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緒 言 
 

癌や糖尿病などの慢性疾患や加齢は、筋量の減少（筋萎縮）を引き起こす。筋萎縮は、疾患治療の障害やロコモティ

ブ症候群を発症することから、筋萎縮の発症と予防の分子メカニズムを解明し、正常な骨格筋量を維持することは重要

な課題である。疾患や加齢による筋萎縮を誘導する原因として酸化ストレスの増加があげられる。酸化ストレスは筋細

胞の機能低下や筋タンパクの合成と分解のバランスを悪化することで筋萎縮を誘導する。したがって、酸化ストレスを

消去する抗酸化物質を増加することで筋萎縮の抑制が期待できる［1］。運動は筋萎縮を抑制するが、これは筋収縮によ

る抗酸化物質の増加が一因である。しかしながら、この分子メカニズムは未だ不明な点が多い。本研究では、運動が骨

格筋の抗酸化物質の産生を増加する分子メカニズムとして、p62によるNrf2の核内移行の制御に着目し検討した。 
 

方 法 
 
1．実験動物 

実験には10週齢の雄性のC57BL/6Jマウスと筋特異的p62欠損マウス（p62mKO）を用いた。マウスは室温23℃、

湿度 50％、午前 8 時から午後 8 時までを明期とした環境にて飼育した。p62mKO マウスは mlc1f-cre マウスと p62 
floxマウスを交配して作成した。C57BL/6Jマウスを用いた実験は飼育環境に順応させるため1週間の予備飼育後に開

始した。餌と水は自由摂取とした。 
2．運動方法 

マウスは運動群と安静群に分け、運動群は 4 週間の運動トレーニングを実施し安静群はその間通常飼育した。運動

トレーニングには自発走行運動を使用した。走行距離は継時的に測定し、走行運動が十分に実施されていることを確認

した。また、Nrf2 の核内移行と抗酸化物質応答配列への結合には動物用トレッドミルによる一過性の運動を用い評価

した。 
3．検体採取 
運動トレーニング期間あるいは一過性の運動終了後にマウスを解剖し検体を採取した。解剖はマウスを麻酔下で頚椎

脱臼し安楽死させた後、遅筋優位なヒラメ筋、速筋優位な白色広筋、速筋と遅筋が混在した足底筋と腓腹筋を採取した。

採取した骨格筋は、直後に液体窒素にて急速冷凍し実験に使用するまで－80℃にて冷凍保存した。 
4．評価項目と方法 
測定は、抗酸化物質、Nrf2 の発現、Nrf2 の核内移行、Nrf2 の抗酸化物質応答配列への結合、Nrf2 の核内移行を制

御するp62の発現とp62のリン酸化を評価した。Nrf2、p62、リン酸化p62と抗酸化物質はウェスタンブロット、Nrf2
の核内移行は骨格筋から抽出した核分画をウェスタンブロット、Nrf2 の抗酸化物質応答配列への結合は TransAM キ

ットを使用した。 
5．統計 
統計は、2群間の比較には対応のないT検定、運動による速筋と遅筋の比較および運動による遺伝子組換え型と野生

型の比較は二元配置分散分析を使用し、p < 0.05を有意とした。 
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結果および考察 
 
1．運動トレーニングによるNrf2の変動 
定期的な持久的運動は抗酸化物質を増加する。抗酸化物質の増加はNrf2 の核内移行が主たる要因である。しかしな

がら、運動によるNrf2の核内移行を詳細に検討した報告はこれまでにない。そこで本研究では、野生型マウスのNrf2
の発現の特徴と 4 週間の自発走行運動による骨格筋のNrf2 の変動を評価した。まず、安静時の遅筋と速筋のNrf2 の

発現を評価した。その結果、Nrf2の発現は遅筋優位なヒラメ筋の方が速筋優位な白色広筋よりも高かった（図1A、B）。
先行研究では、スーパーオキサイドディスミュターゼ（superoxide dismutase：SOD）などの抗酸化酵素は遅筋の方が

速筋よりも高いことが報告されている［1］が、この理由は、Nrf2の発現量の違いが関与する可能性が考えられる。次

に、運動によるNrf2の発現の変動を検討した。その結果、Nrf2の発現は運動群の方が安静群よりも高かった（図1C、
D）。定期的な持久的運動は抗酸化物質を増加するが、この増加にはNrf2の増加が関与する可能性が考えられる。Nrf2
が抗酸化物質を増加するためには、Nrf2の核内移行と抗酸化物質応答配列への結合が必要である。そこで本研究では、

運動群と安静群のヒラメ筋から核を抽出しNrf2タンパクの量を比較した。その結果、運動群の方が安静群に比べNrf2
タンパクが高かった（図 1E、F）。さらに、この核分画の検体を用いて Nrf2 の抗酸化物質応答配列への結合を評価し

たところ、運動群の方が安静群よりも高かった（図1G）。これらの結果は、運動はNrf2の発現、核内移行と抗酸化物

質応答配列への結合を促進することで抗酸化物質を増加する可能性を示唆している。 
 

 
図1．運動によるNrf2の変動 

A, B）筋線維タイプの違いによるNrf2の比較、C, D）定期的な持久的運動によるNrf2の

比較、E, F）一過性の運動による核内のNrf2の比較、G）一過性の運動による抗酸化物質

応答配列への結合の比較。Sed：安静群、Ex：運動群、SO：ヒラメ筋、WV：白色広筋、

tBHQ：tertiary butylhydroquinone、AE：一過性の運動、*p < 0.05、**p < 0.01 
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2．運動トレーニングによる p62 の変動 
運動は Nrf2 の核内移行を促進するが、この分子メカニズムは明らかではない。そこで本研究では Nrf2 の核内移行

を調節する因子としてp62に着目した。p62はオートファジーを制御するタンパクとして知られているが、癌細胞を用

いた近年の研究では、p62 はリン酸化することでNrf2 の核内移行を促進することが報告されている［2］。そこで本研

究では、自発走行運動による p62 の変動を評価した。その結果、運動群の p62 はヒラメ筋では増加するが白色広筋で

は増加しなかった（図2A、B）。また、p62のリン酸化はヒラメ筋では運動により増加するが白色広筋では増加しなか

った（図2A、B）。これらの結果は、運動によるNrf2の核内移行の調節は遅筋ではp62が関与するが速筋では関与し

ない可能性が示唆された。 
 

 
図2．運動によるp62の変動 

A）ウェスタンブロットの代表例、B）p62 ser351のリン酸化とp62の変化 
Sed：安静群、Ex：運動群、SO：ヒラメ筋、WV：白色広筋、*p < 0.05、**p < 0.01、***p < 0.001  

 
3．運動によるp62mKOマウスの抗酸化物質の変動 
運動による抗酸化物質の増加に p62 が直接関与するか検討するため、p62mKO マウスと同腹子の野生型マウスに 4

週間の自発走行運動を実施し、抗酸化物質の変動を評価した。その結果、野生型マウスでは増加する CuZnSOD や

EcSODなどのNrf2により調節されると考えられる抗酸化酵素の発現はp62mKOでは増加が抑制された（図3A、B）。
我々は、Nrf2mKOマウスに同様の運動を実施すると、p62mKO同様にCuZnSODやEcSODの増加が抑制されるこ

とを報告している［3］。本研究結果と我々がすでに報告したNrf2mKOマウスの成果と統合すると、運動による遅筋の

抗酸化物質の増加にはp62のリン酸化によるNrf2の核内移行の促進が極めて重要であることを示唆している。 
 

 
図3．p62mKOマウスの運動による抗酸化物質の変動 

A）ウェスタンブロットの代表例、B）NQO1、CuZnSODおよびEcSODの変化 
WT：野生型マウス、p62mKO：筋特異的p62欠損マウス、Sed：安静群、Ex：運動群、SO：ヒラメ筋、 
WV：白色広筋、*p < 0.05、**p < 0.01、***p < 0.001 
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