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第1章 緒言 

  持久的なトレーニングにより，骨格筋のミトコンドリアが増加することが良く知られ

ている。このことは、運動時の脂質利用の割合を増加させ、筋および肝グリコーゲンの節

約、さらには持久的運動能力の改善に寄与していると考えられている。1967 年に Holloszy

（1967）が持久的トレーニングによる骨格筋ミトコンドリアの増加を発見して以来、持久

的トレーニングと骨格筋のミトコンドリア適応に関する研究が数多く行われている。しか

しながら、その多くは、「どのようなトレーニングで、ミトコンドリアがどの程度増加した

か」といった記述的なものが多い。したがって、持久的トレーニングが、どのような分子

機序によって骨格筋のミトコンドリアを増加させているかについては不明な点が多く残さ

れている。今日、医療現場においては、科学的根拠に基づいた医療（Evidence based medicine）

が求められている。したがって、健康増進・スポーツ科学の分野においても同様に、分子

生物学的アプローチによるトレーニング効果のメカニズム解明と、それに基づいた効果的

なトレーニング処方の確立が必須であると考えられる。 

ミトコンドリアなどのタンパク質の合成は、細胞核に存在する生体の遺伝情報である

DNA から mRNA を作成する転写から始まる。この転写には、mRNA 合成酵素などの基本転

写因子群に加えて、これらを活性化する転写因子や転写補助因子が必要である。近年、寒

冷暴露による褐色脂肪細胞のミトコンドリアの増加機序において、 Peroxisome 

proliferator-activated receptor γ coactivator-1α（PGC-1α）と呼ばれる転写補助因子が重要な役

割を果たしていることを示す実験結果が数多く報告されている(Puigserver et al., 1998; Wu et 

al., 1999)。PGC-1α は、PPAR、NRF-1、ERRα や TR などの数多くの転写因子群と協働し、

ミトコンドリア系酵素の遺伝子発現を包括的に調節していると考えられている。持久的ト

レーニングによる骨格筋ミトコンドリア増加のメカニズムとの関係においても PGC-1α に

関する研究が進み、一過性の持久的運動およびトレーニングによって骨格筋の PGC-1α発現



量が増加することや(Baar et al., 2002; Terada et al., 2002)、遺伝工学的手法を用いて骨格筋に

おいて PGC-1α を過剰発現させるとミトコンドリア含量が増加することなどが相次いで報

告されている（Lin et al. 2002; Miura et al. 2006; Wende et al. 2007）。以上の知見から、持久

的トレーニングによる骨格筋ミトコンドリア増加の機序においても PGC-1α が重要な役割

を果たしていると考えられている。 

一方で、PGC-1αをノックアウトしたマウスの骨格筋では、ミトコンドリアが顕著に減

少するものの、完全に消失することはないこと(Leone et al., 2005)、さらには PGC-1αのノッ

クアウトマウスに運動を負荷すると野生型のマウスと同様にミトコンドリアが増加するこ

とが報告されている(Leick et al., 2007)。したがって、骨格筋のミトコンドリアが増加するメ

カニズムに関して、PGC-1α以外に重要な因子が存在する可能性が示されている。 

最近、Finck et al.（2006）は、Lipin-1 という新規の転写補助因子が、肝細胞において

PGC-1αや PPARαなどの転写因子群と複合体を形成し、ミトコンドリア系酵素、特に脂肪酸

β酸化に関わる酵素の遺伝子発現調節に関与していることを報告している。また、転写因子

の一つである Yin-Yang 1（YY1）を Human Embryo Kidney（HEK）細胞に高発現させること

で、PGC-1α と協働してミトコンドリア系酵素の発現量を高めることも近年報告された

(Cunningham et al., 2007)。 

以上のように、ミトコンドリア新生におけるマスターレギュレーターであると考えら

れてきた PGC-1α以外にもミトコンドリア新生に関与する因子が近年発見されている。ミト

コンドリアは生体を構成する様々な細胞においてエネルギーの産生を担う共通の器官であ

り、その重要性から、上述の転写因子・転写補助因子は骨格筋細胞においても他の細胞同

様に機能しており、運動による骨格筋ミトコンドリア増加の機序に関与している可能性が

考えられる。そこで、研究課題 1 として、まず、身体運動による骨格筋ミトコンドリア新

生にこれらの転写因子・転写補助因子が関与しているかどうかを検討するために、一過性



の運動が骨格筋Lipin-1およびYY1mRNA発現量に及ぼす影響を検討することを目的とした。 

 また、運動時に骨格筋では数多くの細胞内情報伝達経路が活性化される．これらの情報

伝達経路のうち、どの経路が運動によるミトコンドリアの新生を引き起こしているのかは

必ずしも明らかではない。しかしながら、近年の研究により、持久的トレーニングが骨格

筋ミトコンドリアの増加を引き起こす際の情報伝達経路として、1)遊離脂肪酸濃度上昇によ

る核内受容体 PPARδの活性化、2)カテコールアミンの増加による β2 受容体の活性化、およ

び 3)高エネルギーリン酸化合物の減少に伴う AMP 依存性プロテインキナーゼ（AMPK）の

活性化、などが有力視されている。 

そこで、本研究では、持久的トレーニングによるミトコンドリア増加の情報伝達経路と

して有力視されているこれらの因子と、研究課題 1 で運動による発現増加が認められた転

写因子・転写補助因子との関係を検討することを第二の目的とした。 

以上 2 つの研究課題から、身体トレーニングが骨格筋ミトコンドリアを増加させる分子

機序の解明に貢献することを目指す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



第2章 文献研究 

 

本章では、まず、ミトコンドリアに関する基礎的な知見から、身体運動が骨格筋ミトコ

ンドリアを増加させるメカニズムとしてこれまでに報告されている研究結果についてまと

めることとする。また、最後に、本研究で取り上げる、Lipin-1 と YY1 に関してこれまでに

得られている知見について述べる。 

 

Ⅰ．ミトコンドリアの機能と構造 

ミトコンドリアは、外膜と内膜の 2 重の膜により形成される細胞内小器官である。内膜

の内部にはマトリクスと呼ばれる、ひだ構造（クリステ）を形成している。このクリステ

には ATP 産生のために必要な呼吸鎖と酵素が存在している。細胞質で反応が進む解糖やミ

トコンドリア内で行われる β 酸化により合成されるアセチル CoA を基質とし、クエン酸回

路での反応が進むことで NADH や FADH2 が生成され電子伝達系の基質として ATP 合成に

利用される。 

電子顕微鏡を用いた研究結果から、ミトコンドリアには、骨格筋細胞中での局在が異

なる 2 つの種類が存在することが明らかにとなっている。一方は、筋線維鞘の近くに存在

する筋線維鞘下（subsarcolemmal mitochondria ; SS）ミトコンドリアであり、もう一方は、筋

原線維間に存在する筋原線維間（intermyofibrillar Mitochondria；IMF）ミトコンドリアであ

る。SS ミトコンドリアは骨格筋ミトコンドリアの 10～15％の割合を占めており、筋活動の

増加および不活動などの刺激対して反応速度が速く、細胞膜の機能維持のために必要な ATP

をすみやかに供給することが主な役割であると考えられている(Krieger et al., 1980)。また、

IMF ミトコンドリアは SS ミトコンドリアと比較して、酵素活性、呼吸速度やミトコンドリ

アタンパク質前駆体の取り込み速度が高いことが知られている(Hood, 2001)。 



Ⅱ.ミトコンドリア増加のメカニズム 

1. mitochondria （mt）DNA と遺伝子発現調節 

ミトコンドリアは、核の遺伝子とは異なる固有の遺伝子、mtDNA を持つ。mtDNA は核

DNA とは構造が異なり、環状 2 重鎖 DNA であり、多くの RNA をコードしている重鎖と、

もう一方の軽鎖からなる。ヒト mtDNA は 16569 塩基対から構成されており、核 DNA と比

較すると極めて小さい。一つのミトコンドリアには数個の mtDNA が収納されているが、一

つの骨格筋細胞にミトコンドリアは数千個存在するので一つの細胞内のmtDNAの数は非常

に多い。このことは、mtDNA は非常に変異を起こしやすく、変異を修復する能力が低いた

め、少数の mtDNA が変異を起こしても、その他多くの正常な mtDNA が細胞内の機能を保

つのに役立っていると考えられている。 

mtDNA は 2 種類のリボゾーム RNA、22 種類のトランスファーRNA と 13 種類のタンパ

ク質をコードしている。また、mtDNA には、わずかながら遺伝子をコードしていない配列

が存在し、この領域は D-loop と呼ばれる。重鎖 DNA の転写は、重鎖プロモーター（H-strand 

promoter；HSP）領域内の転写開始点にミトコンドリア RNA ポリメラーゼが結合すること

で開始する。 軽鎖 DNA の転写も同様に、軽鎖プロモーター領域内の転写開始点に RNA

ポリメラーゼが結合することで開始する。重鎖と軽鎖 DNA ともに、それぞれのプロモータ

ー領域のすぐ上流に転写調節因子の結合部位が存在する。そこに mitochondrial transcription 

factor A(Tfam)と呼ばれる転写調節因子が結合し、RNA ポリメラーゼと協働して mtDNA に

コードされているミトコンドリアを構成する遺伝子の転写が促進される。 

 

2. 核 DNA にコードされているミトコンドリアタンパク質の遺伝子発現調節 

(1)核 DNA に存在するミトコンドリアタンパク質の遺伝子発現調節 

一般的に、タンパク質の合成は、細胞核に存在する DNA から mRNA を作成すること（転



写）から始まる。転写の開始は、転写因子と呼ばれるタンパク質が遺伝子の上流の転写開

始を調節している領域に結合することにより制御されている。前項で述べたように、mtDNA

には 13 個のタンパク質の遺伝子しか存在せず、ミトコンドリアを構成するために必要なタ

ンパク質の遺伝子の大部分は核 DNA に存在する。また、mtDNA の遺伝子発現を調節して

いる Tfam の遺伝子も mtDNA ではなく、核 DNA に存在する。よって、ミトコンドリアの

増加には、mtDNA に存在する遺伝子と核 DNA に存在する遺伝子との協調した発現調節が

行われる必要がある。 

ミトコンドリアタンパク質の遺伝子発現調節を解明する研究の過程で、Nuclear 

respiratory factor-1(NRF-1)と呼ばれる転写因子が、核 DNA に存在するミトコンドリアタンパ

ク質の遺伝子発現調節において重要な働きをしていることが明らかとなった。NRF-1 は

cytochrome c、ATP synthase γ subunit や他のミトコンドリア系酵素遺伝子のプロモーター部位

に結合することでその転写を促進することが知られており、これはミトコンドリアを構成

している様々なタンパク質が同じ機序により調節され、発現量のバランスが保たれている

ことを示している(Chau et al., 1992)。さらに、NRF-1 は mtDNA にコードされているミトコ

ンドリアタンパク質の転写に関与しているTfamの転写を活性化することが報告されている

(Virbasius et al., 1993)。したがって、NRF-1 が核 DNA にコードされている多くのミトコンド

リア系タンパク質の転写を促進するだけでなく、Tfam 発現量の増加を介して mtDNA にコ

ードされている遺伝子の発現も活性化することで協調した遺伝子の発現調節を行っている

と考えられている。 

 また、ミトコンドリアタンパク質、特に脂肪酸 β 酸化に関わる酵素群の遺伝子発現調節

を担っている転写因子として、Peroxisome Proliferator-activated receptors (PPARs)が近年注目

を集めている。PPARs は細胞核に存在する受容体（核内受容体）であり、α、γ、δの 3 つの

サブタイプが存在し、主に不飽和脂肪酸により活性化され、標的遺伝子の転写を活性化す



る。PPARα、γ、δ はそれぞれ、肝臓、脂肪組織、骨格筋で主に発現していることが知られ

ている(Smith and Muscat, 2005)。また、PPARs は各組織のエネルギー代謝において重要な役

割を担っていると考えられているため、現在では代謝性疾患治療薬の標的として注目が集

っており、PPARs の各サブタイプ特異的な活性化剤が開発されている(Berger et al., 2005)。

Tanaka et al.（2003）はマウスに PPARδの活性化剤である GW501516 を 8 週間経口投与した

結果、骨格筋における β酸化に関わる酵素の発現量が増加したことを報告している。また、

これらの酵素の発現量の増加は、PPARα や γ の活性化剤では引き起こされないことも示さ

れており、骨格筋において PPARδ もミトコンドリア系酵素の発現調節において重要な働き

をしていると考えられる。 

 

(2)ミトコンドリア内へのタンパク質の輸送 

 Fig.2-1 に、ミトコンドリアタンパク質の細胞内輸送に関わるタンパク質複合体および分

子シャペロンの概略を示す。核 DNA より転写された mRNA は通常は、核を覆っている核

膜を通過し細胞質に流出する。そして細胞質に存在するリボゾームによりその塩基配列に

合ったアミノ酸が組み合わされ、タンパク質が合成される。しかしながら、ミトコンドリ

ア内で働くタンパク質は転写された後にリボゾームで mRNA の塩基配列に対応したアミノ

酸がつなぎ合わされるが、このとき合成されるのは、通常の機能を有したタンパク質では

なく、タンパク質前駆体である。このタンパク質前駆体の末端にはシグナルペプチドと呼

ばれる配列が存在し、この配列により正確にミトコンドリア内に輸送される。また、タン

パク質前駆体は Heat shock protein70(HSP70)や mitochondrial import stimulating factor(MSF)な

どの分子シャペロンと呼ばれるタンパク質と結合し、その後、ミトコンドリアの外膜に存

在する translocase of the outer membrane（Tom）複合体および内膜に存在する translocase of the 

inner membrane（Tim）複合体によりミトコンドリア内に取り込まれる。そして、最終的に



ミトコンドリアのマトリクスにおいて末端に存在するシグナルペプチドが切断され、通常

のタンパク質同様折りたたまれることで高次構造をとり、タンパク質として機能する(Hood, 

2001)。 

 

（3）PGC-1αによるミトコンドリア酵素の転写活性化  

褐色脂肪細胞は骨格筋と同様に多くのミトコンドリアが存在する細胞である。白色脂肪

細胞がエネルギー貯蔵器官として働いているのに対し、褐色脂肪細胞は熱産生器官として

働いており、その重要な役割を担っている脱共役タンパク質-1（uncoupling protein-1；UCP-1）

が特異的に発現している(Enerback et al., 1997)。UCP-1 のプロモーター部位には PPARγと呼

ばれる核内受容体の結合部位が存在し、PPARγ の活性化剤をラットに投与した結果、褐色

脂肪細胞が肥大することが報告されているため、PPARγ は褐色脂肪細胞への分化に必要な

転写因子であると考えられてきた(Tai et al., 1996)。しかしながら、白色脂肪細胞にも PPARγ

が発現していることから、褐色脂肪細胞における UCP-1 の発現には PPARγ以外の因子が関

与している可能性が示唆されていた。Puigserver et al.（1998）は褐色脂肪細胞特異的に発現

し、PPARγと相互に作用する転写補助因子をクローニングし、Peroxisome Proliferator-activated 

receptor coactivator-1 α（PGC-1α）と名付けた。 

  前駆脂肪細胞および骨格筋細胞に PGC-1α 遺伝子を外因的に導入し、PGC-1α を高発現

させることで、UCP-1 やミトコンドリアを構成する酵素の mRNA が増加することが報告さ

れている(Puigserver et al., 1998; Wu et al., 1999)。さらに、PGC-1αを骨格筋組織特異的に過剰

発現するトランスジェニックマウスが作成され、そのマウスの骨格筋ではミトコンドリア

を構成するタンパク質の mRNA、酵素活性および mtDNA コピー数が増加することが報告さ

れている(Lin et al., 2002; Miura et al., 2006; Wende et al., 2007)。 

Wu et al.（1999）は骨格筋細胞に PGC-1α遺伝子を導入することで、NRF-1mRNA 発現量



が増加し、それに伴い、ミトコンドリア系酵素の遺伝子の転写活性が高まることを報告し

ている。さらに、PGC-1αは NRF-1 に直接結合し、複合体を形成することや、NRF-1 の転写

活性化部位を欠損したドミナンドネガティブ変異体遺伝子を骨格筋細胞に組み込むと、

PGC-1αによる転写活性が完全に阻害され、ミトコンドリアの増加作用が引き起こされなか

ったことが明らかとなっている。上述したように、NRF-1 は Tfam の発現量を増加させ、ミ

トコンドリアDNAにコードされているタンパク質の転写活性を増大させることが知られて

いる。PGC-1α遺伝子を組み込んだ培養細胞では、NRF-1 mRNA だけでなく、Tfam mRNA

発現量が増加することも報告されている(Wu et al., 1999)。さらに、Human Embryo Kidney

（HEK）細胞に PGC-1αと PPARδを発現させ、免疫沈降法により PPARδと結合しているタ

ンパク質を観察したところ、PGC-1α が PPARδ と結合すること、さらにその結合は PPARδ

活性化剤、GW501516 を作用させることで増強されることが報告されている(Wang et al., 

2003)。 

以上の先行研究より、PGC-1αは NRF-1、Tfamの増加を引き起こし、さらにNRF-1や PPARδ

と複合体を形成し、その転写作用を活性化することで、包括的にミトコンドリアタンパク

質の発現量を調節している因子であると考えられている。 

 

3. PGC-1αノックアウトマウスの骨格筋におけるミトコンドリア 

PGC-1αをノックアウトしたマウスの骨格筋におけるミトコンドリアに関する知見も得ら

れている。Leone et al.（2005） は、全身の細胞において PGC-1αが欠損した PGC-1αノック

アウトマウスを作成した。その PGC-1αノックアウトマウスの骨格筋ではミトコンドリアが

顕著に減少しており、それに伴い筋の酸素消費量も低下していた。したがって、この研究

結果からも PGC-1α がミトコンドリア発現調節において重要な働きを担っていることが支

持される。しかしながら、PGC-1αノックアウトマウスの骨格筋においてもミトコンドリア



は完全に消失することはなく、わずかながら存在しているため、PGC-1αはミトコンドリア

の発現において重要な働きを担っているものの、PGC-1αだけではそのすべてを説明するこ

とはできないと考えられる。 

以上、本項に示した知見をまとめると、PGC-1α発現量の増加が起点となり、NFR-1 およ

び Tfam の増加を引き起こし、さらに、NRF-1 や PPARδを活性化することで、核 DNA およ

びmtDNAにそれぞれコードされているミトコンドリアタンパク質の発現量が増加すると考

えられる。しかしながら、PGC-1αノックアウトマウスの骨格筋においてもミトコンドリア

が存在していることが報告されており、PGC-1α以外にもミトコンドリアの発現を調節して

いる因子が存在する可能性が考えられる。 

  

Ⅲ．身体運動トレーニングによる骨格筋ミトコンドリアの増加 

持久的トレーニングを行うと、骨格筋のミトコンドリア含量が増加することは古くから

知られており、1967 年に Holloszy によって初めて報告された(Holloszy, 1967)。彼は、持久

的運動トレーニングを負荷したラットの骨格筋ではミトコンドリア酵素活性がおよそ 2 倍

に増加したことを報告している。エネルギー基質を 2 倍酸化することが可能になれば、ATP

を 2 倍産生することが可能になる。実際、Wibom et al.（1992）は、持久的トレーニングに

対する骨格筋代謝の適応を検証するために、6 週間の自転車を用いた持久的トレーニング後、

摘出した外側広筋にリンゴ酸とパルミトイル-L-カルニチンを添加することにより、ATP 合

成速度がトレーニング前と比較して最大 90％増大したことを報告している。 

この結果から、持久的トレーニングによってもたらされるミトコンドリア酵素の増加が、

ATP 産生能力を向上させることが示唆される。ATP 産生能力の増大は、運動により低下し

た骨格筋内 ATP の速やかな再合成を可能にし、ADP や AMP 濃度の上昇の抑制をもたらす。

その結果、AMP、および NH4
＋の産生が抑制される。Pi、AMP および NH4

＋の蓄積は筋疲労



を招く要因であると考えられていることから、これらの代謝産物の生成を抑制することに

より、筋疲労の出現を遅延させることが可能である。さらに、AMP と Pi は解糖系酵素であ

るグリコーゲンホスホリラーゼの活性化因子でもある。したがって、ミトコンドリアの酸

化能力の向上によって ADP 濃度の上昇を抑制できれば、筋グリコーゲンの分解が抑制され、

結果として体内に存在する糖質の節約効果に繋がるものと考えられる。 

また、解糖系の最終段階で生成されたピルビン酸の大部分は、ミトコンドリア内に取り

込まれ、酸化的に分解される。しかしながら、高強度運動など、筋グリコーゲンが多量に

分解されて、ミトコンドリアの酸化能力を超過した場合、ピルビン酸は乳酸脱水素酵素に

より乳酸に還元される。乳酸から遊離したプロトンは筋細胞内の pH を低下させるため、高

強度運動時におけるパフォーマンスの制限要因になると考えられている(Dudley et al., 1982)。

したがって、トレーニングによって骨格筋ミトコンドリアが増加すると、より多くのピル

ビン酸の酸化が可能となり、結果として、高い強度の運動において乳酸の蓄積を回避する

ことが可能になると考えられる。 

以上のように、ミトコンドリアの増加が、疲労耐性および運動パフォーマンスの向上に

繋がることから、身体トレーニングによるミトコンドリア増加のメカニズムを明らかにす

るために多くの研究が行われている。しかしながら、未だ不明な点が多く残されている。

そこで本項では、これまでに身体運動トレーニングにより骨格筋ミトコンドリアが増加す

る機序について明らかにされているメカニズムについてまとめる。また、ここで述べる、

運動により骨格筋のミトコンドリア新生が引き起こされる機序の概略を Fig.2-2 に示した。 

 

1. 身体運動と転写因子 

ミトコンドリア新生において重要な役割を果している PGC-1α、NFR-1 や PPARδといった

転写因子・転写補助因子は、身体運動を行うことで発現量の増加が引き起こされることが



近年の研究により明らかにされている。 

Murakami et al.（1998）は、ラットに 90 分間の一過性のトレッドミル走を行わせたところ、

運動終了 6 時間後において、骨格筋 NRF-1 mRNA が有意に増加したことを報告している。

また、一過性の運動や持久的トレーニングにより骨格筋 PGC-1α発現量が増加することが数

多くの研究により報告されている(Baar et al., 2002)。上述したように、PGC-1αは NRF-1 を

増加させ、さらに NRF-1 と結合することでその転写活性を亢進させる。したがって、身体

運動による骨格筋ミトコンドリアの増加には PGC-1α や NRF-1 といった転写因子群の発現

量の増加が関与している可能性が強く考えられる。さらに、マウスに 6 週間の水泳運動を

行わせることで、PPARδ発現量が増加することが報告されている(Luquet et al., 2003)。また、

彼らは骨格筋特異的に PPRAδを過剰発現させたマウスの骨格筋において、ミトコンドリア

タンパク質が増加したことを報告している。したがって、PPARδ は活性化だけでなく、運

動トレーニングで発現量が増加することでもミトコンドリア系酵素の発現量の増加に寄与

していると考えられている。 

 

2.  AMP 依存性プロテインキナーゼ（AMPK） 

細胞内の ATP や PCr 濃度が低下することによって活性化される酵素、AMPK が骨格筋ミト

コンドリア新生に関与している可能性が報告されている。AMPK は α、β、γのサブユニット

からなる 3 量体タンパク質で、αサブユニットはキナーゼ活性を持つ触媒サブユニットで、β

と γは調節サブユニットである。各ユニットは 2 もしくは 3 個（α1、2、β1、2、γ1、2、3）

のアイソフォームが存在することが報告されている(Carling, 2005)。 

AMPK は AMP が結合することでアロステリックな調節により 10 倍にもその活性が増

加することが知られており、ATP が結合することでその活性は低下する(Carling et al., 1987)。

また、AMPK はそのシグナル経路の上流のキナーゼ活性を持つ LKB1 や CaMKK によりリ



ン酸化されることで通常の 100 倍のも活性を発揮することが示されている(Jensen et al., 

2007)。さらに、実際に運動を行うと骨格筋の AMPK 活性が上昇することが知られている

(Fujii et al., 2000) 。 こ の AMPK を 活 性 化 す る 作 用 を 持 つ 

5-Aminoimidazole-4-carboxamide-1-β-D-ribofuranoside（AICAR）をラットに体重 1g あたり

1mg 、4 週間皮下投与することにより、骨格筋のクエン酸合成酵素やコハク酸脱水素酵素

などのミトコンドリア系酵素の発現量が増加することが報告されている(Winder et al. 2000)。

また、Terada et al.（2002）はラットから摘出した骨格筋を、0.5mM AICAR を含んだ培養

液で 18 時間インキュベーションすることにより PGC-1αの mRNA 発現量が増加したことを

報告している。これらの先行研究から、運動トレーニングによるミトコンドリアの増加の

機序において、AMPK の活性化による PGC-1αの増加という経路が関与していると考えられ

る。 

 

3. 体液性因子 

身体運動を行うと、アドレナリンやノルアドレナリンといったカテコールアミンの分泌

量が増加する(Lancaster et al., 2004)。そのため、これらのホルモンが骨格筋の遺伝子発現に

影響を及ぼす可能性が十分に考えられる。また、身体運動を行うと、エネルギー基質とな

る脂肪酸の血液中での濃度が増加する。脂肪酸自身が骨格筋における遺伝子発現を調節す

るリガンドとなりうることが報告されているため(Watt et al., 2006)、身体運動による脂肪酸

濃度の上昇が、骨格筋における転写の調節を担っているかもしれない。よって、身体運動

トレーニングによる骨格筋ミトコンドリアの増加に関して、体液性の因子による調節機構

が存在する可能性も考えられる。 

 

(1) カテコールアミン 



川中ら（1994）は、ラットに水泳トレーニングとトレッドミルによる走行トレーニング

を行わせた結果、それぞれの運動時に動員される筋群、すなわち、水泳トレーニング群で

は滑車上筋において、走行トレーニングではヒラメ筋においてのみクエン酸合成酵素活性

が増加したことを報告している。この結果は、身体運動による骨格筋ミトコンドリア新生

に関しては、体液性因子の影響はなく、筋収縮活動自体がミトコンドリア増加を引き起こ

していること示している。しかしながら、Harri et al.（1980）はラットに βアドレナリン受

容体活性化剤である Isoprenaline を 5 週間投与した場合、骨格筋のクエン酸合成酵素、コハ

ク酸合成酵素およびリンゴ酸脱水素酵素の活性が増加することを報告している。また、近

年、Miura et al.（2007）はマウスに β2 アドレナリン受容体特異的アゴニストである Clenbuterol

を投与した場合、PGC-1αの mRNA 発現量が骨格筋において増加すること、さらには、β受

容体遮断薬の Propranolol を投与することで運動による骨格筋 PGC-1α の増加が抑制される

ことを報告している。身体運動により血液中に増加したアドレナリンやノルアドレナリン

が、β アドレナリン受容体に結合し、セカンドメッセンジャーである cAMP が合成される。

cAMP は、Protein kinase A（PKA）を活性化し、cAMP response element-binding protein（CREB）

のリン酸化、さらには CREB と CBP、p300 との複合体形成を促進することで、転写活性を

調節していることが知られている(De Cesare et al., 1999)。さらに、不活性型 CREB を発現さ

せた骨格筋細胞では、PGC-1αの発現量が低下することも報告されている(Herzig et al., 2001)。

したがって、これらの研究結果から身体運動による骨格筋ミトコンドリアの増加に血中カ

テコールアミン濃度の上昇が関与している可能性が示唆される。 

 

(2) 遊離脂肪酸 

Miller et al.はラットに 5 週間の高脂肪食を摂取させた結果、普通食群と比較して骨格筋の

ミトコンドリア系酸化酵素の活性が増大し、トレッドミル走での疲労困憊にいたるまでの



時間が延長したことを報告している。また、Garcia-Roves et al.（2007）は、長期の高脂肪食

摂取とヘパリン投与の組み合わせにより上昇した遊離脂肪酸が、骨格筋ミトコンドリア系

酵素の発現量を顕著に増加させたことを報告している。これらの結果から、食事などで誘

発される血中遊離脂肪酸濃度の上昇が骨格筋ミトコンドリア新生に関与していると考えら

れている。高脂肪食摂取と同様に、身体運動を行うと、運動開始直後から血液中の遊離脂

肪酸濃度が増加することが知られている。それゆえ、身体運動トレーニングによる骨格筋

ミトコンドリアの増加において、血中遊離脂肪酸濃度の変化が関与しているかもしれない。 

脂肪酸により活性化される転写因子として、核内に存在する受容体である、PPARs が知

られている。先述したように、骨格筋においては、主に PPARδ が発現しており、骨格筋に

おける転写調節に関与していると考えられている。現在では、GW501516 や L165,041 など

の PPARδ特異的な活性化剤が開発されており、C2C12 骨格筋培養細胞に GW501516 を作用

させると脂肪酸酸化に関わるミトコンドリア内の酵素の発現量が増加したことが報告され

ている(Hondares et al., 2007)。また、先述したように、6 週間の持久的トレーニングにより骨

格筋の PPARδの発現量が増加することも報告されている(Luquet et al., 2003)。これらの先行

研究より、身体運動による骨格筋ミトコンドリア新生には、血液中の遊離脂肪酸濃度の増

加が引き金となり、PPARδ が活性化されることによって遺伝子発現が調節される経路も寄

与している可能性が考えられる。 

 

4. PGC-1αが関与しない骨格筋ミトコンドリアの増加 

 身体運動によるミトコンドリア新生において PGC-1α が重要な働きを担っていることを

示す研究が数多く報告されている(Baar et al., 2002; Terada and Tabata, 2004)。しかしながら、

近年、身体運動によるミトコンドリアの増加に必ずしも PGC-1αが必要でないことを示す研

究が報告された。Leick et al.（2007）は PGC-1αノックアウトマウスに 5 週間のトレッドミ



ルによる走行トレーニングを負荷した結果、PGC-1αノックアウトマウスの骨格筋において、

野生型と同様に cytochrome c や COXⅠなどのミトコンドリア酵素の発現量が増加したこと

を報告している。この研究結果は、PGC-1αがミトコンドリア新生に必要不可欠な因子では

ないことを示しており、PGC-1α以外の因子を介したミトコンドリアタンパク質の遺伝子発

現調節機構が存在することを意味している。 

 

Ⅲ.Lipin ファミリー 

1.Lipin-1 の分布 

Lipin-1 は 2001 年に fatty liver dystrophy（fld）を引き起こす原因遺伝子として、ポジショ

ナルクローニングによって同定された(Peterfy et al., 2001)。Lipin-1 は白色脂肪細胞、褐色脂

肪細胞、骨格筋および睾丸において高いレベルで発現しており、肝臓、末梢神経、脳、腎

臓および膵臓 β細胞においても発現している。 

哺乳類では、Lipin1～3 の 3 つのアイソフォームが存在することが明らかにされている。

また、マウスとヒトでは、Lipin-1 の mRNA がスプライシングの過程でさらに二つのアイソ

フォームに分けられる（Lipin-1α、Lipin-1β）。また、Lipin-2 と Lipin-3 のアミノ酸配列は、

Lipin-1 と 44～48％の相同性を有していることが明らかにされている(Peterfy et al., 2001)。

Lipin-2 は肝臓と脳で主に発現しており、Lipin-3 はいくつかの組織で発現しているものの、

その発現量は低い。 

Lipin 遺伝子の相同遺伝子は哺乳類以外の生物にも存在する。魚類と植物は Lipin と関

連のある遺伝子を 2 つ持っており、線虫、ミバエやマラリア原虫も１つの Lipin 相同遺伝子

を持っている。よって、Lipin 遺伝子は下等な真核生物から高等真核生物にわたる多くの生

物において保存されている遺伝子であり、生命維持に重要な働きをしていると考えられる。 

 



2. Lipin-1 の機能 

(1) Phosphatidate phosphatase としての機能 

Lipin-1 の機能について不明な点が多いものの、現時点では、2 つの機能が明らかにされ

ている。1 つは中性脂肪（triacylgricerol ； TAG）とリン脂質の合成に関わる酵素としての

機能である。哺乳類の細胞ではほとんどの TAG は diacylgrocerol（DAG）より合成されるが、

DAG は Phosphatidate phasohatase-1(PAP1)の働きによりホスファチジン酸から合成される。

Carman et al.（2006）は線虫の PAP1 の働きを明らかにし、さらにそのアミノ酸配列より PAP1

が酵母の Lipin-1 相同遺伝子、すなわち Smp2p であることを同定した。また、fld マウスの

組織を用いた研究から、Lipin-1 は褐色脂肪細胞、白色脂肪細胞、骨格筋などの Lipin-1 の発

現量が高い組織での PAP1 活性のすべてを説明できることが報告されている(Donkor et al., 

2007)。この PAP1 の働きが欠損しているために、fld マウスの脂肪細胞では TAG 蓄積量の低

下が観察され、また、Lipin-1 を脂肪細胞特異的に過剰発現させたマウスの脂肪細胞では、

TAG 蓄積の増加が起こると考えられる(Phan and Reue, 2005)。 

 

(2) 転写活性化因子としての機能 

Santos-Rosa et al.（2005）は、クロマチン免疫沈降法を用いて、酵母における Lipin-1 相同

遺伝子、Smp2p がリン脂質合成に関与している遺伝子の転写調節に関係していることを報

告している。しかしながら、Smp2p および Lipin-1 には DNA と結合する配列が存在しない

ため、転写調節を引き起こす機序については明らかにされていなかった。 

近年、Lipin-1 が転写調節を行う機序を Finck et al.（2006）が in vivo および in vitro の実験

系を用いて、報告している。彼らは、マウスの肝臓にアデノウィルスを用いて Lipin-1 を過

剰発現させると、転写補助因子として PGC-1α や PPARα といった転写因子群と結合・協働

することで、PPARα の標的遺伝子であるミトコンドリア β 酸化に関わる酵素の発現量が増



加することを報告した（Fig.2-3）。また、同時に、血液中の中性脂肪や遊離脂肪酸濃度が低

下し、脂質代謝が亢進したことも明らかにしている。先述したように、Lipin-1 は骨格筋に

おいても発現量が高いことが報告されている。さらに、Lipin-1 との結合能を有する PGC-1α

や PPARδも骨格筋で発現しており、Lipin-1 は肝臓と同様に、骨格筋においてもミトコンド

リア系酵素の転写調節を担い、運動によるミトコンドリア新生に寄与している可能性も高

い。 

 

Ⅳ.Yin-Yang 1（YY1）  

1.YY1 の分布と機能 

YY1 は 1991 年に二つの研究グループにより同時に発見された転写因子である(Park and 

Atchison, 1991; Shi et al., 1991)。YY1 は生体を構成するすべての細胞に存在し、細胞周期、

分化や増殖といった細胞の安定性や基本的な機能を調節する役割を担っている。YY1 の他

の転写因子との決定的な違いは、ある条件下では標的となる遺伝子の転写を活性化するに

もかかわらず、生体内の環境が変化すると転写を抑制する働きを有していることである。

それにより、この遺伝子は Yin（陰）Yang（陽）1 と命名された。 

 

2．YY1 による転写調節 

YY1 の転写活性化機序として、YY1 に他の転写因子が結合することで、YY1 による転写

が活性化するモデルが提唱されている。Nguyen et al.（2004）は TATA-binding protein（TBP）

や転写因子ⅡB などの転写因子群が YY1 に結合することで、その標的遺伝子の転写を活性

化することを報告している。 

また、YY1 が転写を抑制する機序としては、特定の転写因子が結合する DNA 上の配列に

YY1 が結合すること、すなわち他の転写因子と競合することで遺伝子発現を抑制するモデ



ルが提唱されている。この例として、Rafalski et al.(2007)はラットに 1 週および 10 週間のト

レッドミル走を行わせた結果、YY1 の α-MHC のプロモーター部位への結合がコントロール

群と比べて低下し、左心室の α-MHC 発現量が増加したことを報告している。これは、α-MHC

のプロモーター部位に α-MHC の転写を活性化する他の転写因子が結合することで、抑制的

に機能していた YY1 結合量が低下し、α-MHC の転写活性が増加したと考えられる。 

また、近年、Cunningham et al.（2007）は YY1 と PGC-1αが協働することでミトコンド

リア系酵素の遺伝子発現を調節していることを報告した。彼らは、胚線維芽細胞に

mammalian target of rapamycin (mTOR)の阻害剤であるラパマイシンを作用させると、YY1 と

PGC-1 の結合が低下し、ミトコンドリア系酵素の発現量が低下したことを明らかにした

（Fig.2-4）。また、C2C12 細胞に shRNA を用いて YY1 をノックダウンした場合、cytochrome 

c の発現量が低下したこと、さらに、HEK 細胞に YY1 を過剰発現させることで cytochrome 

c の発現量が増加したことを報告している。したがって、YY1 は PGC-1αと協働することで

ミトコンドリアを構成する酵素の遺伝子発現調節において重要な役割を果たしている可能

性が考えられる。また、運動が骨格筋 YY1 に及ぼす影響についての報告は現時点では存在

しないが、運動による骨格筋のミトコンドリア新生においても重要な働きを担っている可

能性が考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-1 Model of the components of the protein import machinery (Hood. 2000). 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

NRF-1 Mitochondrial genes Mitochondrial genesPPARδ

Exercise

AMPK Free Fatty AcidCatecholamine

PPARδ

Activation

PGC-1α

PGC-1α PGC-1α

DNA DNA

 

 
Fig. 2-2 Graphical summary of exercise-induced mitochondria biogenesis 
in skeletal muscle.  

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.2-3  A schematic representation of the involvement of Lipin-1 in gene 
expressions of fatty acid oxidation enzymes in liver.  
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Fig. 2-4 the regulation of mitochondrial genes transcription by YY1-PGC-1
α complex in cultured cell. 
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第3章 研究の目的および研究課題 

  

身体運動トレーニングを行うことで、骨格筋のミトコンドリア含量が増加することが古

くから知られている。しかしながら、身体運動がどのような分子メカニズムによって骨格

筋ミトコンドリア含量を増加させているかについては不明な点が多い。 

  そこで、本研究では、課題１として、他の組織・細胞でミトコンドリアの発現調節に

関与していることが最近明らかとなった新規転写因子群、Lipin-1、YY1 が身体運動による

骨格筋ミトコンドリア新生に関与しているか否かを検討するために、一過性の低強度・長

時間水泳運動が骨格筋 Lipin-1 mRNA および YY1 mRNA 発現量に及ぼす影響を検討した。  

次に、課題 2 として身体運動トレーニングによる骨格筋ミトコンドリアの増加に関与し

ていると考えられている細胞内情報伝達経路と課題 1 で一過性の水泳運動により発現量の

増加が観察された転写因子・転写補助因子との関係を明らかにすることを目的に研究を行

った。 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



第4章 研究課題  

「一過性の低強度・長時間水泳運動が骨格筋 Lipin-1 および YY1 の mRNA

発現量に及ぼす影響の検討」 

 

課題１ 一過性の低強度・長時間水泳運動がラット骨格筋 Lipin-1 および YY1 の mRNA

発現量に及ぼす影響 

 

Ⅰ.目的 

課題１では、他の組織・細胞でミトコンドリアの発現調節に関与していることが最近明

らかとなった新規転写因子群、Lipin-1、YY1 が身体運動による骨格筋ミトコンドリア新生

に関与しているか否かを検討するために、一過性の低強度・長時間水泳運動が骨格筋 Lipin-1 

mRNA および YY1 mRNA 発現量に及ぼす影響を検討することを目的とした。 

  

Ⅱ.方法 

1.実験動物 

実験動物として体重が 90～100g の雄性 Sprague-Dawley（SD）系ラットを日本クレア株式

会社より購入した。ラットは室温 22℃、湿度 60±5％に管理された飼育室内で実験動物用飼

料 CE-2（日本クレア社製）および飲料水を自由摂取させながら飼育した。 

 

2.実験プロトコール 

3 日間の予備飼育後、水泳運動に慣れさせるため、全てのラットに 2 日間、10 分間の水

泳運動を行わせた。その後、ラットを 1）コントロール（Cont；n=18）群、2）水泳運動（Ex；

n=18）群に無作為に分けた。さらに、水泳運動群は、3 時間水泳運動（3h Ex；n=6）群、6



時間水泳運動（6h Ex；n=6）および 6 時間水泳運動-6 時間安静（6h Ex-6h Re；n=6）群に分

けた。この長時間・低強度水泳運動をもちいた数日間のトレーニングにより、ミトコンド

リア系酵素の発現量が顕著に増加することが報告されているため(Baar et al., 2002)、本研究

ではこの運動形態を用いた。 

全ての水泳運動は、深さ 50cm まで 35℃の水を入れた円形のプラスチック製バケツを用い

て行わせた。水泳運動は、6 匹のラットを同時に無負荷で、3h Ex 群は 3 時間、6h Ex 群およ

び 6h Ex-6h Re 群は 3 時間の水泳運動を 45 分の休憩を挟み 2 セット（合計 6 時間）泳がせ

た。また、6h Ex-6h Re 群は水泳運動終了後、飼育ケージにて 6 時間安静に飼育した。運動

後の飼育中は、水および食餌は自由摂取とした。尚、水泳運動の前日は午後 5 時から食餌

量を 8g に制限した。 

 

3.分析方法 

（1）骨格筋サンプル採取 

3h Ex 群および 6h Ex 群は、水泳運動終了直後に上腕三頭筋（Triceps branchii muscle；

Triceps）をペントバルビタールナトリウム（5mg/100g Body weight）による麻酔下にて摘出

した。6h Ex-6h Re 群は、水泳運動終了の 6 時間後に解剖を行い、同様に Triceps を摘出した。

ラットの水泳運動時には、主に前肢を動員することから、本研究では Triceps をサンプルと

して用いた。それぞれの Ex 群に対して、Cont 群として 6 匹ずつ解剖した。Lipin-1mRNA お

よび YY1mRNA 発現量測定用の骨格筋サンプルは、摘出後、液体窒素で凍結し、測定まで

－80℃で保存した。 

 

（2）Total RNAの抽出 

摘出したTricepsを、乳棒と乳鉢を用いて液体窒素下で粉砕した。2mlのTRizol（Invitrogen



社製）中にて、ポリトロンホモジナイザーを用いてホモジナイズした後、1.5mlのホモジネ

イトをMaXtract High Density チューブ（QIAGEN社製）に分注した。5分間室温で放置した

後、0.3mlのクロロホルムを加え、混和した後に、12000×gで10分間遠心分離した。得られた

上清を別のチューブに移し、0.75mlのイソプロピルアルコールを加え、10分間室温で放置し

た後に12000×gで10分間遠心分離した。得られた上清を捨て、チューブに1mlの75％エタノ

ールを加え、混和した後に、さらに7500×gで5分間遠心分離した。ペレットを室温で乾燥さ

せたのち、RNA storage solution（Invitrogen社製）で溶解し、DNA Free ( Ambion社製)を用

いて混入したDNAの分解処理を行い、total RNAを抽出した。その後、Nano Drop(SCRUM社

製)を用いてtotal RNA濃度の測定を行った。total RNA濃度は260nmの吸光度の値から算出し

た。 

 

（3）Lipin-1mRNAおよびYY1mRNA発現量の測定 

Lipin-1mRNAおよびYY1mRNA発現量の測定は Reverse Transcription-Polymerase Chain 

Reaction（RT-PCR）法を用いて行った。上述の方法により抽出したtotal RNAをRNA storage 

solutionで希釈し、RNA含量が1μg/μlに調整した後、その内の2μlと18μlのReaction buffer（4μl   

25mM MgCl2、2μl Reverse transcription 10×Buffer、2μl 10mM dNTP mixture、0.5μl Reconbinant 

RNasin Ribonuclease inhibitor、15U AMV Reverse Transcriptase、1μl Random primers、9.9 μl 

Nuclease free water；Reverse Transcription System (Promega社製) ）を混和し、25℃、42℃、お

よび95℃でそれぞれ10分、15分、5分加熱することで逆転写を行い、cDNAを合成した。合

成したcDNA 2μlに対しPCR用溶液（25μl PCR Master Mix（Promega社製）、16.8μl Nuclease free 

water、2μl forward primer、2μl reverse primer、 2.2μl 18S Competimor /18S Primer（Ambion社

製））、をそれぞれ加えPCRを行った。PCRはTechne（Techgene社製）上で行った。PCRの条

件は、Denatureを94℃で1分間、Annealingを57℃で1分間、Elongationを72℃で1分間というサ



イクルを40セット繰り返すというものであった。PCRに用いたプライマーはTable 1に示し

た。PCR終了後、合成されたPCR産物の内、20μlを染色液と5対1の割合で混和し、SYBR Safe 

（Invitrogen社製）を含んだ2％アガロースゲルを用いて電気泳動を行った。電気泳動後、ア

ガロースゲルをLAS-3000（FUJI FILM社製）で1秒間露光し、発光の強度を定量した。尚、

Lipin-1mRNAおよびYY1mRNA発現量は各サンプル内の18rRNAを内部コントロールとし、

それぞれのmRNAと18rRNAとの比率を算出し、得られた数値をLipin-1およびYY1の mRNA

発現量とした。 

 

4.統計処理 

Lipin-1mRNA および YY1mRNA 発現量は、すべての Cont 群の平均値に対する相対値で表

した。測定値は平均±標準誤差で表した。測定項目の分析には SPSS (SPSS JAPA 社製)を用い

た。すべての測定項目は対応のない t 検定を行った。有意水準は危険率 5％未満とした。 

 

Ⅲ. 結果 

1． 骨格筋 Lipin-1 mRNA 発現量 

骨格筋 Lipin-1mRNA 発現量は、Cont 群と比較して 3h Ex 群では 85％有意に高い値を示し

た（p<0.01）。また、Cont 群と比較して 6h Ex 群では 71％有意に高い値を示した(p<0.05)。

しかしながら、6h Ex-6h Re 群と Cont 群の間に有意な差は認められなかった（Fig.4-1）。 

 

2． 骨格筋 YY1mRNA 発現量 

 骨格筋 YY1 mRNA 発現量は、3h Ex、6h Ex、および 6h Ex-6h Re 群の全てにおいて Cont

群の間に有意な差は認められなかった（Fig .4-2）。 

 



Ⅳ．考察 

課題１で得られた主な知見は、一過性の低強度・長時間水泳運動により骨格筋 Lipin-1 

mRNA 発現量が増加したことである。 

Lipin-1 は当初、肝臓において、絶食や糖尿病により血中遊離脂肪酸濃度が上昇すること

でその発現が増加する転写補助因子であると考えられてきた(Finck et al., 2006)。本研究課題

では、骨格筋において身体運動により発現量が増加することが初めて明らかとなった。 

Finck et al.（2006）は、アデノウィルスを用いてマウスの肝臓で Lipin-1 を過剰発現させた

結果、ミトコンドリアを構成する酵素、特に脂肪酸の β 酸化に関わる酵素群の発現量が増

加したことを報告しており、Lipin-1 がミトコンドリア新生に関与している可能性を示唆し

ている。本研究において、一過性の身体運動により、骨格筋で Lipin-1 mRNA 発現量が増加

したことから、身体運動による骨格筋ミトコンドリアの増加に Lipin-1 が関与している可能

性が考えられる。さらに、Donkor et al.（2007）は、脂肪細胞や骨格筋に存在する Lipin-1 は

脂質合成を行う酵素としての働きを有していることを報告している。骨格筋細胞内では、

脂質は TAG として蓄積する。TAG は DAG から合成されるが、DAG をホスファチジン酸か

ら合成する際に Lipin-1 はこの反応を触媒する酵素として働くことが報告されている。持久

的トレーニングを行うと、骨格筋内の TAG 含量が増加しエネルギー源として利用されるこ

とが知られている(Lithell et al., 1979)。したがって、身体運動による骨格筋 Lipin-1 発現量の

増加は、ミトコンドリアの増加だけでなく、エネルギー源としての骨格筋内の TAG 量増加

にも関与しているかもしれない。 

本研究では、3 時間の水泳運動で約 2 倍に増加し、また、運動終了 6 時間後には骨格筋

Lipin-1 発現量が安静レベルまで回復していた（Fig.4-1）。したがって、Lipin-1 は、一過性の

運動後、非常に早い段階で発現量が増加し、さらに、運動終了後速やかに発現量が減少す

る転写補助因子であることが示唆された。 



Wright et al.（2007）はラットに 6 時間の水泳運動を負荷した場合、運動直後に ALAS や

cytochrome c などのミトコンドリア系酵素の mRNA 発現量が増加することを報告してい

る。しかしながら、運動直後において細胞全体の PGC-1αタンパク発現量には変化が認めら

れないものの、核分画における PGC-1αの量が増加していたことから、彼らはこの結果を、

PGC-1αが運動により活性化されることで核内に移行し、ALAS や cytochrome c の転写を促

進したためだと結論づけている。実際、多くの転写活性化因子は、細胞内での局在の変化、

リン酸化や脱アセチル化などの修飾を受けることで、その転写活性が調節されていること

が知られている。Lipin-1 に対する抗体がないため本研究では Lipin-1 タンパク質量は測定し

ていないが、本研究においても各運動の直後の時点では PGC-1α と同様に Lipin-1 タンパク

質は増加していない可能性が高い。よって、一過性の運動の直後においては、Lipin-1 が運

動により活性化されることでミトコンドリアタンパク質の転写を促進しているかもしれな

い。この仮説を支持する先行研究として、Lipin-1 には上述の PGC-1α と同様に、リン酸化

部位がいくつか存在することが報告されている(Harris et al., 2007)。したがって、Lipin-1 が

リン酸化という修飾を受けることでミトコンドリアタンパク質の転写を促進する可能性も

考えられる。また、本実験で用いたような運動を繰り返し行うことで Lipin-1 のタンパク発

現量が増加することが予測される。Lipin-1 タンパク質量が増加することは、恒常的にミト

コンドリアタンパク質の発現量を高く維持するのに寄与するかもしれない。 

一方で、骨格筋 YY1mRNA 発現量は、一過性の水泳運動後のいずれの時点においても Cont

群と比較して有意な差は見られなかった（Fig.4-2）。Cunningham et al.（2007）は、HEK 細

胞で YY1 発現量を増加させたところ、ミトコンドリア系酵素である cytochrome c の発現量

が増加したことを報告している。また、彼らは、マウス由来の骨格筋培養細胞である C2C12

において、YY1 をノックアウトした場合、PGC-1αやミトコンドリアの遺伝子発現および酸

素消費が低下することを報告している。これらの結果は、YY1 がミトコンドリアを構成す



るタンパク質の発現調節を行っている可能性を示唆するものである。しかしながら、本研

究において、一過性の身体運動では骨格筋 YY1 mRNA 発現量は増加しなかった（Fig.4-2）。

したがって、YY1 は安静状態におけるミトコンドリアの発現調節を担っているものの、身

体運動によるミトコンドリア系酵素の転写活性化には関与していない可能性が考えられる。 

YY1 が骨格筋に関わる遺伝子の発現調節に関係しているかどうかを検討した研究はほと

んど行われていない。心筋については、Rafalski et al.（2007）はラットに 1 週間および 10

週間のトレッドミル走トレーニングを負荷した結果、YY1 mRNA 発現量は、安静群と比較

して 1 週間および 10 週間の運動トレーニング群で変化しなかったことを報告している。心

筋には疲労耐性の高い Myosin Heavy Chain βが多く存在するため本研究で用いた Triceps と

筋線維組成は同じではないが、収縮活動が増加することで YY1 mRNA が増加しない、とい

う点においては先行研究と本研究の結果は一致するものであった。よって、YY1 は心筋お

よび骨格筋において、身体活動などにより引き起こされる筋収縮活動の増加では発現量が

変化しないと考えられる。 

以上、本研究課題をまとめると、一過性の水泳運動を行うと、YY1 の発現量には変化が

認められないものの、骨格筋 Lipin-1 mRNA 発現量は速やかに増加することが明らかになっ

た。したがって、運動トレーニングによる骨格筋ミトコンドリアの増加に Lipin-1 が関与し

ている可能性が示唆された。 
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Fig.4-1 Lipin-1 mRNA expression level in rat triceps muscle 
immediately after 3-h , 6-h swimming and 6-h after 6-h swimming 
exercise. Values are means±SEM. * Indicates significant difference 
in the values obtained in control group at a level of p<0.05. **
Indicates significant difference in the values obtained in control 
group at a level of  p<0.01.
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immediately after 3-h , 6-h swimming and 6-h after 6-h swimming 
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課題 2 骨格筋 Lipin-1 発現量増加を引き起こす細胞内情報伝達経路の検討 

 

Ⅰ.目的 

課題 2 では、一過性の運動による骨格筋 Lipin-1mRNA 発現量の増加を引き起こすメカニ

ズムを検討することを目的とした。 

 近年の研究により、身体運動により骨格筋ミトコンドリアの増加を引き起こす細胞内情

報伝達経路として、1)血中遊離脂肪酸濃度上昇による核内受容体 PPARδ の活性化、2)カテ

コールアミンの増加による β2 アドレナリン受容体の活性化、および 3)高エネルギーリン酸

化合物の減少に伴う AMPK の活性化、などが有力視されている。そこで、まず、課題 2 の

実験 1 では、一過性の水泳運動時にこれらの因子がどのように変化するかを検証した。ま

た、実験 2 から 4 では、薬理学的手法を用いて、ミトコンドリアの増加に関与している因

子を活性化させることで骨格筋の Lipin-1 の mRNA 発現量が増加するかどうかを検討した。 

 

Ⅱ．方法 

1．実験動物 

実験動物として、80～100g の雄性 SD 系ラットおよび Wistar-Imamichi ラットをそれぞれ

日本クレア株式会社または財団法人動物繁殖研究所より購入した。ラットは室温 22℃、湿

度 60±5％に管理された飼育室内で実験動物用飼料 CE-2（日本クレア社製）および飲料水

を自由摂取させながら飼育した。 

 

実験 1 一過性の低強度・長時間水泳運動がラット骨格筋 AMPK リン酸化、グリコーゲン

含量および血液生化学指標に及ぼす影響の検討 

 



1.運動プロトコール 

3 日間の予備飼育後、水泳運動に慣れさせるため、全てのラット（n=12）に 2 日間、10

分間の予備水泳運動を行わせた。その後、ラットを 1）、安静（Cont；n=6）群、2）1 時間

水泳運動（Ex；n=6）群に無作為に分けた。Ex 群は、深さ 50cm まで 35℃の水を入れた円

形のプラスチック製バケツで水泳運動を行わせた。水泳運動は、無負荷で、6 匹のラットを

同時に、1 時間の水泳運動を行わせた。なお、水泳運動の前日は午後 5 時から食餌量を 8g

に制限した。 

 

2.分析方法 

（1）骨格筋サンプル採取 

筋グリコーゲンおよび AMPK リン酸化（Phospho-AMPK）測定用にペントバルビタール

ナトリウム（5mg/100g Body weight）による麻酔下にて水泳運動終了直後に上腕三頭筋

（Triceps）を摘出した。筋サンプルは摘出後、直ちに液体窒素で凍結し、測定まで－80℃で

保存した。 

 

(2) 血液採取 

  血清遊離脂肪酸、血漿アドレナリンおよびノルアドレナリン濃度を測定するために、解

剖時に心臓より血液を採取した。血清遊離脂肪酸濃度測定用のサンプルは、3000rpm で 10

分間遠心分離し血清を得た後、測定まで－80℃で保存した。また、血漿アドレナリンおよ

びノルアドレナリン濃度を測定するために EDTA-2Na 入りの真空管に血液を採取し、

3000rpm で 10 分間遠心分離し血漿を得た後、測定まで－80℃で保存した。 

 

(3) 血清遊離脂肪酸濃度の測定 



 血清遊離脂肪酸濃度は、NEFA テストワコー(和光純薬社製)を用いて測定した。 

 

(4) 血漿アドレナリンおよびノルアドレナリン濃度の測定 

血漿アドレナリンおよびノルアドレナリン濃度の測定は SRL 株式会社に依託し分析を行

った。 

 

（5）骨格筋グリコーゲン含量の測定 

骨格筋グリコーゲン含量は、F-kit (J.K.インターナショナル社製)を用いて測定した。摘出

したTricepsを3mlの0.3M 過塩素酸でホモジナイズした。25μlのホモジネートを1mlの1M 塩

酸に加え、2時間、100℃で加熱することでグリコーゲンのグルコシド結合を分解し、全て

のグリコーゲンをグルコースに分解した。加熱後、室温に戻してから、1mlの1M 水酸化ナ

トリウムを加え中和した。中和したサンプルを96穴のプレートに200μl加え、溶液Ⅰ（110mg 

NADP、 260mg ATP、Triethanolamine buffer pH7.6、 硫酸マグネシウム、安定化剤）を45ml

の超純水で溶解したものを100μl加え、3分間放置した後に340nmでの吸光度を分光光度計

（DTX880 MULTIMODE DETECTOR BECKMAN COULTER社製）を用いて測定した。さ

らに、溶液Ⅱ(320U ヘキソキナーゼ、160U グルコース6リン酸脱水素酵素)を6μl加え、混

和した後に37℃で10分間過熱した後に、再度340nmでの吸光度を測定し、酵素反応前後の変

化量を算出し、予め作成した検量線から筋湿重量あたりのグリコーゲン含量を求めた。 

 

（6）骨格筋 Phospho-AMPK 量の測定 

ⅰ）ホモジナイズおよびホモジネートの調節  

AMPK は上流に位置する LKB1 や CaMKK というキナーゼにより α サブユニットの 172

番目の Threonine（Thr172）がリン酸化されることで活性化することが知られている。そこ



で本研究ではリン酸化した AMPK、すなわち Phospho-AMPK を AMPK 活性化の指標として

用いた。摘出したTricepsを液体窒素下で凍結した状態で粉砕し、3mlのRIPA lysis buffer （50

ｍM Tric-HCl pH 7.4、 150mM NaCl、 0.25% deoxycholic acid、 1% NP-40、 1mM EDTA、 1mM 

Na3VO4、  1mM NaF、  0.1mM bpV、  0.002% β-glycerophosphate）に Protease inhibitor 

cocktail(Sigma 社製)を添加した溶液で氷中にてホモジナイズした。その後、凍結-溶解を 2

回繰り返し、たんぱく質を可溶化するために 4℃にて 1 時間浸盪した。 

 

ⅱ）電気泳動用サンプルの調整 

調整したホモジネートと BCA protein assay reagent(PIERCE 社製)溶液とを混合し、30 分間、

37℃で加熱した後に、562nm での吸光度を分光光度計（DTX880 MULTIMODE DETECTOR 

BECKMAN COULTER 社製）を用いて測定した。その濃度を元に、RIPA lysis buffer と

Laemmli sample buffer をサンプルに加えてたんぱく質濃度が 5μg/μl となるように調整し、

95℃で 5 分間加熱した。 

 

ⅲ）SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 

たんぱく質の分離は、Laemmli et al.(1970)の方法に基づき、厚さ 2mm の 7.5％ resolving gel 

および 4% staking gel と用いた SDS-polyacrylamide gel electrophoresis により行った。ゲルに

は各サンプル 20μl（100μg/sample）をローディングし、サンプルがゲルの下端に達するまで

100V で通電した。 

 

ⅳ）ウエスタンブロッテイング 

電気泳動終了後、速やかにゲルを取り出し、ゲル内のたんぱく質を PVDF メンブレンに

転写した。転写終了後、メンブレンをブロッキング溶液（10％スキムミルク/TBS-0.1% 



Tween20（TBST））に 1 時間浸し、TBST で洗浄した後、5％BSA/ TBST で 200 倍に希釈した

一次抗体（anti-Phospho-APMK、Cell Signaling 社製）と 4℃で反応させた。その後、メンブ

レンを TBST で洗浄し、1% スキムミルク/TBST で 5000 倍に希釈した二次抗体（anti-rabbit 

IgG）と室温で 1 時間反応させた。反応終了後、TBST および TBS でメンブレンを洗浄し、

軽く乾かした後に、化学発光検出試薬（ECL reagent、 Amersham Biosciences 社製）と反応

させた。その後、メンブレンを乾かし、LAS-3000（FUJIFILM 社製）を用いて抗原の検出を

行った。検出されたバンドの画像をコンピューターに取り込み、SIGMAGEL（STATCON 社

製）を用いて定量し、その値をコントロール群に対する相対比で表した。 

 

 

実験 2 脂質投与がラット骨格筋 Lipin-1mRNA 発現量に及ぼす影響 

 

1.実験プロトコール 

2 日間の予備飼育の後、実験前日は食餌量を 1 匹あたり 8g に制限した。10 匹のラット

を無作為に、コントロール（Cont；n=5）群、 Olive oil投与（Olive；n=5）群に分けた。Garcia-Roves 

et al.（2007）は、Olive oil を含む高脂肪食を摂取させることで、ラット骨格筋におけるミト

コンドリア系酵素の mRNA 発現量が増加することを報告している。さらに、Olive oil は

PPARδ を活性化させる働きを持つ不飽和脂肪酸を多く含んでいるため、本研究では投与す

る脂質として Olive oil を選択した。血中の遊離脂肪酸濃度を上昇させるため、Olive 群に実

験当日の午前 10 時に、5ml の Olive oil をゾンデを用いて経口投与した。Cont 群には同量の

水を経口投与した。さらに、血中遊離脂肪酸濃度を上昇させるため、Hickson et al.（1977）

の方法と同様に、脂質投与の 3 時間後にヘパリン（75U/100g BW）を皮下より注入した。ま

た、Cont 群には同量の生理食塩水を投与した。尚、脂質の投与およびヘパリン投与の終了



後から解剖までは、水は自由摂取とし、食餌は与えなかった。 

 

2.分析方法 

(1) 骨格筋サンプル採取 

 ヘパリンの注入から 5 時間後に、ペントバルビタールナトリウム（5mg/100g Body weight）

による麻酔下にて解剖を行い、Triceps を摘出した。摘出した骨格筋サンプルは、直ちに液

体窒素にて凍結した。凍結した骨格筋サンプルは、Lipin-1mRNA 発現量の測定まで－80℃

で保存した。 

 

(2) 血液採取 

  血清遊離脂肪酸濃度を測定するために、心臓より血液を採取した。採取した血液は、

3000rpm で 10 分間遠心分離し血清を得た後、測定まで－80℃で保存した。 

 

(3) Total RNA 抽出 

Total RNA の抽出は課題 1．と同様の方法を用いて実施した。 

 

(4) 骨格筋 Lipin-1mRNA 発現量の測定 

 Lipin-1mRNA 発現量の測定は、課題 1．と同様の方法を用いて行った。 

 

(5) 血清遊離脂肪酸濃度の測定 

 血清遊離脂肪酸濃度は、課題 1．と同様の方法を用いて測定した。 

 

 



実験 3 β2アドレナリン受容体アゴニスト投与がラット骨格筋Lipin-1mRNA発現量に及ぼ

す影響 

 

1. 実験プロトコール 

 3 日間の予備飼育の後、実験前日は食餌量を 1 匹あたり 8g に制限した。10 匹のラットを

無作為に、コントロール（Cont；n=5）群、 Clenbuterol 投与（Clen；n=5）群に分けた。Miura 

et al.（2007）はマウスにβ2 アドレナリン受容体特異的活性化剤である Clenbuterol を投与し

た結果、骨格筋 PGC-1αの mRNA 発現量が増加したことを報告している。さらに、Clenbuterol

投与では脂肪分解による血中遊離脂肪酸濃度の上昇は観察されなかったことから、Lipni-1

の mRNA 発現量におよぼす脂肪酸の影響を排除できると考えられる。Clen 群に実験当日の

午後 1 時に Clenbuterol（0.1mg/100g body weight）を生理食塩水で溶解し皮下より注入した。

また、Cont 群には同量の生理食塩水を投与した。尚、解剖までは、水は自由摂取とし、食

餌は与えなかった。 

 

2. 分析方法 

(1) 骨格筋サンプル採取 

Clenbuterol の投与から 6 時間後に、ペントバルビタールナトリウム（5mg/100g Body 

weight）による完全麻酔下にて解剖を行い、Triceps を摘出した。摘出した骨格筋サンプルは

Lipin-1mRNA 発現量の測定まで－80℃で保存した。 

 

(2) Total RNA 抽出 

Total RNA の抽出は課題 1．と同様の方法を用いて実施した。 

 



(3)骨格筋 Lipin-1mRNA 発現量の測定 

 Lipin-1mRNA 発現量の測定は、課題 1．と同様の方法を用いて行った。 

 

 

実験 4  AICAR 投与がラット骨格筋の Lipin-1mRNA 発現量に及ぼす影響 

 

1. 実験プロトコール 

3 日間の予備飼育の後、実験前日は食餌量を 1 匹あたり 8g に制限した。18 匹のラットを

無 作 為 に 、 コ ン ト ロ ー ル （ Cont ； n=10 ） 群 、 

5-Aminoimidazole-4-carboxamide-1-β-D-ribofuranoside （AICAR）投与（AICAR；n=9）群に

分けた。AICAR は細胞内に取り込まれた後、AMP の類似化合物である ZMP に変換され、

AMPK を活性化する。AICAR 群には実験当日に（0.5mg/g body weight）を生理食塩水で溶

解し、皮下より注入した。Cont 群には同量の生理食塩水を投与した。また、解剖までは、

水は自由摂取とし、食餌は与えなかった。 

 

2. 分析方法 

（1）骨格筋サンプル採取 

Lipin-1mRNA 発現量を測定するために、AICAR 投与から 6 時間後にペントバルビター

ルナトリウム（5mg/100g Body weight）による麻酔下にて Triceps を摘出した（Cont ; n=5、 

AICAR ; n=4）。摘出した骨格筋サンプルは Lipin-1mRNA 発現量の測定まで－80℃で保存し

た。Holmes et al.（2005）はラットに AICAR を皮下投与したところ、投与後 1～2 時間で骨

格筋 AMPK が活性化（リン酸化）していることを報告している。そこで本研究でも AICAR

投与により AMPK が活性化（リン酸化）されていることを確認するために、AICAR 投与か



ら 2 時間後にペントバルビタールナトリウム（5mg/100g Body weight）による麻酔下にて

Triceps を摘出した（Cont ; n=5、 AICAR ; n=5）。 

  

（2）Total RNA 抽出  

Total RNA の抽出は課題 1．と同様の方法を用いて行った。 

 

（3）Lipin-1mRNA 発現量の測定 

骨格筋 Lipin-1mRNA 発現量の測定は課題 1.同様の方法を用いて行った。 

 

（4）骨格筋 Phospho-AMPK 量の測定 

Phospho-AMPK 量の測定は課題 2 の実験 1.と同様の方法で行った。 

 

4. 統計処理 

骨格筋 Lipin-1mRNA 発現量および Phospho-AMPK 含量は、Cont 群の平均値に対する相対

値で表した。測定値は平均±標準誤差で表した。測定項目の分析には SPSS (SPSS JAPAN 社

製)を用いて対応のない t 検定を行った。有意水準は危険率 5％未満とした。 

 

Ⅲ.結果 

実験１ 

（1）血清遊離脂肪酸濃度 

血清遊離脂肪酸濃度は Cont 群と比較して Ex 群で 51％有意に高い値を示した(p<0.001)

（Fig.4-3）。 

 



(2) 血漿アドレナリン濃度 

血漿アドレナリン濃度は Cont 群で 338±85pg/ml、Ex 群では 2640±452pg/ml であり、Ex

群で有意に高い値を示した(p<0.001)（Fig.4-4）。 

 

(3) 血漿ノルアドレナリン濃度 

血漿ノルアドレナリン濃度は Cont 群で 592±64pg/ml、Ex 群では 1939±353pg/ml であり、

Ex 群で有意に高い値を示した(p<0.01)（Fig.4-5）。 

 

(4) 骨格筋グリコーゲン含量 

骨格筋グリコーゲン含量は、Cont 群と比較して Ex 群では 45％有意に低い値を示した

（p<0.001）(Fig.4-6)。 

  

(5) 骨格筋 Phospho-AMPK 量 

骨格筋 Phospho-AMPK 量は、Cont 群と比較して Ex 群で 91％高い値を示した(p<0.05) 

(Fig.4-7)。 

 

実験 2 

(1) 血清遊離脂肪酸濃度 

Cont 群と比較して、Olive 群の血清遊離脂肪酸濃度は 194％有意に高い値を示した

(p<0.001)（Fig.4-8）。 

 

(2) 骨格筋 Lipin-1 mRNA 発現量 

 骨格筋 Lipin-1 mRNA 発現量は、Cont 群と Olive 群の間では有意な差は認められなかっ



た（Fig.4-9）。 

 

実験 3 

(1) 骨格筋 Lipin-1 mRNA 発現量 

Cont 群と比較して、骨格筋 Lipin-1 mRNA 発現量は Clen 群で 236％有意に高い値を示し

た(p<0.001)（Fig.4-10）。 

 

実験４ 

（1）骨格筋 Phospho-AMPK 量                                   

Cont 群と比較して、骨格筋 Phospho-AMPK 量は AICAR 群では 66％高い値を示した

(p<0.05) (Fig.4-11)。 

 

（2）骨格筋 Lipin-1 mRNA 発現量 

Cont 群と比較して、骨格筋 Lipin-1 mRNA 発現量は AICAR 群で 136％有意に高い値を

示した(p<0.01) (Fig.4-12)。 

 

Ⅳ.考察 

課題 2 で得られた主な知見は、Olive oil 投与およびヘパリン投与により誘導した高遊離

脂肪酸血症では、骨格筋 Lipin-1mRNA 発現量が増加しなかったが、Clenbuterol および AICAR

投与により骨格筋 Lipin-1mRNA 発現量が増加したことである。β2 アドレナリン受容体およ

び AMPK の活性化は、運動トレーニングによる骨格筋ミトコンドリアの増加に関与してい

る可能性が報告されている(Harri, 1980; Miura et al., 2007; Winder et al., 2000)。これらの刺激

により Lipin-1 発現量が増加したことは、運動トレーニングによるミトコンドリア新生にお



いて Lipin-1 が関与している可能性を示唆している。 

ミトコンドリアの酸化系酵素の発現量調節に関与している核内受容体として、PPAR が

挙げられる。PPAR のサブタイプである PPARδ は、主に骨格筋で発現しており、脂肪酸が

PPARδを活性化することが知られている(Berger et al., 2005)。近年、Garcia-Roves et al.（2007）

は高脂肪食の摂取による血中遊離脂肪酸濃度の上昇が、PPARδ の活性化を介してミトコン

ドリア系酵素の発現量を増加させていることを報告した。また、脂肪細胞では主に PPARγ

が発現しているが、Yao-Borengasser et al.（2006）は脂肪細胞に PPARγの活性化剤であるチ

アゾリシン誘導体を作用させることで、Lipin-1 mRNA 発現量が増加したことを報告してい

る。これらの先行研究から、PPAR のサブタイプである PPARδ が、骨格筋において脂肪酸

により活性化されることで Lipin-1 の発現量を増加させ、それによりミトコンドリア系酵素

の発現を誘導している可能性が考えられた。 

本研究では、Olive oil 投与後にさらにヘパリンを投与し、血中遊離脂肪酸濃度が高い状

態を維持させた。解剖は Olive oil 投与から 8 時間経過してから実施したが、血清遊離脂肪

酸濃度は Cont 群と比較して Olive 群で高値を示しており、Olive oil およびヘパリンの作用が

8 時間持続していたと考えられる。また、Olive oil 投与によって得られた遊離脂肪酸濃度の

増加は、実験 1 で見られた水泳運動終了後の遊離脂肪酸濃度と比較して高いものであった。

よって、運動により引き起こされる血中遊離脂肪酸濃度の増加が PPARδ を活性化し、骨格

筋 Lipin-1 発現量に影響を及ぼすと考えると、実験 2 において Olive oil とヘパリン投与によ

り血中遊離脂肪酸濃度を強制的に上昇させた場合でも、十分に PPARδ が活性化されている

と考えられる。 

しかしながら、実験 2 では Cont 群と Olive 群の間に Lipin-1 mRNA 発現量に有意な差は

認められなかった。したがって、運動による Lipin-1 mRNA 発現量の増加には遊離脂肪酸の

上昇とそれに伴う PPARδの活性化は関与していない可能性が示唆された。 



Fig.4-4、5 に示したように、一過性の運動後に、血中アドレナリンおよびノルアドレナ

リン濃度が Cont 群と比較してそれぞれ 7 倍および 3 倍高い値を示した。運動により血中に

増加した血中アドレナリン・ノルアドレナリンは、骨格筋に多く発現している β2 アドレナ

リン受容体を活性化する。Harri et al.（1980）は、ラットに βアドレナリン受容体アゴニス

トである Isoprenaline を 5 週間投与した結果、骨格筋のクエン酸合成酵素やリンゴ酸脱水素

酵素などのミトコンドリア系酵素の活性が増大することを報告した。これらの結果は、運

動によるアドレナリン・ノルアドレナリンの増加が骨格筋ミトコンドリアの増加を引き起

こしている可能性を示唆している。本研究においても、Fig.4-10 に示したように、Clen 群で

Cont群と比較してLipin-1ｍRNA発現量が有意に増加することが明らかとなった。本結果は、

運動による血中カテコールアミン濃度の上昇が、骨格筋の Lipin-1、さらにはミトコンドリ

ア系タンパクの発現量増加の機序に関与している可能性を示唆している。 

アドレナリンやノルアドレナリンなどのホルモンがアドレナリンレセプターに結合し

た後の情報伝達機構として、アデニル酸シクラーゼの活性化による細胞内 cAMP の増加が

挙げられる。細胞内での cAMP 濃度の上昇は、PKA を活性化し、CREB のリン酸化、さら

には、CREB と CBP、p300 との複合体形成を促進することで、転写を活性化する。Lipin-1

のプロモーター部位に CREB が結合する cyclic AMP responsive element (CRE) が存在するか

どうかは報告されていないため、現時点では cAMP 濃度の上昇がこれらの情報伝達経路を

通して、直接的に Lipin-1 の転写を活性化させている可能性は不明である。しかしながら、

CREB が PGC-1α 遺伝子のプロモーター部位に存在する CRE に結合することで PGC-1α ｍ

RNA の発現量が増大することが報告されている(Herzig et al., 2001)。さらに、Finck et al.

（2006）は、PGC-1αのアデノウィルスを用いて肝臓で PGC-1αを高発現させた結果、Lipin-1

の発現量が増加したことを報告している。これらの先行研究から、Clenbuterol 投与による

Lipin-1mRNA 発現量の増加は、細胞内の cAMP 濃度が増加することにより、PGC-1α発現量



が増加し、その結果 Lipin-1 の転写が促進された可能性が考えられる。また、PGC-1α には

PKA によりリン酸化される部位が 3 つ存在することが報告されているため(Puigserver et al., 

1998)、活性化した PKA が PGC-1α をリン酸化することにより、Lipin-1 mRNA の転写活性

化が引き起こされたかもしれない。これらの先行研究から、β2 アドレナリン受容体を介し

た骨格筋 Lipin-1 の発現量増加には PGC-1αが関与している可能性が考えられる。 

Winder et al.（2000）はラットに対し、体重 1g あたり 1mg の AICAR を 28 日間、皮下

投与することにより、骨格筋ミトコンドリアの酸化系酵素の活性が増加したことを報告し

ている。したがって、運動による骨格筋のミトコンドリア増加に関して、AMPK の活性化

が重要な働きを担っていることが有力視されている。本研究では、Winder et al.と同様の方

法を用い AICAR を皮下投与した結果、AMPK のリン酸化の上昇とそれに伴う骨格筋 Lipin-1 

mRNA 発現量の増加が認められた（Fig. 4-12）。さらに、実験 1 において一過性の水泳運動

後の Triceps では、グリコーゲン含量が低下し、Phospho-AMPK 量が AICAR 投与時と同程度

に増加していた(Fig.4-6,7)。以上の結果から、AMPK の活性化により骨格筋 Lipin-1 の発現量

が増加すること、さらには、研究課題 1 で観察された一過性の水泳運動による骨格筋 Lipin-1

の発現量の増加に AMPK が関与している可能性が示唆された。 

AMPK の活性化がどのようなメカニズムにより Lipin-1 の発現調節を行っているかは明

らかではない。上述したように、Lipin-1 の発現調節に PGC-1α が関与している可能性が示

唆されている。Terada et al.（2002）は摘出骨格筋（epitrochlearis）を AICAR と組織培養液中

でインキュベーションすることにより、PGC-1α の発現量が増加することを報告している。

さらに、最近、Jeger et al.（2007）が、AMPK が PGC-1αと結合し、リン酸化することで、

転写活性作用を増加させていることを報告している。したがって、AMPK による Lipin-1 の

発現調節において、PGC-1αが関与している可能性も考えられる。 

以上、課題 2 から得られた研究結果をまとめると、脂質投与により引き起こされる高



脂肪酸血漿では、骨格筋 Lipin-1 mRNA 発現量は増加しないものの、Clenbuterol 投与および

AICAR 投与は、骨格筋 Lipin-1 mRNA 発現量を顕著に増加させることが明らかとなった。

したがって、身体運動による β2 アドレナリン受容体および AMPK の活性化が骨格筋 Lipin-1

発現量を増加させ、さらにはミトコンドリアの増加を引き起こす可能性が示唆された。 
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Fig.4-3 Serum free fatty acid concentration immediately after 1-h 
swimming exercise. Values are means±SEM. *** Indicates 
significant difference from the values obtained in control group at 
a level of p<0.001.
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Fig.4-4 Plasma adrenaline concentration immediately after 1-h 
swimming exercise. Values are means±SEM. *** Indicates 
significant difference from the values obtained in control group at 
a level of p<0.001.
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Fig.4-5 Plasma nor adrenaline concentration immediately after 
1-h swimming exercise. Values are means±SEM. ** Indicates 
significant difference from the values obtained in control group
at a level of p<0.01.
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Fig.4-6 Glycogen content in rat triceps muscle immediately after   
1-h swimming exercise. Values are means±SEM. *** Indicates 
significant difference from the values obtained in control group at a 
level of p<0.001.
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Fig.4-7 Phospho-AMPK content in rat triceps muscle immediately 
after 1-h swimming exercise. Values are means±SEM. * Indicates 
significant difference from the values obtained in control group at a 
level of p<0.05.
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Fig.4-8 Serum free fatty acid concentration 8-h after injection 
of olive oil . Values are means±SEM. *** Indicates significant 
difference from the values obtained in control group at a level 
of p<0.001.
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Fig.4-9 Lipin-1 mRNA expression in rat triceps muscle 8-h after 
injection of olive oil. Values are means±SEM. *** Indicates 
significant difference from the values obtained in control group at 
a level of p<0.001.
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Fig.4-10 Lipin-1 mRNA expression in rat triceps muscle 6-h after 
injection of clenbuterol.  Values are means±SEM.  *** Indicates 
significant difference from the values obtained in control group at a 
level of p<0.001.
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Fig.4-11 Phospho-AMPK content in rat triceps muscle 6-h after 
injection of AICAR. Values are means±SEM. * Indicates 
significant difference from the values obtained in control group
at a level of p<0.05.
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Fig.4-12 Lipin-1 mRNA expression in rat triceps muscle 6-h  
after injection of AICAR. Values are means±SEM. ** Indicates 
significant difference from the values obtained in control group
at a level of p<0.01.
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Fig. 4-13 A schematic representation of the involvement of Lipin-1 to 
mitochondria biogenesis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



第5章 まとめ 

  

Ⅰ．研究目的 

本研究の目的は、1）一過性の低強度・長時間水泳運動を行うことで、骨格筋 Lipin-1 お

よび YY1 mRNA 発現量が増加するか否かを検証すること、2）運動による骨格筋 Lipin-1 

mRNA の発現量増加を引き起こす細胞内情報伝達経路を検証することであった。 

 

Ⅱ．結果 

課題１から得られた結果は以下の通りである。 

（1）一過性の低強度・長時間水泳運動を行うと、骨格筋 Lipin-1mRNA 発現量が増加した。 

（2）一過性の低強度・長時間水泳運動では骨格筋 YY1 mRNA 発現量の変化は認められな

かった。 

 

課題 2 から得られた結果は以下の通りである。 

（1） Oilve oil およびヘパリン投与では、骨格筋 Lipin-1 mRNA 発現量は変化しなかった。 

（2） Clenbuterol 投与を行うと、骨格筋 Lipin-1 mRNA 発現量は増加した。 

（3） AICAR 投与では、骨格筋 Lipin-1 mRNA 発現量は増加した。 

 

 本研究の結果をまとめると、ミトコンドリアの発現調節に関与していると考えられてい

る Lipin-1 が一過性の運動により骨格筋において増加することが明らかとなった。また、身

体運動による骨格筋 Lipin-1 の増加には、β2 アドレナリン受容体および AMPK の活性化が

関係している可能性が示唆された。 

 



Ⅲ．今後の課題 

一過性の持久的運動により、骨格筋の Lipin-1 が増加したことから、Lipin-1 が持久的トレ

ーニングに対する骨格筋適応、すなわちミトコンドリアの増加において重要な役割を果た

している可能性が高い。しかしながら、本研究では、間接的な証拠を示したにすぎず、今

後、遺伝工学的手法を用いて Lipin-1 遺伝子を骨格筋細胞内に導入することで、実際にミト

コンドリアが増加するかどうかを明らかにすることが必要であると考える。また、β受容体

およびAMPKの活性化に引き続いてLipin-1の発現増加に関与する情報伝達経路についてさ

らに詳細な検討を加える必要があると思われる。 
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