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緒　　　　言

　男女の生物学的な違いは運動効果の獲得や筋萎
縮の生じやすさに多大な影響を与えることから、
女性アスリートの競技力向上のみならず、高齢男
性の加齢による骨格筋量減少（サルコペニア）に
関与すると考えられる。これまで、雌性ラットで
は筋萎縮に対して骨格筋量を負に調節する因子の
活性化が生じやすいことが明らかにされているが、
いまだに制御メカニズムの特定には至っていない。
　近年、アンジオテンシン II 1型受容体（angio-

tensin II type I receptor; AT1R）の骨格筋恒常性の
維持における役割が注目されており、筋機能障害
の潜在的な治療標的となっている9）。特に、サル
コペニアに関する国内外の研究では、2000年頃か
らアンジオテンシン II変換酵素（angiotensin-con-

verting enzyme; ACE）阻害剤による骨格筋機能の
改善に着目した研究が行われ、ACE阻害剤治療
による筋力・身体機能の改善や横断研究における
ACEと下肢筋量との関連が臨床試験および動物
実験において示されている2-7）。加えて、Deminice

ら3）は、組織化学的にみた細胞膜上の AT1R発現
量やタンパク質発現レベルは、遅筋線維と比較し
て速筋線維で約 2倍も高いことを明らかにしてい
る。すなわち、速筋線維で認められるようなレジ
スタンス運動に対する高い適応応答やサルコペニ
アでの速筋線維の選択的萎縮による男性の急激な
骨格筋量の低下に関与していると考えられるが、
AT1R発現がサルコペニアに及ぼす影響は明らか
ではない。
　そこで本研究では、各月齢における AT1R発現
量の性差と骨格筋量により評価される筋表現型と
の関連を明らかにすることを目的とした。本研究
の成果は、性差を考慮したサルコペニア予防運動
プログラムの開発に応用可能な証拠を提供するこ
とができ、本邦のさまざまな健康問題の解決や生
涯自立した生活の実現に広く貢献することが期待
される。

方　　　　法

Ａ．実験 1 ：実験動物および筋サンプリング

　まず、骨格筋の加齢に伴う AT1R発現の変化お

サルコペニア発症の性差を紐解く骨格筋受容体発現制御
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よびその性差を明らかにするために、Wistar系雄
性21匹・雌性ラット20匹を用い、6か月齢（成熟）、
12か月齢（中齢）および24か月齢（高齢）の各エ
ンドポイントにおいて前脛骨筋を摘出した（各 6

～7 匹）。ラットは、室温24.0±1.0℃、湿度50～
60％、12時間の明暗サイクルを維持した環境下で
飼育した。また、水と飼料は自由に摂取させるが、
サンプリング前には非活動期に12～16時間程度の
絶食とした。なお、本研究のプロトコルは、順天
堂大学における動物使用に関する規則に従い、実
験動物等部門委員会の承認を得たうえで実施した
（承認番号：2021-27および2022-22）。

Ｂ．実験 2 ：アデノ随伴ウイルス投与および筋

サンプリング

　次に、AT1Rの発現制御が加齢による筋萎縮に
与える影響を明らかにするために、21か月齢Wi-

star系雄性ラット 7匹を用い、前脛骨筋への組換
え型アデノ随伴ウイルス（recombinant adeno-asso-

ciated virus; rAAV）ベクター（AT1R ショートヘ
アピン RNA（AAV9-GFP-U6-rAT1R-shRNA, Vector 

Biolabs））投与の影響を検討した。
　具体的には、実験 1をもとに雌性ラットの前脛
骨筋における AT1R発現量と同等（－20％程度）
になるように AAV9-GFP-U6-rAT1R-shRNA を生
理食塩水で希釈し、3.0×1011 GC となるように
31Gのマイクロシリンジにより片脚の前脛骨筋に
直接注入した（AAV脚）。反対側の脚には、同量
の生理食塩水を注入し、対照脚とした（Control：
CON脚）。24か月齢時（ 3か月後）に、イソフル
ラン麻酔下で心臓摘出により安楽死させた後、前
脛骨筋を摘出した。

Ｃ．サンプル処理

　ラットの前脛骨筋の一部（40～50 mg程度）を
切り出し、protease inhibitor cocktail（Complete EDTA-

free, 1873580, Roche） お よ び phosphatase inhibitor 

cocktail（PhosSTOP, 4906837, Roche）を含んだ 5

倍量のHomogenate Buffer中（20 mM HEPES pH 7.4, 

4 mM EGTA, 0.1 mM EDTA, 10 mM MgCl2, 1 % 

Triton X-100）でホモジナイズした。その後、
12000× g、 4℃で15分間遠心分離して上清を回
収した。得られた上清のタンパク質濃度は、BCA 

Protein Assay Kit（23225, Thermo）を用いて測定し、

濃度が2.0 mg/mlになるように Laemmliサンプル
バッファー（1610737, BioRad）を用いて調整した。
その後、すべてのサンプルを95℃で 5分間加熱し、
分析まで -20℃で凍結保存した。

Ｄ．ウェスタンブロッティング

　タンパク質発現量の分析には、ドデシル硫酸ナ
トリウムポリアクリルアミドゲル電気泳動法を用
いた。サンプルは、各レーン当たり10 μgのタン
パクを負荷し、3 μlの分子量マーカー（プレシジョ
ン Plusプロテインデュアルスタンダード，161-

0374, Bio Rad）とともに泳動した。泳動後ゲルを、
ミニトランスブロッドセル（Bio Rad）を用いて
80 Vで45分間通電し、イミュン -ブロット PVDF

メンブレン（162-0176, Bio Rad）にタンパク質を
転写した。その後、EveryBlot（12010020, Bio Rad）
を用いて室温で20分間のブロッキング処理を行っ
た。
　ブロッキング処理後、 3％ウシ血清アルブミン
／／0.1％ Tween-20-トリス緩衝生理食塩水（T-TBS）
で希釈した一次抗体と 4℃で一晩反応させた。用
いた抗体は、AGTRA（1 : 4000, AF211026630-001，
コスモ・バイオ）、eGFP（1 : 2000, CAB4211, Invi-

trogen）、phosphorylated Thr180/Tyr182- p38 mito-

gen-activated protein kinase（MAPK）（1 : 2000, 

9211, Cell Signaling）、p38 MAPK（1 : 2000, 9212, 

Cell Signaling）、phosphorylated Thr202/Try204- ex-

tracellular signal-regulated kinase（ERK）1/2（1 : 

2000, 9234, Cell Signaling）、ERK1/2（1 : 2000, 

9202, Cell Signaling）、phosphorylated Thr37/46- eu-

karyotic translation initiation factor 4E-binding protein 

1（4EBP1）（1 : 2000, 9459, Cell Signaling）および
4EBP1（1 : 2000, 9459, Cell Signaling）であった。
一次抗体反応終了後、T-TBSで10分× 2回洗浄し、
室温で 1時間の二次抗体反応を行った。二次抗体
は、 3％ウシ血清アルブミン／／T-TBSで 1×104倍
に希釈した Anti-Rabbit IgG HRP-linled antibody

（7074, Cell Signaling） ま た は Anti-Mouse IgG 

HRP-linled antibody（7076, Cell Signaling）を用いた。
二次抗体反応終了後、T-TBSで10分× 3回洗浄し、
ECL Prime（RPN2232, Cytiva）を用いて発光させた。

Ｅ．統計解析

　得られたデータは、実験 1 では 6 か月齢雄性



（112） （113）

ラットを、実験 2では CON脚の平均値を 1とし
た場合の発現率で示した（平均値±標準偏差）。
統計学的分析は、性別の加齢に伴う各変数の差に
ついては月齢（Age）×性別（Sex）の要因につい
て二元配置分散分析を、 2群間の差の比較には対
応のある／／ない T検定または Sidak法による多重
比較を行った。有意水準は危険率 5％とした。

結　　　　果

Ａ．前脛骨筋重量および低下率（実験 1 ）

　前脛骨筋の相対筋重量には月齢および性別の主
効果が認められたが、有意な交互作用は認められ
なかった（図 1）。しかしながら、 6か月齢に対
する24か月齢の前脛骨筋重量の比率を比較したと
ころ、雄性ラットは雌性ラットと比較して有意に
低い比率を示した（雄性ラット‒15.6％ vs 雌性

ラット‒10.4％，P = 0.0134）。
Ｂ．AT1R 発現量（実験 1 ）

　AT1R発現量には月齢および性別の主効果が認
められた（P = 0.0135および P = 0.0015）（図 2）。

Ｃ．前脛骨筋重量（実験 2 ）

　AT1Rショートヘアピン RNAを投与した 3か
月後の前脛骨筋重量には、CON脚と AAV脚との
間で有意な差は認められなかった（CON脚557.3

±74.0 vs AAV脚553.9±70.4，P = 0.6946）（図 3）。
Ｄ．AT1R および GFP 発現量（実験 2 ）

　AAV脚の AT1R発現量は、CON脚と比較して
有意に低い値を示した（CON 脚1.00±0.40 vs 

AAV 脚0.77±0.45，P = 0.0114）（図 4）。また、
GFP発現量はAAV脚で有意に高値を示した（CON

脚1.00±0.24 vs AAV脚23.68±7.90，P = 0.0003）。

図 1．前脛骨筋重量および 6か月齢に対する比率（実験 1）
Fig.1．Tibialis anterior（TA）muscle weight and % from 6mo in the msucle weight at 24mo
（Experiment 1）.

Data are shown for 6-month-old（6mo）, 12-month-old（12mo）, and 24-month-old（24mo）rats
（n = 6-7 per group）, and are expressed as mean ± standard diviation.
*P < 0.05.
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図 3．前脛骨筋重量（実験 2）
Fig.3．Tibialis anterior（TA）muscle weight（Experiment 2）.

Data are shown for saline-injected control（CON）, and AT1R-
shRNA-injected（AAV）legs（n = 7）, and are expressed as mean 
± standard diviation. ns; not significant.
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図 2．アンジオテンシン II 1型受容体発現量（実験 1）
Fig.2．Angiotensin II type I receptor（AT1R）expression
（Experiment 1）.

Data are shown for 6-month-old（6mo）, 12-month-old（12mo）, 
and 24-month-old（24mo）rats（n = 6-7 per group）, and are ex-
pressed as mean ± standard diviation.
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Ｅ．細胞内シグナル伝達（実験 2 ）

　4EBP1（CON脚1.00±0.22 vs AAV脚0.97±0.20，
P = 0.5544）、ERK（CON脚1.00±0.15 vs AAV脚
0.87±0.11，P = 0.0692）および p38 MAPK（CON

脚1.00±0.39 vs AAV脚1.11±0.31，P = 0.3355）の
リン酸化率には、CON脚と AAV脚との間で有意
な差は認められなかった（図 5）。

考　　　　察

　本研究では、各月齢における AT1R発現量の性
差と骨格筋量により評価される筋表現型との関連
を明らかにすることを目的とした。まず、ラット
の各月齢における相対筋重量の違いとその性差に
ついて検討したところ、雄性ラットおよび雌性
ラットの前脛骨筋重量は24か月齢において有意に
低値を示し、 6か月齢に対する比率は雌性ラット

図 4．アンジオテンシン II 1型受容体および緑色蛍光タンパク質
発現量（実験 2）

Fig.4．Angiotensin II type I receptor（AT1R）and green fluorescent 
protein（GFP）expression levels（Experiment 2）.

Data are shown for saline-injected control（CON）, and AT1R-shRNA-
injected（AAV）legs（n = 7）, and are expressed as mean ± standard diviation.
*P < 0.05, *** P < 0.001.
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図 5．細胞内シグナル伝達リン酸化率（実験 2）
Fig.5．Phosphorylation of the Intracellular signaling（Experiment 2）.

Data are shown for saline-injected control（CON）, and AT1R-shRNA-
injected（AAV）legs（n = 7）, and are expressed as mean ± standard divia-
tion. ns; not significant, 4EBP1; 4E-binding protein 1, ERK; extracellular 
signal-regulated kinase.
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と比較して雄性ラットで有意に小さかった。これ
まで女性と比較して男性では加齢とともに急激な
骨格筋量の低下が生じることが知られており、本
研究のデータはその結果を支持するものであった。
次に、加齢に伴う AT1R発現量の変化およびその
性差について検討したところ、AT1R発現量は両
性別において24か月齢で有意に低値を示したが、
雄性ラットの AT1R発現量は雌性ラットと比較し
て有意に高値を示した。AT1Rは、血圧の調節に
おいて重要な役割を担うレニン・アンジオテンシ
ン系（RAS）における Gタンパク質共役受容体
であり、生理活性ペプチドであるアンジオテンシ
ン IIがこの受容体に結合されることで、昇圧応
答が引き起こされる。しかしながら、近年ではこ
の古くから存在する RASの新たな役割に注目が
集まっている。すなわち、RASが骨格筋恒常性
の維持においても重要な役割を担っていることが
明らかにされてきており8）、筋機能障害の潜在的
な治療標的として注目されている9）。更に、AT1R

は骨格筋において酸化ストレスの産生に関与する
ことから4）、先行研究では受容体遮断薬を使用し
て直接アンジオテンシン IIと AT1Rとの結合を
阻害することで、活性酸素種を介して生じるネガ
ティブなシグナル伝達を抑制し、高齢マウスの前
脛骨筋1）や機械的人工換気によるラット横隔膜5）

における筋萎縮を抑制することが明らかにされて
いる。これらのことから、雌性ラットと比較して
雄性ラットにおいて 6か月齢に対する24か月齢の
筋重量の比率が小さかった理由として、AT1R発
現量が20％程度高値を示すことが要因と考えられ
る。
　そこで、AT1Rショートヘアピン RNAを雄性
ラットの前脛骨筋に注入し、雄性ラットの AT1R

発現量を雌性ラットと同等の発現レベルに制御し、
サルコペニアの進行に及ぼす影響について検討し
た。本研究の結果、AT1R発現量は CON脚と比
較して AAV脚で23％低い値を示した。しかしな
がら、AAV脚の前脛骨筋重量は、CON脚と比較
して有意な差は認められなかったことから、雄性
ラット前脛骨筋における AT1R発現量の制御はサ
ルコペニア予防の手段ではない可能性が示唆され
る。これまで、サルコペニアに関する国内外の研

究では、2000年頃から ACE阻害剤による骨格筋
機能の改善に着目した研究が行われてきており、
ACE阻害剤治療による筋力・身体機能の改善や
横断研究における下肢筋量との関連が臨床試験お
よび動物実験において示されている2-7）。また、上
述したように、活性酸素種の産生を抑制する作用
により、高齢マウスの前脛骨筋における筋萎縮を
抑制する1）ことも知られている。これらの結果は、
ACE阻害剤や AT1R遮断薬の投与が筋機能障害
に対する治療的アプローチとして有効であること
を示している。一方、AT1R遮断薬の 1つである
ロサルタンの投与はレジスタンス運動に対する骨
格筋の適応（肥大）の程度を低下させてしまうこ
とも報告されており6）、AT1Rを介した種々の作
用（シグナル伝達など）は、骨格筋の適応（成長・
再生）にとって必要不可欠な刺激であり、ACE

阻害剤や AT1R遮断薬によるアプローチは、RAS

自体の機能を阻害してしまうのかもしれない。本
研究では、安静時における4EBP1や ERKおよび
p38 MAPKの活性化にネガティブな影響は認めら
れなかった。このように、AT1R発現量による悪
影響はみられなかったが、本研究では濃度依存的
な発現制御の影響については明らかではなく、少
なくとも雌性ラットと同程度になるような20％程
度の AT1R発現量の低下が、加齢による筋表現型
の退行的な変化に関与している可能性は低いので
はないかと考えられる。

総　　　　括

　本研究の結果、AT1R発現量は高齢ラットの前
脛骨筋で有意に低値を示し、その発現量には性差
が認められることが明らかとなった。一方、雄性
ラットにおける AT1R発現量の発現低下はサルコ
ペニアの進行に影響を与えないことが示された。
本研究では、骨格筋組織全体の AT1R発現量につ
いて検討を行ったが、AT1R発現量は血管内皮細
胞に豊富に含まれていることが報告されているた
め、今後は筋組織全体ではなく、 1本の筋線維を
取り出し、血管の影響を排除したうえで、AT1R

発現量の加齢変化および発現制御の影響を明らか
にする必要があると考えられる。
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