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1. 第一章 序論 

社会背景 

 現在、日本では急速に高齢化が進展しており、2019年における 65歳以上の

人口は 3589万人となり総人口に占める高齢者の割合（高齢化率）は 28.4％と

なっている[1]。今後さらに高齢者人口は増加し、2030年には人口の約 3分の 1

が高齢者になると推定されている。人々の健康に対する意識は近年ますます高

まっているが、「健康上の問題で日常生活が制限されることなく生活できる期

間」である健康寿命と平均寿命の差については、2019年時点で男性が約 8.7

年、女性が約 12.1年で依然として男女ともに大きな差が存在する[2,3]。高齢化

が急速に進行している我が国においては、健康寿命と平均寿命の差は医療費や

介護給付費の負担の増大のみならず、個人の生活の質（QOL）の低下につなが

ることが危惧される。健康寿命をいかに延ばすかが今後の重要な課題であり、

そのためには疾病の予防や健康維持に関心を持ち、日々の食事や運動を意識す

ることが重要である。 

 

骨格筋のタンパク質合成及び分解 

 骨格筋はヒトが骨格を動かす上で必要な筋肉であり、骨格筋の収縮により力

が生じ運動や身体活動が可能となる。骨格筋は競技において優れた運動能力を

発揮するためだけではなく、健康的に日常生活を送るという観点からも重要な

組織である。しかしながら、ヒトでの骨格筋量は 20-30歳でピークを迎え、そ

の後 30歳を超えると 10年毎に約 3-5%減少し、60歳を超えると骨格筋量の減

少はさらに加速する[4,5]。加齢による骨格筋の減少および筋力の低下はサルコ

ペニアと呼ばれ、日常生活に支障をきたし生活の質を低下させる[6-8]。骨格筋

の量や機能の低下は加齢以外にも飢餓、不活動による廃用性筋萎縮、癌悪液
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質、糖尿病、慢性腎疾患など多くの病態において惹起され[9-12]、人々の健康

な生活を脅かす可能性がある。一方、骨格筋量を維持することは心臓病や糖尿

病などの疾病のリスクの減少及び死亡率の減少に寄与することが報告されてい

る[13-15]。以上より、骨格筋量を維持・増加するための適切かつ効果的な方法

の開発は非常に重要な課題である。 

 骨格筋量は骨格筋のタンパク質の合成と分解のバランスによって決定される 

[16]。骨格筋量の維持及び増加のためには、筋タンパク質の合成を増加させ分

解を減少させることが重要である。栄養摂取により骨格筋のタンパク質合成が

増加し、タンパク質分解は減少する。これは、栄養摂取により増加する栄養素

の増加やホルモンに起因するとされ、特に食後の血中のアミノ酸やインスリン

の増加は骨格筋タンパク質の合成の主要な要因と考えられている[17,18]。血中

から骨格筋細胞内へ取り込まれたアミノ酸は、遊離アミノ酸のプールに取り込

まれ、そこから筋タンパク質合成に利用される。摂取したタンパク質由来のア

ミノ酸の筋タンパク質合成作用は主に必須アミノ酸（EAA）によってもたらさ

れ、EAAの中でも分岐鎖アミノ酸（BCAA）、特にロイシンに強い同化作用が

認められている[19,20]。ロイシンは、筋タンパク質合成を誘導する哺乳類ラパ

マイシン標的タンパク質（mammalian target of rapamycin complex 1; mTORC1）

シグナル経路の活性化を介して筋タンパク質合成を促進する[21]（Fig. 1-1）。ま

た、運動、なかでも骨格筋に負荷をかけて行うレジスタンス運動によっても

mTORC1 を介して筋タンパク質合成が活性化される[22]。さらに、運動後にア

ミノ酸摂取を行うことによって、運動後の筋タンパク質合成はより増加し筋タ

ンパク質分解が抑制されることが報告されている[23]。 
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Fig. 1-1. Proposed scheme for the activation of the mammalian target of rapamycin 

(mTOR) pathway in the muscle protein synthesis by amino acids, resistant exercise and 

anabolic factors. Akt/PKB, protein kinase B; FOXO, forkhead box; LC3, microtubule-

associated protein 1 light chain 3; mTOR, mammalian target of rapamycin; 

MAFbx/Atrogin-1, muscle atrophy F-box; MuRF1, muscle ring finger 1; p70S6K, 

ribosomal protein S6 kinase; rpS6, ribosomal protein S6. 

 

 

 一方、骨格筋量の減少は筋タンパク質の合成及び分解のアンバランスな状態

が原因の一つであり、この不均衡は合成シグナル伝達の減少及び分解シグナル
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伝達の増加によるものと考えられている。筋タンパク質合成の低下について

は、骨格筋肥大に重要な mTORC1 シグナル経路の減弱に起因する可能性が報告

されている[24]。高齢者においては、タンパク質及びアミノ酸摂取後に誘導さ

れる筋タンパク質合成が若年者と比較して低下しており、同化抵抗性が存在す

ることが報告されている[25,26]。すなわち、高齢者においてはアミノ酸が血中

に存在していても mTORC1 やその下流のシグナル因子の活性化が抑制されてい

る可能性が示唆されている[27]。しかしながら、このような高齢者においても

十分な量のタンパク質の摂取や骨格筋へのアミノ酸供給の増加により、筋タン

パク質合成は若年者と同様に惹起されることが報告されている[26,28,29]。

Moore at al.は骨格筋の筋タンパク質合成について、若齢者では 0.24 g/kg以上の

タンパク質摂取でプラトーに達するが、高齢者においても 0.4 g/kg 以上の摂取

によりプラトーに達することを報告している[26]。 

 タンパク質を分解する経路としてはユビキチン・プロテアソーム系、オート

ファジー・リソソーム系及びカルパイン系が存在する[30,31]。骨格筋における

主要な分解経路であるユビキチン・プロテアソーム系は、ユビキチン活性化酵

素（E1）、ユビキチン結合酵素（E2）及びユビキチンリガーゼ（E3）から構成

された酵素群によって目的のタンパク質をユビキチン鎖で標識し選択的に分解

するシステムである。また、オートファジー・リソソーム系は細胞内膜の生

成・伸長に伴い、各種オルガネラ、細胞内構造物及びタンパク質凝集体などを

主に非選択的に取り込むことで分解するシステムである。これらの筋タンパク

質分解に関わるシグナル経路の亢進も骨格筋量の減少の原因の一つであると考

えられている[31]。一方、タンパク質やアミノ酸の摂取及び運動により筋タン

パク質分解の亢進を抑制する可能性が報告されている[32-36]。したがって、骨

格筋量の維持及び減少抑制のためには、十分な量のタンパク質の摂取により筋
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タンパク質の合成を増加させ分解を減少させることが重要であると考えられ

る。 

 

骨格筋と血管 

 血管機能も骨格筋の筋タンパク質合成に影響を与える可能性が考えられる

[37-39]。血管は大動脈から動脈が分かれ細動脈へと分岐し、細動脈は組織内へ

と侵入し骨格筋に血液を供給している。細動脈は骨格筋内で分岐を繰り返し、

最終的に毛細血管へと移行する。近年では主に細動脈が骨格筋の血流調節に関

わっていると考えられている[40,41]。血管は内膜・中膜・外膜の 3層構造から

なり、最内層には一層の血管内皮細胞が存在し、その外には血管平滑筋細胞が

存在している。血管内皮ではさまざまな生理活性因子（血管拡張因子：一酸化

窒素（NO）、プロスタサイクリン（PGI2）、C 型ナトリウム利尿ペプチドなど、

血管収縮因子：エンドセリン、アンジオテンシン II、トロンボキサンなど）を

産生・分泌することによって、血管の収縮及び拡張の調整を行っている

[42,43]。骨格筋内の血流は、血管平滑筋細胞において血管の収縮及び拡張に関

わるシグナル伝達経路のバランスで調整されている。なかでも血管の拡張を調

整しているのが NO であり、NO合成酵素（NOS）によりアミノ酸である L-ア

ルギニンから L-シトルリンへの代謝反応の副産物として生じる（NOサイク

ル）[44-48]（Fig. 1-2）。NOの血管拡張の作用機序としては、NO が平滑筋細胞

内グアニル酸シクラーゼを活性化して Cyclic guanosine monophosphate（cGMP）

生成を促し、この cGMP により筋肉の収縮に関与する Ca2+の細胞内流入が抑制

されることで血管平滑筋は弛緩し拡張する[49]。NOS は、主な発現部位やカル

シウム依存性により神経型（nNOS）、誘導型（iNOS）及び内皮型（eNOS）の

3種類に分類される。特に eNOS は血管に対するずり応力やブラジキニン、ア
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セチルコリンなどのアゴニストに応答して活性が増強し NO産生を亢進させる

ことから、血管内皮機能をつかさどる分子の一つとして重要な働きをしている

と考えられる。 

 

 

 

Fig. 1-2. The role and synthesis of nitric oxide. Endothelial nitric oxide synthase utilizes 

L-arginine to produce nitric oxide and L-citrulline. Endothelial nitric oxide synthase is 

activated in response to vasodilator agonists or shear stress. Nitric oxide diffuses to 

vascular smooth muscle and produces relaxation through activation of guanylate 

cyclase, thus augmenting intracellular cyclic guanosine monophosphate. Reactive 

oxygen species and asymmetrical dimethylarginine contribute to endothelial 
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dysfunction. ADMA, asymmetrical dimethylarginine; cGMP, cyclic guanosine 

monophosphate; CM, calmodulin; eNOS, endothelial nitric oxide synthase; GC, 

guanylate cyclase; NO, nitric oxide; PI3K, phosphatidyl-inositol-3-kinase; ROS, 

reactive oxygen species. 

 

 

 一方、血管内皮機能の低下は糖尿病、高血圧、脂質異常症、加齢、肥満、運

動不足、喫煙、閉経などにより惹起される[50-53]。血管内皮機能低下を惹起す

るメカニズムのうち最も重要なものとしては NO産生の低下及び NOの不活

化、あるいはこれら両者を伴う NOの生物学的活性の低下である。この原因と

しては血管内皮細胞における eNOS タンパク質の発現量及びリン酸化による活

性の減少、ずり応力などによる eNOS 活性化刺激の減弱、NO基質としての L-

アルギニンの不足、活性酸素種の産生増加に伴う NO活性の減弱などが挙げら

れる[54-56]。eNOS 欠損マウスにおいては NO産生が減少し、臓器及び骨格筋

の血流が低下することが示唆されている[57]。 

 骨格筋の毛細血管ネットワークは骨格筋細胞への酸素供給や糖、アミノ酸な

どの栄養素及び代謝産物の送達において重要である。若齢者及び高齢者におい

て NO産生の増加を促す血管拡張薬の経口投与により骨格筋への酸素送達量が

増加することが報告されている[58]。アカザ科に属する植物であるビートルー

トは NOドナーとしての機能が報告されており、経口摂取により運動中のラッ

ト骨格筋への酸素送達量が増加することが報告されている[59]。また、インス

リン静脈投与による NO依存的な血管拡張によって、ラット及びヒトの骨格筋

のグルコースの取り込み量が増加する[60,61]。Fujita et al.は、インスリン投与

による血流増加を介した血管内皮機能の改善によって、若年者及び高齢者にお
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いて骨格筋タンパク質合成が増加することを報告し[38,39]、アミノ酸の摂取に

関わりなく、血流の増加によっても筋タンパク質合成が増加する可能性が示唆

された。一方、高齢者では、血管内皮機能の低下によってアミノ酸をはじめと

する栄養素の骨格筋への送達量が減少することによって、骨格筋細胞における

アミノ酸の利用効率及び筋タンパク質合成が減少する可能性が示唆されている

[37,62]。以上のことから、骨格筋における筋タンパク質合成の減少を抑制する

ためには、骨格筋への物質送達の維持及び改善も重要であると考えられる。し

かしながら、食品成分の摂取による血流改善及び血管拡張により骨格筋への栄

養素などの送達量が増加するか十分な検討が行われていない。さらに、血管内

皮機能が低下した骨格筋へのアミノ酸の送達量の増加が骨格筋の筋タンパク質

合成に及ぼす影響については不明である。 

 NOサイクルを構成するアミノ酸である L-アルギニンの経口摂取により NO

産生を介した血流増加が報告されている[47,48,63]。L-アルギニンとともに NO

サイクルを構成するアミノ酸である L-シトルリンは主に腎臓で L-アルギニンへ

変換され血中 L-アルギニン濃度の上昇に寄与し[64]、L-シトルリンの経口摂取

により血中 NO産生が増加することが動物及びヒトで報告されている[63,65-

67]。また、健常人に対する L-シトルリンの摂取により、動脈硬化の程度を示

す上腕足首間脈波伝播速度（baPWV）の値の改善及びアルギニンと NOS の内

因性阻害剤の比（アルギニン/非対称性ジメチルアルギニン（ADMA））の増加

が報告されており[66]、血管機能の改善が期待される。一方、高齢者に対する

安静時及び運動後の L-シトルリン摂取、あるいは若年者及び心不全の高齢者に

対する L-シトルリン摂取は血流に影響しなかったという報告もある[62,68]。以

上より、L-シトルリン摂取による血管内皮機能及び血流への影響については統

一された見解が得られていない。また、L-シトルリンの特徴としては、興味深
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いことに、L-アルギニンを経口摂取する場合よりも L-シトルリンを経口摂取す

る場合の方が効果的に血中 L-アルギニン濃度を上昇させることが報告されてい

る[69]。これは、経口摂取した L-アルギニンは肝臓においてその一部が代謝さ

れるが、L-シトルリンは代謝されないためだと考えられている[70-72]。すなわ

ち、NOの直接の前駆体は L-アルギニンであるが、内因性 L-アルギニンの濃度

上昇には L-アルギニンを摂取するよりも L-シトルリンを摂取する方がより効果

的である可能性が考えられる。以上より、NO産生の増加を介した血管拡張及

び血管内皮機能の改善が見込まれる L-シトルリンは、骨格筋への物質送達量の

増加を介して、筋タンパク質合成の増加及び骨格筋量の維持・増加に有用な食

品成分となることが期待される。 

 

本研究の目的 

 本研究では、「血管拡張作用を有するアミノ酸である L-シトルリンの経口摂

取が、骨格筋への物質送達に及ぼす影響及び骨格筋タンパク質合成に与える影

響について検討すること」を目的とした。食品成分の経口摂取による骨格筋萎

縮の予防・改善方法の開発によって、薬剤のような副作用の懸念を減らし、ま

た日常の食事において長期的な摂取が可能となり、骨格筋の萎縮に伴う運動機

能及び QOL低下の抑制に寄与できると考えられる。そこで、本研究では次の

研究課題を設定した（Fig. 1-3）。第二章の研究課題 1では L-シトルリンの経口

摂取による血管拡張作用が、正常ラット及び血管内皮機能の低下が報告[73,74]

されている 1型糖尿病モデルラットの骨格筋における物質送達に及ぼす影響に

ついて評価し、その作用メカニズムについて解明を行った。このとき、血液を

骨格筋に供給している動脈血管に着目した。また、第三章の研究課題 2では、

血管内皮機能及び筋タンパク質合成の低下が報告[75-78]されている 1型糖尿病
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モデルラットを用いて、タンパク質及びロイシンの混合物と L-シトルリンの組

み合わせが筋タンパク質合成に及ぼす影響について比較検討を行い、当該混合

物摂取による筋タンパク質合成の増加を L-シトルリンが増強するか評価した。

続いて、第四章の研究課題 3では、不活動により惹起される廃用性筋萎縮モデ

ルラットを用いて、L-シトルリンを含むタンパク質及びロイシンの混合物の摂

取が骨格筋萎縮の抑制に及ぼす影響について、筋タンパク質合成及び分解の両

観点から評価した。 

 

 

 

Fig. 1-3. Overview of doctoral thesis. 
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2. 第二章【研究課題 1】L-シトルリンの経口摂取がラット骨格筋への物質送達

作用に及ぼす影響の検討 

 

2.1 背景と目的 

 骨格筋の毛細血管ネットワークは骨格筋細胞への糖やアミノ酸などの栄養

素、酸素及び代謝産物の送達において重要である。血管内皮ではさまざまな生

理活性因子を産生・分泌することによって、血管の収縮及び拡張の調整を行っ

ている。骨格筋の血管は、血管平滑筋細胞において血管の収縮及び拡張に関わ

るシグナル伝達経路のバランスで調整されている。一方、糖尿病、高血圧、脂

質異常症、加齢、肥満、運動不足などにより血管内皮機能の低下が惹起される

[50-52]。この原因の一つとしては血管内皮細胞における eNOS の発現量の低下

や活性酸素種の増加が挙げられる[54,55]。これらにより、血管拡張性因子であ

る NOの産生が減少や NOの不活化が亢進し、臓器及び骨格筋の血管拡張が抑

制されることが示唆されている。高血圧における血管内皮機能障害では特に酸

化ストレスが重要であるが、NADH/NADPH オキシダーゼを介した活性酸素の

産生増加による NO の不活化、NO産生の減少、エンドセリン-1やアンジオテ

ンシン IIなどの血管収縮因子の増加が報告されている[79-81]。また、高コレス

テロール血症では、NADH/NADPHオキシダーゼ活性化による NO の不活化及

び酸化低密度リポタンパク質（LDL）による eNOS 発現量の減少などが挙げら

れる[81]。加齢においては、血管新生に関わる Vascular endothelial growth factor

（VEGF）の発現量の低下、その下流のシグナルである eNOS のリン酸化の減

少、NO産生の減少、エンドセリン-1などの血管収縮因子の血中濃度増大など

が認められる[82-84]。さらに、運動不足ではずり応力の減少に伴い NO産生は

減少する[85,86]。 
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 血管内皮機能の低下によってアミノ酸をはじめとする栄養素の骨格筋への送

達量が減少することにより、骨格筋細胞におけるアミノ酸の利用効率が減少す

る可能性が示唆されている[37]。一方、インスリン投与による NO 依存的な血

管拡張によってラット及びヒトの骨格筋のグルコースの取り込み量が増加する

[60,61]。さらに、インスリンによる血流増加を介した血管内皮機能の改善によ

って、骨格筋タンパク質合成の増加が若年者及び高齢者において報告されてい

る[38,39]。血管拡張薬シルデナフィルは cGMP シグナルの増強を介して NO産

生増加に寄与するが、この薬剤の経口投与により若齢者及び高齢者において骨

格筋への酸素送達量が増加することが報告されている[58]。しかしながら、食

品成分の摂取による血流改善及び血管拡張により骨格筋への栄養素などの送達

量が増加するか十分な検討が行われていない。 

 L-シトルリンはスイカ果汁より単離・発見されたアミノ酸であり[87]、生体

内では主に遊離した状態で血液、尿及び細胞中に存在する[47]。L-シトルリン

はアルギノコハク酸合成酵素及びアルギノコハク酸リアーゼの作用により L-ア

ルギニンに代謝される。血管内皮細胞において L-アルギニンは eNOS の基質と

なり NO産生を促し、NOが平滑筋細胞に作用することで血管拡張作用を示す

[47,48]。また、L-シトルリンの経口摂取による血中 NO産生の増加及び血管内

皮機能のが動物及びヒトで報告されている[63,65-67]。以上より、L-シトルリン

は血管拡張作用を介した骨格筋への物質送達増加作用により筋タンパク質合成

の増加及び骨格筋量を維持・増加に有用な食品素材となることが期待される． 

 そこで、研究課題 1では、正常ラットおよび血管内皮機能障害を有する病態

モデルラットにおいて、L-シトルリンの経口投与が骨格筋への物質の送達量を

増加すると仮説を立てた。本研究では、血管内皮機能障害を有する病態モデル

としては、血管内皮機能の低下が報告[73,74]されているストレプトゾトシン



13 

 

（STZ）誘発 1型糖尿病モデルラットを選択した。STZは選択的に膵 β 細胞を

破壊し、1型糖尿病を惹起する化合物である。STZ誘発糖尿病モデルラットは

1型糖尿病の研究に一般的に用いられているモデルであり、血糖値の急激な上

昇及び骨格筋の萎縮を誘発する。これらの症状は 1型糖尿病患者における症状

と類似している[76]。さらに、1型糖尿病においては骨格筋における血管数の減

少、血管密度の減少、血流の低下及び血管新生の減少が報告されている

[73,74,88]。1型糖尿病では骨格筋における eNOS の発現及び活性が低下してい

ることから[89]、NO産生を介した L-シトルリンの血管拡張作用の評価を行う

にあたり、本モデルラットは血管内皮機能が低下したモデルとして適している

と考えた。研究課題 1では仮説を検証するにあたり、実験 1、実験 2及び実験

3を実施した。実験 1では、骨格筋へのエバンスブルー色素（EBD）の送達量

を物質送達量として評価するに際して、正常ラットにおいて、陽性対照として

L-アルギニンを用いて評価系の確立を行い、L-シトルリン摂取による物質送達

への影響を評価することを目的とした。実験 2では、L-シトルリン摂取による

骨格筋への物質送達の増加が NO産生増加を介したことによる可能性について

経時的な評価を行った。実験 3は、STZ誘発糖尿病モデルラットにおいて L-シ

トルリン摂取による物質送達への影響を評価することを目的として実施した。

骨格筋線維は Type I線維と Type II線維に大別されるが、ラットのヒラメ筋で

は Type I線維が約 83%を占めるのに対して、腓腹筋においては Type I線維と

Type II線維はそれぞれ 10%及び 90%の比率で存在する[90]。毛細血管密度は

Type I線維で高いことが知られていることから[91]、各実験では血管密度が異

なるヒラメ筋及び腓腹筋をサンプリングし、比較検討することとした。 
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2.2 材料と方法 

 研究課題 1は実験 1、実験 2及び実験 3 より構成されている。実験は株式会

社大塚製薬工場（徳島、日本）の動物実験指針に従い、大塚製薬工場動物実験

倫理委員会の承認を得て実施した（承認番号（実験 1）：OPFCAE-17-285、（実

験 2）：OPFCAE-20-190、（実験 3）：OPFCAE-18-016）。 

 

2.2.1 実験 1 

実験動物 

 本実験の試験デザインを Fig. 2-1に示す。実験動物には、9週齢の Crl:CD

（SD）系雄性ラット（日本チャールス・リバー株式会社、横浜、日本）を用い

た。飼育は室温 23 ± 3℃、湿度 55 ± 15%、明暗サイクル 12時間（7:00 a.m.-7:00 

p.m.）の環境下で行い、1週間以上の馴化期間を設けた。試験期間中は標準飼

料 AIN-93G（オリエンタル酵母工業株式会社、東京、日本）及び水を自由摂取

させた。EBDアッセイによる骨格筋への物質送達の評価系を確認するにあた

り、L-アルギニンを陽性対照として用いた。雄性 SDラットに対する 150-500 

mg/kgの L-アルギニンの静脈投与により血流の改善が認められた Ohta et al.の報

告[92]を参考に修正を加え実施した。0.9%生理食塩水（CON群, n = 5）あるい

は L-アルギニン（300 mg/kg、協和発酵バイオ株式会社）（ARG群, n = 6）を解

剖日（9:00 a.m.）に頸静脈内投与した（Fig. 2-1A）。静脈投与された L-アルギニ

ンは肝臓による初回通過効果を免れ、血中 L-アルギニン濃度の上昇に直接寄与

すると考えられた。続いて、L-シトルリン経口投与による骨格筋への物質送達

を評価するために、蒸留水（CON群, n = 5）、L-シトルリン（500 mg/kg、協和

発酵バイオ株式会社、東京、日本）（CIT500 群, n = 6）あるいは L-シトルリン

（1000 mg/kg）（CIT1000 群, n = 5）を 3日間（各日 9:00 a.m.）経口投与した
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（Fig. 2-1B）。 

 

 

 

 

Fig. 2-1. The schedule of examination performed in study 1. (A) CON (n = 5), control 

rats; ARG (n = 6), rats administered L-arginine (300 mg/kg, i.v.). (B) CON (n = 5), 
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control rats; CIT500 (n = 6) and CIT1000 (n = 5), rats administered L-citrulline (500 

mg/kg and 1000 mg/kg, p.o., respectively). Skeletal muscles were sampled 60 min after 

Evans blue dye (EBD) administration.  

 

 

物質送達量の測定 

 EBDの投与ルートを確保するために解剖日 2日前の午前に頸静脈へのカテー

テル留置を行った。具体的には、50 mg/kgペントバルビタールナトリウム（共

立製薬株式会社、東京、日本）の腹腔内投与による麻酔下で頸部を毛刈りし、

消毒用エタノールで消毒した。頸部を約 1 cm 切開して、右外頸静脈を剥離し

切り込みを入れ、カテーテルを挿入した。カテーテルの他端は皮下を経由して

肩甲骨中間部から体外に導出し、背負い式ハーネスを装着後、頸部切開部を縫

合した。処置後の感染防止のためにアンピシリンナトリウム（Meiji Seika ファ

ルマ株式会社、東京、日本）を大腿部筋内に 5 mg/rat で投与した。2日目より

15時間の絶食に供した。解剖日における EBD量の評価は Xu et al. [93]及び

Wang et al. [94]の報告に修正を加えて実施した。EBD（和光純薬工業株式会社、

大阪、日本）は投与直前に 0.9%生理食塩水に溶解して使用した。解剖日の各被

験物質の投与（9:00 a.m,）直後に 75 mg/kg の EBDを 10秒間かけて頸静脈内投

与後、0.4 mLの生理食塩水にてカテーテル内の EBDをフラッシュした。EBD

の投与後に動物の全身が速やかに青色になったことを確認した。動物の運動に

よる結果への影響を抑えるために、EBD投与 30分後に 50 mg/kg ペントバルビ

タールナトリウム麻酔を腹腔投与した。蛍光色素をトレーサーとして用いた先

行研究では、ペントバルビタールナトリウムは骨格筋における毛細血管の評価

に影響を与えないことが報告されている[95]。EBD投与 60分後に麻酔下で、骨
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格筋線維タイプの構成比が異なるヒラメ筋及び腓腹筋を摘出し、湿重量を測定

した。ヒラメ筋及び腓腹筋をそれぞれ 1.5 mL及び 7.0 mLのホルムアミド（和

光純薬工業株式会社）に 37℃で 20時間浸漬し EBDを抽出した。抽出時間が

12時間及び 20時間で EBD濃度に差が見られなかったことから、20時間は

EBD抽出に十分な時間であると考えられた。抽出液を遠心分離（室温、12000 

rpm、15分）後、上清 100 µLを分析に用いた。プレートリーダー（DS ファー

マバイオメディカル株式会社、大阪、日本）により 620 nm で波長測定を行っ

た。標準曲線としてホルムアミドに溶解した EBD（0、1、2、4、8、16及び 32 

µg/mL）を用いて、骨格筋湿重量あたりの EBD量を算出した。 

 

2.2.2 実験 2 

実験動物 

 本実験の試験デザインを Fig. 2-2に示す。実験動物には、9週齢の Crl:CD

（SD）系雄性ラット（日本チャールス・リバー株式会社）を用いた。飼育は、

室温 23 ± 3℃、湿度 55 ± 15%、明暗サイクル 12時間（明期 7:00 a.m.-7:00 

p.m.）の環境下で行い、1週間以上の馴化期間を設けた。試験期間中は標準飼

料 AIN-93G（オリエンタル酵母工業株式会社）及び水を自由摂取させた。平均

体重が同じになるように分け、蒸留水（CON群, n = 6）あるいは L-シトルリン

（1000 mg/kg）（CIT 群, 各時点 n = 6）を 3 日間（各日 9:00 a.m.）経口投与し

た。2日目より 15時間の絶食を行い、3日目の蒸留水あるいは L-シトルリンの

経口投与（9:00 a.m.）から 10分、20分及び 30分後にイソフルラン麻酔下で腹

大動脈より血液サンプルを採取した。 
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Fig. 2-2. The schedule of examination performed in study 2. CON (n = 6), control rats; 

CIT (n = 6 each), rats 10, 20, and 30 min after L-citrulline (1000 mg/kg, p.o.) 

administration. 

 

 

血液の分析 

 血漿は EDTA-2Naを含む採血管に分注後、素早く氷上で冷却した。その後、

遠心分離（4°C、3000 rpm、10分）を行い、血漿を回収した。血漿アミノ酸濃

度は、LC/MS 法により決定した（LC-MS2020; Shimadzu Corporation、京都、日

本）。血清は採血管に分注し室温で静置後、遠心分離（4°C、3000 rpm、10分）

を行い回収した。血管拡張の指標である NOx 濃度の分析には NO detector high 

performance liquid chromatography（HPLC）（ENO20; Eicom、京都、日本）を用

いた。 
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2.2.3 実験 3 

STZ誘発糖尿病モデルラットの作製 

 本実験の試験デザインを Fig. 2-3に示す。実験動物には、8週齢の Crl:CD

（SD）系雄性ラット（日本チャールス・リバー株式会社）を用い、1週間以上

の馴化期間を設けた。試験期間中は標準飼料 AIN-93G（オリエンタル酵母工業

株式会社）及び水を自由摂取させた。STZ（Sigma-Aldrich、ミズーリ、米国）

を投与直前にクエン酸ナトリウム緩衝液（pH4.5）に溶解し、50 mg/kgで尾静

脈内投与した。STZ投与より 14日後に血糖値が 300 mg/dL以上を呈したラッ

トを糖尿病ラットとし、以降の検討に用いた。試験期間中のラットの健康状態

について下痢の症状は認められなかった。被験物質として正常ラットに蒸留水

（CON群, n = 5）、糖尿病ラットに蒸留水（STZ群, n = 5）あるいは L-シトルリ

ン（500 mg/kg）（STZ + CIT 群, n = 8）を 21 日間（各日 9:00 a.m.）経口投与し

た。 

 

 

 

Fig. 2-3. The schedule of examination performed in study 3. CON (n = 5), control rats 
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administered water; STZ (n = 5), streptozotocin (STZ) rats administered water; STZ + 

CIT (n = 8), STZ rats administered L-citrulline (500 mg/kg, p.o.). Skeletal muscles were 

sampled 60 min after Evans blue dye (EBD) administration. 

 

 

物質送達量の測定 

 実験 1と同様に行った。すなわち、解剖日 2日前の午前に右外頸静脈にカテ

ーテルを留置した。解剖日前日より 15時間の絶食に供し、解剖日における蒸

留水あるいは L-シトルリンの経口投与（9:00 a.m.）直後に 75 mg/kg EBD を頸

静脈内投与した。EBD 投与 30分後に 50 mg/kgペントバルビタールナトリウム

麻酔を腹腔投与し、その 30分後に麻酔下でヒラメ筋及び腓腹筋を摘出し、湿

重量を測定した。組織をホルムアミドに 37℃で 20時間浸漬し EBD を抽出後、

EBD濃度を測定し組織重量あたりの EBD 送達量を算出した。 

 

統計処理 

 結果は平均値 ± 標準偏差で示した。実験 1において、CON群及び ARG群

間の有意差検定には Mann–Whitneyの U検定を用いた。CON群、CIT500 群及

び CIT1000 群間の有意差検定は、ノンパラメトリックな一元配置分散分析

（one-way analysis of variance（ANOVA））である Kruskal-Wallis 検定を行った

後、CON群を基準とする Steel 多重比較検定を用いた。実験 2において、4群

間の比較には one-way ANOVA を行い、有意差のみられた項目について post-hoc 

test として CON群に対する Dunnett 多重比較検定を行った。実験 3において、

3群間の比較には one-way ANOVA を行い、有意差のみられた項目について

Tukey-Kramer検定を行った。有意水準は 5%とした。実験 3の 3群間の異なる
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文字間には有意差が存在することを示す。統計処理は、EXSUS 7.7（株式会社

CAC エクシケア、東京、日本）を使用した。 

 

2.3 結果 

2.3.1 実験 1 

物質送達量の測定 

 L-アルギニン投与後の EBD送達量の結果を Fig. 2-4に示す。ヒラメ筋及び腓

腹筋において、CON群と比較して ARG群で骨格筋重量あたりの EBD量が有

意に増加した（p < 0.05）。L-シトルリン経口投与後の EBD送達量の結果を Fig. 

2-5に示した。ヒラメ筋では CON群と比較して CIT500群及び CIT1000 群で骨

格筋重量あたりの EBD 量が有意に増加した（p < 0.05）。一方、腓腹筋では群間

で有意な差が認められなかった。 

 

 

 

Fig. 2-4. Effects of L-arginine administration on the vascular delivery of Evans blue dye 

(EBD) to skeletal muscles. EBD levels after L-arginine administration in soleus (A) and 

gastrocnemius (B) muscles. CON (n = 5), control rats; ARG (n = 6), rats administered 
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L-arginine (300 mg/kg, i.v.). Data are presented as mean ± standard deviation. *p < 

0.05: compared with CON. 

 

 

 

Fig. 2-5. Effects of L-citrulline administration on the vascular delivery of Evans blue 

dye (EBD) to skeletal muscles. EBD in soleus (A) and gastrocnemius (B) muscles. 

EBD levels were determined 60 min after the last oral administration. CON (n = 5), 

control rats; CIT500 (n = 6) and CIT1000 (n = 5), rats administered L-citrulline (500 

mg/kg and 1000 mg/kg, p.o., respectively). Data are presented as mean ± standard 

deviation. *p < 0.05: compared with CON. 

 

 

2.3.2 実験 2 

血漿アミノ酸濃度 

 血漿アミノ酸濃度の結果を Table 2-1に示す。L-アルギニン、L-シトルリン及

びオルニチンの濃度について、L-シトルリン経口投与より 10分、20分及び 30

分後のいずれの時点でもこれらのアミノ酸濃度は CON群と比較して有意に増
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加した（p < 0.05）。一方、イソロイシン、ロイシン、バリン及び BCAAの濃度

については、L-シトルリン経口投与より 10 分、20分及び 30分後のいずれの時

点でも CON群と比較して有意に減少した（p < 0.05）。 

 

 

Table 2-1 Plasma amino acid concentrations. 

  CON CIT 

    10 min 20 min 30 min 

Alanine (nmol/mL) 509.8 ± 51.7 430.7 ± 38.1 * 480.1±65.3   394.5 ± 68.6 

Arginine (nmol/mL) 169.2 ± 12.1 325.9 ± 33.0 * 389.5 ± 35.5 * 455.4 ± 18.3 * 

Citrulline (nmol/mL) 64.6 ± 7.8 1089.0 ± 98.9 * 1599.3 ±178.3 * 2230.0 ± 192.3 * 

Glutamic acid 

(nmol/mL) 
127.9 ± 12.9 110.0 ± 9.5 * 114.2 ± 8.5 111.1 ± 9.8 

Glutamine (nmol/mL) 743.8 ± 45.7 692.5 ± 77.7 674.3 ± 53.4 678.7 ± 68.0 

Isoleucine (nmol/mL) 105.6 ± 12.2 87.0 ± 12.7 * 83.2 ± 9.9 * 89.4 ± 6.8 * 

Leucine (nmol/mL) 155.7 ± 15.0 127.8 ± 18.6 * 122.9 ± 14.7 * 124.9 ± 11.8 * 

Ornithine (nmol/mL) 55.2 ± 7.1 81.8 ± 8.4 * 120.3 ± 26.3 * 132.6 ± 16.0 * 

Valine (nmol/mL) 201.2 ± 24.0 159.0 ± 23.2 * 164.7 ± 23.6 * 168.5 ± 11.9 * 

BCAA (nmol/mL) 462.5 ± 50.6 373.8 ± 53.9 * 370.7 ± 47.5 * 382.7 ± 30.3 * 

CON (n = 6), control rats; CIT (n = 6 each), rats 10, 20, and 30 min after L-citrulline 

(1000 mg/kg, p.o.) administration; BCAA, branched-chain amino acids. Data are 

presented as the mean ± standard deviation. *p < 0.05: compared with CON. 

 

 

血清 Nox 濃度 

 血管拡張の指標である NOx の亜硝酸イオン（NO2-）及び硝酸イオン

（NO3-）の血中濃度を Fig. 2-6に示す。NO2-濃度は群間で差は認められなかっ

たが、NO3-濃度は CON群と比較し L-シトルリン経口投与後 10分及び 20分で

有意に増加した（p < 0.05）。Nox 濃度については、CON群と比較し L-シトルリ

ン経口投与より 10 分後で増加傾向を示し（p = 0.050）、20分後に有意な増加が
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認められた（p < 0.05）。 

 

 

 

Fig. 2-6. Blood nitrite and nitrate levels. CON (n = 6), control rats; CIT (n = 6 each), 

rats 10, 20, and 30 min after L-citrulline (1000 mg/kg, p.o.) administration. Data are 

presented as mean ± standard deviation6. *p < 0.05: compared with CON. 

 

 

2.3.3 実験 3 

体重、骨格筋重量、血糖値 

 体重、ヒラメ筋及び腓腹筋重量の絶対値及び相対値、及び血糖値の結果を
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Table 2-2 に示す。体重及び腓腹筋重量は CON群と比較して STZ群で有意に減

少したが（p < 0.05）、STZ群と STZ + CIT 群間で有意な差は認められなかっ

た。血糖値は CON群に対して STZ群で有意に増加し（p < 0.05）、STZ群と

STZ + CIT 群間で有意な差は認められなかった。 

 

 

Table 2-2 Body weight, absolute and relative skeletal muscle mass, and blood glucose 

level. 

 CON STZ STZ + CIT 

Body weight (g) 459.3 ± 39.2 a 374.0 ± 42.9 b 383.1 ± 40.3 b 

Soleus muscle (mg) 184.5 ± 9.4  157.4 ± 23.5 163.7 ± 23.4 

Soleus muscle/body weight (mg/g) 0.40 ± 0.03 0.42 ± 0.06 0.43 ± 0.05 

Gastrocnemius muscle (mg) 2346.1 ± 171.8 a 1913.4 ± 313.5 b 2006.3 ± 158.3 b 

Gastrocnemius muscle/body weight (mg/g) 5.1 ± 0.1 5.1 ± 0.3 5.3 ± 0.4 

Blood glucose levels (mg/dL) 125.0 ±11.8 a 675.4 ± 277.8 b 585.9 ± 169.0 b 

CON (n = 5), control rats administered water; STZ (n = 5), streptozotocin (STZ) rats 

administered water; STZ + CIT (n = 8), STZ rats administered L-citrulline (500 mg/kg, 

p.o.). Data are presented as mean ± standard deviation. a, and b: the different letters 

indicate significant differences among the CON, STZ, and STZ + CIT groups (p < 

0.05). 

 

 

物質送達量の測定 

 EBD送達量の結果を Fig. 2-7に示す。ヒラメ筋において、骨格筋重量あたり

の EBD量は、CON群と比較して STZ群で減少傾向を示し（p = 0.072）、STZ

群と比較して STZ + CIT 群で有意に増加した（p < 0.05）。腓腹筋においては、

STZ群と比較して STZ + CIT 群で増加傾向を示した（p = 0.052）。 
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Fig. 2-7. Effects of L-citrulline administration on the vascular delivery of Evans blue 

dye (EBD) to muscles in diabetic rats. EBD in soleus (A) and gastrocnemius (B) 

muscles. EBD levels were determined 60 min after the last oral L-citrulline 

administration. CON (n = 5), rats administered water; streptozotocin (STZ) (n = 5), STZ 

rats administered water; STZ + CIT (n = 8), STZ rats administered L-citrulline (500 

mg/kg, p.o.). Data are presented as mean ± standard deviation. a, and b: the different 

letters indicate significant differences among the CON, STZ, and STZ + CIT groups (p 

< 0.05). 

 

 

2.4 考察 

 一過性の L-シトルリンの経口摂取により血管拡張作用を示す血中 NO産生の

増加及び血管内皮機能の改善が報告されている[63,66,67]。そこで研究課題 1で

は、L-シトルリンの経口摂取が骨格筋への物質送達量に与える影響について検
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討を行った。本研究では、正常ラット及び STZ誘発糖尿病モデルラットにおい

て、L-シトルリンの急性経口摂取により 60 分後における骨格筋への EBD送達

量が増加した。L-シトルリンの経口摂取後早期に血中 NOx 濃度が増加し、NO

の血管拡張作用による可能性が考えられた。 

 

 実験 1で EBDアッセイによる評価を行ううえで陽性対照として設定した

ARG群において、300 mg/kgの L-アルギニンを正常ラットに静脈投与すること

で、ヒラメ筋及び腓腹筋の筋重量あたりの EBD量が CON群と比較して有意に

増加することが確認された。これは、L-アルギニンが血管内皮細胞において

eNOS の基質となり NO産生を促進し、血管拡張が生じたことによる可能性が

考えられた[47,48]。続いて、500 mg/kgあるいは 1000 mg/kgの L-シトルリンを

経口投与したところ、ヒラメ筋重量あたりの EBD量が有意に増加した。この

ことから、L-シトルリンの経口投与によりヒラメ筋へ送達された EBD量が増

加したと考えられた。一方で、腓腹筋では同様な現象は確認できなかった。こ

の原因としては、毛細血管密度が高い遅筋線維の割合が高いヒラメ筋[91]は速

筋線維優位な腓腹筋に比べ、L-シトルリン投与による血管拡張作用の影響を受

けやすい可能性が考えられた。すなわち、L-シトルリンによる物質送達作用の

効果は遅筋優位なヒラメ筋で得られやすい可能性が考えられた。各骨格筋の

CON群における骨格筋重量あたりの EBD 量に着目すると、ヒラメ筋では 19.9 

± 0.7 µg/gであり、腓腹筋では 10.3 ± 0.5 µg/gであったことからも、実際に定常

状態のヒラメ筋では腓腹筋と比較して血管密度が大きいことが示唆された。細

動脈は主に骨格筋の血液量の調整に関わっているが[40,41]、本研究において、

L-シトルリンの経口摂取によって増加した NO産生は細動脈における平滑筋を

弛緩し、毛細血管の拡張を介してラット骨格筋中の EBD量を増加した可能性
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が考えられた。 

 

 実験 2の結果から、ラットにおいて L-シトルリンの経口投与による血中 NOx

濃度の増加が投与後 10分及び 20分で確認された。8週齢の雄性 NZW ウサギ

に対して 500 mg/kgの L-シトルリンを経口投与したが、投与後 30、60及び 120

分において血中 NOx 濃度に差が認められなかったことが報告されている[96]。

また、健常中高年男性において 5.6 g/日のシトルリン経口摂取より 60分後の血

中 NOx 濃度はプラセボと比較して有意な差が認められなかったことが報告さ

れている[66]。実験 2の結果から、L-シトルリン経口投与後の血中 NOx 濃度は

比較的早期（10-20 分）に増加している可能性が考えられた。L-シトルリン経

口投与後のラット血中 NOx 濃度の経時変化についてはまだ十分な検討が行わ

れていないが、本結果より、L-シトルリン投与による NOx 濃度の評価において

は、投与後 30分以内の評価が重要である可能性が考えられた。L-シトルリン

経口投与後の経時的な血中 NOx 濃度の推移についてはより詳細な検討を今後

行っていく必要がある。一方、血中 NOx 濃度の増加は骨格筋における血管拡

張を必ずしも反映していない可能性について考慮する必要がある。今後の検討

としては、L-シトルリン投与後の骨格筋における NOx の産生を測定する必要が

あると考えられる。さらに、骨格筋における血管内皮機能の評価として、L-シ

トルリン投与後の骨格筋における eNOS のタンパク質発現量及びリン酸化状態

についても評価が必要である。 

 実験 2の血中アミノ酸濃度の結果に着目すると、L-シトルリンの経口投与後

少なくとも 30分まで血漿 L-アルギニン及び L-シトルリン濃度は上昇を続け

た。Morita et al.らは正常ラットにおいて 500 mg/kgの L-シトルリンを経口投与

したところ、血漿 L-アルギニンが約 120分まで緩やかに上昇したことを報告し
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ている[96]。健常人においては 2、5、10あるいは 15 gの L-シトルリンを経口

投与したところ、血漿 L-シトルリン濃度が投与後約 38-56分で最大値を示した

と報告されている[97]。実験 2の血中アミノ酸と NOx の結果から、血漿 L-アル

ギニン及び L-シトルリン濃度が最大値を示す以前に血中 NOx 濃度は増加する

可能性が示唆された。一方、実験 2において血漿 BCAA濃度は L-シトルリン

投与後に減少した（Table 2-1）。このとき、グルタミン酸及びアラニンの血中濃

度が L-シトルリンの経口投与 10分後に有意に減少したことから、骨格筋にお

ける BCAAの代謝が増加した可能性が示唆された。先行研究では、健常人にお

いて L-シトルリン経口摂取による血中 BCAA 濃度の減少が報告されており、L-

シトルリン摂取によるアミノ酸利用量の増加の可能性が示唆された[98]。ま

た、加齢ラットを用いた研究では、400 mg/kgのタンパク質を、単独で摂取し

たときよりも 400 mg/kgの L-シトルリンとともに摂取した方が、投与 4時間後

において血漿アミノ酸濃度が低下したことを報告している[99]。しかしなが

ら、L-シトルリン摂取による血中 BCAA濃度減少の明確な理由については依然

として不明である。 

 

 高血糖状態では、炎症、遊離脂肪酸、酸化ストレス、終末糖化産物（AGEs）

などを要因として、血管収縮ペプチドの発現増加及び NO などの血管拡張因子

の産生低下が認められ、血管内皮機能障害が惹起される[100]。さらに、1型糖尿

病では骨格筋の血管数、血管径、毛細血管/筋線維比、血管密度及び血流の減少

などが報告されている[73,74,88]。ラット及びヒトにおいて 1 型及び 2 型糖尿病

では遅筋線維で構成されているヒラメ筋の血管体積が強く影響を受けるという

報告がある[101-104]。これらの血管の構造的及び機能的な変化は毛細血管にお

ける物質送達に影響を及ぼす可能性がある。1型糖尿病患者及び 2 型糖尿病患者
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においては、L-アルギニンの摂取による下肢の血流の改善及び血中 NOx 濃度の

増加が報告されている[105,106]。また、1型糖尿病モデルラットにおいて 2週間

の L-シトルリン投与は網膜細動脈における血管拡張障害を改善する傾向を示し

た[107]。しかしながら、1型糖尿病において、L-シトルリン摂取による骨格筋に

おける血管拡張作用については検討が行われていない。実験 3 では、ヒラメ筋

において CON群と比較して STZ群で骨格筋中の EBD量が減少傾向を示したこ

とから、STZ 誘発糖尿病モデルラットでは骨格筋への物質送達が減少した可能

性が示唆された。これより、本モデルは骨格筋の血管拡張が低下し物質送達が減

少したモデルとして適切である可能性が考えられた。実験 3 では、STZ 誘発糖

尿病ラットに対して L-シトルリンを経口投与したところ、STZ 群と比較して

STZ + CIT 群においてヒラメ筋中の EBD量が有意に増加し、腓腹筋中の EBD量

が増加傾向を示した。これは、L-シトルリンの経口摂取による血中 NO産生の増

加及び血管内皮機能の改善が理由である可能性が考えられた。実験 1 では、L-

シトルリン投与による骨格筋中 EBD 量の増加はヒラメ筋のみで確認されたが、

実験 3 ではヒラメ筋及び腓腹筋のいずれの骨格筋においてもその影響が考えら

れた。さらに、本研究の pilot studyでは 2 型糖尿病モデルである GK/Slcラット

（10週齢、雄性）において、1000 mg/kgの L-シトルリンの 3週間の経口投与に

より、ヒラメ筋及び腓腹筋中の EBD量が蒸留水を投与した対照群と比較して有

意に増加することを確認している（それぞれ 16.3 ± 0.6 vs. 18.2 ± 1.0 μg/g、p < 0.05

及び 6.3 ± 0.6 vs. 7.0 ± 0.6 μg/g、p < 0.05）。以上より、1型糖尿病だけでなく、2

型糖尿病においても L-シトルリンの経口摂取により骨格筋線維タイプに関わら

ず骨格筋への EBD の送達量が増加する可能性が考えられる。 

 実験 3の STZ誘発糖尿病モデルラットでは、CON群と比較して血糖値の有意

な増加を示したが、L-シトルリンの投与による血糖値への影響は認められなか
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った。先行研究においては、2 型糖尿病モデルマウスである KK-Ay マウスに対

して 9 週間の L-シトルリン投与による HOMA-R（homeostasis model assessment 

for insulin resistance）やインスリン分泌の減少を介したグルコース代謝の改善

[108]、及び高脂肪食を給餌した肥満マウスに対して 15 週間の L-シトルリン投

与による骨格筋のミトコンドリア機能改善を介した血糖値の減少[109]が報告さ

れている。本研究との結果の違いは使用した病態モデルが異なることや L-シト

ルリンの投与期間が本研究では短かったことに起因する可能性が考えられた。

また、実験 3 の結果から腓腹筋重量は CON 群と比較して STZ 群で有意に減少

した。一方、STZ 群と STZ + CIT 群間でヒラメ筋及び腓腹筋重量に有意な差は

認められなかったことから（Table 2-2）、STZ 誘発糖尿病において L-シトルリン

単独の投与は骨格筋重量に影響しない可能性が考えられた。L-シトルリンと他

のタンパク質やアミノ酸を組み合わせて摂取した場合に筋タンパク質合成に及

ぼす影響について検討を行う必要がある。 

 

 研究課題 1にはいくつかのリミテーションが存在する。まず、本研究では物

質送達を EBDアッセイにより評価したが、EBDは生体内で代謝されず、静脈

投与直後より血中タンパク質、特にアルブミンと高い親和性を示す[94]。アル

ブミンと結合した EBD は血管内に限局することから、骨格筋の血管内におけ

る EBD量を反映していると考えられる[93]。この特性を利用して EBDはヒト

や動物において組織中の血液量の定量あるいは血管の透過性の評価に一般的に

用いられている。一方、定常状態において EBDは血管内皮を透過することが

できないことから、血管外に存在する物質の骨格筋細胞への送達量を評価する

ためにはさらなる検討が必要である。EBD の経時的な変化についても詳細に検

討する必要がある。次に、本研究の L-シトルリン投与による骨格筋中の EBD
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量の増加はアミノ酸のうち L-シトルリン特異的な現象なのかを検証するために

他のアミノ酸との比較検討を行う必要があると考えられる。また、研究課題 1

は、3つの独立した実験から構成されているが、これは EBDアッセイによる評

価を行ううえで、採血が血液量の結果に影響を及ぼす可能性を排除するために

実験を分けて実施した。さらに、研究課題 1では心拍出量の測定を行わなかっ

た。EBDアッセイの評価において使用した麻酔であるペントバルビタールは、

複数の報告で動物の心拍出量に影響しないことが報告されており[110,111]、本

研究では解剖日にすべての動物に対して同じタイミング及び量の麻酔で処置し

たため、同一実験内の群間で麻酔による影響に差はないと考えられる。また、

先行研究では、若齢者において 7日間の 6 g/日の L-シトルリン経口摂取により

心拍出量が変化しないことが報告されている[112]。ラットでは代謝率と窒素の

必要量がヒトの 10 倍[113]であることを考慮すると、本研究で使用した 1000 

mg/kgの L-シトルリンは体重 50 kgのヒトにおいて 5 gに相当する。これらよ

り、本研究の投与量の範囲内において L-シトルリンが心拍出量に及ぼす影響は

小さい可能性が考えられる。一方、1型糖尿病においては心拍出量が増加する

ことが報告されていることから[113,114]、心拍出量の評価が今後必要である。

また、本研究において L-シトルリン投与後の EBDの送達を骨格筋以外の組織

では評価しなかったが、L-シトルリンは脳血流や網脈細動脈の血管拡張に影響

を及ぼすことが報告されている[115,116]。これより、組織への EBD 送達は骨格

筋特異的でない可能性が考えられる。一方、雄性 SDラットに対して L-アルギ

ニン（50-150 mg/kg）を投与した先行研究[92]では、骨格筋、腹部皮膚及び心臓

で血流が増加したが背部や脾臓では変化せず、NOに対する応答性が組織間で

異なる可能性が考えられた。以上より、L-シトルリンが骨格筋以外の組織

（脳、肝臓、腎臓、皮膚など）における EBD 送達への影響についても評価を
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行い、本研究結果が骨格筋特異的な現象だったかを今後検討する必要がある。 

 

 本章では、正常ラットに対する L-シトルリン経口摂取により骨格筋への

EBD送達量が増加することが示された。また、L-シトルリン経口摂取後に血中

L-アルギニン、L-シトルリン及び NOx 濃度が増加したことから、本結果は NO

の血管拡張作用による可能性が示唆された。さらに、STZ誘発糖尿病モデルラ

ットの骨格筋において L-シトルリンの経口摂取により筋線維タイプを問わず

EBD送達量が増加したことから、L-シトルリンは血管内皮機能の低下が報告さ

れている病態モデルにおいても血管内皮機能を改善する食品成分として有効で

ある可能性が考えられた。しかしながら、食品成分の摂取による骨格筋への栄

養素送達量の増加が骨格筋の筋タンパク質合成を実際に増加させるか不明であ

る。そこで、研究課題 2では STZ誘発糖尿病モデルラットを用いて、L-シトル

リンの経口投与による骨格筋への物質送達作用が筋タンパク質合成に及ぼす影

響について検討を行った。  
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3. 第三章【研究課題 2】STZ誘発糖尿病モデルラットにおける L-シトルリン

の経口摂取が骨格筋タンパク質合成に及ぼす影響の検討 

 

3.1 背景と目的 

 骨格筋は筋タンパク質の合成と分解のバランスによって保たれており、古い

タンパク質を分解し新しく作り出すリモデリングが骨格筋内で常に行われてい

る[16]。運動や食事で摂取したタンパク質由来のアミノ酸は筋タンパク質合成

を亢進させることが報告されている[18,22]。アミノ酸摂取による筋タンパク質

合成刺激には用量依存効果があり、高濃度の血中アミノ酸は筋細胞へのアミノ

酸輸送を増加し、筋細胞内の遊離アミノ酸濃度を高めることによって筋タンパ

ク質合成を刺激し、同化作用が促される[117,118]。アミノ酸の筋タンパク質合

成作用は主に必須アミノ酸（EAA）によってもたらされ、EAAの中でも分岐

鎖アミノ酸（BCAA）、特にロイシンに強い同化作用が認められている[19,20]。

ロイシンの効果は用量依存的であり、骨格筋における筋タンパク質合成に関わ

る mTORC1 シグナル経路の活性化を介して筋タンパク質合成を促進する[21]。

mTORC1 の標的タンパク質として p70S6K が報告されており、その下流の rpS6

をリン酸化することでタンパク質合成が促進される[119]。また、アミノ酸摂取

に関わりなく、血流の増加によっても筋タンパク質合成が増加する可能性が示

唆されている[37-39]。Dillon et al.は若齢者及び高齢者において血管拡張薬であ

るニトロプルシドの摂取による血管拡張が骨格筋へのアミノ酸送達増加に寄与

する可能性を報告している[37]。一方、高齢者では血管機能障害に伴う NO産

生の低下により、組織へのアミノ酸送達の減少が筋タンパク質合成の減少に関

わる可能性が示唆されている[62]。しかしながら、骨格筋へのアミノ酸の送達

量の増加が骨格筋の筋タンパク質合成を実際に増加させるかその詳細は不明で
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ある。 

 骨格筋の萎縮は加齢、飢餓、不活動、癌悪液質、糖尿病など多くの病態にお

いて惹起されるが[9-12]、筋タンパク質合成の減少がその原因の一つである。

糖尿病においては、筋タンパク質の合成と分解のバランスの崩壊により骨格筋

萎縮が惹起されると考えられている[77,120]。1型及び 2型糖尿病患者において

は健常者と比較して骨格筋量が減少しており、特に 1型糖尿病患者では下肢の

骨格筋量の減少が顕著であることが報告されている[75,121,122]。STZ誘発性糖

尿病モデルマウスにおいては、骨格筋重量の減少及び mTORC1 シグナル経路

のリン酸化の減少が報告されている[77,78]。さらに、1型糖尿病においてはこ

れら筋タンパク質合成の減少に加えて、ユビキチン・プロテアソーム系及びオ

ートファジー・リソソーム系といった筋タンパク質分解系の亢進が関わること

が報告されている[75,76]。したがって、1 型糖尿病において筋タンパク質合成

の増加を促進することは骨格筋重量の維持に重要であると考えられる。以上よ

り、STZ誘発糖尿病モデルラットは、第二章で述べた血管内皮機能の低下

[73,74]に加えて、筋タンパク質合成シグナル活性の減弱が報告されていること

から、L-シトルリン摂取による血管拡張及び筋タンパク質合成への影響を評価

するうえで適切な病態モデルであると考えられた。 

 研究課題 1では、L-シトルリンの経口摂取は正常ラット及び STZ誘発糖尿病

モデルラットにおいて、NO産生増加を介して骨格筋への物質送達を増加する

作用を有している可能性を示した。そこで、L-シトルリンの経口摂取は、骨格

筋への物質送達量の増加により骨格筋の筋タンパク質合成を増加させると仮説

を立てた。研究課題 2では、STZ誘発糖尿病モデルラットを用いて、タンパク

質及びロイシンの混合物と L-シトルリンの摂取が筋タンパク質合成に及ぼす影

響について検証することを目的とした。また、糖尿病に対するタンパク質やア
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ミノ酸の投与が筋タンパク質合成に及ぼす影響についての報告は少ないことか

ら、タンパク質及びロイシンの混合物の摂取が mTORC1 シグナル経路に及ぼ

す影響についても検討し、当該混合物摂取による筋タンパク質合成への影響を

L-シトルリンが増強するかを評価することとした。 

 

3.2 材料と方法 

実験動物と試験デザイン 

 本実験は、株式会社大塚製薬工場の動物実験指針に従い、大塚製薬工場の動

物実験倫理委員会の承認を得て実施した（承認番号：OPFCAE-18-015）。本実

験の試験デザインを Fig. 3-1に示す。実験動物には、8週齢の Crl:CD（SD）系

雄性ラット（日本チャールス・リバー株式会社）を用いた。飼育は室温 23 ± 

3°C、湿度 55 ± 15%、明暗サイクル 12時間（明期: 7:00 a.m. – 7:00 p.m.）の環境

下で行い、2週間以上の馴化期間を設けた。試験期間中は標準飼料 AIN-93G

（オリエンタル酵母工業株式会社）及び水を自由摂取させた。STZ（Sigma-

Aldrich）を投与直前にクエン酸ナトリウム緩衝液（pH4.5）に溶解し、50 mg/kg

で尾静脈内投与した。STZ投与より 14日後に随時血糖値が 300 mg/dL以上を

呈したラットを糖尿病ラットとし、以降の検討に用いた。試験期間中のラット

の健康状態について下痢の症状は認められなかった。試験溶液として正常ラッ

トに蒸留水（CON, n = 8）、糖尿病ラットに蒸留水（STZ, n = 8）、タンパク質源

としてミルクタンパク質及びホエイタンパク質、遊離アミノ酸としてロイシン

を含む混合物（PL）（STZ + PL, n = 8）、あるいは PLに L-シトルリンを含む混

合物（PLC）（STZ + PLC, n = 8）をそれぞれ経口投与した。試験溶液の栄養成

分組成及び投与量を Table 3-1及び Table 3-2 に示した。各試験溶液は 15 mL/kg

にて 21日間経口投与（各日 9:00 a.m.）した。解剖日前日より 15 時間の絶食
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後、解剖日の経口投与（9:00 a.m.）より 30 分後にイソフルラン麻酔下において

腹大動脈より血液サンプル、ヒラメ筋及び腓腹筋を採取した。組織サンプルを

素早く液体窒素で凍結し分析まで-80°C で保存した。 

 

 

 

Fig. 3-1. The schedule of examination performed in this study. CON (n = 8), SD rats 

administered with water; streptozotocin (STZ) (n = 8), STZ rats administered with 

water; STZ + PL (n = 8), STZ rats administered with PL; and STZ + PLC (n = 8), STZ 

rats administered with PLC. PL, protein and leucine mixture; PLC, protein, leucine and 

L-citrulline mixture. 
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Table 3-1. Macronutrient composition of the PL and PLC 

Ingredient PL PLC 

Milk protein (g/100 mL) 4.80 4.80 

Whey protein (g/100 mL) 2.08 2.08 

Leucine (g/100 mL) 1.14 1.14 

L-citrulline (g/100 mL) 0 0.80 

Water (g/100 mL) 90.17 89.37 

PL, protein and leucine mixture; PLC, protein, leucine and L-citrulline mixture. 

 

 

Table 3-2. Dose of the test diets 

Ingredient PL PLC 

Protein (g/kg) 1.03 1.03 

Leucine (g/kg) 0.17 0.17 

L-citrulline (g/kg) 0 0.12 

PL, protein and leucine mixture; PLC, protein, leucine and L-citrulline mixture. 

 

 

血液分析 

 血液サンプルは EDTA-2Naを含む採血管に分注後、素早く氷上で冷却した。

その後、遠心分離（4°C、3000 rpm、10分）を行い血漿を分離し回収した。す

べての血漿サンプルは、-80°C で保存した。血漿アミノ酸濃度は LC/MS 法によ

り決定した（LC-MS2020; Shimadzu Corporation）。 

 

Western Blotting 

 ウェスタンブロットは先行研究[123]に改変を加えて行った。-80°C で冷凍保

存した骨格筋サンプルについて 30 mgを 200 µLの RIPAバッファー（20 mM 

Tris-HCl（pH 7.5）, 150 mM NaCl, 1 mM Na2EDTA, 1 mM EGTA, 1% NP-40, 1% 
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sodium deoxycholate, 2.5 mM sodium pyrophosphate, 1 mM b-glycerophosphate, 1 

mM Na3VO4, 1 μg/ml leupeptin.）（Cell Signaling Technology、マサチューセッ

ツ、米国）に加えホモジナイズした。PIPA バッファーには事前にプロテアーゼ

インヒビターミクスチャー（cOmplete Mini; EDTA-free; Roche、マンハイム、ド

イツ）及びホスファターゼインヒビターミクスチャー（PhosSTOP; Roche）を

適量加えた。遠心分離（15000 rpm、10分、4°C）を行った後に上清を回収し、

プロテインアッセイラピッドキットワコーII（和光純薬工業株式会社、大阪、

日本）を用いてタンパク質濃度を決定した。サンプルを 3×サンプルバッファー

（5.0% vol/vol b-mercaptoethanol, 187.5 mM Tris-HCl（pH 6.8, 25°C）, 6%（w/v） 

SDS, 30% glycerol, 0.03%（w/v）, bromophenol blue）（Cell Signaling Technology）

で調製し、97°C で 7分間煮沸した。SDS-ポリアクリルアミドゲルを用いて、

30 µgのタンパク質を電気泳動し分離後、ポリフッ化ビニリデン（PVDF）メン

ブレンに転写した。転写後、メンブレンをポンソーS 溶液（株式会社ビーク

ル、京都、日本）に浸して染色し総タンパク質染色を行い、シグナル強度をデ

ジタルイメージングシステム（FUSION-SOLO.7S.EDGE、Vilber-Lourmat 社、フ

ランス）によりスキャンした。その後、メンブレンは 0. 1M 水酸化ナトリウム

水溶液で脱色した。0.05%の Tween 20を含むトリス緩衝生理食塩水（TBS-T, 

pH 7.6）でメンブレンを洗浄後、5%ウシ血清由来アルブミンを含む TBS-Tに浸

し、室温で 1時間ブロッキングを行った。その後、メンブレンを TBS-Tで洗浄

し一次抗体に 4 °C で一晩反応させた。一次抗体としては、phospho-p70 S6 

Kinase（Thr389）（cat. no. 9205）、total p70 S6 Kinase（cat. no. 2708）、phospho-S6 

ribosomal protein（Ser240/244）（cat. no. 2215）、total S6 ribosomal protein（cat. no. 

2217）（いずれも Cell Signaling Technology）を用いた。メンブレンを再び TBS-

Tで洗浄し、二次抗体を用いて室温で 1時間反応を行った。化学発光基質試薬
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（Luminata Western HRP substrate; Merck、ダルムシュタット、ドイツ）を用い

てタンパク質のバンドのシグナル強度を検出した。デジタルイメージングシス

テム（Molecular Imager VersaDoc™ MP 500; BIORAD、カリフォルニア、米国）

によりスキャンし、シグナル強度の解析には ImageJ 1.50i（National Institutes of 

Health、メリーランド、米国）を使用した。目的タンパク質のリン酸化レベル

は、リン酸化タンパク質のシグナル強度を対応するタンパク質のトータルのシ

グナル強度で補正し算出した。また、目的タンパク質のトータルのシグナル強

度をメンブレンに転写された総タンパク質染色のシグナル強度で補正した。 

 

統計処理 

 データは平均値 ± 標準偏差（SD）で示した。CON群及び STZ群の 2群間

の差を対応のない t 検定で解析した。また STZ群、STZ + PL群及び STZ + PLC

群の 3群間の比較には、one-way ANOVAを行い、有意差のみられた項目につ

いて post-hoc test として Tukey-Kramer検定を行った。統計処理は、EXSUS 7.7

（株式会社 CAC エクシケア）を使用した。有意水準は p < 0.05とし、STZ

群、STZ + PL群及び STZ + PLC 群の 3群間の異なる文字間には有意差が存在

することを示す。 

 

3.3 結果 

体重と血糖値 

 体重及び血糖値の結果を Table 3-3に示した。体重は CON群と比較して STZ

群で有意に減少したが（p < 0.05）、STZ群、STZ + PLC 群及び STZ + CIT 群間

で有意な差は認められなかった。血糖値は CON群に対して STZ群で有意に増

加し（p < 0.05）、STZ 群、STZ + PLC 群及び STZ + CIT 群間で有意な差は認め
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られなかった。 

 

 

Table 3-3. Body weight and blood glucose level. 

 CON STZ STZ + PL STZ + PLC 

Body weight (g) 477.3 ± 19.2 394.4 ± 56.1 * 397.4 ± 53.4 403.5 ± 42.9 

Blood glucose 

levels (mg/dL) 

121.4 ± 7.5 538.0 ± 249.3 * 434.8 ± 244.2 411.9 ± 201.8 

Effect of L-citrulline administration on body weight and blood glucose level in rats. 

CON (n = 8), SD rats administered with water; streptozotocin (STZ) (n = 8), STZ rats 

administered with water; STZ + PL (n = 8), STZ rats administered with PL; and STZ + 

PLC (n = 8), STZ rats administered with PLC. Data are presented as mean ± standard 

deviation. * p < 0.05: compared with CON.  

 

 

血漿アミノ酸濃度 

 血漿アミノ酸濃度を Table 3-4に示した。最後の経口投与より 30 分後に血液

サンプルを採取し、LC/MS 法により測定した。イソロイシン、バリン、ロイシ

ン、EAA及び BCAA の血漿濃度は、STZ群と比較して STZ + PL 群及び STZ + 

PLC 群で有意に増加した（p < 0.05）。L-アルギニン及びオルニチンの血漿濃度

は、STZ群と比較して STZ + PLC 群で有意に増加した（p < 0.05）。L-シトルリ

ンの血漿濃度は、STZ 群及び STZ + PL群と比較して STZ + PLC 群で有意に増

加した（p < 0.05）。 
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Table 3-4. Plasma amino acid concentrations. 

 CON STZ STZ + PL STZ + PLC 

Arginine (nmol/mL) 137.5 ± 19.5 155.4 ± 36.0 
a
 217.9 ± 63.3 

ab
 281.6 ± 63.6 

b
 

Citrulline (nmol/mL) 66.3 ± 10.8 85.5 ± 14.5 *
,
 
a
 100.7 ± 25.6 

a
 474.6 ± 253.8 

b
 

Isoleucine (nmol/mL) 114.1 ± 7.5 120.1 ± 21.9 
a
 245.3 ± 68.4 

b
 220.8 ± 86.5 

b
 

Leucine (nmol/mL) 167.9 ± 11.4 189.9 ± 34.3 
a
 1097.3 ± 233.4 

b
 977.3 ± 377.7 

b
 

Ornithine (nmol/mL) 93.8 ± 21.4 94.1 ± 30.0 
a
 102.7 ± 34.9 

ab
 146.5 ± 47.8 

b
 

Valine (nmol/mL) 212.3 ± 11.8 240.9 ± 43.9 
a
 444.7± 131.8 

b
 403.7 ± 152.9 

b
 

EAA (nmol/mL) 2984.5 ± 137.4 2671.0 ± 296.4 
a
 3452.2 ± 412.3 

b
 3785.3 ± 472.1 

b
 

BCAA (nmol/mL) 494.3 ± 29.6 551.0 ± 98.6 
a
 1787.2 ± 422.3 

b
 1601.7 ± 601.2 

b
 

Effect of L-citrulline administration on plasma amino acid concentrations in rats. CON 

(n = 8), SD rats administered with water; streptozotocin (STZ) (n = 8), STZ rats 

administered with water; STZ + PL (n = 8), STZ rats administered with PL; and STZ + 

PLC (n = 8), STZ rats administered with PLC. Data are presented as mean ± standard 

deviation. * p < 0.05: compared with CON. a and b: the different letters indicate 

significant differences among the STZ, STZ + PL, and STZ + PLC groups (p < 0.05). 

 

 

p70S6K及び rpS6 のリン酸化レベル 

 p70S6K及び rpS6 のリン酸化レベル及びトータルタンパク質の発現量を Fig. 

3-2（ヒラメ筋）及び Fig. 3-3（腓腹筋）に示した。ヒラメ筋において、rpS6 の

リン酸化レベルは CON群と比較して STZ 群で減少傾向を示した（p = 0.082, 

Fig. 3-2C）。また、ヒラメ筋における p70S6K 及び rpS6 のリン酸化レベルは

STZ群と比較して STZ + PL群及び STZ + PLC 群でそれぞれ有意に増加したが

（p < 0.05）、STZ + PL群及び STZ + PLC 群間で有意な差は認められなかった

（Fig. 3-2A, C）。ヒラメ筋における p70S6K のトータルタンパク質の発現量が

STZ群と比較して STZ + PLC 群で有意に増加した（p < 0.05, Fig. 3-2B）。ヒラメ

筋と同様に腓腹筋において、p70S6K及び rpS6 のリン酸化レベルは STZ群と比
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較して STZ + PL群及び STZ + PLC 群で有意に増加した（p < 0.05, Fig. 3-3 A、

C）。しかしながら、STZ + PL群及び STZ + PLC 群間で有意な差は認められな

かった。また、p70S6K 及び rpS6 のトータルタンパク質発現量は群間で差は認

められなかった（Fig. 3-3 B, D）。 

 

 

 

Fig. 3-2. Effects of administration of test diets on the expression level of 

phosphorylated p70S6K (Thr389) and rpS6 (Ser240/244) in soleus muscle (A-D). (E) 

Representative blots of the proteins for p70S6K phosphorylation at Thr389, p70S6K, 

rpS6 phosphorylation at Ser240/244, rpS6, and total protein are shown. Four groups of 

rats were assigned. CON (n = 8), SD rats administered with water; streptozotocin (STZ) 

(n = 8), STZ rats administered with water; STZ + PL (n = 8), STZ rats administered 
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with PL; and STZ + PLC (n = 8), STZ rats administered with PLC. Data are presented 

as mean ± standard deviation.  a and b: the different letters indicate significant 

differences among the STZ, STZ + PL, and STZ + PLC groups (p < 0.05).  AU, 

arbitrary unit; TP, total protein. 

 

 

 

Fig. 3-3. Effects of administration of test diets on the expression level of 

phosphorylated p70S6K (Thr389) and rpS6 (Ser240/244) in gastrocnemius muscle (A-

D). (E) Representative blots of the proteins for p70S6K phosphorylation at Thr389, 

p70S6K, rpS6 phosphorylation at Ser240/244, rpS6, and total protein are shown. Four 

groups of rats were assigned. CON (n = 8), SD rats administered with water; 

streptozotocin (STZ) (n = 8), STZ rats administered with water; STZ + PL (n = 8), STZ 
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rats administered with PL; and STZ + PLC (n = 8), STZ rats administered with PLC. 

Data are presented as mean ± standard deviation..  a and b: the different letters indicate 

significant differences among the STZ, STZ + PL, and STZ + PLC groups (p < 0.05). 

AU, arbitrary unit; TP, total protein. 

 

 

3.4 考察 

 STZ誘発糖尿病モデルラットにおいて、タンパク質及びロイシンの混合物を

経口投与することでヒラメ筋及び腓腹筋の筋タンパク質合成シグナル（p70S6K

及び rpS6）の活性化レベルが有意に増加した。一方、当該混合物における L-シ

トルリン配合の有無でこれらの筋タンパク質合成シグナルの活性化に有意な差

は認められなかった。これより、STZ誘発糖尿病モデルラットにおいて、タン

パク質及びロイシンの混合物の投与が筋タンパク質合成に及ぼす効果に対して

L-シトルリンは影響しない可能性が示唆された。 

 本研究では、骨格筋のタンパク質合成が低下するモデルとして STZ誘発糖尿

病モデルラットを用いた。先行研究では 1 型糖尿病モデルマウスにおいて筋タ

ンパク質合成シグナルのリン酸化が減弱していることが報告されている

[77,120]。本研究結果では、正常ラットと比較して STZ誘発糖尿病モデルラッ

トにおいて体重の有意な減少及び血糖値の有意な増加を示したことから、1型

糖尿病の特徴を呈した。さらに、本研究の STZ誘発糖尿病モデルラットのヒラ

メ筋において、rpS6 のリン酸化レベルが正常動物と比較して減少傾向を示した

ことから、定常状態における筋タンパク質合成シグナルの活性化が減弱してい

る可能性が考えられた。一方、腓腹筋における筋タンパク質合成シグナルで同

様な現象は確認されなかった。STZ誘発糖尿病モデルマウスの下腿三頭筋にお
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いては、STZ投与から 1週間後及び 3週間後では rpS6 のリン酸化に変化が認

められず、5週間後にリン酸化レベルが有意に低下したことが報告されている

[77]。STZ投与後の評価タイミングが筋タンパク質合成の結果に影響する可能

性が考えられた。 

 本研究では STZ誘発糖尿病モデルラットに対してタンパク質及びロイシンの

混合物（総ロイシンとして 0.28 g/kg）を経口投与したが、筋タンパク質合成に

関わるシグナル因子の活性化は mTORC1 経路を介したものによる可能性が考

えられた。このとき、筋線維タイプ構成比の異なるヒラメ筋及び腓腹筋のいず

れにおいても筋タンパク質合成シグナルの増加が認められた。先行研究では、

8週間の 1.35 g/kgのロイシンの投与により 1型糖尿病モデルラットにおけるヒ

ラメ筋の萎縮抑制が報告されている[124]。一方、1型糖尿病モデルラットに対

する 1.35 g/kgのロイシンの単回投与あるいは 5%ロイシン混餌飼料の 8週間の

長期投与が骨格筋における mTORC1 シグナル経路のリン酸化に影響を及ぼさ

なかったことが報告されている[125,126]。本研究と先行研究の違いについて

は、骨格筋を採取したタイミングが挙げられる。本研究では投与より 0.5時間

後だったのに対して、先行研究では、投与より 1時間後あるいは 6時間後であ

り[125,126]、糖尿病モデルにおいて mTORC1 の活性化を評価するタイミングと

して不適切だった可能性がある。 

 

 研究課題 1では、L-シトルリンの経口投与により STZ誘発糖尿病モデルラッ

トにおいて骨格筋への物質送達が有意に増加することを確認した。また、本研

究の pilot studyでは、PLと比較して PLC の摂取による血中 NO2-濃度の有意な

増加（53.3 ± 27.6 vs. 115.3 ± 47.7 nM, p < 0.05）を確認したことから、L-シ

トルリンによる血管拡張が生じた可能性が考えられた。先行研究においては、
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薬剤あるいはインスリンによる血流の増加によって筋タンパク質合成が増加す

る可能性が示唆されている[37-39]。そのため、L-シトルリンの投与が筋タンパ

ク質合成に影響を及ぼす可能性が考えられた。そこで本研究では、STZ誘発糖

尿病モデルラットに対して L-シトルリンをタンパク質及びロイシンの混合物に

加えて投与した。当該混合物の投与により血中 L-シトルリンの有意な増加が確

認されたが、L-シトルリンは筋タンパク質合成に関わるシグナル因子の活性化

に影響を及ぼさなかった。また、研究課題 1の結果から L-シトルリンによる物

質送達の増加は主にヒラメ筋において認められたが、ヒラメ筋及び腓腹筋で筋

タンパク質合成における L-シトルリンの効果に統計学的に有意な差は認められ

なかった。 

 Jegatheesan et al.は、高齢ラットに対して 0.4 g/kgのホエイタンパク質（ロイ

シン：約 0.04 g/kg）及び 0.4 g/kgの L-シトルリンを投与した際に、ホエイタン

パク質単独の投与と比較して、投与 4時間後の骨格筋における p70S6K のリン

酸化が有意に増加したことを報告したが、本結果に L-シトルリンによる血管拡

張作用が寄与したかは不明である[99]。一方、制限給餌下の雌性成体ラットに

1.0 g/kgのロイシン及び 1.0 g/kgの L-シトルリンを 2週間投与し、投与より 16

時間後に筋タンパク質合成速度及び筋力の評価を行ったところ、これらのアミ

ノ酸をそれぞれ単独で投与した場合と比較して差が認められなかった[127]。研

究課題 2ではラットに対してタンパク質を 1.0 g/kg、遊離ロイシンを 0.17 g/kg

（総ロイシンとして 0.28 g/kg）及び L-シトルリンを 0.12 g/kgで投与した。先

行研究及び本研究の動物実験の結果を踏まえてロイシン及び L-シトルリンの投

与量に着目すると、ロイシンの投与量に対して L-シトルリンの投与量が低値の

場合に、L-シトルリンによる筋タンパク質合成への影響が認められない可能性

が考えられた。すなわち、特にロイシンは強い筋タンパク質同化作用を示すこ
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とから[19,20]、投与量によっては L-シトルリンが筋タンパク質合成の増加に及

ぼす影響がマスクされた可能性が考えられた。また、Churchward-Venne et al.の

先行研究では、高齢者に対して 15 gのホエイタンパク質（ロイシン：1.8 g）及

び 10 gの L-シトルリンを投与した際に、タンパク質単独投与時と比較して、

投与後 2.5時間及び 5時間に外側広筋の血流、タンパク質合成速度及び筋合成

シグナルリン酸化レベルに変化が認められなかった[62]。本先行研究では、血

管拡張に対して L-シトルリンの投与量が不十分であった可能性、あるいは評価

を行ったタイミングの問題による可能性について言及している。以上より、L-

シトルリンと他のアミノ酸あるいはタンパク質を摂取した場合に L-シトルリン

が筋タンパク質合成の活性化へ及ぼす影響について一致した見解が得られてい

ない。 

 研究課題 1の実験 2では L-シトルリンの経口投与から 30分後に血中 L-アル

ギニン濃度及び NOx 濃度が高値を示したことから、研究課題 2においても試

験溶液の投与から 30 分後に評価を行った。一方、前述の各先行研究では投与

より 2.5-16時間後の異なるタイミングで評価が行われており研究間で統一され

ていない。筋タンパク質合成に対する L-シトルリンの影響を検証するために

は、投与後の経時的な評価をより詳細に行う必要があると考えられた。また、

研究課題 1において、1.0 g/kgの L-シトルリン経口投与より 30分後の血中 L-

シトルリン濃度及び L-アルギニン濃度はそれぞれ 2230.0 ± 192.3 nmol/mL及び

455.4 ± 18.3 nmol/mLであった。一方、研究課題 2においては、PLC（L-シトル

リンとして 0.12 g/kg）の経口投与より 30分後の血中 L-シトルリン濃度及び L-

アルギニン濃度はそれぞれ 474.6 ± 253.8 nmol/mL及び 281.6 ± 63.6 nmol/mLで

あった。これらより、研究課題 2では L-シトルリン投与後に骨格筋への物質送

達の増加に寄与するアミノ酸の血中濃度の上昇が不十分であった可能性が考え
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られた。さらに、先行研究においてタンパク質あるいはロイシンと L-シトルリ

ンの投与量の比に着目した検討が行われていないことから、これらの最適な比

についても検討を行う必要がある。以上より、筋タンパク質合成に対する L-シ

トルリン摂取の効果検討において、L-シトルリン投与後の評価のタイミング、

L-シトルリンの投与量、L-シトルリンと他のタンパク質・アミノ酸との投与量

比に着目した詳細な検討が今後の課題として考えられる。 

 

 本研究において STZ誘発糖尿病モデルラットのヒラメ筋における p70S6Kト

ータルタンパク質に着目すると、タンパク質、ロイシン及び L-シトルリンの混

合物の経口投与により、その発現量の有意な増加が確認された（Fig. 3-2B）。一

方、タンパク質及びロイシンの混合物のみの投与によっては同様な増加は認め

られなかった。先行研究では、24日間隔日で行った抵抗運動によって、ラット

骨格筋における p70S6K トータルタンパク質の発現及び骨格筋量の有意な増加

が報告されている[128]。本研究における p70S6K トータルタンパク質の発現量

の増加は、タンパク質、ロイシン及び L-シトルリンの摂取に応答して

mTORC1 シグナル経路のキャパシティを増強し、骨格筋量の増加に寄与する可

能性が示唆された。 

 

 本章では、STZ誘発糖尿病モデルラットにおいて、タンパク質及びロイシン

の混合物の経口投与が mTORC1 下流の筋タンパク質合成シグナル因子を活性

化することを確認した。一方、当該混合物における L-シトルリン添加により血

中 L-シトルリン濃度は増加したが、筋タンパク質合成シグナル因子の活性化に

有意な差は認められなかった。L-シトルリンの摂取が、骨格筋への物質の送達

量の増加により骨格筋の筋タンパク質合成を増加させるか今後更なる検討が必
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要である。 

 L-シトルリンを含むタンパク質及びロイシンからなる混合物の摂取が筋タン

パク質合成に及ぼす影響について検証を行うべく、筋タンパク質合成が低下し

た他の病態モデルを用いた検討が今後の課題として挙げられる。そこで、研究

課題 3においては、不活動により惹起される廃用性筋萎縮モデルを用いて、タ

ンパク質、ロイシン及び L-シトルリンの摂取が骨格筋の筋タンパク質合成及び

分解に及ぼす影響について検討を行い、当該混合物による栄養介入と運動の組

み合わせが骨格筋へ及ぼす影響について評価した。  
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4. 第四章【研究課題 3】廃用性筋萎縮モデルラットにおける L-シトルリンを

含むタンパク質・ロイシンの混合物の経口摂取及び間欠的運動負荷の併用

が骨格筋に及ぼす影響の検討 

 

4.1 背景と目的 

 骨格筋量は骨格筋のタンパク質の合成と分解のバランスによって決定される

[129]。骨格筋量の維持及び増加のためには、筋タンパク質の合成を増加させ分

解を減少させることが重要である。運動や摂取したタンパク質由来のアミノ酸

は筋タンパク質合成を亢進させることが報告されている[18,22]。アミノ酸によ

る筋タンパク質合成については特にロイシンに強い同化作用が認められている

[19,20]。筋タンパク質合成に関わる中心的な経路である mTORC1 シグナル経路

において、insulin-like growth factor-1（IGF-1）は受容体に結合後、下流の

phosphoinositide 3-kinase（PI3K）及び Aktをリン酸化することで活性化し、そ

の結果 mTORC1 が活性化される[23]。mTORC1 の標的タンパク質としては

p70S6Kが報告されており、その下流の rpS6 をリン酸化することでタンパク質

合成が促進される[119]。運動は Aktを介して mTORC1 を活性化し、BCAAは

mTORC1 を直接活性化することで筋タンパク質合成を増加させると考えられて

いる[119,130]。 

 骨格筋の萎縮は加齢や飢餓、不活動、癌悪液質、糖尿病、慢性腎疾患など多

くの病態において惹起される[9-12]。骨格筋萎縮の原因の一つである廃用性筋

萎縮は、固定処置、寝たきり及び微小重力環境下等で引き起こされ、顕著な骨

格筋の萎縮を生じる[131]。超高齢化社会を迎えた本国においては寝たきり患者

の数が増加し続けており、介護問題や医療費の増大など社会的な問題となって

いる。しかしながら、現在行われている廃用性筋萎縮に対する予防・治療法
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は、運動トレーニングなどの運動療法のみであり、食事療法や薬物療法も未だ

その効果が確立していない。そのため、廃用性筋萎縮において骨格筋量を維

持・増加するための栄養介入及び運動方法の確立は重要であり早急に解決すべ

き課題である。 

 Dupont et al.は、後肢懸垂による廃用性筋萎縮モデルラットのヒラメ筋で

Akt、mTORC1 及び p70S6Kのリン酸化が低下することを報告した[132]。すな

わち、廃用性筋萎縮では mTORC1 シグナル経路の減弱により筋タンパク質合成

が低下する可能性が考えられている[24,133]。また、7日間の後肢懸垂による廃

用性筋萎縮モデルラットでは、運動介入として 4時間/日の間欠的再過重負荷

（intermittent loading; IL）により、ヒラメ筋において mTORC1 シグナル経路の

活性化を介した骨格筋横断面積の増加が報告されている[134]。一方、廃用性筋

萎縮おいて、筋萎縮を抑制する ILとタンパク質・アミノ酸の投与の併用効果

については不明である。 

 不活動に伴う骨格筋量の減少においては、筋タンパク質合成の低下に加え、

筋タンパク質分解が顕著に亢進していることが報告されている[132,135-137]。

骨格筋のタンパク質を分解する主な経路としてはユビキチン・プロテアソーム

系及びオートファジー・リソソーム系が存在することが報告されている[30]。

不活動に伴う筋萎縮においてユビキチン・プロテアソーム系を阻害することに

より骨格筋の萎縮が軽減されることから、ユビキチン・プロテアソーム系が主

要な分解系であることが示唆されている[135-137]。骨格筋特異的な E3ユビキ

チンリガーゼである muscle atrophy F-box（MAFbx）/Atrogin-1及び muscle ring 

finger 1（MuRF1）の遺伝子発現は様々な骨格筋萎縮モデルにおいて惹起され、

これらの遺伝子はユビキチン・プロテアソーム系における骨格筋萎縮の分子マ

ーカーとして用いられる[138,139]。後肢懸垂による廃用性筋萎縮モデルラット
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では、ILによりヒラメ筋において Atrogin-1 及びMuRF1 の遺伝子発現の抑制が

報告されている[134]。また、14日間の後肢懸垂による筋萎縮に対して、長期的

な BCAAの経口投与によりラット骨格筋横断面積の増加及び、骨格筋 Atrogin-

1及びMuRF1 の遺伝子発現の減少が報告されている[140,141]。 

 また、絶食や、除神経による不活動モデルでは、骨格筋のオートファジー関

連遺伝子の発現が増加することが報告されており[142]、オートファジー・リソ

ソーム系も骨格筋萎縮に対して重要な分解系であることが示唆されている。オ

ートファゴソーム膜に特異的に結合するタンパク質である LC3-II（LC3-Iに

phosphatidylethanolamine が結合した形）の量はオートファゴソーム形成と正の

相関を示すことから、オートファジーの誘導のマーカーとして使用されている

[143]。また、ULK1 は ULK1複合体の構成因子の一つであり、ULK1 の Ser757

のリン酸化はオートファジーの抑制に関わることが示されている[144,145]。不

活動モデルラットを用いた研究においては、14日間の後肢懸垂でヒラメ筋及び

腓腹筋でオートファジー・リソソーム系が活性化されたという報告がある

[146]。一方、同様な条件下で腓腹筋及び大腿四頭筋においては有意な変化がみ

られなかったとする報告もある[147]。廃用性筋萎縮におけるオートファジー・

リソソーム系の関与については不明な点が多い。 

 研究課題 1においては、正常ラットにおいて L-シトルリンが NO 産生増加を

介して骨格筋への物質送達を増加する可能性を示した。また、血管内皮機能の

低下及び骨格筋の萎縮が認められる STZ誘発糖尿病モデルラットにおいても

L-シトルリン摂取による骨格筋への物質送達の増加が確認された。研究課題 2

では、STZ誘発糖尿病モデルラットにおいてタンパク質、ロイシン及び L-シト

ルリンの混合物の投与を行い、筋タンパク質合成シグナル因子の活性化の増加

を確認した。そこで、研究課題 3では、廃用性筋萎縮において運動及び L-シト
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ルリンを含むタンパク質及びロイシンからなる混合物の摂取の併用が筋萎縮を

効果的に抑制すると仮説を立てた。この仮説を検証するにあたり、骨格筋萎縮

を検討するうえで確立された動物モデルである後肢懸垂による廃用性筋萎縮モ

デルラットを選択した。廃用性筋萎縮モデルラットを用いて、IL及び L-シトル

リンを配合した高タンパク質配合液体栄養補助食品（high-protein liquid oral 

nutritional supplement; HP）の経口投与を行い、ヒラメ筋及び腓腹筋において、

骨格筋重量、筋タンパク質合成（mTORC1 シグナル経路）及び分解（ユビキチ

ン・プロテアソーム系及びオートファジー・リソソーム系）に関わる遺伝子及

びタンパク質の発現に対する影響を評価した。 

 

4.2 材料と方法 

実験動物と試験デザイン 

 本実験は、株式会社大塚製薬工場の動物実験指針に従い、大塚製薬工場の動

物実験倫理委員会の承認を得て実施した（承認番号: OPFCAE-18-398）。本実験

の試験デザインを Fig. 4-1に示す。実験動物には、9週齢の雄性 F344 ラット

（F344/DuCrlCrlj）（日本チャールス・リバー株式会社）を用いた。この系統の

ラットは継時的な体重増加が比較的少ないことから後肢懸垂モデルに適してい

ると考えられ、一般的に用いられている。飼育は室温 23 ± 3°C、湿度 55 ± 

15%、明暗サイクル 12時間（明期: 7:00 a.m. – 7:00 p.m.）の環境下で行った。14

日間の馴化期間を設け、順化終了後に次の 4グループに群分けした: 通常飼育

群（CON, n = 6）、後肢懸垂群（HU, n = 9）、後肢懸垂中に ILを実施する群

（HU + IL, n = 10）、及び後肢懸垂中に IL及び HP 経口投与を行う群（HU + IL 

+ HP, n = 10）。HU群、HU + IL群及び HU + IL + HP 群のラットは 14日間非荷

重状態とした。試験期間中は標準飼料 AIN-93G（オリエンタル酵母工業株式会
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社）をベースとした 10%カゼイン配合実験飼料を 9 g/日（タンパク質: 4.1 g/kg/

日）で pair-feedingし、水を自由摂取させた。HU + IL + HP 群の動物には、液体

栄養補助食品 HP を 15 mL/kgで 1日 2回（9:00 a.m.及び 5:00 p.m.）経口投与し

た。試験溶液の栄養成分組成及び投与量を Table 4-1及び Table 4-2 に示した。

HP はタンパク質源として 4.8 g/100 mLのミルクタンパク質及び 2.0 g/100 mL 

のホエイタンパク質を含んでおり、遊離アミノ酸として 1.1 g/100 mLのロイシ

ン及び 0.8 g/100 mLの L-シトルリンを含んでいる。他の群の全てのラットには

HP 中の全てのタンパク質を非必須アミノ酸（NEAA; 等量のモルのアラニン、

グリシン、プロリン、グルタミン酸、アスパラギン酸及びセリン）に置き換え

た対照食品を同用量及び同タイミング（9:00 a.m.及び 5:00 p.m.）で経口投与し

た。摂餌量を試験期間中毎日 4:00 p.m.に電子天秤で測定した。解剖日前日より

15時間の絶食後、解剖日に IL及び経口投与（9:00 a.m.）を行い、その 30分後

にイソフルラン麻酔下において腹大動脈より血液サンプル、ヒラメ筋及び腓腹

筋を採取した。電子精密天秤で骨格筋重量を測定後、組織サンプルを素早く液

体窒素で凍結し分析まで-80°C で保存した。 
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Fig. 4-1. The schedule of examination performed in this study. Four groups of rats were 

assigned: control (CON, n = 6), hind limb unloading (HU, n = 9), intermittent loading 

(IL) during HU (HU + IL, n = 10), and IL during HU followed by high-protein oral 

nutritional supplement (HP) administration (HU + IL + HP, n = 10). 

 

 

Table 4-1. Macronutrient composition of the HP and control 

 HP Control 

Milk protein (g/100 mL) 4.83 0 

Whey protein (g/100 mL) 2.00 0 

Citrulline (g/100 mL) 0.80 0 

Leucine (g/100 mL) 1.14 0 

NEAA (g/100 mL) 0 10.72 

Fat (g/100 mL) 1.78 1.54 

Carbohydrate (g/100 mL) 19.20 17.78 

HP, high-protein oral nutritional supplementation; NEAA, non-essential amino acid. 
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Table 4-2. Dose of the test diets 

 HP Control 

Energy (kcal/kg) 19.18 19.20 

Protein (g/kg) 1.02 0 

Citrulline (g/kg) 0.12 0 

Leucine (g/kg) 0.17 0 

NEAA (g/kg) 0 1.61 

Fat (g/kg) 0.27 0.23 

Carbohydrate (g/kg) 2.88 2.67 

HP, high-protein oral nutritional supplementation; NEAA, non-essential amino acid. 

 

 

後肢懸垂及び IL 

 後肢懸垂はMorey et al. [148]に従い実施した。すなわち、ラットの尾部に接

着テープを巻きラットの尾部を釣り上げることで、試験期間中に下肢が地面に

接着しないようにした。ラットは地面に対して約 30°の角度を保ち、360°自由

な移動及び飼料へのアクセスが可能だった。ILは後肢懸垂を解除し下肢に再過

重負荷を加えることで行った。試験期間中は解剖日を除き毎日 4:00 p.m.、解剖

日は 8:00 a.m.より IL を開始し、それぞれ 1 時間実施した。 

 

血液分析 

 血液サンプルは EDTA-2Naを含む採血管に分注後、素早く氷上で冷却した。

その後、遠心分離（4°C、3000 rpm、10分）を行い、血漿を分離し回収した。

すべての血漿サンプルは、-80°C で保存した。血漿アミノ酸濃度は LC/MS 法に

より決定した（LC-MS2020; Shimadzu Corporation）。 
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Western Blotting 

 ウェスタンブロットは先行研究[123]に改変を加えて行った。具体的には、-

80°C で冷凍保存した骨格筋サンプルについて 30 mgを 200 µLの RIPA バッフ

ァー（Cell Signaling Technology）に加えホモジナイズした。PIPA バッファーに

は事前にプロテアーゼインヒビターミクスチャー（cOmplete Mini; EDTA-free; 

Roche）及びホスファターゼインヒビターミクスチャー（PhosSTOP; Roche）を

適量加えた。遠心分離（15000 rpm、10分、4°C）を行った後に上清を回収し、

プロテインアッセイラピッドキットワコーII（和光純薬工業株式会社）を用い

てタンパク質濃度を決定した。サンプルを 3×サンプルバッファー（Cell 

Signaling Technology）で調製し、97°C で 7 分間煮沸した。SDS-ポリアクリルア

ミドゲルを用いて、30 µgのタンパク質を電気泳動し分離後、ポリフッ化ビニ

リデンメンブレンに転写した。転写後、0.05%の Tween 20を含むトリス緩衝生

理食塩水（TBS-T, pH 7.6）でメンブレンを洗浄し、5%ウシ血清由来アルブミン

を含む TBS-Tに浸し、室温で 1時間ブロッキングを行った。その後、メンブレ

ンを TBS-Tで洗浄し一次抗体に 4°C で一晩反応させた。一次抗体としては、

phospho-Akt（Ser473）（cat. no. 9271）、total Akt（cat. no. 9272）、phospho-p70 S6 

Kinase（Thr389）（cat. no. 9205）、total p70 S6 Kinase（cat. no. 2708）、phospho-S6 

ribosomal protein（Ser240/244）（cat. no. 2215）、total S6 ribosomal protein（cat. no. 

2217）、LC3B（cat. no. 2775）、phospho-ULK1（Ser757）（cat. no. 14202）、total 

ULK1（cat. no. 8054）（いずれも Cell Signaling Technology）を用いた。メンブレ

ンを再び TBS-Tで洗浄し、二次抗体を用いて室温で 1時間反応を行った。化学

発光基質試薬（Luminata Western HRP substrate; Merck）を用いてタンパク質のバ

ンドのシグナル強度を検出した。デジタルイメージングシステム（Molecular 

Imager VersaDoc™ MP 500; BIORAD）によりスキャンし、シグナル強度の解析
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には ImageJ 1.50i（National Institutes of Health）を使用した。目的のタンパク質

のリン酸化レベルは、リン酸化タンパク質のシグナル強度を対応するタンパク

質のトータルのシグナル強度で補正した。オートファジー・リソソーム系は

LC3B II/I比により評価を行った。 

 

TaqMan定量 RT-PCR 

 20 mgの骨格筋サンプルを用いて RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit（QIAGEN、

ヒルデン、ドイツ）によりトータル RNAを抽出した。トータル RNA濃度は紫

外可視分光光度計（NanoDrop 2000c; Thermo Fisher Scientific、マサチューセッ

ツ、米国）を用いて決定した。Atrogin-1（Rn00591730_m1）及び MuRF-1

（Rn00590197_m1）について mRNA発現レベルを TaqMan® Gene Expression 

assays（Applied Biosystems、マサチューセッツ、米国）により定量化した。ノ

ーマライゼーション遺伝子としては 18S rRNA（Rn03928990_g1）を用いた。

RT-PCR は TaqMan® RNA-to-CT 1-Step Kit（Thermo Fisher Scientific）を用いた。

60 ngのトータル RNA に対して 10 µL TaqMan® RT-PCR Mix、0.5 µL TaqMan RT 

Enzyme mix、5.5 μL RNase-free water及び 1 µL TaqMan® Gene Expression assays

を 1反応として混合した。7500 Fast Real-Time PCR System（Thermo Fisher 

Scientific）を用いて次の条件により RT-RCRを行った: 48°C 15 分及び 95°C 10

分の反応後、95°C 15 秒及び 60°C 1 分の反応を 40サイクル行った。遺伝子発現

は 2-ΔΔCT法により算出し[149]、ノーマライゼーション遺伝子発現により補正

を行った。目的の遺伝子及びノーマライゼーション遺伝子の増幅効率がほぼ同

等であることを確認した。 

 

統計処理 
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 データは平均値 ± 標準偏差（SD）で示した。体重、摂取熱量及び骨格筋重

量について、CON群及び HU群の 2群間の差を対応のない t 検定で解析した。

また、これらの項目について HU群、HU + IL群及び HU + IL + HP 群の 3群間

の比較には、one-way ANOVAで評価後、有意差が認められた場合は post hocテ

ストとして Tukey多重比較検定で解析した。血漿アミノ酸濃度、タンパク質及

び遺伝子発現レベルについて、CON群及び HU群の 2群間の差を Mann–

Whitneyの U検定で解析した。また、これらの項目について HU群、HU + IL

群及び HU + IL + HP 群の 3群間の比較には、ノンパラメトリックな ANOVAで

ある Kruskal-Wallis 検定で評価後、有意差が認められた場合は Steel-Dwass 検定

で解析した。骨格筋重量及び筋タンパク質合成シグナルの活性化の相関は、

Pearsonの相関係数を用いて解析した。統計処理は、EXSUS 7.7（株式会社 CAC

エクシケア）を使用した。有意水準は p < 0.05 とし、HU群、HU + IL群及び

HU + IL + HP 群の 3 群間の異なる文字間には有意差が存在することを示す。 

 

4.3 結果 

体重、摂取熱量と骨格筋重量 

 体重、摂取熱量、及び骨格筋重量を Table 4-3にまとめた。14日間の後肢懸

垂後に体重は有意に減少した（p < 0.05）。平均摂取熱量は、CON群と比較して

HU群で有意に減少したが（p < 0.05）、HU 群、HU + IL群及び HU + IL + HP 群

間で有意な差は認められなかった。体重あたりのヒラメ筋重量について、CON

群と比較して HU群で 58.5%まで減少した（p < 0.05）。相対的なヒラメ筋重量

について、ILを行った HU + IL群では HU 群と比較して有意に増加したが（p < 

0.05）、HU + IL群と HU + IL + HP 群間で差は認められなかった。体重あたりの

腓腹筋重量は、CON群と比較して後肢懸垂により 89.4%に減少した（p < 
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0.05）。また、HU群と比較して HU + IL群で有意に増加し（p < 0.05）、さらに

HU + IL群と比較して HU + IL + HP 群で有意に増加した（p < 0.05）。 

 

 

Table 4-3. Body weight, caloric intake, and absolute and relative skeletal 

muscle mass. 

 CON HU HU + IL HU + IL + HP 

Body weight before HU 

(g) 

221.1 ± 8.6 214.8 ± 7.2 212.4 ± 11.8 215.1 ± 7.2 

Body weight after HU (g) 211.4 ± 6.4 186.1 ± 7.2 * 186.9 ± 4.7 190.8 ± 7.7 

Caloric intake (kcal/day) 44.3 ± 0.2 43.5 ± 0.4 * 43.4 ± 0.4 43.5 ± 0.4 

Soleus muscle (mg) 76.5 ± 3.8 39.3 ± 3.3 *,a 51.5 ± 3.2 b 53.0 ± 3.8 b 

Soleus muscle 

/body weight (mg/g) 

0.36 ± 0.01 0.21 ± 0.02 *,a 0.28 ± 0.02 b 0.28 ± 0.02 b 

Gastrocnemius muscle 

(mg) 

957.5 ± 36.4 753.3 ± 41.0 *,a 783.2 ± 26.9 a 825.7 ± 41.0 b 

Gastrocnemius muscle 

/body weight (mg/g) 

4.5 ± 0.1 4.0 ± 0.1 *,a 4.2 ± 0.1 b 4.3 ± 0.1 c 

Four groups of rats were assigned: control (CON, n = 6), hind limb unloading (HU, n = 

9), intermittent loading (IL) during HU (HU + IL, n = 10), and IL during HU followed 

by high-protein oral nutritional supplement (HP) administration (HU + IL + HP, n = 

10). The data shown represent the mean ± standard deviation. * p < 0.05: compared 

with CON. a,b, and c: the different letters indicate significant differences among the 

HU, HU + IL, and HU + IL + HP groups (p < 0.05). 

 

 

血漿アミノ酸濃度 

 血漿アミノ酸濃度を Table 4-4に示した。最後の経口投与より 30 分後に血液

サンプルを採取し、LC/MS 法により測定した。血漿 BCAA、EAA 及びロイシ

ン濃度は、HU群及び HU + IL群と比較して HU + IL + HP 群で有意に増加した
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（p < 0.05）。血漿 L-アルギニン及び L-シトルリン濃度についても同様に、HU

群及び HU + IL群と比較して HU + IL + HP 群で有意に増加した（p < 0.05）。 

 

 

Table 4-4. Plasma amino acid concentrations. 

  CON HU HU + IL HU + IL + HP 

Arginine (nmol/mL) 185.5 ± 15.2 129.3 ± 11.3 *,a 135.8 ± 17.5 a 172.1 ± 27.2 b 

Citrulline (nmol/mL) 85.5 ± 6.7 61.4 ± 5.1 *,a 66.6 ± 9.1 a 285.4 ± 54.4 b 

Isoleucine (nmol/mL) 86.7 ± 13.1 103.7 ± 10.3 * 98.3 ± 15.6 110.0 ± 19.6 

Leucine (nmol/mL) 127.7 ± 20.7 160.5 ± 18.5 *,a 155.7 ± 28.7 a 481.0 ± 70.8 b 

Ornithine (nmol/mL) 62.7 ± 3.2 56.0 ± 4.8 * 60.6 ± 8.2 63.1 ± 9.1 

Valine (nmol/mL) 155.7 ± 18.4 188.1 ± 14.8 *,a 177.8 ± 28.1 a 227.0 ± 29.0 b 

EAA (nmol/mL) 1334.5 ± 140.1 1375.7 ± 89.9 a 1366.1 ± 129.5 a 1837.3 ± 200.0 b 

BCAA (nmol/mL) 370.1 ± 51.5 452.3 ± 42.1 *,a 431.9 ± 72.0 a 818.0 ± 117.3 b 

Four groups of rats were assigned: control (CON, n = 6), hind limb unloading (HU, n = 

9), intermittent loading (IL) during HU (HU + IL, n = 10) and IL during HU followed 

by high-protein oral nutritional supplement (HP) administration (HU + IL + HP, n = 

10). Plasma samples were collected 30 min after the last IL and oral administration. 

Data are shown as the mean ± standard deviation. * p < 0.05: compared with the CON 

group. a and b: the different letters indicate significant differences among the HU, HU + 

IL, and HU + IL + HP groups (p < 0.05). EAA, essential amino acid; BCAA, branched-

chain amino acid. 

 

 

Akt、p70S6K及び rpS6 のリン酸化レベル 

 Akt（Ser473）、p70S6K（Thr389）及び rpS6（Ser240/244）のリン酸化レベル

を Fig. 4-2に示した。ヒラメ筋において、p70S6K 及び rpS6 のリン酸化レベル

は HU群と比較して HU + IL群及び HU + IL + HP 群で有意に増加した（p < 
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0.05, Fig. 4-2B, C）。いずれのタンパク質のリン酸化レベルにおいても、HU + IL

群及び HU + IL + HP 群間で有意な差は認められなかった。腓腹筋において、

Aktのリン酸化レベルは HU群と比較して HU + IL + HP 群で有意に増加した

（p < 0.05, Fig. 4-2D）。また、腓腹筋の p70S6K 及び rpS6 のリン酸化レベルは

HU群と比較して HU + IL群で有意に増加し（p < 0.05, Fig. 4-2E, F）、さらに

HU + IL群と比較して HU + IL + HP 群で有意に増加した（p < 0.05）。 

 

 

 

Fig. 4-2. Effects of intermittent loading (IL) and high-protein oral nutritional 

supplement (HP) administration on the expression levels of phosphorylated Akt 

(Ser473), p70S6K (Thr389), and rpS6 (Ser240/244) in (A–C) soleus muscle and (D–F) 

gastrocnemius muscle. Four groups of rats were assigned: control (CON, n = 6), hind 

limb unloading (HU, n = 9), IL during HU (HU + IL, n = 10), and IL during HU 
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followed by HP administration (HU + IL + HP, n = 10). The data are shown as the mean 

± standard deviation. * p < 0.05, compared with the CON group. a, b, and c: different 

letters indicate significant differences among the HU, HU + IL, and HU + IL + HP 

groups(p < 0.05). Circles represent individual data points in each group. AU, arbitrary 

unit. 

 

 

Atrogin-1及びMuRF1 の遺伝子発現レベル  

 ユビキチン・プロテアソーム系のマーカーである Atrogin-1及び MuRF1 の遺

伝子発現レベルの結果を Fig. 4-3に示した。ヒラメ筋において Atrogin-1及び

MuRF1 の mRNA発現レベルは、CON群と比較して HU群で有意に増加し（p < 

0.05, Fig. 4-3A, B）、HU群と比較して HU + IL群及び HU + IL + HP 群で有意に

減少した（p < 0.05）。腓腹筋においても Atrogin-1及びMuRF1 の mRNA発現レ

ベルは CON群と比較して HU群で有意に増加し（p < 0.05, Fig. 4-3C, D）、

Atrogin-1の mRNA発現レベルは HU群と比較して HU + IL群及び HU + IL + 

HP 群で有意に減少した（p < 0.05）。ヒラメ筋及び腓腹筋いずれの骨格筋におい

ても Atrogin-1及び MuRF1 の mRNA発現レベルについて、HU + IL群及び HU 

+ IL + HP 群間で有意な差は認められなかった。 
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Fig. 4-3. Effects of intermittent loading (IL) and high-protein oral nutritional 

supplement (HP) administration on the mRNA expression levels of atrogin-1 and 

MuRF1 in (A,B) soleus muscle and (C,D) gastrocnemius muscle. Four groups of rats 

were assigned: control (CON, n = 6), hind limb unloading (HU, n = 9), IL during HU 

(HU + IL, n = 10), and IL during HU followed by HP administration (HU + IL + HP, n 

= 10). The data are shown as the mean ± standard deviation. * p < 0.05, compared with 

the CON group. a and b: different letters indicate significant differences among the HU, 

HU + IL, and HU + IL + HP groups (p < 0.05). Circles represent individual data points 

in each group. AU, arbitrary unit. 
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オートファジー関連遺伝子 LC3-IIと ULK1 

 オートファジー制御に関わる LC3B IIの発現量及び ULK1（Ser757）のリン

酸化レベルの結果を Fig. 4-4に示した。ヒラメ筋及び腓腹筋において、LC3B II/ 

LC3B I比は CON群と比較して HU群で有意に増加した（p < 0.05, Fig. 4-4A, 

C）。ヒラメ筋及び腓腹筋における LC3B II/ LC3B I比は、HU群と比較して HU 

+ IL群及び HU + IL + HP 群で有意に減少したが（p < 0.05, Fig. 4-4A, C）、HU + 

IL群及び HU + IL + HP 群間で有意な差は認められなかった。ULK1（Ser757）

のリン酸化レベルは、ヒラメ筋では HU群と比較して HU + IL群及び HU + IL + 

HP 群で有意に増加し（p < 0.05, Fig. 4-4B）、腓腹筋では HU群及び HU + IL群

と比較して HU + IL + HP 群で有意に増加した（p < 0.05, Fig. 4-4D）。 
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Fig. 4-4. Effects of intermittent loading (IL) and high-protein oral nutritional 

supplement (HP) administration on the LC3B II/I ratio and levels of phosphorylated 

ULK1 in (A,B) soleus muscles and (C,D) gastrocnemius muscles. Four groups of rats 

were assigned: control (CON, n = 6), hind limb unloading (HU, n = 9), IL during HU 

(HU + IL, n = 10), and IL during HU followed by HP administration (HU + IL + HP, 

n = 10). The data are shown as the mean ± standard deviation. * p < 0.05: compared 

with the CON group. a and b: different letters indicate significant difference among 

the HU, HU + IL, and HU + IL + HP groups (p < 0.05). Circles represent individual 

data points in each group. AU, arbitrary unit. 
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骨格筋重量と p70S6K あるいは rpS6 のリン酸化レベルの相関関係 

 体重あたりのヒラメ筋重量あるいは腓腹筋重量、及びそれぞれの骨格筋に

おける p70S6Kあるいは rpS6のリン酸化レベルの相関関係を Fig. 4-5に示し

た。ヒラメ筋重量と p70S6Kのリン酸化レベルに有意な正の相関が認められ

（r = 0.56, p = 0.0015, Fig. 4-5A）、ヒラメ筋重量と rpS6 のリン酸化レベルに

有意な正の相関が認められた（r = 0.66, p = 0.0001, Fig. 4-5B）。また、腓腹筋

重量と p70S6Kのリン酸化レベルに有意な正の相関が認められ（r = 0.68, p = 

0.0001, Fig. 4-5C）、腓腹筋重量と rpS6 のリン酸化レベルに有意な正の相関

が認められた（r = 0.58, p = 0.0011, Fig. 4-5D）。 
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Fig. 4-5. Correlations between relative soleus muscle mass and (A) p70S6K 

phosphorylation or (B) rpS6 phosphorylation, and relative gastrocnemius muscle 

mass and (C) p70S6K phosphorylation or (D) rpS6 phosphorylation. 

 

 

4.4 考察 

 廃用性筋萎縮において運動及びタンパク質あるいはアミノ酸投与の併用が骨

格筋へ及ぼす影響を検討した報告はない。研究課題 3では、後肢懸垂による廃

用性筋萎縮モデルラットに IL及び L-シトルリンを含む HP の経口投与を行い、
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筋タンパク質合成及び分解に関わる遺伝子及びタンパク質発現レベルに対する

影響を評価した。HP の投与により血中 EAA、BCAA、ロイシン、L-アルギニ

ン及び L-シトルリン濃度が有意に増加した。腓腹筋において、IL単独よりも

ILと HP 投与を組み合わせることで体重あたりの骨格筋重量及び mTORC1 シグ

ナル経路の下流の p70S6K 及び rpS6 のリン酸化レベルが有意に増加した。この

とき、体重あたりのヒラメ筋あるいは腓腹筋の重量は、p70S6Kあるいは rpS6

のリン酸化レベルとそれぞれ有意な正の相関を示した。いずれの骨格筋におい

ても後肢懸垂により遺伝子発現が惹起されたユビキチン・プロテアソーム系及

びオートファジー・リソソーム系は ILにより抑制されたが、ILと HP 投与の併

用は ILの効果に影響を及ぼさなかった。以上より、IL単独よりも ILと HP 投

与を併用することによって、mTORC1 シグナル経路の活性化を介して廃用性筋

萎縮に対する抑制効果が増強する可能性が示された。 

 

 p70S6K及び rpS6 のリン酸化は mTORC1 シグナル経路の活性化の指標であ

り、筋タンパク質合成に関与している[119]。廃用性筋萎縮では mTORC1 シグ

ナル経路の活性の低下により筋タンパク質合成が低下することが知られている

[24,133]。7日間、14日間及び 28 日間の後肢懸垂による筋萎縮において、いず

れの期間においてもラットヒラメ筋の mTORC1 及び p70S6Kのリン酸化が低下

することが報告されている[132]。本研究では、ヒラメ筋及び腓腹筋における

rpS6 のリン酸化は 14 日間の後肢懸垂により有意に低下した。後肢懸垂により

相対的なヒラメ筋重量及び腓腹筋重量が減少したが、これは mTORC1 シグナル

経路の活性の減弱が一つの原因である可能性が考えられた。Miyazaki et al.は、

7日間の後肢懸垂による廃用性筋萎縮モデルラットにおいて、ILはヒラメ筋に

おける mTORC1 のリン酸化を増加させると報告している[134]。本研究におい
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て、後肢懸垂により筋萎縮が惹起されたラットに対して 1時間/日の ILを行っ

たところ、ヒラメ筋だけではなく腓腹筋において p70S6K及び rpS6 のリン酸化

が有意に増加した。さらに HP の投与を組み合わせることで、腓腹筋において

p70S6K及び rpS6 のリン酸化をより増加させ、後肢懸垂に供した動物における

相対的な腓腹筋重量は ILと HP を組み合わせた際に最も高値を示した。一方、

ヒラメ筋においては HP 投与の効果は認められなかった。骨格筋線維は Type I

線維と Type II線維に大別されるが、ラットのヒラメ筋では Type I 線維が約

83%を占めるのに対して、腓腹筋においては Type I線維と Type II線維はそれぞ

れ 10%及び 90%の比率で存在する[90]。Type II線維では p70S6Kトータルタン

パク質の発現量が Type I線維より高いことがラット及びヒトで報告されており

[150,151]、mTORC1 シグナル経路のキャパシティが高いことが示唆される。こ

れより、HP 投与の効果がヒラメ筋及び腓腹筋で異なったのは、骨格筋線維タ

イプごとのアミノ酸に対する応答性の違いによる可能性が考えられた。すなわ

ち、腓腹筋はヒラメ筋よりもアミノ酸に対する応答が大きかった可能性が考え

られた。しかしながら、骨格筋線維タイプごとのアミノ酸に対する応答性の違

いを検討した報告はない。今後は骨格筋線維タイプごとにより詳細な検討を行

う必要がある。 

 

 骨格筋特異的な E3 ユビキチンリガーゼである Atrogin-1は、筋タンパク質分

解を促進する[139]。本研究では、後肢懸垂によりヒラメ筋及び腓腹筋の

Atrogin-1の mRNA 発現レベルが増加し、ユビキチン・プロテアソーム系が惹

起された可能性が考えられた。後肢懸垂による廃用性筋萎縮モデルラットにお

いて、ILはヒラメ筋における Atrogin-1の発現を抑制することが報告されてお

り[134]、本研究の結果は先行研究と一致した。さらに本研究では、腓腹筋にお
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いても ILは廃用性筋萎縮ラットの Atrogin-1の発現を減少させることが明らか

となった。また、後肢懸垂により増加したヒラメ筋の Atrogin-1の発現が長期

的な BCAAの経口投与により減少したという報告がある[141]。一方、本研究

ではヒラメ筋及び腓腹筋のいずれにおいても HP 投与は ILの効果を高めなかっ

たことから、ILを行う際の HP 投与はユビキチン・プロテアソーム系に影響を

与えない可能性が考えられた。 

 

 Aktは mTORC1 の上流に存在するが、Akt のリン酸化は mTORC1 の活性化を

調節している。また、リン酸化された Akt は、Atrogin-1及びMuRF1 の転写因

子である FOXOをリン酸化しその活性を抑制することで筋タンパク質分解を抑

制する[12,152-154]。後肢懸垂による廃用性筋萎縮モデルラットにおいて、4時

間/日の ILによりヒラメ筋における Aktのリン酸化が増加したという報告があ

るが[134]、本研究では 1時間/日の ILによりヒラメ筋の Aktのリン酸化に変化

は見られなかった。これは、本研究と先行研究間の ILの実施時間の違いによ

る可能性が考えられた。また、除神経誘発性筋萎縮ラットに対する 0.39 g/kgロ

イシンの投与によりヒラメ筋の Akt及び mTORC1 のリン酸化が増加したという

報告があるが[155]、後肢懸垂による筋萎縮モデルラットにおいて 0.6 g/kgの

BCAAの経口投与によってヒラメ筋の Akt のリン酸化は変化しなかったという

報告もある[141]。これらより、廃用性筋萎縮において Aktのリン酸化に対する

アミノ酸投与の効果についての結果は一致しておらず、完全な解明には至って

いない。本研究において ILと HP を組み合わせた場合に、腓腹筋において Akt

のリン酸化が増加することが明らかとなった。ILと HP の組み合わせは Aktの

リン酸化の増加を介して mTOC1 シグナル経路の活性化に寄与する可能性が考

えられた。 
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 筋タンパク質を分解する機構としてはオートファジー・リソソーム系も挙げ

られ、LC3-IIは哺乳類のオートファジーのマーカーとして使用されている

[143,156]。本研究においては、後肢懸垂によりヒラメ筋及び腓腹筋の LC3B-

II/LC3B-I比が増加したことから、後肢懸垂によりオートファジー・リソソーム

系が惹起された可能性が考えられた。これは、ヒラメ筋及び腓腹筋における

Maki et al.や Zhang et al.の報告[141,146]と一致したが、一方で大腿四頭筋におい

て後肢懸垂はオートファジー・リソソーム系に影響を及ぼさなかったとする

Speacht et al.の報告[147]とは異なる。これらの違いは評価した骨格筋の違いに

起因する可能性が考えられる。筋線維タイプに着目したより詳細な評価が今後

必要であると考えられる。本研究の結果から、ヒラメ筋及び腓腹筋において IL

は後肢懸垂により誘発されたオートファジー・リソソーム系を抑制することが

明らかとなった。一方、ヒラメ筋及び腓腹筋において、さらなる HP 投与はオ

ートファジー・リソソーム系を抑制しない可能性が考えられた。Maki et al.は、

0.6 g/kgの BCAA投与が後肢懸垂により萎縮したヒラメ筋横断面積を増加した

にもかかわらず、後肢懸垂により増加した LC-3 IIの発現量は変化がなかった

と報告している[141]。廃用性筋萎縮により惹起されるオートファジーに対する

アミノ酸の効果についてはさらなる研究が必要である。また、ULK1 複合体の

構成因子の一つである ULK1のリン酸化はオートファジー制御に関わることが

知られている[144]。活性化された mTORC1 は ULK1の Ser757をリン酸化し、

オートファジー・リソソーム系を抑制する[145,157]。本研究では、腓腹筋にお

いては ILと HP 投与の併用が ULK1の Ser757 のリン酸化の増加に影響を及ぼ

す可能性が考えられた。本研究における LC3B-II/ LC3B-I比の低下及び ULK1

の抑制的リン酸化の増加は、mTORC1 の活性化による可能性が示唆された。 
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 本研究にはいくつかのリミテーションが存在する。まず、本研究では廃用性

筋萎縮モデル動物を用いて検討を行ったが、HP の摂取時に L-シトルリン配合

の有無が筋タンパク質合成に及ぼす影響について比較検討を行うことができな

かった。身体活動の低下により毛細血管の退行が惹起されることが多くの先行

研究で示されている[158-161]。後肢懸垂による廃用性筋萎縮モデルラットで

は、ヒラメ筋における毛細血管径、毛細血管体積及び毛細血管/筋線維比の減少

が認められており、eNOS 発現、血流及び血管内皮機能の低下が示唆されてい

る[162-164]。一方、廃用性筋萎縮における L-シトルリンの投与効果について

は、ギプス固定による廃用性筋萎縮モデルマウスに対する 14日間の L-シトル

リン投与は骨格筋肥大に影響を及ぼさなかったことが報告されているものの

[165]、L-シトルリンが血管内皮機能に及ぼす影響に着目した先行研究は行われ

ていない。廃用性筋萎縮において、L-シトルリンの摂取が血管内皮機能の改善

及び骨格筋への物質送達の増加を介して、タンパク質やアミノ酸による筋タン

パク質合成作用を増強する可能性についての検討を今後行う必要がある。すな

わち、廃用性筋萎縮モデルを用いて、L-シトルリン配合あるいは非配合のタン

パク質及びロイシンからなる混合物の摂取が骨格筋への物質送達作用及び

mTORC1 シグナル経路の活性化に及ぼす影響についての比較検討が必要であ

る。次に、本研究では後肢懸垂中に HP 投与のみを行う群を設けなかったた

め、廃用性筋萎縮に対する ILと HP 投与の交互作用について解析を行うことが

できなかった。本研究の pilot studyにおいて、14日間の後肢懸垂による廃用性

筋萎縮モデルラットに対して本研究と同用量の HP の経口投与のみを行った場

合、後肢懸垂により萎縮したヒラメ筋及び腓腹筋重量に変化は認められなかっ

た。一方、その pilot studyにおいて、HP の投与により腓腹筋の p70S6K 及び
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rpS6 のリン酸化レベルは後肢懸垂に供した群と比較してそれぞれ 285.3%及び

108.2%増加した。すなわち、HP の投与により mTOC1 シグナル経路が活性化し

たにもかかわらず骨格筋重量に変化が認められなかった。最後に、ILと HP の

併用の効果はヒラメ筋と腓腹筋で結果が異なったが、線維タイプ特異的ミオシ

ン重鎖タンパク質の免疫染色及び骨格筋の横断面積の測定により、この違いを

より詳細に評価できる可能性がある。 

 

 本章では、後肢懸垂による廃用性筋萎縮モデルラットにおいて、IL及び HP

の経口投与の併用による骨格筋への影響を筋タンパク質合成及び分解の両側面

から評価した。腓腹筋において、IL単独よりも ILと HP 投与を組み合わせるこ

とで不活動に伴う筋萎縮に対する抑制効果が増強する可能性が考えられ、これ

は mTORC1 シグナル経路の活性化を介した作用による可能性が考えられた。運

動及びタンパク質、ロイシン及び L-シトルリンからなる混合物による栄養介入

の併用は、廃用性筋萎縮に対する効果的な予防法の開発に繋がる可能性があ

る。  
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5. 第五章 総合討論 

 摂取したタンパク質由来のアミノ酸の筋タンパク質合成作用は主に BCAA、

特にロイシンにおいて強い同化作用が報告されている[19,20]。また、アミノ酸

の摂取に関わりなく、血流の増加によっても筋タンパク質合成が増加する可能

性が示唆されている[37-39]。しかしながら、食品成分の摂取による骨格筋への

栄養素の送達量の増加が、骨格筋の筋タンパク質合成を増加させるかについて

は十分な検討が行われていない。骨格筋の萎縮は運動機能及び QOLの低下に

つながるため、骨格筋量を維持・増加するために食品成分の摂取による新規の

方法の確立は重要である。本研究では、血管拡張作用を有するアミノ酸である

L-シトルリンの摂取が骨格筋への物質送達及び骨格筋タンパク質合成に与える

影響について正常動物及び病態モデル動物を用いて評価することを目的として

実施した。 

 研究課題 1では、L-シトルリンの経口摂取が骨格筋への物質送達量に与える

影響について調べた。正常ラットにおいて、L-シトルリンの急性経口投与より

60分後のヒラメ筋への EBD送達量が増加した。L-シトルリンの経口投与後早

期に NOx の増加が認められ、NOの血管拡張作用による可能性が考えられた。

また、血管内皮機能が報告されている STZ 誘発糖尿病モデルラットにおいて

L-シトルリン投与によってヒラメ筋及び腓腹筋への EBD送達量が増加する可

能性が示唆された。 

 研究課題 2においては、STZ誘発糖尿病モデルラットに対してタンパク質及

びロイシンの混合物の経口投与による筋タンパク質合成への影響、及び L-シト

ルリン投与による骨格筋への物質送達増加作用が当該混合物に伴う筋タンパク

質合成に与える影響について比較検討した。タンパク質及びロイシンの混合物

の投与により、ヒラメ筋及び腓腹筋における mTORC1 下流の筋タンパク質合成
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シグナル因子 p70S6K 及び rpS6 が活性化した。一方、当該混合物における L-シ

トルリン配合の有無により筋タンパク質合成シグナル因子の活性化に有意な差

は認められず、L-シトルリンは影響しない可能性が示唆された。 

 研究課題 3では、14日間の後肢懸垂による廃用性筋萎縮モデルラットにおい

てタンパク質、ロイシン及び L-シトルリンを配合した栄養補助食品の経口摂取

及び運動として間欠的再荷重負荷の併用が骨格筋の筋タンパク質合成及び分解

に与える影響を評価した。運動単独よりも栄養投与を組み合わせることによっ

て、腓腹筋における p70S6K及び rpS6 のリン酸化レベルや筋重量が増加した。

その作用メカニズムとして mTORC1 シグナル経路の活性化が関与することが示

唆された。研究課題 1、研究課題 2及び研究課題 3の結果の概要を Fig. 5-1に示

す。 
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Fig. 5-1. (A) Proposed regulations of the vascular delivery to skeletal muscles induced 

by administration of L-citrulline, and the mammalian target of rapamycin complex 1 

(mTORC1) signaling induced by administration of protein and amino acid in type 1 

diabetes rat muscles. (B) Proposed regulation of the mTORC1 signaling pathway 

induced by intermittent loading (IL) and the administration of L-citrulline containing 

high-protein oral nutritional supplement (HP) in rat gastrocnemius muscles during hind 

limb unloading (HU). 

 

 

 本研究では、L-シトルリンの血管拡張作用に着目して検討を行ったところ、骨

格筋への物質送達が増加する可能性が示唆された。本研究の研究課題 1 の実験

1における正常ラットのヒラメ筋中 EBD量の結果（Fig. 2-5）に着目すると、0.5 

g/kgの L-シトルリンの経口投与により EBD 量は 13.1%増加した。また、研究課

題 1の実験 3の結果（Fig. 2-7）では、正常ラットと比較して STZ 誘発糖尿病ラ
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ットではヒラメ筋中 EBD 量は 16.9%減少し、糖尿病ラットに対する 0.5 g/kg の

L-シトルリンの経口投与により EBD 量は 33.8%増加した。さらに、正常ラット

と比較しても 11.1%増加した。これより、糖尿病といった血管機能障害を有する

病態であっても L-シトルリンの摂取により物質送達が回復する可能性が考えら

れた。このとき、ラットにおける 0.5 g/kgの L-シトルリンの摂取量を体重 50 kg

のヒトでの摂取量に換算すると約 4.2 g/日に相当する。また、研究課題 1の実験

1 の結果では、0.3 g/kg の L-アルギニンの静脈投与によってヒラメ筋中の EBD

量は対照群と比較して 25.5%増加した。先行研究では高齢者において、食後のイ

ンスリン濃度に相当する範囲内でインスリンを静脈投与した際には筋合成の増

加及び血流の増加は認められなかった[39]。一方、生理学的な範囲内で高値にな

るようにインスリンを静脈投与することで筋合成の増加及び約 17%の血流の増

加が確認された[39]。以上より、L-シトルリンは L-アルギニンや高用量のインス

リンにより認められるような血管拡張作用が期待できる。 

 研究課題 2及び研究課題 3においてラットに対するタンパク質及び L-シトル

リンの投与量はそれぞれ 1.0 g/kg及び 0.12 g/kgだった。研究課題 2の結果

（Table 3-4）から、STZ群に対する STZ + PL群の血中 L-アルギニン濃度の上

昇（+ 62.5 nmol/mL）と、STZ + PL群に対する STZ + PLC 群の血中 L-アルギニ

ン濃度の上昇（+ 63.7 nmol/mL）は同程度であったことから、L-シトルリンと

その約 8倍量のタンパク質の摂取が血中 L-アルギニン濃度の上昇に及ぼす影響

は同程度だと考えられた。さらに、研究課題 2の pilot studyにおいて雄性 SD

ラットに対して PLあるいは PLC を経口投与し 30分後の NO2-濃度を評価した

ところ、PLに対して PLC による有意な増加を確認した。これらより、血中 L-

アルギニン濃度の増加及びそれに伴う血管拡張作用は少量の L-シトルリン摂取

によって達成できる可能性が考えられた。0.12 g/kgの L-シトルリンの投与量は
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ヒトにおいて血管機能改善が報告されている最小有効量である 0.8 gに相当す

る[67]。以上より、1日で摂取可能な範囲内の L-シトルリンの摂取により、ヒ

トにおいても効果的に血中 L-アルギニン濃度を増加でき、骨格筋への物質送達

を増加する可能性が考えられた。 

 

 研究課題 2では STZ誘発糖尿病モデルラットにおいて、タンパク質及びロイ

シンの混合物を経口投与することで、ヒラメ筋及び腓腹筋の筋タンパク質合成

に関わるシグナル因子（p70S6K及び rpS6）の活性化の増加を確認した。一

方、当該混合物において L-シトルリン添加による筋タンパク質合成シグナルの

さらなる増加は認められなかった。 

 先行研究では、高齢ラットに対して 0.4 g/kgのホエイタンパク質（ロイシ

ン：約 0.04 g/kg相当）及び 0.4 g/kgの L-シトルリンを投与した際に、ホエイタ

ンパク質のみの投与と比較して、骨格筋における p70S6Kのリン酸化が有意に

増加したことが報告されている[99]。一方、成体ラットに対して 1.0 g/kgのロ

イシン及び 1.0 g/kgの L-シトルリンを投与し、16時間後に筋タンパク質合成速

度及び筋力を評価したところ、これらのアミノ酸をそれぞれ単独で投与した場

合と比較して差が認められなかった[127]。本研究の研究課題 2では STZ誘発

糖尿病ラットに対して 1.0 g/kgのタンパク質及び 0.17 g/kgの遊離ロイシン（総

ロイシンとして 0.28 g/kg相当）に加えて 0.12 g/kgの L-シトルリンを投与し

た。先行研究及び本研究におけるロイシン及び L-シトルリンの投与量及び投与

量の比に着目すると、本研究においてロイシンの投与量に対して L-シトルリン

の投与量が低いことにより、L-シトルリンによる筋タンパク質合成への影響が

認められなかった可能性が考えられた。すなわち、強い筋タンパク質同化作用

を示すロイシンによって、L-シトルリンが筋タンパク質合成の増加に及ぼす影
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響がマスクされた可能性が考えられた。 

 一方、研究課題 2 の pilot studyでは、正常ラットにおいて PLと比較して

PLC（L-シトルリンとして 0.12 g/kg）の摂取により血中 NO2-濃度の有意な増加

を確認した（53.3 ± 27.6 vs. 115.3 ± 47.7 nM, p < 0.05）。これより、タンパク

質及びロイシンの混合物に対する L-シトルリンの添加によって骨格筋への物質

送達が増加する可能性が示唆された。さらに、研究課題 3においては、廃用性

筋萎縮モデルラットにおいて、L-シトルリンを含むタンパク質やロイシンなど

からなる混合物の摂取は運動との併用により、運動による骨格筋萎縮抑制効果

を増強した。血流の増加によって筋タンパク質合成が増加する[37-39]ことが示

唆されていることから、L-シトルリンがタンパク質やアミノ酸摂取による筋タ

ンパク質合成を増加させる可能性がある。今後は投与量や投与量の比に着目し

た詳細な検討が必要である。 

 

 本研究では、ラットにおいて Type I線維（遅筋）優位なヒラメ筋及び Type II

線維（速筋）優位な腓腹筋についてそれぞれ解析を行った。研究課題 1では、

L-シトルリンの摂取は正常ラットのヒラメ筋における物質送達を増加させる可

能性が考えられた。また、L-シトルリンの摂取は STZ誘発糖尿病モデルラット

のヒラメ筋における EBD量を 33.8%増加させ、腓腹筋においては 15.5%増加さ

せた。ヒラメ筋で L-シトルリンの効果が強く認められた理由としては、ヒラメ

筋は毛細血管密度が高い遅筋線維の割合が高く[91]、NOに対する応答性の違い

[92]などから L-シトルリン投与による血管拡張作用の影響を受けやすかったこ

とによる可能性が考えられた。研究課題 2 では、STZ誘発糖尿病モデルラット

に対するタンパク質及びロイシンの混合物の摂取において、L-シトルリンの配

合の有無による p70S6K 及び rpS6 のリン酸化への影響はヒラメ筋及び腓腹筋の
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いずれにおいても認められなかった。一方、p70S6Kトータルタンパク質に着

目すると、タンパク質、ロイシン及び L-シトルリンの混合物を摂取した場合の

み、ヒラメ筋において有意な増加が確認されたが（Fig. 3-2B）、L-シトルリンの

摂取の関与については不明である。研究課題 3では、後肢懸垂により筋萎縮が

惹起されたラットに対して、1時間/日の IL を 14日間行ったところ、ヒラメ筋

及び腓腹筋において筋重量、p70S6K及び rpS6 のリン酸化が有意に増加した

が、L-シトルリンを含む HP の投与と併用した際には腓腹筋においてのみその

効果が増強された。このとき、L-シトルリンの物質送達作用がヒラメ筋で強く

出る可能性があるとする研究課題 1の結果とは一致しなかった。Type II線維で

は p70S6Kトータルタンパク質の発現量が Type I線維より高いことが報告され

ており[150,151]、mTORC1 シグナル経路の応答能が高いことが示唆される。す

なわち、構成する骨格筋線維タイプに起因して腓腹筋はヒラメ筋よりもアミノ

酸に対する mTORC1 シグナル経路の応答が大きかった可能性が考えられた。研

究課題 3の pilot studyでは、後肢懸垂に供したラットに対して HP の投与を行

ったところ、その 30 分後にヒラメ筋の rpS6 のリン酸化レベルが有意に増加し

たことを確認している。定常状態の mTORC1 のリン酸化レベルは腓腹筋よりも

ヒラメ筋で高値を示す可能性が示唆されている[166,167]ことを踏まえると、IL

により増加したリン酸化レベルの HP 投与によるさらなる増加がヒラメ筋では

マスクされ検出できなかった可能性が考えられた。研究課題 3においては、L-

シトルリンの配合の有無による比較検討、及び ILの実施時間の短縮・頻度の

減少を変更点として再検証を行うことで、L-シトルリンの影響及び HP 投与が

ヒラメ筋に与える影響について明らかにできると考えられる。 

 

 糖尿病や廃用性筋萎縮では mTORC1 シグナル経路活性の減弱が報告されてい
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るが[24,77,120,133]、これらの病態に対するタンパク質やアミノ酸の投与が筋タ

ンパク質合成に及ぼす影響についての報告は少ない。研究課題 2及び研究課題

3の結果から、STZ誘発糖尿病モデルラット及び廃用性筋萎縮モデルラットに

おいて、タンパク質及びアミノ酸の摂取は骨格筋の mTORC1 シグナル経路を活

性化する可能性が考えられ、骨格筋の萎縮抑制に有用である可能性が示唆され

た。 

 糖尿病モデル動物を用いた先行研究では、1型糖尿病モデルラットにおける

8週間の 1.35 g/kgのロイシン経口投与によりヒラメ筋の萎縮が抑制されたこと

が報告されている[124]。一方、1 型糖尿病モデルラットに対して 1.35 g/kgのロ

イシンを経口投与したところ、投与 1時間後の下肢骨格筋の rpS6 のリン酸化レ

ベルに統計学的な有意差が認められなかったことが報告されている[125]。この

とき、糖尿病モデルラットでは非糖尿病ラットと比較して同量のロイシン投与

に対する筋タンパク質合成シグナルの増加の程度が低いことについて言及して

いる。また、Martins et al.は 1型糖尿病モデルラットに対して 8週間にわたる

5%ロイシン配合飼料を長期摂取させたところ、給餌終了より 6時間後において

病態モデルで低下した長趾伸筋における mTORC1 及び p70S6Kのリン酸化レベ

ルに変化が認められなかったことを報告している[126]。1型糖尿病においてア

ミノ酸投与が筋タンパク質合成シグナルのリン酸化に及ぼす影響については結

果が一致していない。また、廃用性筋萎縮モデル動物を用いた先行研究では、

除神経誘発性廃用性筋萎縮モデルラットに対する 0.39 g/kgのロイシン投与によ

りヒラメ筋における Akt及び mTORC1 のリン酸化が増加したという報告がある

[155]。一方、後肢懸垂による廃用性筋萎縮モデルラットでは 0.6 g/kgの BCAA

（ロイシンとして 0.28 g/kg）の経口投与によってヒラメ筋の Aktのリン酸化が

変化しなかったと報告されている[141]。これらの結果より、廃用性筋萎縮にお
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いてアミノ酸投与による mTORC1 シグナル経路の活性化への効果が異なってい

る。 

 以上のように、先行研究間ではアミノ酸の投与量や評価のタイミングなどが

異なっていた。研究課題 2及び研究課題 3 においては、STZ誘発糖尿病モデル

ラットあるいは廃用性筋萎縮ラットに対してタンパク質、ロイシン及び L-シト

ルリンの混合物を投与したが、投与より 0.5 時間後に骨格筋の p70S6K 及び

rpS6 のリン酸化レベルの増加を確認した。タンパク質由来分のロイシンも考慮

すると当該混合物を摂取した場合の総ロイシン量は 0.28 g/kg相当だった。アミ

ノ酸のうち、特にロイシンに強い筋タンパク質同化作用が認められ、ロイシン

の効果は用量依存的であるが[21]、先行研究におけるロイシンの投与量はいず

れも本研究の投与量よりも多かった。また、骨格筋を採取したタイミングにつ

いては、本研究では投与より 0.5時間後であったのに対して、先行研究では投

与より 1時間後あるいは 6時間後であった[125,126]。これらを踏まえると、本

研究と先行研究の結果が一致しない原因の一つとしては、投与量よりむしろ、

投与後に評価を行うタイミングが異なったことによる可能性が考えられた。投

与後の経時的な評価をより詳細に行っていく必要があると考えられた。 

 

本研究では動物を用いて、1型糖尿病及び廃用性筋萎縮におけるタンパク

質、ロイシン及び L-シトルリンの混合物の投与が骨格筋の筋タンパク質合成に

及ぼす効果について評価したが、ヒトへの応用研究には至っていない。若年者

においては 10-20 gのタンパク質の摂取により抵抗運動時の筋タンパク質合成

速度は最大となる[168]。また近年、ロイシン閾値の考え方が提唱され、摂取す

るタンパク質の種類に関わらず 2 g以上のロイシン摂取がタンパク質同化に重

要とされる[169]。20 gのホエイタンパク質中には約 2.3 gのロイシンが含まれ
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ており[170,171]、前述のロイシン閾値を満たしている。これらより、本研究で

は研究課題 2及び研究課題 3において、125 mLの試験溶液中に 10 gのミルク

タンパク質及びホエイタンパク質、及び 1.4 gの遊離ロイシンを含有すること

で総ロイシン量を 2.3 gとした。また、冠動脈攣縮性狭心症患者において、0.8 

gの L-シトルリンの 8 週間の摂取により、血管内皮機能の指標である血流依存

性血管拡張反応（FMD）が有意に増加し、NO合成酵素の内因性阻害物質であ

る非対称性ジメチルアルギニン（ADMA）値が有意に低下した[67]。ヒトにお

いて L-シトルリンの血管内皮機能への有効性が 0.8 g以上で確認されているこ

とから、本試験溶液中の L-シトルリン量を 1 gとした。ラットに対する本試験

溶液の投与量については、ヒトとラットにおける体表面積の違いが 6倍[172]で

あることに基づいて設定した。すなわち、研究課題 2及び研究課題 3におい

て、ラットに対して試験溶液として 1.0 g/kg のミルクタンパク質及びホエイタ

ンパク質、0.17 g/kgのロイシン及び 0.12 g/kgの L-シトルリンを経口投与し

た。研究課題 2及び研究課題 3の結果より、1型糖尿病及び廃用性筋萎縮にお

いて前述の用量のタンパク質、ロイシン及び L-シトルリンの経口投与は実際に

mTORC1 シグナル経路を活性化し、骨格筋の萎縮抑制に寄与する可能性が考え

られた。 

1型糖尿病では骨格筋量の減少に mTORC1 シグナル経路の活性化の減少及び

ユビキチン・プロテアソーム系やオートファジー・リソソーム系の亢進が関わ

ることが報告されている[75-78]。さらに、健常者と比較して、1型糖尿病患者

では骨格筋量が減少しており、下肢骨格筋量の減少が顕著である[75]。また、

不活動に伴う骨格筋量の減少の原因としては、筋タンパク質合成の低下及び筋

タンパク質分解の亢進が考えられている[132,135-137]。以上より、これらの病

態ではヒトにおいてもタンパク質、ロイシン及び L-シトルリンの摂取により骨
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格筋萎縮の予防及び改善に効果を有する可能性がある。今後は、ヒトにおいて

骨格筋量及び筋タンパク質代謝に及ぼす影響を検証することで、効果的な筋萎

縮抑制方法の確立に繋がることが期待される。 

 

本研究では、食品成分の摂取による骨格筋の萎縮を予防・改善する方法の開

発を見据えて、L-シトルリンの経口摂取が、骨格筋への物質送達に及ぼす影響

及び骨格筋の筋タンパク質合成に及ぼす影響について検討を行った。研究課題

1では、正常ラットを用いて、L-シトルリンの経口摂取が早期の NO 産生増加

を介して骨格筋への物質送達量を増加することを明らかにした。さらに、L-シ

トルリン摂取は血管内皮機能が低下した STZ誘発糖尿病モデルラットにおいて

も骨格筋への物質送達量を増加させる可能性が新規に示された。また、研究課

題 2では STZ誘発糖尿病モデルラットにおいて、L-シトルリンはタンパク質及

びロイシンの混合物による筋タンパク質合成の亢進に影響を及ぼさない可能性

が考えられた。研究課題 3では、廃用性筋萎縮モデルラットを用いて、タンパ

ク質、ロイシン及び L-シトルリンからなる混合物の摂取と運動の併用は、運動

単独よりも筋タンパク質合成を介して骨格筋重量を増加させることを明らかに

した。筋タンパク質合成に対する L-シトルリンの摂取による効果検討におい

て、先行研究の結果を踏まえると、L-シトルリンの投与量、L-シトルリンと他

のアミノ酸との投与量比、及び評価のタイミングに着目したより詳細な検討が

次の課題として考えられる。今後、血管拡張と筋合成の関係を明らかにし食品

成分による新規の筋萎縮抑制方法を確立することで、疾病や加齢による骨格筋

の萎縮に伴う運動機能及び QOLの低下の抑制に繋げていきたい。  
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