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研究成果の概要（和文）：　ヒトが活動するに当たり酸素は必要不可欠である。酸素は細胞内のミトコンドリアで消費
され活動エネルギーのもととなるATPを生み出す。筋細胞内で細胞外からミトコンドリアまでの酸素運搬を補助し大量
の酸素を貯蔵しているのがミオグロビンと呼ばれるタンパク質である。本研究では、ミオグロビンの発現制御機構とそ
の生理的意義を明らかにすることを目的とした。詳細な解析の結果、ミオグロビンの発現増加には細胞内cyclic AMP濃
度の上昇が重要であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）： Oxygen is essential for human activities. It is needed to generate ATP, which is 
an energy source consumed by mitochondria inside cells. Myoglobin is a type of protein which assists 
oxygen transport inside muscle cells, from outside to mitochondria, and stores a large amount of oxygen. 
The objective of this study was to reveal the regulatory mechanism for myoglobin expression and its 
physiological significance. According to the results of detailed analyses, it was found that elevation of 
cyclic AMP concentration inside the skeletal muscle cells was crucial to increase myoglobin expression.

研究分野： 運動生理・生化学
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１．研究開始当初の背景 
高齢化社会を迎える日本において、糖尿病

に代表される生活習慣病の予防は喫緊の課
題である。生活習慣病予防には個々人が適切
なエネルギー摂取を心がけることが重要で
あることは言うまでもないが、近年、エネル
ギー生産工場であるミトコンドリアの機能
低下が生活習慣病に関わる可能性が示唆さ
れ、ミトコンドリアを中心としたエネルギー
代謝メカニズム解明への期待が急速に高ま
っている。ミトコンドリアはエネルギー代謝
の要であるが、細胞内への円滑な酸素供給が
必要不可欠である。この酸素供給機構は特に
重要視されており、血流や毛細血管網の他、
細胞内の酸素拡散が重要因子であると考え
られている。細胞内の酸素輸送タンパク質で
あるミオグロビン（Mb）を欠損させたマウス
には毛細血管の増殖や筋線維の萎縮、血液量
の上昇など、様々な代償作用が生じていた
（Grange et al. 2001）。こうした代償作用
の惹起は Mb がミトコンドリアへの 酸素 供
給に対して生理的役割を担っていることの
間接的証拠である。また、長時間潜水可能な
海中哺乳類の骨格筋、あるいは陸上哺乳類の
抗重力筋などの有酸素性代謝能力の高い筋
には高濃度の Mb が含まれる（Masuda et al. 
2001）。さらに、ミトコンドリアでのヘムの
合成過程（Maclean  1978）や、ミトコンド
リアプロテオーム解析からもミトコンドリ
アと Mb の強い関連性が示唆されているが、
関連性の詳細は未だ明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 

Mb は 1958 年に立体構造が明らかにされ
た最初のタンパク質であるものの、『なぜ、
Mb が存在すると酸素運搬・酸素代謝に有利な
のか？』『なぜ、一生涯拍動し続ける心筋や
持久性運動に適した骨格筋に Mb が多いの
か？』、などの Mb 発現意義に対する生物学
的・運動生理学的疑問が未だ解明されていな
い。本研究は骨格筋細胞内の Mb 発現メカニ
ズムを解明し、その生理的意義を明らかにす
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
細胞培養：ラット骨格筋細胞L6を37℃、5% CO2、
95% O2 の環境下で培養し、5 日間の増殖期間
を経て 6 日目から 10 日目までの 5 日間、分
化培養を行った。10 日目までに成熟した筋管
が形成された。11 日目から分化培養液に目的
の刺激試薬を添加し、24 時間もしくは 72 時
間の刺激培養を行い、実験・解析を行った。 
タンパク質発現解析：ウェスタンブロット法
によりタンパク質の発現量を定量化した。 
ｍRNA 発現解析：TaqMan プローブ法により
mRNA の発現量を定量化した。 
プロモーター活性解析：コンフルエントにし
た L6 細胞に pGL4.29 [luc2P/CRE/Hygro] 
vector (PROMEGA, Madison, WI)をリポフェ
クション法により遺伝子導入し、一晩培養し

た後、5mM カフェインの 24 時間連続刺激を行
った。その後、Dual-Luciferase® Reporter 
Assay 法（PROMEGA）により定量化した。 
 
４．研究成果 

図 1．カフェイン刺激による Mb の mRNA 発現 ラ

ット骨格筋細胞L6に対して5mMカフェイン（CAF）

の連続刺激を 2種（24時間、72時間）行った後、

ｍRNA の発現量を定量した。表示は平均値±標準

偏差。*はコントロール群（CON）に対して統計的

有意差有り（P < 0.05）。 

 

図２．カフェイン刺激による cAMP シグナル応答

領域の活性化 pGL4.29 ベクターを導入したラッ

ト骨格筋細胞 L6に対して 5mM カフェイン（CAF）

の 24 時間連続刺激を行った後、cAMP シグナル応

答領域の活性化を定量した。表示は平均値±標準

偏差。*はコントロール群（CON）に対して統計的

有意差有り（P < 0.05）。 

 

図３．cAMP シグナル活性化による Mb のタンパク

質発現 ラット骨格筋細胞 L6 に対して 3 種の薬

剤刺激、① 5 mM カフェイン（CAF）、② 0.1 mM 

8-(4-Chlorophenylthio)adenosine 

3′,5′-cyclic monophosphate sodium salt

（ 8-CPT-cAMP ） 、 ③  0.5 mM 



4-Chloro-3-methylphenol（4-CmC）の 72 時間連

続刺激を行った後、Mbタンパク質の発現量を定量

した。表示は平均値±標準偏差。*はコントロー

ル群（CON）に対して統計的有意差有り（P < 0.01）。

†はカフェイン刺激群（CAF）に対して統計的有

意差有り（P < 0.01）。 

 

 運動刺激によって哺乳類骨格筋細胞内の
Mb 量が増加することは広く知られている。そ
こで我々は、細胞に対する運動様刺激として
カフェイン刺激を行った。カフェインの薬理
作用はいくつか存在するが、本研究では、①
リアノジン受容体刺激作用、②ホスホジエス
テラーゼ阻害作用、に注目した。カフェイン
が運動様刺激として細胞実験でよく用いら
れるのは①の作用による。カフェインはリア
ノジン受容体に作用し、運動時と同様に筋小
胞体からカルシウムを放出させる。 
ラット骨格筋細胞 L6に 24時間連続のカフ

ェイン刺激を行ったところ、細胞内のMb mRNA
量は有意に増加した。また、72 時間でも同様
に増加した（図１）。さらに同様のサンプル
に対し、細胞内のカルシウムシグナルの活性
化を検証したが（カルモジュリンキナーゼ II
のリン酸化を指標とした）、有意な相関性が
認められなかった。次に②のホスホジエステ
ラーゼ阻害作用を検証した。ホスホジエステ
ラーゼは cAMP を分解し AMP を産生する酵素
であるため、ホスホジエステラーゼが阻害さ
れると筋細胞内の cAMP 濃度は上昇する。よ
って 24 時間のカフェイン連続刺激を行った
後、骨格筋細胞 L6 の cAMP シグナル応答領域
の活性化を検証したところ、有意な増加が認
められた（図２）。最後に、カフェインとは
異なりホスホジエステラーゼ阻害作用を持
たないリアノジン受容体刺激剤として 4-CmC
を、cAMP シグナル活性化剤として cAMP アナ
ログである 8-CPT-cAMP を用いて Mbタンパク
質発現を検証したところ、4-CmC 刺激では Mb
タンパク質発現量に変化は無かったが、カフ
ェイン、8-CPT-cAMP の 72 時間連続刺激 によ
りMbタンパク質発現量は有意に増加した（図
３）。 
以上の結果より、ミオグロビンの発現増加

には細胞内 cAMP 濃度の上昇が重要であるこ
とが明らかとなった。 
本研究により長年謎であった Mb タンパク

質発現経路の一端が明らかとなり、今後、よ
り詳細なシグナル伝達経路の研究促進が期
待される。また、効率的な持久性トレーニン
グ方法の開発にも貢献できるものと考えら
れる。 
現在も引き続き Mb 発現制御メカニズムの

解明を行うとともに、実験動物を用いた研究
も進めている。 
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