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研究成果の概要（和文）：本研究では，物理刺激依存性の骨格筋組織への糖取込みを可視化するハイスループッ
トスクリーニング系を開発することで，運動によるインスリン抵抗性改善の分子メカニズムに迫るとともに，イ
ンスリン抵抗性に対する新たな治療戦略の創出を目指した. 
本研究の結果，三次元培養組織をによる96穴プレート上でのハイスループットスクリーニングが可能となった. 
また本研究で開発したpH依存性蛍光タンパク質との融合遺伝子を糖輸送体の細胞内挙動を観測するためのツール
として活用することが可能となった．これらのツールを用いて，筋収縮時の骨格筋組織での糖の動態を観察する
ことが可能となった．

研究成果の概要（英文）：We developed a high-throughput screening system to visualize mechanical 
stimulus-dependent glucose uptake into skeletal muscle tissues to investigate the molecular 
mechanism of exercise-induced improvement of insulin resistance and to create a new therapeutic 
strategy against insulin resistance. 
As a result of this study, we established a high-throughput screening on 96-well plates using 
three-dimensional cultured skeletal muscle tissues. The Glut4 fusion protein with a pH-dependent 
fluorescent protein developed in this study can be used as a tool to observe the behavior of 
glucose. Using these tools, it is now possible to observe the dynamics of glucose in skeletal muscle
 tissue during muscle contraction.

研究分野： 筋生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究による知見は，運動によるインスリン抵抗性改善の分子メカニズムを理解するための一助となると考えら
れる．また本研究で開発したスクリーニングシステムを使って今後，インスリン抵抗性に対する新らしい化合物
の探索が可能かもしれない．

※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 
 末梢の組織への血糖の取り込みの不全を意味するインスリン抵抗性は，メタボリック
シンドローム，糖尿病，高脂血症など世界的に顕著な増加傾向にある生活習慣病の病態
基盤の１つと考えられている．現在，臨床ではインスリン抵抗性治療薬として，インス
リン抵抗性改善薬やインスリン分泌促進薬が第一選択となっているが，いずれもすべて
の患者予後を根本的に改善するには至っていない． 
 一方，適度な身体運動がインスリン抵抗性を改善する事が古くからよく知られており，
これが糖尿病等の代謝性疾患患者に対する運動療法の科学的エビデンスとなっている．
運動はインスリン依存性，インスリン非依存性に血糖レベルを改善するとされている．
運動によるインスリン感受性の亢進は運動直後から認められ，運動終了 24〜48 時間程
度まで継続することが知られているが，運動によるインスリン抵抗性改善のメカニズム
はほとんど分かっていない． 
 申請者らはこれまでに，身体運動に起因する物理的刺激（メカニカルストレス）が骨
格筋に与える影響について検討してきた．我々を含めたいくつかのグループの研究結果
から，骨格筋の収縮は，通常のインスリンシグナル伝達経路と異なる経路でグルコース
の取り込みを制御する可能性が示唆されている．運動によるインスリン抵抗性改善のメ
カニズムが解明されれば，糖尿病等のインスリン抵抗性を病態基盤とする疾病の治療に
おいて，これまでにない新しい治療戦略が生まれる可能性があると考えられる． 
 
 
２．研究の目的 

本研究では，様々な生物学的階層において，物理刺激に応じた骨格筋組織への糖取込
み動態を可視化することで，運動によるインスリン抵抗性改善の分子メカニズムに迫る
とともに，インスリン抵抗性に対する新たな治療戦略の創出を目指す． 
 この目標を達成するために，以下の３つの異なる技術の融合を図る： 
（１）組織工学／ティッシュエンジニアリング技術によって作製した三次元培養骨格筋
組織 
（２）骨格筋の糖代謝動態を生きた細胞でモニタリング可能な蛍光プローブ 
（３）収縮中の細胞を組織内／動物個体内で観察できる in vivo イメージング技術 
これらを組み合わせることで，物理刺激に応じた骨格筋組織への糖取込み動態を可視化
する研究プラットフォームを構築し，「運動によるインスリン抵抗性の改善」のメカニ
ズムに迫る．また運動によるヘルスベネフィットを模倣する薬剤スクリーニングを試み
る． 
 
 
３．研究の方法 
 上述の研究目的を果たすため下記 2つの課題に取り組む： 
課題 1：糖の動態をモニタリングするための組替え遺伝子を導入した三次元培養筋組織
を構築し，これに物理刺激を負荷する事で生じる糖取り込みの動態を観察する． 
課題 2：この実験系において，各種低分子化合物を添加し，物理刺激による糖取り込み
亢進に影響を与える分子・シグナルを同定する． 
課題 3：組み替え遺伝子をマウス生体骨格筋で発現させ，そのマウスに神経電気刺激に
よる筋収縮を惹起することで，「運動によるインスリン抵抗性改善」のメカニズムに迫
る． 
 
 
４．研究成果 
 生細胞における糖代謝をモニタリングするため，糖輸送体 GLUT4 と pH 依存的な蛍光
タンパク質の融合遺伝子を構築し，各種培養細胞での検証した.さらにこのグルコース
取り込みセンサーの検出感度を向上させるため，様々な改良を施し，骨格筋へのグルコ
ースの取り込みを一定程度観察できる実験系を構築した. 



  また 96 穴プレート上での三次元培養によって骨格筋組織を作製できる実験系を構築
し，これをハイスループット化することで，ドラッグスクリーニングに応用することが
可能となった.同時に，リキッドハンドラーを用いた骨格筋組織構築プロセスを用いる
ことで，実験者の習熟度に関係なく，一定品質の筋組織を構築できるようになった． 
  マウス骨格筋にグルコースセンサーを発現させて，単収縮ならびに強縮の電気刺激に
よる細胞内グルコース動態を観察した実験から，運動開始時では，糖輸送体の作用によ
って細胞内グルコースが増加し，運動が継続されると，筋グリコーゲンの減少に伴い，
細胞外からの糖取込みによるグルコースがエネルギー基質として利用される可能性が
示唆された． 
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