンパク量は，

有意ではないが加齢に伴う低下傾向にあった．一

方，P1　3－kinaseは筋収縮に伴う糖取り込みに関与

しないと報告13）されているが，本研究では，ト

レーニングは加齢に伴うP1　3－kinase　タンパク量の

低下を改善する傾向にあった．運動トレーニング

がPI　3－kinaseタンパク量を改善する機序について

は明確にされていないが，インスリン刺激による

P1　3－kinase活性の上昇が急性運動によって増幅さ

れることが報告25）されている．したがって，ト

レーニングラットでは運動の繰り返しによって安

静ラットよりも高いP1　3－kinase量を誘導し，イン

スリン感受性を改善する可能性が示唆された．ま

た，P1　3－kinaseは，タンパク量よりも活性化や

IRS －1との結合量がインスリン抵抗性との関連が

デサントスポーツ科学Vol ．　25
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強いこと1，　5）から，運動トレーニング の影響を評

価する際においても，その活性化や結合量などよ

り生理的なレベ ルでの測定が必要と 考えら れた．

一方，　PDK －1は加齢と運動トレーニングの影響を

認めなかった．　PDK －1は，インスリンの代謝調節

作用の発現に必須 の分子であることが8 ，　20）報告

され，P1　3－kinaseの下流で機能する分子としてそ

の機能が注目されている．しかし，　STZ 誘発糖尿

病 ラット における，チアゾリジン系 薬 剤処置 は

PDK －1タンパク量の発現を増加させない15）こと

も報告されている．本研究では，加齢 に伴う低下

が認められなかったことから，インスリンシグナ

ル分子に対する加齢の影響は，P1　3－kinase　より上

流で起きている可能性が示唆された．運動トレー

ニングの効果についてもPDK －1以前のPI 　3－kinase

より上流に作用するものと推察された．

4 ．まとめ

IRS －1は，加齢に伴い低下し，運動トレーニン

グはその低下を抑制した．　IR，　PI　3－kinase　は加齢

に伴い低下し，トレーニングによって，増加する

傾向にあるが有意ではなかった．一方，　PDK －1，

Cbl は，加齢とトレーニングの影響を認めなかっ

た．以上の成績より，インスリンシグナル分子に

対する加齢の影響はIRS－1タンパク量に認められ，

運動トレーニングはその低下を改善する可能性が

示唆された．

本研究の成績は，運動トレーニングの有効性を

示しており，今後，インスリン感受性など，より

生理的な分析を行うことで，高齢者のための運動

処方ガイドライン作成に対する貴重な情報を提供

できる．
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