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１. 要旨 

	  

	 廃用性筋萎縮はサルコペニアの一因である。本研究では、炎症制御により廃用性筋

萎縮が改善するかを検討した。アミノ酸の一つである HMB (β-ヒドロキシ-β-メチル

酪酸)は、PP1αの発現上昇を介し、NFκB系、AP-1系、IL-6発現を抑制した。ビタミ

ン Dの抗炎症効果の 1つは、VDRの κB siteへの結合によると考えられた。HMBと

ビタミン Dは、後肢懸垂モデルマウスの血清 IL-6濃度上昇と筋萎縮因子発現を抑制

し、筋萎縮を軽減した。運動と HMBの併用は、廃用性筋萎縮からの回復に有用であ

った。HMB, ビタミン D, 運動は廃用性筋萎縮の予防・改善に効果があり、サルコペ

ニアにも応用できる可能性が示唆された。 
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2. 序文 

 

サルコペニアの概念  

	 サルコペニア（加齢性筋減少症）は、主に加齢に伴う筋量や筋力の減少を意味する。

1989年、Rosenbergは加齢に伴う筋肉量の減少を示す概念として、ギリシャ語の”sarx 

(筋肉)” と”penia (減少)”を組み合わせた”sarcopenia”という造語を用いた 1, 2。その後

サルコペニアは、加齢に伴う筋量低下と筋力低下を表す概念として用いられてきた 3。

サルコペニアの臨床研究では、筋力、身体機能、筋肉量などが評価項目として用いら

れてきた。筋力の指標としては、握力 4, 5や脚力 6, 7などが挙げられ、身体機能の指標

としては、歩行速度 8, 9、SPPB (Short Physical Performance Battery: 歩行速度を含む総

合的な身体機能評価) 10, 11などが用いられてきた。筋肉量については、DXA (dual energy 

X-ray absorptiometry)法 12, 13や BIA (Bioimpedance analysis)法 14, 15により筋肉量を測定

して算出された AMI (appendicular skeletal muscle mass index: 四肢筋量 (kg)÷身長 

(m)2 )が代表的指標である 12, 13, 15。しかし、サルコペニアの統一された定義、診断基準

はなかった。 

	 2010年、The European Working Group on Sarcopenia in Older People (EWGSOP)により、

サルコペニアは「筋量と筋力の進行性かつ全身性の減少に特徴づけられる症候群で、
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身体的機能障害、QOL (Quality Of Life)の低下、死のリスクを伴うもの」と定義され

た 16。このコンセンサスの中で、「骨格筋量低下を必須とし、加えて筋力低下または

身体機能の低下を伴う」というサルコペニアの診断基準が推奨され、身体機能低下の

基準は歩行速度 0.8m/秒以下とされた (表 1-A)。EWGSOPは、サルコペニアの病期 (表

1-B)、分類 (表 1-C)も提唱している。”前サルコペニア”は、筋量低下を認めるが、筋

力と身体機能が保たれている状態を言う。”サルコペニア”は、筋量低下に加え、筋力

低下か身体機能低下のいずれか一方を認める状態を言う。”重度サルコペニア”は、筋

量、筋力、身体機能が全て低下している状態を言う。これらの病期は、治療の方針や

目標設定に有用であると考えられる 16。サルコペニアには、一次性 (純粋に加齢のみ

によるもの)と二次性 (栄養、不活動、疾患など、他の原因によるもの)に分類され、

診断基準は同一である 16。しかし高齢者では多数の疾患が合併していることが多く、

一次性か二次性かを区別することが困難な場合もありうる 16。  

	 また、高齢者において、frailty (虚弱)という概念がある。Friedらは、5つの症状 (意

図せぬ体重減少、易疲労感、筋力低下、歩行速度低下、身体機能低下)のうちの 3 つ

以上を高齢者が持つ場合を frailtyとした 17。Frailtyは、高齢者の身体機能障害、入院、

死亡のリスクを高めるものであり、身体的のみならず、精神的、社会的側面を含めた

高齢者の特性を表す概念ととらえられるようになった 18。サルコペニアと frailtyの概 



A. サルコペニアの診断基準	 (文献16より)	 

1.	 骨格筋量低下	 
2.	 筋力低下	 
3.	 身体機能低下	 (歩行速度0.8m/秒以下)	 

	 
1を必須とし、加えて2か3のいずれかを満たす。	 

B. サルコペニアの病期	 

Presarcopenia	

	

Sarcopenia	

	

Severe sarcopenia	

表1. サルコペニアの診断基準 (A)、病期 (B)、分類 (C) (文献16より改変)	 

筋量	 	 	 	 	 筋力	 	 	 身体機能　　	 

または	 

C. サルコペニアの分類	 

1. Primary sarcopenia	

	  	  	  	 	 純粋に加齢のみによるもの	 (他の原因なし)	 
	  
2. Secondary sarcopenia　	

     Nutrition-related sarcopenia	

       食欲不振、吸収不良などによるもの	 
     Activity-related sarcopenia	

　   長期臥床、不活動などによるもの	 

     Disease-related sarcopenia	

　    内臓疾患、悪性腫瘍、炎症などによるもの	 

　	

4	
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念には共通性があり、またこれらは加齢による臓器の機能低下によって起こる多彩な

症状である老年症候群とも関連している 19。 

	 日本人を対象とした研究では、BIA 法により測定した AMI が、18 歳から 39 歳ま

での健康な若年者の平均値より 2 標準偏差を超えて低いことを筋肉量低下としたと

ころ、カットオフ値は男性で 7.0kg/m2, 女性で 5.8kg/m2となり、筋量低下は 65歳以上

の高齢男性の 17.2%, 高齢女性の 19.9%で認めた 20。日本の 65歳から 89歳を対象と

した2013年の研究ではEWGSOPの診断基準を用いており、有病率は男性で21.8%, 女

性で 22.1%であった 21。我が国は 2012年現在、高齢化率が 24.1%に達しており、531

万人が要支援、要介護認定を受けている 22。また「日本の将来推計人口」によれば、

2060年には高齢者 (65歳以上)の割合は約 40%に達すると見積もられている 23。サル

コペニアは転倒などの老年症候群あるいは frailtyをもたらし、要介護状態の原因とな

りうる。今後超高齢社会を迎える我が国において、サルコペニアによる要介護状態の

予防、身体機能の維持・改善は重要な課題である。 

 

サルコペニアの病態  

	 若年者でも、脊髄損傷による神経切断や長期臥床により、廃用性筋萎縮を来しうる。

一次性サルコペニアと廃用性筋萎縮はいずれも骨格筋萎縮をきたすが、病態は同一で
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はない。一次性サルコペニアでは、筋萎縮の主な原因は筋線維数の減少であり 24、筋

線維断面積の低下は軽度だが、速筋線維 (type Ⅱ fibers)に選択的な断面積低下を認め

る 25。一方、廃用性筋萎縮では筋線維断面積の低下が主体であり、遅筋線維 (type Ⅰ 

fibers)の減少や、遅筋線維から速筋線維への移行を認める 26。このため、サルコペニ

アも病態に応じて、異なった介入方針が必要と考えられる。 

 

サルコペニアの原因  

	 サルコペニアの成因として、以下のメカニズムが示唆されている。 

	 一つは、筋合成能の低下である。 IGF-Ⅰ (insulin-like growth factor)は、PI3K 

(Phosphatidylinositide 3-kinases)および Aktの細胞内シグナル伝達系を活性化させ、さ

らに下流の mTOR (mammalian target of rapamycin)を活性化させ、タンパク合成を亢進

させる 27, 28。IGF-1/PI3K/mTOR 系は、筋肥大において重要であるが、加齢により活

性が低下する 29。 

	 二つ目は、筋分解能亢進である。2001 年に筋特異的ユビキチンリガーゼ遺伝子で

ある、MuRF1 (muscle-specific RING finger protein 1)と Atrogin-1が同定された 30, 31。

Atrorgin-1 は Fbxo32 遺伝子にコードされている。これらは筋萎縮因子とも称され、

神経切断、廃用などの幅広い病態で発現が増加するが、これらのいずれかをノックア
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ウトしたマウスは神経切断による筋萎縮を来しにくい 31。また、高齢者や高齢ラット

の骨格筋では筋萎縮因子が増加することが報告されている 32, 33。 

 

サルコペニアと慢性炎症  

	 サルコペニア発症には、慢性炎症の関与の可能性も示唆されている。地域高齢者の

コホート研究で、血清 TNFα (tumor necrosis factor-α)高値は、5年後の筋量低下、握力

低下のリスクファクターとなった 34。70歳以上の高齢者では、血清 IL-6 (interleukin-6)

と筋肉量の間に逆相関を認めた  35。2000 年に Francesch らによって提唱され

た、”inflammaging” (”inflammation”+”aging”)という概念は、加齢と炎症には密接な関

連があるとする 36。この概念における主役はマクロファージである。マクロファージ

は生命の初期から中期では、IL-6や TNFαを含む様々なサイトカインを産生し、免疫

系を担う。加齢により、体が様々な外的刺激にさらされると、マクロファージからの

炎症性サイトカインの分泌が亢進し、それが老化を促進すると考えられる 36。 

	 炎症において、NFκB (nuclear factor-kappaB)系と AP-1 (activator protein 1)系は重要な

役割を果たす。ヒトの IL-6プロモーターにはNFκB binding siteおよびAP-1 binding site

が存在し、IL-6発現において NFκBおよび AP-1が相補的に働くことが明らかになっ

ている 37。またNFκB系およびAP-1系を抑制することで、TNFα, IL-1β (interleukin-1β), 
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iNOS (inducible nitric oxide synthase) の発現が抑制されることが知られており 38, 39、こ

れらの転写も NFκB, AP-1によって調節されていることが示唆される。 

	 NFκB は、p65 と p50 から成り、抑制性のサブユニットである IκBα と結合した状

態で細胞質に存在している 40。LPSは TLR4 (toll-like receptor 4)に結合し、IκBαをリ

ン酸化、分解する。それにより IκBαから外れた NFκBは核内に移行し、プロモータ

ーの κB siteに結合し、転写を開始する (図 1-A) 41。 

	 AP-1は、c-Junおよび c-Fosから構成されており、プロモーターの AP-1 siteに結合

することで、転写を開始する。上流にはMAPK (mitogen-activated protein kinase)である

JNK1/2および p38があり、c-Junは主に JNK1/2により、c-Fosは主に p38によりリン

酸化、活性化される 42, 43。MAPK の上流には MKK (mitogen-activated protein kinase 

kinase)があり、JNK1/2の上流にはMKK4, p38の上流にはMKK3/6が存在する 44, 45。

さらに上流に PKR (double- stranded-RNA-dependent protein kinase)がある。PKRは、ウ

イルス感染などで活性化するが、LPSによるMKK3/6, p38, MKK4, JNK1/2のリン酸化、

IL-6発現において必要であり 46、炎症に関与していることが示唆される (図 2-B)。 

	 PP1 (protein phosphatase 1)は、体内で様々なタンパク質に作用し、多様な機能を有

する。PP1α (protein phosphatase 1α)は、PP1の 3つの catalytic subunitのうちの 1つで

ある 47。PP1αの catalytic subunitは PKRに結合して、PKRのダイマー形成を阻害、 



TLR4	

LPS	

NFκB	

IκBα	 IκBα	
P	

NFκB	

分解	 

κB site	
Il-‐6	

図1. LPSによるNFκB系 (A),  AP-1系 (B)活性化機構	 

A	

B	

MKK4	 MKK3/6	

JNK1/2	 p38	

PKR	

AP-1 site	

MKK	

MAPK	

Il-‐6	

TLR4	

LPS	

リン酸化	 

PP1α	

9	
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不活化させる (図 1-B) 48。 

 

サルコペニアの治療  

	 これまでの研究から、サルコペニアの予防、治療には、栄養、運動介入が有効であ

る可能性が示唆されている。地域在住高齢者を対象とした縦断研究では、タンパク質

摂取量の多い群は少ない群と比較して、3年後の骨格筋量低下が軽度であった 49。高

齢者の摂取カロリーを増加させることで、身体機能が改善したという報告がある 50。

高齢者に 3ヶ月間、ロイシンを含む必須アミノ酸製剤を摂取させることで、筋力や身

体機能が改善した 51。ロイシンの代謝産物である HMB (β-hydroxy-β-methylbutyrate) 

(図 2-A)は、IGF-1/Akt/mTOR系を活性化させることで筋合成を促進するほか 52、筋タ

ンパク質異化抑制作用をもつことが報告されているが 53、体内では摂取されたロイシ

ンの 5%程度しか生成されず、食事のみでは十分な摂取は困難である 54。HMB を高

齢者に投与したところ、12 週または 1 年で筋量や身体機能を改善させたという報告

がある 55, 56。 

	 高齢者では、血中 25(OH)D濃度 57、骨格筋の VDR (vitamin D receptor) 58発現が低

下しており 59、血中 25(OH)D低値はサルコペニアや死亡のリスクを上昇させるとい

う報告がある 60, 61。高齢者を対象としたメタアナリシスでは、高用量の活性型ビタミ 



図2.	 試薬の構造式	 

A. ロイシンおよびHMB	


B. 活性型ビタミンDおよびED-71	 

A	

　　　　　　　　　　ED71	

1α,25（OH）2-2β-（3-hydroxypropyloxy）D3	


活性型ビタミンD	

   1α,25（OH）2D3	


B	

ロイシン	 HMB	

11	
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ン D摂取は高齢者の転倒を 22%減少させた 62。また、ビタミン D誘導体である ED-71 

(eldecalcitol) (図 2-B)には前腕骨骨折リスクを有意に低下させることが報告されてい

る 63。これらの報告から、ビタミン D には下肢筋力増強効果があることが示唆され

る。 

	 圧縮空気により負荷をかけるトレーニングマシンを用いて、抵抗運動を 1時間、週

2回、18週間行うことで、高齢者の筋量を改善させたが、持久力トレーニングでは明

らかな変化を認めなかったとする報告がある 64。筋肉に負荷のかかる運動が、サルコ

ペニアの改善に有用であることが示唆される。 

	 アミノ酸やビタミン D は抗炎症効果を有することが示唆されている。腺癌を有す

るマウスにロイシンを投与すると、骨格筋における PP1αの発現が上昇し、PKRのリ

ン酸化が抑制された 65。HMBには、ヒト単核球での TNFα産生低下効果 66、放射線

照射による粘膜炎症の軽減効果 67などがある。1,25(OH)2D3には、IκBαのリン酸化抑

制、分解抑制を介した NFκB 系抑制作用があることが知られている 68。またビタミ

ン Dにより発現が亢進する VDRは、核内受容体として、転写抑制効果 (トランスリ

プレッション)を発揮する 69。このように、アミノ酸やビタミン Dが抗炎症効果を持

つことが様々な研究で示唆されているが、そのメカニズムは詳細には解明されておら

ず、さらに炎症制御によりサルコペニアが改善するかどうかは明らかになっていない。
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そこで今回、サルコペニアに対する、HMB, ビタミン D, 運動およびそれらの併用効

果について、抗炎症効果、筋萎縮因子抑制作用の観点から、in vitroおよび in vivoで

検討した。 
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3. 方法 

 

試薬 

	 β-hydroxy-β-methylbutyrate (HMB)は Alfa Aesar (MA, USA)より、Lipopolysaccharide 

(LPS), 1,25(OH)2D3は Sigma Aldrich Japan (東京)より購入した。Eldecalcitol (ED-71)は、

中外製薬株式会社 (東京)から供与された。 

 

細胞培養 

	 マウスのマクロファージ様細胞である RAW264.7細胞, マウスの筋芽細胞である

C2C12細胞は、American Type Culture Collection (ATCC)より購入した。生育培地は、

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (日研生物医学研究所, 京都)に、10% fetal 

bovine serum (FBS) (Biowest, France), 100 U/mlペニシリン, 100 μg/mlストレプトマイ

シン (Life Technologies inc, NY, USA)を加えたものを用いた。培養は 37℃, 5%CO2存

在下で、生育培地にて行った。C2C12細胞の分化誘導には、DMEMに 2% horse serum 

(HS) (Invitrogen, CA, USA), 100 U/mlペニシリン, 100 μg/mlストレプトマイシンを加

えた、分化培地で行った。C2C12細胞密度が 6 well培養プレートで 80-90%に達した
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とき、生育培地を分化培地に交換した。交換は 48時間ごとに行った。4-5日後、筋

芽細胞が筋管に分化してから、実験を行った。 

 

RNA解析 

	 RAW264.7細胞に HMB 5 mMまたは 1,25(OH)2D3 10 nMまたは ED-71 10 nMで 12

時間前処置を行い、LPS 1 ng/mlを添加し 2時間培養した。分化 C2C12筋管を

1,25(OH)2D3 10 nM または HMB 1 mMで 12時間前処置後、LPS 10 ng/mlを添加し 2

時間培養した。細胞からの Total RNA抽出は、RNeasy Mini Kit (Qiagen, CA, USA)によ

り行った。RNAは、DNase Ⅰ (Fisher Scientific, PA, USA)による処理を行った。 

	 ヒラメ筋からの Total RNA抽出のため、回収したヒラメ筋を直ちに RNAlater 

(Qiagen, CA, USA)に浸して RNAを安定化させた。ヒラメ筋は 4℃で一晩保存し、翌

日 RNAlaterから取り出して-80℃で保存した。−80℃で保存したヒラメ筋を解凍し、

RNeasy Fibrous Tissue Kit (Qiagen, CA, USA)を用いて RNAを抽出した。 

	 逆転写反応は、Omniscript RT Kit (Qiagen, CA, USA)と Oligo (dT) プライマー 

(Invitrogen, CA, USA)により行い、cDNAを合成した。PCRは、得られた cDNAと SYBR 

Green Mastermix (Applied Biosystems, CA, USA), 特異的プライマーを用いて行い、解
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析は 7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, CA, USA)により行った。使用し

たプライマーおよびその配列は、以下のとおりである。 

 

遺伝子名 プライマー配列 (5’→3’) 
ribosomal protein, large, P0 
 (36B4) 

Forward GTTCAGCATGTTCAGCAGTGTG 

Reverse AATCTCCAGAGGCACCATTGA 

interleukin-6 
 (Il6) 

Forward TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC 

Reverse TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC 

tumor necrosis factor α 
 (Tnf) 

Forward CCCTCACACTCAGATCATCTTCT 

Reverse GCTACGACGTGGGCTACAG 

interleukin-1β 
 (Il1b) 

Forward ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT 

Reverse GCAACTGTTCCTGAACTCAACT 

nitric oxide synthase 2, inducible 
 (Nos2) 

Forward CCAAGGTCTACGTTCAGGACA 

Reverse GCCACCAGCTTCTTCAATGT 

protein phosphatase 1α 
 (Ppp1ca) 

Forward ATGTCCGACAGCGAGAAGC 

Reverse ACAGCCGTAGAAGGTCATAGT 

glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (Gapdh) 

Forward AGGTCGGTGTGAACGGATTTG 

Reverse TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA 

MuRF1 
 (Trim63) 

Forward TGCCTGGAGATGTTTACCAAGC 

Reverse AAACGACCTCCAGACATGGACA 

Atrogin-1 
 (Fbxo32) 

Forward AAGGCTGTTGGAGCTGATAGCA 

Reverse CACCCACATGTTAATGTTGCCC 

 

ルシフェラーゼアッセイと siRNA導入 

	 RAW264.7細胞に Lipofectamine LTX (Invitrogen, CA, USA)を用い、AP-1. luc plasmid 

(Stratagene, CA, USA)および pRL-Sv40. luc plasmid (Promega, WC, USA)のトランスフ

ェクションを行った。RAW264.7細胞を 1×105個/wellとなるように 24 wellプレート
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に撒き、密度が 50-60%になるまで培養した。1 wellあたり AP-1. luc plasmid 0.5 μg, 

pRL-Sv40-luc 10 ngが加えられるよう、プラスミドを試薬と混合し、培養メディウム

に加えた。その 24時間後、HMB 5 mMにより 12時間前処置を行い、LPS 1 ng/mlを

添加してさらに 12時間培養を行い、サンプルを Passive lysis bufferで回収した。

AP-1.lucルシフェラーゼ活性を DLReady Luminometer (Berthold Technologies, 

Germany)により測定し、pRL-Sv40.luc活性により補正した。 

	 RAW264.7細胞への siRNA導入は、Lipofectamine LTXを用いた。RAW264.7細胞を

3×105個/wellとなるように 6 wellプレートに撒き、細胞密度が 50-60%になるまで培

養した。コントロール siRNAまたはPP1α siRNA (Santa Cruz, CA, USA)をLipofectamine 

LTXと混合し、最終濃度が 50 nMとなるように wellに添加し、24時間トランスフェ

クトした。その後、試薬を添加し、ウェスタンブロット法を行った。 

 

ウェスタンブロット法 

	 細胞を氷冷PBSによって洗浄し、lysis buffer (RIPA buffer (Sigma Aldrich Japan, 東京) 

+ cOmplete Mini (Roche Applied Science, Germany) +PhosSTOP (Roche Applied Science, 

Germany))により溶解、ホモジナイズした。遠心した上清を試料とした。タンパク質

10 μgにサンプルバッファー (50 mM Tris/HCl (pH 6.8), 2% SDS, 5% 2-Mercaptoethanol, 
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10% Glycerol, 0.005%BPB)を加え、95℃で 5分間加熱し、冷却後に 10%アクリルアミ

ドゲル (Wako, 大阪)を用いて SDS-PAGEを行った。ゲルをセミドライ法にて PVDF 

membraneに転写し、5%スキムミルクまたは5% Phosphoblocker (Cell Biolabs, CA, USA)

を含む 0.1%Tween/TBSにて室温で 30分間ブロッキングし、一次抗体を室温で 1時間

反応させた。P-IκBα, IκBα, P-JNK1/2, total JNK1/2, P-p38, total p38, P-MKK4, P-MKK3/6 

に対する一次抗体は Cell Signaling (MA, USA)より、抗 PP1α抗体は Santa Cruz (CA, 

USA)より、抗 β-actin抗体は Sigma Aldrich Japanより購入した。一次抗体反応後、PVDF 

membraneを 0.1% Tween/TBSにて 3回洗浄し、二次抗体を室温、1時間反応させた。

マウス、ウサギ二次抗体は GE healthcare (UK)より購入した。その後、0.1% Tween/TBS

で 3回洗浄し、ECL detection system (Amersham Pharmacia Biotech, France)で X線フィ

ルムに露光し検出した。 

 

ChIP (chromatin immunoprecipitation) 

	 クロマチン免疫沈降法 (ChIP)は、タンパク質に対する抗体を用いて DNAとタンパ

ク質との相互作用を研究する方法である 70, 71。RAW264.7細胞に対し、最終ホルムア

ルデヒド濃度が 1%となるようにホルマリンを加え、10分間クロスリンクさせた。最

終濃度が 1.25 Mとなるようにグリシンを加えて 5分置き、クロスリンクを停止させ
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た。氷冷 PBS (Phosphate buffered saline)で 2回洗浄し、細胞を回収、サンプルあたり

4×107個の細胞を回収した。細胞を 700 gで 3分間遠心し、沈殿を Lysis buffer (50 mM 

Tris-HCl (pH 8.0), 10 mM EDTA (pH 8.0), 1% SDS) 300μl + 10×cOmplete Mini (Roche 

Applied Science, Germany)溶液 30 μlで溶解し、氷上に 10分間置いた。Bioruptor 

(Diagenode, NJ, USA)で DNAが 300-1000bpの大きさになるよう断片化した。その後

15,000 gで 10分間遠心し、上清を回収した。アガロースビーズ (Santa Cruz, CA, USA)

を Dilution buffer (50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 167 mM NaCl, 1.1% Triton-X-100, 0.11% 

sodium deoxycholate)で洗浄した。サンプルに Dilution bufferを 3 ml加え、洗浄したビ

ーズを入れて、4℃, 30分間ローテーターで攪拌し、非特異的吸着を取り除いた。700 

gで 3分間遠心し、上清を回収した。このうち 100 μlを inputとして-80℃で凍結保存

した。残りの 1 mlにコントロール IgG, 抗 p65 IgG, 抗 VDR IgG (Santa Cruz, CA, USA)

を添加し、4℃, 12時間ローテーターで攪拌し、免疫沈降を行った。15,000 gで 10分

間遠心し、上清を回収し、ビーズを加え、4℃で 1時間、ローテーターで攪拌し、ビ

ーズと抗体を結合させた。700 gで 30分遠心し、5分間氷上に置き、上清を捨てた。

ビーズを、Dilution bufferで 2回、RIPA buffer (150 mM NaCl)で 2回、RIPA buffer (500 

mM NaCl)で 2回、LiCl wash buffer (10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 0.25 M LiCl, 1 mM EDTA 

(pH 8.0), 0.5% NP40, 0.5% sodium deoxycholate)で 2回、TE bufferで 2回洗浄した。
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Elution buffer (10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 300 mM NaCl, 5 mM EDTA (pH 8.0), 0.5% SDS) 

200μl添加し、一晩 65℃で加熱し、クロスリンクを解除した。RNase A 4 mg/mlを 1 μl

加え、37℃で 30分間インキュベートした。10 mg/ml proteinase Kを 1 μl加え、55℃

で 1時間インキュベートした。20 mg/ml グリコーゲンを 1 μl加え、攪拌、遠心し、

上清を回収した。210 μlのフェノール/CIAA (Wako, 大阪)を加え、攪拌後、15,000 g

で 3分間遠心して上清を回収。さらに、有機層に 180 μlの TE- 200 mM NaClを加え、

攪拌後、遠心して上清を回収した。これらの上清に 100%エタノール 800 μlを加え、

攪拌し、-20℃で 2時間置いた。4℃, 15,000 gで 30分遠心した。沈殿を 75%エタノー

ルでリンスし、再び 4℃, 15,000 gで 5分間遠心した。そして上清を捨て、4℃で風乾

させた。精製した DNAに対し、real-time PCRを行った。κB site in IL-6のプライマー

として、以下を用いた。 

  5’-CGATGCTAAACGACGTCACATTGTGCA-3’(forward)  

  5’-CTCCAGAGCAGAATGAGCTACAGACAT-3’ (reverse) 

 

動物 

	 日本クレア (東京)より購入した C57BL/6J雄マウスを用いた。マウスは空調(22℃)、

照明（12時間 on, 12時間 off）設備の整った部屋で飼育した。各実験は、マウスを 1
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匹ずつ別々のケージに入れて実施した。マウスへの経口投与は、テフロン製マウス用

経口ゾンデを用い、エーテル麻酔下で行った。実験終了時、マウスは炭酸ガス吸入に

より安楽死させた。 

 

後肢懸垂法 

	 後肢懸垂モデルは、骨格筋萎縮の研究に幅広く使用されている 31。ケージの上部、

ケージの床から約 15cmの高さに、2本のピアノ線 (①, ②)を 18cm間隔で平行になる

よう固定した。①, ②に垂直になるように、両端を曲げたピアノ線③を取り付けた。

さらに③に、swivel (回転式接合部)のついた金具を通し、swivelの下には金属製クリ

ップを取り付けた (図 3-A)。 

	 マウスの尾全体を医療用テープで包み、保護した。そして、テープで作ったハーネ

スを尾の付け根付近にとりつけ、マウスの後肢がケージの床に触れないように尾を持

ち上げた。ハーネスの上端をクリップに挟み、マウスの体が床に対して 30-40度の角

度を保つように調節した (図 3-B)。これにより、マウスが後肢を懸垂した状態のまま、

ケージの中を自由に動き、餌、水を自由に摂取できるようにした。 

	 図 4-Aのプロトコールに従い、実験を行った。C57BL/6J雄マウス 12週齢を、1)対

照群 2)後肢懸垂群 3)後肢懸垂+ビタミン D群 4)後肢懸垂+HMB群の 4群に分けた 



図3.	 後肢懸垂マウス	 

　Aのようにピアノ線を固定した。Swivel (回転式結合部)にはクリップを取り付

けた。Bが今回の実験で用いた後肢懸垂マウスの写真である。	 

A	

B	

①	 

②	 

swivel	
③	 
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(各 n=4)。雄マウスが 12週齢に達した時を day 0とし、安楽死前日まで毎日、薬剤ま

たは vehicleを投与した。1,25(OH)2D3はコーン油に溶解して 0.1 μg/kg/日、HMBは蒸

留水に溶解して 340 mg/kg/日を投与した。後肢懸垂を day 7から day 21まで行い、安

楽死させたマウスからヒラメ筋を回収し、デジタル精密秤で重量を測定した。 

	 ヒラメ筋における筋萎縮因子発現の検討のため、同様に 4つの群を設定した。雄マ

ウスが 12週齢に達した時を day 0とし、安楽死前日まで毎日、薬剤または vehicleを

投与した。後肢懸垂は、day 7から day 10まで行い、RNAの実験用にヒラメ筋を回収

した。 

	 マウスの抗 IL-6受容体モノクローナル抗体であるMR16-1は、中外製薬株式会社 

(東京)から供与された。C57BL/6J雄マウス 11週齢を用い、図 4-Bに示したプロトコ

ールに従い実験を行った。MR16-1は PBSに溶解して、1回あたり 2mgまたは 0.5mg

を腹腔内投与した。他のマウスには vehicleとして、PBSのみを腹腔内投与した。実

験開始を day 0とし、day 21より後肢懸垂を開始し、day 35に安楽死させた。 

 

トレッドミルによる運動 

	 C57BL/6Jマウス 12週齢を 25匹用意し、5匹を対照群、20匹を後肢懸垂群とした。

さらに後肢懸垂群を、1) 介入なし群 2) 運動群 3) HMB群 4) 運動+HMB群の 4群 



A	 day 0	 day 7	 day 21	

対照群	 

後肢懸垂群	 

後肢懸垂+	 
ビタミンD群	 
後肢懸垂+	 
HMB群	 

ヒラメ筋	 
重量測定	 

:後肢懸垂	 

薬剤または
vehicle投与開始	 

day 10	

ヒラメ筋
RNA回収	 

day 21	 day 35	day 0	 day 14	day 7	 day 28	

対照群	 

後肢懸垂群	 

後肢懸垂
+MR16-1群	 

:後肢懸垂	 

2mg	 0.5mg	 0.5mg	 0.5mg	 0.5mg	 sacrifice	

:	 MR16-1投与	 

B	

図4.	 実験プロトコール	 

　後肢懸垂による筋萎縮に対する、ビタミンDおよびHMBの効果(A)、

MR16-1の効果 (B)を検討した。	 	 
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(各 n=5)に分けた。1)から 4)のマウスは、14日間の後肢懸垂を行い、その後 7日間の

回復期間を設けた。回復期間中、1)のマウスは、ケージの中で自由に動けるようにし

たのみで、それ以外の介入を行わなかった。2)のマウスには、トレッドミル MK-680C 

(室町機械, 東京)を用いて、勾配 20度、速度 6m/分で、1日 1時間の運動を、後肢懸

垂終了の翌日から安楽死の前日まで毎日 (計 6回)行った。3)のマウスには、HMB 340 

mg/kg/日を毎日、計 6回投与した。4)のマウスには、運動と HMB投与の両方を行っ

た。HMB摂取を行わなかった群では、等量の蒸留水を vehicleとして投与した。マウ

スは回復期間終了後に安楽死させた。 

 

HE (Hematoxylin-Eosin)染色 

	 回収したマウスのヒラメ筋を、4%ホルムアルデヒド溶液に浸して固定した。パラ

フィンに埋包してブロックを作り、Leica microtome (Leica Instruments GmbH, Hubloch, 

Germany)で 5 μmにスライスし、40-50℃の湯に浮かせてからスライドグラスに付着さ

せ、一晩乾燥させた。キシレンによる 5分間の洗浄を 3回行い、100%エタノール, 90%

エタノール, 70%エタノールに 2分間ずつ浸した後、水洗した。そして、Hematoxylin

水溶液にて 5分間染色し、軽く水で洗った後、Eosin水溶液で 5分間染色した。その

後、70%, 90%, 100%エタノールに１分間ずつ浸し、キシレンに 2分間、3回浸した後、
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カバーグラスをのせてプレパラートを作製した。染色標本を BZ-9000 (株式会社キー

エンス、大阪)により撮影し、Image J version 1.44 (National Institutes of Health, USA)に

より筋線維断面積を測定した。 

 

ELISA 

	 安楽死後に心臓採血を行い、15,000 g, 10分間遠心分離して血清を回収した。マウ

スの血清 IL-6測定には、mouse IL-6 ELISA kit (RayBiotech, GA, USA)を用いた。 

 

統計解析 

	 本文および図表中の数値は全て、平均値±S.E. (標準誤差)で表示した。多群比較は

one-factor ANOVAにより行った。P<0.05を統計学的有意とした。 
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４. 結果 

 

HMBによる、NFκB系およびMAPK系を介した炎症抑制作用 

	 Inflammagingの概念によれば、マクロファージからの炎症性サイトカインが老化に

関与するとされる。サルコペニアにおいても、マクロファージからの炎症性サイトカ

インが一因であるという仮説に基づき、マクロファージ様細胞である RAW264.7細胞

における HMBの抗炎症効果を検討した。マクロファージ刺激には LPSを用いた。

LPSにより、炎症性サイトカインである IL-6, TNFα, IL-1β, iNOSの発現は増加したが、

HMBはこれらを抑制した (図 5)。そこで、HMBが NFκB系、AP-1系のそれぞれに

抑制的に働くかどうかを調べた。 

	 RAW264.7細胞に LPSを添加すると、30分後に P-IκBαが増加し、IκBαが減少し

たが、HMBは LPSの作用を抑制した (図 6-A)。これにより、P-IκBα/IκBα ratioの上

昇が有意に抑制された (図 6-B)。よって、HMBによる NFκB系抑制が、炎症性サイ

トカイン発現抑制の一つの機序と考えられた。 

	 RAW264.7細胞に AP-1. luc plasmidをトランスフェクトさせ、AP-1系に対する HMB

の作用について検討した。LPS投与により、12時間後に AP-1活性は上昇したが、HMB

はそれを抑制した (図 7-A)。したがって、HMBは AP-1系も抑制すると考えられた。 



図5.	 HMBによる炎症性サイトカイン抑制効果	 

　RAW264.7細胞をHMB 5 mMで12時間前処置後、LPS 1 ng/mlを添加して	 

2時間培養した。	 

n=3, ＊＊p<0.01 	
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図6.	 NFκB系に対するHMBの抑制作用	 

  RAW264.7細胞をHMB 5 mMで6時間前処置後、LPS 1 ng/mlを添加して30分

間培養した	 (A) 。Image Jにより、P-IκBα/IκBα ratioとして示した	 (B)。	 

n=3, ＊p<0.05 	 
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図7. HMBによるAP-1系の抑制効果	 

(A) RAW264.7細胞にAP-1.luc, pRL-Sv40.lucをトランスフェクションさせ、	 

HMB 5 mMで12時間前処置後、LPS 1 ng/mlを添加して12時間培養し、	


AP-1. luc活性を測定した。	 

(B) RAW264.7細胞をHMB 5 mMで12時間前処置後、LPS 1 ng/mlを添加して	 

15分間培養した。	 

n=3, ＊p<0.05	
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AP-1の上流にあるMAPK (JNK1/2, p38)および、その上流のMKK (MKK3/6, MKK4)

に対する HMBの作用を検討した。RAW264.7細胞に LPSを投与すると、15分後には

JNK1/2, p38がリン酸化されたが、HMBはこれらのリン酸化を抑制した。MKK 

(MKK3/6, MKK4)も、HMBによりリン酸化が抑制された (図 7-B)。 

	 次に、HMBの作用メカニズムを検索するため、PP1αに着目した。RAW264.7細胞

に HMBを投与すると、PP1αの発現が mRNAレベル (図 8-A)、タンパク質レベル (図

8-B)で増加した。次に、PP1α siRNAによるノックダウンを行い (図 9-B)、同様の実

験を行った。HMBによる p38, JNK1/2のリン酸化抑制効果が、ノックダウンにより

無効化された(図 9-A)。なお、P-IκBαについては、ノックダウンによる明らかな変化

を認めなかった。 

	 以上より、HMBは NFκB系、AP-1系の両者を抑制することで、炎症性サイトカイ

ンの発現を抑制することがわかった。さらに、少なくともMAPK (p38, JNK1/2)のリン

酸化抑制においては、HMBによる PP1αの発現増加が関与していることが示唆され

た。 

 

ビタミン Dによる抗炎症効果 
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図8. HMBによるPP1α増加効果	 

　RAW264.7細胞にHMB 5 mMを添加し、3時間後にRNA解析を(A)、

6時間後にタンパク質解析を行った	 (B)。	 

n=3,＊＊p<0.01  	 
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図9. HMBの抗炎症作用に対するPP1αの影響	 

(A, B) RAW264.7細胞にコントロールsiRNAまたはPP1α siRNA 50 nMをト

ランスフェクションさせ、HMB 5 mMで6時間前処置後,	 LPS 1 ng/mlを添

加し、15分間培養した。	 
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	 1,25(OH)2D3により発現が増加する VDRは、核内受容体として様々な転写に関わる

ことが示唆されているが、その作用メカニズムは十分には解明されていない。そこで、

炎症抑制における VDRの作用を検討した。RAW264.7細胞で 1,25(OH)2D3および

ED-71は、LPSによる IL-6発現を抑制した (図 10)。ChIPにより、IL-6プロモーター

の κB siteにおける、VDRの作用を検討した。LPS 100 ng/mlを添加すると、2時間後

に p65が κB siteにリクルートされた (図 11-A)。ビタミン Dによる前処置後に LPS

添加を行ったところ、κB siteに VDRがリクルートされた (図 11-B)。 

 

HMBとビタミン Dの併用効果 

	 以上より、HMBは PP1αを介して、ビタミン Dは VDRを介して作用しているこ

とから、両者の抗炎症効果のメカニズムが異なっていると考えられた。そのため、両

者の併用による効果を調べた。分化させた C2C12筋管においても、LPSにより IL-6

の発現は増加したが、1,25(OH)2D3と HMBはその発現を抑制し、両者の併用により

さらに発現が抑制された (図 12)。 

 

後肢懸垂モデルにおける、ビタミン Dおよび HMBの筋萎縮予防効果 
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図10. ビタミンDによる抗炎症効果	 

　RAW264.7細胞を、ED-71 10 nMまたは1,25(OH)2D3 	 10 nMで12時間前処置をした

後、LPS 1 ng/mlを添加し2時間培養した。	 
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図11. ビタミンDによる、核内受容体を介した転写制御機構	 

　免疫沈降後、il-6プロモーターのκB結合部位に特異的なプライマーでreal-time 

PCRを行い、検出した。(A) LPS 100 ng/mlを添加して2時間培養し、ネガティブ

コントロール抗体または抗p65抗体でChIPを行った。(B) 1,25(OH)2D3 100 nMで12

時間前処置をした後、LPS 100 ng/mlを添加して2時間培養し、ネガティブコント

ロール抗体	 (Neg IgG)または抗VDR抗体でChIPを行った。	 
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図12. ビタミンDとHMBの相乗的な抗炎症効果	


　C2C12細胞を分化培地で4-5日間培養し、筋管に分化させた後、	


1,25(OH)2D3 10 nM またはHMB 1 mMで12時間前処置後、LPS 10 ng/mlを	


添加して2時間培養した。	


n=3, ＊p<0.05, ＊＊p<0.01	
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まず、後肢懸垂による筋重量の変化、体重の変化を調べ、骨格筋であるヒラメ筋重量

の測定を行った。本研究では、骨格筋の代表としてよく用いられる、ヒラメ筋を用い

た。14日間の後肢懸垂により、ヒラメ筋重量は経時的に低下した (図 13-A)。また、

14日間後肢懸垂を行ったマウスでは、対照群と比較して体重が有意に低下し (図

13-B)、血清 IL-6の有意な増加を認めた (図 13-C)。ヒラメ筋における IL-6の mRNA

発現量には変化を認めなかった (図 13-D)。 

	 若年マウスと比較した、高齢マウスの筋重量、血清 IL-6についても検討した。104

週齢の高齢マウスでは、若年マウスと比較して、体重あたりのヒラメ筋重量の低下を

認めた (図 14-A)。また高齢マウスでは、血清 IL-6が有意に高値であった (図 14-B)。 

	 後肢懸垂で生じる筋萎縮に対する予防効果を検討するため、ビタミン Dおよび

HMBを後肢懸垂モデルに投与した。7日間前から 1,25(OH)2D3または HMBを投与す

ることで、後肢懸垂によるヒラメ筋重量の低下が抑制された (図 15-A)。後肢懸垂を

行った 3群で、体重には有意差を認めなかった (図 15-B)。HE染色を行い筋線維断面

積を測定したところ、断面積についても同様の結果が得られた (図 15-C, D)。 

	 次に、1,25(OH)2D3および HMBが筋萎縮因子に作用している可能性について検討

した。3日間の後肢懸垂により、ヒラメ筋のMuRF1および Atrogin-1の発現が増加し

たが、1,25(OH)2D3および HMBはその発現を有意に低下させた (図 16-A, B)。 
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図13. 後肢懸垂マウスの筋量、血清IL-6	


　C57BL/6J雄マウス12週齢に後肢懸垂を行い、3日目、7日目、14日目で	 

ヒラメ筋重量	 (A)とヒラメ筋のIL-6発現量 (D)を測定した。14日間後肢懸垂

したマウスと対照群とで、体重 (B)および血清IL-6 (C)を比較した。	 
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図14. 老齢マウスの筋量と血清IL-6	


　C57BL/6J雄マウスの15週齢と104週齢について、体重あたりの	


ヒラメ筋重量 (A)と血清IL-6 (B)を測定した。	
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図15. 後肢懸垂による筋萎縮に対する、ビタミンDおよびHMBの効果	


　C57BL/6J雄マウス12週齢に、1,25(OH)2D3 0.1 μg/kg/日またはHMB 340 mg/ 

kg/日を7日間投与し、14日間懸垂後、ヒラメ筋重量 (A)、体重 (B)を測定した。

また、HE染色を行い、Image Jにより筋線維の断面積を測定した (C)。筋線維

の顕微鏡写真 (400倍)をDに示す。	


 n=4, ＊＊p<0.01	 

＊＊	 

41	 



0	


500	


1000	


1500	


ヒラメ筋断面積	 

後肢懸垂	 	 	 ー	 	 ＋	 	 	 ＋	 	 	 ＋	 
1,25(OH)2D3 ー	 	 ー	 	 	 ＋	 	 	 ー	 
HMB　	 	 	 	  ー	 	 ー	 	 	 ー	 	 	 ＋	 

(μm2)	

＊＊	

＊＊	

＊＊	

C	

対照群	 後肢懸垂群	 

後肢懸垂+1,25(OH)2D3 	 後肢懸垂+HMB	 

50μm	

D	

42	



 43 

上記の実験において、1,25(OH)2D3 (0.1 μg/kg/日)、HMB (340 mg/kg/日)による後肢懸垂

に伴う筋萎縮因子発現の抑制を確認したことから、次に 1,25(OH)2D3 0.05 μg/kg/日、

HMB 170 mg/kg/日と各投与量を 1/2ずつに減量した上で、両者に併用効果があるかを

検討した。MuRF1および Atrogin-1は、1,25(OH)2D3または HMB単独では有意な抑制

を受けなかった。しかし、両者の併用により、その発現は有意に抑制された (図 16-C, 

D)。 

	 図 12-Cで示したように、後肢懸垂で血清 IL-6が上昇したため、血清 IL-6の上昇が

筋萎縮に関与している可能性について検討した。抗 IL-6受容体抗体であるMR16-1

をマウスに腹腔内投与し、14日後の後肢懸垂を行ったところ、ヒラメ筋重量の低下

はMR16-1投与により抑制された (図 17-A)。後肢懸垂を行った 2群で、体重は有意

差を認めなかった (図 17-B)。 

	 そこで、ビタミン Dまたは HMBの投与が、後肢懸垂による血清 IL-6の上昇を抑

制させるかを検討した。14日間の後肢懸垂により上昇した血清 IL-6は、1,25(OH)2D3

または HMB単剤では有意な低下を示さなかったが、両者の併用により有意に低下し

た (図 18)。 

	  

廃用性筋萎縮を来したマウスに対する、HMBと運動の筋量回復促進効果 
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図16. ビタミンD, HMBによる筋萎縮因子抑制効果	 

　C57BL/6J雄マウス12週齢に、1,25(OH)2D3 0.1 μg/kg/日またはHMB 340 mg/ 

kg/日を1週間投与後、3日間後肢懸垂を行った。ヒラメ筋RNAにおける筋萎縮

因子の発現を測定した	 (A, B)。同マウスに、1,25(OH)2D3 0.05 μg/kg/日または

HMB 170 mg/ kg/日またはその両者を1週間投与後、1.5日間後肢懸垂を行い、

ヒラメ筋の筋萎縮遺伝子の発現を測定した	 (C, D)。	 n=4, ＊p<0.05, ＊＊p<0.01	


B	

D	MuRF1 mRNA (ratio)	 Atrogin-1 mRNA (ratio)	

44	



0	

2	

4	

6	

8	


10	

12	


ヒラメ筋重量	 

0	

5	


10	

15	

20	

25	

30	

35	


体重	 

後肢懸垂	 ー      ＋       ＋	

MR16-1　 ー       ー       ＋	

(mg)	 (mg)	

後肢懸垂	 ー      ＋       ＋	

MR16-1　 ー       ー       ＋	

＊＊	 ＊	
＊＊	

＊＊	

A	

図17. 抗IL-6受容体抗体による筋萎縮抑制効果	 

　図3-Bのプロトコールに従って、C57BL/6J雄マウス11週齢にMR16-1を投与
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図18. ビタミンDおよびHMBによる、血清IL-6増加抑制効果	 

　C57BL/6J雄マウス12週齢に1,25(OH)2D3 0.1μg/kg/日またはHMB 340mg/ 

kg/日を7日間投与後、後肢懸垂を14日間行い、血清IL-6をELISAにより測

定した。	 
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	 これまでの実験は、ビタミン Dまたは HMBにより筋萎縮を予防できるかという観

点から行った。今度は、一度後肢懸垂により萎縮した骨格筋が、運動や HMB投与に

より回復が促進されるかを検討した。 

	 各群の体重経過を図 19-Aに示す。14日間の後肢懸垂を行った各群では、体重減少

を認めた。7日間の回復期間後、体重は回復傾向にあり、後肢懸垂を行った 4群では

最終体重に有意差を認めなかった。ヒラメ筋重量は、介入なし群では対照群と比較し

て有意に低下していたが、運動群と運動+HMB群で、介入なし群よりも有意に高値

であった (図 19-B)。腓腹筋重量は、介入なし群では対照群と比較して有意に低下し

ていたが、運動+HMB群のみで有意に高値であった (図 19-C)。 
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図19. 後肢懸垂後の運動、HMBによる筋量回復効果	 

　C57BL/6J雄マウスに14日間の後肢懸垂後、7日間の回復期間を設けた。回復
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５. 考察 

 

	 本研究では、アミノ酸、ビタミン D による炎症制御と、それを利用した筋萎縮改

善の可能性の検討を目的として研究を行い、その結果、HMBが NFκB系および AP-1

系の抑制により IL-6 の発現を抑制すること、AP-1 系抑制には PP1α の発現増加を介

していること、HMBおよびビタミン Dが血清 IL-6上昇を抑制することで後肢懸垂に

よる筋萎縮を抑制すること、運動と HMBの併用が後肢懸垂による筋萎縮からの回復

を促進することを明らかにすることができた。 

 

HMBおよびビタミン Dの抗炎症効果 

	 HMBの抗炎症効果には、ヒト単核球での TNFα産生低下効果 66、放射線照射によ

る粘膜炎症の軽減効果 67などが報告されており、また HMBが PKR活性化を抑制す

ることで、LPSによる筋合成能の低下を軽減することが報告されていた 72。しかし、

HMBによるPKRの抑制機序は不明であり、またHMBによるPKR抑制が下流のMKK, 

MAPK活性や炎症性サイトカインの発現に影響するかはこれまで報告がなかった。本

研究で、HMBは IL-6, TNFαを初めとする炎症性サイトカインの発現を抑制すること

が明らかになった (図 5)。HMBは、NFκB系 (図 6-A, B)および AP-1系 (図 7-A)の両
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者を抑制した。HMBは、AP-1の上流のMAPK (p38, JNK1/2), MKK (MKK3/6, MKK4)

の活性も抑制した (図 7-B)。 

	 PKRをノックダウンしたマウス胚性線維芽細胞 (MEF)では、LPSによる MKK3/6, 

p38, MKK4, JNK1/2のリン酸化が阻害され、IL-6発現が抑制される 46。また PKRは直

接 MKK6 と結合し、活性化させる 73。これらより、IL-6 発現に PKR が必要であり、

その経路にはMAPK, MKKが関与していることが示唆される。ロイシンは in vivoに

おいて骨格筋の PP1α の発現を増加させ、PKR のリン酸化を抑制する 65。HMB は、

PP1αの発現を遺伝子、タンパク質レベルで増加させた (図 8-A, B)。さらに PP1αを

ノックダウンすると HMBの効果が無効化された (図 9-A, B)。よって、HMBによる

IL-6の発現抑制は、PP1α, PKRを介してのものであることが示唆された。 

	 ロイシンで HMB と同様の実験を行ったが、JNK1/2, p38 のリン酸化抑制は見られ

なかった (data not shown)。HMBはロイシンに類似する作用を持つものの、in vitroに

おいては、HMB の方が強力な抗炎症効果を持つと考えられた。ロイシンを含む必須

アミノ酸は、細胞膜に発現するアミノ酸トランスポーターである SLC7A5 (Solute 

carrier family 7 member 5 )を介し、細胞内グルタミンと入れ替わる形で細胞内に流入し、

Ragを介して mTORを活性化させることが示唆されている 74。HMBも同様に細胞内

に流入する可能性があるが、そのメカニズムは今後検討する必要がある。 
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	 以上より HMBは、NFκB系および AP-1系を抑制することで、炎症性サイトカイン

の発現を抑制すること、また AP-1系の抑制には、PP1αの発現上昇による PKR活性

の抑制が関与していることが示唆された (図 20)。 

	 ビタミン D および ED-71 にも、抗炎症効果を認めた (図 10)。VDR は、核内受容

体として働く。VDRは p65と結合するが 75、VDRが炎症制御において核内に移行し

て転写に関与するかどうかは明らかでなかった。今回、ChIPにより、VDRが核内に

移行して IL-6プロモーターのκB siteにリクルートされることが示唆された (図 11-B)。

VDR は核内受容体の 1 つであり、様々な遺伝子においてトランスリプレッションに

関与している 69。κB siteにおいても、他の共役因子を IL-6プロモーターに誘導し、

IL-6の転写抑制を行う可能性がある。核内受容体はそれぞれ特有の応答配列を持つが

76、本研究において PCRで検出した部位には VDR応答配列は含まれていない。従っ

て、図 11-B のような状態になることが示唆された。なお、他の共役因子や詳細な転

写抑制のメカニズムは明らかにできておらず、今後の検討課題である。 

	 炎症抑制においても、両者は相乗的な効果を発揮した (図 12)。HMBは PP1αに作

用し、ビタミン Dは VDRを介して作用する。この両者の異なった作用機序が、併用

による抗炎症効果をもたらすと考えられた。 

 



図20. HMBの抗炎症効果	 

　本研究で明らかになったHMBのIL-6発現抑制作用を矢印(	 	 	 	 	 )で示した。	 
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炎症制御による廃用性筋萎縮の改善効果 

	 Inflammagingの概念によれば、加齢により血中の炎症性サイトカインは増加する。

高齢マウスでは若年マウスと比較して、血清 IL-6が高値であった (図 14-B)。一方、

ヒラメ筋における IL-6発現は有意差を認めなかった (data not shown)。ヒトのコホー

ト研究で、血清 IL-6高値がその後の筋力低下のリスクファクターとなることが報告

されている 77。また IL-6を過剰発現させたマウスでは筋萎縮を認めたが、MR16-1

投与によりそれが無効化された 78。血清 IL-6は、骨格筋において SOCS3 (Suppressor 

of cytokine signaling 3)の発現を増加させ、下流の IRS-1, Akt活性を低下させることに

より、MuRF1, Atrogin-1の発現を増加させることが示唆されている 79。このことから、

IL-6がサルコペニアの発症に関与している可能性がある。MR16-1は、マウス IL-6受

容体のモノクローナル抗体で、IL-6の生物学的作用を阻害する。後肢懸垂モデルに

MR16-1を投与することで、ヒラメ筋萎縮が部分的に抑制された (図 17-A)。よって、

過剰な IL-6を抑制することは、廃用性筋萎縮の予防、改善につながる可能性が示唆

された。一方で IL-6は、骨格筋の運動により分泌されるマイオカインの 1つでもあ

り、筋の成長にも関与することが示唆されている 80。筋肉トレーニングを含む様々な

運動で、血清 IL-6は上昇する 81。In vitroでは、分化 C2C12筋管に電気刺激を与える

と、培養液中の IL-6が増加した 82。このように IL-6は多面的な作用を持つサイトカ
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インである。後肢懸垂で、マウスのヒラメ筋における IL-6の発現は増加していなか

った (図 13-D)。後肢懸垂を行うと、骨髄細胞からの IL-6産生が亢進することが報告

されている 83。また、後肢懸垂は門脈内の LPS濃度を増加させることが報告されて

おり、これは腸上皮における細菌や毒素の透過性亢進による可能性が示唆されている 

84。よって、後肢懸垂により血中に増加した LPSが、マクロファージや T細胞からの

IL-6産生を亢進させた可能性も考えられる。骨格筋により産生される IL-6は筋萎縮

に寄与しないが、他の臓器に産生される IL-6が筋萎縮に関与している可能性が示唆

される。今後 IL-6はサルコペニアの有用なバイオマーカーになりうる。 

	 HMBおよびビタミン Dも、筋萎縮改善効果を示した。HMB, ビタミン Dは、後肢

懸垂によるヒラメ筋の萎縮を抑制し (図 15-A, C, D)、両者の併用は有意に血清 IL-6

の上昇を抑制した (図 18)。さらに、HMB, ビタミン Dのいずれもが、ヒラメ筋の筋

萎縮因子の発現を低下させた (図 16-A, B)。HMBとビタミン Dの併用でも、有意に

筋萎縮因子は低下した (図 16-C, D)。血清 IL-6濃度の抑制により、MuRF1, Atrogin-1

の発現が抑制され、筋萎縮を軽減したと考えられる。 

	 本研究では、ビタミン D、HMBは単独で、抗炎症効果、筋萎縮関連遺伝子抑制効

果を示した。臨床研究においても、ビタミン D、HMBがサルコペニアを改善させる

ことが示唆されている 55, 56, 62。HMBはタンパク合成系である mTORを活性化し 52、
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ビタミン Dは in vitroにおいて VDRを介した筋細胞の増殖、筋管肥大に関与してい

る 85。これらの作用もサルコペニア改善において重要と考えられる。ヒトを対象とす

る研究で、血中ビタミン Dが低値の場合、HMBによる有意な筋力改善が認められな

かったとする報告がある 86。このことから、両者の併用が、サルコペニア改善により

有用である可能性が示唆された。 

	 本研究では、後肢懸垂マウスをサルコペニアのモデルとして用いた。後肢懸垂によ

る筋萎縮は廃用性筋萎縮であり、一次性サルコペニアと同一の病態ではない。一次性

サルコペニアと廃用性筋萎縮の病態の違いはまだ明らかでないものの、高齢者のサル

コペニアの原因は複合的であることが多く、また廃用はサルコペニア発症の要因とし

て重要である 87。その意味で、本研究は、二次性サルコペニアの予防、改善という観

点からのものである。廃用では一般に遅筋が低下するが、14日間の後肢懸垂では、

ヒラメ筋の筋線維における遅筋の割合は不変か軽度低下にとどまり、筋線維断面積が

低下する 88, 89。よって、遅筋の割合は後肢懸垂マウスと高齢マウスで大差なく、速筋

線維の断面積低下は両者に共通している一方で、後肢懸垂マウスでは高齢マウスより

も遅筋線維の断面積低下が目立っていると考えられる。本研究で、後肢懸垂モデルと

高齢マウスでは、いずれも対照群と比較し、筋量の減少、血清 IL-6高値を呈してい

た (図 13, 14)。またMuRF1, Atrogin-1は、両者の発症に関与していることが示唆され
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ている 31-33。そのため、後肢懸垂マウスを用いて検討した薬剤や運動の効果は、二次

性サルコペニアだけでなく、高齢マウス、ひいては一次性サルコペニアにも応用でき

る可能性がある。しかし、薬剤や運動がヒトのサルコペニアでも同様に有用であるか

については、さらなる検討が期待される。 

 

サルコペニアに対する運動と栄養の併用効果 

	 ヒトを対象とした研究でも、栄養と運動の組み合わせが筋量、身体機能改善に有効

であったという報告がある 90, 91。 

	 後肢懸垂からの腓腹筋重量回復において、運動または HMB単独では、有意な改善

を認めなかった (図 19-C)のに対し、運動と HMBの併用を行うことで、筋量回復が

有意に促進された (図 19-B, C)。そのため、サルコペニアのリハビリテーションには

両者の併用が望ましいことが示唆された。体重は後肢懸垂を行った全ての群で回復し、

回復期間終了時には有意差を認めなかった (図 19-A)。このことから、回復期間に介

入を行わなかった群では、筋以外の組織 (体脂肪など)の割合が増加し、サルコペニ

ア肥満に類似した状態に陥る可能性が示唆された。サルコペニア肥満では、筋量低下

と体重増加を認め、サルコペニアまたは肥満単独の場合よりも、高血圧 92、動脈硬化

93のリスクが上昇する。臨床的にも、サルコペニアのリハビリテーションにおいて、
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運動と HMBを組み合わせることにより、体脂肪を大きく増やすことなくサルコペニ

アを改善させられる可能性が示唆された。 

 

	 本研究により、マウスにおいて、HMB, ビタミン Dの抗炎症作用がサルコペニア

を改善させる可能性が示唆された。ヒトにおいても、筋萎縮関連遺伝子がサルコペニ

アに関与している可能性が示唆されている。よって、HMBとビタミン Dの抗炎症作

用は、ヒトにおいても筋萎縮関連遺伝子を抑制し、サルコペニアの予防、改善につな

がると考えられた。さらに、in vitroおよび in vivoにおいてビタミン Dと HMBは併

用効果があることから、高齢者のサルコペニアにおいても、HMBとビタミン Dの単

独投与より併用投与の方が、改善効果を期待できる可能性がある。また HMBと運動

の併用も、高齢者のサルコペニア改善に有用である可能性が示唆された。 

	 高齢者にとって、サルコペニアの予防、サルコペニア発症後の機能改善は重要であ

る。しかし合併症によっては、特定の薬剤摂取や運動が困難な例もある。アミノ酸 

(HMB), ビタミン D、運動の中から、利用可能なもの組み合わせることが、高齢者サ

ルコペニアの予防・改善につながると考えられた。 
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