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研究成果の概要（和文）：本研究は、骨格筋細胞がアディポネクチンを分泌するか検討すると共に、骨格筋細胞に発現
するアディポネクチンの生理学的意義を明らかにすることを目的とした。マウス筋芽細胞由来C2C12細胞を用いて、ア
ディポネクチンあるいはアディポネクチン受容体1（AdipoR1）をそれぞれ単独あるいは同時に発現を抑制することで、
筋細胞への分化の様相を観察した。アディポネクチンあるいはAdipoR1の発現を抑制すると、筋分化が部分的に抑制さ
れた。したがって、骨格筋細胞に発現するアディポネクチンは、自己分泌あるいは傍分泌様に振る舞い、自己の細胞サ
イズ（筋肉量）の制御を介して、糖脂質代謝を調節していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：It is generally accepted that adiponectin is exclusively synthesized in and 
secrets from adipocyte, and stimulates glycolipid metabolism in skeletal muscle cells via circulating 
blood. Even though recent studies demonstrate the expression of adiponectin in skeletal muscle cells, 
there is no report regarding a physiological role of adiponectin that is expressed in skeletal muscle 
cells. The purpose of this study was to investigate the physiological role(s) of skeletal muscle 
cell-derived adiponectin in skeletal muscle differentiation. Knockdown of adiponectin and/or adiponectin 
receptor 1 suppressed myogenic differentiation, in part. Evidences of this study indicated skeletal 
muscle-derived adiponectin persist or stimulate myogenic differentiation to modulate its size in 
autocrine or paracrine manner. Skeletal muscle derived adiponectin may regulate glycolipid metabolism in 
skeletal muscle cells via modulating muscle mass.

研究分野： 骨格筋可塑性
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１．研究開始当初の背景 
(1) メタボリックシンドロームは、肥満、糖
尿病、脂質代謝異常、高血圧などの動脈硬化
性疾患の危険因子が同一個人に集積した状
態であり、加齢性筋肉減弱症（サルコペニア）
と並び、国内・国外を問わず現代社会におい
て早急に対策確立が望まれる課題である。 
 
(2) アディポネクチンはインスリン感受性
や糖脂質利用促進作用を持つことから、善玉
アディポカインである。脂肪蓄積、高脂肪食、
運動不足などの生活習慣は、脂肪細胞でのア
ディポネクチンの産生・分泌を減少させて血
中アディポネクチン濃度の低下を、習慣的な
運動は、逆に脂肪量を減少させて血中濃度を
増加させて、インスリン感受性をもたらすと
考えられる。しかし、運動負荷の影響につい
て統一見解はない。 
 
(3) 脂肪蓄積に伴う血中アディポネクチン
濃度低下の機序ならびに運動によるアディ
ポネクチン分泌促進機序は不明であり、アデ
ィポネクチン分泌調節の解明は重要な研究
テーマであると考えられる。 
 
２．研究の目的 
(1)現代社会において大きな問題となってい
るメタボリックシンドローム発症の共通基
盤として、内臓脂肪蓄積によって引き起こさ
れる脂肪細胞由来のアディポカインの分泌
異常が挙げられる。我々は、筋芽細胞、筋管
細胞および骨格筋細胞にアディポネクチン
が発現することを確認すると共に、筋芽細胞
から筋管細胞への分化によりアディポネク
チン発現量が増加すること、また骨格筋細胞
に発現するアディポネクチンは筋肥大（骨格
筋量の増大）に伴って増加することを見出し
た（Goto et al., PLoS ONE, 2013）。 
 
(2)骨格筋は人体最大の組織であることから、
骨格筋細胞がアディポネクチンを分泌でき
れば、運動による抗メタボリックシンドロー
ム効果に対して新たな説明が可能となる。し
かし、骨格筋細胞が分泌するアディポネクチ
ンはこれまで確認されておらず、その生理機
能も不明である。 
 
(3)そこで本研究では、骨格筋細胞がアディ
ポネクチンを分泌するか検討すると共に、骨
格筋細胞に発現するアディポネクチンの生
理学的意義を明らかにすることを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
(1)培養細胞はマウス筋芽細胞株 C2C12 を用
いた。C2C12 筋芽細胞を増殖培地（D-MEM high 
glucose、10% fetal bovine serum）で 24 時
間培養後（分化誘導前）に、siRNA（タカラ
バイオ社、滋賀）を Lipofectamine® RNAiMAX
（Thermo Fisher Scientific、MA、米国）を

用いてトランスフェクションし、アディポネ
クチンおよびアディポネクチン受容体1のど
ちらか一方の遺伝子、あるいは両方の遺伝子
のノックダウンを試みた。なお本研究では、
siRNA 導入時間は 24 時間に設定した。siRNA
のトランスフェクション 24 時間後、分化培
地（D-MEM low glucose、2% horse serum）
へ交換することにより C2C12 細胞に筋管細
胞への分化を誘導した。分化誘導 1 日後、3
日後および 5日後に細胞を回収し、分析サン
プルとした。なお、siRNA の対照には、
non-targeting RNA（タカラバイオ）を同様
に処理したサンプルを用いた。 
 
(2) 本研究で用いたsiRNAによるアディポネ
クチンおよびアディポネクチン受容体1のノ
ックダウン効率を、mRNA およびタンパクの両
レベルで評価した。サンプル中の mRNA 発現
量は、リアルタイム逆転写ポリメラーゼ転写
反応にて評価した。なお、内在性コントロー
ル と し て glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase（GAPDH）を用い、GAPDH に対
する各 mRNA 発現レベルの相対的発現量を評
価した。 
また、アディポネクチンおよびアディポネク
チン受容体 1タンパク発現量の評価は、ウエ
スタンブロット法を用いて行った。化学発光
法で得られたシグナルは、内在性コントロー
ルである GAPDH に対する相対的発現量で示
した。 
 
(3)倒立顕微鏡（CK40-F100、オリンパス、東
京）を用いて、アディポネクチンおよびアデ
ィポネクチン受容体1の単独ノックダウンな
らびに両分子の同時ノックダウンがC2C12細
胞の分化に及ぼす影響を形態的に評価した。
ノックダウン前およびノックダウン後の
C2C12 細胞の分化レベルを、筋管細胞の形成
および筋管細胞の直径について、直接倍率 20
倍あるいは40倍で継時的に観察・評価した。
また、必要に応じて画像撮影を行った。 
 
(4)さらに、各サンプル中の筋タンパク量
（Bradford 法）ならびに筋特異的タンパク質
であるクレアチンキナーゼ（CK）活性値（外
注：株式以外社 LSI メディエンス）およびタ
ンパク発現量（ウエスタンブロット法）を測
定することで、筋分化に及ぼすアディポネク
チンおよびアディポネクチン受容体1ノック
ダウンの影響を評価した。 
 
(5) 全ての測定値は、平均±標準誤差（means 
± SEM）で示し、グループ間の測定値の差の
検定は、Student’s t-test あるいは時間（ノ
ックダウン後のサンプリング時間）と処置
（siRNA によるノックダウン）を要因とする
二元配置分散分析にて行った。二元配置分散
分析にて有意差が認められた要因について
は、多重比較検定（Tukey-Kramer）を用いて、
グループ間の比較を行った。有意水準は



p<0.05 とした。 
 
４．研究成果 
(1)未分化の C2C12 筋芽細胞において、アデ
ィポネクチンの発現が mRNA およびタンパク
の両レベルで確認された。本研究で用いた
RNA 干渉法により、アディポネクチン発現量
は、mRNA レベルで約 60%、タンパクレベルで
約 40%低下した（p<0.05）。 
顕微鏡画像の解析より、アディポネクチン

のノックダウンにより、筋管細胞の形成が抑
制される傾向が観察された。筋芽細胞から筋
管細胞への分化に伴い、筋タンパク量は徐々
に増加した。筋管細胞への分化直前にアディ
ポネクチンをノックダウンすることで、筋タ
ン パ ク量の 増 加が有 意 に抑制 さ れ た
（p<0.05）。このアディポネクチンノックダ
ウンによる筋タンパク増加の抑制は、筋管細
胞への分化誘導 3日後に顕著に認められ、ア
ディポネクチンノックダウンにより筋タン
パク量が 10 %抑制された。 
 
(2) 未分化の C2C12 筋芽細胞において、アデ
ィポネクチン受容体 1 の発現が mRNA および
タンパクの両レベルで確認された。本研究で
用いた RNA 干渉法により、アディポネクチン
受容体 1発現量は mRNA レベルで約 80%、タン
パクレベルで約 60%低下することが確認され
た（p<0.05）。 
顕微鏡画像の解析より、アディポネクチン

受容体 1ノックダウンにより、筋管細胞の形
成が抑制される傾向が観察された。筋芽細胞
から筋管細胞への分化に伴う筋タンパク量
の増加は、筋管細胞への分化直前にアディポ
ネクチン受容体1をノックダウンすることで、
有意に抑制された（p<0.05）。このアディポ
ネクチン受容体1のノックダウンによる筋タ
ンパク増加の抑制は、筋管細胞への分化誘導
1 日後および 5 日後に顕著に認められ、アデ
ィポネクチン受容体1ノックダウンにより筋
タンパク量が分化誘導 1日後で約 10 %、5日
後で約 10 % それぞれ抑制された。 
アディポネクチン受容体1ノックダウン実

験では、筋芽細胞から筋管細胞への分化を、
筋特異的タンパク質の 1 つである CK 活性に
より評価した。一般に、CK 活性は CK タンパ
ク発現量に比例して増加する。したがって、
CK 活性が高いことは、分化がより進行してい
る こ と を 意 味 す る 。 本 研 究 で は 、
non-targeting RNA をトランスフェクション
した細胞では、分化誘導後、徐々に CK 活性
の増加が観察された。しかし、アディポネク
チン受容体 1をノックダウンすると、CK活性
は抑制された（p<0.05）。アディポネクチン
受容体 1 ノックダウンによる CK 活性の抑制
は、分化誘導 3日後で 35%（p<0.05）、5日後
で 45 %（p<0.05）それぞれ認められた。 
 
(3) 本研究では、2 種類の siRNA を同時にト
ランスフェクションすることで、アディポネ

クチンとアディポネクチン受容体1の同時ノ
ックダウンを試みた。2 種類の siRNA をトラ
ンスフェクションしたそれぞれの分子のノ
ックダウン効率（mRNA レベル）は、アディポ
ネクチンで約 60%（p<0.05）、アディポネクチ
ン受容体 1 で 85%（p<0.05）であった。これ
らのノックダウン効率は、それぞれの分子を
単独でノックダウンした場合（アディポネク
チン：約 60%、アディポネクチン受容体 1：
約 80%）と同程度であった。したがって、本
研究で用いた 2種類の siRNA を用いた 2分子
の同時ノックダウンによりアディポネクチ
ンとアディポネクチン受容体 1は、問題なく
ノックダウンができたと考えた。 
顕微鏡画像の解析より、アディポネクチン

とアディポネクチン受容体1の同時ノックダ
ウンにより、筋管細胞の形成が抑制される傾
向が観察された。この抑制傾向は、両分子を
それぞれ単独でノックダウンした際と同定
であった。筋芽細胞から筋管細胞への分化に
伴う筋タンパク量の増加は、筋管細胞への分
化直前にアディポネクチンとアディポネク
チン受容体1を同時にノックダウンすること
で、有意に抑制された（p<0.05）。このアデ
ィポネクチンとアディポネクチン受容体1の
同時ノックダウンによる筋タンパク増加の
抑制は、筋管細胞への分化誘導 3日後に顕著
に認められ、分化誘導 3日後で 10 %の抑制が
観察された。この抑制傾向は、両分子をそれ
ぞれ単独でノックダウンした際と同定であ
った。 
アディポネクチンとアディポネクチン受

容体 1の同時ノックダウン実験では、筋芽細
胞から筋管細胞への分化を、CK 発現量から評
価した。前述した様に、CK発現量の増加は筋
細胞への分化レベルの指標となる。本研究で
は、non-targeting RNA をトランスフェクシ
ョンした細胞では、分化誘導後、徐々に CK
発現量の増加が観察された。アディポネクチ
ンとアディポネクチン受容体1の同時ノック
ダウンにより、CK 発現量の増加が有意に抑制
された（p<0.05）。このアディポネクチンと
アディポネクチン受容体1の同時ノックダウ
ンによる CK 発現量増加の抑制は、筋管細胞
への分化誘導 5 日後で顕著に認められ、約
25 %の発現抑制が認められた。 
 
(4) 以上の結果より、アディポネクチンある
いはアディポネクチン受容体1を単独でノッ
クダウンすると、筋管細胞への分化が抑制さ
れた。さらに、アディポネクチンおよびアデ
ィポネクチン受容体 1の 2分子を同時にノッ
クダウンしたところ、両分子を単独ノックダ
ウンした際に認められたのと同程度の筋管
細胞への分化の抑制が観察された。したがっ
て、筋芽細胞に発現したアディポネクチンは、
オートクリンあるいはパラクリン様に振る
舞い、筋芽細胞に発現するアディポネクチン
受容体1を介して筋管細胞への分化を維持あ
るいは促進する作用を持つことが明らかに



なった。 
これまでアディポネクチンは脂肪細胞で排
他的に産生され、血液循環を介して標的組織
である骨格筋や肝臓に作用すると考えられ
てきたが、標的組織である骨格筋細胞自身が
アディポネクチンを産生・分泌して自己のサ
イズ（骨格筋量）を制御することで、糖脂質
代謝を調節していることが示唆された。 
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