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研究成果の概要（和文）：本研究は，抗酸化酵素の働きを高める運動および抗酸化作用を有するメラトニンが，
脂肪由来幹細胞(ADSC)の加齢による特性の変化に及ぼす影響を検討した。Wistarラットを通常食摂取群と高脂肪
食摂取群に分け，20ヶ月齢まで飼育した後に，8週間の自発運動およびメラトニン投与を実施した。介入後，単
離したADSCの脂肪細胞への分化能の検証とRNA-seqによる網羅的解析を実施した。その結果，運動およびメラト
ニンは①加齢によるADSCの脂肪細胞への分化能の低下を改善すること，②加齢や肥満によって増加した炎症性サ
イトカインや細胞外マトリックス，細胞骨格の関連因子の発現量を減少させることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Regular exercise causes adaptations in the antioxidant capacity, protecting 
cells against the harmful effects of oxidative stress. Melatonin also has antioxidant, 
anti-inflammatory, and many other crucial properties. Thus, the purpose of this study was to 
determine the impact of exercise and melatonin on stem-cell aging of adipose-derived stem cells 
(ADSC). 
The natural aging rat model was established through feeding the rats from 8 weeks old to 20 months 
old. The aging rats were randomly divided into three groups: sedentary control group, voluntary 
exercise group, and melatonin treatment group. The main findings were as follows. First, exercise 
and melatonin treatment ameliorated the aging-induced impairment of ADSC differentiation into 
adipocytes. Second, exercise and melatonin treatment decreased the aging- and obesity-induced 
increment of inflammatory cytokines, extracellular matrix factors, and cytoskeletal factors in 
differentiated adipocytes from ADSC.

研究分野： 運動生化学

キーワード： 脂肪由来幹細胞　ステムセルエイジング　運動　メラトニン　肥満　抗酸化能
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
加齢に伴う組織幹細胞の機能変化は，ステムセルエイジングと呼ばれ，全身で起こる加齢変化の特性の中でも本
質的なものと認識されつつあり，その原因のひとつに過剰な活性酸素種の発生が考えられている。抗酸化酵素の
働きを高める運動および強力な抗酸化作用を有するメラトニンが，脂肪由来幹細胞（ADSC）のステムセルエイジ
ングを改善する可能性を示した本研究の知見は，組織幹細胞，とりわけADSCの制御機構の解明にひとつのヒント
を与えるとともに，関連学術領域を前進させるものである。さらに超高齢社会に突入し，健康長寿実現を目指す
我が国において，新しい運動効果を提供できた点に社会的な意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 

2007 年に超高齢社会に突入した我が国において，健康長寿実現のためのエビデンス構築は喫
緊の課題である。Hallmarks of aging（Cell, 153: 1194-217, 2013）として知られる加齢変化の特性
の中でも組織幹細胞の老化（加齢に伴う幹細胞の枯渇，品質や機能の低下）はステムセルエイジ
ングと呼ばれ，その本質的なものと認識されている。ステムセルエイジングの発生要因のひとつ
に活性酸素種（Reactive Oxygen Species: ROS）バランスの破綻が考えられている。酸化ストレス
は，生命現象を支配する酸化反応と抗酸化反応のバランスが破綻し，生体が酸化反応優位に傾く
現象である。老化や肥満はその発生因子の 1 つであり，ROS の異常産生と ROS 消去酵素活性の
低下の両方もしくはいずれか（ROS バランスの破綻）が生じ，癌や糖尿病などの生活習慣病の
ほか，心疾患や神経疾患など多くの疾患の発症や進展と深く関連することが知られている。近年，
ROS は幹細胞の増殖やリプログラミング，さらに分化や代謝調節など多岐に関与することが解
明され，ROS は幹細胞の運命決定を担う重要なシグナル分子のひとつと考えられている。 
運動は肥満を基盤とする生活習慣病の予防・改善に有効な手段のひとつであり，身体に及ぼす

主な運動効果として，①ROS 消去酵素活性の増加，②ミトコンドリア量の増加および機能亢進，
③炎症性サイトカインの合成・分泌の抑制による組織慢性炎症の予防・改善などが知られており，
細胞の抗酸化能力を向上させる。しかし，抗酸化能力を向上させる運動がステムセルエイジング
に及ぼす影響はほとんど検討されておらず，未知な領域である。 
 
２．研究の目的 
 
 「運動は老化や肥満に伴う活性酸素種バランスの破綻を改善し，組織幹細胞のステムセルエイ
ジングを予防・改善する」という仮説のもと，組織幹細胞，とりわけ脂肪由来幹細胞（Adipose-
derived stem cells: ADSC）の加齢に伴う特性変化や機能低下に及ぼす運動の影響を解明すること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（1）被験動物ならびに老齢ラット作成 
 被験動物は Wistar 系雄性ラットを用いた。飼育環境への馴化を考慮して，7 週齢のラットを 1
週間飼育した後に，8 週齢のラットを無作為に通常食摂取（10kcal% 脂肪含有量）群，超高脂肪
食摂取（60kcal% 脂肪含有量）群に分け，20 ヶ月齢まで自由摂食，自由飲水の条件で飼育した。 
 
（2）老齢ラットへの運動およびメラトニン投与の介入方法 
 老齢ラットへの運動介入として，回転かご式ケージでの飼育による自発運動モデルを採用し，
さらに強力な抗酸化能を有する松果体ホルモンであるメラトニンを投与する群を設定し，抗酸
化能を薬理的に亢進させるポジティブコントロール群とした。20 ヶ月齢の老齢ラットを無作為
に通常食摂取+非介入群，通常食摂取+メラトニン投与群，高脂肪食摂取＋非介入群，高脂肪食摂
取＋メラトニン群，高脂肪食摂取＋自発運動群の 5 群に群分けし，8 週間の介入を実施した。な
お，メラトニン投与量は 7.5 mg/体重(kg)/day とし，毎日同時刻に投与した。また若齢の対象群と
して 16 週齢（4 ヶ月齢）の Wistar 系雄性ラットを採用した。 
 
（3）ADSC の単離および脂肪細胞への分化プロトコル 
 介入期間終了後，麻酔下にて脱血し，皮下脂肪として鼠蹊部脂肪組織（Inguinal adipose tissue: 
iWAT），内臓脂肪として精巣周囲脂肪組織（Epididymal adipose tissue: eWAT）をそれぞれ採取し，
申請者の研究成果の方法（J Cell Physiol., 234: 1452-1460, 2019）を参考にして成熟脂肪細胞と
ADSC を含む間質血管細胞群（SVF）とに分画し，その後 SVF を継代培養（P3 ~ 4）することで
ADSC を回収した。 
 ADSC の脂肪細胞への分化は，6 穴プラスチック培養皿を用い，100％コンフルエント後に，
10％ウシ胎児血清を含む DMEM 培地に，デキサメタゾン，3-イソブチル-1-メチルキサンチン，
インスリン，インドメタシンを添加した分化培地を作成し，37°C の 5％炭酸ガスインキュベー
タ内で脂肪細胞へと分化させた。培地交換は 3 日毎に行った。分化誘導開始後 9 日目にサンプリ
ングおよび Oil red O 染色を実施した。 
 
（4）mRNA およびタンパク質の発現解析 
 各群のラットの iWAT，eWAT から単離した ADSC ならびに ADSC から分化させた脂肪細胞の



mRNA およびタンパク質発現は，それぞれ常法に従い，real-time PCR 法とウエスタンブロット
法によって定性または定量した。 
 
（5）RNA-シーケンス解析（RNA-seq）による網羅的解析 
 各群のラットの iWAT，eWAT から単離した ADSC および分化させた脂肪細胞から total RNA
を抽出し，TruSeq Stranded mRNA Library Prep（Illumina），IDT for Illumina – TruSeq RNA UD Indexes
（Illumina）の試薬を用いてライブラリーを作製の後に，NovaSeq 6000（Illumina）を用いて RNA-
seq による網羅的解析を実施した。その後，得られた fastq ファイルをもとに遺伝子発現解析など
のデータマイニングを行なった。 
 
４．研究成果 
 
（1）加齢，高脂肪食摂取，メラトニン，運動が体重および脂肪組織重量に及ぼす影響 
 16 週齢の若齢ラットと比較して，20 ヶ月齢の老齢ラットは，食餌の種類や介入の有無に関係
なく体重が顕著に増加した。また老齢ラットの中で，高脂肪食摂取群（A-HC）は，通常食摂取
群（A-NC）よりも体重が有意に高値を示したが，メラトニン投与による体重の変化は認められ
なかった（A-NC vs. A-NM, A-HC vs. A-HM）。一方，回転ケージ飼育による自発運動群（A-HE）
では A-HC 群と比較して，体重が減少した（図 1-1）。 
 皮下脂肪のひとつである鼠蹊部脂肪組織の重量の変化においても，体重の変化と同様に，高脂
肪食摂取により顕著に増加した（A-NC vs. A-HC）が，メラトニン投与による変化は認められな
かった（A-NC vs. A-NM, A-HC vs. A-HM）。さらに自発運動群（A-HE）では，A-HC 群と比較し
て，脂肪組織重量が有意に減少した（図 1-2）。 
以上より，老齢ラットにおける 2 ヶ月間のメラトニン投与および自発運動の介入による形態変

化は，自発運動のみで生じることが示された。 

（2）ADSC，分化脂肪細胞における加齢および高脂肪食摂取の影響 
 16 週齢の若齢ラット（Y-NC），20 ヶ
月齢の老齢ラット（A-NC, A-HC）の
鼠蹊部脂肪組織から脂肪由来幹細胞
（ADSC）を単離し，加齢および高脂
肪飼料摂取による食餌誘発性肥満
（Diet-induced obesity; DIO）の影響を
RNA シーケンス解析により検討し
た。遺伝子発現解析の結果をヒート
マップで示した（図 2-1A）。さらに発
現変動遺伝子がどのような分子パス
ウェイを持つ遺伝子が多いのかを調
べるために Kyoto Encyclopedia of 
Genes and Genomes（KEGG）パスウェ
イ解析を実施した。その結果，プロテ
アソーム，Focal adhesion（細胞外マトリックス-細胞間の接着装置である接着斑），ケモカインシ
グナルが上位にランク付けされた（図 2-1B）。 
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図 1-1. 老齢ラットの体重変化における高脂肪食摂取，
メラトニン，運動の影響 
Y-NC; Young-Normal diet (ND) -fed + Control rat, A-NC; 
Aging-ND-fed + Control rat, A-NM; Aging-ND-fed + 
Melato-nin treatment rat, A-HC Aging-High-fat diet (HFD) 
-fed + Control rat, A-HM; Aging-HFD-fed + Melatonin 
treatment rat, A-HE; Aging-HFD-fed + Exercise rat. 平均
値±標準偏差（n=5） 

図 1-2. 老齢ラットの鼠蹊部脂肪組織重量の変化に
おける高脂肪食摂取，メラトニン，運動の影響 
群設定は図 1-1 と同様. 平均値±標準偏差（n=5） 

図 2-1. 鼠蹊部脂肪組織から単離した脂肪由来幹細胞に及ぼす加齢お
よび高脂肪食摂取の網羅的解析 
A) 発現遺伝子のヒートマップ B) KEGG パスウェイ解析の上位 3 パ
スウェイ. Y-NC; Young-ND-fed + Control rat, A-NC; Aging-ND-fed + 
Control rat, A-HC Aging-HFD-fed + Control rat（n=3） 



 次にそれぞれの群（Y-NC, A-NC, and 
A-HC）から単離した ADSC の脂肪細
胞へと分化能に及ぼす加齢および
DIO の影響を検討した。ADSC の脂肪
細胞への分化能は，脂肪滴のオイルレ
ッド O 染色で評価し，加齢によって
著しく分化能が低下した（図 2-2B）。
次に RNA シーケンスよる網羅的解析
を実施し，発現遺伝子の階層クラスタ
リングの結果をヒートマップで示し
た（図 2-2A）。その結果，分化能の変
化と同様に若齢ラット（Y-NC）と老齢
ラット（A-NC, A-HC）で同様の発現パ
ターンを示した。さらに発現変動遺伝子の KEGG パスウェイ解析の結果，mTOR シグナル，Cell 
cycle，細胞老化のパスウェイが上位にランク付けされた（図 2-2C）。 
 
（3）老齢ラットから単離した ADSC および分化脂肪細胞における運動の影響 
 図 1 の結果から，DIO 老齢ラットに
対する抗肥満効果はメラトニン投与
よりも運動の方が効果的であること
が示された。したがって，ADSC およ
び ADSC の脂肪細胞への分化能に及
ぼす運動の影響を RNA シーケンス解
析により検討した。 
 3 群（A-NC, A-HC, and A-HE）から
単離した ADSC の発現遺伝子の結果
をヒートマップで示した（図 3-1）。さ
らに発現変動遺伝子の KEGG パスウ
ェイ解析の結果，Cytokine-cytokine 
receptor interaction，Focal adhesion，マ
イトファジーのパスウェイが上位に
ランク付けされた（図 3-1B）。 
 次に単離した ADSC の脂肪細胞へと分化能に及ぼす運動の影響を検討した。ADSC の脂肪細
胞への分化能は，高脂肪食摂取群（A-HC）で顕著に分化能が低下したが，自発運動の介入によ
って分化能が改善することが示され
た（図 3-2B）。次に RNA シーケンスよ
る網羅的解析を実施し，発現遺伝子の
階層クラスタリングの結果をヒート
マップで示した（図 3-2A）。その結果，
分化能の変化と同様に分化能が著し
く低下した高脂肪食摂取群（A-HC）が
別カテゴリーに分類され，A-NC と A-
HE は同じカテゴリーに分類された。
さらに発現変動遺伝子の KEGG パス
ウェイ解析の結果，Metabolic pathway，
MAPK signaling pathway ， PPAR 
signaling pathway が上位にランク付け
された（図 3-2C）。 
 
（4）まとめ 
 本研究の結果は，運動は加齢や肥満に伴う抗肥満効果が期待できること，さらに組織幹細胞，
とりわけ脂肪由来幹細胞（ADSC）の機能および分化異常を改善する可能性があることを強く示
唆した。また運動および抗酸化能を有するメラトニン投与の共通した効果として，加齢や肥満に
よって ADSC で増加した炎症性サイトカインや細胞外マトリックス，細胞骨格関連因子の発現
量を減少させることが明らかとなった（data not shown）。これらの結果は，加齢や肥満に伴う
ADSC の機能異常の予防・改善には抗酸化能を亢進させることが重要であることを示唆してお
り，研究開始時の仮説を一部証明する結果となった。しかし，ADSC に及ぼす運動やメラトニン
の作用機序を明らかにするところまでは至らず，今後の課題となった。しかし，その点を差し引
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3 PPAR signaling pathway 0.0000 16

図 2-2. 鼠蹊部脂肪組織から単離した脂肪由来幹細胞の脂肪細胞への
分化能に及ぼす加齢および高脂肪食摂取の網羅的解析 
A) 発現遺伝子のヒートマップ B) オイルレッド O 染色の顕微鏡写
真 C) KEGG パスウェイ解析の上位 3 パスウェイ. 群設定は図 2-1 と
同様.（n=3） 

図 3-1. 鼠蹊部脂肪組織から単離した脂肪由来幹細胞に及ぼす高脂肪
食摂取および運動の網羅的解析 
A) 発現遺伝子のヒートマップ B) KEGG パスウェイ解析の上位 3 パ
スウェイ. A-NC; Aging-ND-fed + Control rat, A-HC Aging-HFD-fed + 
Control rat, A-HE; Aging-HFD-fed + Exercise rat（n=3） 

図 3-2. 鼠蹊部脂肪組織から単離した脂肪由来幹細胞の脂肪細胞への
分化能に及ぼす高脂肪食摂取および運動の網羅的解析 
A) 発現遺伝子のヒートマップ B) オイルレッド O 染色の顕微鏡写
真 C) KEGG パスウェイ解析の上位 3 パスウェイ. 群設定は図 3-1 と
同様。（n=3） 



いても，本研究は組織幹細胞に及ぼす運動の新しい知見を提供できたと考える。 
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