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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリア生合成に重要なPGC-1αは時計遺伝子と相互作用しながら概日リズム
を示す。また、運動を実施する時間帯によってPGC-1α mRNAの応答は異なる。ミトコンドリアの増加にはPGC-1
α発現量の増加を促す必要があるが、安静時のPGC-1α mRNA発現がボトムを示す時間帯での運動がPGC-1α mRNA
を顕著に増加させるとともに、その時間帯における持久的運動トレーニングはミトコンドリア量の増加を助長し
た。運動を実施するタイミングの違いが、筋組織内のミトコンドリア生合成に影響を及ぼすことが示された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to determine whether exercise timing enhanced 
exercise training (TR)-induced increase in the levels of mitochondrial proteins in skeletal muscles.
 The treadmill TR for 9 weeks was conducted at two time points (TR@zeitgeber time 0 (ZT0) and TR@
ZT10). Both of per2 and pgc-1α mRNA expression showed the highest level at ZT0 and lowest level at 
ZT10. Additionally, the rats underwent acute exercise at the same time points (Ex@ZT0 and Ex@ZT10). 
The TR significantly increased levels of the mitochondrial protein (COXIV) in the deep portion of 
gastrocnemius muscle. Moreover, COXIV level in the TR@ZT10 group increased significantly compared to
 those in the TR@ZT0 group. Indeed, pgc-1α mRNA expression increased significantly immediately 
after acute exercise only at Ex@ZT10. The timing of TR influenced TR-induced adaptation. This 
differential adaptation might be caused by the differential PGC-1α expression upon acute exercise.

研究分野：運動生理学・生化学

キーワード： 時計遺伝子　骨格筋　転写因子　ミトコンドリア生合成　持久的トレーニング
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１．研究開始当初の背景 
	
 持久的運動トレーニング（TR）は骨格筋の
有酸素性代謝能力を亢進させ、運動パフォー
マンスの向上や代謝疾患の予防・改善をもた
らす（Saltin & Gollnick 1983; Kraus et al. 2001）。
この際、骨格筋組織内ではミトコンドリアの
酸素利用能力が亢進するとともに、その酸素
需要を満たすことができる酸素供給システ
ムが構築される（例: 毛細血管密度の上昇や
筋細胞内酸素運搬担体（ミオグロビン; Mb）
の増加など。Masuda et al., 2013, Takakura et al., 
2010）。運動トレーニングによる適応や一過
性運動による応答は、運動の様式や時間、強
度、頻度に依存するだけではなく、遺伝子発
現やホルモン分泌などにも修飾される。この
2 つの要因には概日リズムが見られ、そのリ
ズム形成には時計遺伝子（bmal1, clock, per2, 
cryなど）が深く関与する。 
	
 時 計 遺 伝 子 は 、 転 写 因 子 で あ る
CLOCK/BMAL タンパク質複合体と、
CLOCK/BMAL タンパク質の働きを抑制す
る PERIOD/CRY タンパク質の相互作用を
介して、24時間周期で様々な出力遺伝子の
発現を修飾する（図 1; 時計遺伝子ネット
ワーク）。骨格筋組織では 200以上の遺伝子
が概日リズムを有する（McCarthy et al., 
2007）。また、主要時計遺伝子である clock
の変異マウスでは、有酸素性代謝能力を規
定するミトコンドリアタンパク質（COXIV, 
Cytochrome cなど）やその生合成に重要な
転写因子（PGC-1α, Tfam）の発現量が低下
する（Andrews et al., 2010）。つまり、時計
遺伝子が代謝機能やそれに関する遺伝子発
現に関与する可能性が強く示唆されている。
我々は時計遺伝子である bmal1や per2の概
日リズムの測定に加え、ミトコンドリアの
マスタレギュレーターと言われる pgc-1α
も概日リズムを示すことを確認した。また、
pgc-1α の概日リズムは per2 の発現リズム
と同調していた。ミトコンドリアの増加に
は pgc-1αの増加を促す必要があるため、TR
の実施タイミングによって pgc-1α 発現量
が異なっているのであれば、TR 効果（ミ
トコンドリアタンパク質の増加）も異なる
かもしれない。しかし、時計遺伝子の発現

リズムに基づく TR がトレーニング効果に
違いを生じさせるかについては検討されて
いない。 
	
 一過性運動は pgc-1α 発現量を増加させる。
その増加は運動直後から始まり、数時間後に
はピークを示し（Pilegaard et al., 2003）、タン
パク質レベルおいても運動後 6時間目までに
はピークを迎える（Terada et al., 2005）。
PGC-1α の過剰発現はミトコンドリアタンパ
ク質や Mbを増加させることから（Lin et al., 
2001）、運動刺激によって pgc-1α を骨格筋に
多く発現させることは TR による適応を促進
させるのかもしれない。したがって、運動に
よる pgc-1α 発現量の増加が運動数時間後に
ピークを迎えることから、時計遺伝子による
pgc-1α発現量のピーク時に合致するように運
動を実施し、相加的に pgc-1α発現量を増加さ
せることができれば、異なるタイミングの運
動実施（例: 時計遺伝子の発現量ボトム時）
と比較し、TR 効果に違いが生じるかもしれ
ない。 
	
 ところで、TR 期間（10 週間）中の総運動
量は同一であるにもかかわらず、１日おきの
1日 2回 TRは 1日 1回 TRと比較して、TR
効果が促進される（運動継続時間の延伸やミ
トコンドリアタンパク質の増加促進; 図 3, 
Hansen et al., 2005）。つまり、2日間で 2回 TR
すること（1日 1回 TRを 2日 or 2日間のい
ずれか 1日のうちに TRを 2回実施）を考え
た場合に、その実施タイミングによって TR
効果が変わるとも言える。1 日おきの 1 日 2
回 TR によって適応が促進される現象は、1
回目の運動が標的 mRNAの発現を高め、2回
目の運動は 1回目で増加したmRNAから翻訳
された転写因子を活性化させているという
ことで説明できるかもしれない。仮にそうで
あれば、時計遺伝子の発現リズムに基づいた
1回目と 2回目の運動を設計すれば、TRの効
果が更に促進されるかもしれない。しかし、
このようなエビデンスは得られていない。 
 
２．研究の目的 
	
 時計遺伝子の発現リズムに基づく持久的
運動トレーニングが有酸素性代謝能力に関
わる因子に及ぼす応答や適応について検討
すること、また時計遺伝子の発現リズムに基
づいた 1日おきの 1日 2回持久的運動トレー
ニングがミトコンドリア量の増加を促進す
るか否かを検討することとした。 
 
３．研究の方法 
（１）時計遺伝子の発現リズムに基づいた持	
 	
 	
 

久的運動トレーニングが筋組織内のミ
トコンドリア生合成に及ぼす影響につ
いて 

	
 被験動物はWistar系雄性ラットとした。ま
た、動物飼育室は 8:00に点灯、20:00に消灯 
の明暗条件とし、20:00 を zeitgeber time
（ZT）0、8: 00 を ZT12 と表した。pgc-1α
の概日リズムと同調していた per2 の発現

Per 

CLOCK 

BMAL1 

Cry 

Pgc1α" 

CL
OC
K 

BM
AL
1 

E-box 
PER 

CRY 

PGC1α" 

E-box 

E-box 

B C 

B C 

抑制 
促進 

時計遺伝子のコアループ 

<その他、200以上の遺伝子が時計リズムを刻む> 

������
�	�.����
���
�
�		
  �	���6C,�#BA�"�3O/���
���
1C����� �������)M54*�'L�!-‐‑‒E
)����������K7+-54*�'L�!-‐‑‒�



リズムがピークを示す時間帯（TR@ZT0）
とボトムを示す時間帯（TR@ZT10）のそれ
ぞれで 9週間の TRを実施した（図 2）。ま
た、それぞれの TR の時間帯に対応する対
照群（Con@ZT0 もしくは Con@ZT10）も
作成した。TRはトレッドミル運動とし、5
日/週の頻度で実施した（走行速度: ~30 m/min、
走行時間: ~90 min、傾斜: 5˚）。TR開始前には、
予備トレーニングを 3日間行った。なお、各
TR 期間の終了時点において被験動物の週齢
が 15週齢となるように TR群のトレーニング
開始時期の週齢を調整した。 

	
 最終の TR終了後 48時間目に腓腹筋深層部
位を摘出した。ウェスタンブロティング法
によってミトコンドリアタンパク質である
COXIVおよび Cytochrome c、内在性コントロ
ールとして α-tubulin を検出した。また、ク
エン酸合成酵素（CS）activityを分光光度計
にて測定した。 
 
（２）時計遺伝子の発現リズムに基づいた一

過性持久的運動が筋組織内 pgc-1αの
発現応答に及ぼす影響について 

	
 被験動物はWistar系雄性ラットとし、pgc-	
 	
 
1αの概日リズムと同調していた per2発現
量がピークを示す時間帯（Ex@ZT0）とボ
トムを示す時間帯（Ex@ZT10）のそれぞれ
で一過性の持久的運動を実施した（走行速
度: 17 m/min、走行時間: 60 min、傾斜: 5˚））。
また、それぞれの一過性運動を実施する時
間帯に対応する対照群（Con@ZT0もしく
は Con@ZT10）も作成した。一過性運動が
終了した直後、3時間後、6時間後に腓腹筋
深層部位を摘出し、real-time PCRをよって
pgc-1αや cs、cyto cの mRNA発現量を測定
した。 
 
（３）時計遺伝子の発現リズムに基づいた 1

日おきの 1日 2回持久的運動トレーニ
ングがミトコンドリア量の増加に及
ぼす影響について 

	
 被験動物はWistar系雄性ラットとし、pgc-	
 
1αの概日リズムと同調していた per2発現量
がピークとボトムを示す時間帯のそれぞれ
で 9週間 TRを実施した。TR群は、1日 1回
TR 群（TR@ZT0 もしくは TR@ZT10）と 1
日おきの 1日 2回 TR群（2×TR@ZT0 もし
くは 2×TR@ZT10に分類した。1日 2回 TR
群における 1 回目 TR と 2 回目 TR のインタ
ーバルは、運動に対する PGC-1α の応答の特
徴を鑑みて、3 時間とした。最終の TR 終了
後 48 時間目に腓腹筋深層部位を摘出し、ミ
トコンドリア関連タンパク質（Cytochrome c）
と内在性コントロール（α-tubulin）の発現量
を測定した。 
 
４．研究成果 
（１）9週間の TRによっていずれの TR群も
Con 群と比較して、有意なミトコンドリア関
連タンパク質（Cytochrome c、COXIV）の増
加や CS活性値の上昇が認められた。さらに、
TR群間で比較したところ、per2と pgc-1αが
それぞれの発現量ボトムを示すタイミング
で運動実施した TR@ZT10群が TR@ZT0群
と比較して、有意な COXIV 発現量の増加お
よび CS 活性値の上昇が認められた（図 3）。
以上のことから、運動実施タイミングの違い
が骨格筋組織のミトコンドリア生合成に影
響を及ぼす可能性が示唆された。 

 
（２）Ex@ZT10 群の運動直後における
pgc-1α や cs の mRNA 発現量は Con@ZT10
群と比較して増加した一方で、 Ex@ZT0 群
では運動による pgc-1α 発現量の増加が認め
られなかった（図 4）。したがって、運動を実
施する時間帯によって一過性運動がミトコ
ンドリア生合成やそれに関わる因子に及ぼ
す影響が異なる可能性が示唆された。 
 
（３）安静時の pgc-1α発現量がピークを示す
時間帯である2×TR@ZT0群でのCytochrome 
c発現量はCon@ZT10群と比較して有意に増
加し、TR@ZT0群と比較して増加傾向を示し
た。その一方で、安静時の pgc-1α発現量がボ
トムを示す時間帯である 2×TR@ZT10 群と
TR@ZT10で比較したところ、群間で差が認
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められなかった。以上の結果から、TR を実
施する時間帯によっては、1 日おきの 1 日 2
回 TR が 1日 1回 TRと比較した際に、ミト
コンドリア量の増加を助長する可能性が示
唆された。 
 
５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
 
〔学会発表〕（計	
 13	
 件） 
①	
 Takakura H, Kato H, Masuda S, Ueno D, 

Hieda M and Izawa T: RESPONSE AND 
ADAPTATION OF SKELETAL MUSCLE 
TO ENDURANCE TRAINING BASED ON 
CIRCADIAN RHYTHMS OF CLOCK 
GENE EXPRESSION. Intersociety Meeting: 
The Integrative Biology of Exercise VII. 
November 2-4, 2016. Phoenix (USA). 

 
②	
 Kato H, Takakura H, Hieda M, Ohira Y and 

Izawa T: EXERCISE TRAINING ALTERS 
EXPRESSION OF DEVELOPMENTAL 
GENES AND ADIPOGENIC POTENTIAL 
IN ADIPOCYTES AND 
ADIPOSE-DELIVERED STEM CELLS 
ISOLATED FROM SUBCUTANEOUS 
AND VISCERAL FAT DEPOTS. 
Intersociety Meeting: The Integrative 
Biology of Exercise VII. November 2-4, 
2016. Phoenix (USA). 

 
③	
 加藤久詞 , Minas Nalbandian, 高倉久志 , 
稗田睦子, 井澤鉄也: 皮下脂肪組織・内臓
脂肪組織の発生遺伝子に及ぼす運動トレ
ーニングの影響. 第 71回日本体力医学会. 
平成 28年 9月 23日 岩手県民情報交流セ
ンター・盛岡地域交流センター市民文化
ホール（岩手県・盛岡市）. 

 
④	
 稗田睦子, 高倉久志, 加藤久詞, 井澤鉄
也: eNOSの日内変動と運動トレーニング
の影響について. 第 71回日本体力医学会. 
平成 28年 9月 25日 岩手県民情報交流セ
ンター・盛岡地域交流センター市民文化
ホール（岩手県・盛岡市）. 

 
⑤	
 高倉久志, 上野大心, 加藤久詞, 増田慎
也, 稗田睦子, 井澤鉄也: 時計遺伝子発
現リズムに基づいた一過性運動が骨格筋
の応答に及ぼす影響について. 第 71回日
本体力医学会. 平成 28年 9月 25日 岩手
県民情報交流センター・盛岡地域交流セ
ンター市民文化ホール（岩手県・盛岡市）. 

 
⑥	
 加藤久詞, 高倉久志, 井澤鉄也: 時計遺
伝子 BMAL1 の発現リズムに基づいた運
動トレーニングは脂肪分解反応に違いを
もたらす. 第 24回日本運動生理学会大会.	
 
平成 28年 7月 24日 熊本大学黒髪キャン
パス（熊本県・熊本市）. 

 
⑦	
 高倉久志: 時計遺伝子発現リズムに基づ
いた運動実施タイミングの違いが骨格筋
の応答および適応に及ぼす影響について. 
第 8回分子骨格筋代謝研究会. 平成 28年
7月 30日 京都大学吉田南キャンパス（京
都府・京都市）. 

 
⑧	
 高倉久志, 加藤久詞, 増田慎也, 上野大
心, 和田理恵子, 柘植厚志, 奥野雄也, 浦
崎僚大, 井澤鉄也: 時計遺伝子発現リズ
ムに基づいた運動トレーニングがミトコ
ンドリア生合成に及ぼす影響について. 
京都滋賀体育学会第 145回大会（平成 28
年 3月 13日 同志社大学寒梅館（京都府・
京都市）. 

 
⑨	
 加藤久詞, 増田慎也, 高倉久志, 井澤鉄
也: 脂肪組織における加齢に伴うホメオ
ティック遺伝子の変化に及ぼす運動トレ
ーニングの影響 . 京都滋賀体育学会第
145回大会（平成 28年 3月 13日 同志社
大学寒梅館（京都府・京都市）. 

 
⑩	
 高倉久志, 加藤久詞, 井澤鉄也: 時計遺
伝子発現リズムに基づいた持久的運動ト
レーニングが骨格筋の有酸素性代謝能力
に及ぼす影響について. シンポジウムテ
ーマ「体内時計からみた体力医学」日本
体力医学会第 30 回近畿地方会. 平成 28
年 2 月 20 日 大阪市立大学医学部（大阪
府・大阪市）. 

 
⑪	
 高倉久志, 加藤久詞, 増田慎也, 上野大
心, 井澤鉄也: 時計遺伝子発現リズムに
基づいた持久的運動トレーニングが骨格
筋適応に及ぼす影響について. 第 70回日
本体力医学会. 平成 27年 9月 19日 和歌
山県民文化会館･ホテルアバローム紀の
国（和歌山県・和歌山市）. 

 
⑫	
 加藤久詞, 田中剛貴, 増田慎也, 高倉久
志, 小笠原準悦, 櫻井拓也, 木崎節子, 大
野秀樹, 井澤鉄也: 時計遺伝子の発現リ
ズムに基づいた運動トレーニングが脂肪

Ex@ZT0�
Ex@ZT10�
Con@ZT0�
Con@ZT10�

0�

2�

4�

6�

8�

Pg
c-
1α

 E
xp

re
ss

io
n�

0 h� 3 h� 6 h�

��
��

��

��
��

��

��

��
��

��

)E%@'*$&�
   ��!��
�
����.����
��������	�
�����������4����
��	��
�����������,�06�"�����6���	�56��01�����<����
�����������  
�����������=:����0���!*�.����

��



分解反応に及ぼす影響. 平成 27年 9月 19
日 和歌山県民文化会館･ホテルアバロー
ム紀の国（和歌山県・和歌山市）. 
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