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1 .  要旨  

 

 

 [背 景 ]   加齢に 伴う骨 格筋の 萎縮 お よび筋機 能の 低下 と 定義さ れるサ ルコ

ペニアは 、高 齢者の 身体活 動を損 なう 主要な要 因と なって いる。 近年、 サル コ

ペニアを 定義 する上 で、従 来から の指 標である 筋量 や筋力 の低下 だけで なく 、

筋質の変 化も 考慮す る必要 性が報 告さ れた。サ ルコ ペニア の新し い定義 に基 づ

いたサル コペ ニア発 症メカ ニズム の解 明は、効 果的 な治療 および 予防方 法の 開

発につな がる 可能性 がある 。また 、筋 質の変化 を明 らかに するこ とで、 老齢 マ

ウスなど の非 臨床動 物モデ ルを用 いて 薬理学的 介入 の有効 性を病 理学的 に評 価

すること が可 能とな ること から、 筋病 理学的な サル コペニ アの定 義を確 立す る

ことは重 要で ある。 これま での先 行研 究の結果 から 、 サル コペニ ア発症 要因 と

して、ミ トコ ンドリ ア機能 障害や 筋蛋 白質分解 ・合 成バラ ンスの 変化な どが 考

えられて いる 。しか し、そ れらの 詳細 な因果関 係は 未解明 である 。 骨格 筋は 、

代謝と収 縮特 性の違 いに よ って酸 化系 代謝の遅 筋線 維や解 糖系代 謝の速 筋線 維

など複数 の筋 線維タ イプ か ら成る ヘテ ロな細胞 集団 であり 、 筋線 維タイ プの 性

質変化と サル コペニ アとの 関連性 が示 唆されて いる 。これ までに 、加齢 に伴 う

ミトコン ドリ ア機能 低下や 、筋蛋 白質 分解 の変 化は 筋線維 タイプ 特異性 を示 す

ことが示 唆さ れてい る が、 筋線維 タイ プ単位の 筋病 態の加 齢変化 につい て は 不

明な点が 多い 。  

 

 [目 的 ]   ミトコ ンドリ ア機能 と形 態 の加齢変 化を 筋線維 タイプ 単位で 解析

し、ミト コン ドリア 病態の 加齢変 化と サルコペ ニア との関 連性に ついて 明ら か

にするこ と 、 筋蛋白 質分解 の指標 であ る E 3  ユビキチン リガー ゼ M u s c l e  

R I N G - F i n g e r  P r o t e i n - 1（ M u R F 1） 発現変 化を筋線 維タ イプ単 位で解 析し 、 加齢
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に伴う筋 線維 萎縮と 筋蛋白 質分解 の変 化との関 連性 につい ての見 識を 深 める こ

と、これ らの 筋病態 変化 に 関与す る 分 子メカニ ズム を 検討 するこ とを目 的と し

た。  

 

 [方 法 ]   本研究 では、 若齢群 （ 6 - 8 ヶ月齢 ,  y o u n g）、中 齢群（ 1 9 - 2 0 ヶ月齢 ,  

m i d d l e - a g e d）、高齢 群（ 2 9 - 3 2 ヶ月齢 ,  o l d）の雌マ ウスを 用いた 。遅 筋優位 筋の

ひらめ筋（ s o l e u s ;  SO L ,  主に t y p e  I  と I I A 線維で構 成さ れる ）と速 筋優 位筋の

長趾伸筋 （ e x t e n s o r  d i g i t o r u m  l o n g u s ;  E D L ,  主に t y p e  I I X  と I I B  線維 で構成 さ

れる）の 2 つの 下肢骨 格 筋 におけ る、筋 病理およ び機 能を解 析した 。筋病 理 は、

凍結筋横 断切 片 の連 続切片 を作製 し、 ミトコン ドリ ア病理 染色、 筋線維 タイ プ

や M u R F 1  に対 する免 疫染色 を行 った。 得られた 染色 像を、 画像解 析ソフ ト

I ma g e - J  を用い て 定量 的に 解 析し た。 酸 化的リン 酸化 機能（ o x i d a t i v e  

p h o s p h o r y l a t i o n ,  O X P H O S）を解析 する ために、 h i g h - r e s o l u t i o n  o x y g e n  s e n s o r  を

用いた測 定を 行った 。また 、 ミト コン ドリア関 連遺 伝子、 酸化ス トレス 関連 遺

伝子、筋 蛋白 質分解 ・合成 関連遺 伝子 の m R N A 発現変化を 解析し た 。  

 

 [結 果 ]   o l d  群の S O L と E D L はと もに筋重 量の 減少を 認めた。筋線 維形態

を解析し た結 果、 o l d  群の S O L におい て、 t y p e  I I A と I I X / I I B  線維 数の減 少を

認めた 。 o l d  群 の E D L におい て、 t y p e  I I B  線維の数 と面 積の減 少を認 め、 t y p e  

I I B  面積の 低下 は m i d d l e - a g e d  群 から 認 められた 。ミ トコン ドリア 病理解 析の

結果、加 齢し た S O L に おいて 、 t y p e  I  線維特異 的な ミトコ ンドリ ア呼吸 酵素

（ c y t o c h r o m e  c  o x i d a s e ;  C O X、  n i c o t i n a m i d e  a d e n i n e  d i n u c l e o t i d e  

d e h y d r o g e n a s e - t e t r a z o l i u m  r e d u c t a s e ;  N A D H - T R）活 性の減 少お よび、 t y p e  I  と

I I A 線維に おけ る s u b s a r c o l e m m a l  領域 のミトコ ンド リア蓄 積が認 められ た。筋

の呼吸機 能測 定の結 果、加 齢 し た S O L に お い て O X P H O S  機 能 低 下 を 認 め た 。
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このよう なミ トコン ドリア 病態 変 化は 、筋重量 減少 に 先行 して m i d d l e - a g e d  群

で認めら れた が、筋線維 萎縮と の 相関 は 小さいこ とを 明らか にした 。ま た、S O L 

における ミト コンド リア蓄 積は、 ミト コンドリ ア病 理染色 性の違 い から 、従 来

から知ら れて いるミ トコン ドリア 病理 像 r a g g e d  r e d  f i b e r s（ R R F s）とは 異なる

所見であ るこ とを示 した。 さらに 、低 酸素状態 が関 与した 酸化ス トレス の蓄 積

が、 S O L に おける ミトコ ンドリ ア病 態 変化に関 連し ている 可能性 を示し た。

E D L にお いては 、明確 なミト コン ドリ ア病態変 化を 認めな かった 。一方 、

m i d d l e - a g e d  群の E D L にお いて 、 t y p e  I I X  と I I B  線維 におけ る M u R F 1  発現上

昇を認め た。 m i d d l e - a g e d  群 の S O L に おいては 、筋 蛋白質 合成関 連遺 伝子で あ

る i n s u l i n - l i k e  g r o w t h  f a c t o r  1（ I G F 1）の発現減 少を 認めた 。  

 

 [考 察 ]   加齢に 伴うミ トコン ドリ ア 病態 変化 は、筋線 維の 萎縮を 誘導す るの

ではなく 、 筋 の質的 な変化 に伴う 筋機 能低下（ 代謝 機能、 筋力、 持久力 など ）

に関与す るこ とが示 唆され た。S O L と E D L における 筋線 維の萎 縮に お いては 、

それぞれ、 M u R F 1  発現上 昇を介 した 筋 蛋白質分 解亢 進 や、 I G F 1  発現減少 を介

した筋蛋 白質 合成 低 下の関 与が考 えら れた。本 研究 におい て、 サ ルコペ ニア は

筋線維タ イプ 単位で 発症メ カニズ ムが 異なるこ とが 示 され 、予想 以上に 複雑 な

メカニズ ムが 存在す る可能 性が考 えら れた。サ ルコ ペニア 発症 メ カニズ ムの 更

なる解明 が必 要であ る が、 本研究 の結 果は、サ ルコ ペニア 動物モ デル と して の

筋病理学 的な 所見は 、今後 有用な 指標 になる と 考え られた 。  
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2 .  序論  

 

 

 骨格筋 は、 体 重の 約 4 0 %を占 めてお り 、運動 と代謝 の点 に おい て我々 の身 体

活動を支 えて いる重 要な組 織であ る。 骨格筋量 は 加 齢に伴 い 減少 する。 一般 的

に、骨 格筋量 は 2 0～ 3 0 代の 頃にピ ーク をむかえ るが 、そ れ以降 は徐々 に減少 し 、

8 0 歳までに はピー ク時 の 3 0～ 4 0 %  の筋量が減少 する と言わ れてい る [ 1 ]。加齢

に伴う骨 格筋 量の減 少は、 全ての 筋で 均一に生 じる わけで はなく 、下肢 にお い

て特に顕 著に 認めら れる [ 2 , 3 ]。下肢 骨 格筋量の 減少 は、高齢者 の身体 活動 量 を

低下させ るだ け でな く、転 等など によ る骨折の 危険 性を増 加させ 、場合 によ っ

ては寝た きり 状態な どの要 介護問 題へ と発展し 得る ことか ら、高 齢者の 日常 生

活動作（ a c t i v i t i e s  o f  d a i l y  l i v i n g ,  A D L） と生活の 質（ q u a l i t y  o f  l i f e ,  Q O L）を損

なう主な 要因 となっ ており 、高齢 社会 を向かえ た日 本や欧 米など の先進 国に お

いて 、社会 的かつ 経済的 に重要 な研 究 課題とな って いる [ 3 , 4 ]。この ような 加 齢

に伴う骨 格筋 量の減 少 は、 ギリシ ャ語 で筋肉を 示 す s a r c o  と減 少を示 す p e n i a  

との単語 を合 わせた 造語 で あるサ ルコ ペニア（ s a r c o p e n i a）と いう概 念とし て 、

1 9 8 9 年に I r w i n  R o s e n b e r g  に よって 提 唱 さ れ た [ 3 ]。 当 初 は 、 サ ル コ ペ ニ ア は 、

加齢に伴 う骨 格筋量 の減少 と 定義 され 研究が進 めら れてい たが、 その後 、疫 学

研究が進 むに つれて 、筋量 の減少 のみ ならず筋 力や 身体機 能の低 下も考 慮 す る

必要性が 報告 された 。多 くの疫 学研究 により 、サル コペニ アは 、高齢 者 の A D L 

や Q O L を 損な うだけ でなく フレイ ル や 認知症な ど様 々な 老 年病症 候群 と 関連

しており [ 5 , 6 ]、高 齢者 の 要支 援や要 介 護、寿命 に おいて も影響 を与え るこ と が

明らかと なっ てきた [ 7 ]。そして 2 0 1 6 年 の 1 0 月 1 日 に、サルコ ペニア は 国際 疾

病分類 I C D - 1 0 のコード を取得 し、独立 した疾患 とし て認知 される よう に なり 、

世界的に その 注目度 がます ます高 まっ てきてい る 。  
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 サルコ ペニ アの 最 初の診 断基準 は、 2 0 1 0 年に、 E u r o p e a n  Wo r k i n g  G r o u p  o n  

Sa r c o p e n i a  i n  O l d e r  P e o p l e  ( E W G S O P)  によって 提唱 された 。 E W G SO P は、「進

行的な骨 格筋 量と筋 力の低 下を特 徴と する症候 群で 、身体 的な機 能障害 、 Q O L 

の低下、 死の リスク を伴う もの」 をサ ルコペニ アと 定義し 、 主に 筋量と 筋力 を

指標とし たガ イドラ インを 提示し た。 その後、 2 0 1 8 年 に E W G SO P は、新 た な

指標とし て 筋 の質（ m u s c l e  q u a l i t y）に 基づいた 観点 をサル コペニ アの定 義と し

て改定し た [ 8 ]。現在の ところ、この新 た な定義に 加わ った筋 質の指 標とし ては 、

筋量あた りの 筋力を 採用し ている [ 8 ]。一方で 、最近 の研 究では 、骨 格筋内 の脂

肪やコラ ーゲ ンなど の結合 組織量 の変 化 なども 筋質 の指標 として 検討が 進め ら

れている よう に [ 9 , 1 0 ]、サルコ ペニ アに おける筋 質の 変化に 着目し た研究 は、

今後ます ます 進展し ていく ものと 予想 される。 サル コペニ アの新 しい定 義に 基

づいて、 従来 からの 指標で ある筋 量や 筋力の低 下の みなら ず、筋 質の変 化も 考

慮して、 サル コペニ ア発症 メカニ ズム を解明す るこ とは、 効果的 な治療 およ び

予防方法 の開 発につ なが る 可能性 があ る ことか ら、 今後さ らに高 齢社会 が加 速

する現代 にお いて、 極めて 重要な 研究 課題であ る。 また、 筋質の 変化を 明ら か

にするこ とで 、老齢 マウス などの 非臨 床動物モ デル を用い て 薬理 学的介 入の 有

効性を病 理学 的に 評 価する こと が 可能 となるこ とか ら 、筋 病理学 的な サ ルコ ペ

ニアの定 義を 確立す ること は重要 であ る。  

 

 サルコ ペニ アは、 加齢の みを背 景因 子とする 原発 性サル コペニ アと、 加齢 に

加えて基 礎疾 患に伴 う活動 量の減 少や 栄養不良 など の二次 的な要 素を背 景因 子

として持 つ二 次性サ ルコペ ニアに 分類 される。 これ までの 研究か ら、原 発性 サ

ルコペニ アの 発症に おいて 、運動 神経 細胞の脱 落、 神経筋 接合部 の形態 変化 、

筋サテラ イト 細胞（ 筋の幹 細胞） の減 少、ミト コン ドリア 機能不 全、筋 蛋白 質
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分解の亢 進や 合成能 の低下 など、 いく つかのメ カニ ズムが 関与し ている こと が

示唆され てい るが、 詳細な 発症メ カニ ズムは未 だ不 明な点 が多い [ 4 ]。  

 

 ミトコ ンド リアは、酸化 的リン 酸化（ o x i d a t i v e  p h o s p h o r y l a t i o n ,  O X PH O S）を

介して細 胞に エネル ギー（ a d e n o s i n e  t r i p h o s p h a t e ,  AT P） を供給 してい る重 要な

細胞小器 官で ある [ 11 ]。遺伝 子変 異によ って 高度 にミ トコン ドリア 機能が 喪失

するミト コン ドリア ミオパ チーは 、重 度な骨格 筋量 の減少 と筋力 低下を 示す こ

とから、 ミト コンド リアは 骨格筋 機能 の恒常性 を 維 持する 上で 重 要な役 割を 担

っている と考 えられ ている [ 1 2 , 1 3 ]。そして、加 齢筋に おい ても 、ミトコ ンド リ

ア機能の 低下 が認め られる ことが 知ら れている [ 1 4 ]。老齢動物 （マウ スや ラッ

ト）を用 いた 先行研 究によ ると、 加齢 筋におい て、 ミトコ ンドリ ア生合 成の 減

少 [ 1 5 , 1 6 ]、ミトコ ンド リア酵 素活性 の減 少 [ 1 5 , 1 7 ]、O X P H O S  機能の低 下 [ 1 7 , 1 8 ]、

r a g g e d  r e d  f i b e r s  ( R R F s )  と呼ば れるミ トコンド リア 形態 異 常を示 す筋線 維の 増

加 [ 1 9 , 2 0 ]、ミトコ ンド リアの 融合と 分 裂やミト ファ ジー（ミト コンド リア の オ

ートファ ジー ）とい ったミ トコン ドリ アダイナ ミク スの変 化に伴 う ミト コン ド

リア形態 変化 [ 2 1 , 2 2 ]など、ミトコ ンド リアの機 能的 および 形態的 な変化 が認 め

られるこ とが 報告さ れてい る。 ま た、 このよう な加 齢に伴 うミト コンド リア の

病態変化 は、 筋線維 萎縮を 伴う筋 量の 減 少のみ なら ず 、筋 の O X PH O S 機能 低

下や、筋 力の 低下と いった 、骨格 筋機 能の障害 に密 接に関 連する ことが 報告 さ

れている [ 1 6 , 1 7 , 1 9 , 2 1 – 2 3 ]。さらに 、老 齢動物だ けで なく 高 齢者の 骨格筋 にお い

ても、ミ トコ ンドリ ア生合 成やミ トコ ンドリア 呼吸 酵素活 性の減 少が認 めら れ

ることや [ 2 4 – 2 7 ]、ミトコン ドリア 呼吸 酵素活性 の低 下と歩 行速度 や筋力 の低 下

が相関を 示す こと [ 2 4 – 2 6 ]が報告さ れて いる。一 方で 、ミト コンド リア生 合成の

重要な調 節因 子であ る p e r o x i s o m e  p r o l i f e r a t o r - a c t i v a t e d  r e c e p t o r  g a m m a  

c o a c t i v a t o r  1 - a l p h a（ P G C - 1 α）を 骨格筋 特異的に 発現 誘導さ せた P G C - 1 α  トラ ン



11 

 

スジェニ ック マウス は 、加 齢に伴 うミ トコンド リア 機能低 下を改 善 する だけ で

なく、筋 線維 の萎縮 や筋機 能 の低 下に 対して も 拮抗 すると いう結 果が示 され て

いる [ 1 5 ]。これらの エビデ ンスか ら、加 齢に伴う ミト コンド リアの 病態変 化は 、

サルコペ ニア 発症に おける 主要な 原因 の１つと して 考えら れてい る [ 2 8 ]。しか

しながら 一方 で、近 年の研 究では 、加 齢に伴う ミト コンド リア機 能の低 下は 筋

萎縮の程 度と 相関し な いこ とや [ 1 7 , 2 9 ]、異なる 骨格筋 で比較 する と ミト コン ド

リア機能 障害 が均一 に生じ るわけ では ないこと [ 1 7 , 1 8 ]も報告され てお り、サ ル

コペニア にお ける筋 病態と 加齢に 伴う ミトコン ドリ ア病態 の変化 との詳 細な 因

果関係に つい て未だ 議論が 続いて いる 。  

 

 骨格筋 の量 は蛋白 質分解 と合成 のバ ランスに よっ て 制御 されて いる [ 4 ]。骨 格

筋におい て、 主にユ ビキチ ンプロ テア ソーム経 路に よる蛋 白質の 分解と 、

i n s u l i n - l i k e  g r o w t h  f a c t o r  1  ( IG F 1 ) /  p h o s p h a t i d y l i n o s i t o l  3  k i n a s e  ( P I 3 K ) /  

ma m ma l i a n  t a r g e t  o r  r a p a m y c i n  ( mTO R )  経路を介 した 蛋白質 合成 シ グナル を主

として 、骨 格筋量 の恒常 性が維 持さ れ ていると 考え られて いる [ 3 0 , 3 1 ]。加 齢 し

た骨格筋 にお いて、 ユビキ チンプ ロテ アソーム 関連 遺伝子 の発現 上昇や 、

I G F 1 / P I 3 K / m TO R  シグナル の減弱 が認 められる こと が報告 されて おり、 加齢 に

伴う筋蛋 白質 分解と 合成の バラン ス変 化は、 上 述し たミト コンド リア病 態変 化

に並んで 、サ ルコペ ニア発 症メカ ニズ ムの主要 な要 因を担 ってい ると考 えら れ

ている [ 4 , 1 6 , 3 0 – 3 3 ]。しかしなが ら、上 述にある ミト コンド リア病 態の加 齢変 化

と同様に 、加 齢に伴 う筋蛋 白質分 解と 合成のバ ラン ス変化 におい ても、 骨格 筋

が異なれ ば 変 化が異 なるこ とが報 告さ れており [ 3 2 , 3 3 ]、サルコペ ニアに おけ る

筋蛋白質 分解 と合成 の加齢 変化の 意義 について も、 議論が 続いて いる。  
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 我々は 、サ ルコペ ニアの 筋病態 を理 解する上 で、 骨格筋 を構成 する筋 線維 の

多様性を 考慮 する必 要があ ると考 え て いる。哺 乳類 の骨格 筋は、 表 1 に 記す よ

うに、代 謝特 性と収 縮特性 の違い に基 づいて複 数の 筋線維 タイプ から構 成さ れ

ている。 ミト コ ンド リアに よる酸 化的 代謝特性 を持 ち、収 縮速度 は遅い が持 久

力の発揮 に優 れた t y p e  I  線維（遅 筋線維 ）と、嫌気 的な 解糖系 代謝 特 性を持 ち、

収縮速度 は速 く瞬発 力の発 揮に優 れた t y p e  I I B  線維 （速 筋線維 ）、 そして 、そ

れらの中 間的 な性質 を持 つ t y p e  I I A 線 維（ t y p e  I I  線維 の中で は t y p e  I  線維の

特徴を持 つ） と t y p e  I I X  線維（ t y p e  I I  線維の中 で は t y p e  I I B  線維の 特徴を 持

つ）が 存在す る [ 3 4 , 3 5 ]。また 、各 筋線 維タイプ は、代謝特 性や 収縮特 性の違 い

だけでな く、 筋線維 面積の 大きさ や筋 線維に含 有さ れる毛 細血管 の量 や 局在 性

[ 3 5 – 3 7 ]、さ らには 、蛋 白質の 合成能 に おいても 、異 なる 特徴を 示すこ とが明 ら

かとされ てい る こと から [ 3 8 ]、筋線 維タ イプの性 質変 化は筋 の質的 変化を 伴う

ことが予 想さ れる。 従って 、 骨格 筋を 多様性に 富む 細胞集 団 とし て捉え 、サ ル

コペニア の筋 病態を 理解す る 必要 があ る。 実際 に、 加齢 筋 におい て 、筋 線維 タ

イプの変 化 を 伴うこ とが報 告され てい る。 加齢 筋に おいて 、 t y p e  I  線 維より も

t y p e  I I  線維 の方 が萎縮 しやす いこと が 知られて いる [ 4 ]。老齢動物 を用い た先

行研究で は、ミ トコ ンドリ ア呼吸 機能 の加齢変 化は 、 t y p e  I  や I I A 線維 が豊 富

に含まれ る遅 筋優位 筋にお いて主 に認 められる こと [ 1 7 , 1 8 ]や、定 常状態 にお け

るミトコ ンド リアの 形態は、酸化的 代 謝の t y p e  I ,  I I A 線 維と解 糖系代 謝の t y p e  

I I X ,  I I B  線維との 間で 異なる ことが 報 告されて いる [ 3 9 ]。また 、ユビ キチ ンプ

ロテアソ ーム のマー カー遺 伝子で ある M u s c l e  R I N G - F i n g e r  P r o t e i n - 1  ( M u R F 1 )  

の発現上 昇は、 t y p e  I I X  と I I B  線 維が 豊富に含 まれ る速筋 優位筋 におい て主 に

認められ ると の結果 が報告 されて いる [ 3 3 ]。これら のこと から、 ミトコ ンドリ

ア機能や 形態 の加齢 変化や 、筋蛋 白質 分解と合 成バ ランス の加齢 変化は 、筋 線

維タイプ 単位 で異な ること が示唆 され るが、各 筋線 維タイ プにお ける筋 病態 の
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加齢変化 につ いては ほとん ど分か って いない。 これ までの 先行研 究では 、筋 の

ホモジネ ート を用い た解析 が多く 、筋 線維タイ プ 単 位にお ける加 齢変化 を解 明

する上で 十分 な情報 は 得ら れ てい なか った 。さ らに 、加齢 という 非常に 長い タ

イムコー スに おいて 、若齢 群と老 齢群 の 2 時点 のみ の比較 研究が 多く、 サル コ

ペニア発 症要 因を明 らかに する上 では 、サルコ ペニ アが顕 在 化す る以前 の時 点

も含めて 、 加 齢に伴 う 筋の 質的変 化を 研究する 必要 がある 。  

 

 本研究 では 、ひ らめ筋（ s o l e u s ;  SO L ,  主に t y p e  I  と I I A 線 維で 構成さ れる遅

筋優位筋 ）と 長趾 伸筋（ e x t e n s o r  d i g i t o r u m l o n g u s ;  E D L ,  主に t y p e  I I X  と I I B  線

維で構成 され る速筋 優位筋 ）の 2 つの 下肢骨格 筋を 評価対 象とし て、 筋 病理 学

的評価や 機能 評価を もとに 、ミト コン ドリア呼 吸機 能およ び形態 の加齢 変化 を

筋線維タ イプ 単位で 解析し 、 ミト コン ドリア病 態変 化とサ ルコペ ニアと の関 連

性を明ら かに するこ とを目 的とし た。ま た、筋蛋 白質分 解の指 標と して、E 3  ユ

ビキチン リガ ーゼ M u R F 1  発現の 加齢変 化 を筋線 維タ イプ単 位で評 価し、 加齢

に伴う筋 線維 萎縮と 筋蛋白 質分解 の変 化との関 連性 につい ての解 析も 行 った 。

加えて 、加 齢し た S O L と E D L に おい て認めら れた 筋病態 変化の 背景に ある と

考えられ る分 子メカ ニズム を示す ため に、ミト コン ドリア 生合成 やダイ ナミ ク

ス関連遺 伝子 などの ミトコ ンドリ ア関 連遺伝子 、酸 化スト レス関 連遺伝 子、 筋

蛋白質分 解と 合成の 関連遺 伝子の 発現 の解析を 行っ た。 本 研究に おいて 、若 齢

群（ 6 - 8 ヶ月齢 ,  y o u n g）、中 齢群（ 1 9 - 2 0 ヶ月齢 ,  mi d d l e - a g e d）、 高齢群 （ 2 9 - 3 2

ヶ月齢 ,  o l d） の 3 群 の雌マ ウスを 使用 した。  
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表 1 .  筋線 維タ イプ の特 性に つい て  

 

ミオシン 重鎖  

アイソフ ォー ム  

遅筋線維  速筋線維  

t y p e  I  t y p e  I I A  t y p e  I I X  t y p e  I I B  

ミトコン ドリ ア活性  高  高  中  低  

解糖代謝 酵素 活性  低  低  高  高  

代謝特性  酸化的代 謝  

酸化的代 謝  

解糖系代 謝  

解糖系代 謝  

収縮速度  遅  速（ t y p e  I I B  >  I I X  >  I I A）  

持久力  高  中  低  低  

筋線維面 積  小  中  中  大  

毛細血管 密度  高  中  低  低  

筋蛋白質 合成 能  高  高  中  低  

 

各筋線維 タイ プは、 筋構成 蛋白質 の１ つである ミオ シン重 鎖のア イソフ ォー ム

の違いに よっ て分類 される 。  
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3 .  方法  

 

 

3 - 1 .  実験 動物  

 

 全ての 動物 実験は 、東京 都健康 長寿 医療セン ター 研究所 の動物 実験実 施規 則

に従い実 施し た（ 動物実 験 承認 番号 2 0 0 1 6）。雌 の C 5 7 B L / 6 N C r  マウスを日 本エ

スエルシ ー株 式会社 より購 入し、 東京 都健康長 寿医 療セン ター 研 究所の 動物 施

設におい て 飼 育した。1 2 時 間毎（ 午前 8 時から午 後 8 時）の明 暗期、室温 約 2 3  

º C、 S P F 環境 、自由 摂餌お よび自 由飲 水可能の 飼育 環境の 下で飼 育した 。飼 料

は、 C R F - 1（オリエ ンタル 酵母工 業） を 1 2 1  º C で 2 0  分間の高 圧蒸気 滅菌 し た

ものを使 用し た。給 水は、 塩素塩 酸を 添加した 水（ 残留塩 素濃 度 1 2  ±  2 p p m、

p H  2 . 5 - 3 . 0）を給 水瓶 に入れ 、マウ スに 与えた。 マウ スは、 三種（ ドミト ール 、

ミタゾラ ム、 ベトル ファー ル ）混 合麻 酔を腹腔 内に 投与し 、麻酔 下放血 によ る

安楽殺処 置を 実施し た 。本研 究では 、若 齢群とし て 6 - 8 ヶ月齢（ y o u n g  群）、中

齢群とし て 1 9 - 2 0 ヶ月齢（ m i d d l e - a g e d  群）、高齢 群とし て 2 9 - 3 2 ヶ月齢（ o l d  群 ）

の 3 つの 群 の C 5 7 B L / 6 N C r  マウ ス（雌 ）を使用 した。先 行研究 の結果 、マウ ス

における 筋重 量は、 6 - 1 0 ヶ月齢にお い てピーク を示 すこと [ 4 0 ]、 2 4 ヶ月齢前 後

において 筋重 量の減 少が認 められ るこ と [ 4 1 ]、が 報告さ れてい ること を参 考と

して、上 記の 群を設 定した 。  

 生存曲 線は 種を超 えて老 化の指 標と して使わ れて おり、 生存曲 線 を参 照す る

ことで、 異な る動物 施設の 結果で あっ ても、本 研究 で 得ら れた結 果と比 較す る

ことがで きる と考え られる。本研究 にお ける動物 施設 の生存 曲線を 図 1  に示し

た。東京 都健 康長寿 医療セ ンター 研究 の動物施 設に て飼育 した、 それぞ れの 群

における 生存 率は 、図 1 に示す ように 、y o u n g  群；1 0 0 %、m i d d l e - a g e d  群；9 0 %、
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o l d  群 ； 2 0 %であっ た。  

 

 

 

 

 

図 1 .  東 京 都 健康 長 寿医 療 セン タ ー研 究所 の 動物 施 設に お い て飼 育 した マ ウ ス

の生 存曲 線  

C 5 7 B L / 6 N C r（雌） マウス におけ る K a p l a n- M e i e r  生存 曲線を 示した 。  

※ T.  F u k u n a g a  e t  a l .  B i o c h e m i c a l  a n d  B i o p h y s i c a l  R e s e a r c h  C o m m u n i c a t i o n s  5 4 0  

( 2 0 2 1 )  11 6 e 1 2 2 ,  h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 1 6 / j . b b r c . 2 0 2 0 . 11 . 0 7 1  より引 用。  
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3 - 2 .  骨格 筋の 凍結 筋横 断 切片 の作 製  

 

 マウス を安 楽殺し た後、ひ らめ筋（ s o l e u s ,  SO L）と長 趾伸 筋（ e x t e n s o r  d i g i t o r u m  

l o n g u s ,  E D L）を 採取し 、トラ ガカン ト ゴム（ t r a g a ca n t h  g u m ,  2 0 6 - 0 2 2 4 2 ,  Wa k o）

を用いて コル ク板に 垂直に なるよ うに 立てた。 その 後、液 体窒素 で十分 に冷 却

したイソ ペン タン（ 1 6 6 - 0 0 6 1 5 ,  Wa k o） を用いて 、約 3 0 秒間の急 速凍 結を行 っ

た。凍結 サン プルは 、凍結 筋横断 切片 を作製す るま で、 – 8 0  º C の温度条 件で 保

管した。  

 

 – 2 8  º C の温 度条件 に設定 したク リオ スタット 内で 、 筋の 中央領 域の横 断面 に

おいて、 厚さ 8 µ m の 連続切 片 を作 製し た。切片 作製 後、約 3 0 分間風乾 し、各

種 染 色 実 験 を 実 施 す る ま で – 8 0  º C の 温 度 条 件 で 保 管 し た 。 ス ラ イ ド ガ ラ ス は

P o l y - L - l y s i n e  コー トさ れたも の（ S 7 4 4 1 ,  M AT S U N A M I） を使用 し、刃は フェザ

ーミクロ トー ム替刃（ C 3 5 ,  FE AT H E R）を使用し た。ま た、各 種染色 実験に おい

て、 – 8 0  º C 条件で 保管し た凍結 筋切 片 サンプル を室 温にお いて 約 3 0 分間 風乾

させた後 に、 染色を 施した 。  

 

 

3 - 3 .  免疫 組織 染色  

 

 凍 結 筋 切 片 を p h o s p h a t e - b u f f e r e d  s a l i n e （ P B S ） で 1 分 間 洗 浄 し 、 4 %  

p a r a f o r ma l d e h y d e（ 4 %  P FA）を 用いて 氷上で 1 5 分間の固定 を行い 、 P B S  で 5

分間の洗 浄 を 3 回繰 り返し た。次 に、 メタノー ルを 用い て 、 – 2 0  º C の温 度 条 件

で 1 0 分間の透 過処理 を行っ た。 P B S  で 5 分間の 洗浄を 2 回繰り 返した 後に 、

5 %  g o a t  s e r u m と 1 %  b o v i n e  s e r u m a l b u m i n  ( B S A )  を含有し た P B S  を 用いて 、室



18 

 

温条件で 6 0 分間のブ ロッ キング 反応を 行った。 続い て、 一 次抗体を 4  º C の温

度条件で 一晩 反応さ せた。 P B S  で 5 分間の洗浄 を 3 回繰り返 した 後、 2 次抗体

を室温条 件で 9 0 分間 、遮光 条件 下で反 応させた 。 P B S  で 5 分 間の洗 浄を 3 回

繰り返し た後 、退色 防止剤 （ S l o w F a d e ®  A n t i f a d e  k i t ,  I n v i t r o g e n） を用い て、 染

色した切 片を 封入し た。封 入後 、蛍光 顕微鏡（ A F 6 5 0 0 ,  L e i c a）で組 織形態 を 観

察し画像 を取 得した 。 上述 した一 連 の 手 順 に つ い て 、 実 験 手 順 - 1 に 整 理 し た 。 

 

実験手順 - 1（免 疫組織 染色）  

 

凍結筋切 片 を P B S  で 1 分間洗 浄  

↓  

氷上で 1 5 分 間の 固定（ 固定液 ： 4 %  P FA）  

↓  

P B S  で 5 分間 洗浄  x  3 回  

↓  

– 2 0  º C の温 度条件 で メタ ノール によ る 透過処理 （ 1 0 分間 ）  

↓  

P B S  で 5 分間 洗浄  x  2 回  

↓  

室温条件 で 6 0 分 間のブ ロッキ ング反 応  

（ブロッ キン グ液： 5 %  g o a t  s e r u m と 1 %  B S A を含有し た P B S）   

↓  

4  º C の温度 条件で 一次抗 体反応 （一 晩 ）  

↓  

P B S  で 5 分間 洗浄  x  3 回  
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↓  

遮光下・ 室温 条件で 二次抗 体反応 （ 9 0 分間）  

↓  

P B S  で 5 分間 洗浄  x  3 回  

↓  

退色防止 剤に よって 切片を 封入  

（退色防 止剤 ： S l o w F a d e ®  A n t i f a d e  k i t ,  I n v i t r o g e n）  

↓  

蛍光顕微 鏡に よる観 察・染 色画像 の取 得  

 

 図 2 に 示す ような 各筋線 維タイ プに 対する免 疫染 色 画像 を取得 し、筋 線維 タ

イプの分 別を 行った 。一次 抗体お よび 二 次抗体と も に 、1 %  B S A を含有し た P B S  

を用いて 適切 な濃度 に希釈 した。 使用 した 1 次 抗体 およ び 2 次抗 体の詳 細は 、

下記表に 記し た。  
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図 2 .  各筋 線維 タイ プに 対す る免 疫 染色  

( A)  y o u n g  群と m i d d l e - a g e d  群の S O L に おけ る各 筋線 維タ イプ に対 する 免

疫染色 像を 例示 し た。 赤染色 され た筋 線維は t y p e  I  線維 を表し 、緑 染色さ

れた筋線 維 は t y p e  I I A 線維 を表す 。本 研究では 、 t y p e  I  およ び t y p e  I I A に

対 す る 免 疫 染 色 に お い て 、 両 者 と も に 染 色 さ れ な か っ た 筋 線 維 を t y p e  

I I X / I I B  線維 と定義 した。 S c a l e  b a r  =  1 0 0  μ m.  

( B )  y o u n g  群 と m i d d l e - a g e d  群 の E D L にお ける各筋 線維 タイプ に対す る免疫

染色像 を例 示 した 。赤 染色さ れた 筋線 維は t y p e  I I A 線維 を表し 、緑 染色さ

れた筋線 維 は t y p e  I I X  線維を表し 、青 染色され た筋 線維 は t y p e  I I B  線維を

表す。本 研究 では、 y o u n g ,  mi d d l e - a g e d ,  o l d 群の各 群にお いて、 E D L におけ

る t y p e  I  線 維は 1 本も 検出さ れなか っ た。 S c a l e  b a r  =  1 0 0  μ m .  
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1 次抗 体の 一覧 表  

1 次抗体  抗原  

1 次抗体  

希釈濃度  

B A - F 3  ( mo u s e  I g G 1 )  

M y o s i n  h e a v y  c h a i n  t y p e  I   

( t y p e  I  f i b e r )  

1 2  µ g / m L  

S C - 7 1  ( mo u s e  I g G 2 b )  

M y o s i n  h e a v y  c h a i n  t y p e  I I A  

( t y p e  I I A f i b e r )  

3  µ g / m L  

6 H 1  ( mo u s e  I g M )  

M y o s i n  h e a v y  c h a i n  t y p e  I I X   

( t y p e  I I X  f i b e r )  

1  :  2 0  

B F - F 3  ( m o u s e  I g M )  

M y o s i n  h e a v y  c h a i n  t y p e  I I B   

( t y p e  I I B  f i b e r )  

1  :  2 0  

4 8 4 4  ( r a b b i t  I g G )  

m i t o c h o n d r i a l  c y t o c h r o m e  c  o x i d a s e  

s u b u n i t  I V  ( C O X  I V )  

1  :  2 5 0  

A b 7 7 5 7 7  ( r a b b i t  I g G )  m u s c l e  R I N G - f i n g e r  p r o t e i n - 1  ( M u R F 1 )  1  :  1 0 0 0  

 

B A - F 3 ,  S C - 7 1 ,  6 H 1 ,  B F - F 3 は、 D e v e l o p m e n t a l  S t u d i e s  H y b r i d o ma  B a n k  から 入手

した。4 8 4 4 は、C e l l  S i g n a l i n g  Te c h n o l o g y  から入 手し た。A b 7 7 5 7 7 は、a b c a m か

ら入手し た。  

 



22 

 

 

 

2 次抗 体の 一覧 表  

2 次抗体  

二次抗体  

希釈濃度  

A l e x a  F l u o r ®  5 9 4  G o a t  a n t i - mo u s e  I g G 1  1  :  2 0 0 0  

A l e x a  F l u o r ®  6 4 7  G o a t  a n t i - mo u s e  I g G 2 b  1  :  2 0 0 0  

A l e x a  F l u o r ®  5 9 4  G o a t  a n t i - mo u s e  I g M  1  :  2 0 0 0  

A l e x a  F l u o r ®  4 8 8  G o a t  a n t i - mo u s e  I g M  1  :  2 0 0 0  

A l e x a  F l u o r ®  5 5 5  G o a t  a n t i - r a b b i t  I g G  1  :  1 0 0 0  

 

2 次抗体は 全て 、 i n v i t r o g e n から 入手 し た。  
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3 - 4 .  C y t o c hr o me  c  o x i d a s e（ C O X）染 色  

 

 C O X  染色は、 ミトコ ンドリ ア呼 吸鎖 複合体 I V（ c o m p l e x  I V）の酵 素活性 を

反映する 組織 化学 染 色であ る 。凍 結筋 切片を P B S  で 1 分間洗 浄し、 C O X  染色

反応液 で 3 7  º C、 6 0 分間 の 温度 条件で 反 応さ せた。その後、蒸留水 で 9 0 秒 間洗

浄し、室 温条 件で 1 %  C u S O 4（ 0 3 0 - 0 4 4 4 2 ,  Wa k o） と 5 分間 反応さ せた。 蒸留 水

で 9 0 秒間洗 浄し た後に 、 7 0 ,  9 0 ,  1 0 0 ,  1 0 0 %のエタノ ールを 用い て脱水 反応を 順

次各 3 0 秒間 行っ た。その後 、キ シレン で 1 分間 の透 徹処理 を 2 回 行い 、M O U N T  

Q U I C K（ D M - 0 1 ,  D A I D O  S A N G Y O）を用いて封 入し た。 光 学顕微 鏡（ D M D 1 0 8 ,  

L e i c a）を用い て 組織 形態を 観察し、染色 画像を取 得し た。C O X  染色反応 液は、

以下の組 成と なるよ うに調 製して 使用 した。 上 述し た一連 の手順 につい て、 実

験手順 - 2 に整 理した 。  

 

C O X 染色反 応液組 成 （ p H  5 . 5 に調製 ）：  

・ 3 0  m g  3 ,  3 ’ - d i a mi n o b e n z i d i n e  t e t r a h y d r o c h l o r i d e（ 3 4 9 - 0 0 9 0 3 ,  Wa k o）  

・ 1 3 . 5  m L 0 . 1  M  s o d i u m a c e t a t e / p H  5 . 6（ 0 11 - 0 0 2 7 6 ,  Wa k o）  

・ 1 . 5  m L 1 %  ma n g a n e s e  c h l o r i d e（ 1 3 9 - 0 0 7 2 2 ,  Wa k o）  

・ 1 5 0  μ L 0 . 1 %  h y d r o g e n  p e r o x i d e  s o l u t i o n（ 0 8 4 - 0 7 4 4 1 ,  Wa k o）  

 

実験手順 - 2（ C O X  染色）  

 

凍結筋切 片 を P B S  で 1 分間洗 浄  

↓  

3 7  º C の 温度 条 件で C O X  染色反応 液と 6 0 分間反応  

↓  
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蒸留水 で 9 0 秒間 洗浄  

↓  

室温条件 で 1 %  C u S O 4 と 5 分 間反応  

↓  

蒸留水 で 9 0 秒間 洗浄  

↓  

7 0 ,  9 0 ,  1 0 0 ,  1 0 0 %のエタノー ルを用 いて 脱水反応 （ 各 3 0 秒間）  

↓  

キシレン によ る 1 分 間の透 徹処理  x  2 回  

↓  

M O U N T Q U I C K で封入  

↓  

光学顕微 鏡 を 用いた 組織形 態観察 ・染 色 画像の 取得  

 

 

3 - 5 .  S uc c i na t e  de hy d ro g e na s e  ( S D H )  染 色  

 

 S D H  染色は、 ミトコ ンド リア呼 吸鎖 複合体 I I（ c o m p l e x  I I）の 酵素 活性を 反

映する組 織化 学 染色 である 。凍結 筋切 片を P B S  で 1 分間 洗浄し た後 、 S D H  染

色反応液 で 3 7  º C、3 0 分間の条 件で反 応 させた 。蒸留 水で 9 0 秒間 洗浄し た後に 、

7 0 ,  9 0 ,  1 0 0 ,  1 0 0 %のエタ ノール を用い て 脱水反応 を順 次各 3 0 秒 間行っ た。そ の

後、キシ レン で 1 分 間の透 徹処理 を 2 回行い、 M O U N T Q U I C K を 用いて 封入 し

た。光 学顕微 鏡で組 織形態 を観 察し、画像を取 得し た。 S D H 染色反 応液は 、以

下の組成 とな るよう に調製 して使 用し た。 上述 した 一連の 手順に ついて 、実 験

手順 - 3 に整理 した。  
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S D H 染色反 応液組 成（ p H  7 . 2 - 7 . 6 に調 製）：  

・ 1 5  m g  n i t r o  b l u e  t e t r a z o l i u m c h l o r i d e  ( 1 4 4 - 0 1 9 9 3 ,  Wa k o )  

・ 7 . 5  m L 0 . 2  M  s o d i u m s u c c i n a t e  

・ 7 . 5  m L 0 . 2  M  p h o s p h a t e  b u f f e r  

 

実験手順 - 3（ S D H  染色 ）  

 

凍結筋切 片 を P B S  で 1 分間洗 浄  

↓  

3 7  º C の 温度 条 件で S D H  染色反応 液 と 3 0 分間反応  

↓  

蒸留水 で 9 0 秒間 洗浄  

↓  

7 0 ,  9 0 ,  1 0 0 ,  1 0 0 %のエタノー ルを用 いて 脱水反応 （ 各 3 0 秒間）  

↓  

キシレン によ る 1 分 間の透 徹処理  x  2 回  

↓  

M O U N T Q U I C K で封入  

↓  

光学顕微 鏡 を 用いた 組織形 態観察 ・染 色 画像の 取得  
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3 - 6 .  N i c o t i na m i d e  a de n i ne  d i n uc l e o t i de  de hy d r o g e na s e - t e t r a z o l i u m  re d uc t a s e  

( N A D H - T R )  染色  

 

 N A D H - T R  染 色は、 ミト コン ドリア 呼 吸鎖複 合体 I（ c o m p l e x  I）の 酵素活 性

を 反 映 す る 組 織 化 学 染 色 で あ る 。 凍 結 筋 切 片 を P B S  で 1 分 間 洗 浄 し た 後 、

N AD H - T R  染色反 応液 で 3 7  º C、 3 0 分間 の条件で 反応 させた 。蒸留 水で 9 0 秒 間

洗浄した 後に 、 7 0 ,  9 0 ,  1 0 0 ,  1 0 0 %のエタ ノールを 用い て脱水 反応を 順次 各 3 0 秒

間行った 。そ の後、 キシレ ンで 1 分間 の透徹処 理を 2 回 行い、 M O U N T Q U I C K

を用いて 封入 した。光 学顕 微鏡で 組織形 態を観察 し、画 像を取 得し た。N A D H - T R

染色反応 液は 、以下 の組成 となる よう に調製し て使 用した 。 上述 した一 連の 手

順につい て、 実験手 順 - 4 に整理し た。  

 

N AD H - T R 染 色反応 液組成 （ p H  7 . 4 に調 製）：  

・ 1 8  m g  n i t r o  b l u e  t e t r a z o l i u m c h l o r i d e  

・ 1 6  m g  β - N AD H  ( 0 4 0 - 1 6 2 3 4 ,  Wa k o )  

・ 3  m L 1 M  Tr i s - H C l / p H 7 . 4  

・ 1 2  m L d i s t i l l e d  w a t e r  

 

実験手順 - 4（ N A D H - T R  染色）  

 

凍結筋切 片 を P B S  で 1 分間洗 浄  

↓  

3 7  º C の 温度条 件で N A D H - T R  染色 反応 液と 3 0 分間 反応  

↓  

蒸留水 で 9 0 秒間 洗浄  
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↓  

7 0 ,  9 0 ,  1 0 0 ,  1 0 0 %のエタノー ルを用 いて 脱水反応 （ 各 3 0 秒間）  

↓  

キシレン によ る 1 分 間の透 徹処理  x  2 回  

↓  

M O U N T Q U I C K で封入  

↓  

光学顕微 鏡 を 用いた 組織形 態観察 ・染 色 画像の 取得  

 

 

3 - 7 .  ゴモ リト リク ロー ム 変法  ( m o d i f i e d  g o m o r i  t r i c hr o m e  s t a i n i ng ,  m G T )  

 

 本染色 は、 ミトコ ンドリ アミオ パチ ーの筋病 理診 断に用 いられ る 組織 化学 染

色の一つ とし て知ら れてお り、異 常に 増殖した ミト コンド リアを 赤色に 染色 す

ることが でき る染色 法であ る [ 1 3 , 4 2 ]。加齢筋に おけ るミト コンド リアの 形態 異

常の有無 を評 価する ために、本染色 を施 した。凍 結筋切 片を P B S  で 1 分 間洗浄

した後 、マ イヤー ヘマト キシリ ン溶 液 中 、室 温で 1 0 分 間反応 させた 。蒸留水 で

5 分間の洗 浄を 行った 後、mG T 染色 反 応 液で室 温 2 0 分 間反応 させた 。その 後 、

0 . 2 %酢酸溶 液中 で 5 - 1 0 分間の洗浄 を行 った。 7 0 ,  9 0 ,  1 0 0 ,  1 0 0 %のエタノ ールを

用いて脱 水反 応を順 次各 3 0 秒 間行っ た 。その後、キ シレ ンで 1 分間の 透徹処 理

を 1 回行 い、M O U N T Q U I C K  を用いて 封入した 。光 学顕微 鏡で組 織形 態を観 察

し、画 像を 取得し た。m G T 染 色反応 液 は 、以 下の 組成と なるよ うに調 製して 使

用した。 上述 した一 連の手 順につ いて 、実験手 順 - 5 に整理 した。  

 

mG T 染 色反 応液組 成 （ p H  3 . 4 に調製 ）：  
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・ 0 . 6  g  c h r o m o t r o p e  2 R  

・ 0 . 3  g  f a s t  g r e e n  F C F  

・ 0 . 6  g  p h o s p h o t u n g s t i c  a c i d  

・ 1  m L a c e t i c  a n h y d r i d e ,  1 0 0  m L d i s t i l l e d  wa t e r  

 

実験手順 - 5（ mG T 染色 ）  

 

凍結筋切 片 を P B S  で 1 分間洗 浄  

↓  

室温条件 で マ イヤー ヘマト キシリ ン溶 液 と 1 0 分間 反応  

↓  

蒸留水 で 5 分 間洗浄  

↓  

室温条件 で mG T 染 色反応 液と 2 0 分 間 反応  

↓  

0 . 2 %酢酸溶 液 で 5 - 1 0 分間の 洗浄  

↓  

7 0 ,  9 0 ,  1 0 0 ,  1 0 0 %のエタノー ルを用 いて 脱水反応 （ 各 3 0 秒間）  

↓  

キシレン によ る 1 分 間の透 徹処理  x  1 回  

↓  

M O U N T Q U I C K で封入  

↓  

光学顕微 鏡 を 用いた 組織形 態観察 ・染 色 画像の 取得  
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3 - 8 .  筋線 維数 、筋 線維 面 積の 測定  

 

 各筋線 維タ イプに 対する 特異的 モノ クローナ ル抗 体を使 った 免 疫組織 染色 で

得られた 画像 を基に 、画 像解析 ソフト ウェア I ma g e  J（ N I H）を用い て、各筋 線

維タイプ の数 と面積 を測定 した 。各筋 線 維タイプ の筋 線維数 は総数 を測定 した 。

各筋線維 タイ プの 筋 線維面 積 は、 約 1 0 0 本の筋線 維を 測定し 、その 平均値 を筋

線維面積 とし た。  

 

 

3 - 9 .  各筋 線維 タイ プに お ける C O X  活 性の 測定  

 

 C O X  染色で得 られた 画像を 基に 、I ma g e  J（ N I H）を用いて 、C O X  活性（ c o m p l e x  

I V  活性）を測定 した。 C O X  活性 は C O X  染色の i n t e n s i t y  を 筋線 維面積 で補正

するこ とで 、筋線 維当 たりの C O X  活性を測 定し た。各 筋線 維タイ プご とに 、

約 5 0 本の筋線 維に おける C O X  活性を 測定し 、その 平均 値を C O X  活性とした 。

y o u n g  群 にお ける C O X  活性を 1 0 0 とし 、mi d d l e - a g e d  群 およ び o l d  群に おける

C O X  活性 を y o u n g  群 におけ る C O X  活性の相対 値と して表 記した 。各 筋線維 タ

イプ単 位で C O X  活性 を評価 する ため に、各 筋線 維タイ プに 対する 免疫 組織 染

色と C O X  染色の連続 切片を 作製す るこ とで、筋 線維 タイプ の分別 を行っ た。  

 

 

3 - 1 0 .  各 筋 線維 タイ プに おけ る N A D H - T R  活性 の測 定  

 

 N A D H - T R  染色 で得ら れた画 像を基 に 、I ma g e  J（ N I H）を用 いて、N A D H - T R  活

性（ c o m p l e x  I 活 性）を測定 した。 N A D H - T R  活性は N A D H - T R  染色 の i n t e n s i t y  
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を 筋線 維 面 積 で 補正 す る こ とで 、 筋 線 維 当た り の N A D H - T R  活 性 を 測定 し た 。

各筋線維 タイ プごと に、約 5 0 本の筋線 維における N A D H - T R  活性 を測定 し、

その平均 値を N A D H - T R  活性と した 。y o u n g  群に おけ る C O X  活性を 1 0 0 とし、

o l d  群 におけ る N A D H - T R  活性 を y o u n g  群におけ る N A D H - T R  活性の相 対値と

して表記 した。 各筋線 維タイ プ単位 で N AD H - T R  活性を 評価す るため に、各筋

線維タイ プに 対する 免疫組 織染色と N A D H - T R  染色の 連続 切片を 作製す ること

で、筋線 維タ イプの 分別を 行った 。  

 

 

3 - 11 .  S ub s a rc o l e m m a l  m i t o c ho nd r i a l  a c c um ul a t i o n を 含有 する 筋線 維の 測 定  

 

 mG T 染 色で得 られ た画像 を基に 、 I m a g e  J（ N I H）を用いて 、少な くと も 2 0 0

本の筋 線維 を含 んだ 領域を 解析 し、 s u b s a r c o l e m ma l  m i t o c h o n d r i a l  a c c u m u l a t i o n  

を含有す る筋 線維の 割合（ %）を 測定し た。 mG T 染色 と各筋 線維タ イプに 対す

る免 疫組 織染 色と の連 続切 片を 作製 す るこ とで 、 s u b s a r c o l e m ma l  m i t o c h o n d r i a l  

a c c u m u l a t i o n  を 含有す る筋 線維の 筋線 維タイプ を分 別した 。  

 

 

3 - 1 2 .  各 筋 線維 タイ プに おけ る M uR F 1  ( M us c l e  R I N G - F i ng e r  Pr o t e i n - 1 )  発 現の

解析  

 

 M u R F 1  免疫組 織染色 で得ら れた 画像 を基に 、I ma g e  J（ N I H）を用 いて 、M u R F 1  

の発現を 測定 した。M u R F 1  の発現 量 は 、M u R F 1  免疫染 色 の i n t e n s i t y  を 筋線 維

面積で 補正 するこ とで 、筋線 維当 たり の M u R F 1  発現量 を測 定した 。各 筋線 維

タイプご とに 、約 5 0 本 の筋 線維に おけ る M u R F 1  の i n t e n s i t y を測 定し 、その 平
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均値を M u R F 1  発現量 とした 。y o u n g  群 におけ る M u R F 1  発現 量を 1 とし たとき

の、m i d d l e - a g e d  群にお け る M u R F 1  発 現量を相 対値 として 表記し た。各筋 線維

タイプ 単位で M u R F 1  発現量 を評 価す るため に、 各筋線 維タ イプに 対す る免 疫

染色と M u R F 1  に 対す る免疫 染色 との 多重染 色を 行うこ とで 、筋線 維タ イプ の

分別を行 った 。  

 

 

3 - 1 3 .  透 過 型電 子顕 微鏡（ Tr a ns m i s s i o n  e l e c t r o n  m i c ro s c o py,  T E M）に よる 形態

観察  

 

 マ ウ ス を 安 楽 殺 後 に 採 取 し た S O L を 2 . 5 %  g l u t a r a l d e h y d e  と 2 %  

p a r a f o r ma l d e h y d e  を 含む 0 . 1 M  c a c o d y l a t e  b u f f e r  で 2 時 間固定 した。その 後、筋

を細かく 裂き 、 1 %  o s m i u m  t e t r o x i d e  を 含む 1 M  c a c o d y l a t e  b u f f e r  でさら に 2 時

間固定し 、e p o n  に包 埋した 。作製 した 厚さ 8 0 n m の 横断 および 縦断 切片を 、1 %  

u r a n y l  a c e t a t e  で 2 時間反 応さ せ、  T E M を用いて 組織 形態を 観察し 、画像 を 取

得した。  

 

 

3 - 1 4 .  P e r me a b i l i ze d  m y o f i b e r s の作 製  

 

 p e r m e a b i l i z e d  m y o f i b e r s  の作製と 酸化 的リン酸 化（ o x i d a t i v e  p h o s p h o r y l a t i o n ,  

O X PH O S） 機能 の 測 定は 、 先行 研 究 の 手法 に 倣 って 実 施し た [ 1 7 , 4 3 ]。マ ウ ス を

安楽殺後 に 、 S O L と E D L を採取 した 。この際 に、 筋に対 する物 理的な 障害 を

減らすた めに 、腱 と腱で 筋を 慎重に 採 取した 。採 取し た S O L と E D L は 、氷 上

で冷却し た B I O P S  b u f f e r（ 2 . 7 7  mM  C a K 2 E G TA b u f f e r ,  7 . 2 3  mM  K 2 E G TA b u f f e r ,  
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5 . 7 7  mM  N a 2 AT P,  6 . 5 6  mM  M g C l 2 - 6 H 2 O ,  2 0  mM  Ta u r i n e ,  1 5  mM  

N a 2 p h o s p h o c r e a t i n e ,  2 0  mM  I mi d a z o l e ,  0 . 5  mM  D i t h i o t r e i t o l ,  5 0  mM  M E S ,  5 N  K O H  

を用い て p H  7 . 1 に調製 ）中に 移し 、実 態顕微鏡 下で 観察し ながら 極細ピ ンセ ッ

ト（ D u m o n t  n o .  5）を用い て、筋 線維束 に分離し た 。We t  w e i g h t  とし て、S O L は

約 1  m g  、 E D L は約 2 . 5  m g  となる よう に、筋線 維束 を取得 した。  

 

 取得し た筋 線維束を 5  m g / m L の s a p o n i n e  を含有 した B I O P S  b u f f e r  中で氷上

3 0 分 間 、 攪 拌 さ せ な が ら 反 応 さ せ る こ と で 膜 透 過 処 理 を 行 い 、 p e r me a b i l i z e d  

m y o f i b e r s を取得し た 。その 後、p e r me a b i l i z e d  m y o f i b e r s  を r e s p i r a t i o n  b u f f e r（ 0 . 5  

m M  E G TA ,  3  mM  M g C l 2 - 6 H 2 O ,  2 0  mM  Ta u r i n e ,  2 0  mM  H E P E S ,  6 0  mM  L a c t o b i o n i c  

a c i d ,  1 0  mM  K H 2 P O 4 ,  11 0  mM  S u c r o s e ,  1  g / L B S A ,  5 N  K O H を用い て p H  7 . 1 に調

製）に 浸し 、氷 上 1 0 分間 、攪拌 させな がら反応 させ た。続 いて 、h i g h - r e s o l u t i o n  

o x y g e n  s e n s o r（ O x y g r a p h - 2 K ,  O r o b o r o s  I n s t r u m e n t s ,  I n n s b r u c k ,  A u s t r i a ）のチャ

ンバー内 に r e s p i r a t i o n  b u f f e r  を充填し 、その中 に、 p e r me a b i l i z e d  my o f i b e r s を

入れ、下 記に 示すよ うに、 O X P H O S  機能（ o x y g e n  c o n s u m p t i o n  r a t e ,  O 2  f l u x）を

測定した 。  

 

 

3 - 1 5 .  H i g h - r e s o l u t i o n  r e s p i r o me t e r を用 いた O X P H O S  機 能測 定  

 

 下記の 図 3 に示す ように 、ミト コン ドリア呼 吸鎖 の基質 および 阻害剤 を用 い

ることで 、 r e s p i r a t i o n  b u f f e r  中におけ る O 2  f l u x  を測定 した 。 c o m p l e x  I  を介 し

た O 2  f l u x  は、 2  mM  ma l a t e ,  5  mM  p y r u v a t e ,  1 0  mM  g l u t a ma t e  の存 在下で、 5  mM  

a d e n o s i n e  d i p h o s p h a t e  ( A D P)  を添加す ることに よっ て 測定 した。 c o m p l e x  I  と

c o m p l e x  I I  を介 した ma x i ma l  O 2  f l u x  は 、 1 0  mM  s u c c i n a t e  を添加す ること によ
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って測定 した 。 c o m p l e x  I I  を 介し た O 2  f l u x  は、 2 . 5  μ M  r o t e n o n e（ c o m p l e x  I の

阻害剤） を添 加する ことに よって 測定 した。 c o m p l e x  I V  を介 し た O 2  f l u x  は 、

2 . 5  μ M  a n t i m y c i n  A（ c o m p l e x  I I I の阻 害剤） を添加 した 後に 、 c o m p l e x  I V  の

e l e c t r o n  d o n o r  であ る T M P D（ N , N , N ’ , N ’ - t e t r a me t h y l - p - p h e n y l e n e d i a mi n e）を 0 . 5  

m M  添加す ること によっ て 測 定した 。T M PD  の自己酸 化を防 ぐた めに 、2 mM  の

a s c o r b i c  a c i d  を添加 した。測 定し た O 2  f l u x  は、p m o l  x  s e c - 1  x  m g - 1  w e t  w e i g h t  o f  

p e r me a b i l i z e d  m y o f i b e r s とし て表記 した 。B I O P S  b u f f e r  および r e s p i r a t i o n  b u f f e r  

を構成す る各 試薬 、 ミトコ ンドリ ア呼 吸鎖の各 基質 および 阻害剤 は、以 下の も

のを使用 した 。 また 、ミト コンド リア 呼吸鎖の 各 c o m p l e x  を介し た O 2  f l u x  を

測定する 際の 各試薬 の添加 手順 に つい て、下記 の 表 2 に整 理した 。  

 

B I O P S  b u f f e r を 構成す る試 薬 情報  

  C a K 2 E G TA b u f f e r（ 5 N  K O H を用いて、p H  7 . 1 に調 製）：1 0 0  mM  E G TA ( e t h y l e n e  

g l y c o l - b i s  ( 2 - a mi n o - e t h y l e t h e r ) - N ,  N ,  N ’ ,  N ’ - t e t r a a c e t i c  a c i d ,  E 4 3 7 8 - 1 0 0 G,  

S I G M A - A L D R I C H ) ,  1 0 0  mM  C a C O 3  ( c a l c i u m c a r b o n a t e ,  C 4 8 3 0 - 1 0 0 G,  

S I G M A - A L D R I C H )  

  K 2 E G TA b u f f e r（ 5 N  K O H  を用 いて、 p H  7 . 0 に調 製）： 1 0 0  mM  E G TA  

  N a 2 AT P （ 5 N  K O H  を 用 い て 、 p H  7 . 0 に 調 製 ）： A d e n o s i n e  5 ’ - t r i p h o s p h a t e  

d i s o d i u m  s a l t  h y d r a t e ,  A 2 3 8 3 - 1 G,  S I G M A - A L D R I C H  

  M g C l 2 - 6 H 2 O：  ma g n e s i u m  c h l o r i d e ,  1 3 5 - 0 0 1 6 5 ,  Wa k o  

  Ta u r i n e：  T 0 6 2 5 - 1 0 0 G,  S I G M A - A L D R I C H  

  N a 2 p h o s p h o c r e a t i n e ：  p h o s p h o c r e a t i n e  d i s o d i u m  s a l t  h y d r a t e ,  P 7 9 3 6 - 5 G,  

S I G M A - A L D R I C H  

  I mi d a z o l e：  0 0 0 - 3 9 5 0 2 ,  キシ ダ化学 株式 会社  

  D i t h i o t r e i t o l：  D 0 6 3 2 - 1 G,  S I G M A - A L D R I C H  
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  M E S：  M E S  h y d r a t e ,  M 8 2 5 0 - 2 5 G,  S I G M A - A L D R I C H  

  K O H：  p o t a s s i u m  h y d r o x i d e ,  1 6 9 - 2 0 3 6 5 ,  Wa k o  

※ 8 N  K O H  を蒸留水 で 5 N  K O H  に希釈 した後、 使用 した。  

 

r e s p i r a t i o n  b u f f e r を 構成す る試薬 情報  

  E G TA ,  M g C l 2 - 6 H 2 O ,  Ta u r i n e ,  K O H：  上記に同じ 。  

  H E P E S：  H 3 3 7 5 - 1 0 0 G,  S I G M A - A L D R I C H  

  L a c t o b i o n i c  a c i d：  1 5 3 5 1 6 - 1 0 0 G,  S I G M A - A L D R I C H  

  K H 2 P O 4：  p o t a s s i u m  d i h y d r o g e n p h o s p h a t e ,  2 8 7 2 1 - 5 5 ,  n a c a l a i  t e s q u e  

  S u c r o s e：  1 9 2 - 0 0 1 2 ,  Wa k o  

  B S A： A 6 0 0 3 - 5 G,  S I G M A - A L D R I C H  

 

ミトコン ドリ ア呼吸 鎖の各 基質お よび 阻害剤 情 報  

  M a l a t e：  M 1 0 0 0 ,  S I G M A - A L D R I C H  

  P y r u v a t e：  s o d i u m p y r u v a t e ,  1 9 3 - 0 3 0 6 5 ,  Wa k o  

  G l u t a ma t e：  G 1 6 2 6 ,  S I G M A - A L D R I C H  

  A D P（ 5 N  K O H  を用いて 、p H  7 . 0 に調製 ）：  a d e n o s i n e  d i p h o s p h a t e ,  A 2 3 8 3 - 1 G,  

S I G M A - A L D R I C H  

  S u c c i n a t e：  S 2 3 7 8 ,  S I G M A - A L D R I C H  

  R o t e n o n e：  R 8 8 7 5 ,  S I G M A - A L D R I C H  

  A n t i m y c i n A：  A 8 6 7 4 ,  S I G M A - A L D R I C H  

  T M P D：  N , N , N ’ , N ’ - t e t r a me t h y l - p - p h e n y l e n e d i a mi n e ,  T 3 1 3 4 ,  S I G M A - A L D R I C H  

  L - a s c o r b i c  a c i d ;  A 0 5 3 7 ,  To k y o  C h e m i c a l  I n d u s t r y  ( T C I )  
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図 3 .  ミト コン ドリ ア呼 吸鎖 の基 質 およ び阻 害剤 を用 い た O 2  f l u x の 測 定  

（ N a t u r e  P r o t o c o l s  v o l u m e  3 ,  p a g e s 9 6 5 – 9 7 6 ( 2 0 0 8 )  より引用）  

R o t ;  r o t e n o n e ,  G l u ;  g l u t a ma t e ,  M a l ;  ma l a t e ,  S u c c ;  s u c c i n a t e ,  A n t A ;  a n t i m y c i n A ,  

A s c ;  a s c o r b i c  a c i d ,  C I ;  c o m p l e x  I ,  C I I ;  c o m p l e x  I I ,  C I I I ;  c o m p l e x  I I I ,  C I V;  c o m p l e x  

I V,  C V;  c o m p l e x  V  
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表 2 .  H i g h - re s o l u t i o n  re s p i ro m e t o r  を 用 いた O X P H O S  機 能測 定に おけ る 、ミ ト

コン ドリ ア呼 吸鎖 複合 体の 基質 ・阻 害 剤の 添加 手順  

 

添加 手順  基質 ・阻 害剤  最終 濃度  

S t e p - 1  0 . 8  M  M a l a t e  5  µL  2  mM  

S t e p - 2  1  M  P y r u v a t e  1 0  µL  5  mM  

S t e p - 3  2  M  G l u t a ma t e  1 0  µL  1 0  mM  

S t e p - 4  

0 . 5  M  A D P 2 0 µL  

1  M  M g C l 2 - 6 H 2 O  6  µL  

5  mM  ( A D P)  

S t e p - 5  1  M  S u c c i n a t e  2 0  µL  1 0  mM  

S t e p - 6  1  mM  R o t e n o n e  5  µL  2 . 5  µM  

St e p - 7  5  mM  A n t i m y c i n A 1  µL  2 . 5  µM  

S t e p - 8  

2 0 0  mM  T M P D *  5 . 5  µL  

1  M  A s c o r b i c  a c i d  11  µL  

0 . 5  mM  ( T M PD )  

 

上記の基 質ま たは阻 害剤 を 2  m L の r e s p i r a t i o n  b u f f e r  中にハミ ルトン シリン ジ

を用いて 順次 添加し た。  

* 2 0 0  mM  T M P D  は、 1 0  mM  a s c o r b i c  a c i d  を含有 した 蒸留水 を用い て 調 製 し た 。 
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3 - 1 6 .  r e a l - t i me  p o l y me r a s e  c ha i n  r e a c t i o n（ RT- P C R）に よ る mR N A 発 現解 析  

 

 マウス を安 楽殺後 、 S O L と E D L を 採取し、 液体 窒素中 で 急速 凍結し たサ ン

プ ル を 使 用 し た 。 Tr i z o l（ 1 5 5 9 6 0 2 6 ,  I n v i t r o g e n） と R N e a s y  M i n i  K i t（ 7 4 1 0 6 ,  

Q I A G E N ） を 用 い て 、 S O L お よ び E D L か ら R N A を 精 製 し た 。 R N A か ら

c o m p l e m e n t a r y  D N A（ c D N A）を、オリ ゴ d T プ ライ マーと 逆転写 酵素（ 4 3 8 7 4 0 6 ,  

A p p l i e d  B i o s y s t e ms ） を 用 い て 合 成 し た 。 続 い て 、 P r i m e Ti m e  g e n e  e x p r e s s i o n  

ma s t e r  mi x（ 1 0 5 5 7 7 1 ,  I n t e g r a t e d  D N A Te c h n o l o g y,  I D T）と 標的遺 伝子に 対す る

プラ イマ ーを 用い て 、 RT- P C R  を 行う こ とで 、 mR N A の 定量 的 な発 現解 析を 行

った。本 研究 で使用 したプ ライマ ーは 、 I D T また は A p p l i e d  B i o s y s t e m s  より 購

入した 既製 品を 用いた 。 ハ ウス キー ピ ング遺 伝子 とし ては、 β - a c t i n  を 用いて 、

それぞれ の標 的遺伝 子の m R N A 発現量 を β - a c t i n  の発現 量で補 正し た値を 算出

した。そ して 、 y o u n g  群に おける それ ぞれの標 的遺 伝子の 発現量 を 1 と した と

き の 、 mi d d l e - a g e d  群 に お け る 発 現 量 を 相 対 値 と し て 算 出 し た 。 以 下 に 、 使 用

したプラ イマ ーの詳 細 につ いて 、 表 3 に記した 。  
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表 3 .    使 用し たプ ライ マー の一 覧 表  

 

Ta r g e t  g e n e  P r i m e r  i n f o r ma t i o n  

p e r o x i s o m e  p r o l i f e r a t o r - a c t i v a t e d  

r e c e p t o r  g a m ma  c o a c t i v a t o r  

1 - a l p h a  ( PG C - 1 α )  

M m0 1 2 0 8 8 3 5  ( A p p l i e d  B i o s y s t e ms )  

P G C - 1 β  M m0 0 5 0 4 7 3 0  ( A p p l i e d  B i o s y s t e ms )  

p e r o x i s o m e  p r o l i f e r a t o r - a c t i v a t e d  

r e c e p t o r  d e l t a  ( P PA R δ )  

M m. P T. 5 8 . 6 9 9 4 5 4 2  ( I D T )  

p r o t e i n  K i n a s e  A M P - A c t i v a t e d  

ca t a l y t i c  s u b u n i t  a l p h a  1  

( AM P K α 1 )  

M m. P T. 5 8 . 6 7 1 8 2 9 7  ( I D T )  

m i t o f u s i n - 1  ( M f n 1 )  M m. P T. 5 8 . 1 3 5 3 1 3 3 0  ( I D T )  

m i t o f u s i n - 2  ( M f n 2 )  M m. P T. 5 8 . 6 4 7 9 3 4 2  ( I D T )  

d y n a mi n  r e l a t e d  p r o t e i n  1  ( D r p 1 )  M m. P T. 5 8 . 3 2 3 2 8 3 6 4  ( I D T )  

o p t i c  a t r o p h y  p r o t e i n  1  ( O p a 1 )  M m. P T. 5 8 . 7 9 5 6 6 9 2  ( I D T )  

P T E N - i n d u c e d  k i n a s e  1  ( P i n k 1 )  M m. P T. 5 8 . 2 3 7 11 3 5 3  ( I D T )  

p a r k i n  M m. P T. 5 8 . 4 2 7 4 2 4 4 1  ( I D T )  

t h i o r e d o x i n  r e d u c t a s e  1  ( T x n r d 1 )  M m. P T. 5 8 . 1 2 3 4 8 3 6 1  ( I D T )  

g l u t a ma t e - c y s t e i n e  l i g a s e  

ca t a l y t i c  s u b u n i t  ( G c l c )  

M m. P T. 5 8 . 3 0 6 5 6 5 6 0  ( I D T )  

s u l f i r e d o x i n - 1  ( S r x n 1 )  M m. P T. 5 8 . 3 2 1 4 2 7 2 7  ( I D T )  

h y p o x i a  i n d u c i b l e  f a c t o r - 1 α  

( H I F 1 α )  

M m0 0 4 6 8 8 6 9  ( A p p l i e d  B i o s y s t e ms )  
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p y r u v a t e  k i n a s e  m u s c l e  i s o z y m e  

( PK M )  

M m. P T. 5 8 . 6 6 4 2 1 5 2  ( I D T )  

3 - p h o s p h o i n o s i t i d e - d e p e n d e n t  

k i n a s e - 1  ( PD K 1 )  

M m. P T. 5 8 . 1 0 6 8 0 4 4 4  ( I D T )  

m u s c l e  R I N G - F i n g e r  p r o t e i n - 1  

( M u R F 1 )  

M m0 11 8 5 2 2 1 _ m1  ( A p p l i e d  B i o s y s t e m s )  

F - b o x  o n l y  p r o t e i n  3 2  ( A t r o g i n 1 )  M m0 0 4 9 9 5 2 3 _ m1  ( A p p l i e d  B i o s y s t e ms )  

f o r k h e a d  b o x  p r o t e i n  O 1  ( F o x o 1 )  M m0 0 4 9 0 6 7 2 _ m1  ( A p p l i e d  B i o s y s t e ms )  

C b l  p r o t o - o n c o g e n e  B  ( C b l b )  M m0 1 3 4 3 0 9 2 _ m1  ( A p p l i e d  B i o s y s t e ms )  

i n s u l i n - l i k e  g r o w t h  f a c t o r  1  

( IG F 1 )  

M m0 0 4 3 9 5 6 0 _ m1  ( A p p l i e d  B i o s y s t e ms )  

β - a c t i n  ( A c t b )  M m. P T. 3 9 a . 2 2 2 1 4 8 4 3  ( I D T )  
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3 - 1 7 .  統 計 解析  

 

 本研究 で得 られた 結果は、平均値（ m ea n）±平 均値の 標準誤 差（ s t a n d a r d  e r r o r  

o f  t h e  m e a n） と して 表 記 した 。 統 計分 析は 、 K a l e i d a G r a p h（ S y n e r g y  S o f t w a r e ,  

R ea d i n g ,  PA） およ び M i c r o s o f t  E x c e l  2 0 11（ M i cr o s o f t  C o r p o r a t i o n）を 使用し て

解析した 。 2 群間 （ y o u n g  群 と mi d d l e - a g e d  群、 y o u n g  群と o l d  群 ）の 有意差

検定は 、St u d e n t ’ s  t - t e s t  を用い て検討 し た。3 群 間（ y o u n g  群 、m i d d l e - a g e d  群、

o l d  群 ）の有 意差 検定は 、 O n e - w a y  a n a l y s i s  o f  v a r i a n c e  w i t h  Tu k e y ’s  t e s t  を用 い

て検討し た。 すべて の検定 におい て有 意水準 は 5 %未満とし た。  
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4 .  結果  

 

 

4 . 1  S O L およ び E D L に おけ る 、加 齢に 伴う 筋線 維タ イプ 単位 の筋 萎縮 様式  

 

 げっ歯 類（ マウス および ラット ）を 用いた先 行研 究にお いて、 筋線維 の萎 縮

を伴う下 肢骨 格筋量 の減少 は、サ ルコ ペニアの 筋病 理学的 特徴の １つと され て

いる [ 1 6 , 1 7 , 2 1 , 2 2 , 2 9 , 4 4 ]。そこで、本研 究で使用 した 老齢マ ウスが サルコ ペニ ア

の特 徴 を示 す かど う かを 確 認す るた め に、 筋 重量 を 測定 し た。 o l d  群 にお け る

S O L ,  E D L と もに、 y o u n g  群お よび m i d d l e - a g e d  群に比 較し て有意 な筋重 量の

減少を認 めた（図 4 A ,  D）。筋 重量の 減少 は、筋線 維数 または 筋線維 面積の 減少 、

あるいは 、そ の両方 を伴う ことが 知ら れている 。そ こで 、 各筋線 維タイ プに 対

する免疫 染色 を行 い 、筋線 維タイ プ単 位の 筋萎 縮様 式を解 析した 。その 結果 、

S O L におい ては、 y o u n g  群と m i d d l e - a g e d  群の 両者に 比較し て、 o l d  群にお い

て t y p e  I I A お よび  I I X / I I B  線維数 の減 少を認め た（ 図 4 B）。一 方で、 t y p e  I  お

よび I I A 線維 の筋線 維面積 は、各群間 で 有意な変 化は 認めら れなか った（図 4 C）。

S O L におけ る t y p e  I  線 維は、筋 線維数 および筋 線維 面積と もに、加 齢によ る変

化は認め られ ず、加 齢に伴 う筋線 維萎 縮に対し て耐 性を示 す結果 であっ た （ 図

4 B ,  C）。 E D L に おい ては、 y o u n g  群 に 比較して 、 o l d  群に おい て t y p e  I I B  線 維

の数の減 少を 認め 、 m i d d l e - a g e d  群お よ び o l d  群に おい て t y p e  I I B  線維の 面積

の減少を 認め た（ 図 4 E ,  F）。この よう な 筋線維 タイ プ単位 の筋線 維数の 減少 あ

るいは面 積の 低下が 、 S O L およ び E D L における筋 重量 の減少 に寄与 してい る

と考えら れた 。 また 、本研 究に使 用し たマウス は、 加齢に 伴う筋 量減少 を示 し

た点にお いて 、サル コペニ アの特 徴を 有する動 物モ デルで あると 考えら れた 。

本研究で は、 S O L ,  E D L ともに 、 t y p e  I I  線維が萎縮 を示 す結果 であっ た 。こ の
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ことは、前述の とおり 、 t y p e  I I  線 維は 加齢に伴 う筋 線維萎 縮を起 こしや すい と

いう点に おい て、先 行研究 の結果 と一 致した [ 4 ]。  
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図 4 .  老齢 マウ ス の S O L と E D L に おけ る筋 線維 の形 態変 化  

( A ,  D )  S O L およ び E D L におけ る筋 重 量 を示し た。 筋重量 は、 w e t  w e i g h t を 測

定した 。 ( B ,  C )  S O L におけ る、 t y p e  I  線 維（ 白色 ）、 t y p e  I I A 線維（ 灰色 ）、 t y p e  

I I X / I I B  線維（ 黒色）の 数ま たは面 積を 示した。 ( E ,  F )  E D L にお ける、 t y p e  I I A  

線維（白 色）、 t y p e  I I A 線維（ 灰色 ）、 t y p e  I I B  線 維（ 黒 色）の 数また は面積 を

示した。n = 6 - 1 0 / g r o u p ,  o n e - w a y  a n a l y s i s  o f  v a r i a n c e  w i t h  Tu k e y ’ s  t e s t ,  * * P <  0 . 0 1  v s .  

t h e  y o u n g  g r o u p ,  # P <  0 . 0 5  a n d  # # P <  0 . 0 1  v s .  t h e  mi d d l e - a g e d  g r o u p .  

※ T.  F u k u n a g a  e t  a l .  B i o c h e m i c a l  a n d  B i o p h y s i c a l  R e s e a r c h  C o m m u n i c a t i o n s  5 4 0  

( 2 0 2 1 )  11 6 e 1 2 2 ,  h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 1 6 / j . b b r c . 2 0 2 0 . 11 . 0 7 1  より引 用。  
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4 - 2 .  老齢 マウ ス の S O L に おけ る t y p e  I  線 維特 異的 なミ ト コン ドリ ア 呼 吸酵 素

活性 の減 少  

 

 高齢者 や老 齢動物 （マウ スやラ ット ）の骨格 筋に おいて 、ミト コンド リア 呼

吸酵素活 性が 減少す ること が 、こ れま でに多く の先 行研究 から 報 告され てお り

[ 1 7 , 1 8 , 2 5 , 2 7 ]、 加 齢 に 伴 う ミ ト コ ン ド リ ア 呼 吸 酵 素 活 性 の 低 下 は サ ル コ ペ ニ ア

の主要な 要因 の１ つ となっ ている 可能 性が 指摘 され ている [ 11 , 2 8 ]。しか しな が

ら、多く の 先 行研究 では、 筋のホ モジ ネートサ ンプ ルを用 いた 解 析を行 って い

ることか ら 、 加齢に 伴う ミ トコン ドリ ア呼吸酵 素活 性の変 化と 筋 線維萎 縮と の

詳細な因 果関 係に関 する エ ビデン ス は 不十分で あっ た 。そ こで、 本研究 では 、

筋 病 理 学 的 手 法 を 用 い て 、 ミ ト コ ン ド リ ア 呼 吸 酵 素 の C O X（ c o m p l e x  I V）、

N AD H - T R（ c o m p l e x  I）、 S D H（ c o m p l e x  I I）の活 性を 評価し 、ミト コンド リア呼

吸酵素活 性と 各筋線 維タイ プにお ける 筋線維萎 縮と の関連 性 を解 析した 。  

 

 本研究 では 、まず 、 ミト コンド リア 呼吸酵素 の律 速酵素 として 知られ てい る

C O X  活 性 の 加 齢 変 化 に 着 目 し 、 C O X  活 性 染 色 を 実 施 し た 。 そ の 結 果 、

m i d d l e - a g e d  群の S O L は、 y o u n g  群に 比較して 、 顕 著な C O X  活性の低 下 が認

められた（ 図 5 A）。この結 果 から 、 S O L における筋 重量 減少に 先行し て、ミト

コンドリ ア C O X  活性が低下 するこ と が 明らかと なっ た 。一 方で 、 E D L におい

て は、 y o u n g  群と o l d  群 と の間 に お い て 、 C O X  活 性 の顕 著 な 変化 は 認 め られ

なかった（ 図 5 B）。こ れらの 結果は 、遅 筋優位筋 であ る S O L の 方が 、速筋 優位

筋であ る E D L に比較 して 、ミト コンド リア C O X  活性の低下 が顕著 であっ た点

において 、筋 ホモジ ネート サンプ ルを 用いた先 行研 究 と一 致した 結果で あっ た

[ 1 7 ]。  
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 図 5 A に示す よう に、老齢 マウス の S O L において 認め られ た C O X  活性の低

下は、 全て の筋線 維に 均一に 観察 され たわけ では なく、 モザ イク状 に C O X  活

性の低下 が認 められ た。そ こで、 S O L におけ る C O X  活性の 低下は 筋線維 タイ

プ間で異 なる との仮 説を立 て た 。連続 切 片 を用い た病 理学的 解析 に おいて 、C O X  

染色およ び筋 線維タ イプ免 疫染色 を行 うことで 各筋 線維タ イプを 分別し た後 に、

S O L に お け る 主 要 な 構 成 筋 線 維 で あ る t y p e  I  線 維 と t y p e  I I A 線 維 に お け る

C O X  活性 を定量 評価し た（ 図 5 C ,  D）。その結果 、興 味深い ことに 、m i d d l e - a g e d  

群と o l d  群 の S O L は、 y o u n g  群と 比較 して 、 t y p e  I  線維 特異的 に C O X  活性が

有意に低 下 す ること が明ら かとな った（ 図 5 D）。ま た、ミ トコン ドリ ア c o m p l e x  

I  の活性を 反映 する N A D H - T R  染色の 結果、加 齢し た S O L にお いて 、 C O X  活

性と同様 に、 t y p e  I  線維特 異的 に N A D H - T R  活性（ c o m p l e x  I  活性）も 減少 す

ること が明ら かとな った （図 6 A ,  B）。 一方、 S D H  染色にお いては 、 y o u n g  群

と o l d  群との 間に 明確な 違いは 認めら れなかっ た（ 図 7 A ,  B）。以上の 結果か ら 、

加齢に伴 う ミ トコン ドリア 呼吸酵 素（ c o m p l e x  I ,  c o m p l e x  I V）活性 の低 下は、

筋線維タ イプ で異な るだけ でなく 筋線 維の萎縮 と 相 関しな い こと が明ら かと な

った（ 表 4）。  

 

 次に 、 老 齢マ ウ スの S O L に おい て 認 めら れ た ミト コ ン ド リア の 病 理学 的 変

化 が 筋 に 及 ぼ す 影 響 を 調 べ る た め に 、 H i g h - r e s o l u t i o n  r e s p i r o m e t e r

（ O x y g r a p h - 2 K） を用 い て 、 O X PH O S  機 能を 解 析 し た。 前 述 した 筋 病 理 学的 解

析の 結果 か ら 、 m i d d l e - a g e d  群 の時 点 に おい て 、 S O L に お ける ミト コン ド リア

呼吸酵素 活性 の低下 は顕在 化して いた ことから 、 y o u n g  群 と mi d d l e - a g e d  群 の

2 群間の O X P H O S  機能変化 を解 析する こととし た 。ミ トコン ドリ ア呼吸 鎖複合

体（ c o m p l e x）そ れぞれ に対す る特異 的 な基質や 阻害 剤を用 いるこ とで 、各ミ ト

コンドリ ア呼 吸 鎖複 合体を 介し た O 2  f l u x（ o x y g e n  c o n s u m p t i o n  r a t e）を測 定し
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た。その結 果、m i d d l e - a g e d  群 の S O L は y o u n g  群 に比 較して 、c o m p l e x  I、c o m p l e x  

I I、c o m p l e x  I + I I、c o m p l e x  I V  を介し た O 2  f l u x  の有意 な減少 を認め た（ 図 5 E）。

これらの 結果 と筋病 理 解析 の結果 から 、mi d d l e - a g e d  群 の S O L に おいて 認め ら

れた c o m p l e x  I  およ び c o m p l e x  I V  を介 した O 2  f l u x  の低下は 、 t y p e  I  線維特 異

的な c o m p l e x  I  および c o m p l e x  I V  酵 素活性の 低下 に起因 する も のであ ると 考

えられた （ 図 5 C ,  D ,  E）。 S O L におけ る S D H（ c o m p l e x  I I）染 色の 結果（ 図 7）

と、 c o m p l e x  I I  を介 した O 2  f l u x  の結 果は一致 しな かった が、そ の 要因 とし て

は、解 析方法 が異な る点 にある と考え ら れた。本研究 で使用 し た h i g h - r e s o l u t i o n  

r e s p i r o m e t e r  は高 感 度 の ミト コ ン ド リ ア 呼吸 機 能 の 解析 法 で あ り、 病 理 学 的 変

化に先行 して ミトコ ンドリ ア機能 変化 を検出し たこ とが考 えられ る 。E D L に お

いては、 y o u n g  群と m i d d l e - a g e d  群と の間にお いて 、 各ミ トコン ドリア 呼吸 鎖

複合体を 介し た O 2  f l u x  の明 確な 変化 は認めら れな かった （図 5 F）。 以上の 結

果から、 加齢 に伴 う t y p e  I  線維 特異的 なミトコ ンド リア呼 吸酵素 （ c o m p l e x  I ,  

c o m p l e x  I V）活性 の減少 は、筋 線維の 萎 縮を誘導 する のでは なく、 O X PH O S  機

能低下を 促進 し 、筋 におけ る酸化 的代 謝機能障 害を 引き起 こす可 能性が 示さ れ

た。  
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図 5 .  S O L と E D L にお ける ミト コン ド リア 呼吸 機能 の加 齢変 化  

( A ,  B )  SO L（ y o u n g  群 およ び m i d d l e - a g e d  群） と E D L（ y o u n g  群お よび o l d  群 ） 

におけ る C O X 染色像を 示した 。 S c a l e  b a r  =  1 0 0  μ m.  ( C )  S O L にお ける C O X  染

色と t y p e  I  線 維（ r e d）およ び t y p e  I I A 線維（ g r e e n）に対 する免 疫染 色の連 続

切片画像 を示 した。 ( D )  y o u n g  群、 m i d d l e - a g e d  群、 o l d  群の S O L にお ける、

筋線維タ イプ 単位の C O X 活性を示 した 。 y o u n g  群に おける C O X 活性値を 1 0 0

としたと きの 相対値 として、m i d d l e - a g e d  群およ び o l d  群にお ける C O X 活性値

を示した 。n = 3 / g r o u p ,  S t u d e n t ’s  t - t e s t ,  * P <  0 . 0 5 ,  * * P <  0 . 0 1  v s .  t h e  y o u n g  g r o u p .  ( E )  

y o u n g  群 と m i d d l e - a g e d  群 の S O L に お け る O 2  f l u x を 示 し た 。 n = 5 / g r o u p ,  

St u d e n t ’ s  t - t e s t ,  * P <  0 . 0 5 ,  * * P <  0 . 0 1  v s .  t h e  y o u n g  g r o u p .  ( F )  y o u n g  群 と

m i d d l e - a g e d  群の E D L にお け る O 2  f l u x を示した 。n = 5 / g r o u p ,  S t u d e n t ’ s  t - t e s t ,  * P  

<  0 . 0 5 ,  * * P <  0 . 0 1  v s .  t h e  y o u n g  g r o u p .  
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※ T.  F u k u n a g a  e t  a l .  B i o c h e m i c a l  a n d  B i o p h y s i c a l  R e s e a r c h  C o m m u n i c a t i o n s  5 4 0  

( 2 0 2 1 )  11 6 e 1 2 2 ,  h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 1 6 / j . b b r c . 2 0 2 0 . 11 . 0 7 1  より引 用。  

 

 

 

 

図 6 .  S O L にお け る N A D H - T R  染 色  

( A)  y o u n g  群 と o l d  群 の S O L におけ る N AD H - T R  染色像 。 S c a l e  b a r  =  1 0 0  µ m.  

( B )  y o u n g  群と o l d  群の S O L に おけ る、筋線維タ イプ 単位の N A D H - T R（ c o m p l e x  

I）活性 を示し た。y o u n g  群にお ける N A D H - T R  活性値 を 1 0 0 とし たとき の相対

値として 、o l d  群 にお ける N A D H - T R  活 性値を示 した 。n = 3 / g r o u p ,  S t u d e n t ’ s  t - t e s t ,  

* * P <  0 . 0 1  v s .  t h e  y o u n g  g r o u p .  

※ T.  F u k u n a g a  e t  a l .  B i o c h e m i c a l  a n d  B i o p h y s i c a l  R e s e a r c h  C o m m u n i c a t i o n s  5 4 0  

( 2 0 2 1 )  11 6 e 1 2 2 ,  h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 1 6 / j . b b r c . 2 0 2 0 . 11 . 0 7 1  より引 用。  
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図 7 .  S O L にお け る SD H  染色  

( A)  y o u n g  群 と o l d  群の S O L おけ る S D H  染色像。 S c a l e  b a r  =  1 0 0  µ m.  

( B )  o l d  群 の S O L におけ る、 S D H  染色、 C O X  染色 、 t y p e  I  線 維（ r e d）お

よび t y p e  I I A 線維（ g r e e n）の免 疫染色 の連続切 片像 を示し た。 *印 は、対応

する筋線 維を 示す。  

※ T.  F u k u n a g a  e t  a l .  B i o c h e m i c a l  a n d  B i o p h y s i c a l  R e s ea r c h  C o m m u n i c a t i o n s  5 4 0  

( 2 0 2 1 )  11 6 e 1 2 2 ,  h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 1 6 / j . b b r c . 2 0 2 0 . 11 . 0 7 1  より引 用。  
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4 - 3 .  老齢 マウ ス の S O L にお け る s ub s a rc o l e m m a l 領域 のミ トコ ンド リア 蓄積  

 

 老齢マ ウス の S O L に おけ る C O X  染 色像は、s u b s a r c o l e m ma l  領域 に特徴 的な

高密度の 顆粒 染色パ ターン を示し てお り、ミト コン ドリア が 蓄積 してい るこ と

が示唆さ れた（ 図 5 A）。そ こで 、本 研究 では、ゴモ リトリ クロー ム変法（ m o d i f i e d  

g o m o r i  t r i c h r o m e  s t a i n i n g ,  mG T）を施 し 、ミトコ ンド リア形 態の加 齢変化 につ

いて解析 を行 った。m G T 染 色は、ミト コンドリ アミ オパチ ー患者 の筋病 理診 断

の手法と して 用いら れてい る染色 であ り、ミト コン ドリア の凝集 像を赤 色に 染

色する [ 4 2 , 4 5 ]。 mG T 染色 の結果 、加 齢 した S O L におい て 、 s u b s a r c o l e m ma l  領

域に赤色 に染 色され た 蓄積 像が検 出さ れた（ 図 8 A）。一 方で、 このよ うな病 理

所見は、 o l d  群 の E D L に おいて 観察 さ れなかっ た（ 図 8 B）。  

 

 次に、 S O L にお いて観 察され た s u b s a r c o l e m ma l  領 域の 蓄 積像 がミト コンド

リアであ る こ とを検 証 する ために 、連 続切片を 用い て、 mG T 染色 、 C O X I V

（ c y t o c h r o m e  c  o x i d a s e  s u b u n i t  I V）の 免 疫染色、 C O X  染色、お よび S D H  染色

を施した 。そ の結果 、 mG T 染色で 認め られた 蓄 積像 に一致 して、 C O X I V の免

疫染色 、 C O X  染色、お よ び S D H  染色 が陽性反 応を 示した（図 8 C ,  D）。これ ら

の結果か ら、ミ トコ ンドリ アが s u b s a r c o l e m ma l  領域 に蓄 積して いる こ とが示 さ

れた。さ らに 、 透過 型電子 顕微鏡 （ Tr a n s mi s s i o n  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y,  T E M）を

用いた観 察に おいて も、老 齢マウ スの S O L において 、 s u b s a r c o l e m ma l  領 域に

おけるミ トコ ンドリ アの蓄 積 像が 認め られるこ とを 確認し た（ 図 8 E ,  F）。続 い

て、 S O L に おいて 観察さ れたミ トコ ン ドリア蓄 積を 含有す る筋 線 維の割 合を

mG T 染色 画像を もと に定量 した結 果、 y o u n g  群 に比 較して 、 mi d d l e - a g e d  群 お

よび o l d  群 にお いて 、その 筋 線維 の割 合が有意 に増 加 する ことが 明らか とな っ

た（図 8 G）。また 、ミト コン ド リア蓄 積を示す 筋線 維の筋 線維タ イプ特 異性 に
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ついて解 析を 行った 結果、 S O L にお け る t y p e  I  線 維と t y p e  I I A 線維の 両方 に

同程度の 割合 でミト コンド リア蓄 積が 認められ るこ とを明 らかに した（ 図 8 H）。

以上の結 果と 図 4 に 示した 筋線維 形態 の加齢変 化の 結果と を考え 併せる と 、 加

齢に伴 う s u b s a r c o l e m ma l  領 域のミ トコ ンドリア の蓄 積は、必ずし も筋線 維の萎

縮を伴う わけ ではな い こと が示さ れた （表 4 ,  5）。  

 

 ミトコ ンド リアミ オパチ ー 患者 の骨 格筋で観 察さ れる典 型的な 筋病理 像と し

て、筋横 断面 の mG T 染色 、 C O X  染色 、およ び S D H  染色に よっ て観察 される

r a g g e d  r e d  f i b e r s（ R R F s ,  赤色ぼろ 線維 ）の存在 が知 られて いる [ 1 3 , 1 9 , 2 0 , 4 5 ]。

また、老齢動 物を用 いた 先行研 究の結 果 から、大腿直 筋（ r e c t u s  f e m o r i s  m u s c l e）

や外側広 筋（ v a s t u s  l a t e r a l i s  m u s c l e）に おいて、 低頻 度では あるも のの、 加齢

に伴い R R F s  が認めら れる ことが 報告 されてい る [ 1 9 , 2 0 ]。 R R F s  の病理学 的な

特徴とし ては 、 mG T 染色に おいて 、 s u b s a r c o l e m ma l  領域 ある いは筋 線維内 の

全体に赤 色に 染色さ れるこ とに加 えて、C O X  活性 は筋線 維全体 で欠失 し、それ

に代償し て高 度な S D H  活性を伴 うこと が報告さ れて いる [ 1 3 , 1 9 , 4 5 ]。本研 究に

おいて観 察さ れた 、 老齢マ ウス の S O L における ミト コンド リア蓄 積像は 、

s u b s a r c o l e m m a l  領域に 限局し て ミト コ ンドリア が 蓄 積して いた 。加 えて、 C O X  

活性およ び S D H  活性はと もに、 s u b s a r c o l e m ma l  領域に 限局 して高 度な活 性化

を示した 。以 上 の結 果から 、老齢 マウ スの S O L で認め られた ミトコ ンド リア

蓄積は、 ミト コンド リアの 細胞内 局在 および酵 素活 性 の染 色性 が R R F s と は全

く異なる 病理 所見で あるこ とが示 され た。  
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図 8 .  s ub s a rc o l e m m a l  領域 にお ける ミト コン ドリ ア蓄 積像   

( A)  y o u n g  群 と m i d d l e - a g e d  群の S O L におけ る mG T 染 色 像 を 示 し た 。 *印 は 、

s u b s a r c o l e m m a l  領域に おける 蓄積像 を 示した。S c a l e  b a r  =  1 0 0  μ m.  ( B )  y o u n g  群

と o l d  群 の E D L におけ る mG T 染色 像 を示した 。S c a l e  b a r  =  1 0 0  μ m.  ( C )  o l d  群

の S O L に おける 、 mG T 染色、 C O X I V  免疫染色 、 C O X  染色を 施した 連続 切片

画像を示 した 。A r r o w h e a d  は、mG T 染 色、C O X I V 免疫染 色、C O X  染色におけ

る陽性反 応を 示す。 ( D )  mi d d l e - a g e d  群 の S O L に おける 、 mG T 染色、 C O X  染

色、S D H  染色を 施し た連続 切片画 像 を 示した。いず れの染 色にお いても 濃染 さ

れた蓄積 像は 、 s u b s a r c o l e m ma l  領域 に 局在して いた 。 ( E )  y o u n g  群 と o l d  群の

S O L におけ る T E M 画 像を示 した 。 矢印 は、 s u b s a r c o l e m ma l  領 域にお けるミ ト

コンドリ ア蓄 積像を 示す。 S c a l e  b a r  =  5  μ m.  ( F )  ( E )  で示し た画 像の拡 大像を 示
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した。 S c a l e  b a r  =  1  μ m.  ( G )  SO L に おけ る mG T 染色で 得ら れた画 像を も と に 、

s u b s a r c o l e m m a l  領域に おける ミトコ ン ドリア蓄 積を 含有し た筋線 維の割 合 を

定量し、測定 した筋 線維数 に対す る割 合 を %として表記 した 。( H )  S O L の t y p e  I  

線維と t y p e  I I A 線維 にお ける、s u b s a r c o l e m ma l  領域 のミ トコン ドリア 蓄積を 含

有する筋 線維 の割合 を %として表 記した 。  

n = 6 – 1 0 / g r o u p ,  S t u d e n t ’ s  t - t e s t ,  * * P <  0 . 0 1  v s .  t h e  y o u n g  g r o u p .  

※ T.  F u k u n a g a  e t  a l .  B i o c h e m i c a l  a n d  B i o p h y s i c a l  R e s ea r c h  C o m m u n i c a t i o n s  5 4 0  

( 2 0 2 1 )  11 6 e 1 2 2 ,  h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 1 6 / j . b b r c . 2 0 2 0 . 11 . 0 7 1  より引 用。  
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表 4 .  加齢 に伴 う、 S O L に おけ る筋 病 態の 変化  

 

P a r a m e t e r  y o u ng  m i d d l e - a g e d  o l d  

筋重量  

B a s e l i n e  

N o  c h a n g e  R e d uc t i o n  

t y p e  I  線維数  N o  c h a n g e  N o  c h a n g e  

t y p e  I I A 線維 数  N o  c h a n g e  R e d uc t i o n  

t y p e  I I X / I I B  線 維数  N o  c h a n g e  R e d uc t i o n  

t y p e  I  線維面 積  N o  c h a n g e  N o  c h a n g e  

t y p e  I I A 線維 面積  N o  c h a n g e  N o  c h a n g e  

t y p e  I  線維に おけ る

C O X  活性  

R e d uc t i o n  R e d uc t i o n  

t y p e  I I A 線維 にお ける

C O X  活性  

N o  c h a n g e  N o  c h a n g e  

O X PH O S  機能  R e d uc t i o n  N D  

t y p e  I  と t y p e  I I A 線維

における

s u b s a r c o l e m m a l  領域に

おけるミ トコ ンドリ ア

蓄積  

I nc re a s e  I nc re a s e  

 

y o u n g ;  6 - 8 ヶ月齢 、  mi d d l e - a g e d ;  1 9 - 2 0 ヶ月齢、  o l d ;  2 9 - 3 2 ヶ月齢、 N D ;  n o t  

d e t e r mi n e d  
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表 5 .  加齢 に伴 う、 E D L にお ける 筋病 態の 変化  

 

P a r a m e t e r  y o u ng  m i d d l e - a g e d  o l d  

筋重量  

B a s e l i n e  

N o  c h a n g e  R e d uc t i o n  

t y p e  I I A 線維 数  N o  c h a n g e  N o  c h a n g e  

t y p e  I I X  線維数  N o  c h a n g e  N o  c h a n g e  

t y p e  I I B  線維 数  N o  c h a n g e  R e d uc t i o n  

t y p e  I I A 線維 面積  N o  c h a n g e  N o  c h a n g e  

t y p e  I I X  線維面 積  N o  c h a n g e  N o  c h a n g e  

t y p e  I I B  線維 面積  R e d uc t i o n  R e d uc t i o n  

C O X  活性  N D  N o  c h a n g e  

O X PH O S  機能  N o  c h a n g e  N D  

s u b s a r c o l e m m a l  領域に

おけるミ トコ ンドリ ア

蓄積  

N D  N o  c h a n g e  

 

y o u n g ;  6 - 8 ヶ月齢 、  mi d d l e - a g e d ;  1 9 - 2 0 ヶ月齢、  o l d ;  2 9 - 3 2 ヶ月齢、 N D ;  n o t  

d e t e r mi n e d  
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表 6 .  老齢 マウ スの S O L に おい て認 め られ たミ トコ ンド リア 蓄積 像 と R R F s と

の違 い  

 

M i t o c ho nd r i a l  m o r p ho l o g y  S O L i n  t h i s  s t ud y  R R F s  

S u b c e l l u l a r  mi t o c h o n d r i a  S u b s a r c o l e m ma l  領域  

S u b s a r c o l e m ma l  領域

と筋線維 内全 体  

mG T s t a i n i n g  S u b s a r c o l e m ma l  領域  

S u b s a r c o l e m ma l  領域

と筋線維 内全 体  

C O X  s t a i n i n g  

S u b s a r c o l e m ma l  領域

に限局し て高 活性  

筋線維内 全体 に  

活性欠損  

S D H  s t a i n i n g  

S u b s a r c o l e m ma l  領域

に限局し て高 活性  

筋線維内 全体 に  

高活性  

 

R R F s ;  r a g g e d  r e d  f i b e r s、 mG T;  ゴモリ ト リクロー ム変 法  
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4 - 4 .  S O L お よ び E D L にお ける 、ミ ト コン ドリ ア関 連遺 伝子 発現 の加 齢変 化  

 

 筋病理 およ び O X PH O S 機能評 価の 結 果、S O L におい て、m i d d l e - a g e d  群 の時

点から 、ミト コンド リア 病 理変 化 と機 能低下が 認め られた 。一方 で、 E D L に お

いては、S O L で認め られた ような 加齢 に伴うミ トコ ンドリ ア の形 態およ び機 能

の顕著な 変化 は認め られな かった（ 図 5 - 8）。そこ で、ミ トコン ドリア 病態変 化

が顕在化 し た mi d d l e - a g e d  群に おけ る ミトコン ドリ ア関連 遺伝子 発現の 変動 に

ついて 、y o u n g  群 のそれ と比較 解析す る ことで 、S O L におい て認め られた ミ ト

コンドリ ア病 態変化 の背景 にある メカ ニズムお よび 、 S O L と E D L の ミトコ ン

ドリア病 態変 化の違 い を説 明する メカ ニズム を 探索 するこ ととし た。 本 研究 で

は、ミト コ ン ドリア 生合成 関連遺 伝子 、ミトコ ンド リア ダ イナミ クス 関 連遺 伝

子、そし て、 加齢に 伴う ミ トコン ドリ ア 障害と の 密 接な 関 連性が 示唆さ れて い

る酸化ス トレ ス関連 遺伝子 の m R N A 発現変動 を RT- P C R  によって 解析し た。  

 

 まず、ミト コンド リア 生 合成 関 連遺 伝 子として 、P G C - 1 α  、P G C - 1 β  、P PA R δ  、

A M P K α 1  の mR N A 発現を 解析し た（ 図 9）。その 結果 、我々 の予想 に反し て、

ミトコン ドリ ア 生合 成のマ スター レギ ュレータ ーと して知 られて いる P G C - 1 α  

の m R N A レベルは、 y o u n g  群 と比 較し て、 mi d d l e - a g e d  群 の S O L と E D L に お

いて、有 意な 発現上 昇 を認 めた（ 図 9 A）。 m i d d l e - a g e d  群 の E D L に お い て は 、

y o u n g  群 と比 較し て 1 . 2 倍程の発 現上 昇 であった のに 対して、m i d d l e - a g e d  群の

S O L におい ては、y o u n g  群と 比較し て 2 . 5 倍程 の発現 上昇が 認めら れ、P G C - 1 α  

の発現上 昇の 程度は 、 S O L にお いて 顕 著であっ た（ 図 9 A）。  

 

 P G C - 1 β は P G C - 1 α  のホモロ グで あり 、組織発 現分 布や機 能の面 におい て、

P G C - 1 α  と重複す る点 が多い ことが 知ら れている 一 方 で、生 理的な 刺激に 対す
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る応答性 の観 点で P G C - 1 α  とは異 なり 、基底状 態の ミトコ ンドリ ア 生合 成 や

O X PH O S  機能を制御 する役 割を 担う と 考えられ てい る [ 4 6 ]。 P G C - 1 β  の m R N A 

発現は、 y o u n g  群と 比較し て、 m i d d l e - a g e d  群の S O L と E D L にお いて、 有意

な発現減 少が 認めら れ 、そ の発現 変動 の程度 は S O L に おいて より顕 著で あっ

た（図 9 B）。 P PA R δ  は、骨格筋 に存 在 する P PA R  ファミ リー の中で 最もド ミ ナ

ントに発 現し ている アイソ フォー ムで あり、P PA R δ  のトラ ンスジ ェニッ クマ ウ

スやノッ クア ウトマ ウスを 用いた 表現 型解析の 結果 から、 ミトコ ンドリ ア 生 合

成や筋の 酸化 的代謝 能を制 御して いる ことが知 られ ている [ 4 7 ]。 P PA R δ  の

m R N A 発現は 、y o u n g  群と 比較し て、m i d d l e - a g e d  群の S O L にお いて有 意な発

現減少を 認め 、 E D L に おいて は 有 意な 変化は認 めら れなか った（ 図 9 C）。  

 

 A M P K  は、細胞内 のエ ネルギ ーセン サーとし て作 用 し、 P G C - 1 α  の活性 化を

誘導して ミト コンド リア 生 合成 を 促進 する こと が報 告され ている [ 4 8 , 4 9 ]。

A M P K  の活性 型サブ ユニ ッ ト で あ る A M P K α 1  の m R N A 発 現 を 解 析 し た 結 果 、

y o u n g  群 に比 較して 、m i d d l e - a g e d  群 の S O L におい て有意 な発現 上昇を 認め た。

一方、E D L におい ては 有意 な A M P K α 1  の m R N A 発現変化は 認めら れな かった

（図 9 D）。これ らの 結果か ら、ミト コン ドリア病 理 や O X P H O S  機能の加 齢変 化

と同様に 、 ミ トコン ドリア 生合成 関連 遺伝子発 現は 、 加齢 した S O L にお いて

大きく発 現変 動 する ことが 示され た。 また、一連 の RT- P C R  の結果、 老齢マ ウ

スの S O L におい て、 A M P K / P G C - 1 α  a x i s  が関与し て い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。 

 

 ミトコ ンド リアは 、融合 と分裂 を絶 えず繰り 返す ことで ミトコ ンドリ アネ ッ

トワーク を形 成し、 また、 傷害を 受け たミトコ ンド リアは オート ファジ ー系 に

よって分 解さ れるこ とでミ トコン ドリ ア品質が 保た れる。 このよ うなミ トコ ン

ドリアダ イナ ミクス は、ミ トコン ドリ アの健全 な形 態を維 持する ととも に、 細
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胞内のミ トコ ンドリ ア局在 の恒常 性を 維持して いる と言わ れてい る [ 5 0 – 5 2 ]。本

研究では 、 図 8 に示 したよ うに 、 m G T 染色の結 果、 老齢マ ウス の S O L に おい

て、 s u b s a r c o l e m ma l  領域 におけ るミト コ ンドリ ア蓄 積像 が 観察さ れ、細胞 内 に

おけるミ トコ ンドリ ア局在 が変化 して いること が示 唆され た 。そ こで、 ミト コ

ンドリア ダイ ナミク ス 関連 遺伝子 発現 の変化に つい て解析 を行っ た。その結 果 、

y o u n g  群 に比 較して 、 mi d d l e - a g e d  群 の S O L お よび E D L にお いて 、 ミト コ ン

ドリアの 分裂 マーカ ーとし て知ら れて いる D r p 1  発現が僅 かなが ら有意 な上 昇

を認めた もの の、 ミ トコン ドリア の融 合マーカ ーと して知 られて いる M f n 1  、

M f n 2  、O p a 1  における有 意な 発現変 動 は認めら れな かった（ 図 1 0 A - D）。ま た 、

ミトコン ドリ ア品質 管理に 関与し てい る P i n k 1  およ び P a r k i n  にお ける遺 伝子

発現にお いて も、有 意な変 化は認 めら れなかっ た（ 図 1 0 E ,  F）以上 のよ うに 、

本研究に おい て、 m i d d l e - a g e d  群 の S O L と E D L と もに、 ミトコ ンドリ ア ダ イ

ナミクス の代 表的な マーカ ー遺伝 子に おける 顕 著な 発現変 動 は認 められ なか っ

た。  

 

 加齢に 伴う 酸化ス トレス の蓄積 は、 ミトコン ドリ アの傷 害に密 接に関 与 し て

いると考 えら れてい る [ 5 3 ]。実際に 、先 行研究の 結果 では、 加齢し た骨格 筋に

おいて、 酸化 ストレ スの蓄 積 に伴 いミ トコンド リア 機能低 下が認 められ るこ と

が報告さ れて いる [ 5 4 ]。本研究 では 、酸 化ストレ スの マーカ ー 遺伝 子とし て、

T x n r d 1  、S r x n 1  、および G c l c  の m R N A 発現変動を 解析 した。そ の結果 、y o u n g  

群に比較 して 、 mi d d l e - a g e d  群 の S O L において 、上 記の酸 化スト レス 関連遺 伝

子発現の 有意 な 上昇 が認め られた（ 図 1 1）。一 方で 、E D L に おい ては、y o u n g  群

と mi d d l e - a g e d  群 との間 におい て、 酸 化ストレ ス関 連遺伝 子発現 の変化 は認 め

られなか った（図 11）。これら の結 果か ら、加 齢に伴 う酸化 スト レスの 蓄 積が 、

S O L におけ るミト コンド リア病 態 変 化 に関与し てい る可能 性が示 唆され た。  
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 低酸素 状態 の誘導 は、 酸 化スト レス の産生を 亢進 するこ とが報 告され てい る

[ 5 5 ]。そこ で、低 酸素 状 態を反 映す る マ ーカー 遺 伝子 として 、 H I F 1 α  の発現変

化に着目 し た 。遺伝 子発現 解析の 結果 、 y o u n g  群に 比較し て 、 m i d d l e - a g e d  群

の S O L に おいて、H I F 1 α  の有意 な発現 上昇を認 め た（ 図 1 2 A）。一方で 、E D L に

おける H I F 1 α  の発現 変化 は認め られな かった（ 図 1 2 A）。こ の結果 は 、加 齢し

た S O L に おいて 、低酸 素 状態 が誘 導さ れたこと を示 唆して おり、 低酸素 状態

が関与し た 酸 化スト レスの 亢進が 、老 齢マウス の S O L におい て認め られ たミ

トコンド リア 病態 変 化に関 与して いる 可能性 が 考え られた 。  

 

 低酸素 状態 の誘導 は、酸 化的代 謝に 代償して 嫌気 的代謝 （解糖 系代謝 ）を 亢

進するこ とが 報告さ れてい る [ 5 6 ]。そこ で、 H I F 1 α  による制 御を受 けるこ とが

知られて いる 解糖系 代謝の マーカ ー 遺 伝子とし て、P K M  および P D K 1  の mR N A 

発現変化 を解 析した 。P K M  は、解 糖系 代謝の最 終段 階に位 置 する 酵素で あり 、

ホスホエ ノー ルピル ビン酸 と A D P か ら ピルビン 酸 と AT P を産 生す る [ 5 6 ]。

P D K 1  は、ピ ルビン 酸をア セチ ル C o A に変換す るミ トコン ドリア のクエ ン酸 回

路の酵素 であ る P D H（ p y r u v a t e  d e h y d r o g e n a s e）をリン 酸化し て不活 化す る酵素

である [ 5 6 ]。遺伝 子発現 解析の 結果 、 y o u n g  群に 比較 して、 m i d d l e - a g e d  群の

S O L におい て、P K M  および P D K 1  の有意な発現 上昇 が認め られた（図 1 2 B ,  C）。

一方の E D L に おいて は、m i d d l e - a g e d  群におい て 、軽度 な P D K 1  mR N A の発 現

減少が認 めら れたも のの、P K M  の mR N A 発現は y o u n g  群と比 較して 有意な 差

は認めら れな かった（ 図 1 2 B ,  C）。これら の結果か ら 、加齢 した S O L におい て、

ミトコン ドリ ア機能 低下に 伴う酸 化的 代謝の機 能不 全 に代 償して 、骨格 筋内 の

AT P ホメオ スタシ スを 維持す る ため に 、解 糖系代 謝 が誘 導され て いる こと が示

唆された 。  
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図 9 .  y o u ng  群 と m i d d l e - a g e d  群 の S O L お よ び E D L に おけ る、 ミト コン ドリ

ア生 合成 関連 遺伝 子発 現の 変化  

( A)  P G C - 1 α  の発 現変化 を示し た。 ( B )  P G C - 1 β  の発現 変化を 示した。 ( C )  P PA R δ  

の発現変 化を 示した 。 ( D )  A M P K α 1  の発現変化 を示 した。 ハウス キーピ ング 遺

伝子は β - a c t i n を用い た。各 々の標 的遺 伝子の m R N A 発現量 を β - a c t i n の 発現量

で補正し た値 を表記 した。 y o u n g  群に おける標 的遺 伝子の 発現量 を 1 と した と

きの、 m i d d l e  群 にお ける発 現量を 相対 値として 表記 した。 n = 6 / g r o u p ,  S t u d e n t ’ s  

t - t e s t ,  * P <  0 . 0 5 ,  * * P <  0 . 0 1  v s .  t h e  y o u n g  g r o u p .  

※ T.  F u k u n a g a  e t  a l .  B i o c h e m i c a l  a n d  B i o p h y s i c a l  R e s ea r c h  C o m m u n i c a t i o n s  5 4 0  

( 2 0 2 1 )  11 6 e 1 2 2 ,  h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 1 6 / j . b b r c . 2 0 2 0 . 11 . 0 7 1  より引 用。  
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図 1 0 .  y o u ng  群 と m i d d l e - a g e d  群 の S O L およ び E D L にお ける 、ミ トコ ンド リ

アダ イナ ミク ス 関 連遺 伝子 発現  

( A)  M f n 1  の発現変 化を 示した 。 ( B )  M f n 2  の発現 変化 を示し た。 ( C )  O p a 1  の発

現変化を 示し た。 ( D )  D r p 1  の発現変化 を示した 。 ( E )  P i n k 1  の発 現変化 を示 し

た。 ( F )  P a r k i n  の 発現変 化を 示した 。ハ ウスキー ピン グ遺伝 子は β - a c t i n を 用い

た。各々 の標 的遺伝 子の m R N A 発現量 を β - a c t i n の発 現量で 補正し た値を 表記

した。y o u n g  群に おける 標的 遺伝子 の発 現量を 1 とし たとき の、mi d d l e  群に お

ける発現 量を 相対値 として 表記し た 。 n = 6 / g r o u p ,  S t u d e n t ’ s  t - t e s t ,  * P <  0 . 0 5 ,  * * P <  

0 . 0 1  v s .  t h e  y o u n g  g r o u p .  

※ T.  F u k u n a g a  e t  a l .  B i o c h e m i c a l  a n d  B i o p h y s i c a l  R e s ea r c h  C o m m u n i c a t i o n s  5 4 0  

( 2 0 2 1 )  11 6 e 1 2 2 ,  h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 1 6 / j . b b r c . 2 0 2 0 . 11 . 0 7 1  より引 用。  
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図 11 .  y o u ng  群 と m i d d l e - a g e d  群の S O L およ び E D L にお ける 、酸 化 スト レス

関連 遺伝 子発 現  

( A)  T x n r d 1  の発現 変化 を示し た。 ( B )  G c l c  の発現 変化を 示した 。 ( C )  S r x n 1  の

発現変化 を 示 した。ハウス キーピ ング遺 伝子は β - a c t i n を用い た。各 々の標 的遺

伝子の m R N A 発現量 を β - a c t i n の 発現量 で補正し た値 を表記 した。 y o u n g  群に

おける標 的遺 伝子の 発現量 を 1 と した ときの 、mi d d l e  群に おける 発現量 を相 対

値として 表記 した。 n = 6 / g r o u p ,  S t u d e n t ’ s  t - t e s t ,  * P <  0 . 0 5 ,  * * P <  0 . 0 1  v s .  t h e  y o u n g  

g r o u p .  

※ T.  F u k u n a g a  e t  a l .  B i o c h e m i c a l  a n d  B i o p h y s i c a l  R e s ea r c h  C o m m u n i c a t i o n s  5 4 0  

( 2 0 2 1 )  11 6 e 1 2 2 ,  h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 1 6 / j . b b r c . 2 0 2 0 . 11 . 0 7 1  より引 用。  
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図 1 2 .  y o u ng  群 と m i d d l e - a g e d  群 の S O L およ び E D L にお ける 、 H I F 1 α  お よ

び解 糖系 代謝 関連 遺伝 子発 現  

( A)  H I F 1 α の発現 変化を 示した。 ( B )  P K M  の発現 変化 を示し た。 ( C )  PD K 1  の発

現変化を 示し た。ハ ウスキ ーピン グ遺伝 子は β - a c t i n を 用いた 。各々 の標的 遺伝

子の m R N A 発 現量 を β - a c t i n の発 現量で 補正した 値を 表記し た。 y o u n g  群 にお

ける標的 遺伝 子の発 現量 を 1 とし たと きの、m i d d l e  群にお ける発 現量を 相対 値

として表 記し た。 n = 6 / g r o u p ,  S t u d e n t ’ s  t - t e s t ,  * P <  0 . 0 5 ,  * * P <  0 . 0 1  v s .  t h e  y o u n g  

g r o u p .  

※ T.  F u k u n a g a  e t  a l .  B i o c h e m i c a l  a n d  B i o p h y s i c a l  R e s ea r c h  C o m m u n i c a t i o n s  5 4 0  

( 2 0 2 1 )  11 6 e 1 2 2 ,  h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 1 6 / j . b b r c . 2 0 2 0 . 11 . 0 7 1  より引 用。  
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4 - 5 .  S O L お よ び E D L にお ける 、 筋 蛋 白質 分解 関連 遺伝 子発 現の 加齢 変化  

 

 本研究 にお いて 、加齢 に伴う ミトコ ンドリア 病態 の変化 は、S O L におい て 主

に認めら れた が、筋 線維 の萎縮 との明 確な 関連 性は 示さな かった（ 表 4）。加 え

て、老齢 マウ スの E D L にお いて は、筋 線維萎縮 が認 められ たもの の、 S O L に

おいて観 察さ れたよ うなミ トコン ドリ ア病 態の 変化 は認め られな かった（ 表 5）。

これらの 結果 から 、老齢 マウ スの S O L と E D L におい て認め られた 筋線 維の萎

縮におい て 、ミト コンド リア 病 態変化 と は異なる 他の 要素の 関与が 考えら れた 。

骨格筋は 、筋 蛋白質 の分解 と合成 のバ ランスに よっ て、筋 量のホ メオス タシ ス

が保たれ てい る。 加 齢に伴 い筋蛋 白質 の分解が 亢進 するこ とが、 筋線維 萎縮 の

要因の１ つと して考 えられ ている [ 4 ]。骨格筋を 構成 する 蛋 白質は 、主に ユビ キ

チンプロ テア ソーム 経路を 介して 分解 される [ 3 0 ]。先行 研究に おいて 、 ユ ビキ

チンプロ テア ソーム のマー カー遺 伝子 として用 いら れてい る E 3  ユビキチ ンリ

ガーゼ の M u R F 1  の発 現は、 加齢 した 前 脛骨筋 な どの 速筋優 位筋に おいて 主に

誘導され るこ とが報 告され ており [ 3 3 ]、加齢に伴 う筋 蛋白質 分解の 亢進は 筋線

維タイプ 特異 性を有 する可 能性が 示唆 されてい る 。 しかし ながら 、筋線 維タ イ

プ単位に おけ る、M u R F 1  をはじめ とし た 筋蛋白 質分 解 関連 マーカ ー の加 齢変 化

について はよ く分か ってい ない。  

 

 そこで、S O L と E D L にお ける筋 蛋白 質分解の 指標 として、M u R F 1  をはじめ

とした筋 蛋白 質分解 関連 遺 伝子 の m R N A 発現変化を 解析 した。本 研究 にお い て 、

加齢に伴 う筋 重量の 減少が 顕在化 する 以前の 時 点で ある m i d d l e - a g e d  群に お け

る遺伝子 発現 を y o u n g  群 のそれ と比較 解析した 。 そ の結果 、 y o u n g  群と

m i d d l e - a g e d  群の S O L におい ては、M u R F 1  、A t r o g i n 1  、 およ び C b l b  の m R N A 

発現に有 意な 変化は 認めら れなか った（ 図 1 3 A - C）。一 方、m i d d l e - a g e d  群の E D L 
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は、 y o u n g  群 に比較 して 、 M u R F 1  およ び C b l b  mR N A 発現の 有意な 上昇が 認め

られた（ 図 1 3 A - C）。 これら の結果 は、 加齢し た E D L では、 ユビキ チン プロテ

アソーム によ る 筋蛋 白質分 解の亢 進が 筋線維の 萎縮 に関与 する可 能性を 示す も

のと考え られ 、先行 研究の 知見と 同様 に速筋優 位筋 におい て筋蛋 白質分 解の 関

与が大き いこ とを支 持する 結果で あっ た。次に 、M u R F 1  およ び C b l b  の発現 上

昇に関与 する メカニ ズムを 解析す るた めに、F o x o 1  発 現変化 に着目 した 。F o x o 1  

は、坐骨 神経 切除に よる 除 神経誘 導性 の筋萎縮 モデ ル など におけ る 筋萎 縮し た

骨格筋に おい て、発 現 上昇 するこ とが 知られて いる [ 5 7 ]。また 、 F o x o 1  のトラ

ンスジェ ニッ クマウ スは、M u R F 1  や C b l b  発現上 昇を伴 い、骨格筋 の萎縮 を誘

導するこ とが 報告さ れてい る [ 5 8 ]。本研 究におい て 、y o u n g  群 と m i d d l e - a g e d  群

の S O L お よび E D L にお け る F o x o 1  mR N A 発現を 解析し た結果 、y o u n g  群 に比

較して、 m i d d l e - a g e d  群 の S O L お よび E D L にお いて有 意な発 現上昇 が認 めら

れた（ 図 1 3 D）。mi d d l e - a g e d  群 の S O L において は、 y o u n g  群と比 較し て 1 . 5 倍

の発現上 昇を 示した のに対 して、 m i d d l e - a g e d  群 の E D L では、 y o u n g  群と 比較

して 2 . 9 倍の 発現上 昇を示 してお り、加 齢に伴 う F o x o 1  発現上 昇の程 度は、E D L  

において より 顕著で あった （図 1 3 D）。 このこと は、 加齢し た E D L にお いて、

F o x o 1  を介 した筋 蛋白質 分解が 顕著 に 誘導され てい ること が示唆 された 。  

 

 mi d d l e - a g e d  群 の E D L におい て認め られた M u R F 1  発現変 化 の筋 線維 タイプ

特異性を 調べ るため に、筋 横断切 片を 用いて M u R F 1  に対す る免疫 染色 を行っ

た。M u R F 1  免疫染色 によっ て得ら れた 画像の i n t e n s i t y をも とに 、M u R F 1  蛋白

質の発現 を評 価 した 。その 結果、 M u R F 1  の遺伝 子発 現解析 の結果 と同様 に、

S O L におけ る M u R F 1  の蛋 白質 発現 は 、 y o u n g  群 と mi d d l e - a g e d  群と の間 に 明

確な変化 は認 められ なかっ た（ 図 1 4 A）。一方で 、 m i d d l e - a g e d  群 の E D L にお

いては、y o u n g  群に比 較し て、M u R F 1  蛋 白質発現 の上 昇が認 められ 、t y p e  I I X  線
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維と t y p e  I I B  線維に おい て有意 に、そ の発現上 昇が 認めら れるこ とを明 らか に

した（ 図 1 4 B）。最近 の先 行研究 による と 、t y p e  I I  線 維の中 で t y p e  I I B  線維 は、

定常状態 にお ける筋 蛋白質 の合成 能が 最も低い こと が報告 されて いる [ 3 8 ]。本

研究では 、 E D L におい て、加 齢に 伴い t y p e  I I B  線維 の面 積低下 と数の 減少を

認めたが 、こ の要因 として 、 t y p e  I I B  線維は筋 蛋白 質分解 の影響 を受け やす い

可能性が 考え られた 。  
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図 1 3 .  y o u ng  群 と m i d d l e - a g e d  群 の S O L およ び E D L にお ける 、筋 蛋白 分解 関

連遺 伝子 発現  

( A)  M u R F 1  の発現変 化を示 した。 ( B )  A t r o g i n 1  の発 現変 化を示 した。 ( C )  C b l b  

の発現変 化を 示した 。 ( D )  F o x o 1  の発現 変化を示 した 。 ハウ スキー ピング 遺伝

子は β - a c t i n を 用いた 。各々 の標的 遺伝 子の m R N A 発 現量 を β - a c t i n の発 現量で

補正した 値を 表記し た。 y o u n g  群 にお ける標的 遺伝 子の発 現量 を 1 とし たと き

の、 m i d d l e  群に おけ る発現 量を相 対値 として表 記し た。 n = 6 / g r o u p ,  S t u d e n t ’ s  

t - t e s t ,  * P <  0 . 0 5 ,  * * P <  0 . 0 1  v s .  t h e  y o u n g  g r o u p .  
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図 1 4 .  y o u ng  群 と m i d d l e - a g e d  群の S O L およ び E D L にお ける M uR F 1  に 対 す

る免 疫染 色  

( A)  S O L と E D L に おける 免疫 染色像 を 示した 。( B )  ( A )  に示した画 像を もとに 、

y o u n g  群と m i d d l e - a g e d  群の E D L にお ける筋線 維タ イプ単 位の M u R F 1  発現を

示した。 y o u n g  群に おけ る M u R F 1  の i n t e n s i t y を 1 とした とき の、m i d d l e  群 に

お け る M u R F 1  の i n t e n s i t y  を 相 対 値 と し て 表 記 し た 。 n = 4 - 6 / g r o u p ,  S t u d e n t ’ s  

t - t e s t ,  * P <  0 . 0 5  v s .  t h e  y o u n g  g r o u p .  
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4 - 6 .  S O L お よ び E D L にお ける 、 I G F 1 遺伝 子発 現の 加齢 変化  

 

 老齢動 物を 用いた 先行研 究では 、加 齢による 骨格 筋量の 減少を 伴う筋 にお い

て、筋蛋 白質 合成シ グナル が低下 する ことが報 告さ れてい る [ 4 , 3 1 ]。筋蛋 白質

合成シグ ナル におい て、 I G F 1 / P I 3 K / A k t / m TO R  a x i s が主に関 与して いるこ とが

知られて いる [ 3 1 ]。老齢動 物にお ける 筋 萎縮に対 して、 I G F 1  を投 与する と、筋

萎縮に対 して 拮抗作 用を示 すこと から 、加齢し た骨 格筋に おける

I G F 1 / P I 3 K / A k t / m TO R  a x i s  の低下 は、筋 萎縮にお いて 重要な 役割を 担って いる

と考えら れて いる [ 5 9 ]。I G F1  は、成長 ホルモン の刺 激によ って 主 に肝臓 から 分

泌される ポリ ペプチ ドであ り、 I G F 1 受 容体に結 合す ると、 P I 3 K / A k T / m TO R  経

路を活性 化す ること で同化 作用を 促進 すること が知 られて いる。 I G F 1  は運動

時に誘導 され る マイ オカイ ンとし て骨 格筋から も分 泌され ており 、オー トク ラ

イン作用 によ って、 骨格筋 におけ る筋 蛋白質合 成を 制御し ている ことが 知ら れ

ている [ 6 0 ]。そこ で、本 研究で は、筋 蛋 白質合成 の指 標とし て、 I G F 1  mR N A の

発現解析 を行 った 。その 結果 、 m i d d l e - a g e d  群の S O L にお いて 、 y o u n g  群と 比

較して、 I G F 1  mR N A レベルの有 意な 減 少が認め られ た（ 図 1 5 A）。 一方で 、

m i d d l e - a g e d  群の E D L にお いて は、 y o u n g  群 に比較 して 、 I G F 1  mR N A レベル

の減少傾 向が 認めら れたも のの有 意な 変化 は認 めら れなか った（ 図 1 5 B）。こ れ

らの結果 から 、 老齢 マウス の S O L で認 められた 筋線 維萎縮 におい て、骨 格筋

の I G F 1  発現低下 に伴う 筋蛋 白質合 成能 の減少が 関与 してい る可能 性が示 唆さ

れたが、 I G F 1  発現低下 が筋線 維タイ プ 特 異的に 認め られる のかに ついて の検

証は今後 の検 討課題 である 。  
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図 1 5 .  y o u ng  群 m i d d l e - a g e d  群 の S O L およ び E D L に おけ る、 I G F 1 遺 伝子 発

現  

( A)  SO L に おけ る I G F 1  発現変 化を示 し た。 ( B )  E D L にお ける I G F 1  発現変化

を示した 。  

ハウスキ ーピ ング遺 伝子 は β - a c t i n を用 いた。各 々の 標的遺 伝子 の mR N A 発現

量を β - a c t i n の 発現量 で補正 した値 を表 記した。y o u n g  群に おける 標的遺 伝子の

発現量 を 1 と したと きの、 m i d d l e  群に おける発 現量 を相対 値 と し て 表 記 し た 。

n = 6 / g r o u p ,  S t u d e n t ’ s  t - t e s t ,  * * P <  0 . 0 1  v s .  t h e  y o u n g  g r o u p .  
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5 .  考察  

 

 

 本研究 の結 果、老 齢マウ スの S O L に おいて、 ミト コンド リアの 病態変 化、

すなわち 、 t y p e  I  線維 特異的 なミ トコン ドリア呼 吸酵 素（ N A D H - T R ;  c o m p l e x  I ,  

C O X ;  c o m p l e x  I V）活性 の低下 、 各 ミト コンドリ ア呼 吸鎖複 合体（ c o m p l e x  I ,  

c o m p l e x  I I ,  c o m p l e x  I V）に よる O X P H O S  機能の低下 、お よび 、 R R F s  と は異な

る病理学 的特 徴を示 す s u b s a r c o l e m m a l  領域のミ トコ ンドリ ア蓄積 は、筋 線維タ

イプで固 有な 変化を 示すこ とを明 らか にした 。 これ らのミ トコン ドリア 病態 変

化は、筋 重量 の減少 に先行 して顕 在化 したが、 筋線 維萎縮 との 明 確な相 関は 認

められな かっ た。 ま た、老 齢マウ スの S O L では、酸 化ス トレス マーカ ー遺伝

子群の発 現上 昇を示 すこと に加え て低 酸素状態 が誘 導され ること が示唆 され 、

ミトコン ドリ アの病 理学的 および 機能 的 変化に おい て、 低 酸素状 態が介 在し た

酸化スト レス の蓄積 が関与 する可 能性 が示され た 。 E D L にお いては 、 S O L に

おいて観 察さ れた よ うなミ トコン ドリ ア病態の 変化 は認め られな かった 。筋 蛋

白質分解 と合 成の加 齢変化 と筋線 維萎 縮との関 連を 解析し た結果 、 加齢 した

E D L にお いて、 M u R F 1  をはじ めとす る E 3  ユビキチン リガー ゼの 遺伝子 発現

上昇およ び、 t y p e  I I X  と I I B  線維に お ける M u R F 1  蛋白質発 現上昇 を認 めた。

一方、加 齢し た S O L に おいて は、 M u R F 1  など の蛋白 質分解 関連遺 伝子 の明確

な発現変 化は 認めら れず、 I G F 1  mR N A 発現の減 少が 認めら れた。 これら の結

果から、 加齢 に伴う ミトコ ンドリ ア病 態の変化 は、 筋線維 の萎縮 を誘導 する と

いうより むし ろ、筋 の酸化 的代謝 機能 の低下な ど筋 の質的 な変化 に 関与 する こ

とが示さ れた 。S O L お よび E D L にお い て認めら れた 筋線維 の萎縮 に対し ては 、

筋蛋白質 分解 ・合成 バラン スの 加 齢変 化が関与 して いる可 能性が 示され た 。  
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 ミトコ ンド リアは 、 融合 と分裂 のサ イクルを 繰り 返す こ とでミ トコン ドリ ア

ネットワ ーク を形成 し 、ミ トコ ン ド リ ア 形 態 の 恒 常 性 を 維 持 し て い る [ 5 0 , 5 1 ]。

最近の先 行研 究によ ると、 酸化的 代謝 特性を有 す る t y p e  I  線 維およ び t y p e  I I A 

線維は、嫌 気的代 謝特 性を有 する t y p e  I I X  線維 や t y p e  I I B  線維と 比較し て、定

常状態に おけ るミト コンド リアの 形態 が異なる こと 示され ている [ 3 9 ]。 t y p e  I  

や t y p e  I I A 線 維に存 在す るミト コンド リアは、融合し た ミト コンド リア の割合

が高く 、筋の 縦断方 向に伸 長し て連な った 形態 を示 す。一 方の t y p e  I I X  や t y p e  

I I B  線維に 存在 するミ トコン ドリア は 、 分裂し た ミ トコン ドリア の割合 が低 く

分離した 形態 を示す 。ミト コンド リア の形態は ミト コンド リアに よる 代 謝機 能

と密接に 関連 してい ること が報告 され て いる [ 5 0 ]。 t y p e  I  線 維や t y p e  I I A 線 維

におい て AT P 産 生のエ ネル ギー産 生効 率がより 高い 融合型 ミトコ ンドリ アが

分裂型の ミト コンド リアよ りも優 位 に 存在して いる ことは 、筋力 運動よ りも 持

久運動に 適し た遅筋 線維の 機能を 維持 するため に有 利であ る。 本 研究の 結果 、

加齢し た S O L の t y p e  I  線 維と t y p e  I I A  線維におい て、 s u b s a r c o l e m ma l  領域 に

限局して ミト コンド リア呼 吸酵 素 C O X  および S D H  活性が増 強し たミト コン

ドリア蓄 積像 が観察 された。この ミトコ ンドリア 蓄積 は、mi d d l e - a g e d  群 の S O L 

において 認め られ た O X P H O S  機能不 全 に対して 、 形 態変化 を伴う 局所的 なミ

トコンド リア 機能亢 進によ り AT P の供 給を補っ てい る可能 性が 考 えられ る 。加

齢した S O L にお いて、 t y p e  I  線維 の主 に中心領 域で ミトコ ンドリ ア呼吸 酵素

（ C O X ,  N A D H - T R）活性 の 減少 が認め られたこ とは 、この 可能性 を支持 する 。

加齢し た E D L におい ては、 ミト コンド リア蓄積 像は 観察さ れなか った 。 これ

は、各筋 線維 タイプ におけ る定常 状態 のミトコ ンド リア形 態の違 いが関 与し て

いる可能 性が あるが 、更な る 検証 が必 要である 。本 研究の 結果か ら、C O X  活性

の減少は 、加 齢に伴 う筋線 維萎縮 との 相関は小 さく 、むし ろ骨格 筋の酸 化的 代

謝機能の 障害 に伴う 筋の質 的変化 が機 能低下 に 関与 してい ると考 えられ た。 実
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際に、高齢 者の 骨格筋 におい て、C O X  活性の低 下と 筋力 の 低下と が有意 な 相 関

関係を示 すこ とが報 告され ており [ 2 5 ]、t y p e  I  線維特異 的な C O X  活性の減 少 が

加齢に伴 う筋 機能の 低下を 引き起 こし ている可 能性 が考え られた 。  

 

 P G C - 1 α  は、ミ トコ ンドリ ア生合 成を 制御する マス ターレ ギュレ ーター と し

て機能す るこ とが知 られて いる [ 1 5 ]。 P G C - 1 α  のトラン スジェ ニック マウ スは 、

骨格筋に おけ るミト コンド リア生 合成 関連遺伝 子発 現の上 昇や、 ミトコ ンド リ

ア酵素活 性の 亢進、 ならび に、持 久力 の向上な どの 表現型 を呈す ること が報 告

されてい る [ 1 5 ]。一方、 老齢動 物 を 用い た研究に よる と、若 齢と比 較して 老齢

動物の骨 格筋 では、 P G C - 1 α  の発現 が減 少する こ と [ 1 6 , 2 3 ]や、骨格 筋特 異的な

P G C - 1 α  のトラン スジ ェニッ クマウ スは 、加齢に 伴う 骨格筋 におけ るミト コン

ドリア機 能低 下に対 して、 拮抗を 示す ことが報 告さ れてい る [ 1 5 ]。これら の結

果から、 加齢 に伴 う P G C - 1 α  の発現低 下が ミト コン ドリア 機能不 全に寄 与す る

ものと考 えら れてい る [ 2 8 ]。しかし なが ら、興味 深い ことに 、本研 究にお いて

は、y o u n g  群に比 較し て m i d d l e - a g e d  群 の S O L お よび E D L とも に、P G C - 1 α  発

現の上昇 が認 められ た。そ して、 その 発現変動 の 程 度は、 ミトコ ンドリ ア病 態

変化が著 しか った S O L におい て大 き か った。こ のメ カニズ ムとし ては、

A M P K / PG C - 1 α  a x i s  が関与し てい る可能 性 が考え られ る。 細 胞内の エネル ギー

センサー で あ る A M P K  は、AT P 量 に応 じてその 活性 が制御 されて おり、A M P K  

の活性化 は P G C - 1 α  の発現 を誘導 する [ 4 8 , 4 9 ]。加齢し た S O L に おい ては、

O X PH O S  機能の低 下に 伴い 細胞内 AT P 量の減 少が 生じて い た こと が予 想さ れ 、

筋内の AT P ホメ オスタ シス を維持 する ために、 A M P K  活性化に よって 代償的

に P G C - 1 α  の発現が誘 導さ れた可 能性 がある 。 これ と同様 の所見 は、ミ トコ ン

ドリアミ オパ チー患 者の骨 格筋に おい ても観察 され ている [ 6 1 ]。ミト コン ドリ

アミオパ チー は、ミ トコン ドリ ア D N A の変異に よっ て 、著 しくミ トコン ドリ
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ア機能不 全を 示す常 染色体 劣 性筋 疾患 で ある [ 1 2 , 1 3 ]。ミト コンド リアミ オパ チ

ー患者の 骨格 筋では 、ミ トコン ドリ ア 機能不全 に代 償する 機構と して 、 P G C - 1 α  

発現上昇 を示 し、こ のメカ ニズム にお いて A M P K / P G C - 1 α  a x i s  が寄与し てい る

ことが報 告さ れてい る [ 6 1 ]。 S O L にお ける 加齢 に伴 う P G C - 1 α  発現変化 にお い

て、老 齢動物 を用 いた先 行研究 の結果 と 本研究の 結果 と では 不一致 が生じ たが 、

この要因 とし て は、 解析の 対象と した 加齢筋の 月齢 の違い が考え られる 。先 行

研究では、6  ヶ 月齢を 若齢群 とし て 3 6  ヶ月齢を 老齢 群とし て比較 を して おり 、

本研究に よ り mi d d l e - a g e d  群 と o l d  群 では骨格 筋に おけ る P G C - 1 α  発現量が 大

きく変化 する 可能性 が示さ れた [ 2 3 ]。ま た、本 研究で は加齢 した S O L にお いて 、

s u b s a r c o l e m m a l  領域に 限局し て 高度 な C O X  活性 と S D H  活性 の亢進 を伴う ミ

トコンド リア 蓄積所 見が認 められ た。 P G C - 1 α  の発現は 、ミト コンド リア 呼吸

酵素 C O X  や S D H  の活性と 正の相 関を 示すこと が報 告され ており [ 1 5 ]、

m i d d l e - a g e d  群の S O L におけ る P G C - 1 α  発現上昇は 、S O L に おける ミトコ ンド

リア蓄積 像の 分子メ カニズ ムの一 旦を 担ってい るこ とが示 唆され た。  

 

 本研究 では 、 mi d d l e - a g e d  群 の S O L および E D L に おいて 、 y o u n g  群 と比較

して、P G C - 1 β  の有意な発 現減少 を示 し 、その 発現減 少の程 度は S O L にお いて

より大き い結 果を示 した 。 P G C - 1 α  のホ モログ で あ る P G C - 1 β  は、 N - t e r mi n a l  

a c t i v a t i o n  d o ma i n、 c e n t r a l  r e g u l a t o r y  d o ma i n、 C - t e r mi n a l  R N A b i n d i n g  d o ma i n  を

含み、それぞ れのド メイ ンにお ける P G C - 1 α  との 配列相 同性は 、4 0 %、3 5 %、4 8 %  

である [ 4 6 ] [ 6 2 ]。 P G C - 1 α  と P G C - 1 β  は ともに、褐 色脂肪 組織 や心臓 や骨格 筋 な

ど酸化的 代謝 が盛ん な組織 に多く 発現 を示し、 ミト コンド リア生 合成や 酸化 的

代謝機能 の維 持にお いて重 要な役 割を 担ってい るこ とが報 告され ている [ 4 6 ]。

このよう に、 P G C - 1 α  と P G C - 1 β  は、組 織発現分 布お よび機 能の観 点にお いて

共通点が 多い が、生 理的な 刺激に 対し て 異なる 応答 性を示 す。例 えば、 寒冷 刺
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激下にあ る褐 色脂肪 組織お よび 骨 格筋 、絶食下 にあ る肝臓 、運動 時の骨 格筋 に

おいて、 P G C - 1 α  の発 現は上 昇する と言 われてい る 一 方で、 P G C - 1 β  の発現 は 、

これらの 条件 下にお いて、その発 現は維 持される とい う [ 4 6 ] [ 6 2 ]。これらの こと

から、 P G C - 1 α  は生理 的刺激 条件下 にあ るミトコ ンド リア の 機能を 制御す る役

割が大き いの に対し て 、 P G C - 1 β  は定常 状態にお ける ミトコ ンドリ ア 機能 の制

御におい て重 要な役 割を担 う と考 えら れている 。本 研究 では 、老齢 マウス の S O L 

において 、 P G C - 1 β  の顕著 な発現 低下を 示したが 、こ のこと は、 S O L に おい て

認められ た O X PH O S  機能低下に 寄与 し て いる可 能性 が考え られた 。 実際 に、

P G C - 1 β  のノッ クアウ トマ ウスの 骨格筋 では、 O X PH O S  機能が顕著 に低 下する

ことが報 告さ れてい る [ 4 6 ]。先行研 究に よると、 老齢 マウス の 大腿 四頭筋

（ q u a d r i c e p s  m u s c l e ,  主 に t y p e  I I X  線維 と t y p e  I I B  線維で 構成 される ）にお い

ては、P G C - 1 α  と P G C - 1 β  の両方 が発現 減少を示 して おり [ 6 3 ]、本研 究で得 られ

た S O L と E D L にお ける結 果とは 必ず しも一致 して いない 結果が 報告さ れて い

る。この こと から、 加齢に 伴う骨 格筋 におけ る P G C - 1 α  と P G C - 1 β  の発現変 化

は、加齢 のタ イムコ ースに 加えて 、骨 格筋間で もそ の発現 制御が 異なる 可能 性

が考えら れる が、こ の メカ ニズム の違 いについ ての 研究は ほとん どなさ れて お

らず、今 後の 研究が 必要で ある。  

 

 本研究 では 、 加齢 に伴 う P PA R δ  mR N A の発現低下 は、 S O L におい て認め ら

れ、 E D L におい ては変 化を示 さなか っ た。 P PA R δ  は、骨 格筋に 存在す る P PA R  

ファミリ ーの 中でド ミナン トな発 現を 示 し、骨 格筋 の O X PH O S 機能の 維持 に

おいて必 要で あるこ とが明 らかと され ている 。P PA R δ  トラ ンスジ ェニッ クマ ウ

スの骨格 筋 は O X P H O S  機能が向 上す る ことや 、 P PA R δ  ノック アウト マウス の

骨格筋は ミト コンド リア生 合成の 減少 を伴う O X P H O S  機能低下 の表現 型が 報

告されて いる [ 4 7 , 6 4 ]。こ れらの こと か ら、上 述し た P G C - 1 β  の発現 減少に 加 え
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て、P PA R δ  の発現 低下 が、加齢 に伴 う S O L におけ る O X PH O S  機能低 下を説 明

する分子 メカ ニズム の一旦 を担っ てい る可能性 が示 唆され るが、 これら の発 現

変化が t y p e  I  線維 特異 的に引 き起こ さ れている かど うかに ついて の研究 は今

後の課題 であ ると考 えられ た 。  

 

 加齢に 伴い 、骨格 筋にお いて酸 化ス トレスが 蓄積 するこ とは、 これま でに 多

くの先行 研究 の結果 から明 らかに され ている [ 1 4 , 2 8 , 5 3 ]。酸化ス トレス は、細 胞

内におけ る活 性酸素 種（ R e a c t i v e  O x y g e n  S p e c i e s ,  R O S）の量と 、それ に拮抗 す

る抗酸化 能と のバラ ンスが 崩れる こと によって 、細 胞内の レドッ ク スが 酸化 状

態へとシ フト するこ とで誘 導され る [ 6 5 ]。蓄積さ れ た R O S  は、 D N A や 蛋白質

などの生 体内 に存在 する高 分子と 反応 し、D N A の変 異や蛋 白質の 変性を 引き 起

こすこと で、組織 障害を 促す。ミ トコン ドリアは 、R O S  の主 な発生 源であ る一

方で、R O S  によ る障害 を受け やす い細 胞内オル ガネ ラで も あり 、加齢 した骨 格

筋におい て、R O S  の蓄積に 伴いミ トコ ンドリア 機能 不全が 認めら れるこ とが 報

告されて いる [ 5 4 ]。ミトコ ンド リアを 構 成する蛋 白質 は、核 D N A だけでな くミ

トコンド リ ア D N A（ m i t o c h o n d r i a l  D N A ,  m t D N A）によっ てもコ ードさ れて お り、

特に m t D N A は R O S  による 傷害を 受け やすいこ とが 知られ ている [ 5 3 , 6 6 ]。実際

に、 R O S  産生を促 進する 物質 であ る H 2 O 2  を細 胞に添 加した 実験に おい て、

m t D N A が顕著 に分解 される こと が報告 されてい る [ 6 6 ]。 mt D N A はミトコン ド

リア呼吸 鎖複 合体の 形成に 必須で ある 蛋白質を コー ドして いるこ とから 、 R O S  

による m t D N A の損傷はミ トコ ンドリ ア 機能不全 につ ながる 。さら に 、機 能不

全に至っ たミ トコン ドリア は異常 な R O S  産生を伴 い、さ らなる ミトコ ンド リ

ア障害を 誘導 する v i c i o u s  サ イクル を形 成する [ 6 7 ]。これ らのこ とから 、加 齢

による酸 化ス トレス の蓄積 は、骨 格筋 における ミト コンド リア機 能不全 の主 た

る要因と なっ ている 可能性 が 考え られ ている 。 本研 究では 、顕著 なミト コン ド
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リア病態 変化 を示し た老齢 マウス の S O L にお いて、 酸化ス トレ スマー カー遺

伝子（ T x n r d 1、 S r x n 1、 G c l c）の発現 上 昇が認め られ た。一 方で 、ミ トコン ド リ

ア病態変 化を 示さな かっ た E D L におい ては 、こ れら の遺伝 子発現 の 変化 は認

められな かっ た。こ のこと から、 老齢 マウス の S O L で 認めら れたミ トコ ンド

リア呼吸 機能 の低下 やミト コンド リア 蓄積にお いて 、酸化 ストレ スが関 与し て

いる可能 性が 考えら れた。 老齢動 物を 用いた先 行研 究によ ると、 雄の老 齢ラ ッ

トにおい ては 、骨格 筋にお ける H 2 O 2  産 生量を指 標と した酸 化スト レス の 亢進

は、腓腹 筋（ g a s t r o c n e m i u s  m u s c l e） や 長内転筋 （ a d d u c t o r  l o n g u s  m u s c l e） に お

いて認め られ た一方 で、S O L にお いて は変化が 認め られな かった との結 果を 報

告してい る [ 1 7 ]。先行研 究の結 果と 本研 究との不 一致 の要因 として は、性 別や

動物種あ るい は 対象 とした 老齢マ ウス の月齢の 違い が考え られ 、今後 は、性別 、

動物種、 飼育 環境を 統一し た条件 下に おいて、 ミト コンド リア機 能低下 と酸 化

ストレス との 関連性 を精査 してい く必 要がある と考 えられ た。  

 

 低酸素 状態 は、ミ トコン ドリア から の R O S  産生を促 進する ことが 報告 され

ている [ 5 5 ]。本研 究では 、 H I F 1 α  の遺伝子発現 を低 酸素状 態の指 標とし て解 析

し、老齢 マウ スの S O L で認め られ た酸 化ストレ スの 亢進に おいて 、低酸 素 状

態が関与 して いる 可 能性を 示した 。 そ れではな ぜ、 加齢し た S O L に おい て低

酸素状態 が誘 導され たのか ？癌の 研究 分野では 、癌 細胞が 増殖し やす い 環境 と

して、細胞 内の代 謝環境 を酸化 的代謝 か ら解糖系 代謝 へとシ フトす る m e t a b o l i c  

r e p r o g r a m m i n g  が生じ 、その 機構 におい て低酸素 状態 が関与 すると 言われ てい

る [ 6 8 – 7 0 ]。本研究では、m i d d l e - a g e d  群 の S O L に おいて、ミトコ ンドリ アに よ

る O X P H O S  機能低 下が認 められ たこ と から 、酸 化的 代謝に よる AT P 供給 が減

少してい るこ とが予 想され た。こ の代 償反応と して 、 低酸 素状態 が介在 した 解

糖系代謝 へ の m e t a b o l i c  r e p r o g r a m m i n g  による AT P 供給 機構が 誘導 されて いる
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可能性が 考え られた 。解糖 系代謝 のマ ーカー遺 伝子 として 評価し た 、 P K M  お

よび P D K 1  の m R N A 発現上昇 が m i d d l e - a g e d  群 の S O L に おいて 認め られた 結

果は、こ の可 能性を 支持し ている 。ま た 興味深 いこ とに 、 ミトコ ンドリ アミ オ

パチー患 者の 骨格筋 では、 機能不 全に 陥った酸 化的 代謝に 代償し て解糖 系代 謝

が活性化 する という 知見も あり [ 1 2 , 6 1 , 7 1 ]、加齢し た S O L におい て m e t a b o l i c  

r e p r o g r a m m i n g  が生じ ている とい う仮説 を支持す る。 上述し たよう に、酸 化ス

トレス蓄 積に よるミ トコン ドリア 機能 低下は、 v i c i o u s  サイク ルを形 成して 、

ミトコン ドリ ア障害 を悪化 させる [ 6 7 ]。これらの こと から、 低酸素 状態が 関与

した酸化 スト レスの 亢進は 、ミト コン ドリア傷 害 を 誘導す る だけ でなく 、筋 の

m e t a b o l i c  r e p r o g r a m mi n g  を誘導 し、筋 の質的な 変化 に関与 してい る可能 性が 考

えられる 。  

 

 骨格筋 への 酸素供 給は毛 細血管 を介 して行わ れる が、酸 素消費 に富む ミト コ

ンドリア を多 く含む 酸化的 代謝を 主と する 遅筋 線維 におい ては、 解糖系 代謝 を

主とする 速筋 線維に 比較し て、定 常状 態におけ る毛 細血管 の量が 多いと 言わ れ

ている [ 3 6 , 7 2 ]。加え て、最近 の研 究で 、毛 細血管が 遅 筋 線維 の s u b s a r c o l e m ma l  領

域に沿っ て埋 め込ま れた様 な形態 で存 在するこ とが 明らか とされ ている

[ 7 2 , 7 3 ]。また 、動脈 硬化の 合併 症の一 つとして 知ら れてい る 末梢 動脈疾 患

（ P e r i p h e r a l  Ar t e r i a l  D i s ea s e ,  PA D）に お ける骨格 筋で は、毛細血 管が 細くな る 、

あるいは 詰ま ること によっ て、十 分な 血流が供 給さ れず 、 虚血に 伴う ミ トコ ン

ドリア機 能低 下やミ トコン ドリア 凝集 像が認め られ ると の 報 告 も あ る [ 7 4 – 7 7 ]。

これらの 知見 を踏ま える と、S O L にお いて認め られ たミト コンド リア蓄 積や 低

酸素状態 が誘 導され るメカ ニズム とし て、加齢 に伴 う毛細 血管の 形態あ るい は

機能の変 化が 関与し ている 可能性 が考 えられた が、 これに つ いて の研究 はほ と

んどなさ れて いない。低酸素 状態下 にお ける m e t a b o l i c  r e p r o g r a m mi n g  は、加齢
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に伴う筋 の質 的な変 化に対 して重 要な 意義を持 つ可 能性が あるこ とから 、今 後

は、この 分子 メカニ ズム を 解明す るた めに 、更 なる 研究が 必要で あると 考え ら

れた。  

 

 R R F s  はミトコ ンドリ アの 異常 な 増殖 像 を表し てお り 、mG T 染 色に おいて 筋

線維内の 全体 が赤色 に染色 される 特徴 を持つ [ 4 2 , 4 5 ]。また 、 R R F s  はミト コン

ドリアミ オパ チー 患 者の筋 病理診 断の 指標とな って いる筋 線維で ある。 R R F s  

は、特徴 的な ミト コ ンドリ ア酵素 活性 染色の染 色パ ターン を示す ことが 知ら れ

ており、 C O X  活性が筋 線維内 全体 に欠 失し（ C O X -）、 代償 的に S D H  活性が筋

線維内全 体に 高度に 活性化 する（ S D H + +） [ 1 3 , 1 9 , 2 0 , 4 5 ]。これま での先 行研究 で

は、C O X - / S D H + +を示 す筋線 維 を R R F s  として部 分的 に定義 してい るケー スが 多

く、同一 の研 究の中 で mG T 染色 およ び T E M  の観 察結果 も含め て示さ れてい な

い [ 1 3 , 1 9 , 2 0 , 4 5 ]。本研究 では、 C O X  および S D H  染色に加え て、 mG T 染 色と

T E M  によ る解析 も加え ること で、R R F s  の厳密な定 義に 基づい て筋病 理評価 を

行った。 本研 究で観 察され た老齢 マウ スの S O L におけ るミト コンド リア 病理

像は、ミ トコ ンドリ アの蓄 積が s u b s a r c o l e m ma l  領域に 局在 してお り、 C O X  活

性およ び S D H  活性が 高度 に活性 化して いる所見 を示 して お り、ミ トコン ドリ

アの細胞 内局 在 およ びミト コンド リア 酵素活性 の染 色パタ ーンの 違いに おい て、

従来から 知ら れてい る R R F s  とは 異な るミトコ ンド リア病 理所見 である こと が

明らかと なっ た。 R R F s  は、 ミトコ ンド リアミオ パチ ーの骨 格筋だ けでな く、

加齢した 骨格 筋にお いても 存在す るこ とが報告 され ている [ 1 9 ] [ 2 0 ]。加齢 した 骨

格筋にお いて 観察さ れた R R F s  は 、筋 線維 に沿 って 部分的 に存在 し、筋 線維 の

萎縮（筋 線維 の面積 低下） を伴う と言 われてお り、 大腿直 筋（ r e c t u s  f e m o r i s  

m u s c l e）や外 側広筋（ v a s t u s  l a t e r a l i s  mu s c l e）な どの主 に速 筋線維 で構成 されて

いる骨格 筋に 認めら れ た一 方で、S O L において はほ とんど 観察さ れなか った こ
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とが報告 され ている [ 1 9 , 2 0 , 2 9 ]。また、本研究で 認め られた ミトコ ンドリ ア蓄 積

は、筋線 維の 萎縮と の直接 的な関 連が 無かった 点に おいて も、 R R F s  とは 異な

る病理所 見で ある こ とが明 らかと なっ た 。興味 深い ことに 、本研 究で認 めら れ

たミトコ ンド リア蓄 積像と 類似し た病 理所見は 、高 齢者の 甲状披 裂筋

（ t h y r o a r y t e n o i d  m u s c l e ,  主に t y p e  I  線 維と t y p e  I I  線 維で構 成され る）に おい

て観察さ れて おり [ 7 8 ]、筋の加 齢に 伴う ミトコン ドリ ア形態 変化に おいて 、ヒ

トとの類 似性 を指摘 するこ とがで きる 。  

 

 本研究 では 、 S O L と E D L におい て、 加齢に伴 う 筋 蛋白質 合成と 分解の バラ

ンスの変 化が 、 それ ぞれの 筋にお ける 筋線維萎 縮に 関与し ている 可能性 が示 さ

れた。 m i d d l e - a g e d  群の E D L で は、 M u R F 1  の蛋 白質発 現の上 昇が t y p e  I I X  線

維と t y p e  I I B  線維に おい て認め られ、これらの 線維 で ユビ キチン プロテ アソ ー

ムを介し た 筋 蛋白質 の分解 機構が 活性 化してい るこ とが示 唆され た。

m i d d l e - a g e d  群の E D L では、 t y p e  I I X  線維にお いて 形態的 な変化 は認め られ ず、

t y p e  I I B  線維 特異 的な筋 線維面 積の低 下が認め られ た。 先 行研究 では、 興味 深

いことに 、リ ン酸化 された リボソ ーム S 6 蛋白質の 発現 量を蛋 白 合成 能の指 標

として筋 病理 解析を 行った 結果、 定常 状態にお いて 、 t y p e  I I B  線維は 他の筋 線

維タイプ に比 較して 、蛋白 質合成 能が 低いとい う結 果が報 告され ている [ 3 8 ]。

これらの こと から 、 t y p e  I I B  線 維は、 蛋白質分 解 シ グナル が入 っ た際に 、蛋 白

質分解と 合成 のバラ ンスが 崩れや すく 、筋線維 の萎 縮が誘 導され た 可能 性が 考

えられた 。 今 後は、 これら の筋に おけ る詳細な 筋線 維萎縮 メカニ ズムを 解明 す

るために 、 筋 蛋白質 分解や 合成の 変化 との関連 性が 報告さ れてい る 神経 筋接 合

部の形態 およ び 機能 の加齢 変化に おい ても焦点 を当 てた研 究が 必 要であ ると 考

えられた [ 4 , 5 7 ]。  
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 本研究 は、 サルコ ペニア の病因 解明 に 役立つ 重要 な結果 を得た 。 サル コペ ニ

アは、筋 線維 タイプ 単位で 発症メ カニ ズムが異 なる 可能性 が示さ れ、予 想以 上

に多様で 複雑 なメカ ニズム が存在 して いる こと が分 かった 。今後 、性差 の違 い

について の解 析 と一 緒に、 各筋線 維タ イプ 単位 でサ ルコペ ニアの メカニ ズム を

解明する こと で、新 規メカ ニズム に基 づく診断 法と 治療標 的の発 見につ なが る

可能性が あ る。S O L におけ るミト コン ドリア呼 吸機 能の低 下およ びミト コン ド

リア蓄積 は、 m i d d l e - a g e d  群の時 点で 既 に認めら れて いた。 加齢の タイム コー

スのどの 時点 からミ トコン ドリア 病態 変化が認 めら れるの か、 サ ルコペ ニア の

予防とし て一 定の効 果が報 告され てい る有酸素 運動 や栄養 療法に よって 可逆 的

にミトコ ンド リア病 態変化 を 改善 する ことがで きる のか 、 などに ついて の 検 証

は今後の 課題 である 。本研 究で発 見し た サルコ ペニ ア動物 モデル におけ る筋 の

質的変化 とし ての筋 病理学 的な所 見は 、今後有 用な 指標に なると 期待す る。  
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図 1 6 .  老 齢マ ウス の S O L に おい て認 め られ たミ トコ ンド リア 病態 変化 に関 与

する 分子 メカ ニズ ムの 仮説  

詳細は考 察 項 に記載 した。  
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6 .  総括  

 

 

 加齢に 伴う ミトコ ンドリ ア機能 の低 下や筋蛋 白質 分解・ 合成の バラン スの 変

化は、サ ルコ ペニア 発症に おける 主要 な要因の １つ として 考えら れてい る。 近

年の研究 から 、これ らの加 齢変化 は筋 線維タイ プ特 異性を 有する 可能性 が示 唆

されてい る 。 しかし ながら 、これ まで の多くの 先行 研究で は、筋 ホモジ ネー ト

を用いた 解析 を主と してお り、筋 線維 タイプ単 位の 筋病態 の加齢 変化に つい て

の知見は ほと んど無 かった 。  

 

 そこで 本研 究では 、 3 つの 群（ y o u n g  、  mi d d l e - a g e d  、  o l d）の マウス を使

用し、遅 筋優位 筋の S O L と速 筋優位 筋 の E D L におけ る、ミト コン ドリア 呼吸

機能およ び形 態の加 齢変化 を筋線 維タ イプ単位 で解 析する ことで 、ミト コン ド

リア病態 の加 齢変化 とサル コペニ ア と の関連性 を 明 らかに するこ とを目 的と し

た。ま た 、E 3  ユビキ チン リガー ゼ M u R F 1  発現 の加齢 変化を 筋線維 タイ プ単位

で評価し 、加 齢に伴 う筋線 維萎縮 と筋 蛋白質分 解の 変化と の因果 関係に つい て

の解析も 行っ た 。さ らに、 S O L と E D L において 認め られた 筋病態 変化の 背景

にあると 考え られる 分子メ カニズ ムを 明らかに する ために 、ミト コンド リア 関

連遺伝子 、酸 化スト レス関 連遺伝 子、 筋蛋白質 分解 ・合成 関連遺 伝子の 発現 の

解析を行 った 。  

 

 本研究 の結 果、 以 下の点 を示し た。  

  加齢し た S O L に おいて 、 t y p e  I  線維特 異的なミ トコ ンドリ ア呼吸 酵素活 性

（ c o m p l e x  I ,  c o m p l e x  I V） の低下 、各ミ トコンド リア 呼吸鎖 複合体 を介し た

O X PH O S  機能の低下 、t y p e  I  お よび I I A  線維の s u b s a r c o l e m m a l  領域に 局在
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したミト コン ドリア 蓄積の 増加、 が認 められた 。こ れらの ミトコ ンドリ ア

病態変化 は、 筋重量 の減少 に先行 して 顕在化し たが 、筋線 維萎縮 との明 確

な相関は 認め られな かった 。  

  加齢し た S O L に おいて 認めら れた ミト コンドリ ア蓄 積像は 、細 胞内 のミト

コンドリ ア局 在およ びミト コンド リア 呼吸酵素 活性 染色パ ターン の違い か

ら、従来 から 知られ てい る R R F s  とは異 なる病理 所見 である ことを 明らか に

した。  

  加齢し た S O L に おいて 、酸化ス トレス および低 酸素 マーカ ー遺伝 子群の 発

現上昇を 認め 、低酸 素状態 が関与 した 酸化スト レス の蓄積 が、ミ トコン ド

リア病態 の変 化に関 連 して いる可 能性 を示した 。  

  E D L にお いては 、 S O L に おいて 認めら れたよう な 加 齢に伴 う ミト コンド リ

ア病態の 顕著 な変化 は認め られな かっ た。  

  加齢し た E D L におい て、M u R F 1  をは じ めとす る E 3  ユビキチン リガ ーゼの

遺伝子発 現上 昇およ び、t y p e  I I X  と I I B  線維にお け る M u R F 1  蛋白質 発現 上

昇を認め た。 加齢し た S O L に おい ては 、 M u R F 1  などの 蛋白質 分解関 連遺

伝子の明 確な 発現変 化は認 められ なか った一方 で 、 筋蛋白 質合成 の指標 で

ある I G F 1  mR N A 発現の 減少が 認め られ た。  

 

 以上の 結果 から、 加齢に 伴うミ トコ ンドリア 病態 の変化 は、筋 線維の 萎縮 を

誘導する とい うより はむし ろ、筋 の酸 化的代謝 機能 の低 下 など筋 の質的 な変 化

に関与す るこ とが示 された 。また 、E D L における 筋線 維の萎 縮に対 しては 、t y p e  

I I B  線維に おけ る M u R F 1  発現 上昇 を介 した 筋蛋 白質 分解の 亢進の 関与が 考え

られ、 S O L におけ る筋線 維の萎 縮に 対 しては、 I G F 1  発現減少 を介し た筋蛋 白

質合成シ グナ ル低下 の関与 が考え られ た。  
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 本研究 では 、サル コペニ アの発 症メ カニズム の更 なる 解 明に向 けて 重 要な 結

果を得た 。サ ルコペ ニアは 、筋線 維タ イプ単位 で発 症メカ ニズム が異な る こ と

が示され 、予 想以上 に複雑 なメカ ニ ズ ムが存在 して いる可 能性が ある。 今後 、

各筋線維 タイ プ単位 でサル コペニ アの メカニズ ムを 解明す ること は、こ れま で

に報告さ れて いない ような 新たな サル コペニア の治 療標的 の発見 につな がる 可

能性があ るた め、更 なる 研 究が必 要で ある。 加 えて 、 本研 究の結 果は、 サル コ

ペニア動 物モ デル に おける 筋の質 的変 化 として の病 理学的 な所見 として 、有 用

な指標に なる と考え られた 。  

 

 最後に 、本 研究で 得られ た知見 が、 更なるサ ルコ ペニア の基礎 研究の 発展 と

新規の創 薬研 究の創 出の一 助にな れば 幸いであ る。  
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m o d i f i e s  r e s p i r a t o r y  c o m p l e x  I  a n d  p r o t e i n  h o m e o s t a s i s  i n  a  

m u s c l e  t y p e - s p e c i f i c  m a n n e r ,  A g i n g  C e l l .  1 5  ( 2 0 1 6 )  8 9 – 9 9 .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 1 1 1 / a c e l . 1 2 4 1 2 .  

[ 1 9 ]  E . A .  B u a ,  S . H .  M c K i e r n a n ,  J .  W a n a g a t ,  D .  M c K e n z i e ,  J . M .  A i k e n ,  

M i t o c h o n d r i a l  a b n o r m a l i t i e s  a r e  m o r e  f r e q u e n t  i n  m u s c l e s  

u n d e r g o i n g  s a r c o p e n i a ,  J .  A p p l .  P h y s i o l .  9 2  ( 2 0 0 2 )  2 6 1 7 – 2 6 2 4 .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 1 5 2 / j a p p l p h y s i o l . 0 1 1 0 2 . 2 0 0 1 .  

[ 2 0 ]  J .  W A N A G A T ,  Z .  C A O ,  P .  P A T H A R E ,  J . M .  A I K E N ,  M i t o c h o n d r i a l  

D N A  d e l e t i o n  m u t a t i o n s  c o l o c a l i z e  w i t h  s e g m e n t a l  e l e c t r o n  

t r a n s p o r t  s y s t e m  a b n o r m a l i t i e s ,  m u s c l e  f i b e r  a t r o p h y ,  f i b e r  

s p l i t t i n g ,  a n d  o x i d a t i v e  d a m a g e  i n  s a r c o p e n i a ,  F A S E B  J .  1 5  

( 2 0 0 1 )  3 2 2 – 3 3 2 .  h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 9 6 / f j . 0 0 - 0 3 2 0 c o m .  

[ 2 1 ] A .  d e l  C a m p o ,  I .  C o n t r e r a s - H e r n á n d e z ,  M .  C a s t r o - S e p ú l v e d a ,  C . A .  

C a m p o s ,  R .  F i g u e r o a ,  M . F .  T e v y ,  V .  E i s n e r ,  M .  C a s a s ,  E .  

J a i m o v i c h ,  M u s c l e  f u n c t i o n  d e c l i n e  a n d  m i t o c h o n d r i a  c h a n g e s  i n  

m i d d l e  a g e  p r e c e d e  s a r c o p e n i a  i n  m i c e ,  A g i n g  ( A l b a n y .  N Y ) .  1 0  

( 2 0 1 8 )  3 4 – 5 5 .  h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 8 6 3 2 / a g i n g . 1 0 1 3 5 8 .  

[ 2 2 ]  J . P .  L e d u c - G a u d e t ,  M .  P i c a r d ,  F . S . J .  P e l l e t i e r ,  N .  S g a r i o t o ,  M . J .  

A u g e r ,  J .  V a l l é e ,  R .  R o b i t a i l l e ,  D . H .  S t - P i e r r e ,  G .  G o u s p i l l o u ,  

M i t o c h o n d r i a l  m o r p h o l o g y  i s  a l t e r e d  i n  a t r o p h i e d  s k e l e t a l  

m u s c l e  o f  a g e d  m i c e ,  O n c o t a r g e t .  6  ( 2 0 1 5 )  1 7 9 2 3 – 1 7 9 3 7 .  
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h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 8 6 3 2 / o n c o t a r g e t . 4 2 3 5 .  

[ 2 3 ]  B .  C h a b i ,  V .  L j u b i c i c ,  K . J .  M e n z i e s ,  J . H .  H u a n g ,  A .  S a l e e m ,  D . A .  

H o o d ,  M i t o c h o n d r i a l  f u n c t i o n  a n d  a p o p t o t i c  s u s c e p t i b i l i t y  i n  

a g i n g  s k e l e t a l  m u s c l e ,  A g i n g  C e l l .  7  ( 2 0 0 8 )  2 – 1 2 .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 1 1 1 / j . 1 4 7 4 - 9 7 2 6 . 2 0 0 7 . 0 0 3 4 7 . x .  

[ 2 4 ]  A . J .  S a n t a n a s t o ,  N . W .  G l y n n ,  S . A .  J u b r i a s ,  K . E .  C o n l e y ,  R . M .  

B o u d r e a u ,  F .  A m a t i ,  D . C .  M a c k e y ,  E . M .  S i m o n s i c k ,  E . S .  

S t r o t m e y e r ,  P . M .  C o e n ,  B . H .  G o o d p a s t e r ,  A . B .  N e w m a n ,  S k e l e t a l  

M u s c l e  M i t o c h o n d r i a l  F u n c t i o n  a n d  F a t i g a b i l i t y  i n  O l d e r  A d u l t s ,  

J o u r n a l s  G e r o n t o l .  -  S e r .  A  B i o l .  S c i .  M e d .  S c i .  7 0  ( 2 0 1 5 )  

1 3 7 9 – 1 3 8 5 .  h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 9 3 / g e r o n a / g l u 1 3 4 .  

[ 2 5 ]  A .  S a f d a r ,  M . J .  H a m a d e h ,  J . J .  K a c z o r ,  S .  R a h a ,  J .  d e B e e r ,  M . A .  

T a r n o p o l s k y ,  A b e r r a n t  m i t o c h o n d r i a l  h o m e o s t a s i s  i n  t h e  s k e l e t a l  

m u s c l e  o f  s e d e n t a r y  o l d e r  a d u l t s ,  P L o S  O n e .  5  ( 2 0 1 0 )  3 1 – 3 3 .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 3 7 1 / j o u r n a l . p o n e . 0 0 1 0 7 7 8 .  

[ 2 6 ]  P . M .  C o e n ,  S . A .  J u b r i a s ,  G .  D i s t e f a n o ,  F .  A m a t i ,  D . C .  M a c k e y ,  

N . W .  G l y n n ,  T . M .  M a n i n i ,  S . E .  W o h l g e m u t h ,  C .  L e e u w e n b u r g h ,  

S . R .  C u m m i n g s ,  A . B .  N e w m a n ,  L .  F e r r u c c i ,  F . G . S .  T o l e d o ,  E .  

S h a n k l a n d ,  K . E .  C o n l e y ,  B . H .  G o o d p a s t e r ,  S k e l e t a l  m u s c l e  

m i t o c h o n d r i a l  e n e r g e t i c s  a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  m a x i m a l  a e r o b i c  

c a p a c i t y  a n d  w a l k i n g  s p e e d  i n  o l d e r  a d u l t s ,  J o u r n a l s  G e r o n t o l .  

-  S e r .  A  B i o l .  S c i .  M e d .  S c i .  6 8  ( 2 0 1 3 )  4 4 7 – 4 5 5 .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 9 3 / g e r o n a / g l s 1 9 6 .  

[ 2 7 ]  K . R .  S h o r t ,  M . L .  B i g e l o w ,  J .  K a h l ,  R .  S i n g h ,  J .  C o e n e n - S c h i m k e ,  

S .  R a g h a v a k a i m a l ,  K . S .  N a i r ,  D e c l i n e  i n  s k e l e t a l  m u s c l e  
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m i t o c h o n d r i a l  f u n c t i o n  w i t h  a g i n g  i n  h u m a n s ,  P r o c .  N a t l .  A c a d .  

S c i .  U .  S .  A .  1 0 2  ( 2 0 0 5 )  5 6 1 8 – 5 6 2 3 .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 7 3 / p n a s . 0 5 0 1 5 5 9 1 0 2 .  

[ 2 8 ]  P . M .  C o e n ,  R .  V .  M u s c i ,  J . M .  H i n k l e y ,  B . F .  M i l l e r ,  M i t o c h o n d r i a  

a s  a  t a r g e t  f o r  m i t i g a t i n g  s a r c o p e n i a ,  F r o n t .  P h y s i o l .  1 0  ( 2 0 1 9 ) .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 3 3 8 9 / f p h y s . 2 0 1 8 . 0 1 8 8 3 .  

[ 2 9 ]  S . L .  R o w a n ,  F . M .  P u r v e s - S m i t h ,  N . M .  S o l b a k ,  R . T .  H e p p l e ,  

A c c u m u l a t i o n  o f  s e v e r e l y  a t r o p h i c  m y o f i b e r s  m a r k s  t h e  

a c c e l e r a t i o n  o f  s a r c o p e n i a  i n  s l o w  a n d  f a s t  t w i t c h  m u s c l e s ,  E x p .  

G e r o n t o l .  4 6  ( 2 0 1 1 )  6 6 0 – 6 6 9 .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 1 6 / j . e x g e r . 2 0 1 1 . 0 3 . 0 0 5 .  

[ 3 0 ]  V .  d e  O . N .  T e i x e i r a ,  L . I .  F i l i p p i n ,  R . M .  X a v i e r ,  M e c h a n i s m s  o f  

m u s c l e  w a s t i n g  i n  s a r c o p e n i a ,  R e v .  B r a s .  R e u m a t o l .  5 2  ( 2 0 1 2 )  

2 4 7 – 2 5 3 .  h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 5 9 0 / S 0 4 8 2 - 5 0 0 4 2 0 1 2 0 0 0 2 0 0 0 0 9 .  

[ 3 1 ]  R . D .  B a r c l a y ,  N . A .  B u r d ,  C .  T y l e r ,  N . A .  T i l l i n ,  R . W .  M a c k e n z i e ,  

T h e  R o l e  o f  t h e  I G F - 1  S i g n a l i n g  C a s c a d e  i n  M u s c l e  P r o t e i n  

S y n t h e s i s  a n d  A n a b o l i c  R e s i s t a n c e  i n  A g i n g  S k e l e t a l  M u s c l e ,  

F r o n t .  N u t r .  6  ( 2 0 1 9 )  1 – 9 .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 3 3 8 9 / f n u t . 2 0 1 9 . 0 0 1 4 6 .  

[ 3 2 ]  M .  G a u g l e r ,  A .  B r o w n ,  E .  M e r r e l l ,  M .  D i S a n t o - R o s e ,  J . A .  

R a t h m a c h e r ,  T . H .  R e y n o l d s  I V ,  P K B  s i g n a l i n g  a n d  a t r o g e n e  

e x p r e s s i o n  i n  s k e l e t a l  m u s c l e  o f  a g e d  m i c e ,  J .  A p p l .  P h y s i o l .  1 1 1  

( 2 0 1 1 )  1 9 2 – 1 9 9 .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 1 5 2 / j a p p l p h y s i o l . 0 0 1 7 5 . 2 0 1 1 .  

[ 3 3 ]  S .  C l a v e l ,  A . S .  C o l d e f y ,  E .  K u r k d j i a n ,  J .  S a l l e s ,  I .  M a r g a r i t i s ,  
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B .  D e r i j a r d ,  A t r o p h y - r e l a t e d  u b i q u i t i n  l i g a s e s ,  a t r o g i n - 1  a n d  

M u R F 1  a r e  u p - r e g u l a t e d  i n  a g e d  r a t  T i b i a l i s  A n t e r i o r  m u s c l e ,  

M e c h .  A g e i n g  D e v .  1 2 7  ( 2 0 0 6 )  7 9 4 – 8 0 1 .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 1 6 / j . m a d . 2 0 0 6 . 0 7 . 0 0 5 .  

[ 3 4 ]  S .  S c h i a f f i n o ,  C .  R e g g i a n i ,  F i b e r  t y p e s  i n  M a m m a l i a n  s k e l e t a l  

m u s c l e s ,  P h y s i o l .  R e v .  9 1  ( 2 0 1 1 )  1 4 4 7 – 1 5 3 1 .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 1 5 2 / p h y s r e v . 0 0 0 3 1 . 2 0 1 0 .  

[ 3 5 ]  D .  B l o e m b e r g ,  J .  Q u a d r i l a t e r o ,  R a p i d  d e t e r m i n a t i o n  o f  m y o s i n  

h e a v y  c h a i n  e x p r e s s i o n  i n  r a t ,  m o u s e ,  a n d  h u m a n  s k e l e t a l  m u s c l e  

u s i n g  m u l t i c o l o r  i m m u n o f l u o r e s c e n c e  a n a l y s i s ,  P L o S  O n e .  7  

( 2 0 1 2 ) .  h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 3 7 1 / j o u r n a l . p o n e . 0 0 3 5 2 7 3 .  

[ 3 6 ]  S .  M u r a k a m i ,  H .  F u j i n o c ,  I .  T a k e d a ,  R .  M o m o t a ,  K .  K u m a g i s h i ,  

A .  O h t s u k a ,  C o m p a r i s o n  o f  c a p i l l a r y  a r c h i t e c t u r e  b e t w e e n  s l o w  

a n d  f a s t  m u s c l e s  i n  r a t s  u s i n g  a  c o n f o c a l  l a s e r  s c a n n i n g  

m i c r o s c o p e ,  A c t a  M e d .  O k a y a m a .  6 4  ( 2 0 1 0 )  1 1 – 1 8 .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 8 9 2 6 / A M O / 3 2 8 5 9 .  

[ 3 7 ]  G . R .  S c o t t ,  T . S .  E l o g i o ,  M . A .  L u i ,  J . F .  S t o r z ,  Z . A .  C h e v i r o n ,  

A d a p t i v e  M o d i f i c a t i o n s  o f  M u s c l e  P h e n o t y p e  i n  H i g h - A l t i t u d e  

D e e r  M i c e  A r e  A s s o c i a t e d  w i t h  E v o l v e d  C h a n g e s  i n  G e n e  

R e g u l a t i o n ,  M o l .  B i o l .  E v o l .  3 2  ( 2 0 1 5 )  1 9 6 2 – 1 9 7 6 .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 9 3 / m o l b e v / m s v 0 7 6 .  

[ 3 8 ]  C . A .  G o o d m a n ,  J . A .  K o t e c k i ,  B . L .  J a c o b s ,  T . A .  H o r n b e r g e r ,  

M u s c l e  f i b e r  t y p e - d e p e n d e n t  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  

p r o t e i n  s y n t h e s i s ,  P L o S  O n e .  7  ( 2 0 1 2 ) .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 3 7 1 / j o u r n a l . p o n e . 0 0 3 7 8 9 0 .  
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[ 3 9 ]  P .  M i s h r a ,  G .  V a r u z h a n y a n ,  A . H .  P h a m ,  D . C .  C h a n ,  M i t o c h o n d r i a l  

D y n a m i c s  I s  a  D i s t i n g u i s h i n g  F e a t u r e  o f  S k e l e t a l  M u s c l e  F i b e r  

T y p e s  a n d  R e g u l a t e s  O r g a n e l l a r  C o m p a r t m e n t a l i z a t i o n ,  C e l l  

M e t a b .  2 2  ( 2 0 1 5 )  1 0 3 3 – 1 0 4 4 .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 1 6 / j . c m e t . 2 0 1 5 . 0 9 . 0 2 7 .  

[ 4 0 ]  R . J .  C h a i ,  J .  V u k o v i c ,  S .  D u n l o p ,  M . D .  G r o u n d s ,  T .  S h a v l a k a d z e ,  

S t r i k i n g  d e n e r v a t i o n  o f  n e u r o m u s c u l a r  j u n c t i o n s  w i t h o u t  l u m b a r  

m o t o n e u r o n  l o s s  i n  g e r i a t r i c  m o u s e  m u s c l e ,  P L o S  O n e .  6  ( 2 0 1 1 ) .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 3 7 1 / j o u r n a l . p o n e . 0 0 2 8 0 9 0 .  

[ 4 1 ]  P . W .  S h e a r d ,  R . D .  A n d e r s o n ,  A g e - r e l a t e d  l o s s  o f  m u s c l e  f i b r e s  

i s  h i g h l y  v a r i a b l e  a m o n g s t  m o u s e  s k e l e t a l  m u s c l e s ,  

B i o g e r o n t o l o g y .  1 3  ( 2 0 1 2 )  1 5 7 – 1 6 7 .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 0 7 / s 1 0 5 2 2 - 0 1 1 - 9 3 6 5 - 0 .  

[ 4 2 ]  J . M .  B o u r g e o i s ,  M . A .  T a r n o p o l s k y ,  P a t h o l o g y  o f  s k e l e t a l  m u s c l e  

i n  m i t o c h o n d r i a l  d i s o r d e r s ,  M i t o c h o n d r i o n .  4  ( 2 0 0 4 )  4 4 1 – 4 5 2 .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 1 6 / j . m i t o . 2 0 0 4 . 0 7 . 0 3 6 .  

[ 4 3 ]  A .  V .  K u z n e t s o v ,  V .  V e k s l e r ,  F . N .  G e l l e r i c h ,  V .  S a k s ,  R .  

M a r g r e i t e r ,  W . S .  K u n z ,  A n a l y s i s  o f  m i t o c h o n d r i a l  f u n c t i o n  i n  

s i t u  i n  p e r m e a b i l i z e d  m u s c l e  f i b e r s ,  t i s s u e s  a n d  c e l l s ,  N a t .  

P r o t o c .  3  ( 2 0 0 8 )  9 6 5 – 9 7 6 .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 3 8 / n p r o t . 2 0 0 8 . 6 1 .  

[ 4 4 ]  M . R .  D e s c h e n e s ,  M . A .  R o b y ,  M . K .  E a s o n ,  M . B .  H a r r i s ,  

R e m o d e l i n g  o f  t h e  n e u r o m u s c u l a r  j u n c t i o n  p r e c e d e s  s a r c o p e n i a  

r e l a t e d  a l t e r a t i o n s  i n  m y o f i b e r s ,  E x p .  G e r o n t o l .  4 5  ( 2 0 1 0 )  

3 8 9 – 3 9 3 .  h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 1 6 / j . e x g e r . 2 0 1 0 . 0 3 . 0 0 7 .  



95 

 

[ 4 5 ]  J . A .  K o u y o u m d j i a n ,  C . R .  G r a ç a ,  V . F . M .  F e r r e i r a ,  Q u a n t i t a t i o n  o f  

m u s c l e  p a t h o l o g y  a b n o r m a l i t i e s  i n  1 8  p a t i e n t s  w i t h  

m i t o c h o n d r i a l  d i s o r d e r s ,  J .  B r a s .  P a t o l .  e  M e d .  L a b .  5 4  ( 2 0 1 8 )  

3 2 5 – 3 3 2 .  h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 5 9 3 5 / 1 6 7 6 - 2 4 4 4 . 2 0 1 8 0 0 5 4 .  

[ 4 6 ]  C . J .  L e l l i o t t ,  G .  M e d i n a - G o m e z ,  N .  P e t r o v i c ,  A .  K i s ,  H . M .  

F e l d m a n n ,  M .  B j u r s e l l ,  N .  P a r k e r ,  K .  C u r t i s ,  M .  C a m p b e l l ,  P .  H u ,  

D .  Z h a n g ,  S . E .  L i t w i n ,  V . G .  Z a h a ,  K . T .  F o u n t a i n ,  S .  B o u d i n a ,  M .  

J i m e n e z - L i n a n ,  M .  B l o u n t ,  M .  L o p e z ,  A .  M e i r h a e g h e ,  M .  

B o h l o o l y - Y ,  L .  S t o r l i e n ,  M .  S t r ö m s t e d t ,  M .  S n a i t h ,  M .  O r e š i č ,  

E . D .  A b e l ,  B .  C a n n o n ,  A .  V i d a l - P u i g ,  A b l a t i o n  o f  P G C - 1 β  r e s u l t s  

i n  d e f e c t i v e  m i t o c h o n d r i a l  a c t i v i t y ,  t h e r m o g e n e s i s ,  h e p a t i c  

f u n c t i o n ,  a n d  c a r d i a c  p e r f o r m a n c e ,  P L o S  B i o l .  4  ( 2 0 0 6 )  

2 0 4 2 – 2 0 5 6 .  h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 3 7 1 / j o u r n a l . p b i o . 0 0 4 0 3 6 9 .  

[ 4 7 ]  Y . X .  W a n g ,  C . L .  Z h a n g ,  R . T .  Y u ,  H . K .  C h o ,  M . C .  N e l s o n ,  C . R .  

B a y u g a - O c a m p o ,  J .  H a m ,  H .  K a n g ,  R . M .  E v a n s ,  R e g u l a t i o n  o f  

m u s c l e  f i b e r  t y p e  a n d  r u n n i n g  e n d u r a n c e  b y  P P A R δ ,  P L o S  B i o l .  

2  ( 2 0 0 4 ) .  h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 3 7 1 / j o u r n a l . p b i o . 0 0 2 0 2 9 4 .  

[ 4 8 ]  S .  J ä e r ,  C .  H a n d s c h i n ,  J .  S t - P i e r r e ,  B . M .  S p i e g e l m a n ,  

A M P - a c t i v a t e d  p r o t e i n  k i n a s e  ( A M P K )  a c t i o n  i n  s k e l e t a l  m u s c l e  

v i a  d i r e c t  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  P G C - 1 α ,  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U .  

S .  A .  1 0 4  ( 2 0 0 7 )  1 2 0 1 7 – 1 2 0 2 2 .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 7 3 / p n a s . 0 7 0 5 0 7 0 1 0 4 .  

[ 4 9 ]  C .  C a n t ó ,  J .  A u w e r x ,  P G C - 1 α ,  S I R T 1  a n d  A M P K ,  a n  e n e r g y  s e n s i n g  

n e t w o r k  t h a t  c o n t r o l s  e n e r g y  e x p e n d i t u r e ,  C u r r .  O p i n .  L i p i d o l .  

2 0  ( 2 0 0 9 )  9 8 – 1 0 5 .  
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h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 9 7 / M O L . 0 b 0 1 3 e 3 2 8 3 2 8 d 0 a 4 .  

[ 5 0 ]  P .  M i s h r a ,  D . C .  C h a n ,  M e t a b o l i c  r e g u l a t i o n  o f  m i t o c h o n d r i a l  

d y n a m i c s ,  J .  C e l l  B i o l .  2 1 2  ( 2 0 1 6 )  3 7 9 – 3 8 7 .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 8 3 / j c b . 2 0 1 5 1 1 0 3 6 .  

[ 5 1 ]  L .  P e r n a s ,  L .  S c o r r a n o ,  M i t o - M o r p h o s i s :  M i t o c h o n d r i a l  F u s i o n ,  

F i s s i o n ,  a n d  C r i s t a e  R e m o d e l i n g  a s  K e y  M e d i a t o r s  o f  C e l l u l a r  

F u n c t i o n ,  A n n u .  R e v .  P h y s i o l .  7 8  ( 2 0 1 6 )  5 0 5 – 5 3 1 .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 1 4 6 / a n n u r e v - p h y s i o l - 0 2 1 1 1 5 - 1 0 5 0 1 1 .  

[ 5 2 ]  H .  C h e n ,  M .  V e r m u l s t ,  Y . E .  W a n g ,  A .  C h o m y n ,  T . A .  P r o l l a ,  J . M .  

M c C a f f e r y ,  D . C .  C h a n ,  M i t o c h o n d r i a l  f u s i o n  i s  r e q u i r e d  f o r  

m t d n a  s t a b i l i t y  i n  s k e l e t a l  m u s c l e  a n d  t o l e r a n c e  o f  m t D N A  

m u t a t i o n s ,  C e l l .  1 4 1  ( 2 0 1 0 )  2 8 0 – 2 8 9 .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 1 6 / j . c e l l . 2 0 1 0 . 0 2 . 0 2 6 .  

[ 5 3 ]  M . J .  G o m e s ,  P . F .  M a r t i n e z ,  L . U .  P a g a n ,  R . L .  D a m a t t o ,  M . D . M .  

C e z a r ,  A . R . R .  L i m a ,  K .  O k o s h i ,  M . P .  O k o s h i ,  S k e l e t a l  m u s c l e  

a g i n g :  I n f l u e n c e  o f  o x i d a t i v e  s t r e s s  a n d  p h y s i c a l  e x e r c i s e ,  

O n c o t a r g e t .  8  ( 2 0 1 7 )  2 0 4 2 8 – 2 0 4 4 0 .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 8 6 3 2 / o n c o t a r g e t . 1 4 6 7 0 .  

[ 5 4 ] G . K .  S a k e l l a r i o u ,  T .  P e a r s o n ,  A . P .  L i g h t f o o t ,  G . A .  N y e ,  N .  W e l l s ,  

I . I .  G i a k o u m a k i ,  A .  V a s i l a k i ,  R . D .  G r i f f i t h s ,  M . J .  J a c k s o n ,  A .  

M c A r d l e ,  M i t o c h o n d r i a l  R O S  r e g u l a t e  o x i d a t i v e  d a m a g e  a n d  

m i t o p h a g y  b u t  n o t  a g e - r e l a t e d  m u s c l e  f i b e r  a t r o p h y ,  S c i .  R e p .  6  

( 2 0 1 6 )  1 – 1 5 .  h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 3 8 / s r e p 3 3 9 4 4 .  

[ 5 5 ]  E . J .  Y e o ,  H y p o x i a  a n d  a g i n g ,  E x p .  M o l .  M e d .  5 1  ( 2 0 1 9 ) .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 3 8 / s 1 2 2 7 6 - 0 1 9 - 0 2 3 3 - 3 .  



97 

 

[ 5 6 ]  L .  S c h i t o ,  S .  R e y ,  C e l l - A u t o n o m o u s  M e t a b o l i c  R e p r o g r a m m i n g  i n  

H y p o x i a ,  T r e n d s  C e l l  B i o l .  2 8  ( 2 0 1 8 )  1 2 8 – 1 4 2 .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 1 6 / j . t c b . 2 0 1 7 . 1 0 . 0 0 6 .  

[ 5 7 ]  A . K .  F j ä l l s t r ö m ,  K .  E v e r t s s o n ,  M .  N o r r b y ,  S .  T å g e r u d ,  F o r k h e a d  

b o x  O 1  a n d  m u s c l e  R I N G  f i n g e r  1  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  i n  a t r o p h i c  

a n d  h y p e r t r o p h i c  d e n e r v a t e d  m o u s e  s k e l e t a l  m u s c l e ,  J .  M o l .  

S i g n a l .  9  ( 2 0 1 4 )  1 – 1 2 .  h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 1 8 6 / 1 7 5 0 - 2 1 8 7 - 9 - 9 .  

[ 5 8 ] Y .  K a m e i ,  S .  M i u r a ,  M .  S u z u k i ,  Y .  K a i ,  J .  M i z u k a m i ,  T .  T a n i g u c h i ,  

K .  M o c h i d a ,  T .  H a t a ,  J .  M a t s u d a ,  H .  A b u r a t a n i ,  I .  N i s h i n o ,  O .  

E z a k i ,  S k e l e t a l  m u s c l e  F O X O 1  ( F K H R )  t r a n s g e n i c  m i c e  h a v e  l e s s  

s k e l e t a l  m u s c l e  m a s s ,  d o w n - r e g u l a t e d  t y p e  I  ( s l o w  t w i t c h / r e d  

m u s c l e )  f i b e r  g e n e s ,  a n d  i m p a i r e d  g l y c e m i c  c o n t r o l ,  J .  B i o l .  

C h e m .  2 7 9  ( 2 0 0 4 )  4 1 1 1 4 – 4 1 1 2 3 .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 7 4 / j b c . M 4 0 0 6 7 4 2 0 0 .  

[ 5 9 ]  F .  A s c e n z i ,  L .  B a r b e r i ,  G .  D o b r o w o l n y ,  A .  V i l l a  N o v a  B a c u r a u ,  

C .  N i c o l e t t i ,  E .  R i z z u t o ,  N .  R o s e n t h a l ,  B . M .  S c i c c h i t a n o ,  A .  

M u s a r ò ,  E f f e c t s  o f  I G F - 1  i s o f o r m s  o n  m u s c l e  g r o w t h  a n d  

s a r c o p e n i a ,  A g i n g  C e l l .  1 8  ( 2 0 1 9 ) .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 1 1 1 / a c e l . 1 2 9 5 4 .  

[ 6 0 ]  J . H .  K w o n ,  K . M .  M o o n ,  K . - W .  M i n ,  E x e r c i s e - I n d u c e d  M y o k i n e s  

c a n  E x p l a i n  t h e  I m p o r t a n c e  o f  P h y s i c a l  A c t i v i t y  i n  t h e  E l d e r l y :  

A n  O v e r v i e w ,  H e a l t h c a r e .  8  ( 2 0 2 0 )  3 7 8 .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 3 3 9 0 / h e a l t h c a r e 8 0 4 0 3 7 8 .  

[ 6 1 ]  D . S .  L i n ,  S . H .  K a o ,  C . S .  H o ,  Y . H .  W e i ,  P . L .  H u n g ,  M . H .  H s u ,  T . Y .  

W u ,  T . J .  W a n g ,  Y . R .  J i a n ,  T . H .  L e e ,  M . F .  C h i a n g ,  I n f l e x i b i l i t y  
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o f  A M P K - m e d i a t e d  m e t a b o l i c  r e p r o g r a m m i n g  i n  m i t o c h o n d r i a l  

d i s e a s e ,  O n c o t a r g e t .  8  ( 2 0 1 7 )  7 3 6 2 7 – 7 3 6 3 9 .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 8 6 3 2 / o n c o t a r g e t . 2 0 6 1 7 .  

[ 6 2 ]  J .  L i n ,  C .  H a n d s c h i n ,  B . M .  S p i e g e l m a n ,  M e t a b o l i c  c o n t r o l  

t h r o u g h  t h e  P G C - 1  f a m i l y  o f  t r a n s c r i p t i o n  c o a c t i v a t o r s ,  C e l l  

M e t a b .  1  ( 2 0 0 5 )  3 6 1 – 3 7 0 .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 1 6 / j . c m e t . 2 0 0 5 . 0 5 . 0 0 4 .  

[ 6 3 ]  T .  K a d o g u c h i ,  K .  S h i m a d a ,  T .  M i y a z a k i ,  K .  K i t a m u r a ,  M .  

K u n i m o t o ,  T .  A i k a w a ,  Y .  S u g i t a ,  S .  O u c h i ,  T .  S h i o z a w a ,  M .  

Y o k o y a m a - N i s h i t a n i ,  K .  F u k a o ,  K .  M i y o s a w a ,  K .  I s o d a ,  H .  D a i d a ,  

P r o m o t i o n  o f  o x i d a t i v e  s t r e s s  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  m i t o c h o n d r i a l  

d y s f u n c t i o n  a n d  m u s c l e  a t r o p h y  i n  a g i n g  m i c e ,  G e r i a t r .  G e r o n t o l .  

I n t .  2 0  ( 2 0 2 0 )  7 8 – 8 4 .  h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 1 1 1 / g g i . 1 3 8 1 8 .  

[ 6 4 ]  W .  F a n ,  W .  W a i z e n e g g e r ,  C . S .  L i n ,  V .  S o r r e n t i n o ,  M . X .  H e ,  C . E .  

W a l l ,  H .  L i ,  C .  L i d d l e ,  R . T .  Y u ,  A . R .  A t k i n s ,  J .  A u w e r x ,  M .  

D o w n e s ,  R . M .  E v a n s ,  P P A R δ  P r o m o t e s  R u n n i n g  E n d u r a n c e  b y  

P r e s e r v i n g  G l u c o s e ,  C e l l  M e t a b .  2 5  ( 2 0 1 7 )  1 1 8 6 - 1 1 9 3 . e 4 .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 1 6 / j . c m e t . 2 0 1 7 . 0 4 . 0 0 6 .  

[ 6 5 ]  A .  G a r c í a - S á n c h e z ,  A . G .  M i r a n d a - D í a z ,  E . G .  C a r d o n a - M u ñ o z ,  

T h e  R o l e  o f  O x i d a t i v e  S t r e s s  i n  P h y s i o p a t h o l o g y  a n d  

P h a r m a c o l o g i c a l  T r e a t m e n t  w i t h  P r o -  A n d  A n t i o x i d a n t  P r o p e r t i e s  

i n  C h r o n i c  D i s e a s e s ,  O x i d .  M e d .  C e l l .  L o n g e v .  2 0 2 0  ( 2 0 2 0 ) .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 1 5 5 / 2 0 2 0 / 2 0 8 2 1 4 5 .  

[ 6 6 ]  O .  R o t h f u s s ,  T .  G a s s e r ,  N .  P a t e n g e ,  A n a l y s i s  o f  d i f f e r e n t i a l  D N A  

d a m a g e  i n  t h e  m i t o c h o n d r i a l  g e n o m e  e m p l o y i n g  a  s e m i - l o n g  r u n  
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r e a l - t i m e  P C R  a p p r o a c h ,  N u c l e i c  A c i d s  R e s .  3 8  ( 2 0 0 9 ) .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 9 3 / n a r / g k p 1 0 8 2 .  

[ 6 7 ]  A .  H i o n a ,  C .  L e e u w e n b u r g h ,  T h e  r o l e  o f  m i t o c h o n d r i a l  D N A  

m u t a t i o n s  i n  a g i n g  a n d  s a r c o p e n i a ,  E x p .  G e r o n t o l .  4 3  ( 2 0 0 8 )  

2 4 – 3 3 .  

[ 6 8 ]  M .  M i r a n d a - G a l v i s ,  Y .  T e n g ,  T a r g e t i n g  h y p o x i a - d r i v e n  m e t a b o l i c  

r e p r o g r a m m i n g  t o  c o n s t r a i n  t u m o r  p r o g r e s s i o n  a n d  m e t a s t a s i s ,  

I n t .  J .  M o l .  S c i .  2 1  ( 2 0 2 0 )  1 – 1 7 .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 3 3 9 0 / i j m s 2 1 1 5 5 4 8 7 .  

[ 6 9 ]  C .  V .  D a n g ,  L i n k s  b e t w e e n  m e t a b o l i s m  a n d  c a n c e r ,  G e n e s  D e v .  2 6  

( 2 0 1 2 )  8 7 7 – 8 9 0 .  h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 1 0 1 / g a d . 1 8 9 3 6 5 . 1 1 2 .  

[ 7 0 ]  H .  H a r a d a ,  H y p o x i a - i n d u c i b l e  f a c t o r  1 - m e d i a t e d  c h a r a c t e r i s t i c  

f e a t u r e s  o f  c a n c e r  c e l l s  f o r  t u m o r  r a d i o r e s i s t a n c e ,  J .  R a d i a t .  R e s .  

5 7  ( 2 0 1 6 )  i 9 9 – i 1 0 5 .  h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 9 3 / j r r / r r w 0 1 2 .  

[ 7 1 ]  T . D .  J e p p e s e n ,  M . C .  O r n g r e e n ,  G .  V a n  H a l l ,  J .  V i s s i n g ,  L a c t a t e  

m e t a b o l i s m  d u r i n g  e x e r c i s e  i n  p a t i e n t s  w i t h  m i t o c h o n d r i a l  

m y o p a t h y ,  N e u r o m u s c u l .  D i s o r d .  2 3  ( 2 0 1 3 )  6 2 9 – 6 3 6 .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 1 6 / j . n m d . 2 0 1 3 . 0 5 . 0 0 7 .  

[ 7 2 ]  B .  G l a n c y ,  L . Y .  H s u ,  L .  D a o ,  M .  B a k a l a r ,  S .  F r e n c h ,  D . J .  C h e s s ,  

J . L .  T a y l o r ,  M .  P i c a r d ,  A .  A p o n t e ,  M . P .  D a n i e l s ,  S .  E s f a h a n i ,  S .  

C u s h m a n ,  R . S .  B a l a b a n ,  I n  V i v o  m i c r o s c o p y  r e v e a l s  e x t e n s i v e  

e m b e d d i n g  o f  c a p i l l a r i e s  w i t h i n  t h e  s a r c o l e m m a  o f  s k e l e t a l  

m u s c l e  f i b e r s ,  M i c r o c i r c u l a t i o n .  2 1  ( 2 0 1 4 )  1 3 1 – 1 4 7 .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 1 1 1 / m i c c . 1 2 0 9 8 .  

[ 7 3 ]  B .  G l a n c y ,  L . M .  H a r t n e l l ,  D .  M a l i d e ,  Z . X .  Y u ,  C . A .  C o m b s ,  P . S .  
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C o n n e l l y ,  S .  S u b r a m a n i a m ,  R . S .  B a l a b a n ,  M i t o c h o n d r i a l  

r e t i c u l u m  f o r  c e l l u l a r  e n e r g y  d i s t r i b u t i o n  i n  m u s c l e ,  N a t u r e .  5 2 3  

( 2 0 1 5 )  6 1 7 – 6 2 0 .  h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 3 8 / n a t u r e 1 4 6 1 4 .  

[ 7 4 ]  M .  M o h i u d d i n ,  N . H .  L e e ,  J . Y .  M o o n ,  W . M .  H a n ,  S . E .  A n d e r s o n ,  

J . J .  C h o i ,  E .  S h i n ,  S . A .  N a k h a i ,  T .  T r a n ,  B .  A l i y a ,  D . Y .  K i m ,  A .  

G e r o l d ,  L . M .  H a n s e n ,  W . R .  T a y l o r ,  Y . C .  J a n g ,  C r i t i c a l  L i m b  

I s c h e m i a  I n d u c e s  R e m o d e l i n g  o f  S k e l e t a l  M u s c l e  M o t o r  U n i t ,  

M y o n u c l e a r - ,  a n d  M i t o c h o n d r i a l - D o m a i n s ,  S c i .  R e p .  9  ( 2 0 1 9 )  

1 – 1 5 .  h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 3 8 / s 4 1 5 9 8 - 0 1 9 - 4 5 9 2 3 - 4 .  

[ 7 5 ]  T . E .  R y a n ,  D . J .  Y a m a g u c h i ,  C . A .  S c h m i d t ,  T . N .  Z e c z y c k i ,  S . R .  

S h a i k h ,  P .  B r o p h y ,  T . D .  G r e e n ,  M . D .  T a r p e y ,  R .  K a r n e k a r ,  E . J .  

G o l d b e r g ,  G . C .  S p a r a g n a ,  M . J .  T o r r e s ,  B . H .  A n n e x ,  P . D .  N e u f e r ,  

E . E .  S p a n g e n b u r g ,  J . M .  M c C l u n g ,  E x t e n s i v e  s k e l e t a l  m u s c l e  c e l l  

m i t o c h o n d r i o p a t h y  d i s t i n g u i s h e s  c r i t i c a l  l i m b  i s c h e m i a  p a t i e n t s  

f r o m  c l a u d i c a n t s ,  J C I  I n s i g h t .  3  ( 2 0 1 8 ) .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 1 7 2 / j c i . i n s i g h t . 1 2 3 2 3 5 .  

[ 7 6 ]  C . R .  H a r t ,  G .  L a y e c ,  J . D .  T r i n i t y ,  Y .  L e  F u r ,  J . R .  G i f f o r d ,  H . L .  

C l i f t o n ,  R . S .  R i c h a r d s o n ,  O x y g e n  a v a i l a b i l i t y  a n d  s k e l e t a l  

m u s c l e  o x i d a t i v e  c a p a c i t y  i n  p a t i e n t s  w i t h  p e r i p h e r a l  a r t e r y  

d i s e a s e :  I m p l i c a t i o n s  f r o m  i n  v i v o  a n d  i n  v i t r o  a s s e s s m e n t s ,  A m .  

J .  P h y s i o l .  -  H e a r .  C i r c .  P h y s i o l .  3 1 5  ( 2 0 1 8 )  H 8 9 7 – H 9 0 9 .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 1 5 2 / a j p h e a r t . 0 0 6 4 1 . 2 0 1 7 .  

[ 7 7 ]  C . B .  U e t a ,  K . S .  G o m e s ,  M . A .  R i b e i r o ,  D .  M o c h l y - R o s e n ,  J . C . B .  

F e r r e i r a ,  D i s r u p t i o n  o f  m i t o c h o n d r i a l  q u a l i t y  c o n t r o l  i n  

p e r i p h e r a l  a r t e r y  d i s e a s e :  N e w  t h e r a p e u t i c  o p p o r t u n i t i e s ,  
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P h a r m a c o l .  R e s .  1 1 5  ( 2 0 1 7 )  9 6 – 1 0 6 .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 1 6 / j . p h r s . 2 0 1 6 . 1 1 . 0 1 6 .  

[ 7 8 ]  W .  K e r s i n g ,  F . G . I .  J e n n e k e n s ,  A g e - r e l a t e d  c h a n g e s  i n  h u m a n  

t h y r o a r y t e n o i d  m u s c l e s :  A  h i s t o l o g i c a l  a n d  h i s t o c h e m i c a l  s t u d y ,  

E u r .  A r c h .  O t o - R h i n o - L a r y n g o l o g y .  2 6 1  ( 2 0 0 4 )  3 8 6 – 3 9 2 .  

h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 0 7 / s 0 0 4 0 5 - 0 0 3 - 0 7 0 2 - z .  
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