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研究成果の概要（和文）：骨格筋は収縮速度が速い速筋と、収縮速度が遅い遅筋に大別される。先行研究では、
筋肉に含まれるホスファチジルコリン(PC)に結合する脂肪酸種が筋肉のタイプごとに異なることが示唆されてき
たが、PC分子種の違いが生じる機序や、その生理的意義は未解明である。本研究では、速筋に16:0-PC(sn-1位に
16:0が結合したPC)が多いこと、遅筋には16:0-PC加え18:0-PC(sn-1位に18:0が結合したPC)が多いこと、また
LPLAT1が筋肉において18:0-PC量を増加させることを明らかにした。さらにPCに結合する脂肪酸種の変化が筋肉
の性質や機能に大きく影響することが判明した。

研究成果の概要（英文）：Skeletal muscles are roughly divided into fast-twitch muscles with a high 
contraction rate and slow-twitch muscles with a slow contraction rate. Previous studies have 
suggested that the fatty acid species that bind to phosphatidylcholine (PC) in muscle differ 
depending on the muscle fiber type, but the mechanism by which the difference in PC molecular 
species occurs and its physiological significance have not been elucidated. In this study, we 
revealed that the fast-twitch muscle contained 16:0-PC, and the slow-twitch muscle contained 18:0-PC
 in addition to 16:0-PC. Furthermore, we showed that acyltransferase LPLAT1 increased the amount of 
18:0-PC in muscle and these changes in the fatty acid species that bind to PC had a great effect on 
muscle properties and functions.

研究分野： 分子栄養学

キーワード： リポクオリティ　ホスファチジルコリン　アシル基転移酵素

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来の栄養学では、“摂取する脂質の量や質”と生体機能や疾病発症との関係性が重要視され、“生体を構成す
る脂質の質”と生体機能の関係性まで踏み込んだ解析はされてこなかったが、組織におけるPC分子種の質がその
機能に重要な働きをしていることが判明し、栄養学における脂質の新たな意義を見出した。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
脂質を構成している脂肪酸には飽和脂肪酸、一価不飽和脂肪酸、多価不飽和脂肪酸があり、エネ
ルギー源として利用されるほか、生体膜の構成成分として重要な役割を果たしている。しかし、
生体膜を構成している脂質に結合している脂肪酸種の違いが細胞や臓器のどのような機能に関
与するのか、どの脂質分子がどのような機能に必要なのかなど、不明な点が多く残されている。
生体膜成分であるグリセロリン脂質は、グリセロール骨格に２つの脂肪酸と１つの極性基が結
合しており、結合する脂肪酸と極性基との組み合わせから生体内には約 1,000 種類の分子種が存
在し、その多様性が生体膜のダイナミックな動きや、受容体やチャネルなどの膜タンパク質の機
能を制御する可能性が指摘されている。しかし、グリセロリン脂質に結合する脂肪酸種の制御に
関する研究の歴史は浅く、組織レベルでの解明や組織の機能に及ぼす影響についての検討は遅
れている。その理由として、脂質はゲノムに直接コードされないため解析が難しいことや、抗体
を用いた検出が難しいことなどが考えられる。 
骨格筋は、筋線維タイプによって異なる性質を有することや、運動トレーニングや不活動などに
よりその性質を変化させるなど、他の臓器には無いユニークな特徴を有している。このような、
筋線維タイプの相違や性質の変化には、機能性タンパク質、構造タンパク質、ミトコンドリア、
情報伝達系分子などが関与することが明確にされてきた。一方、筋線維タイプの相違や運動トレ
ーニングは phosphatidylcholine (PC) に結合している脂肪酸種の変化を引き起こすため、PC 分子
種の変化が筋機能変化と関連することが想定されるが、その実態は明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
脂質は生体膜の構成成分、エネルギー源、シグナル分子などとして多彩な役割を担う分子である。
生体内には数多くの脂質分子種が存在し、その多様性が様々な生命現象や機能制御に関与する
ことが類推されている。しかし、その分子実体やメカニズムについては不明な点が多い。申請者
らはこれまでに、骨格筋に含まれる PC 分子種が骨格筋性状によって異なることを明らかにし、
PC に結合している脂肪酸種の違いを生じるメカニズムの一端を捉えることにも成功している。
すなわち、骨格筋を形成する筋線維は、収縮速度の違いから速筋タイプと遅筋タイプに大別され
るが、マウスの速筋中には 1-palmitoyl-2-docosahexaenoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (PDPC) が
多く存在し、遅筋中には PDPC に加え 1-stearoyl-2-docosahexaenoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 
(SDPC) も多く存在することを見出した (未発表データ)。また、持久運動トレーニングによって
「後天的に遅筋化した骨格筋」においても SDPC 量の増加が観察され、その増加には「遅筋化を
促す転写共役因子 PGC-1α」が必要であることを明らかにした (J Lipid Res 2015)。以上のことか
ら、PC 分子種の違いが筋線維タイプごとの特性に寄与している可能性が考えられる。次に、PC
に結合している脂肪酸種に影響する遺伝子のうち、「速筋」に比べ、「遅筋」と「後天的に遅筋化
した骨格筋」で発現量が変化した遺伝子を検索したところ、SDPC 量の変化を説明できる候補遺
伝子として、３種類のアシル基転移酵素と１種類のホスホリパーゼを見出した（未発表データ）。
しかし、これら候補遺伝子が骨格筋において PC 分子種の違いを生じさせるのか、存在する PC
分子種の違いが筋機能とどのように関係しているのかについては、未だ不明である。そこで本研
究ではこれら３つの候補遺伝子に着目し、【課題１】筋線維タイプごとに PC に結合している脂
肪酸種を制御する遺伝子を同定し、【課題２】当該遺伝子の発現量を制御することによって PC に
結合している脂肪酸種を人為的に変化させたモデルを用いて筋機能を評価することを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
【課題１】筋線維タイプごとに PC に結合している脂肪酸種に違いが生じる機序：３種類の候補
遺伝子をノックダウンあるいは過剰発現した培養骨格筋細胞を作製し、PC に結合している脂肪
酸種がどのように変化するのかを解析した。これと同時に、候補遺伝子を遺伝子組換えにより欠
損あるいは筋肉特異的に過剰発現させたモデルをそれぞれ作製し、PC に結合している脂肪酸種
の変化を解析した。 
【課題２】PC に結合している脂肪酸種の違いが筋機能に及ぼす影響：「PC に結合している脂肪
酸種を制御する遺伝子」を欠損したモデルマウスを用いて、筋収縮速度、発揮張力、持久運動能
力を解析した。さらに、候補遺伝子を骨格筋特異的に過剰発現させたモデルマウスを用いて、筋
力、持久力を調べた。 
 
４．研究成果 



【課題１-１】３種類のアシル基転移酵素と１種類のホスホリパーゼのノックダウンによる
C2C12 筋管細胞におけるリン脂質プロファイルの変化 
筋線維型依存性リン脂質プロファイルを制御するメカニズムを明らかにするために、３種類の
アシル基転移酵素と１種類のホスホリパーゼの siRNA を導入した C2C12 筋管細胞でリン脂質プ
ロファイルの分析を行った。 
アシル基転移酵素 GPAT1 siRNA#1 および#2 はアシル基転移酵素 A mRNA 発現の低減に有効で
あり、16:0-PC の量は若干減少した。 
アシル基転移酵素 LPCAT1 の siRNA #2 および#3 は、LPCAT1 mRNA の発現を減少させる効果が
あった。16:0-PC の量は siLPCAT1#2 で減少した。18:0-PC の量は siLPCAT1#3 によってわずかに
増加した。 
アシル基転移酵素 LPLAT1 siRNA#1、#2 および#3 は、LPLAT1 mRNA 発現の低減に有効であっ
た。C2C12 筋管細胞の LPLAT1 ノックダウンは、16:0-PC の大幅な増加を引き起こし、18:0-PC を
減少させた。PC(16:0/16:0)、PC(16:0/18:2)、PC(16:1/18:0)、PC(18:0/18:1)、PC(18:0/18:2)、PC(18:0/20:4)
の量の増加は少なくとも 2 種類の siLPLAT1 で観察された。 
最後に、C2C12 筋管細胞でホスホリパーゼ DDHD1 発現をノックダウンした。ノックダウン効率
を確認するために、siDDHD1 を C2C12 筋芽細胞にトランスフェクションしたところ、siDDHD1 
#1 のノックダウン効率は特に高く、#3 は同じノックダウン効率を示した。そこで、C2C12 筋管
細胞へのノックダウンには siDDHD1#1、および siDDHD1#1+3 を使用した。これらの siDDHD1
は DDHD1 mRNA 発現を減少させた、18:0-PC の量のわずかな減少を引き起こした。 
これらの結果から、LPLAT1 の発現がリン脂質プロファイルの筋線維型依存性の違いに寄与する
ことが示唆された。 
【課題１-２】LPLAT1 を過剰発現する C2C12 細胞の解析 
LPLAT1 を過剰発現する C2C12 筋芽細胞を作成し、LPLAT1 の発現量が GFP コントロール細胞
と比較して、増加していることを確認した。C2C12 筋芽細胞では、LPLAT1 の過剰発現により
16:0-PC の量が減少し、18:0-PC の量が増加した。LPLAT1 過剰発現により、PC(16:0/18:0)、
PC(16:1/18:0)、PC(18:0/18:1)量が増加し、PC(16:0/16:1)、PC(16:0/18:1)、PC(18:1/18:1)、PC(16:0/20:4)
が減少した。LPLAT1 を過剰発現する C2C12 筋管細胞でも同じ実験を行った。LPLAT1 過剰発現
は 18:0-PC の量の増加のみを引き起こし、PC(18:0/18:1)や PC(18:0/18:2)などの 18:0-PC 量が増加
した。 
【課題１-３】LPLAT1 欠損によるマウス骨格筋 PC リモデリングへの影響 
LPLAT1 がマウス骨格筋中の PC に結合する脂肪酸の組成に与える影響を検討するために、
LPLAT1 を欠損した LPLAT1-KO マウスの骨格筋を用いて LC/MS により PC 分子種を解析した。
長趾伸筋(EDL)において、野生型と比較して LPLAT1-KO で有意に減少した分子種は、PC 
(18:0/18:2)、PC (18:0/20:4)、PC (16:0/22:6)、PC (16:1/22:6)、PC (18:0/22:6)、PC (18:0/18:1)、PC 
(18:0/20:5)であった。逆に、野生型と比較して LPLAT1-KO で有意に増加した分子種は、PC 
(16:0/16:0)、PC (16:0/18:1)、PC (18:1/18:1)、PC (16:0/18:2)、PC (18:2/18:2)、PC (18:2/20:5)であっ
た。以上、EDL において PC に結合する 16:0、18:0 量は、16:0 量は野生型と比較して、LPLAT1-
KO で顕著に増加、18:0 量は LPLAT1-KO で顕著に減少した。ヒラメ筋(soleus)において、野生型
と比較して、LPLAT1-KO で有意に減少した分子種は、PC (18:0/18:2)、PC (18:0/20:4)、PC (16:0/22:6)、
PC (16:1/22:6)、PC (18:0/22:6)、PC (16:0/18:0)、PC (18:0/18:0)、PC (18:0/18:1)、PC (18:0/20:5)であ
った。逆に、野生型と比較して LPLAT1-KO で有意に増加した分子種は、PC (16:0/16:0)、PC 
(16:0/18:1)、PC (18:1/18:1)、PC (16:0/18:2)、PC (18:2/18:2)、PC (16:0/20:4)、PC (18:2/20:4)、PC 
(18:2/20:5)であった。以上、soleus において PC に結合する 16:0、18:0 量は、16:0 量は野生型と比
較して LPLAT1-KO で顕著に増加し、18:0 量は LPLAT1-KO で顕著に減少した。 
【課題１-４】マウス骨格筋への LPLAT1 過剰発現による PC リモデリングへの影響  
LPLAT1 が骨格筋中の PC に結合する脂肪酸の組成に与える影響を検討するために、骨格筋特異
的 LPLAT1 過剰発現マウス(mLPLAT1-Tg)マウスの骨格筋を用いて LC/MS による PC 分子種の
解析を行った。その結果、EDL において、野生型と比較して mLPLAT1-Tg で有意に減少した分
子種は、PC (16:0/16:0)、PC (16:0/16:1)、PC (16:0/20:4)、PC (16:1/20:4)、PC (18:2/20:4)、PC (16:0/20:5)、
PC (16:0/22:6)、PC (16:1/22:6)、PC (18:2/22:6)であった。逆に、野生型と比較して mLPLAT1-Tg で
有意に増加した分子種は、PC (16:0/18:0)、PC (18:0/18:0)、PC (16:1/18:0)、PC (18:0/18:1)、PC 
(18:1/18:1)、PC (16:1/18:2)、PC (18:0/18:2)、PC (18:1/18:2)、PC (18:1/20:4)、PC (18:1/22:6)であっ
た。以上、EDL において 16:0-PC は野生型と比較して mLPLAT1-Tg で減少し、18:0-PC は
mLPLAT1-Tg で増加した。Soleus において、野生型と比較して mLPLAT1-Tg で有意に減少した
分子種は、PC (16:0/18:2)、PC (18:2/18:2)、PC (16:0/20:4)、PC (18:2/20:4)、PC (16:0/20:5)、PC (18:0/20:5)、
PC (18:2/20:5)、PC (16:1/22:6)、PC (18:2/22:6)であった。逆に、野生型と比較して mLPLAT1-Tg で
有意に増加した分子種は、PC (16:0/18:0)、PC (18:0/18:0)、PC (18:0/18:1)、PC (18:1/18:1)、PC 



(18:0/18:2)、PC (18:0/22:6)、PC (18:1/22:6)であった。以上、soleus において、16:0-PC は野生型と
比較して mLPLAT1-Tg で減少傾向、18:0-PC は、mLPLAT1-Tg で有意に増加した。  
PC は、主にグリセロール骨格の sn-1 位に SFA (saturated fatty acids)や MUFA (monounsaturated fatty 
acids)が、sn-2 位には PUFA (polyunsaturated fatty acid)がエステル結合している。しかし、生体膜
を構成するリン脂質には、脂肪酸の結合部位が入れ替わったポジショナルアイソマーが存在す
ることが報告されている。そこで、16:0-PC および 18:0-PC の主要分子種である、PC (16:0/22:6)、
PC (18:0/22:6)について、ポジショナルアイソマーの分離測定を行った。先行研究により、MS 解
析のイオン化によって sn-2 位の脂肪酸が失われた 1-acyl-2-lyso-PC のフラグメントイオンは、sn-
1 位が失われた 2-acyl-1-lyso-PC のフラグメントイオンよりも高検出される。我々はこれまでに、
合成 PC (16:0/22:6)を用いてポジショナルアイソマーの分離を行った際、RT (保持時間) 30.7 min
と 31.6 min にピークが得られた。各ピークの MS/MS スペクトルを比較すると、1-docosahexaenoyl-
2-lysophospholipid 由来のスペクトル (m/z 552.3)と 1-palmitoyl-2-lysophospholipid 由来のスペクト
ル (m/z 408.3)が得られた。また、合成 PC (18:0/22:6)を用いてポジショナルアイソマーの分離を
行った際、RT 44.7 min と 46.1 min にピークが得られた。各ピークの MS/MS スペクトルを比較
すると、 1-docosahexaenoyl-2-lysophospholipid 由来のスペクトル  (m/z 552.3)、 1-stearoyl-2-
lysophospholipid 由来のスペクトル (m/z 508.3)が得られた。そのため、ポジショナルアイソマー
の推定には、各ポジショナルアイソマーの RT および m/z を参考にして行った。mLPLAT1-Tg の
骨格筋中の PC (16:0/22:6)のポジショナルアイソマーを分離した結果、すべてのサンプルにおい
て、m/z 806.50 のマスクロマトグラムから RT 30 min 付近に単一ピークが検出された。これらピ
ークの MS/MS スペクトルを確認したところ、1-palmitoyl-2-lysophospholipid 由来のスペクトル 
(m/z 408.3)が得られた。このことから、これらピークは sn-1 位に 16:0、sn-2 位に 22:6 が結合し
た PC (16:0/22:6)であることが明らかとなった。同様に、PC (18:0/22:6)のポジショナルアイソマ
ーを分離した結果、すべてのサンプルにおいて、m/z 806.50 のマスクロマトグラムから RT 43 min
付近に単一ピークが検出された。これらピークの MS/MS スペクトルを確認したところ、1-
stealoyl-2-lysophospholipid 由来のスペクトル (m/z 508.3)が得られた。このことから、これらピー
クは sn-1 位に 18:0、sn-2 位に 22:6 が結合した PC (18:0/22:6)であることが明らかとなった。 
【課題２-１】LPLAT1 欠損によるマウス骨格筋への影響 
LPLAT1 が骨格筋機能に与える影響を検討するために、まず、LPLAT1-KO マウスを用いて四肢
握力の測定を行った。その結果、野生型と LPLAT1-KO の間で差が見られなかった。したがって、
LPLAT1 の欠損は四肢握力には影響しないことが明らかになった。 
次に、LPLAT1 が骨格筋の収縮力、収縮特性に影響が出るか否か検討するため、LPLAT1-KO マ
ウスから摘出した骨格筋を用いて、電気刺激時における収縮力、および収縮特性を測定した。そ
の結果、雄では、野生型と LPLAT1-KO で収縮力および収縮特性に差は見られなかった。一方雌
では、野生型と比較して LPLAT1-KO の soleus で、2、3、4、5、10 分時点での max contraction 
force と 2 分時点での force generation が有意に低下していた。したがって、雌において LPLAT1
欠損によるリン脂質分子種の変化により、骨格筋収縮力が低下する可能性が示唆された。  
持久運動能力についての評価を行ったところ、野生型と比較して LPLAT1-KO マウスで走行運動
時間の有意な低下が見られた。この変化は、雄雌において共通であった。このことから、LPLAT1-
KO マウスにおいて、持久運動能力が低下することが明らかになった。  
呼気ガス分析により、運動時のエネルギー代謝を測定したところ、野生型と LPLAT1-KO に違い
が見られた。雄雌ともに、野生型では、リタイア時に付近で VO2、VCO2、glucose oxidation rate、
lipid oxidation rate が緩やかに増加した。一方、LPLAT1-KO では、VO2、VCO2、lipid oxidation は
運動初期の段階から高値を示し、glucose oxidation rate も早い段階で急激に増加した。  
以上の結果より、野生型と LPLAT1-KO において、持久力と運動時代謝に変化が生じた。したが
って、LPLAT1 欠損による骨格筋に含まれるリン脂質分子種の変化が持久運動能力の低下を引き
起こすことが示唆された。 
LPLAT1-KO マウスにおいて、持久運動能力が低下することが示された。このことより、LPLAT1
の欠損が骨格筋に含まれるリン脂質を変化させ、ミトコンドリア機能に影響を与えるのではな
いかと考えられる。そこで、LPLAT1 の欠損がミトコンドリアに与える影響を電子顕微鏡、ミト
コンドリア DNA コピー数の測定および SDH 染色を行って検討した。電子顕微鏡観察の結果、
野生型と LPLAT1-KO において、筋線維に沿ってきれいにミトコンドリアが観察され、形態異常
のあるミトコンドリアはどちらにも同程度存在した。したがって、電子顕微鏡観察では、LPLAT1
欠損によるミトコンドリアの形態異常は見られなかった。ミトコンドリアコピー数測定の結果、
野生型と LPLAT1-KO において、ミトコンドリア DNA コピー数に差は見られなかった。また、
SDH 染色の結果、前脛骨筋(TA)の深層部、表層部どちらにおいても野生型と LPLAT1-KO で大
きな違いは見られなかった。したがって、LPLAT1 欠損によって、ミトコンドリア量は変化しな
いことが明らかになった。 
【課題２-２】マウス骨格筋への LPLAT1 過剰発現による骨格筋への影響 



mLPLAT1-Tg マウス雄の腓腹筋(Gastro)、TA、大腿四頭筋(Quadri)は、野生型と比較して、
mLPLAT1-Tg で有意に減少した。生殖器周囲脂肪および皮下脂肪において、野生型と mLPLAT1-
Tg の間で有意な変化は見られなかった。 
LPLAT1 の過剰発現が骨格筋の発揮張力に与える影響を検討するために、mLPLAT1-Tg マウスの
四肢握力の測定を行った。その結果、野生型マウスと比較して mLPLAT1-Tg マウスで四肢握力
が顕著に減少した。この変化は、雄雌において共通であった。このことから、LPLAT1 の過剰発
現は骨格筋の発揮張力を低下させることが明らかになった。 
走行運動能力についての評価を行ったところ、野生型マウスと比較して mLPLAT1-Tg マウスで
高負荷運動時の運動継続能力の低下が見られた。この変化は、雄雌において共通であった。 
mLPLAT1-Tg マウス骨格筋を形成する筋線維タイプを調べるため、TA を摘出し、筋線維を免疫
染色により筋線維タイプごとに染め分けた。各筋線維タイプの線維数を全て数え、全体の筋線維
数に占める割合を算出し、野生型と mLPLAT1-Tg で比較した。野生型と比較して mLPLAT1-Tg
で Type Ⅱa 線維数が有意に減少し、Type Ⅱx 線維および Type Ⅱb 線維数が増加傾向を示した。次
に筋線維横断面積の測定を行った。野生型と比較して、mLPLAT1-Tg で筋線維横断面積が 1,500-
1,750 µm2、1,750-2,000 µm2、2,000-2,250 µm2、2,250-2,500 µm2の筋線維の割合が有意に減少した。
逆に、野生型と比較して、mLPLAT1-Tg で筋線維横断面積が< 500 µm2、500-750 µm2、750-1,000 
µm2の筋線維の割合が有意に増加した。 
LPLAT1 の過剰発現がミトコンドリアおよび筋小胞体に与える影響を電子顕微鏡観察により検
討した。ミトコンドリアについて、野生型の表層部、深層部において、筋線維に沿ってきれいに
ミトコンドリアが観察され、目立った形態異常は見られなかった。一方、mLPLAT1-Tg の表層
部、深層部において、野生型と比較して縮小化したミトコンドリアが存在し、ミトコンドリア内
部のクリステ密度が低下した。特に、これら変化は表層部で大きく見られた。筋小胞体について、
野生型の表層部、深層部において、筋線維に沿って線状に並ぶものもあれば、ミトコンドリアの
周辺に存在するものもあった。一方、mLPLAT1-Tg の表層部において、野生型と比較して筋小胞
体が縮小化した。mLPLAT1-Tg の深層部における筋小胞体の形態変化は見られなかった。 
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