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研究成果の概要（和文）：酢酸摂取はメタボリックシンドローム予防に効果的であり、ラットにおいて運動持久
力を増加させ、骨格筋におけるミトコンドリア生合成の増加、筋線維の遅筋化を引き起こす。本研究ではL６筋
管細胞を用い、骨格筋における酢酸の作用機序を明らかにすることを目的とした。酢酸添加による作用には、酢
酸代謝に伴うAMP/ATP比の上昇を介したAMPK活性化と、短鎖脂肪酸受容体GPR43およびカルシウムシグナル伝達を
介したAMPK活性化が関与することが本研究において明らかとなった。酢酸摂取は、運動と同様の効果（AMPK遅筋
線維の増加）を骨格筋にもたらし、新たなサルコぺニアの予防・治療法に繋がる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Chronic intake of acetic acid induces the activation of AMPK in skeletal 
muscle, leading to the increase of slow muscle fiber and improvement of endurance performance. In 
this study, we investigated action mechanism of acetic acid using rat L6 myotube cells. Our data 
indicate that there are two mechanisms for the effect of acetic acid on the activation of AMPK in 
the cells. One is due to the increase in the AMP:ATP ratio via the activity of acetyl-CoA 
synthetase, and the other is due to activation of calcium signaling via a short-chain fatty acid 
receptor, GPR43. This study suggests the possibility that the intake of acetic acid cause the same 
effect as the exercise, increase in slow muscle fiber, and improve symptoms of sarcopenia.

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景 
超高齢化社会を迎えている我が国では、要
介護認定者は年々増加しており、今後も増加
し続けることが予想される。サルコぺニアは
加齢に伴い生じる骨格筋量と骨格筋力の低
下を示す症状である。サルコぺニアを改善す
るには、運動療法、いわゆる「筋トレ」が有
効であることが示されている。しかしながら、
高齢者においては激しい運動を伴う筋トレ
は骨折の危険性があり、また合併症を抱えて
いたり、運動機能が低下しているため運動自
体が困難な場合が多い。そのため、サルコぺ
ニアの予防・治療には栄養療法・薬物療法が
重要であり、治療・予防効果の高い栄養成分
の発見が望まれている。 
運動によりATPが消費されると骨格筋では
AMP:ATP 比が上昇し、AMPK が活性化する。活
性化AMPKは下流因子であるsirtuin1(SIRT1)、
PPARγ-coactivator1α(PGC1α)を活性化し、
ミトコンドリアの生成、酸化的リン酸化の促
進、遅筋線維の増加を惹起する（図 1）。骨格
筋においてアディポネクチンがその受容体
に結合すると、運動とは関係なく AMPK が活
性化し、下流の反応が起こることが示された
（図 1・灰色点線部分、Nature 464, 1313-1319, 
2010）。このことは何らかの方法で、骨格筋
において AMPK を活性化させることができれ
ば、運動と同様の効果（遅筋線維の増加）が
得られることを示しており、そのような方法
は高齢者において運動療法に替わる新たな
サルコぺニアの予防・治療法に繋がる可能性
がある。 
 
２．研究の目的 
申請者の所属する研究室では酢酸摂取が
２型糖尿病モデルラットの病態を改善し、メ
タボリックシンドローム予防に効果的なこ
とを示し（Biosci. Biotechnol. Biochem., 71, 
1236-1243, 2007）、酢酸を摂取したラットの
骨格筋において AMPK が活性化（リン酸化）
し て い る こ と を 見 出 し た （ Biosci. 
Biotechnol. Biochem., 73, 570-576, 2009）。
また、酢酸摂取をさせたラットにおいて運動
持久力が増加することを見出しており、骨格
筋においてミトコンドリア生合成の増加、筋
繊維の遅筋型への移行を酢酸が惹起してい
ることが示唆される。申請者は酢酸による
AMPK 活性化のメカニズムを明らかにする目
的で、ラット由来の培養筋管細胞（L6細胞）
を用い研究を行ってきた。細胞内へ取り込ま
れた酢酸は図１の黒破線で囲まれた部分で
示した代謝を受け、細胞内の AMP:ATP 比の上
昇を引き起こすことが予想される（酢酸代謝
に伴う AMPK 活性化）。我々は細胞内 AMP:ATP
比が上昇する時間と AMPK が活性化される時
間が異なることを観察しており、酢酸による
AMPK 活性化は、酢酸代謝に伴う細胞内
AMP:ATP 比上昇というメカニズムだけでは説
明がつかないと考えた。酢酸は短鎖脂肪酸に
分類され、現在までに知られている短鎖脂肪

酸受容体は GPR41 および GPR43 である。PCR
解析によりラットのヒラメ筋、腓腹筋および
L6 筋管細胞において GPR41 mRNA の発現はほ
とんど確認できず、GPR43 mRNA の発現が高い
ことを確認した。以上のことから、骨格筋に
おいて酢酸による AMPK 活性化は一部 GPR43
を介していると示唆された。本研究では酢酸
による AMPK 活性化への GPR43 の関与を示し、
AMPK 活性化メカニズムを解明することを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）酢酸による AMPK 活性化および下流遺
伝子発現上昇 
 低血清（2%馬血清）処理により筋管細胞へ
分化させた L6 細胞の培養液に酢酸を終濃度
0.5 mM(1 μmol/2 mL)になるように添加した。
酢酸添加後のグルコース取り込み量を培養
上清の残存グルコース量を測定することで
定量した。また。細胞内 AMP:ATP 比を HPLC
により分析し、AMPK 活性化、GLUT4、MEF2A
発現量は Western blotting によって定量し
た。また、各遺伝子発現量は real-time PCR
を用いて相対定量した。 
 
（２）酢酸による AMPK 活性化における GPR43
の関与 
酢酸添加によって惹起される AMPK 活性化
に GPR43 が関与しているかを、GPR43 のアゴ
ニストによる GPR43 の活性化、siRNA による
遺伝子ノックダウンによって評価した。また、
下流遺伝子の発現量の変化を Western 
blotting および real-time PCR により評価し
た。カルシウムシグナルの関与は、各種阻害
剤によって評価した。 
 
（３）rat acss3 遺伝子クローニング 
分化した L6 筋管細胞には、これまでにク
ローニングされておらず、機能未知な
acyl-CoA synthetase short chain family 
3(acss3)が発現していた。酢酸代謝に acss3

図 1 運動によるAMPK活性化経路および予想
される酢酸の AMPK 活性化経路 



がどのように関与するかを調べるため、遺伝
子をクローニングし、大腸菌に発現させた組
換え体の酵素学的性質を決定した。また、ヒ
ト肝培養細胞におけるacss3の機能を推定す
るために、siRNA を用いた遺伝子ノックダウ
ンを行った。 
 
４．研究成果 
（１）酢酸処理が L6 筋管細胞における AMPK
活性化および下流因子に与える影響 
 L6 筋管細胞の培養液に酢酸を添加すると、
大部分の酢酸は速やかに（添加後 30 分以内
に）細胞に吸収され、添加後 2分という非常
に早い段階で細胞内 AMP:ATP 比が上昇し、
AMPK 活性化が起こることが分かった。AMPK
活性化に伴い、GLUT4 ならびにミオグロビン
タンパク質および mRNA の発現量が増加し、
その増加は AMPK 依存的であることが AMPK 阻
害剤の処理により明らかとなった。また、筋
管細胞のグルコースならびに脂肪酸の取り
込みは酢酸処理によって増加し、細胞内のト
リアシルグリセリドは減少した。骨格筋細胞
における GLUT4 およびミオグロビンは、転写
因子であるMEF2Aの制御を受けることが知ら
れている。酢酸処理によって MEF2A の発現量
は、AMPK 依存的にタンパク質、mRNA レベル
で増加した。また、AMPK 活性化に伴って発現
が増加することが知られており、筋線維の遅
筋化に関与する PGC1αも酢酸処理によって
AMPK 依存的にタンパク質、mRNA レベルで増
加した。以上のことは、酢酸処理により筋管
細胞において AMPK が活性化し、MEF2A、PGC1
α発現の上昇が起こり、その結果、GLUT4 や
ミオグロビンの発現量が増加することを示
しており、酢酸が筋管細胞においてグルコー
スや脂肪酸の取り込みを促進し、エネルギー
代謝に影響を及ぼすことを示唆している。ま
た、酢酸処理によって PGC1αも発現が増加す
ることから、酢酸が骨格筋において疑似的な
運動作用を及ぼすことを示唆している。 
 
（２）酢酸による AMPK 活性化における GPR43
の関与 
 上述のように、L6 筋管細胞の培養液に酢酸
を添加すると速やかに AMP:ATP 比の上昇、
AMPK 活性化が起こり、GLUT4 や MEF2A の発現
上昇が起こる。GLUT4 や MEF2A 発現量の上昇
は、酢酸添加 5分後に観察され、その後、そ
れらの発現量は減少し、添加 4時間後に再び
発現量が増加する。酢酸添加後の遅い時間で
起こる変化は酢酸代謝に伴う AMPK 活性化を
介したものではなく、他のメカニズムが働い
ている可能性があった。そこで、短鎖脂肪酸
受容体（GPR41 および GPR43）の関与を調査
した。PCR 解析によりラットのヒラメ筋、腓
腹筋および L6 筋管細胞において GPR41 mRNA
の発現はほとんど確認できず、GPR43 mRNA の
発現が確認された。GPR43 の選択的アゴニス
トもしくは酢酸処理はL6筋管細胞において、
細胞内カルシウムの放出を増加させること

が分かった。また、酢酸の添加により、GPR43
の mRNA 発現量が増加し、添加後 30 分で最大
になることが分かった。酢酸添加による
GPR43 mRNA 発現増加は、AMPK 阻害剤で完全
に抑制することができなかったことから、
AMPK 以外の経路が存在することが示唆され
た。酢酸添加によるAMPK活性化、GLUT4、MEF2A、
PGC1αの発現増加は GPR43 の siRNA によって
抑制され、逆に GPR43 アゴニスト処理により
酢酸処理同様、AMPK 活性化が起こり、下流因
子の発現増加が起こった。以上のことは酢酸
による AMPK 活性化には GPR43 が関与するこ
とを示している。GPR43 の活性化により細胞
内カルシウム濃度が変化することから、カル
モジュリンおよびカルシニューリンの関与
をそれぞれの阻害剤を用いて調べたところ、
いずれにおいても酢酸添加の作用を抑制す
ることが分かった。以上のことから、酢酸の
骨格筋における作用機序には、酢酸代謝を介
したもののみならず、短鎖脂肪酸受容体
GPR43 を介したカルシウムシグナルが関与す
るものが存在することが分かった。 
 
（ ３） Acyl-CoA Synthetase Short-Chain 
family member 3 の機能解析 
分化した L6 筋管細胞には、これまでにク
ローニングされておらず、機能未知な
acyl-CoA synthetase short chain family 
3(acss3)が発現していた。酢酸代謝に acss3
がどのように関与するかを調べるため、遺伝
子をクローニングし、遺伝子産物の酵素学的
性質を決定した。ラット acss3 の発現組織を
調べたところ、肝臓、腎臓で高発現していた。
ヒト培養細胞に発現させたラットACSS3はミ
トコンドリアに局在し、ラット肝臓において、
ACSS3 はミトコンドリアマトリックスに存在
した。リコンビナント ACSS3 の基質特異性を
調べた結果、プロピオン酸を最適な基質とす
る酵素であることがわかった。HepG2 細胞を
用いて、acss3 をノックダウンしたところ、
acss3 ノックダウン細胞の破砕液中の
acyl-CoA 活性は酢酸、酪酸を基質とした場合
には変化がなかったが、プロピオン酸を基質
とした場合のみ活性低下がみられた。ラット
の肝臓におけるACSS3の発現量が飢餓によっ
て影響を受けるか調べたところ、飢餓状態で
はACSS3の発現量が増加し、プロピオニルCoA
合成酵素活性も増加することが分かった。以
上のことから、ACSS3 は肝臓ミトコンドリア
マトリックスに存在するプロピオニルCoA合
成酵素の一つであり、飢餓状態で発現が誘導
されることが分かった。 
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