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研究成果の概要（和文）：本研究では、ラット骨格筋を用いた検討で、1. 抗糖尿病作用を有する黄連、カフェ酸、サ
リチル酸及びメトホルミンが、運動（筋収縮）に類似して、エネルギー状態の低下を伴った5'-AMP-activated protein
 kinase（AMPK）の急性的活性化を示すこと、2. カフェインがAMPKの活性化とともに、運動と異なりインスリン受容体
シグナルの抑制を示すこと、3. プーアル茶及びその主成分である没食子酸がAMPK活性化を示さない一方、Akt活性化を
示すこと、4. AMPK活性化剤（AICAR）が筋収縮よって生じるメタボローム変化と類似した変化を引き起こすことを明ら
かにした。

研究成果の概要（英文）：In the present study we found by using rat skeletal muscle that (1) similar to exe
rcise (muscle contraction), Coptidis rhizoma extract, caffeic acid, salicylate and metformin, all of which
 have been associated with anti-diabetic properties, acutely stimulate 5'-AMP-activated protein kinase (AM
PK) with decreased energy status, (2) caffeine stimulates AMPK, but unlike exercise, concomitantly inhibit
s insulin receptor signaling, (3) Pu-erh tea extract and its active ingredient gallic acid do not affect A
MPK, but stimulate Akt in the absence of insulin, and (4) AMPK activator AICAR has a metabolomic action si
milar to that of muscle contraction.

研究分野：

科研費の分科・細目：

運動生化学, 内分泌代謝学（糖尿病学）
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１． 研究開始当初の背景 
運動中の骨格筋細胞では、細胞内情報伝達
分子（シグナル分子）として作用する
5’-AMP-activated protein kinase（AMPK）
が、エネルギー状態の低下に反応して急性的
に活性化され、運動の代謝活性化作用の発現
に寄与している。研究代表者らは、肥満や糖
尿病の予防・改善に有用な食品や生薬、及び
その有効成分としての生理活性物質の中に、
運動に類似して骨格筋 AMPK の急性的活性化
作用を持つものが存在することを、水溶性桑
葉抽出物やカフェイン、ベルベリンにおいて
報告してきた。しかしこれらの検討中、カフ
ェインとベルベリンがエネルギー状態を低
下させる一方、桑葉抽出物はエネルギー状態
に変化を与えないなど、運動がもたらす作用
との相違点も明らかになった。また、食品や
生薬、生理活性物質が Akt など AMPK 以外の
シグナル分子を介して作用する可能性を検
討することも必要と考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、食品や生薬、生理活性物質が惹
起する骨格筋における急性的な代謝活性化
作用を、AMPK 及び AMPK に関連するシグナル
分子、あるいは AMPK と直接には関連しない
シグナル分子の活性動態に着目しながら、運
動との比較において明らかにすることを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
骨格筋に試験物質を作用させる方法とし
て、ラット単離骨格筋インキュベーション系
（Toyoda T, Hayashi T et al. Am J Physiol 
Endocrinol Metab. 287:E166,2004.）を用い
た直接的刺激、及びラットに試験物質を経静
脈投与または腹腔内投与することによる間
接的刺激を採用した。AMPK 活性化の検証は、
αサブユニット Thr172 リン酸化のウエスタ
ンブロット解析、及びαサブユニットアイソ
フォーム（α1、α2）特異抗体を用いたアイ
ソフォーム特異的 AMPK 活性定量（Toyoda T, 
Hayashi T et al. Am J Physiol Endocrinol 
Metab. 287:E166,2004.）を用いて行った。 
 
４．研究成果 
（１）水溶性黄連抽出物による骨格筋 AMPK
の急性的活性化（雑誌論文 15） 
古来、主に中国において、抗糖尿病作用を
有する生薬として利用されてきた黄連
（Coptidis Rhizoma）による骨格筋 AMPK 活
性化の可能性を検証した。乾燥黄連を温水に
浸して得た水溶性抽出物をクレブス緩衝液
に溶解し、単離したラット滑車上筋をインキ
ュベートする手法を用いて検討した。黄連抽
出物はαThr172 リン酸化を 15 分以上の刺激
にて亢進させ、エネルギー状態（クレアチン
リン酸、ATP 含有量）を低下させるとともに、
α1 とα2 の両方の AMPK 活性を亢進させた。
また骨格筋糖代謝活性化の指標であるイン

スリン非依存的糖輸送を亢進させた。一方、
既 報 （ Ma X et al. Metabolism. 
59:1619,2010.）で示したように、黄連の主
要成分であるベルベリンも骨格筋 AMPK を活
性化したが、黄連抽出物による AMPK 最大活
性化はベルベリンの最大活性化を凌駕した
（図１）。以上から、水溶性黄連抽出物が AMPK
活性化作用を持ち、ベルべリンとの相加作用
を示す物質、あるいはベルべリンの作用を増
強する物質を含有する可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）カフェインによる骨格筋インスリン受
容体シグナルの抑制（雑誌論文 14） 
近年の疫学調査により、カフェイン含有飲
料の習慣的摂取が糖尿病発症リスクを低下
することが報告され、カフェインが抗糖尿病
効果をきたすメカニズムが注目されるよう
になった。これまでに研究代表者らは、ラッ
ト単離骨格筋を用いた検討で、カフェインが
骨格筋 AMPK を活性化することによって糖代
謝を活性化する可能性を明らかにしてきた
（Egawa T et al. Metabolism. 58:1609,2009; 
Egawa T et al. Acta Physiol. 
201:227,2011.）。一方、カフェイン摂取はイ
ンスリン感受性を急性的に低下させること
が報告されていた。そこで本研究では、カフ
ェインがインスリン受容体を起点とするシ
グナル経路を阻害し、インスリン依存的糖輸
送を抑制するか解析を行った。その結果、カ
フェイン刺激（3 mM、15 分）は、insulin 
receptor substrate-1（IRS-1） Tyr612 リン
酸化、phosphatidylinositol-3 kinase（PI3K） 
Tyr458 リン酸化、Akt Ser473 リン酸化を阻
害するとともに、インスリン依存的糖輸送活
性を減弱することが明らかとなった。またカ
フェインは、インスリンシグナルに対して抑
制的に作用する IRS-1 Ser307 リン酸化とそ
の制御因子 inhibitor κB kinase（IKK） 
Ser176/180 のリン酸化を亢進させた。さらに、
カフェインによる IRS-1 Tyr612 および Akt 
Ser473 のリン酸化、インスリン依存的糖輸送
の阻害作用は、IKK 阻害剤カフェ酸によって
減弱した。またラットに生理量のカフェイン
を静脈投与することで、インスリンによる
IRS-1 Tyr612 及び Akt Ser473 のリン酸化の
抑制が認められた。以上の結果から、カフェ
インによるインスリン感受性の低下に、骨格

図１：水溶性黄連抽出物（Coptis extract: CE）はベル
べリン（berberine: BBR）よりも骨格筋 AMPK を強くリン
酸化する. ラット滑車上筋を CE(0.14 mg/ml、30 分）及
び BBR（0.4 mM, 30 分）存在下でインキュベートしそれ
ぞれの最大刺激を得た後、AMPKThr172 リン酸化をウエ
スタンブロットにて解析した. 平均±標準誤差, n=6–8/
群, ** P < 0.01 vs basal, ## P < 0.01 vs CE. 



筋におけるインスリン受容体からのシグナ
ル経路の阻害（IKK/IRS-1 Ser307 リン酸化を
介した IRS-1/PI3K/Akt の活性抑制）が関与
している可能性が示された。 
 
（３）カフェ酸による骨格筋 AMPK の急性的
活性化（雑誌論文 12） 
前述のように、研究代表者らは、カフェイ
ンが AMPK を活性化することで、糖代謝の活
性化を誘導する可能性を明らかにしてきた。
しかし、一方でコーヒーの抗糖尿病効果がカ
フェインレスコーヒーによっても認められ
ることが報告されていた。そこで、コーヒー
に含まれるカフェイン以外の生理活性物質
であるカフェ酸とクロロゲン酸とに注目し、
これらによる骨格筋 AMPK 活性化の可能性を
検討した。その結果、ラット単離骨格筋イン
キュベーション系を用いた検討で、カフェ酸
がαサブユニット Thr172 リン酸化を 30分以
上の刺激にて亢進させること、一方クロロゲ
ン酸はこれらの作用を示さないことが明ら
かとなった（図 2）。カフェ酸は、カフェイン
と同様に、骨格筋のエネルギー状態（クレア
チンリン酸含有量）を低下させ、インスリン
非依存的糖輸送活性を亢進した。既報（Egawa 
T et al. Acta Physiol. 201:227,2011.）で
示したようにカフェインはα1 を優先的に活
性化するが、カフェ酸はα2 を優先的に活性
化する性質を示した。これらの結果は、カフ
ェ酸がカフェインとは異なった機序を介し
て骨格筋 AMPK を活性化するとともに、コー
ヒーの抗糖尿病効果発現にカフェ酸の骨格
筋 AMPK が関与している可能性を示唆するも
のである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）水溶性プーアル茶抽出物による骨格筋
Akt の急性的活性化（雑誌論文 6） 
古来、主に中国において健康飲料として用
いられ近年世界的に飲用に供されるように
なったプーアル茶の骨格筋代謝活性化作用
を検討した。乾燥茶葉を熱湯に浸して得た水
溶性抽出物を凍結乾燥し、それをクレブス緩
衝液に溶解し、単離したラット滑車上筋をイ
ンキュベートする手法を用いて検討した。そ
の結果、プーアル茶水溶性抽出物はインスリ
ン非依存的糖輸送を急性的に亢進させるが、
αThr172 リン酸化には変化を与えない一方、
AktThr473 をインスリン非依存的にリン酸化
することが明らかになった（図 3）。HPLC 解

析によって得られた主要成分である没食子
酸（乾燥抽出物の可溶化成分中 9.11％）は、
インスリン非依存的に急性的なAktリン酸化
が亢進した（図 3）。以上のことから、プーア
ル茶がAktを介して骨格筋糖代謝を活性化す
る作用を持つこと、その有効成分は没食子酸
である可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（５）AMPK 活性化化合物 AICAR のメタボロー
ム解析（雑誌論文 5） 
運動によって惹起される骨格筋の代謝的
変化と、薬理的な AMPK 活性化による代謝的
変化をメタボローム解析にて検討した。ラッ
ト単離骨格筋インキュベーション系におい
て、クレブス緩衝液中で電気刺激によって高
強度収縮（テタヌス 10 秒/分、10 回）を惹起
し、AMPK を最大限に活性化した。また、筋細
胞内に取り込まれてAMP様作用を発揮する核
酸化合物 AICAR を作用させ（2 mM, 30 分）、
AMPK を最大限に活性化した。その結果、筋収
縮刺激とAICAR刺激が代謝的に極めて類似し
た変化を引き起こすことが明らかとなった。
特に糖代謝及びNAD代謝において両者は高い
相関を示した（図 4）。こうして、これまでの
研究で運動との類似性が明らかになった食
品や生薬、生理活性物質についても、メタボ
ローム解析を用いて検討することの有用性
が示唆された。 
 
 
 
 
 

（６）サリチル酸による骨格筋 AMPK の急性
的活性化（雑誌論文 2） 
ヤナギなどに多く含まれる生理活性物質
で、解熱鎮痛剤として用いられてきたサリチ
ル酸は、近年になって抗糖尿病作用を示すこ
とが報告され、その作用機序に AMPK の関与
が示唆されるようになった。しかし、骨格筋
を対象とした報告がほとんどなく、AMPK 活性

図 2：カフェ酸は骨格筋 AMPK を急性的にリン酸化する. 
ラット滑車上筋を 1 mM カフェ酸（左）及びクロロゲン
酸（右）存在下でインキュベートし、AMPKThr172 リ
ン酸化をウエスタンブロットにて解析した（n=4-12/
群）。平均±標準誤差、** p<0.01 vs. Control. 

図 3：プーアル茶抽出物（pu-erh tea extract: PTE）と
没食子酸（gallic acid: GA）は骨格筋 AKt を急性的に
リン酸化する. ラット滑車上筋を epigallocatechin 
gallate（EGCG）(0.001 mg/ml),カフェイン (0.03 
mg/ml), PTE (1.5 mg/ml), GA (0.14 mg/ml)、インスリ
ン(1 M)存在下で 30 分インキュベートし、Akt Ser473
リン酸化と AMPKαThr172 リン酸化をウエスタンブロッ
トにて解析した.GA, caffeine、EGCG の濃度は PET1.5 
mg/ml 中のそれぞれの濃度に一致させた. 

図 4：メタボローム解析によって明らかになった筋収縮
（contraction）とAICARによるAMPK活性化との類似性.
とくに糖代謝と NAD 代謝に高い相関を示した。 



化に関する確証も得られていないことから、
ラット単離筋を用いた検討を行った。その結
果、サリチル酸は滑車上筋とヒラメ筋の両者
において骨格筋細胞内に取り込まれ、濃度・
時間依存的にαThr172 リン酸化を促進し、5 
mM、30 分の刺激によって最大作用を呈するこ
とが明らかになった。また、サリチル酸はα
1 及びα2 活性をともに亢進した。さらにサ
リチル酸は骨格筋細胞内のエネルギー指標
（クレアチンリン酸、ATP、グリコーゲン含
有量）を低下させるとともに、インスリン受
容体シグナルに影響を与えずに糖輸送活性
を促進した。以上のことより、サリチル酸は
骨格筋細胞内に取り込まれ、エネルギーレベ
ルの低下を伴った急性的 AMPK 活性化を惹起
し、インスリン非依存的糖輸送を促進するも
のと結論された。 
 
（７）メトホルミンによる骨格筋 AMPK の急
性的活性化（雑誌論文 1） 
メトホルミンは植物（Galega officinalis）
由来の抗糖尿病薬であり、現在世界的にもっ
とも処方数の多い薬剤である。メトホルミン
の主な標的器官は肝臓とされているが、メト
ホルミンが骨格筋に作用することも知られ
ており、近年、肝臓と骨格筋に共通する標的
分子としての AMPK の重要性が報告された。
しかし、メトホルミンと骨格筋 AMPK の関連
を検討した報告は少なく、また報告間の相違
もあり、AMPK 活性化に関する確証が得られて
いなかった。そこで本研究では、メトホルミ
ンが骨格筋 AMPK 活性化作用を持つかについ
て、ラットから単離した滑車上筋及びヒラメ
筋を用いてメトホルミンを含むクレブス緩
衝液中でインキュベートする手法により検
証を行った。その結果、メトホルミンは滑車
上筋とヒラメ筋の両者において骨格筋細胞
内に取り込まれ、濃度・時間依存的にα
Thr172 リン酸化を促進し、10 mM、120 分の
刺激によって最大作用を示すことが明らか
になった。メトホルミンはα1 及びα2 活性
をともに亢進した。さらにメトホルミンは骨
格筋のエネルギー指標（クレアチンリン酸、
ATP グリコーゲン含有量）を低下させた。ま
た、骨格筋では、AMPK 活性化に伴ってインス
リン非依存的糖輸送が促進されることが知
られているが、メトホルミンはインスリン受
容体シグナルに影響を与えずに糖輸送活性
を亢進させた。一方、メトホルミンによる
AMPK 活性化及び糖輸送促進作用は organic 
cation transporter（OCT）の阻害剤である
シメチジンによって抑制された。また、ラッ
ト生体に対するメトホルミンの腹腔内投与
実験では、単離筋から得られた結果と一致し
て、α1 及びα2 活性が亢進した。以上の結
果から、メトホルミンは OCT を介して骨格筋
細胞内に取り込まれ、エネルギーレベルの低
下を伴った急性的 AMPK 活性化を惹起し、イ
ンスリン非依存的糖輸送を促進するものと
結論した。 
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