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ABSTRACT

　Effect of glucose starvation-induced proteolysis on protein translation initiation in 

response to glucose restoration was examined in C2C12 myotubes. C2C12 cells were 

cultured in differentiation medium （DMEM containing 2% horse serum and 25 mM 

glucose） for 4 days. Differentiated C2C12 cells were further cultured in differentiation 

medium （HG） or in differentiation medium without glucose （NG） for 24h. Glucose 

（ 5.5 mM） was added to the both groups, and cells were collected 

after 30 min of incubation. The phosphorylation level of p70 S6 kinase （p70S6K）， 

glucose starvation for 24h. Addition of glucose markedly increased the phosphorylation 

of p70S6
1 diminished the effect of 

glucose restoration on the phosphorylation of p70S6K. On the other hand, inhibition of 

ubiquitin-proteasome activity by MG132 did not affect the phosphorylation of p70S6K 

in response to glucose restoration. In conclusion, glucose starvation-induced autophagy 

partially account on the activation of translation initiation by glucose restoration.
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飢餓ストレスによるオートファジーを利用した
骨格筋量の維持・増進策
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リサイクルしていることを示している．

　オートファジー関連遺伝子であるAtg7を欠損

したマウスでは，筋萎縮が起こることが示されて

いる2）．また，サルコペニアの原因の一つとして

筋サテライト細胞のオートファジー機能低下が報

告されている3）．さらに，骨格筋特異的にユビキ

チン・プロテアソーム機能を抑制したマウスは筋

の成長不全や異常タンパク質の蓄積を引き起こす

ことが報告されている．これらの先行研究は，適

切なタンパク質分解は骨格筋の量および機能に深

く関連しており，タンパク質合成を高めるにはタ

ンパク質分解を活性化する必要がある可能性を示

唆している．

　必須アミノ酸5, 6） やグルコース7, 8） の枯渇によ

る飢餓ストレスは細胞のオートファジーを活性化

する．また，ユビキチン・プロテアソーム系も栄

養素の制限9） によって活性化することが報告され

ている4）．我々もこれまでに，グルコース飢餓が

骨格筋細胞のオートファジーを活性化することを

報告している10）．さらに，グルコース飢餓後の

グルコース再補充がタンパク質合成経路を活性化

することを見出している．

　そこで，本研究では骨格筋細胞を対象としてタ

ンパク質合成促進経路の感受性を高める飢餓スト

レス条件，特にグルコース飢餓と再補充の条件を

明らかにすることを目的とした．また，飢餓によ

るタンパク質分解と栄養素の再補充によるタンパ

ク質合成の活性化との関連を検討することによっ

て，骨格筋の維持・増進に新たな提案を行うこと

を目指した．

　1．研究方法

　1．1　C2C12細胞の培養

　マウス筋芽由来の培養細胞であるC2C12細胞

を増殖用培地 （DMEM, 10% fetal bovine serum, 

1% penicillin-streptomycin） で培養し，80~90%コ

ンフルエンスの時点で，分化誘導培地 （DMEM, 

　要　旨

　本研究では，グルコース飢餓による骨格筋細胞

のタンパク質分解の亢進が，その後のグルコー

ス再補充によるタンパク質合成の促進に及ぼす

影響を検討した．分化4日目のC2C12筋管細胞を

グルコース不含の分化誘導培地で24時間培養し

た （NG群）．通常の分化誘導培地 （グルコース濃

度：25.0 mM） で培養する群をコントロールとした 

（HG群）．24時間のグルコース飢餓により，タン

パク質合成促進作用の指標となるp70 S6 kinaseの

リン酸化は有意に低下した．次に，両群にグルコー

スを添加し （NG群の最終濃度5.5 mM），30分後

に細胞を回収すると，HG群に比してNG群でp70 

S6 kinaseのリン酸化が大きく増加した．オート

ファジー阻害剤存在下では，グルコースの再補充

効果が一部抑制された．一方，プロテアソーム阻

害を行ってもグルコースの再補充効果に影響を及

ぼさなかった．以上の結果より，C2C12筋管細

胞に対する24時間のグルコース飢餓ストレスは，

オートファジーを活性化し，その後のグルコース

再補充に対してタンパク質合成シグナルの感受性

を高めることが明らかとなった．

　緒　言

　骨格筋量の維持・増進にはタンパク質分解を抑

制し，タンパク質合成を高めることが重要である

と考えられてきた．しかし，タンパク質分解の異

常や減弱は，種々の筋疾患を誘発することが報告

されている1-4）．細胞内の主要なタンパク質分解

系には，オートファジー・リソソーム系とユビキ

チン・プロテアソーム系が存在し，それぞれ30%

と70%の割合で不要なタンパク質を分解してい

る．ヒトは1日あたり約70 gのタンパク質を摂取

する必要があるが，体内では約180 gのタンパク

質を合成し，同等量を分解している．このことは，

多くの分解された体タンパク質由来のアミノ酸を
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2% horse serum, 1% penicillin-streptomycin） に交

換した．分化誘導培地で4日間培養し，実験に供

した．C2C12筋管細胞を25 mMグルコースを含

む分化誘導培地 （HG群） もしくはグルコースを

含まない分化誘導培地 （NG群） でさらに24時間

培養した．両群に異なる濃度 （2.8, 5.5, 12.0 mM） 

のグルコースを添加し，30分後に細胞を回収した．

また，5.5 mMグルコース添加後，経時的に細胞

を回収した．

　タンパク質分解系の阻害剤を用いた実験では，

HG群とNG群に分ける段階で，オートファジー・

リソソーム系の阻害剤である 1 （終

濃度20 nM, Abcam） もしくはユビキチン・プロテ

アソーム系の阻害剤であるMG132 （終濃度20μ

M, Sigma-Aldrich） を添加した．

　

　1．2　ウエスタンブロッティング

　C2C12筋管細胞は，氷冷 phosphate-buffered 

saline （PBS） でリンスし，RIPA lysis buffer （Santa 

Cruz Biotechnology） で回収した．遠心分離 

（15,000×g, 4℃， 10 min） 後の上清を回収し，可

溶化した総タンパク質の濃度を測定した．等量の

総タンパク質を含む上清を2×sample bufferと混

和し，95℃で10分間熱処理し，10%ポリアクリ

ルアミドゲルにて電気泳動を行った．電気泳動

後のゲルはPVDF膜に転写した．転写後のPVDF

膜 を 5% skim milk/Tris-buffered saline containing 

0.1% tween 20 （TBST） でブロッキングし，5%

ウシ血清アルブミン （BSA） /TBSTで希釈した

抗 リ ン 酸 化 p70 S6 kinase （Threonine 389, Cell 

Signaling Technology） 抗体と一晩4℃で反応させ

た．翌日，二次抗体 （Anti-rabbit IgG-HRP） と室

温で1時間反応させ，化学発光試薬 （Millipore） 

を用いて目的のタンパク質を検出した （Image 

Quant LAS500, GE Healthcare）．検出したシグナ

ルは Image Jを用いて数値化した．

　

　1．3　ATP濃度の測定

　細胞内ATP濃度の測定は，96ウエルプレート

で培養したC2C12筋管細胞を対象としてATP測

定試薬 （東洋ビーネット） を用いて行った．

　

　1．4　統計処理

　データは平均値±標準偏差で示した．統計処

理は，一元配置の分散分析もしくは，二元配置

の分散分析を行った．各群間の比較には，scheffe

法を用いた．統計的有意水準は5％未満とした．

　2．結　果

　2．1　24時間のグルコース飢餓がグルコース 

　　　　 再補充によるタンパク質合成シグナル 

　　　　 に及ぼす影響

　タンパク質合成シグナルへの影響は，

mammalian target of rapamycin （mTOR） の下流

に存在し，タンパク質合成促進作用の指標とな

るp70 S6 kinase （p70S6K） のリン酸化 （Threonine 

389） をウエスタンブロッティング法で解析した
11, 12）．グルコース不含培地で24時間培養した

NG群のp70S6Kのリン酸化は，通常の培地で培

養したHG群に比して，有意に低下した （図1）．

HG群にグルコースを添加してもp70S6Kのリン

酸化には変化がなかったが，NG群では再補充に

図 1　24時間のグルコース飢餓がグルコース再補充によ
るp70S6Kのリン酸化に及ぼす影響

*P<0.05 vs HG group in same treatment, #P<0.05 vs Glucose(-)group 
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よりリン酸化が有意に上昇した．また，グルコー

ス再補充後のp70S6Kのリン酸化はHG群に比し

てNG群で有意に高かった （図1）．

　

　2．2　再補充するグルコース濃度がタンパク質 

　　　　 合成シグナルに及ぼす影響

　グルコース不含培地で24時間培養したNG群

に，終濃度2.8, 5.5, 12.0 mMになるようにグルコー

スを再補充し，30分後に細胞を回収した．グル

コースを再補充しない0 mM群に比して，すべて

の再補充群でp70S6Kのリン酸化は有意に上昇し

た （図2）．また，5.5および12.0 mM群は2.8 mM

群よりもp70S6Kのリン酸化は有意に高かったが，

5.5 mM群と12.0 mM群の間には有意差は認めら

れなかった．

　

　2．3　グルコース再補充によるタンパク質合成 

　　　　 シグナルの経時的変化

　グルコース不含培地で24時間培養したNG群に，

終濃度5.5 mMになるようにグルコースを再補充

し，0.5, 1, 2, 4時間後に細胞を回収した．p70S6K

のリン酸化は0.5時間後で最も高くなり，その後

4時間後までHG群のレベルを維持した （図3, n=2

のため統計解析は行っていない）．

　

　2．4　24時間のグルコース飢餓が細胞内ATP 

　　　　 濃度に及ぼす影響

　24時間のグルコース枯渇およびグルコース再

補充が細胞内ATP濃度に及ぼす影響について検

討した．その結果，グルコース飢餓および再補充

はいずれも細胞内のATP濃度に影響を及ぼさな

かった （図4）．一方，ネガティブコントロール

として2－デオキシグルコース （2-DG） をNG群

に加えた．2-DGはグルコースのアナログであり，

解糖系を阻害する．2-DGの添加は細胞内ATP濃

度を大きく低下させた．

図2　再補充するグルコース濃度が
p70S6Kのリン酸化に及ぼす影響

（P<0.05）
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図3　グルコース再補充によるp70S6Kの
リン酸化の経時的変化（n＝ 2）
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図4　24時間のグルコース飢餓が
細胞内ATP濃度に及ぼす影響

（P<0.05）
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　2．5　プロテアソーム阻害剤がグルコース再補 

　　　　 充効果に及ぼす影響

　タンパク質分解系の一つであるユビキチン・プ

ロテアソーム系の阻害がグルコース再補充効果に

及ぼす影響について検討した．プロテアソーム

の阻害剤であるMG132 （solved in DMSO, Sigma-

Aldrich） をNG培地への交換時に添加し，24時間

培養後，5.5 mMグルコースを再補充した．その

結果，MG132はグルコース再補充によるp70S6K

のリン酸化の上昇には影響を及ぼさなかった （図

5）．

　

　2．6　オートファジー阻害剤がグルコース再補 

　　　　 充効果に及ぼす影響

　オートファジー・リソソーム系がグルコース再

補充効果に及ぼす影響について検討した．オー

トファジー阻害剤である 1 （Baf, 

solved in ethanol, Abcam） をNG培地への交換時

に添加し，24時間培養後，5.5 mMグルコースを

再補充した．Baf存在下のNG培地中で24時間培

養すると，p70S6Kのリン酸化レベルが有意に低

下した （図6）．さらに，Baf存在下ではグルコー

ス再補充によるp70S6Kのリン酸化の上昇が一部

抑制された．

　3．考　察

　本研究では，24時間のグルコース飢餓とその

後のグルコース再補充がタンパク質合成促進シグ

ナルに及ぼす影響をC2C12筋管細胞を用いて検

討した．その結果，24時間のグルコース飢餓は

タンパク質合成促進シグナルを減弱させるが，そ

の後のグルコース再補充に対するタンパク質合成

促進シグナルの感受性を高めることが明らかと

なった．

　C2C12筋管細胞をグルコース不含培地で培養す

ると，タンパク質合成促進シグナルの指標となる

p70S6Kのリン酸化が有意に低下した．このこと

は，タンパク質合成を促進するためには，グルコー

スが必要であることを示している．我々は最近，

C2C12筋管細胞はグルコース依存度が高く，グル

コース飢餓によりp70S6Kのリン酸化が抑制され，

オートファジーが誘導されることを報告している
10）．しかし，興味深いことに24時間のグルコー

ス飢餓後にグルコースを再補充するとp70S6Kの

リン酸化が大きく上昇し，そのレベルは非グル

コース飢餓群よりも有意に高かった．今後は，最

もグルコース再補充効果が高まるグルコース飢餓

時間についても検討する必要がある．

　グルコース飢餓後のグルコース再補充効果のメ

カニズムを検討するため細胞内のエネルギー状態

図 5　プロテアソームの阻害剤 MG132がグルコース再
補充によるp70S6Kのリン酸化に及ぼす影響

#P<0.05 vs Glucose (-) group

図6　オートファジーの阻害剤Baffilomycin添加がグル
コース再補充によるp70S6Kのリン酸化に及ぼす影響

*P<0.05 vs EtOH group in same treatment, #P<0.05 vs Glucose (-) group
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を測定した．先行研究では，細胞内のエネルギー

状態が負になると，AMP-activated protein kinase 

（AMPK） がリン酸化され，p70S6Kの上流に存在

するmTORを抑制することが報告されている13）．

しかしながら，本研究におけるグルコース枯渇お

よびその後のグルコース再補充によって細胞内の

ATP濃度は変動しなかった．C2C12筋管細胞はグ

ルコース以外の基質を利用することによって細胞

内ATP濃度を維持する可能性が示唆された．

　グルコース飢餓が細胞内のタンパク質分解を高

めることから，グルコース再補充におけるユビキ

チン・プロテアソーム系およびオートファジー・

リソソーム系の影響を検討した．それぞれの阻害

剤存在下でグルコース飢餓ストレスを与え，グル

コースの再補充効果を解析したところ，プロテア

ソーム阻害剤であるMG132存在下でもグルコー

ス再補充効果は存在した．一方，オートファジー

阻害剤である 存在下では，グルコー

ス再補充効果が一部抑制された．先行研究では，

mTORの抑制は協調的にユビキチン・プロテア

ソーム系およびオートファジー・リソソーム系を

活性化し，必須アミノ酸の供給を行うことが報告

されている14）．本研究では，グルコース飢餓に

よってオートファジーが活性化し，タンパク質合

成に必要なアミノ酸が供給されたことがグルコー

ス再補充効果の一因であると考えられた．今後，

グルコース飢餓時の細胞内のアミノ酸濃度を測定

することによって，さらなる検討を行う．

　結　論

　本研究では骨格筋細胞を対象として，グルコー

ス飢餓後のグルコース再補充がタンパク質合成促

進シグナルに及ぼす影響について検討した．その

結果，グルコース飢餓後のグルコース再補充はタ

ンパク質合成促進シグナルの感受性を高めること

が明らかとなった．そのメカニズムとして，グル

コース飢餓によるオートファジーの活性化が一部

関与していることが示唆された．本研究の結果は，

骨格筋のタンパク質合成を高めるためには，適切

なタンパク質分解の活性化が重要である可能性を

提示している．
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