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研究成果の概要（和文）：細胞におけるタンパク質合成はmTORとAMPKによって拮抗的に調節されているとされている。
本研究では、骨格筋培養細胞を対象として、伸展刺激によるメカニカルストレスと低エネルギーストレスがmTOR/p70S6
K経路とAMPK経路に及ぼす影響を検討した。伸展刺激によるメカニカルストレスはmTOR経路とAMPK経路をともに活性化
し、ある種の生理的刺激下では両者の拮抗的調節は行われていないことが認められた。しかし、薬理的なAMPK活性の調
節はメカニカルストレスによるmTOR経路の活性化に影響を及ぼすことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Cellular protein synthesis is believed to be antagonistically regulated by mTOR 
and AMPK signaling pathways. In the present study, we examined the relationship between mTOR/p70S6K and 
AMPK in response to mechanical stretch. Phosphorylation of p70S6K and AMPK were concomitantly increased 
by mechanical stretch. Stimulation of the mTOR pathway by adding leucine and insulin increased the 
phosphorylation of p70S6K without inactivation of AMPK. In contrast, pharmacological inhibition of AMPK 
by the addition of compound C enhanced the phosphorylation of p70S6K in response to mechanical stretch. 
Activation of AMPK by the addition AICAR reduced the phosphorylation of p70S6K in response to mechanical 
stretch. In conclusion, crosstalk between mTOR and AMPK signaling was not tightly regulated in response 
to physiological stimuli, such as mechanical stress and/or nutrients. However, pharmacological activation 
or inactivation of AMPKα affected the mTOR/p70S6K signaling pathway.

研究分野： 運動栄養学

キーワード： メカニカルストレス　骨格筋　タンパク質合成
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１．研究開始当初の背景 
 適切な身体運動が生体に対して様々な効
果をもたらすことは良く知られている。例え
ば、有酸素運動は糖・脂質代謝の改善を促し、
持久的体力を向上させる。一方、レジスタン
ス運動は、筋タンパク質の合成を高め、骨格
筋量の維持増進に効果的である。すなわち異
なる運動様式に対して骨格筋は異なる適応
反応を呈する。 
 運動に伴う筋収縮のシグナルは ATP の消
費による低エネルギー刺激とメカニカルな
刺激の二種類に大別できる。低エネルギース
トレスは AMPK/PGC-1α シグナル経路を活性
化し、メカニカルストレスは Akt/mTORC1 経
路を活性化する。近年、AMPK (AMP-activated 
protein kinase)とmTORC1 (mammalian target of 
rapamycin complex 1)が拮抗的に働き、酸化的
エネルギー産生能と骨格筋サイズを調節し
ていることが報告されている。すなわち、低
強度長時間運動では細胞内のエネルギー状
態が負となることによって AMPK が活性化
される。AMPK の活性化は mTORC1 経路を
抑制することによりタンパク質合成を低下
させる。一方、mTORC1 経路を抑制すると骨
格筋が萎縮するとともに AMPK の活性化が
起こり、ミトコンドリアの酸化的リン酸化能
が亢進する。このような AMPK と mTORC1
の拮抗的調節作用によって、一種類の運動様
式ではミトコンドリアの酸化的エネルギー
産生能の亢進とタンパク質合成上昇による
筋肥大を同時に誘導することは困難である
と考えられる。しかし、ヒトを対象とした研
究では、ある種の運動時には AMPK と
mTORC1 が同時に活性化されるとの報告も
あり、検討の余地が残る。 
 
２．研究の目的 
 本研究では運動が生体に及ぼす複雑な刺
激を簡略化し、メカニカルストレスと低エネ
ルギーストレスが及ぼす影響を検討するた
め、培養骨格筋細胞の収縮モデルを採用する。
当モデルによって、メカニカルストレスに対
する mTORC1 および AMPK 経路の細胞内情
報伝達に関わるタンパク質を解析し、両者の
拮抗的調節作用を明らかにすることを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞培養 
 対象にはマウス筋芽由来の培養細胞であ
る C2C12 細胞を用いた。増殖用培地は 10%
ウシ胎児血清および 1%ペニシリン−ストレ
プトマイシンを含む DMEM であり、分化誘
導培地は 2% ウマ血清および 1%ペニシリン
−ストレプトマイシンを含む DMEM である。
C2C12 細胞は、分化誘導培地で培養すると、
細胞同士が融合し、多核の筋管細胞へ分化す
る。 
 
(2) C2C12 細胞に対する伸展刺激 

 C2C12 細胞をフィブロネクチンでコーテ
ィングしたシリコン製のチャンバー上で培
養した。増殖用培地にて約 90%コンフルーエ
ントまで培養し、その後、分化誘導培地でさ
らに４日間培養した。細胞伸展刺激装置
（Strex 社製）を用いて、1 Hz の頻度で一軸
方向に 15%の伸展度で伸展刺激を負荷した。 

 
(3) C2C12 に対する電気刺激 
 C2C12 細胞を 6 well plate で培養した。増殖
および分化は伸展刺激と同様に行った。細胞
電気刺激装置（ION Optix 社製）を用いて 1 Hz
および50 Hzの頻度で15 Vの電気刺激を負荷
した。 
 
(4) Western blot 法による解析 
 刺激後の細胞は、Phosphate-bufferd saline 
(PBS)でリンスし、PIPA buffer で回収した。可
溶化したタンパク質の濃度を BCA assay 法に
より測定し、等量のタンパク質を SDS-PAGE
で分離し、PVDF 膜に転写した。4℃、over night
で一次抗体と反応後、二次抗体と反応させ、
化学発光法で目的のタンパク質を検出した。
目的のタンパク質発現量は Image J で数値化
した。 
 
(5) 統計処理 
 データは平均 ± 標準偏差で示した。一元
配置および二元配置の分散分析後、各群間の
差の検定は Scheffe テストで行った。P < 0.05
を有意とした。 
 
４．研究成果 
(1) 伸展刺激が p70 S6 kinase および AMP 

-activated protein kinase α に及ぼす影響 
 p70 S6 kinase (p70S6K)のスレオニン 389 残
基（T389）のリン酸化はキナーゼ活性を上昇
させることが報告されている。T389 のリン酸
化上昇は、細胞内におけるタンパク質翻訳開
始促進シグナルとなることから、タンパク質
合成の指標となる。伸展刺激が p70S6K に及 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図１．伸展刺激が p70S6K (A)および AMPKα 
           (B)のリン酸化に及ぼす影響 
      *Significantly different from control  
            (Cont) cells (P<0.05). 
 



ぼす影響を検討したところ、30 分間では有意
なリン酸化の上昇は認められなかったが、４
時間の伸展刺激では約２倍に上昇した（図１
A）。酵素の総量である Total p70S6K の発現量
には変化が認められなかった。 
 細胞内が低エネルギーストレスにさらさ
れると、 AMP-activated protein kinase  α 
(AMPKα)のスレオニン 172残基のリン酸化が
上昇することが知られている。30 分および 4
時間の伸展刺激はともに AMPKα のリン酸化
を有意に上昇させた（図１B）。酵素の総量で
あるTotal AMPKαの発現量には変化が認めら
れなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２．ロイシンおよびインスリンが p70S6K 
      のリン酸化に及ぼす影響 
      *Significantly different from control cells 
      in same treatment groups (P<0.05). Values 
      with different letters are significantly  
      different (P<0.05). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３．ロイシンおよびインスリンが AMPKα 
      のリン酸化に及ぼす影響 
      *Significantly different from control cells 
      in same treatment groups (P<0.05).  

 
 
(2) ロイシンおよびインスリンが p70S6K お

よび AMPKα のリン酸化に及ぼす影響 
 ロイシンとインスリンが mTOR/p70S6K 経
路を刺激することは良く知られている。そこ

で、伸展刺激後にロイシンおよびインスリン
を添加し、p70S6K と AMPKα に及ぼす影響を 
検討した。その結果、インスリン刺激により
p70S6K のリン酸化が有意に上昇し、その上
昇は伸展刺激を負荷した細胞で有意に高か
った（図２）。ロイシンの添加はリン酸化を
上昇させる傾向はあったが、有意ではなかっ
た。AMPKα のリン酸化はロイシンおよびイ
ンスリンを添加しても伸展刺激群で高値を
維持していた（図３）。 
 
(3) Compound C が p70S6K および AMPKα に

及ぼす影響 
 Compound C (CC)は AMPKα の阻害剤とし
て良く用いられる。細胞に CC を添加し、伸
展刺激の影響を検討した。その結果、CC 添
加をおこなった群では伸展刺激による
p70S6K のリン酸化が非添加群に比して有意
に高値を示した。AMPKα のリン酸化は CC
添加により低下する傾向が認められたが有
意ではなかった。 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４．Compound C が p70S6K (A)および 
      AMPKα (B)のリン酸化に及ぼす影響 
      *Significantly different from DMSO cells 
      in same treatment groups (P<0.05).   
      #Significantly different from control cells  
      (P<0.05). 



(4) AICAR が p70S6K および AMPKα に及ぼ
す影響 

 AICARは最も良く知られたAMPKαの活性
化剤である。細胞を予め AICAR で処理する
と伸展刺激による p70S6K のリン酸化の上昇
が完全に抑制された。AICAR は伸展刺激と同
程度に AMPKα のリン酸化を上昇させ、
AICAR 添加群に伸展刺激を加えると AMPKα
のリン酸化はさらに上昇した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図５．AICAR が p70S6K (A)および AMPKα (B) 
      のリン酸化に及ぼす影響 
      *Significantly different from DMSO cells 
      in same treatment groups (P<0.05).   
      #Significantly different from control cells  
      (P<0.05). 

 
 
(5) 電気刺激が p70S6K のリン酸化に及ぼす 

影響 
 低頻度長時間の刺激（1Hz, 15V, 3 ms 
duration）を2時間もしくは24時間行ったが、
タンパク質合成促進作用の指標となるp70 S6 
kinase (p70S6K)のリン酸化には変化は認めら
れなかった。また、2 時間の低頻度刺激後に
骨格筋に強縮を起こす頻度である 50 Hz (15V, 
1 ms duration)の刺激を 30 分負荷した場合で
も、p70S6Kのリン酸化には変動がなかった。
一方、24 時間の低頻度刺激後にグルコースお

よび分岐鎖アミノ酸ロイシンを添加すると、
電気刺激の有無に関わらず、p70S6K のリン
酸化が有意に上昇した。ロイシンのみの添加
ではリン酸化は上昇しなかった。培地中のグ
ルコース濃度を測定したところ、培地交換時
には 100 mg/dl であったが、24 時間後には大
きく（〜10 mg/dl）低下していた。 
 
 本研究の結果より、骨格筋培養細胞に対す
る伸展刺激は、p70S6K と AMPKα のリン酸化
を同時に上昇させることが明らかとなった。
さらに、ロイシンとインスリンは AMPKα の
リン酸化が上昇している場合であっても
p70S6Kのリン酸化を上昇させる。すなわち、
mTORC1 と AMPK の拮抗的調節はメカニカ
ルストレスやホルモン等による生理的刺激
下では厳密に行われていないことが示唆さ
れた。 
 一方、薬理的に AMPK の活性を変動させる
とメカニカルストレスに対する mTOR/ 
p70S6K経路の反応に影響が及ぶ。すなわち、
AMPKα の阻害剤である CC で細胞を前処理
するとメカニカルストレスによる p70S6K の
リン酸化が増強された。さらに、AMPKα を
AICAR で活性化するとメカニカルストレス
による効果が抑制された。 
 電気刺激による検討では、グルコースが枯
渇した低エネルギーの条件では、ロイシン
および電気刺激誘導性のメカニカルストレ
スによるタンパク質合成促進シグナルは上
昇しないことが明らかとなった。 
 以上のことから、mTOR と AMPK による細
胞機能の調節は単純に拮抗的に行われてい
るのではなく、刺激の種類や頻度、強度など
によってさらに高次的に調節されているこ
とが示唆された。 
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