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研究成果の概要（和文）： 本研究は、酢酸が骨格筋に及ぼす生理機能について明らかし、加齢による骨格筋機
能低下予防における酢酸の作用を明らかにすることを目的とした。筋管細胞を用いて解析したところ、酢酸は細
胞に速やかに取り込まれた後、糖・脂質代謝などの調節に関与するAMPKの活性化をもたらした。さらに、ミオグ
ロビンの転写制御を担う転写因子MEF2Aの発現を増加させ、その核内局在を促進させると共に、ミオグロビンお
よびGLUT4の発現を増加させて脂質代謝やグルコースの取り込みを増加させることを明らかにした。加えてPGC1a
の発現についても増加させたことから、酢酸はミトコンドリア増幅にも関与すると示唆された。

研究成果の概要（英文）： In this study, we examined the activation of AMPK and the stimulation of 
GLUT4 and myoglobin expression by acetic acid in skeletal muscle cells to clarify the physiological 
function of acetic acid in skeletal muscle cells. Acetic acid added to culture medium was taken up 
rapidly by L6 cells, and AMPK was phosphorylated upon treatment with acetic acid. We observed 
increased gene and protein expression of GLUT4 and myoglobin. Furthermore, treated cells also showed
 increased gene and protein expression of myocyte enhancer factor 2A (MEF2A), which is a well-known 
transcription factor involved in the expression of myoglobin and GLUT4 genes. 
 These results indicate that acetic acid enhances glucose uptake and fatty acid metabolism through 
the activation of AMPK, and increases expression of GLUT4 and myoglobin. In addition, this study 
presented that the treatment of acetic acid would increase expression of PGC1a that involves with 
mitochondrial generation in skeletal muscle cells.

研究分野：食品機能学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 我が国における高齢者人口の総人口に占
める割合は 23.3％（平成 23年）となり、我
が国は近い将来、超高齢化社会に突入すると
予測されている。高齢者の生活の質（QOL）
の向上のため健康で自立した生活の維持が
課題である。人間の生理機能は加齢に伴って
低下するが、生活機能を著しく低下させる原
因の一つとして、骨格筋系の老化が挙げられ
る。「サルコペニア」は加齢に伴う骨格筋量
および筋力の低下を特徴とする症候群であ
り、筋力の低下による有酸素能力の低下、さ
らには歩行能力の低下により転倒、骨折、ま
た寝たきりのリスクをもたらす 1)。筋力の低
下は基礎代謝量の低下も招き、肥満や 2型糖
尿病などの生活習慣病の引き金になる 2)。サ
ルコペニアの発症要因については、未だ不明
な点が多いが、最近、その骨格筋委縮にミト
コンドリアの機能障害が関与すると報告さ
れている 3)。ミトコンドリアの生合成に関わ
る鍵因子としてPGC１が広く知られている。
PGC１を活性化しミトコンドリアを増幅さ
せると、サルコペニア、ならびにそれに関連
した代謝疾患を予防・改善できることが報告
されている 4．5)。PGC１は、エネルギー代
謝の鍵因子として知られる AMP キナーゼ
（AMPK）によりリン酸化され活性化される。
申請者らはこれまで、動物に酢酸を経口的に
摂取させると、組織における代謝過程で
AMP を生成し、AMP/ATP 比の増加によ
り AMPK が活性化されることを報告し
てきた。肥満を発症する病態動物に酢酸を摂
取させた場合、AMPK活性化を介して体脂肪
蓄積の抑制や肥満の抑制、また脂肪肝を抑制
し、2 型糖尿病を改善すること 6)、また酢酸
摂取により、骨格筋におけるミオグロビ
ンや GLUT4 遺伝子の発現増加ならびに
動物のエネルギー消費量が増大すること
を示した 7)。酢酸は、AMPK の活性化を介
して PGC１を活性化させ、骨格筋のミトコ
ンドリアを増幅させることにより骨格筋の
加齢変化を遅延させ、健康寿命延長に寄与す
る可能性がある。 
 
２．研究の目的 
 酢酸を摂取させた動物の骨格筋における
核酸レベル（ATP, ADP, AMP）の変化を調
べると、酢酸摂取後 10分以内に AMP量が増
加し AMP/ATP比が増加する。骨格筋細胞質
には細胞質型アセチルCoA合成酵素（ACS1）
が局在しており、摂取した酢酸が組織に取り
込まれると ACS1 活性によりアセチル CoA
生成と共に AMPも生成する。その結果細胞
質内での AMP/ATP比が増加して AMPKが
活性化される 8)。活性化 AMPKは、ミトコン
ドリア生合成の鍵因子であるPGC１をリン
酸化し活性化させると共に、ミトコンドリア

内の酸化促進により NAD/NADH を上昇さ
せて SIRT1を活性化し、PGC１の脱アセチ
ル化を生じさせて、PGC１活性化を促進す
る 9)。これらの事実より酢酸には、AMPK活
性化を介して骨格筋のミトコンドリアを増
幅させ、骨格筋委縮を予防・改善する可能性
がある。本研究では、高齢動物の骨格筋委縮
に対する効果およびその機序を明らかにす
るために、高齢動物に酢酸を継続的に摂取さ
せた場合の代謝動態の解析、また骨格筋にお
ける AMPK 活性化レベルおよび PGC１レ
ベルの解析やミトコンドリア関連タンパク
質の解析により酢酸の作用機序を明らかに
することを目的とした。本研究成果報告にお
いては、培養細胞を用いた酢酸の機能性の機
序について主に報告する。 
 
３．研究の方法 
(1) L6 筋管細胞の培養 
 L6筋芽細胞は抗生物質および10％FBSを含
む DMEM 培地で培養した。筋芽細胞が 80％コ
ンフルエントに達した後、2％馬血清を含む
DMEM 培地を用いて筋管へ分化した。分化誘導
後 8－11 日後に実験に用いた。 
(2) L6 筋管細胞による酢酸の取り込み 
 筋管細胞を 0.5ｍM 酢酸で処理し、細胞に
よる経時的な酢酸吸収量を測定した。培養液
中の酢酸濃度をは、UV 法により測定した。 
(3) L6筋管細胞によるグルコースおよび脂肪
酸の取り込み 
 酢酸またはインスリンを処理した筋管細
胞におけるグルコースの取り込みは、培養液
中の残存グルコース濃度をグルコース測定
キットを用いて測定した。また、筋管細胞に
よる脂肪酸の取り込み量を測定するために、
0.6μmol のパルミチン酸で処理した後、培地
中の遊離脂肪酸濃度および細胞中の中性脂
肪濃度を測定キットを用いて測定した。 
(4) ヌクレオチドの分析 
 酢酸を一定時間処理した筋管細胞におけ
る、細胞中の ATP、ADP、および AMP 濃度を逆
相高速液体クロマトグラフィー法により測
定した。 
(5) 核画分の抽出 
 筋管細胞の核画分を抽出するために、酢酸、
または AICAR で処理した細胞を冷 PBSで洗い、
溶解緩衝液にて細胞を収集した。ホモジナイ
ズ後抽出液を遠心し上清を得た。核画分は高
張の緩衝液中に懸濁し、遠心により得た。タ
ンパク質濃度は Bradford 法により測定した。 
(6) AMPK 活性の測定 
 Protein-Gagarose ビーズにAMPKのα-2サ
ブユニットの特異的抗体を結合させ、細胞抽
出液を用いて AMPK を免疫沈澱させた。その
画分の活性を SAMS ペ プ チ ドおよび
Kinase-Glo Luminescent Kinase Assay kit
を用いて測定した、 
(7) ウェスタンブロット 
 筋管細胞を RIPA 緩衝液にて溶解させ、遠
心上清をウェスタンブロットに供した。試料



は、SDS-PAGE 後に PVDF 膜に転写し一次抗体
で反応させ、HRP が結合した二次抗体で反応
させた。 
(8) 定量的リアルタイム PCR 解析 
 酢酸を処理した筋管細胞から総RNAをセパ
ゾール RNA I super G を用いて抽出した。さ
らに RNA から cDNA を調製し、KAPA SYBR FAST 
qPCR Kits を用いてリアルタイム PCR 解析を
行った。 
(9) 蛍光免疫染色 
 L6 筋管細胞を４％ホルムアルデヒド溶液
で固定し、0.1％TritonX-100/PBS でインキュ
ベートしたのち３％BSA で処理した。その後
試料を一次抗体で１時間反応させ、その後
Alexa Fluorを結合した二次抗体で反応させ、
共焦点レーザー顕微鏡にて観察した。 
 
４．研究成果 
(1) 筋管細胞による酢酸の取り込み 
   0.5ｍM の酢酸を筋管細胞に添加すると、2
分以内に酢酸の速やかな取り込みが見られ
た（図１）。 

 
図 1 筋管細胞における酢酸の取り込み速度 
酢酸（0.5ｍM）を培養液に添加後の各時間後
における、細胞の酢酸取り込み速度を測定し
た。 
 
(2) 筋管細胞における酢酸の AMPK の活性化
および ACC のリン酸化による阻害 
 筋管細胞に0.05-0.5Mの酢酸を添加すると
濃度依存的に ANPK のリン酸化が見られた。
また AMPK のリン酸化はその阻害剤である
CompoundC により阻害された（図 2）。 
 

図 2 酢酸による AMPK のリン酸化における
AMPK 阻害剤 CompoundC の影響 
 

(3) 酢酸によるAMPKのリン酸化はCompoundC
以外の阻害剤である AraA により同様に阻害
された。AMPK によるリン酸化を受ける ACC に
ついても解析すると、酢酸により ACC のリン
酸化が促進し、AraA により阻害された(図 3, 
4)。 

図 3 酢酸による AMPK のリン酸化における
AMPK 阻害剤 AraA の影響 

 
図 4 酢酸による ACC のリン酸化における
AMPK 阻害剤 AraA の影響 
 
以上のことから、酢酸は AMPK をリン酸化
し活性化させることが明らかとなった。 
 
(4) 筋管細胞における酢酸による転写因子
MEF2A および PGC1の発現増加 
 酢酸を実験動物に摂取させると、ミオグロ
ビンおよびGLUT4遺伝子およびタンパク質の
発現が増加することをこれまで報告してい
る。本研究でも筋管細胞に酢酸を添加すると、
それらの遺伝子およびタンパク質が増加す
ることを認めたことから、酢酸によるそれら
の増幅の機序を明らかにする目的で、骨格筋
分化に関わり、ミオグロビンおよび GLUT4 の



発現に関わる転写因子であるMEF2Aおよびミ
トコンドリアの増幅に関与する因子である
PGC1a の発現について解析した。 
酢酸を添加した筋管細胞におけるMEF2Aお
よび PGC1a のｍRNA の発現は増加し、それら
の発現はいずれも AMPK 阻害剤の CompoundC
および AraA により阻害された（図 5、6）。ま
たタンパク質の発現も同様に酢酸で増加し、
阻害剤により抑制された（図 7、8）。 
 

 図 5 L６筋管細胞における酢酸の MEF2A 
mRNA 発現に及ぼす影響 
 

図 6  L６筋管細胞における酢酸の PGC1 
mRNA 発現に及ぼす影響 
 
MEF2A は筋芽細胞から筋管細胞に分化する
につれて核内から細胞質への存在割合が増
加していた。そこで酢酸による MEF2A の発現
増加に伴なうMEF2Aの核内存在量を解析した
結果、酢酸の添加により MEF2A の核内移行が
増加していた（図 9）。さらに AMPK 活性化阻
害剤の CompoundC に添加により、核内局在が
阻害された（図 9）。 

 
図 7 L６筋管細胞における酢酸の MEF2A タン
パク質の発現に及ぼす影響 

 
図8  L６筋管細胞における酢酸のPGC1 タ
ンパク質の発現に及ぼす影響 
 

 
図9 L６筋管細胞におけるMEF2Aの細胞内局
在におよぼす酢酸の影響 
 
 以上の結果より、酢酸は筋管細胞において
AMPK をリン酸化し活性化させると共に、AMPK
のリン酸化を介してMEF2Aの発現を増加させ、
さらに核内局在を促進させ、ミオグロビンお
よび GLUT4 の発現を増加させて、脂質代謝や
グルコースの取り込みを増加させることが
明らかになった。さらに PGC1a の発現につい
ても増加させたことから、酢酸はミトコンド
リア増幅にも関与すると示唆された。 
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