
デサントスポーツ科学  Vol. 38

─  106  ─

ABSTRACT

　The purpose of this study was to investigate the profile of adiponectin expression in 
slow soleus （SOL） and fast extensor digitorum longus （EDL） muscles of 10- and 100-
week old mice, and to evaluate the effects of adiponectin analogue AdipoRon （AR） 
on myogenesis of C2C12 cells. Age-associated decrease in muscle weight in EDL was 
higher than that in SOL. Protein expression level of adiponectin in both SOL and EDL 
was increased by aging. Aging-associated up-regulation of adiponectin in SOL was 
lower than that in EDL. AR partially suppressed myogenic differentiation of C2C12 
cells in a dose-dependent manner. However, AR-associated suppression of myogenesis 
was partially inhibited by knockdown of adiponectin receptor 1. Evidences suggests 
that aging-associated up-regulation of skeletal muscle-specific adiponectin may be a 
cause of sarcopenia, and strongly support “adiponectin paradox” in the regulation of 
skeletal muscle mass.
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　要　旨
　

　本研究では，加齢によるマウスヒラメ筋および

長趾伸筋におけるアディポネクチン発現量の変化

を追究すると共に，アディポネクチンアナログ

AipoRon（AR）が C2C12 細胞の筋管細胞への分

化に及ぼす影響を検した．加齢によりヒラメ筋お

よび長趾伸筋は共に筋重量が低下したが，その低

下率はヒラメ筋に比べて長趾伸筋で大きかった．

ヒラメ筋および長趾伸筋におけるアディポネクチ

ン発現量は，共に加齢により増加したが，その増

加率はヒラメ筋に比べて長趾伸筋で大きかった．

AR添加量により C2C12 細胞の筋管細胞への分化

が抑制され，筋タンパク量が減少した．この筋分

化抑制作用は AR濃度に比例したものであった．

しかし，アディポネクチン受容体 1のノックダウ

ンにより，ARの筋分化抑制作用は減弱した．以

上より，加齢性筋肉減弱症の発症要因の 1つとし

て，骨格筋細胞に発現するアディポネクチンによ

る筋分化抑制作用が関与することが示唆され，骨

格筋量の制御においてもアディポネクチン・パラ

ドクスが存在すると考えられた．

　緒　言

　高齢者では骨格筋の萎縮と筋力の低下などが認

められる．これは，加齢に伴う骨格筋の量的かつ

機能的な退行性変化として認められるもので，加

齢性筋肉減弱症（サルコぺニア） 1）と呼んでいる．

このサルコぺニアは，運動機能を著しく低下させ

ることから運動器症候群（ロコモティブシンド

ローム）あるいは身体全体の虚弱化を伴うことか

らフレイルと呼ばれ，超高齢社会に突入し，さら

に高齢化が進行している我が国において喫緊の課

題となっている．しかしながら，サルコぺニアの

発症機序は未解明であり，効果的な対策は依然と

して確立していない．

　一方で，疫学研究により，高濃度の血中アディ

ポネクチンが心臓血管系のリスクを高めること
2）が報告され，「アディポネクチン・パラドクス」

として注目を浴びている 3-6）．さらに，最近になっ

て，高齢者において血中アディポネクチン濃度と

骨格筋機能（筋力）には負の相関関係にあること
7, 8）が報告され，骨格筋にもアディポネクチン・

パラドクスの存在が示唆されている．

　一般に，脂肪細胞から分泌されるサイトカイン

はディポサイトカインあるいはアディポカインと

呼ばれ，インスリン抵抗性に関わるいわゆる「悪

玉アディポサイトカイン」と抗炎症作用を有する

いわゆる「善玉アディポサイトカイン」が知られ

ている 9）．アディポネクチンは善玉アディポカイ

ンの 1つで，長寿ホルモンとも呼ばれ，アディポ

ネクチンの血中濃度が高いほうが健康の維持増

進，すなわち健康長寿に良いと一般に考えられて

きた 10-13）．

　しかし，アディポネクチンが骨格筋細胞に及ぼ

す影響に関して報告はほとんどない．我々は最近，

アディポネクチンの筋細胞分化促進作用を見出し

た（未発表資料）．この作用は筋細胞に発現する

アディポネクチンによりもたらされること，筋細

胞に発現したアディポネクチンが自己分泌あるい

は傍分泌様に振る舞い，筋細胞に発現するアディ

ポネクチン受容体 1（AdipoR1）を介して筋細胞

の分化に寄与することを確認した．

　一方で，アディポネクチンが骨格筋に萎縮を引

き起こすというエビデンスはこれまで報告されて

いない．前述したように，筋細胞の分化における

アディポネクチンの作用に関しては，筋細胞に発

現するアディポネクチンによるものである．筋細

胞に発現するアディポネクチン量は少ないが，骨

格筋の増量に伴いその発現量は増大する．しか

し，共同筋腱切除による骨格筋量を増加させて

も，血中アディポネクチン濃度には変化が認めら

れない．したがって，アディポネクチンによる筋

分化促進作用は，低濃度のアディポネクチンによ
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るものである．一方，高濃度アディポネクチンは

骨格筋を萎縮させる作用を持つ可能性は否定でき

ない．

　また，サルコペニアでは速筋線維に優位な萎縮

が認められる 14）ものの，この筋線維タイプ選択

的な加齢性骨格筋萎縮のメカニズムは明らかに

なっていない．加齢に伴い速筋細胞に発現するア

ディポネクチンが増加することが速筋に選択的な

萎縮をもたらすことも十分に考えられる．しかし，

骨格筋に発現するアディポネクチンは速筋と遅筋

における差があるか，骨格筋に発現するアディポ

ネクチンに加齢に伴う変化があるか，加齢に伴い

アディポネクチン発現量の変化に速筋と遅筋で差

があるか，に関する報告はない．

　そこで本研究では，①アディポネクチン発現量

が速筋と遅筋で異なるか，②骨格筋に発現するア

ディポネクチンに加齢性変化はあるか，③もし骨

格筋に発現するアディポネクチンの加齢性変化が

あるならば，その変化は速筋と遅筋で異なるか，

そして④高濃度アディポネクチンは骨格筋細胞を

萎縮させるか，について検討し，骨格筋における

アディポネクチン・パラドクスの存在を追究する

ことを目的とした．

　１．方　法

　本研究は，動物実験ならびに培養細胞実験の 2

つの実験系により構成された．動物実験は，日本

生理学会が定める「生理学領域における動物実験

に関する基本的指針」に従い，豊橋創造大学動物

実験委員会による審査・承認を経て実施された．

　

　１．１　動物実験

　動物実験では，速筋と遅筋における筋重量とア

ディポネクチン発現量とその加齢性変化を検討し

た．実験には，生後 10 週齢および 100 週齢の雄

性マウス（C57BL/6J）を用いた．全てのマウス

よりヒラメ筋および長趾伸筋を摘出した．筋重量

は，成長に伴うマウス体サイズの増加を補正する

ために，体重当たり均質重量似て評価した．すべ

てのマウスは，室温 23 ± 1℃（平均±標準誤差），

湿度約 50% ，明暗周期 12 時間に制御された実験

動物飼育室で飼育された．また，餌と水は自由摂

取とした．

　１．１．１　サンプル調整

　摘出したヒラメ筋および長趾伸筋は，即座に結

合組織を除去し，筋湿重量を測定した．その後，

ヒラメ筋の一部を秤量後，Protease/Phosphatase 

Inhibitor Cocktail（Cell Signaling Technology）が

添加された isolation buffer（Sigma-Aldrich）を

用いて得られたサンプルを完全にホモジネート

し，Bradford法（Bio-Rad）により総タンパク

量を測定した．タンパク測定後，SDSサンプ

ルバッファー [30% （vol/vol） glycerol，5% （vol/

vol） 2-mercaptoethanol, 2.3% （wt/vol） sodium-

dodecylsulfate, 62.5mM Tris-HCl, 0.05% （wt/vol） 

bromophenol blue （BPB）, pH6.8] を用いて，タン

パク濃度を一定に調整した後，95℃で 5分間煮沸

処理し，SDSポリアクリルアミド電気泳動（SDS-

PAGE）のサンプルとした．

　

　１．２　培養細胞実験

　培養細胞実験では，高濃度アディポネクチンが

骨格筋細胞の分化に及ぼす影響を検討した．実験

には，マウス筋芽細胞由来細胞株 C2C12 細胞を

用いた．C2C12 細胞は，タイプⅠコラーゲンが

コーティングされた培養プレート（直径 35 mm）

を用い，増殖培地にてサブコンフルエント状態に

まで増殖させた．また，一部の細胞を対象に，分

化誘導前にアディポネクチン受容体 1（AdipoR1）

あるいはアディポネクチン受容体 2（AdipoR2）

に対する siRNA（タカラバイオ）を RNAiMAX

（Life Technology）を用いてトランスフェクショ

ンし，AdipoR1（R1-si）あるいは AdipoR2（R2-

si）をノックダウンした．対照には non-targeting 
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siRNA（NT-si：タカラバイオ）を同様に培地に

添加して細胞にトランスフェクションした．また，

siRNAあるいは NT-siによる処理は 24 時間とし

た．siRNA処理によるノックダウンの効率の評

価は，NT-siに対する R1-siあるいは R2-si処理に

よる AdipoR1 および AdipoR2 の mRNA発現量

により評価した．

　サブコンフルエント状態の C2C12 細胞を NT-

si，R1-siあるいは R2-siで処理した後，分化培地

に交換することで筋管細胞への分化を誘導した．

分化培地には，異なる濃度のアディポネクチン

アナログ AdipoRon（AR：Abcam）を dimethyl 

sulfoxide（DMSO）に溶解して添加した．

　１．２．１　リアルタイム RT-PCR 

　本研究では，mRNA発現量の評価はリアル

タイム RT-PCR にて実施した．C2C12 細胞内の

RNAを RNeasy Mini Kit （Qiagen）により抽出

した．抽出した RNA サンプル（~40 ng RNA） 

は，cDNA synthesis kit[ [Prime Script RT Master 

Mix （Perfect Real Time） for mRNA：タカラバイ

オ ] を用いて complementary DNA （cDNA） に

逆転写した．合成した cDNA は Takara SYBR 

Premix Ex Taq Ⅱ を 用 い て，Takara Thermal 

Cycler Dice ®　Real Time System Software Ver. 

4.00 （タカラバイオ）を使い，reverse-time reverse 

transcription-PCR （Thermal Cycler Dice ® Real 

Time System II MRQ ：タカラバイオ） を行っ

た．反応状況は，95℃で 30 秒を 40 サイクル，

95℃で 5 秒，60℃で 30 秒とした．各遺伝子の

増幅に用いたプライマーの配列は，AdipoR1 は

3’ -CTGGGCATCTCTGCCATCA-5’ （forward），

3’ - C T T G C A A A G C C C T C A G C G ATA - 5’ 

（ r e v e r s e ）， A d i p o R 2 は 3 ’ - 

ATCAGCAGCCAGACGCACTC-5'（forward）， 3'- 

TGACCAGTCCCAAAGACCTCTACTC-5’

（reverse） とした．内在性コントロールとし

て glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

（GAPDH）cDNA を 用 い，GAPDH に 対 す る

各遺伝子発現レベルの相対的発現量を評価し

た．GAPDHのプライマーの配列として，3’

-TGTGTCCGTCGTGTGGATCTGA-5’（forward），

3’-TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG-5’ （reverse）

を用いた．

　１．２．２　サンプル調整

　培地に siRNAあるいは NT-siを処理した後，

継時的に細胞を回収した．回収した細胞は，動

物実験の骨格筋組織と同様に処理して SDS－

PAGEのサンプルを調整した．

　

　１．３　ウェスタンブロッティング

　ヒラメ筋および長趾伸筋ならびに C2C12 細胞

より得られた各サンプルは，SDS-PAGEのゲル

にタンパク量が等しくなるようにロードし，20 

mAの定電流にて電気泳動を行った．BPBが

ゲル下端に達した時点で泳動を終了し，その後

polyvinylidene difluoride（PVDF） 膜（0.2 μm，

Bio-Rad） へ 100Vの定電圧，60 分間，4℃の条件

で転写を行った．PVDF膜に対してブロッキン

グ処理 [5% skim milk, pH 7.5 Tris-buffered saline 

（TTBS）, 0.1% Tween 20] を 60 分間行った．そ

の後，各種一次抗体 [アディポネクチン（R&D 

Systems），AMP-activated protein kinase（AMPK）

（Cell Signaling Technology），β-actin（Cell 

Signaling Technology）] を 4 ℃，overnight で 反

応させた．二次抗体（Cell Signaling Technology，

Jackson ImmunoResearch Laboratories）を室温で

1 ～ 2 時間反応させた．Light-Capture（アトー）

を用いて化学発光（GE Healthcare）を行った．

得られたデータを CS Analyzer Ver. 2.08b（アトー）

を使って定量的に算出した．アディポネクチン

発現量は，内在性コントロールであるβ-actin

に対する相対値で，AMPK発現量に関しては総

AMPK発現量に対するリン酸化 AMPK発現量に

てそれぞれ評価した．
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　１．４　統計処理

　動物実験では，10 週齢のヒラメ筋における値

を 1.0 として，各測定値はヒラメ筋における値の

相対値で示した．筋重量ならびに AMPK発現量

の差は，週齢と筋タイプを主効果とした 2元配置

分散分析にて検定した．培養細胞実験では，培地

に ARを添加しない（0 µM，DMSO添加）条件

での値を 1.0 として，各測定値はこの値の相対値

で示した．アディポネクチンならびに AMPK発

現量の差の検定は，siRNA処置と AR濃度を主

効果とした二元配置分散分析にて検定した．な

お，動物実験および培養細胞実験ともに，二元配

置分散分析の結果，交互作用が認められた場合に

は，一元配置分散分析後，多重比較検定（Tukey-

Kramer）にて差の検定を行った．危険率 5%未満

をもって統計学的に有意差ありと判定した．

　２．結　果

　２．１　動物実験

　２．１．１　筋重量

　体重当たりの筋湿重量（筋重量）では，二元配

置分散分析の結果，週齢と筋タイプに有意な主

効果が認められた（p<0.05）が，有意な交互作用

は認めなかった（図 1）．ヒラメ筋ならびに長趾

伸筋共に 10 週齢に比べて 100 週齢の筋重量が低

値を示した．また，10 週齢の筋重量に対する 100

週齢の筋重量の減少率は，ヒラメ筋に比べて長趾

伸筋で大きかった．

　２．１．２　骨格筋におけるアディポネクチン発 

　　　　　　現量

　本研究で対象とした 10 週齢ならび 100 週齢の

マウスヒラメ筋および長趾伸筋の両筋において，

アディポネクチンの発現が認められた．二元配置

分散分析の結果，週齢と筋タイプに有意な主効果

が認められた（図 2，p<0.05）．しかし，有意な

交互作用は認めなかった．ヒラメ筋および長趾伸

筋共に 10 週齢に比べて 100 週齢で高いアディポ

ネクチン発現量が認められたが，ヒラメ筋に比べ

て長趾伸筋における発現増加が顕著であった．

　

　２．２　培養細胞実験

　２．２．１　AdipoRon（AR）が筋タンパク量に 

　　　　　　及ぼす影響

　本研究で用いた siRNAにより AdipoR1 および

AdipoR2 共に mRNAレベルで約 80%のノックダ

ウン効果が認められた．二元配置散分析により

siRNA処置と AR濃度に有意な主効果が認めら

図1　Relative soleus and extensor digitorum longus muscles 
wet weight to body weight in 10- and 100-week old mice

age: p<0.05, muscle: p<0.05, interaction: p>0.05
SOL: soleus muscle, EDL: extensor digitorum longus muscle. 
Values are means ± SEM. n = 4. Values are expressed relative to the 
value of 10-week old mice （1.0）
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れたが（p<0.05），有意な交互作用は認めなかっ

た（図 3）．NT-siでは，AR添加量の増加に伴い，

筋管細胞への分化が抑制され，筋タンパク量の減

少が認められた．一方，R1-siで AdipoR1 をノッ

クダウンすることで，AR濃度が 10 µMまでは

AR添加による筋タンパク量に変化は認めなかっ

た．しかし R2-si処理では，AR濃度が 10 µMま

では筋タンパク量の減少が認められた．

　２．２．２　AdipoRon（AR）が AMPK のリン 

　　　　　　 酸化レベルに及ぼす影響

　二元配置散分析により siRNA処置と AR濃

度に有意な主効果が認められたが（p<0.05），有

意な交互作用は認めなかった（図 4）．NT-siで

は，AR添加量の上昇に伴い，AMPKのリン酸化

レベルが増加した．一方，R1-siおよび R2-siで

AdipoR1 をノックダウンすることで，AR濃度上

昇に伴う AMPKリン酸化レベルの増加が抑制さ

れた．また，R1-si処理と R2-si処理の間に，顕

著な差は認めなかった．

　３．考　察

　本研究では，加齢によるヒラメ筋および長趾伸

筋の筋重量ならびにアディポネクチン発現量の変

化を検討すると共に，アディポネクチンアナロ

グ ARが C2C12 筋管細胞のタンパク量に及ぼす

影響を検討した．その結果，加齢によりヒラメ筋

および長趾伸筋は共に筋重量が低下したが，その

低下率はヒラメ筋に比べて長趾伸筋で大きかっ

た．ヒラメ筋および長趾伸筋におけるアディポネ

クチン発現量は加齢により増加し，その増加率は

ヒラメ筋に比べて長趾伸筋で大きかった．AR添

加量により C2C12 細胞の筋管細胞への分化が抑

制され，筋タンパク量が減少した．この筋分化抑

制作用は濃度に比例したものであった．しかし，

AdipoR1 のノックダウンにより，ARの筋分化抑

制作用は減弱した．加齢により骨格筋アディポネ

クチン発現量の増加ならびに高濃度アディポネク

チン（AdipoRon：AR）による筋タンパク減少効

果についての報告はこれまでになく，本研究が初

めてである．

加齢性筋肉減弱症とアディポネクチン発現量

　本研究では，10 週齢と 100 週齢のマウス骨格

筋の筋重量を比較した．ヒラメ筋ならびに長趾伸

筋共に，加齢による筋重量の低下が認められた．

また，萎縮率は遅筋であるヒラメ筋に比べて速筋

図3　Changes in muscle protein content in C2C12 
myotubes in response to AdipoRon concentration

treatment: p<0.05, concentration: p<0.05, interaction: p>0.05
NT-si: cells treated with non-targeting siRNA, R1-si: cells treated 
with siRNA for adiponectin receptor R1, R2-si: cells treated with 
siRNA for adiponectin receptor R2. Values are means ± SEM. n = 3. 
Values are expressed relative to the value of the condition medium 
with 0 μM AdipoRon （1.0）

図4　Changes in the phosphorylated level of AMP-
activated protein kinase （AMPK） in C2C12 myotubes in 

response to AdipoRon concentration
treatment: p<0.05, concentration: p<0.05, interaction: p>0.05

Values are means ± SEM. n = 3. Values are expressed relative to 
the value of the condition medium with 0 μM AdipoRon （1.0）．
Abbreviations are the same as in 図3
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である長趾伸筋で大きかった．加齢性筋肉減弱症

（サルコペニア）は遅筋に比べて速筋に顕著に出

現する 14）ことから，本研究で用いた 100 週齢の

マウスでは加齢性筋肉減弱症が発症していたと考

えられる．

　また，100 週齢のマウス骨格筋では，アディポ

ネクチン発現量が増加しており，その増加はヒラ

メ筋に比べて長趾伸筋で顕著であった．骨格筋細

胞に発現するアディポネクチンが自己分泌あるい

は傍分泌用に作用し（未発表資料），かつ骨格筋

細胞における発現量と分泌量が比例すると仮定す

ると，若齢に比べて高齢において，そして遅筋に

比べて速筋においてアディポネクチンの作用が増

大していることが示唆される．

　

アディポネクチンと骨格筋細胞

　本研究では，アディポネクチンの作用をアディ

ポネクチンアナログである AR15）で評価した．

ARを C2C12 細胞の分化誘導時に作用させると，

筋管細胞への分化が抑制され，筋タンパク量が減

少した．このことは，高濃度のアディポネクチ

ンは骨格筋量を減少させる要因の 1つになるこ

とを示唆するものと考えられる．また，AR添加

による筋分化抑制作用は，AdipoR1 をノックダ

ウンすることで抑制された．したがって，ARは

AdipoR1 への結合を介して，筋分化を抑制するこ

とがあわせて示唆された．

　AMPKは筋分化を抑制 16, 17）して，筋タンパ

ク量を負に調節する因子 16, 18）であることから，

ARによる筋分化抑制作用における AMPKの関

与を検討した．その結果，ARは AMPKのリン

酸化レベル増加，すなわち AMPKを活性化させ

た．一方，AdipoR1 あるいは AdipoR2 をノック

ダウンすると AMPKの活性化が抑制された．し

たがって，本研究で認められた ARによる筋分化

抑制は，AMPKの活性化を介したものであるこ

とが示唆された．

　４．結　論

　本研究の結果から，加齢性筋肉減弱症の発症要

因の 1つとして，骨格筋細胞に発現するアディポ

ネクチンによる筋分化抑制作用が関与することが

示唆された．したがって，骨格筋量の制御におい

てもアディポネクチン・パラドクスが存在するこ

とが示唆された．今後さらなる検討を加え，加齢

性筋肉減弱症の発症機序の解明とその予防法の開

発へつなげていきたい．
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