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第1章諸言

エネルギーを産生するミトコンドリアは、独自のゲノム(mtDNA ;ミトコンドリアDNA)を持

つ細胞小器官で、あり、分裂と融合を繰り返すことで形態を変化させる(ミトコンドリアダイナミ

クス)。これにはミトコンドリアの品質を管理することで呼吸機能を調節する役割があり、活性

酸素種(reactive oxygen species : ROS )による mtDNAの損傷や、膜電位が低下した部分など

の除去に働く。また、酸化的リン酸化能の向上にもミトコンドリアの形態が重要であるという可

能性が示唆されている。このことから、生理学的な影響に対して、適切に融合と分裂のバランス

を調整することが重要である。

これまで、ミトコンドリアダイナミクスに関わるタンパク質が数多く報告されており、融合に

はMitofusinlおよび2( Mfnl、Mfn2)とOpticatrophy 1 ( Opal )が、分裂にはdynaminrelated 

protein 1( Drpl )およびfissionprotein 1( Fisl )が関わっていることが知られている(1)。こ

れまでに、融合促進性タンパク質で、ある Opalの発現減少または Mfnl，Mfn2の抑制により、ミト

コンドリアは断片化し呼吸機能は低下することが報告されている(21)(22)。また、 Mfn2の過乗u発現に

よってミトコンドリアは複雑化し、膜電位が向上することも知られている(幻)(却。

運動が健康の維持・増進に貢献することは周知の事実であるが、これには骨格筋におけるミト

コンドリアダイナミクスが関与している可能性が示唆されている。 Iqbalらは、持久的な筋収縮

により融合促進タンパク質(Mfnl/2、Opal)が増加し、分裂促進タンパク質(Drpl )が減少する

ことを観察し、ミトコンドリアの融合が促進され機能的なミトコンドリアへと変化したことを示

唆したω。しかしながら、ミトコンドリアの形態的鞘教ついては分析しておらず、持久的な筋収

縮が、実際にミトコンドリアの形態変化を生じさせているか否かは不明なままである。

一方、持久的運動後にはDrplの凶NAが増加することが報告されているから(2)、Drplのタンパ

ク質分解が持久的トレーニングにより充進される可能性が考えられる。最近、 Drplを分解するユ

ピキチンリガーゼが同定され、そのメカニズムが培養細胞レベルで明らかとなりつつある (3)。ミ

トコンドリア外膜局在のE3ユビキチンリガーゼであるmembrane-associatedRING-CH (胤RCH)-5 

のノックダウンによってミトコンドリア分裂が誘発される(3)。また、旧RCH5の機能として、 Drpl

をユピキチン化することで、 Drplをプロテアソームヘ移行させて分解し、その結果ミトコンドリ

ア分裂が抑制されることが報告されているωω。このことを踏まえると、持久的トレーニングに
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よるDrplの減少には旧RCH5の増加が寄与している可能性がある。

以上のことから本研究の目的は、全身性の持久的トレーニングがラット骨格筋ミトコンドリア

の形態およびその調節因子に与える影響を明らかにすることとした。
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第2章関連文献の考証

近年、高齢化が進み、本邦において平成26年度には医療費が年間40兆円に到達し(。、医療費

の拡大が問題となっており、自立した生活を送ることのできる年数である健康寿命の延伸が求め

られる。また、運動器の障害のために移動機能の低下をきたした状態(ロコモティブシンドロー

ム:運動器症候群)に陥ることで、介護が必要となるリスクが高まる。運動号を形成する骨格筋

は可塑性が高く、長期間のベットレスト、ギプス固定などによる不使用や加齢によって萎縮する

一方で、負荷をかけることで肥大する。また、骨格筋のミトコンドリアの量およひ機能も、不使

用および刀日齢によって低下し、負荷をかけることによって向上するO しかしながら、そのメカニ

ズムについては未だ不明な点が多い。近年、ミトコンドリアが融合と分裂を繰り返すこと(ミト

コンドリアダイナミクス)によって自身の品質管理を行うことで、ミトコンドリア機能を維持し

ていることが明らかとなったO またいくつかの研究において、筋収縮lこよってこれらの制御機能

が変動することが示唆されている。修士論文では、ミトコンドリア機能が向上する持久的トレー

ニングが、ミトコンドリアダイナミクスに与える影響を明らかにすることを目的として行うもの

である。そこで本章では まず初めにミトコンドリアの細胞内での儲リに関する考証を行い、次

に、ミトコンドリアダイナミクスを制御するメカニズムについての考証を行う。さらに、運動が

ミトコンドリアの品質管理に与える影響についてこれまでに明らかとなっている点について考

証を行い、最後に解決すべき点をまとめる。

第1節細胞におけるミトコンドリアの儲リ

(1) ATP生産

ミトコンドリアは、細胞の生存に必要不可欠なアデノシン三リン酸(adenosinetriphosphate : 

ATP)の生産や、アポトーシスの調節、カルシウムイオン(Ca2+ )のイ勺謝調節などを行なう細胞小

器官である(θ。外膜および内膜の二重1莫精造をしており、外膜と内膜の聞のスペースを膜間腔、

内膜に固まれたスペースをマトリクスと呼び、内膜は複雑に陥入しクリステを形成しているの。

そのミトコンドリアの主な備的ATP生産である。 ATP生産は、 ATP-CP系、解糖系およびミトコ

ンドリアにおける有酸素系のエネルギー供系合系により生産される。脂肪酸は3酸化によってアセ

チノレCoAに、また、グルコースを利用する解糖系の生産物で、あるヒ。ルピ、ン酸は、マトリクス局在

のヒ。ルピン酸脱水素酵素によって、アセチノレCoAに変換され、ミトコンドリア内のTCA回路べ茄

される。最終的には内膜に局在する ATP合成酵素および電子伝達系によって、酸化的リン酸化さ
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れATPが合成される。

(2) Ca2+とアポトーシス

筋小胞体に貯蔵されているCa2+が細胞質内へ放出され、最終的に筋の収縮が発生する。そのCa2+

が筋小胞体に局在している筋小胞体カルシウム ATPアーゼ(sarcoplasmic reticulum 

Ca2+-ATPase : SERCA )を介して、細胞内に放出されたCa2+を能動的に筋小胞体内へ取り込むこと

で筋が弛緩する (1の。さらに最近、 Ca2+の取り込みにミトコンドリアが関連していると考えられて

いる。ミトコンドリアは細胞質の Ca2+を取り込み蓄積することで、エネルギ一生産速度の調節や

PTP開口による細胞死(アポトーシス)を引き起こす(11)(12)。アポトーシスの調節は、マトリック

ス内の Ca2+の過剰な蓄積、膜電位の喪失、および活性酸素(8)(9) (10)によってミトコンドリア1菊五品

性遷移孔(permeability transition pore : PTP )が閉口することによって、アポトーシス促進

因子がPTPより細胞質へと放出される(11)(12)。放出されたアポトーシス促進因子は小胞体に局在す

るIP3受容体と相互作用し、小胞体からCa2+の放出が促進される (13)。これらの相乗効果により小

胞体から放出される Ca2+の量が異常に上昇し、アポトーシスが引き起こされる。このように、筋

収縮やアポトーシスなどにミトコンドリアが関与している。

第2節 ミトコンドリアの品質管理

(1) ミトコンドリア自身の品質管理と形態変化

ミトコンドリアは独自の遺伝子(mtDNA )を持ち、その変異や ATP生産に必要な膜電位の低下

などのような機能不全を示す刺激に応答し、融合と分裂を行うことで、自身の品質管理を行ってい

る。ミトコンドリア呼吸機能の低下により ROSが過剰に生産され、様々な基質が損傷を受ける。

中でもミトコンドリア由来のROSにより mtDNAの損傷が生じ、 mtDNAにコードされている呼吸鎖

関連遺伝子の発現機能が低下する。その対抗策として、 mtDNAの損傷に応答してミトコンドリア

同士が融合し、蓄積された変異mtDNAを集合させその集合部分を分裂させる。)(15)。また、膜電位

の低下によっても分裂が誘発される (16)。

このミトコンドリアダイナミクスは、いくつかのタンパク質によって能動的に制御されている。

融合を制御しているタンパク質は、外膜の融合に必要なmitofusin1と2( Mfn1， Mfn2 )、および

内膜の融合やクリステの形成に必要なopticatrophy 1( 0句pa札1)でで、ある(ω同則(1口べ7

している夕ンパク質は、ミトコンドリア外膜局在のfissionprotein 1 (Fis1 )、およひ涼醐包質

局在の dynamin-relatedprotein 1 ( Drp1 )である(180 また、 Drp1には活性型と不活性型があ
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り、それぞ、れSer616とSer637がリン酸化されることで制御されている(190 ミトコンドリアダイ

ナミクスを制御するタンパク質のバランスが変化することによって、ミトコンドリアの形態が変

わることが培養細胞レベルで、明らかとなっている(初)。融合促進性タンパク質であるOpalの発現

減少¥またはMfnl，Mfn2の抑制により、ミトコンドリアは断片化し呼吸機能も低下する (2l)(22)。一方

で、 Mfn2の過乗i隣現によってミトコンドリアは複雑化し、膜電位が向上する(幻:)(24)。

(2) 筋小胞体によるミトコンドリアの品質管理

Mfn2は小胞体(endoplasmic reticulum: ER )にも局在し、ミトコンドリアーミトコンドリアの

融合だけでなく、ミトコンドリアーERの接着にも働く(お)。ミトコンドリア-ERの接着点

( mitochondria-associated ER membrane 旧M)には様々な生理学的な意味があることが近年

明らかとなりつつあるO 例えば、 Drplが脳Mに集積し、ミトコンドリアの分裂を引き起こす(26)。

さらに、 旧M はミトコンドリアと小胞体の Ca2+や脂質の受け渡し(日)、オートファジ~(27)などの

様々な樹薄に関与することが明らかとなりつつある。

(3) 新たな因子である旧RCH5の役割

ミトコンドリア形態変化のメカニズムが培養細胞において明らかとなりつつある。近年、

membrane -associated RING -CH -5 ( MARCH5 )がミトコンドリアダイナミクスに関与してい

ることが培養細胞で示された(九 阻RCH5は、分裂促進性タンパク質であるDrplをユビキチン化

させることで分解し、その結果ミトコンドリア分裂が抑制される (3)(4)。また、ミトコンドリア局

在のMfn2もユピキチン化させることで小胞体局在のMfn2と結合させω(活)、その結果地Mが形成

される。またその他にも、細胞質に局在するスーパーオキシドディスムターゼである SODlが変

異した時にユピキチン化し、分解を促進させるω。さらに脳PIB-LClには、ミトコンドリアの動

きを抑制する役割があり、阻RCH5が旧PIB-LClに作用して分解を促進すること、臥RCH5をノッ

クダウンすると阻PIB-LClがミトコンドリアに蓄積して、ミトコンドリア機能障害を引き起こす

ことが示されている (30)。系断売的な運動がミトコンドリアダイナミクスに影響を与えること、およ

び細胞の抗酸化能力やミトコンドリア機能の維持に重要であることから、MARCH5が持久的トレー

ニングによって変化すると考えられる。しかしながら、ヒトωおよびラット(却の系E織で遺伝子お

よびタンパク質発現していることは確認されているが、倒又縮や不活動、加齢などの生理学的変

化が阻RCH5に与える影響をみた研究はない。
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第3節運動と骨格筋ミトコンドリアの品質管理

定期的な運動によって骨格筋のミトコンドリアが増加することは古くから知られており、ミト

コンドリアの量、密度、呼吸機能。1)(却が向上する。また、近年ミトコンドリアの呼吸機能の維持

に形態変化による品質の管理が関与していることが明らかとなったが(21)(22) (23) (24)、定期的な運動、

筋収縮によってもミトコンドリアの品質管理が活性化することが明らかとなりつつあるO そこで、

タンパク質および遺伝子発現レベル、またそれによる形態変化をみたこれまでの研究を以下にま

とめる。

(1) タンパク質およひヨ宣伝子発現

寸品性の低強度持久的運動によって、運動直後において融合および分喫の遺伝子発現レベルは

変化しない(お)仰)が、 24時間後において融合の遺伝子発現が上昇する(お)。またトレーニング効果

に着目してみると、ヒトにおいて高強度インターバルトレーニングの効果を検討した研究では、

融合促進性タンパク質のMfn2は変化することなく、分裂促進性タンパク質のDrp1とFis1が有

意に増加する(お)。また、遺伝子発現レベルでは、 12週間の持久的トレーニングによって、Opa1

および、Drp1が増加する一方で、Mfn1およびMfn2は変化しなし、(2)。モデ、ル動物を用いた研究では、

ラットを用いた電気刺激による 7日間の調機的な低強度の筋側部こよって、融合(Mfn2とOpa1) 

が増加し、分裂(Drpl )が減少する(1)。一方、筋肥大の効果が確認されている電気刺激による、

ラットを用いたレジスタンストレーニングにおいては、 4週間後にMfn1、Mfn2およびOpa1が増

加し、 Drpl、Fis1は変化しなかった(お)。以上のことから、運動の様式や強支、筋摘出のタイミン

グによって結果は異なるが、総じて骨格筋のミトコンドリアダイナミクスを制御する倣且みは運

動や筋収縮により影響され、ミトコンドリアの品質管理が活発化すると考えられる。

(2) ミトコンドリアの形態変化

電子顕微鏡を用いた骨格筋細胞のミトコンドリアの超微細構造の変化に着目して運動が与え

る影響について検討した研究は、マウスを用いた自発走式モデ〉レのみであり、回転ケージでの持

久的運動では、ミトコンドリアの形態が変化しない(37)。しかしながらこの研究は自発走モデルを

採用しており、走速度や走行E巨離が一律でないことや、走行終了から解剖までの時間が一定では

ない。
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第4節解決すべき点

運動がミトコンドリアダイナミクスに与える影響を検討してきたこれまでの研究のほとんど

が、タンパク質もしくは遺伝子発現レベルでのものであり、それらの結果生じるミトコンドリア

の形態変化に着目した論文は Picardらの先行研究のみである。しかしながら、その研究で採用

されていた運動様式は自発走であり、ミトコンドリア分裂が誘発されるような運動モデ〉レではな

かったO そこで本研究では、先行研究で酸化系酵素活性の増加がトレーニング効果として認めら

れ、我々の予備実験に如、ても運動直後にミトコンドリアが断片化されることが確認されている

運動強度およひ、時間のフ。ロトコールを用いたランニングを採用し、トレーニングを課したO また、

ミトコンドリアダイナミクスを制御する新たな因子である MARCH5の役割が培養細胞レベルで、明

らかとなったが、全身性の持久的トレーニングによって阻RCH5がどのように変動するのかを検

討した研究はない。

以上のことから本研究の目的は、全身性の持久的トレーニングがラット骨格筋ミトコンドリ

アの形態およびその調節因子に与える影響を明らかにすることとした。
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第3章目的

本研究の目的は、全身性の持久的トレーニングがラット骨格筋ミトコンドリアの形態およびそ

の調節因子に与える影響を明らかにすることとした。
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第4章実験方法

第1節実験動物および飼育条件

本実験は平成27年度!厭堂大学大学院スポーツ健康科学研究州修士論文(高木香奈)のサンプ

ルを用いて実施した。本研究の被検動物は、雌性Sprague-Dawley(SD )ラット 32匹とし、 3週

齢時に日本SLC株式会社(日本)から配給された。なお、持久的トレーニングによる骨格筋内脂

肪蓄積モデ、ルの作成を目的としため雌性ラットを用いた。室温23:1:1
0
C、湿度55土問、 12時間の

明暗サイクルに調節された順天堂大学さくらキャンパス内の生物環境調整装置室で飼育されたO

ラットは動物実験用のケージ(17 X 26 X 37 cm )内にて、 2匹ずつ飼育され、餌および水は自由摂

取できるように与えた また、週1日持久的トレーニング未実施日の定時に体重を測定した。本

研究は11頂天堂大学実験動物委員会によって承認された(No.H27-03)。

第2節実験条件(群分け)

5日間の予備飼育期間の内の2日間に、全ラットを対象に小動物用トレッドミル(剛一73、夏目

製作所， 日本)に馴化させるために1日10-20分の悶"化トレーニングを行ったO その後、 4週齢

時にラットを無作為に対照群(Control; CON、n=16)群、持久的トレーニング(Training ; TR、

n=16 )群の2つの群にグループ分けした。また、各群の半数(CON群， n=8、TR群;n=8)は持久

的トレーニングの効果を検証するために最大酸素摂取量(V02rrax )の測定を行うグループ。に分類し

た。高木の修士論文では、介入から7週間後において、 VO加がCON群で 101.5:1:3. 2 ml/kg/min、

TR群では 121.3:1:5. 1 ml/kg/minと測定され、 TR群が有意に高値を示したことから、トレーニン

グ効果が認められた。

第3節持久的トレーニングフ。ロトコール

TR群を対象に、 8週間の持久的トレーニングを小動物用トレッドミルにて、週 5日の頻度で

実施した。トレーニングフ。ロトコールは、ヒラメ筋における CS活性が91.3出向上することが確認

されているDyckら方法に基づいて行った(却。トレーニング開始時(1週目)の運動強度は21m/min

で行い、5週目に31m/minになるように速度を漸増させ、5週目から8週目の終わりまでは31m/min

で行ったO また運動時間は1週目で30分行い、 3週目には120分になるように徐々に時間を長く

していき、 3週目から 8週目の終わりまでは 120分で行ったO 小動物用トレッドミルの傾斜角度

は8.5
0
とした。
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第4節骨格筋の摘出

8週間の介入終了から48時間後、ラットをイソフルラン麻酔下で屠殺後、ヒラメ筋を摘出した。

摘出後速やかに重量を測定し、筋腹中央部の一部を電子顕微鏡観察用固定液内へ入オ1*Ji織を固定
し、その後の処理まで4

0

Cで保存した。残りの筋は、生化学的分析用に液体窒素で瞬間凍結させ、

分析まで;'_80
0Cで凍結保存した。なお、屠殺3時間前から絶食を施した。

第5節電子顕微亮によるミトコンドリア形態翻面

(1) プロトコーノレ

ヒラメ筋を、摘出直後に電子顕鮒亮用固定液[2.5%グルタルアノレデヒド(TMB，303-1， UK) in 

O. 1Mリン酸バッファー)で後固定まで固定し、その後 l出四酸化オスミウムで後固定した。固定

された標本はエタノーノレで脱水処理され、 Epok812(応研商事， 日本)で包埋された。超薄切片が

作成され、酢酸ウラニルおよびクエン隣合で、二重染色されたO

(2) 解析方法

筋の横断面において、透過型電子顕側亮(HT7700， 目立ハイテクノロジーズ， 日本)を用いて

8，000倍の倍率で筋原線維間(intermyofibrillar ; IMF )ミトコンドリアを撮影した。分析対象

とした筋線維(Fig. 1A )、および分析に用いたCON群(Fig1B )と TR群(Fig1C )の例をFig1に

示した。両群 2~3 匹、 1 匹あたり 3 本の筋線維から計 898 個のミトコンドリアを形態指標の分

析対象として採用した。筋超薄切片作成時の切り出す角度によるミトコンドリア形態への影響を

最小限にするため、 2つのZ膜間隔が 10日mから 1511m南僻した箇所を分析対象区域とした。撮影さ

れた画像はImageJソフトウェア(version 1. 49v， National Institutes of Health， Bethesda， 

MD)へ取り込み、手動でミトコンドリア外膜をトレースした。形態指標は以下に示す項目とした。

面積(ぱ)

周囲長(日m) 

Feretの直径(pm):2点の一番長し恨鴎佐

円形度;[4πx(表面積/周径囲 2 ) ] : 1に近いほど円形(0-1 ) 

真球度;[4X (表面積)/(π ×長い軸2 ) : 1に近いほど真球体(0-1 ) 

縦横比;[長い軸/短い軸]:長さ-幅比

形態因子;[(周径囲2 ) / ( 4π ×表面積)] :ミトコンドリアの複雑性
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第6節生化学的分析

(1) サンプル処理

ラットのヒラメ筋を、10倍量のホモジナイゼーションバッファー[RIPA Buffer (Thermo， USA)， 

PhosSTOP EASY pack(Roche)，および HaltProtease Inhibitor Cocktail( Thermo， USA)J中で

ホモジナイズし遠心分離(14， 000 X g， 10分， 4
0

C)し、分離後上清を回収した。得られたタンパ

ク質の濃度は、 BCA1M Protein Assay Ki t ( Thermo， USA )を用いて測定し、濃度が1.5mg/mlにな

るように Laemmli Sample Buffer [Laemmli Sample Buffer ( BIO RAD， USA )および

2-Mercaptoethanol(sigma-aldrich， USA)Jを用いて調整した。その後、すべてのサンフ。ルをド

ライブロックパス(ASONE， EB-603)を用いて 100
0Cで5分間加熱し、分析まで'-800Cで保存した。

(2) ウエスタンプロッティング

タンパク質の分析には、 SDSPolyacrylamide Gel Electrophoresis( SDS-PAGE )法を用いた。

サンフ。ルは各レーンあたり 10111を負荷し、分子量マーカー(PrecisionPlus Protein™ WesternC™, 

BIO RAD)とともに50mAで45分泳動した。泳動後、HorizeBLOT2M-R ( ATTO， 日本)を用いて306mA

で30分通電し、 Polyvinylidenedifluoride membrane( PVDF膜:Amersham Biosciences )に転

写した。その後、同(w/v ) Skim milk/TTBS [EzTBS ( ATTO， 日本)および0.0臥，Tween20Jまたは

59侶SA/TTBSを用いて 1時間のブロッキンク、処理を行ったO ブロッキング処理後、 5見(w/v ) Skim 

milk/TTBSまたは 59侶SA/πBSで希釈した一次抗体と、 2時間(室温)もしくは 18時間(4
0
C ) 

反応させた。用いた抗体は、ミトコンドリア関連タンパク質の主要転写因子で、ある PGC-1α

( 1: 5000， santa cruz biotechnology， USA)、ミトコンドリア融合に関わる Mfn2( 1 : 5000， Abcam， 

日()、ミトコンドリア分裂に関わる Drp1( 1: 1000， abcam，日()、 Drp1の活性化型である

phosphory lated Seri316-Drp1 ( 1: 1000， Cell Signaling， USA )、 Drp1 の不活性化型である

phosphory lated Se鵡 7-Drp1(1:1000， Cell Signaling， USA)、新たなミトコンドリア分裂制御タ

ンパク質で、ある旧RCH5( 1 :500東京工業大学中村信大准樹受より分与(26))で、あったO 一次抗体反

応後、 TTBSで10分X3回出争し、室温で 1a寺間の二次抗体関志を行ったO 二次抗体は、 5出(w/v)

Skim mi 1k/TTBSで希釈したAnti-Rabbi t IgG H&L (Abcam，四)またはAnti-mouse IgG Horseradish 

Peroxidase-Linked Species-Specific Whole Antibody ( GE Heal thcare，日()を用いた。また、

分子量マーカーを発光させるために、 precisionprotein strep tactin-HRP conjugate ( 1: 20000， 

BIO RAD， USA)を用いた。二次抗体同志終了後、 TTBSで10分X3回洗浄しEzWestLumiplus ( ATTO， 

日本)を用いて発光させた。

13 



第7節統計処理

本研究で、得られたデータはすべて平均±標準言呉差で、示した。 2群間比較に如、ては、対応のな

いt検定を用いた。いずれも有意水準はp<0.05とした。
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第5章結果

第l節 PGC-1αのタンパク質発現量

Fig.2は持久的トレーニングがヒラメ筋における、 PGC-1αのタンパク質発現量に与える影響を

示したものである。 CON群に比べTR群で135出の増加が観察された。

第2節 ミトコンドリアの形態変化

持久的トレーニングによるヒラメ筋のミトコンドリアの形態変化を評価するため、電子顕微鏡

法を用いて定量化した。 CON群に比べTR群で、円形度(Fig. 3D )および真球度(Fig. 3E )が有意

に増加し、形態因子(Fig. 3G )が有意に低下した結果、ミトコンドリアの形態が断片化、単純化

した。その他の形態指標においては有意な差は在見察されなかったO

第3節 ミトコンドリアダイナミクス関連タンパク質の発現

Fig.4は持久的トレーニングがヒラメ筋におけるミトコンドリアダイナミクス関連タンパク質

の発現量に与える影響を示したものである。融合を制御するMfn2に持久的トレーニングによる

影響はみられなかった(Fig. 4A )。分裂を制御する Drp1( Fig. 4B )、活性化型のphosphorylated

Ser616-Drp1 (Fig. 4C)、不活性化型のphosphorylated Ser637-Drp1 (Fig. 4D)、および胤RCH5(Fig. 4E ) 

の発現量も変化しなかったO
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第6章考察

本研究の目的は、全身性の持久的トレーニングがラット骨格筋ミトコンドリアの形態、およびそ

の調節因子に与える影響を明らかにすることで、あったO 持久的トレーニングによって、 CON群と

比較してV02maxが19.5九向上し、ヒラメ筋におけるPGC-1αに135切の増加がみられた。同一プロト

コールで、の実験を行ったDyckらの研究ではヒラメ筋における CS活性が91.3出向上した(お)。この

ことから本研究で用いた持久的トレーニングモデ、ルは、全身持久力の向上および骨格筋ミトコン

ドリア機能の向上に対して、適切な持久的トレーニングで、あったと考えられる。

第1節 ミトコンドリアへの形態的な影響

ミトコンドリアダイナミクスの表現型であるミトコンドリアの形態を、電子顕微鏡を用いて定

量的に角斬を行ったO 本研究では、呼吸機能の向上が蔽忍されている8週間の持久的トレーニン

グによって、ラットヒラメ筋ミトコンドリアは円形度およひ真球度が有意に増加し、形態因子が

有意に低下した結果、ミトコンドリアの形態が断片化、単純化した。これらの結果はミトコンド

リア形態が複雑化せず、生体内ではミトコンドリアの呼吸機能と形態が一致しない条件がある可

能性を示唆している。運動がミトコンドリアの形態変化に与える影響について検討した研究は、

マウスを用いた自発走式モデルのみであり (37)、それによると、本研究で用いたいずれの形態指標

(面積、周囲長、 Feret径、円形度、真球度、税制黄比、形態因子)においても変化がなく、本研究

で得られた結果とは異なる。しかしながら、我々の予備実験において、 トレーニングを行ってい

ないラットに持久的運動を課すと、面積、周囲径および形態因子が低下し、円形度が増加する結

果となり、ミトコンドリアが断片化される可能性が示唆されている (Nakanoら、 APS

Inters∞iety Meeting:叩leIntegrative Biology ofExercise. Phoenix， USA， 2016Jこて発表)。ま

た、予備実験での持久的運動直後にみられたミトコンドリアの断片化に比較して、持久的トレー

ニング後のミトコンドリアの断片化は軽度で、あった(Nakano D.， Takagi K. and Machida S. 

APSInters∞iety Meeting: The Integrative Biology ofExerciseにて発表，2016)。ミトコンドリ

アの形態変化はミトコンドリア由来のROSに応答するが(40)、ROSの除去に働く SOD2(ミトコンド

リア局在のスーノミーオキシドディスムターゼ)の増加率は、レジスタンストレーニングおよひ守寺

久的トレーニングでそれぞ、れ 11%および 50弘であり(お)(41)、レジスタンストレーニングに比較して

持久的トレーニングにおいて抗酸化能力が高まる。このことから、 SOD2の増加によってミトコン
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ドリア形態変化のトリーガーとなる ROSを除去する能力が高まり、ミトコンドリアの断片化が軽

滅された可能性が考えられる。

本研究において採用した筋はラットヒラメ筋であり、酸化的な筋線維は 100略(type1:80. 1側、

type2a: 19. 81見)である(位)。安静時におけるヒラメ筋(遅筋線維優位)のミトコンドリア形態は、

外側広筋(速筋る敵住優位)のそれに比べて複雑性を有している倒。よって、ラットヒラメ筋のミ

トコンドリアはすでに複雑で機能的な形態であり、トレーニング効果が大きく王射しなかったと考

えられる。また、メカニカルベンチレーションによる不活動によって横隔膜のミトコンドリア

が断片化しミトコンドリア呼吸機能は低下する(お)ことを考慮、に入れると、酸化的な筋総維に局在

するミトコンドリアも形態変化をする能力を有しており、筋細胞内の環境が大きく変化した時に

ミトコンドリア形態が変化するかもしれない。

第2節 ミトコンドリアダイナミクスを制御する因子への影響

本研究において、ミトコンドリアの形態を制御しているタンパク質の変化に着目し分析を行っ

たが、変化はみられなかったo Kitaokaらによると、筋肥大を目的とした電気刺激終了48時間後

において融合促進タンパク質(Mfn1、Mfn2、Opa1)が高いまま維持される (36)。しかしながら、

Kitaokaらは速筋線維優位の脚隻筋を被検筋とし、本研究で採用したヒラメ筋とは大きく異なる

筋線縦断定となっている。遅筋線維優位な筋(ヒラメ筋、脚獄事および大腿四頭筋の赤色部)が、

速筋線維優位な筋(財閥隻筋および大腿四頭筋の白色部)に比べて、ミトコンドリアダイナミクス

関連タンパク質を豊富に有しているため(1)、ヒラメ筋におけるトレーニング効果がみられなかっ

た可能性がある。

また、採用した運動刺激モデルの違いによる影響も考えられる口実際に、電気刺激を用いない

運動によるミトコンドリアダイナミクスは、電気刺激を用いた運動によるそれと異なる動態を示

す。 lqbal らによると持久的トレーニングモデルで、ある低強度の電気束Ij~敷によって、融合促進タ

ンパク質(Mfn2、Opa1)が増加するが(1)、ヒトにおいて自転車エルゴメーターを用いた高強度イ

ンターノ勺レトレーニングの効果を検討した研究では、融合促進性タンパク質は変化しない(35)。さ

らに、 Fealyらは、 12週間の持久的トレーニングによってMfnlおよびMfn2の遺伝子発現が変化

しないことを示した(2) このことから、本研究で用いた動物用トレッドミルによる持久的トレー
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ニングは、 Mfn2を増加させるには適さない運動様式で、あった可能性がある。一方、分裂促進性タ

ンパク質は融合促進性タンパク質と異なる動態を示すO 筋肥大モデ、ル(電気刺激)では分裂促進

タンパク質は変化せず(湖、持久的トレーニングモデ、ル(電気刺激)では分裂タンパク質は減少す

る(1)。しかしながら、持久的トレーニング(自転車エルゴメーター+ウォーキング)、および高

強度インターノミノレトレーニング(自転車エルゴ、メーター)によって、遺伝子発現およびタンパク

質発現が、分裂促進へと傾くことを示唆しているω(35)。このことから、本研究で得られた分裂促

進性タンパク質が変化しないとしづ結果は、融合促進タンパク質にみられるような運動様式によ

る影響以外の要因の荷主を示唆するものである。また、卵巣摘出モデ、ルにおいてエストラジオー

ルがミトコンドリアダイナミクスに影響を与える可能性が示唆されている(刊。本研究において雌

性ラットを使用したが、解剖のタイミングやトレーニングを月経周期のフェーズを考慮して行う

ことは実験デザインの関係上できなかったため、この点においては本研究の限界点である。正常

月経周期を有するラットの血柴エストラジオ)ル濃度の違いが、ミトコンドリアダイナミクスに

与える影響を明らかにするためには、さらなる研究が求められる。

旧RCH5は様々な儲リを担う E3ユピキチンリガーゼであるが、その一つにDrplをユピキチン化

し分解する役割があり、その結果分裂が抑制されミトコンドリアが梯除形態を示す。しかしな

がら、この儲リは培養糊包のみで確認されており、運動、不活動、加齢などの要因でどのような

変化を示すのかを検討した研究はなし九本研究の持久的トレーニングによって、旧RCH5に変化が

なく、 Drplも同様に変化しなかったO 地RCH5がDrplをユピキチン化させプロテアソームへ移行

させることから(3)(4)、Drplの減少がみられなかったのは阻RCH5が増加しなかったためと考えられ

る。しかしながら、持久的トレーニングによってDrplの遺伝子発現の増加が生じる(のことを考慮

に入れると、適切にタンパク質ハ羽詰尺されていない可能性がある。だが、 Drplの遺伝子発現、お

よびDrplのユピ、キチン化の分析を行っていないことから推察の域を出ない。また、旧RCH5には

Mfn2、地PIB一LClおよび変異したSODlもユビキチン化する能力があることが示されている。今後

は、これらのタンパク質も含めたユビ、キチン化分析を行われることが求められる。
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第7章結論

全身性の持久的トレーニングは、ラットのヒラメ筋ミトコンドリアの形態を断片化させる一方

で、ミトコンドリアダイナミクス関連タンパク質の変化を生じさせない可能性が示唆された。
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要約

【背景】

エネルギーを産生するミトコンドリアは、独自のゲノム(mtDNA; ミトコンドリアDNA)を持つ

細胞小器官であり、分裂と融合を繰り返すことで形態を変化させる(ミトコンドリアダイナミク

ス)。これにはミトコンドリアの品質を管理する役割があり、活性酸素種(reactive oxygen 

species : ROS )による mtDNAの損傷や、膜電位が低下した部分などの除去に働く。最近、 Drp1

を分解するユピキチンリガーゼが同定され、そのメカニズムが培養細胞レベルで明らかとなりつ

つある口ミトコンドリア外膜局在のE3ユピキチンリガーゼである脳RCH5のノックダウンによっ

てミトコンドリア分裂が誘発される。また、 Drp1をユピキチン化することで、 Drp1をプロテア

ソームへ移行させ分解し、その結果ミトコンドリア分裂が抑制されることが報告されている。本

研究の目的は、全身性の持久的トレーニングがラット骨格筋ミトコンドリアの形態およびその調

節因子に与える影響を明らかにすることとした。

【方法】

4週齢の雌性SDラットを、 8週間の持久的トレーニング(80出V021ffiX，120 min. day-l， and 5 days 

.week-1 )を行う群(TR群)と対照群(CON群)に群分けした。持久的トレーニング8週目に、両

群において最大酸素摂取量を測定した。ミトコンドリア形態の変化を評価するため、定量的電子

顕微鏡法を用いて筋原品敵住間ミトコンドリアを撮影し形態指標を求めた。またその分子メカニズ

ムを解明するため、ウエスタンブロット法を用いて、ミトコンドリア融合および分裂を制御する

タンパク質量(それぞ、れMfn2およびDrp1)、および、Drp1の活性化状態を定量化した。また新た

なミトコンドリアダイナミクス制御因子であるMARCH5の分析も行ったO

【結果】

TR群において、 PGC-1αがCON群に比べて有意な増加を示した。 TR群のヒラメ筋におけるミト

コンドリアの形態は、 CON群と比較して円形度および真球度が高値を示し、形態因子が低値を示

した。またそれらを制御する融合および分裂促進性のタンパク質量に、有意な変化はみられなか

ったO 同様に旧RCH5も変化しなかった。

【結論】

全身性の持久的トレーニングは、ラットのヒラメ筋ミトコンドリアの形態を断片化させる一方

で、ミトコンドリアダイナミクス関連タンパク質の変化を生じさせない可能性が示唆された。
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英文要約

Effectofendurancetr泊ningon mitochondrial morphology and fission and fusion 

proteins in rat skeletal muscle ωlls 

Daiki Nakano 

Abstract 

BACKGROUND and PURPOSE: 

In mammalian cel1s， mitochondria remodel their structural shapes via dynamic 

fusion (m氾nt白血ngfunctional mitochondria) and五ssion(removing dysfunctional 

mitochondria) events to adapt ωexternal exercise.圃associatedst白川i組 dfunctional 

needs. Thereあre，we postulated that the dynamic events occurring in the 

mitochondria in response to acute exercise differ in trained and sedentacy skeletal 

muscle cel1s (i.e吋 thosewith and without prior mitochondrial adaptations， 

respectively). MARCH5， a new mitochondrial dynamiω-related protein， degrades 

Drp 1 via ubiquitination.τhe氾mof this master's thesis was to determine the effect 

of enduranωtr泊ningon the mitochondrial morphology and the amount of 

mitochondrial dynamics-related proteins， including MARCH5. 

乱佃THODS:

Female Spragu←Dawley rats (4 weeks old) were assigned ωeither endurance 

training (80% V02 max， 120 minlday， and 5 days/week) or a sedentacy control 

environmentあIr8 weeks. Appro氾mately900 intermyofibrillar mit∞:hon企iain the 

soleus muscle were analyzed by transmission electron microscopy. The shapes and 

sizes of sampled mitochondria using the ImageJ software based on the 

measurements of surface area， perimeter， aspect ratio，あrmfactor， circul紅 ity，and 

roun也lesswere estimated. 

RESULT: 

A立er8 weeks of endurance training， the protein level of PGC-1αwas greaterあr

the trained rats thanあIrthe sedentary rats. Although enduranωtraining did not 
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change the amount of mitochondrial dynamics-related proteins， including MARCH5， 

the mitochondrial morphology became企agmented.

CONCLUSION: 

Endurance training enhanced the mitochondrial企agmentation.No changes were 

observed with respect加 theamount of mitochondrial dynamics-related proteins， 

including MARCH5. 
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略語表

mtDNA mitochondrial deoxyribonucleic acid 

ROS reactive oxygen species 

Mfnl Mitofusinl 

Mfn2 Mitofusin2 

Opal Optic atrophy 1 

Drpl dynamin related protein 1 

Fisl fission protein 1 

MARCH5 membrane-associated RING-CH-V 

ATP adenosine triphosphate 

PTP permeability transition pore 

SERCA sarcoplasmic reticulum Ca2+-ATPase 

ER endoplasmic reticulum 

MAM mitochondria-associated ER membrane 

MAPIB-LCl Microtubule-associated protein lB-light chain 1 

SD Sprague-Dawley 

VO~ maximal oxygen consumption 

IMF intermyofibrillar 

SDS-PAGE SDS Polyacrylamide Gel Electrophoresis 
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図
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B C 
10μm 

1μm 1μm 

Fig.l分析に用いた電子顕微鏡画像。仏)分析対象とした筋総維の例。(B)分析に用いた CON

群の画像 (8，000倍 )0(C)分析に用いたTR群の画像 (8，000倍 )
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Fig.2持久的トレーニングによる PGC-lのタンパク質発現量への影響。

n=8/群。me加土SEo*:P < 0.05 vs. Co C = CON群。T=TR群。A.U.= arbitrary unit 

31 



-、目
立
、句，〆

1 

0.5 

。
C T 

32 



円形度 真球度
D E 

0.8寸 0.8 

0.6イ

* 
0.6 

--、 ，園、、 * 
204 204 
、- 、-

0.2 0.2 

。 。
C T C T 

F 
縦横比 形態因子

G 
5 4 

4 
3 -1 '「 * 

-3  ，園、

D 44 22 
-2  、ー〆

1 
1 

。 。
C T C T 

Fig.3電子顕微亮によるミトコンドリア形態の組織学的制面。 (A)面積。(B)周囲長。 (C)Feret

色の)円形度。(E)真球度。 σ)税制黄土~ (G)形態因子。

C=CON群。 T=τR群。 n=8/群。 mean士SEo* :P < 0.05 vs. C 0 A.U. = arbitrary unit 
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Fig.4ミトコンドリアダイナミクス関連タンパク質の発現量。 (A)ウエスタンブロット法による各

タンパク質の検出バンド。(B)札価立。(C)Drpl。の)phosphorylated S凶 16・D叩 10(E) phosphorylated 

Se1'637・Drp1
0
(F)Jvι生RCH50

C=CON群。 T=τR群。 n=8/群。 mean:::t SEo A.U. = arbitr，明Tunit 
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