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ABSTRACT

Exercise elicits quantitative and functional adaptations of white adipose tissue 

（WAT） ; however, the molecular mechanism remains unclear. AMP kinase （AMPK）
in the skeletal muscle may contribute to the adaptations of WAT via enhanced fat 

oxidation and myokine expression. Therefore, we investigated whether AMPK in the 

skeletal muscle is involved in exercise-induced quantitative and functional adaptations 

mice overexpressing the dominant-negative mutant of AMPKα1 in the skeletal 

muscle （AMPK-DN mice）．Both AMPK-DN and wild-type （WT） mice were 

randomly divided into two groups: wheel running groups or sedentary groups. After 
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　要　旨

　運動は白色脂肪組織の量的・機能的適応を惹起

するが，詳細な分子機序は明らかでない．骨格筋

AMPキナーゼ（AMPK）は脂肪酸利用の制御やマ

イオカインの発現を介して，運動による白色脂肪

組織の適応に寄与している可能性がある．以上よ

り，本研究では骨格筋AMPKが，運動による抗

肥満効果ならびに白色脂肪組織の分子適応に寄与

する可能性を検討することを目的とした．骨格筋

特異的AMPKα1ドミナントネガティブ変異体過

剰発現（AMPK-DN）マウスならびに野生型マウ

スを，自発性走運動群ならびに非運動群にわけて，

介入を実施した．4週間の介入期間終了後，体重

を測定し，精巣上体白色脂肪組織をサンプリング

した．AMPK-DNマウスでは，運動に伴う白色脂

肪組織重量の減少ならびに脂肪分解関連分子の発

現増加が部分的に減弱していた．一方，運動によ

るトリアシルグリセロール合成関連分子ならびに

ミトコンドリアマーカーの増加は，野生型および

AMPK-DNマウスにて同程度であった．以上より，

骨格筋AMPKは運動による白色脂肪組織の量的・

機能的適応に寄与していることが示唆される．

　緒　言

　運動は各組織における分子シグナルを惹起する

ことで，脂肪酸代謝亢進・抗肥満効果をもたらす

と考えられるが，その詳細な分子機序は明らかで

ない．運動トレーニングは，骨格筋の脂肪酸代謝

関連分子ならびにミトコンドリア生合成を増加さ

せることで，脂肪酸代謝の亢進に寄与していると

考えられている．一方，近年では運動の標的とし

て骨格筋以外の組織に関する解析が進んでおり，

申請者らは長期的な運動により白色脂肪組織の

ミトコンドリア生合成1）・脂肪酸分解関連分子2）

が増加することを明らかとしている．しかしなが

the four-week intervention, the body weight was measured, and the epididymal WAT 

was excised. The protein expression of lipolysis-related molecules, triacylglycerol 

synthesis-related molecules, and a mitochondrial marker were measured by western 

blotting. AMPK-DN mice demonstrated exercise-induced decrement of epididymal 

WAT weight. Furthermore, although WT mice showed an increase in the protein 

expression of lipolysis-related molecule perilipin 1, this increase was diminished in 

AMPK-DN mice. On the other hand, no significant differences between genotypes 

were observed in the exercise-induced response of triacylglycerol synthesis-related 

molecules （fatty acid synthase and stearoyl-CoA desaturase 1） and a mitochondrial 

marker （voltage-dependent anion channel）．In conclusion, these results suggest 

that AMPK in the skeletal muscle contributes to exercise-induced quantitative and 

functional adaptations of WAT.
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ら，運動による白色脂肪組織の分子適応を制御す

る詳細な機序は未だ同定されていない．

　骨格筋の5'-adenosine monophosphate-activated 

protein kinase （AMPK）は急性運動により活性化

することが，齧歯類ならびにヒトの双方で明らか

となっている3, 4）．骨格筋特異的なAMPKα欠損

マウスは，運動時の脂肪酸利用が抑制されること

が報告されている5）．加えて，骨格筋AMPKは

白色脂肪細胞の代謝的適応をもたらすマイオカイ

ンの発現制御に関与していることも明らかとなっ

ている6–8）．従って，運動に伴う骨格筋AMPKの

活性化は，白色脂肪組織の分子適応をもたらすこ

とで抗肥満効果に寄与している可能性が考えられ

るが，上記の可能性は未だ検討されていない．

　以上より，本研究では骨格筋AMPKが，運動

による抗肥満効果ならびに白色脂肪組織の分子適

応に寄与する可能性を検討することを目的とし

た．

　1．実験方法

　1．1　実験動物ならびに運動介入

　8-10週齢，雄性の骨格筋特異的AMPKα1ドミ

ナントネガティブ変異体過剰発現（AMPK-DN）

マウスならびに野生型（WT）マウスを用いて，

自発性走運動を施す群（WT＋運動群 [n=6]なら

びにAMPK-DN＋運動群 [n=6]）ならびに非運動

群（WT＋安静群 [n=7]ならびにAMPK-DN＋安

静群 [n=7]）の4群に分類した．4週間の運動介入

後，体重を測定し，精巣上体白色脂肪組織をサン

プリングした．本実験は京都大学が定める「京都

大学における動物実験実施に関する規程」に従い，

京都大学大学院人間・環境学研究科人間情報研究・

動物実験委員会の審査・承認を得て実施した．

　1．2　ウェスタンブロット法

　白色脂肪組織におけるタンパク質発現量の解析

にはウェスタンブロット法を用いた．プロテアー

ゼ阻害剤ならびフォスファターゼ阻害剤を加え

た radioimmunoprecipitation buffer中で，ポリトロ

ンホモジナイザーを用いて，各組織をホモジナイ

ズした．その後，4ºCにてローテーターにより撹

拌した．遠心分離後に脂肪層を除いた上清を回収

し，再度，遠心分離を実施し，同様に上清を回

収した．得られた上清中のタンパク質濃度を測

定し，各サンプル間でタンパク質濃度が等しく

なるように調整した後，3倍濃度のサンプルバッ

ファーを混合することで，SDS-polyacrylamide 

gel electrophoresis （SDS-PAGE）用のサンプル

を調整した．等量のサンプルをSDS-PAGEに

よ り 分 離 し た 後，Criterion blotter （Bio-Rad，

Hercules，CA，USA）を用いて，polyvinylidene 

へとタンパク質を転写した．

転写後のメンブレンを5%の脱脂粉乳（NFDM）

を含んだ tris-buffered saline （TBST）で30分間ブ

ロッキングした後，5%アルブミンを含むTBST

に一次抗体を加えた溶液にて4ºCで一晩インキュ

ベートした．このメンブレンをTBSTにより洗

浄し，1%DFDM/TBSTで3000倍希釈した二次

抗体（Cell Signaling Technology，Danvers，MA，

USA）と室温で1時間インキュベートし，再度，

TBSTにて洗浄した．このメンブレンを化学発光

試薬（Nacalai Tesque，Kyoto，Japan）により反応

させ，化学発光撮影装置（ATTO，Tokyo，Japan）

を用いて目的タンパク質を検出した．検出した

バ ン ド は，ImageJ （National Institutes of Health 

Bethesda，MD，USA）で定量化した．

　1．3　一次抗体

　ウェスタンブロット法における標的タンパク質

の検出には，以下の抗体を使用した：hormone-

sensitive lipase （HSL，1:5000，Cell Signaling 

Technology，#18381）；adipose triglyceride lipase 

（ATGL，1:5000，Cell Signaling Technology，

#2439）；perilipin 1（PLIN1，1:5000，Cell 
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Signaling Technology，#9349）；comparative 

gene identification-58（CGI-58，1:5000，Abcam，

Cambridge，UK，ab183739）；fatty acid synthase 

（FAS，1:5000，Cell signaling Technology，#3180）

stearoyl-CoA desaturase 1（SCD1，1:5000，Cell 

Signaling Technology，#2794）；voltage-dependent 

anion-selective channel protein （VDAC，1:5000，

Cell Signaling Technology，#4661）．

　1．4　統計解析

　全ての測定値は，平均値±標準誤差で示した．

統計処理は，主効果を遺伝子型ならびに運動介入

とした対応のない二元配置分散分析を実施した

後，Benjamini and Hochberg法による多重比較検

定により実施した．

　2．実験結果

AMPK-DNマウスでは運動による白色脂肪組織

重量の減少が抑制されていた．

　4週間の介入期間後の体重を測定したところ，

4群間で有意な差は観察されなかった（図1A）．

精巣上体白色脂肪組織に関しては，野生型マウス

では運動介入により組織重量が有意に減少して

いた．一方で，AMPK-DNマウスでは運動によ

る白色脂肪組織重量の減少が抑制されていた（図

1B）．

AMPK-DNマウスでは運動に伴う脂肪分解関連

タンパク質の増加が部分的に抑制された．

　運動及び骨格筋AMPK経路が白色脂肪組織の

脂肪分解経路に及ぼす影響を検討するために，関

連タンパク質の白色脂肪組織における発現量を

測定した．野生型マウスにおいて，運動による

PLIN1の有意な増加（図2C）ならびに，HSLお

よびCGI-58の増加傾向が観察された（図2Aおよ

びD）．一方，AMPK-DNマウスにおいては，運

動によるHSLおよびCGI-58の発現増加が観察さ

れなかった（図2A, D）．また，PLIN1に関しても，

AMPK-DNマウスでは運動による発現増加が減弱

していた（図2C）．加えて，野生型マウスの運動

群と比較して，AMPK-DNマウスの運動群では，

CGI-58が有意に減少しており（図2D），HSLは

減少傾向を示した（図2A）．ATGLに関しては，4

群間で有意な差が検出されなかった（図2B）．

図1　体重ならびに精巣上体白色脂肪組織重量（％体重）
 eWAT：精巣上体白色脂肪組織，WT：野生型マウス，DN：AMPKドミナントネガティブ変異体発現マウス，Sed：非運動群，
 Ex：運動群，eWAT：epididymal white adipose tissue
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　野生型ならびにAMPK-DNマウスにおいて，

運動によるトリアシルグリセロール合成経路関連

タンパク質の増加が観察された．

　運動及び骨格筋AMPK経路が白色脂肪組織の

トリアシルグリセロール合成経路に及ぼす影響を

検討するために，関連タンパク質の白色脂肪組

織における発現量を測定した．野生型ならびに

AMPK-DNマウスの双方において，運動による

FASならびにSCD1の発現増加が観察された．一

方で，AMPK-DNの発現による影響は検出されな

かった（図3）．

　野生型ならびにAMPK-DNマウスにおいて，

運動によるミトコンドリアタンパク質の増加が観

察された．

　運動及び骨格筋AMPK経路が白色脂肪組織の

ミトコンドリア生合成に及ぼす影響を検討するた

めに，ミトコンドリアマーカーであるVDACの

白色脂肪組織における発現量を測定した．野生型

ならびにAMPK-DNマウスの双方において，運

動によるVDACの発現増加が観察された（図4）．

一方，遺伝子型による発現変動は観察されなかっ

た．

図2　白色脂肪組織における脂肪分解関連タンパク質の発現量
WT：野生型マウス，DN：AMPKドミナントネガティブ変異体発現マウス，Sed：非運動群，Ex：運動群，HSL：hormone-sensitive lipase，
ATGL：adipose triglyceride lipase，PLIN1：Perilipin 1，CGI-58：comparative gene identification-58
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　3．考　察

　本研究結果より，骨格筋AMPKは，自発性走

運動に伴う白色脂肪組織重量の減少ならびに，白

色脂肪組織の脂肪分解経路関連タンパク質の発現

増加に部分的に関与していることが示された．一

方，自発性走運動による白色脂肪組織のトリアシ

ルグリセロール合成経路関連タンパク質の増加な

らびに，ミトコンドリア生合成の亢進に関しては，

骨格筋AMPKの寄与が観察されなかった．以上

より本研究は，骨格筋AMPKが運動に伴う白色

脂肪組織の量的・機能的適応に関与していること

を示唆した点で新規性を持つ．

　本研究において，骨格筋AMPK活性は，自発

性走運動に伴う白色脂肪組織重量の減少に関与し

ていることが示された．この機序としては，①骨

格筋AMPKならびに下流分子の活性化により骨

格筋の脂質代謝が亢進したこと，②骨格筋AMPK

により制御される何らかの因子により白色脂肪組

織の機能的変化が生じ，脂肪分解が亢進したこと

が考えられる．前者に関しては，骨格筋AMPK

が脂肪酸の取り込み制御に関与していること，ミ

トコンドリア生合成をはじめとする脂肪酸代謝経

路の関連分子の発現を上方制御することが明らか

となっており，一定の成果が得られている9）．一

方，後者の可能性に関しては，近年，骨格筋と白

色脂肪組織の臓器連関が複数報告されているもの

の6, 8），AMPKの直接的な関与を示した研究は存

図3　白色脂肪組織におけるトリアシルグリセロール合成経路関連タンパク質の発現量
WT：野生型マウス，DN：AMPKドミナントネガティブ変異体発現マウス，Sed：非運動群，Ex：運動群，FAS：Fatty acid synthase，
SCD1:stearoyl-CoA desaturase 1

図4　白色脂肪組織における
ミトコンドリアタンパク質の発現量

WT：野生型マウス，DN：AMPKドミナントネガティブ変異
体発現マウス，Sed：非運動群，Ex：運動群，VDAC：voltage-
dependent anion-selective channel protein
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在しない．従って，本研究では骨格筋AMPK活

性の阻害が，運動に伴う白色脂肪組織の分子適応

に与える影響を検討した．

　先行研究により，長期的な運動が白色脂肪組織

の脂肪分解経路を担うタンパク質の発現量を増加

させることが明らかとなっている2, 10, 11）．HSL

をはじめとするこれら分子の増加は，アドレナリ

ンなどの運動誘導性因子による白色脂肪組織の脂

肪分解活性を亢進させることで，運動時の効率的

な脂肪燃焼に寄与している可能性がある12）．従っ

て，本研究では骨格筋AMPKが白色脂肪組織の

脂肪分解経路関連タンパク質の発現に寄与して

いる可能性を検討した．図2で示されているよう

に，骨格筋AMPKはPLIN1の運動による増加に

関与していることが示唆された．先行研究により，

PLIN1の欠損マウスはカテコラミン刺激による脂

肪分解が減弱すること13），PLIN1の過剰発現は

食事誘導性の肥満を抑制することが示されている
14）．従って，運動に伴う骨格筋AMPKの活性化は，

白色脂肪組織のPLIN1の発現増加をもたらすこと

で，効率的な脂肪燃焼をもたらしている可能性が

ある．

　一方で本研究では，先行研究とは異なり10, 11），

運動によるHSLならびにCGI-58への影響は増加

傾向のみであり，ATGLに関しては発現変動が観

察されていない．この理由の1つとしては，先行

研究は2群間の比較であったのに対し，本研究で

は4群間の比較を実施したことで，より多くのサ

ンプルパワーが必要になったことが考えられる．

また，その他の可能性として，本研究においてマ

ウスへのストレスを考慮して多頭飼育（2匹 /ケー

ジ）にて自発性走運動を施したことがあげられ

る．ランニングホイールへのアクセスが社会的ヒ

エラルキーに依存することで，運動量に差が生じ

ている可能性がある．以上より，適切なサンプル

サイズのマウスを用いて，各マウスに十分な運動

負荷をかけることのできる実験系にて，より詳細

な検討を実施する必要がある．

　骨格筋と同様に，脂肪組織のミトコンドリア

が，運動により増加することが明らかとなってい

る11, 15）．脂肪組織のミトコンドリアは，エネル

ギー代謝に寄与すると共に善玉アディポカイン

とされているアディポネクチンの発現制御に寄

与していることが明らかとなっており16），肥満

や二型糖尿病への関与が示唆されている17）．白

色脂肪組織のミトコンドリア生合成の制御機序

として，peroxisome proliferator-activated receptor 

gamma coactivator 1-alpha （PGC-1α）の骨格筋で

の増加が，マイオカインである irisinならびにβ

-aminoisobutyric acid （BAIBA）を介して，白色脂

肪組織のミトコンドリア生合成ならびにベージュ

化をもたらすことが報告されている6, 8）．AMPK

はPGC-1αの上方制御因子であることから18），

AMPK-DNマウスでは，白色脂肪組織の運動に伴

うミトコンドリア生合成の増加が抑制されると考

えられた．しかしながら，本研究では野生型に比

して，同程度のミトコンドリアマーカーの増加が

AMPK-DNマウスにて観察された．従って，骨格

筋AMPKの白色脂肪組織におけるミトコンドリ

ア制御への寄与は，本研究結果からは示唆されな

かった．本研究のリミテーションとして，測定し

たミトコンドリアマーカーがVDACのみであっ

たことがあげられる．従って，白色脂肪組織のミ

トコンドリアタンパク質ならびに遺伝子の発現量

を包括的に測定するとともに，ミトコンドリア

DNA量を計測することで，骨格筋AMPKが白色

脂肪組織の機能を制御する分子機序の解明につな

がる可能性がある．

　総　括

　骨格筋AMPKは，自発性走運動に伴う脂肪組

織の量的・機能的適応に部分的に関与しているこ

とが示唆された．
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