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論文題目 「身体運動に伴う筋タンパク質の変動に関する研究」

Changes of muscle protein levels induced by physical exercise

氏 名 髙橋 慎博

１．研究の目的

近年、組織や胚で発現しているあらゆる全長 を獲得しようとする試みがなさcDNA

れ、機能未知の数々の遺伝子がクローニングされ[ ]、それらの推定アミノ酸配4,8,9,10

列がデータベースに掲載された。これにより、プロテオーム解析法を活用して機能未

知の仮想タンパク質（ ）の変動を調べることが可能となった。Hypothetical protein

そこで、本研究では運動に伴い骨格筋内で変動する新規なタンパク質を見い出

すことを目的とし、 らによるマウス水泳運動モデル[ ]を用いて、腓腹筋由Zhou M. 11

来の総タンパク質についてプロテオーム解析法により探索を行った。

２．研究の結果と考察

２－１ 運動に伴って変動するC2H2型zinc finger転写因子AI854635

プロテオーム解析の結果、 次元電気泳動ゲル上で、水泳運動（ 分間）後に2 150

顕著な量的減少がみられたスポットの つが タンパク質1 expressed sequence AI854635

と同定された（別紙 図 を参照）。さらに、 レベルでの変動を半定量的1/2 1 mRNA

によって調べた。水泳運動前後のマウスから個体別に腓腹筋を採取し、個RT-PCR

々について を抽出して の変動を調べた。その結果、水Total RNA AI854635 mRNA

150 AI854635 mRNA 23% 1/2泳運動（ 分間）後に が 減少することが確認された（別紙

図 を参照）。2



２－２ AI854635の機能の推定

AI854635 497 56 kDa C2H2は推定アミノ酸配列から、 アミノ酸から成る分子量 の

型 転写因子と考えられた。しかし、その細胞内機能はこれまで明らかでなzinc finger

かった。そこで、 の細胞内機能を推定するために、 の推定アミノAI854635 AI854635

酸配列を ドメイン検索プログラムに供したところ、 は 個の 型NCBI AI854635 12 C2H2

ドメインのほかに、 ドメイン、 （ ）ホメオzinc finger LIM SIP 1 Smad-interacting protein 1

ボックス、リプレッサー型転写因子 ドメイン等が高度に保存されていた（別紙SALM

図 を参照）。これらを有する既知タンパク質に共通する細胞内機能として、発生2/2 3

と分化への関与が示唆された。

２－３ におけるAI854635の機能の検証in vitro

そこで、次にマウス筋原細胞 を用い、 で と細胞分化とのC2C12 AI854635in vitro

関連について調べた。 に細胞分化を誘導し、時間を追って位相差顕微鏡でC2C12

観察しつつ、細胞内 変動を半定量的 によって調べた。形態観察のmRNA RT-PCR

結果、本実験条件では分化誘導 時間後から は筋管を形成し始めた。筋20 C2C12

原細胞分化の指標となる もそれに伴い顕著に増加した。また、myogenin mRNA

は に先立ち、分化誘導 時間後から徐々に増加AI854635 mRNA myogenin mRNA 6

した（別紙 図 を参照）。このことから、 は筋原細胞分化に関与してい2/2 4 AI854635

ることが示唆された。 の推定アミノ酸配列全長としては既知タンパク質と相AI854635

同性がないことから、 は筋原細胞分化に関与する新しい転写因子であるとAI854635

考えられた。

２－４ AI854635は成体内で特定の臓器で発現量が多く認められるが、

ユビキタスな発現であり、 に関与することが推測されるembryogenesis

運動を実施していないマウス成体を用いて各臓器における の発AI854635 mRNA

現量を半定量的 で調べたところ、骨格筋（腓腹筋およびヒラメ筋）、全脳、胸RT-PCR

腺、腎臓における 発現量は多かったが、他の臓器でも発現しており、ユビキmRNA

タスに発現している遺伝子と考えられた。また、 はデータベース情AI854635 mRNA

報から胚でも発現していることが明白なので、 ( ) の研Smad-interacting protein 1 SIP1

究報告[ ]と同様に考えると、 は単に細胞分化に関与するだけではなく、2 AI854635

に関与する可能性がある。embryogenesis

２－５ マウス水泳運動と筋分化

運動に伴い激しい負荷が与えられた骨格筋は筋分化が誘導されると報告されて

いる[ ]。本研究では らによるマウス水泳運動モデル[ ]を用いたが、マウ3,7 Zhou M. 11

スやラットなどの実験用小動物を用いた水泳運動モデルによって筋内で筋分化の指

標となる が誘導されたという報告は による検索で見い出さmyogenin mRNA PubMed

れなかった。そこで、本研究ではさらに水泳運動と筋分化制御因子の 変動をmRNA



調べた。その結果、水泳運動に伴い、筋分化の指標となる が顕著myogenin mRNA

に増加することを確認した。しかしながら、筋原細胞分化に関与することが示唆され

た は水泳運動実験では逆に減少した。 が筋分化に関与するなAI854635 AI854635

らば、細胞分化実験と水泳運動実験において の挙動は一致する可能性がAI854635

高いはずである。この一見、相反するように見える結果はタンパク質の翻訳後修飾を

仮定すると説明がつく。 は筋原細胞分化に関与するので、筋分化誘導がAI854635

示唆された本研究の水泳運動においても タンパク質は活性化されるはずAI854635

である。 は骨格筋内ではおもに翻訳後修飾によってタンパク質レベルで活AI854635

性化されると仮定すれば、 が水泳運動で顕著に増加する必要はなAI854635 mRNA

い。むしろ 分間の水泳運動で が減少する傾向が見られたこと150 AI854635 mRNA

は、細胞分化とは別の要因が に作用し、その結果を見ている可能性も考AI854635

えられる。翻訳後修飾には糖鎖による修飾[ ]、リン酸化による修飾[ ]、アセチル化5 1

による修飾[ ]、プロテアーゼによる分解（プロテオリシス）[ ]等が知られているが、1 6

が実際に翻訳後修飾を受けるか、また、どのような修飾を受けるのかは今AI854635

後さらに研究が必要である。

また、 が翻訳後修飾を受けないと仮定した場合には、上記の相反するAI854635

結果の原因として下記１～５の可能性を考える。

１．水泳運動時間が 分間では短く、 が増大する結果を150 AI854635 mRNA

とらえられなかった

２．運動後の回復時間が十分でなく、 が増大することを確認AI854635 mRNA

できなかった

３． と の実験の差異に基づくin vitro in vivo

( ) では筋分化以外の経路が影響を及ぼしている1 in vivo

( ) と で筋分化の誘導経路が異なる2 in vitro in vivo

４． が他のタンパク質と相互作用しており、細胞分化時と運動時はAI854635

異なる挙動を示す

５． は筋原細胞分化と関係はあるが、分化を誘導する役割を担うのAI854635

ではなく、例えば筋管形成時に起こる細胞融合等に関与する

上記可能性のいずれが正しいか、今後、各々についてさらに調べる必要がある。
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図1 水泳運動群と非運動群のマウスの腓腹筋 総タンパク質の２次元ゲル電気泳動像（銀染色）

矢印で示したスポットは水泳運動によって顕著に減少した。このスポットはexpressed sequence AI854635であった。

図２ 水泳運動に伴うAI 854635 mRNAの減少

水泳運動（150分間）実施前後の腓腹筋内のAI854635 mRNAの発現量を半定量的RT-PCRで調べた。対照と

してGAPDHを用いた。RT-PCR産物をアガロースゲル（2%）電気泳動し（図2-A）、DNAバンドをイメージアナライ

ザー（ChemiDoc, Bio-Rad）で定量してグラフに示した（n=3）（図2-B）。また、水泳運動前後の値を比較して統計

処理を行った（t-検定）。水泳運動時間150分で、AI854635 mRNAの発現量減少が認められた。*P <0.05
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図３ AI854635の推定アミノ酸配列のドメイン検索結果

NCBI Conserved Domain Search Programを利用して、AI854635タンパク質の推定アミノ酸配列（497

アミノ酸）のドメイン検索を行った。この図はoasis_smart v.2.02データベースによる検索結果である。
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図４ C2C12細胞分化誘導に伴うmRNA発現レベルの経時的推移

C2C12細胞に細胞形態分化を誘導し、細胞内で発現しているmRNA量の経時変化を半定量的RT-

PCRで調べた。なお、顕微鏡観察の結果、分化誘導後20時間から筋管が形成されていることが確認

された。RT-PCR産物は２％アガロースゲル電気泳動を行い、DNAバンドをイメージアナライザー

（ChemiDoc, Bio-Rad）で定量した。コントロールとしてGAPDH mRNAのRT-PCRを行い、各測定値を

GAPDHの個々の測定値に対する比としてグラフに表した（n=3）。さらに、分化誘導後の各時間の値を、

０時間の値と比較して統計処理を行った（t-検定）。図4-A はmyogenin mRNA量の推移を表す。分化

誘導後20時間で顕著な増大が見られた。図4-B はAI854635 mRNA量の推移を表す。分化誘導後、

徐々に発現量の増大が見られた。myogenin mRNAに先行して発現量が増えた。**P <0.01



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.00000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.00000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 600
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.00000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /JPN <>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


