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Macroautophagy　is　a　major　pathway　of　autophagy　in　the　cells・　It　plays　roles　in　breaking

down　of　proteins　or　organelles　using　lysosomal　proteases．　This　study　investigated　the

effects　of　ch2「onic　exercise　training　on　macroautophagy　in　skeletal　muscles　of　both　adult

and　older　rats．　Adult　（18　mo ）　and　old　（28　mo ）　male　Fischer　344　rats　were　assigned　to

either　a　sedentary　control　or　an　endurance　training　group　（n 二6　per　group）　．　Animals　in

the　training　groups　ran　on　a　treadmill　for　8　weeks．　The　training　intensity　was　adjusted　to　be

identical　between　the　adult　and　old　groups・　After　completing　the　training　program，　the

soleus　and　plantaris　muscles　were　taken　for　subsequent　analyses　of　autophagy－related
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proteins．　ln　the　plantaris　muscle，　Beclin　1，　microtubule－associated　protein　light　chain　3

（LC3 ）　－land　LC3 －n　were　elevated　by　aging．　Aging　lowered　Atg7　but　exercise　training

restored　the　Atg7　expression　in　the　plantaris　muscle・　In　the　soleus　muscle，　aging　increased

only　LC3 －I．　Taken　together，　the　results　show　that　the　expression　of　macroautophagy

protein　can　be　altered　by　both　aging　皿d　eχercise　trainingコmportantly ，　the　manner　of

alteration　is　not　entirely　consistent　among　examined　proteins　and　muscle　types．

要　 旨

マクロオートファジーは，細胞内小器官お よび

タンパク質の分解を行うオートファジーの主経路

である．本研究では，長期的な運動トレーニング

がオートファジーに及ぼす影響を，成熟および老

齢動物 の骨 格筋を対象に検討し た．成熟 （18 月

齢）お よび老齢（28 ヶ月齡） の雄性Fischer　344

ラットが運動群と対照群 にそれぞれ群分けされた

（各群n ＝6 ×4 群）．運動群の動物には，8 週間同

一の相対的運動強度で持久的なトレーニングを行

わせた．トレーニング期間終了後，ヒラメ筋と足

底筋を摘出し，オートファジー関連タンパク質を

分 析 し た ． 足 底 筋 に お い て ，　Beclin　1 ，

microtubule －associated　protein　light　chain　3

（LC3 ）－Iお よびLC3 －IIは加齢 に より増加した．

また，加齢はAtg7 を低下させ たが，運動トレ ー

ニングはその低下を抑制した．他方，ビラメ筋に

おいては，加齢がLC3 －Iの増加させたこ と以外の

変化は観察されなかった これらの結果は，マク

ロ オートファジーを制御するタンパク質発現が運

動 と加齢により改変されることを示唆する．また，

これらの改変は，タンパク質の種類，あるいは骨

格筋の種類により異なる可能性がある．

1．はじめに

細胞内におけるタンパク質分解は，損傷を受け

たタンパク質や機能不全に陥ったタンパク質の除

去を行うなど細胞の正常機能を維持する上で必須

である．これらにかかわる機序として特にユビキ

チ ンプロテアソーム系とオートファジー系がよく

知られている．前者は，一連の酵素反応によって

タンパ ク質を選択的に識別し，プロ テアソームを

介してアミノ酸 まで分解する10，　12）　＿一方，後者

は本質的に非選択的なタンパク質あ るい は細胞内

小器官の分解系である．オートファジー系は，主

に3 つの大きな様式に分別される （マクロオート

ファジー，マ イクロ オートファジー，シャペロン

介在性オートファジー）．それぞれの様式は，異

なる経路 によって活性化 されると考えら れるが，

最終的 にリソソームを介する反応 に帰着する3・　13・

17）

マクロ オートファジー（以後 オートファジー）

は．中でも主要な経路と見なされており，したが

って比較的よく研究されている3ユ3・17）． オートフ

ァジーを刺激するトリガーについてはいまだ議論

の最中であるが， オートファジーが進行する過程

についてはよく知られている．すなわち，何らか

のトリガーが細胞内に生じることにより，単位膜

（ファゴフォア）が細胞質に形成 され亂 単位膜

は，一連のオートファジー関連酵素反応により伸

張し，その過程でタンパク質や細胞内小器官 を囲

って取 り込み（オートファゴソーム），最終的に

リソソームと融合する（オートリ ソソーム）．そ

の結果，内包物はリソソーム内のタンパク質分解

酵素によりアミノ酸へと分解される3，　13，　17）．

オートファジーは平常時においてもわずかに活

性化されているものの，その劇的な活性上昇をも
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たらす主要なトリガーの一つは，細胞内の栄養状

態の悪化である．マウスを用いた研究では，飢餓

状態に陥った際，多くの組織でオートファジーが

活性化 されたこ とを見 いたされてい る8）． また，

別の研究では，オートファジーの進行に必須であ

るタンパク質をコードするatg5　6）あるいはatg7　5）

遺伝子 を欠損させた場合には，生後の飢餓状態に

おける生存率が著しく低下することを示している．

これらの報告は，細胞内の栄養状態がオートファ

ジーの活性調節に関与することを強く示唆してい

る．　　　　　　　　　　　　　　　　 ▽

骨格筋は，当然ながら運動時にエネルギーの需

要が急速に高まる器官である． また，他の細胞と

同様に骨格筋においても飢餓時に顕著なオートフ

ァジーが活性化 されることが確認 されている8）．

したがって，エネルギー源を急速に消費する骨格

筋活動は骨格筋細胞内でのオートファジー系を活

性化させる可能性が考えられるが，運動とオート

ファジーを関連づけた研究はこれまでに報告され

ていない．

また， オートファジーの活性水準は加齢によっ

ても影響を受けることが最近になって示唆されて

いる．例えば，肝臓におけるオートファジーの活

性化は老齢動物で低下する1・2）．また，　McMull 。

e£　al．7）は， ラットの外輪筋において，加齢がオ

ートファジーの進行に必須 であ るmicrotubule －

associated　protein　≒ht　chain　3　（LC3 ） タンパク質

発現量 を低下させ，同様にatg5 お よびa哈7 遺伝

子発現を減少させることを示してい る．したがっ

て，下肢骨格筋 においても同様に加齢がオートフ

ァジーに関連するタンパク質群に影響を与える可

能性が示唆されるが，両者の関連性を検討した研

究は見られない．

以上のことから，本研究では， ラットの下肢骨

格筋を対象に，加齢と運動トレーニ ングがオート

ファジー関連タンパク質の発現量 に及ぼす影響に

ついて検討することを目的とした．
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1 ．実験方法

1 ．1　 実験動物　　　l

本研究は順天堂大学さくらキャンパス実験動物

委員会による承認の基に行われた． 成熟（18 ヶ

月齢，　n　＝　12）お よび（28 ヶ月齢，　n　＝　12）の雄

性Fischer　344　ラットが実験に用いられた．実験期

間中，動物は12 時間ごとの明暗サイ クルを持つ

動物施設において飼育された．水お よび飼料は自

由摂取とした．　　　　　　 卜

1．2　 実験デザイン

動物を，動物用トレッドミル（KN －73，夏目製

作所）を用いた走運動に対して順応させた後，以

下の4 群：1）成熟対象群（AS 　；　n　＝　6），　2）成

熟トレーニング群（AT 　；　n　―　6），　3）老齢対象群

（os 　；　11　＝　6），および4 ）老齢トレ ーニング群

（OT ；n ＝6）に群分けした．

成熟および老齢トレーニング群に，上記トレッ

ド＝ミルを用いた8 週間の持久性運動トレーニング

を同一相対運動強度にて行わせた．詳細なトレー

ニングプロトコールは我々の先行研究に記されて

いる1疣　トレーニング期間終了後，動物はペン

トバルビタールナトリウムの投与（25mg ・kg71）

により麻酔された．ヒラメ筋（遅筋）と足底筋

（速筋）が素早く摘出され，液体窒素にて瞬間凍

結した後，分析までディープフリーザー（－80℃）

中で保存した． ノ

1 √3　 サンプルの処理

オートフ ァジー関連 タンパク質の分析のため，

凍結された骨格筋サンプルは，氷冷下で脱リン酸

化酵素阻害剤（Phosstop　tablet；　Roche　Diagnostics

Corp・，　Indianapolis，　IN，　USA）とタンパ ク分解

酵 素阻害剤（Complete　tablet；　Roche　Diagnostics

Corp ．） を含む破砕バッファー（20 　mM　Tris－HCl，

l　mM　EDTA ，　150　raM　NaCl，　2％Triton －X100，
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pH7 ．5）中で均 質化 された．遠心分離処理を経た

後の上清のタンパク質濃度を測定した後に，標準

的 なプロトコールに従いウエスダンプロッテイン

ク法にてタンパク質の発現量を分析した．分析さ

れたタンパク質はBeclin　1，　Atg7，　Atg5　（Atg5－12

として）　LC3 －Iお よびLC3 －IIであった．結果 は，

それぞれの骨格筋において，対象 タンパク質ごと

にAS 群 に対する相対値として示した．

1 ．4　 統計処理

全てのデータは平均値士標準誤差で示されてい

る．データはtwo－way　ANOVA　（月齢×トレーニ

ング）で分析された．有意な交互作用が観察され

た際には，　one一way　ANOVA およびTukey－Kramer

testにより群間の差を検討した．　P　＜　0．05を有意

水準とした．なお，すべての検定は統計処理プロ

グラムを用いて行われた（Prism　5．0；　GraphPad

Software　Inc．，　CA，　USA）．

2 ．実験結果

し動物の体重および絶対的・相対的筋重量の結果

を表1 に示した．加齢と運動はいずれの体重を減

少させたが，有意な交互作用は観察されなかった．

足底筋およびヒラメ筋の絶対筋湿重量は老齢動物

で有意に低下した．加齢は，足底筋およびヒラメ

筋において体重当たりの相対的な筋湿重量を低下

させたが，運動は両骨格筋においてともに相対的

な筋湿重量を増加させた．　　　 ＼

図1 はBeclin　l発現量の結果を示す．　Beclin　l

発現量は足底筋において老齢動物で有意に増加し

た 一方，ヒラメ筋において加齢はBeclinl発現

量に影響しなかうた．運動トレーニングは，いず

れの骨格筋においてもBeclinl発現量に影響しな

かった．

図2 に示されるように，　Atg5－12発現量は両骨

格筋において，いずれの条件も影響しなかった．

表I　Body　weights　and　weights　of　plantaris　and　soleus　muscles　in　animals

Adult　sedentary　Adult　training　Old　sedent町　Old 　training　　Main　effect

Pre　body　weight ，　g

Post　body　weight ，　g

Pj創 面s　absoh】te　wet　weight，　mg

Plantaris　relative　wet　weightμlg’g’1

Soleus　absolute　wet　weight，　mg

398 ．2±14 ．3　384．8±8 ．4　　386 ．0±9 ．4卜　380 ．3±10 ．0　　n．　s．　　n ．　s．

404 ．0±11 ．6　352．8±8 ．8　　372 ．7上11 ．0　336 ．0±5 ．2　P ＜0．05　P ＜0．001

323 ．8±6 ．2　　328．5±6 ．4　　247 ．4±2 ．4　　240．8±4 ．9　P＜0．0001　　n．s．

0．803±0 ．019　0．932±0 ．012＊＊　0．666±0．018＊＊　0．717±0 ．0181　P＜0．0001　P＜0．0001

114 ．7±2 ．7　　117．4±4 ．1　　　98 ．3±2 ．4　　102．9±2 ．7　P＜0．0001　　n．　s．

n ．　s．

n ．　s．

n ．s．

P ＜0．05

n ．　s．

n ．　s≪

Values　afe　means　士S ．E．M．　＊　P＜0．05，　＊＊＊　Pく0．001　vs．　adult　sedentary．　P＜0．001　vs．　adult　training
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図3 はAtg7 発現量の結果を示している．　two－

way 　ANOVA の結果，　Atg7発現量には有意な交互

作用が観察された．0S 群のAtg7 発現量は，　at

群およびOT 群よりも有意に低値を示した．一方

ヒラメ筋においては加齢および運動トレーニング

による影響は観察されなかった．

図4 には，　LC3－Iの発現量が示されている．老

齢群のLC3 －I発現量は，足底筋およびヒラメ筋の

両方で有意に増加した．しかしながら，運動トレ

ーニングによる影響はいずれの筋でも見られなか

った．

図5 は，　LC3－IIの結果を示している．足底筋に

おいては老齢群のLC3 －II発現量が有意に増加し

デサントスポーツ科学Vol．　31

ていた一方，ヒラメ筋には加齢による影響は見ら

れなかった．運動トレーニングはいずれの骨格筋

のLC3 －1Tにも影響しなかった．

3 ．考　 察

オートファジーは酵母からは乳類に まで保存さ

れているタンパク質分解機構である3・　13・　17）．本研

究では，この機構に関与するタンパク質について，

運動トレーニングと加齢の観点からその適応状況

について検討した．その結果，足底筋のBeclin　1，

LC3 －I，　LC3 －IIとヒラメ筋 のLC3 －I発現量は加齢

に伴って増加した．さらに興味深いこ とに，足底

筋Atg7 で観察された加齢による発現量の低下は，
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運動トレーニングよって相殺された．一方で，別

の“key　molecule”　であるAtg5 発現量は運動トレ

ーニングにも加齢にも影響されなかった．これら

の結果は，i）加齢と運動トレーニングはともに

オートファジー関連タンパク質の発現量を改変す

ること，ii）その適応様相は，同じ機構で機能す

るにも関わらずタンパク質ごとで異なること，さ

らに，iii）同じタンパク質であっても，骨格筋ご

とでその応答性は異なっていることを提案する．

オートファジー経路は連続した酵素反応によう

て進行する3）．本研究では，まずBeclin　1につい

て検討した．　Beclin　1はオートファジーの初期段

階で単位 膜の形成 にかか わると考 えられてい る．

先行研 究 にお い て，老齢動 物 の心 筋 にお け る

Bee！　in　l発現量は成熟動物に比べて90 ％増加して

いた18）．したがって，本研究の成 果では足 底筋

のみが筋組織で得られたその結果に一致する．筋

組織の特性は足底筋よりもヒ ラメ筋 の方が心筋に

近い と考えられるが，本研究の結果はそのようで

はなかった．

Atg7 はオートファジ ーの進行に極めて重要で

あり5’＼　Atgl2 を活性化しAtglO へ受け渡す役割

14）に加え， オートファジーの進行マ ーカである

LC3 －Iの活性化 にも必須であ る16）．本研究 では．
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加齢により足底筋のAtg7 発現量は低下した．こ

のことは，　Atg7 を介する反応においては加齢性

の悪化を生じる可能性 を示唆するように思われる．

下 肢 骨 格 筋 にお け る 検 討 は 見 ら れ な い が ，

McMullen　et　al．　7）は，atg7 遺伝子発現が18 およ

び30 ヶ月貽のラット外輪筋において6 ヶ月齢のラ

ットよりも低下したことを報告している．この知

見 は，本研 究 の足 底筋 の結 果と一 致し ている．

Atg7 に関するここでの重要な発見は，この加齢

性のAtg7 発現量の低下が持久性運動トレ ーニン

グによって相殺されたことであろう．肝臓を含む

他の臓器では，加齢性のオートファジー活性の低

下が報告されている1・　2）．骨格筋 においても加齢

性のオートファジー活性低下が生じるかどうかは

明らかではないが，本研究の結果は，高齢期の運

動トレ ーニ ングが持つ骨格筋に対する好影響の一

部 を説明するかもしれない興味深い結果であり，

その意義について今後明らかにする必要がある．

LC3 はオートファゴソーム形成の最終段階にお

いて動員される．細胞質に位置するpro －LC3 は

Atg4 によって活性化されてLC3 －Iとなり，さらに

フォスファチヂルエ タノールアミ ンを付加される

ことで，　LC3 －IIへ変換 される．このLC3 －IIはオ

ー トフ ァゴソ ームの形成 と相 関す るこ とから，

LC3 －Hの増加はオートファジ六の進行マ ーカとし

て利用されている（但し，リソソームによる分解

につい ては保証 さ れない）4・　15）．本研 究 では，

LC3 －Iは加齢 によりいずれの骨格筋でも増加した．

LC3 －IはLC3 －IIの前駆体であり，　LC3 プールの量

を間接的 に意味するとも考 えら れる．そのため，

加齢によるLC3 －I発現量の増加はオートファジー

のポテンシ ャルを老齢期の骨格筋で増加させるこ

とを意味するのかもしれない．先行研究では，加

齢によりLC3 －I発現量は心筋や肝臓では影響され

ないとする報告18）や，先述した外輪筋7）におい

ては低下が観察されているなど研究ごとに相違が

見られる．この原因は明らかではないが，少なく
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とも分析された組織ごとに応答が異なる可能性が

一因として挙げられるだろう．

本研究の足底筋では，　LC3－II発現量は加齢によ

り増加した．先述したように，　LC3－IIはオートフ

ァジーの進行マーカとしての側面を持つ15）．そ

のため，本研究の成果は，トレーニングの有無に

かかわらず加齢がオートファジーを活性化させて

いる可能性を示唆している．この点については，

本研究の老齢動物において骨格筋量の低下（筋萎

縮）が観察さていることと関係するかもしれない．

C2C12　rayotube を用い た先行研 究 におい て，

myotube を実験的に萎縮させた際のメカ耳ズムに

はオートファジーが関与していることが報告され

ている1睨　したがって，少なくとも足底筋にお

いては，オートファジーの活性化が加齢性の筋萎

縮に関与していた可能性がある．但し，この見解

に対してはLC3 －II発現量の解釈に注意しなけれ

ばならない．なぜなら，　LC3－II発現 量の増加は，

オートファージーの進行状況を表すと同時に，リ

ソソームにおけるタンパク質分解の抑制を示唆す

る可能性も否定できないからである9）．この点を

区別するためには，リソソームタンパク質分解酵

素を阻害する薬剤の投与実験などが新たに必要に

なると考えられる．

本研究の結果を見る限りでは，分析されたタン

パク質が足底筋においてのみ影響を受ける場合が

多いなど，筋タイプごとにその応答性が異なって

いるように思われる．この点について，先行研究

において筋タイプによるオートファジー活性化水

準の差異が報告されている．　Mizushima　et　al．8）

は，飢餓状態におけるオートファジーの活性化が

ヒラメ筋より代表的な速筋である長指仲筋で高い

ことをマウスにおいて観察している．この結果は，

おそらく筋線維タイプの違いがオートファジー活

性に影響を及ぼすことを示唆している．したがっ

て，運動トレーニングや加齢に伴うオートファジ

ー関連タンパク質の適応動態が異なることは驚く
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べきことではないように思われるが，その機序は

不明である．

最後に，本研究の解釈で注意を要する点を指摘

すれば，本研究はあくまでも安静状態（基底状態）

にあるオートファジータンパク質を分析している

ということである．緒言でも述べたように，オー

トファジーは例えば飢餓状態などの条件下で著し

く活性化する5・　6・　8）．したがって，運動トレーニ

ングや加齢などの介入を受けた骨格筋がそのよう

な状況下でどのような反応を示すのかについて今

後明らかにしていく必要がある．

4 ．まとめ

マクロオートファジーを制御するタンパク質発

現は加齢および運動トレーニングより改変される．

しかしながら，これらの改変はタンパク質の種類，

あるいは骨格筋の種類により異なる．
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