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研究成果の概要（和文）：肥満が廃用性筋萎縮を促進させる因子であることが示唆されているがそのメカニズム
の多くは不明である。本研究では肥満が筋萎縮の進行を促進させる分子メカニズムを炎症性サイトカインIL-6と
筋萎縮原因遺伝子の発現を中心として評価・検討することを目的とした。肥満における廃用性筋萎縮は、骨格筋
組織内の筋萎縮原因遺伝子MuRF1や炎症性サイトカインIL-6の発現増加を介してタンパク質合成経路を減弱さ
せ、骨格筋萎縮の進行を促進する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Recently, it has been reported that obesity may contribute to the loss of 
skeletal muscles. However, the obesity-related cellular mechanisms during inactivity still need to 
be elucidated. The purpose of this study was to determine the effects of obesity on 
degradation-related signaling pathways and inflammatory mediators in muscles during inactivity. Mice
 were fed either a normal diet (ND) or a high fat diet (HFD). Then, the hind limbs of all mice were 
unilaterally immobilized for 6 h (initial phase) or 1, 3 and 7 days (long-term inactivity). In the 7
 days, the HFD significantly augmented loss of mass rate as compared with ND. Due to long-term 
inactivity, the expression level of MuRF1 mRNA 3days in soleus and plantaris muscles was 
significantly higher in the HFD compared with the ND. Moreover, IL-6 mRNA expression was 
significantly increased by immobilization in the HFD during the initial phase of inactivity. We 
showed that HFD affects inflammatory mediators during muscle inactivity.

研究分野：骨格筋
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肥満が筋萎縮の進行を促進させる可能性が示唆されている社会的背景として、加齢に伴う筋量減少（サルコペニ
ア）と肥満が組み合わさった病態である「サルコペニア肥満」が歩行障害のリスクを増加させ、寝たきり高齢者
を増加させることが問題となっている。本研究の成果は、サルコペニア肥満など肥満と筋萎縮に関連した疾患の
治療・予防法の開発への足掛かりになり、寝たきり高齢者の予防・対策に繋がる可能性があると考えている。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
骨格筋は可塑性に富む組織であり、怪我や病気に伴う不活動は骨格筋萎縮を誘発させること
はよく知られている。骨格筋萎縮は日常生活活動への制限をきたし、社会復帰の障害となる。近
年、骨格筋萎縮の進行を促進させる新たなリスクファクターとして『肥満』が注目されている。
これまでの先行研究において、肥満マウスに対する除神経は、通常マウスと比較して 10％ほど
筋の萎縮率が高くなることが報告されている（Roseno SL, et al. 2015）。骨格筋萎縮率の増大
は長期臥床や不活動期間を延長させ、それに伴う二次的な弊害（循環機能低下、心肺機能低下、
認知機能低下など）の発症リスクも増加させる。しかしながら現状では、肥満が筋萎縮の進行を
促進させる原因や機序は特定されておらず、その鍵となる分子および機序の早急な解明が必要
である。 
研究開始当初、研究代表者は肥満が筋萎縮の進行を促進させる背景には、肥満と筋萎縮がクロ
ストークすることで相加・相乗的に作用する分子が存在すると考えた。そこで肥満と筋萎縮に共
通して活性化する分子 Interleukin-6(IL-6)に着目した。IL-6 は肥満などの慢性炎症によって
増加することが報告されている。さらに実験動物を用いた研究では、IL-6 の投与により筋萎縮
が生じることが示唆されている（Goodman MN. 1991）。したがって肥満が筋萎縮の進行を促進さ
せるメカニズムとして、筋萎縮が肥満と組み合わさることで通常の筋萎縮よりも IL-6 の活性増
大が生じ、筋萎縮の増加が生じると仮説をたてた。 
 
２．研究の目的 
 本研究の最終ゴールは、肥満が筋萎縮の進行を促進させるメカニズムの解明、さらにはサルコ
ペニア肥満など肥満と筋萎縮に関連した疾患の治療・予防におけるターゲット分子やメカニズ
ムを同定することである。そこでまずは肥満が筋萎縮の進行を促進させる分子メカニズムを炎
症性サイトカイン IL-6 と筋萎縮原因遺伝子の発現を中心として評価・検討することを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
 本研究では肥満が筋萎縮を促進させる分子メカニズムを解明するために、実験Ⅰとして廃用
性筋萎縮を生じるギプス固定期間（～7日）における筋萎縮原因遺伝子発現の経時的変化、実験
Ⅱとして廃用性筋萎縮を生じないギプス固定初期段階（～6時間）が筋萎縮原因遺伝子に及ぼす
影響を評価することとした。 
 

（1） 倫理規定の遵守 

本研究における全ての動物実験は、順天堂大学動物実験等管理規則を遵守し、順天堂大学動
物実験委員会の審議を経て学長の承認を得て実施された。 

 

（2） 実験動物 
本研究では、生後 5週齢の C57BL/6J 雄性マウス（66匹）を用い、無作為に通常食（ND）群と
高脂肪食群（HFD）群に分類した。 
 
（3） 高脂肪食負荷 
HFD 群は高脂肪食飼料（脂肪 60％、タンパク質 20％）を 16 週間与えることで肥満を誘発させ
た。一方の ND群においては、通常飼料（脂肪 10％、タンパク質 20％）を与えた。 
 
（4） ギプス固定 
16 週間の食事介入後、全てのマウスに対しキャスティングテープで右後肢を足関節最大底屈
位に固定し、廃用性筋萎縮を惹起させた。なお、マウスはケージ内を自由に移動でき、餌および
水は問題なく摂取できることを確認した。 
 
（5） サンプル採取 
ギプス固定前、ギプス固定後 6 時間、1 日、3 日、7 日後にサンプリングを実施した。マウス
の体重を測定した後、イソフルラン麻酔下にてマウスから血液を採取し、遠心分離にて血漿成分
を分離して-80℃にて保存した。またペントバルビタールの過剰投与による安楽死させた後、マ
ウスより精巣上体脂肪組織ならびに下肢骨格筋（ヒラメ筋、足底筋）を採取し、重量を測定した
後に液体窒素にて急速凍結し、その後-80℃にて保存した。 
 
（6） Western blotting 
 採取したヒラメ筋と足底筋を protease inhibitor と phosphatase inhibitor を含むタンパク
質抽出液を用いてホモジネートし、ビシンコニン酸法によりタンパク質を定量測定した。その後
タンパク質量を一定に調整し、SDS ポリアクリルアミド電気泳動を行った。その後各種一次抗体 
[Actin  p-Akt Ser473, Akt, p-p70 ribosomal protein S6 kinase (p70S6K) Thr389, p70S6K, 
p-4E-binding protein 1 (4E-BP1) Thr37/46, p-c-Jun NH2-terminal kinase (JNK) 
Thr183/Tyr185, JNK, p-Forkhead box O3a (FoxO3a) Ser253, FoxO3a] を 4℃、overnight で反



応させた。次に二次抗体（anti-rabbit IgG, anti-mouse IgG）を室温で 1～2時間反応させた。
Chemi DocTMを用いて化学発光を行った。得られたデータを Image J を使って定量的に算出した。
得られたデータは内在性コントロールである Actin に対する各タンパク質の相対的発現量で示
した。 
 
（7） Real-time RT-PCR 
 得られた筋サンプルにおける遺伝子の発現量の解析は、定量リアルタイム逆転写ポリメラー
ゼ転写反応（Real-time RT-PCR）にて行った。RNeasy Mini Kit を用いて RNA を抽出し cDNA に
逆転写した。合成した cDNA は TaqMan Gene Expression Assays を用いて Muscle RING-Finger 
Protein-1（MuRF1）、atrophy gene-1/muscle atrophy F-box（atrogin-1/MAFbx-1）、Tumor Necrosis 
Factor （TNF）α、Interleukin-6(IL-6)を測定した。内在性コントロールとして Ribosomal 
Protein S18（Rps18）を用い、Rps18 に対する各遺伝子発現レベルの相対的発現量を評価した。 
 
（8） 統計解析 
 データは Student's t-test または二元配置分散分析にて評価し、二元配置分散分析は主効果
として実験Ⅰ：ギプス固定期間（Time）と食事（Diet）、実験Ⅱ：不活動（Inactive）と食事（Diet）
とし、交互作用が認められた場合には多重比較検定（Tukey-Kramer 法）にて評価した。有意水
準は 5％未満とした。 
 
４．研究成果 
実験Ⅰ：肥満における長期的なギプス固定が骨格筋萎縮と遺伝子発現に及ぼす影響 
 本研究では ND群と HFD 群におけるギプス固定前、ギプス固定後 1日、3日、7日のマウスを用
いて、肥満が骨格筋萎縮に及ぼす影響を検討した。 
 
（1） 高脂肪食負荷による肥満の影響 
ND群と比較しHFD群では体重ならびに精巣上体脂肪組織の有意な増加が認められた（p＜0.05）。
したがって本研究における高脂肪食負荷は、適切に肥満を誘発することを確認した。 
 
（2） ギプス固定による筋萎縮の影響 
 足底筋およびヒラメ筋でギプス固定期
間（Time）と食事（Diet）に主効果が認め
られ（p<0.05）、ギプス固定による筋萎縮
が確認された。さらに、足底筋およびヒラ
メ筋のギプス固定 7 日後の骨格筋萎縮率
は、ND 群と比較して HFD 群で有意に高く
（p<0.05）、肥満が筋萎縮率の増加に寄与
することを確認した（図 1）。 
 
 
（3） 高脂肪食負荷におけるギプス固定が筋萎縮原因遺伝子の発現に及ぼす影響 
筋萎縮原因遺伝子である Muscle RING-Finger Protein-1（MuRF1）と atrophy gene-1/muscle 
atrophy F-box（atrogin-1/MAFbx-1）の発現量を評価したところ、MuRF1 遺伝子発現量は足底筋
とヒラメ筋でギプス固定期間（Time） に主効果が認められ、ギプス固定期間（Time）と食事（Diet）
の要因間で交互作用が認められた（p<0.05）。さらに、足底筋の MuRF1 においては HFD 群のギプ
ス固定 3 日目で有意な増加を示した（p<0.05）。atrogin-1/MAFbx-1 の遺伝子発現量は足底筋お
よびヒラメ筋でギプス固定期間（Time）に主効果が認められた（p<0.05）が、食事（Diet）によ
る変化は認められなかった。 
 
 本研究では、肥満はギプス固定による廃用性筋萎縮誘導において骨格筋萎縮率を増加させる
ことが明らかとなった。さらに肥満における廃用性筋萎縮は MuRF1 mRNA の発現量が有意に増加
することが明らかとなり、肥満における長期間（～7日）の廃用性筋萎縮は MuRF1 遺伝子発現の
増加を介して筋の萎縮率を増加させる可能性が示唆された。 
 
実験Ⅱ：肥満におけるギプス固定初期段階が炎症性サイトカインに及ぼす影響 
 本研究では ND群と HFD 群における右後肢ギプス固定後 6時間のマウスを用いて検討した。な
お、それぞれの群の左後肢を対照群とした。 
 
（1） 高脂肪食負荷による肥満の影響 
実験Ⅰと同様に、ND 群と比較し HFD 群では体重ならびに精巣上体脂肪組織の有意な増加が認
められ（p＜0.05）肥満が確認できた。 
 
（2） ギプス固定による筋萎縮の影響 
 ヒラメ筋と足底筋の筋重量は、それぞれの対照脚と比較して 6 時間のギプス固定で有意な変

図 1：通常食と肥満食におけるギプス固定による骨格筋
萎縮率の変化 



化は認められず、短時間のギプス固定では廃用性筋萎縮は認められないことを確認した。 
 
（3） 筋タンパク質合成経路への影響 
 ギプス固定の初期段階でのタンパク
質合成関連シグナル伝達に対する肥満
の影響を検討するために、ギプス固定 6
時間後の足底筋およびヒラメ筋におけ
る Akt、p70S6K、および 4E-BP1 のリン酸
化状態を測定した。足底筋とヒラメ筋の
両方での Akt リン酸化は、肥満における
ギプス固定によって有意な変化が認め
られなかった。p70S6K のリン酸化は、足
底筋とヒラメ筋で不活動（Inactive）の
主効果が認められ、ギプス固定により有
意な低下が認められた。さらに足底筋の
HFD 群における p70S6K リン酸化はギプ
ス固定に応答して有意に減少したが、ND
群では有意な減少はみられなかった。一
方、ヒラメ筋の p70S6K のリン酸化は、
HFD 群と ND 群の両方でギプス固定に応
答して有意に減少した（p<0.05）。足底筋
における 4E-BP1 のリン酸化は不活動
（ Inactive ）に主効果が認められ
（p<0.05）、さらに HFD 群でのみ 4E-BP1 リン酸化は非ギプス脚と比較してギプス固定脚で有意
に減少した（p<0.05）。一方、ヒラメ筋の 4E-BP1 のリン酸化は不活動（Inactive）と食事（Diet）
の影響は認められなかった。 

（4） 筋タンパク質分解経路への影響 
足底筋とヒラメ筋における筋萎縮原因遺伝子 MuRF1mRNA と atrogin-1/MAFbx の遺伝子発現を
測定した。足底筋における MuRF1mRNA の発現は、食事（Diet）の主効果が認められ、肥満により
発現が有意に増加した（p<0.05）が、ギプス固定による発現レベルに影響を与えなかった。一方、
ヒラメ筋では、肥満と不活動に応答した MuRF1 mRNA の変化は認められなかった。足底筋におけ
る Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量は、肥満と不活動に対する変化がなかった。一方で、ヒラメ
筋での Atrogin-1/MAFbx mRNA 発現は不活動（Inactive）に主効果が認められ、ND群と HFD 群と
もにギプス固定によって有意な発現増加が認められた（p<0.05）。 
 
（5） 炎症性サイトカイン分子への影響 
足底筋とヒラメ筋における炎症誘
発性/ストレス経路に関連するタン
パク質と遺伝子発現のレベルに関し
て、TNFα と IL-6 の mRNA の発現と
JNK のリン酸化を測定した。足底筋
の TNFαmRNA 発現レベルは不活動
（Inactive）に主効果が認められ、
さらに ND 群の TNFαmRNA はギプス
固定によって有意に増加した。一方、
ヒラメ筋では、肥満とギプス固定に
よる TNFαmRNA の変化はなかった。IL-6 mRNA の発現については、足底筋とヒラメ筋の両方で不
活動（Inactive）に主効果が認められ、さらに足底筋では、HFD 群においてギプス固定により IL-
6 mRNA の発現が有意に増加した（図 3）。JNK のリン酸化に関しては、足底筋とヒラメ筋で不活
動（Inactive）に主効果が認められ、不活動による影響が観察された。 
 
本研究の結果より、高脂肪食負荷による肥満は足底筋の不活動初期段階で p70S6K と 4E-BP1 の
リン酸化レベルが有意に低いことを示した。さらに、高脂肪食負荷による肥満は足底筋の不活動
初期段階で IL-6 の遺伝子発現が有意に増加することが明らかとなった。先行研究において、動
物における IL-6 の投与はタンパク質合成経路を減弱させることが報告されている（Goodman MN. 
1991）。したがって、肥満が筋萎縮を促進するメカニズムの一つとして、肥満における不活動の
初期段階では炎症誘発性/ストレス分子である IL-6 の発現増加とそれに関連したタンパク質合
成経路の減少が関与している可能性が示唆された。 

図 2：通常食と肥満食におけるギプス固定による
タンパク質合成経路の変化 

図 3：通常食と肥満食におけるギプス固定による IL-6の
遺伝子変化 
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