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緒　言

　脂質は細胞膜の主要な構成因子として生命を包み，外界との境界を定めている．特に真核生物はリン脂質からなる脂
質二重膜によって区画化されたオルガネラを発達させることで，複雑な生命活動を支える機能を巧妙に発現している．
そのためリン脂質の視点から各組織の機能調節を解明することは極めて重要である．骨格筋においても筋細胞膜リン
脂質中の脂肪酸組成がインスリン感受性に影響を及ぼすことが報告されており 1-3)，骨格筋細胞膜のリン脂質分子種と
骨格筋機能維持には何らかの関連性があると考えられる．一方，骨格筋は遅筋と速筋に大別され，筋線維タイプを変化
させることで様々な外部環境変化に適応しており，このうち持久的運動トレーニングは骨格筋の遅筋化を促進し，糖･
脂質代謝，筋持久力，ストレス耐性などにおいて高い優位性をもたらす 4)．この優位性にも適応反応により変化したリ
ン脂質分子が貢献していると想定され 5-7)，どのようなリン脂質分子種を変化させることが骨格筋機能の維持促進に重
要なのかが判明すれば，骨格筋機能維持に有用な新規方策の開発に発展させることが可能となる．しかし，現在まで
に，骨格筋の筋線維変化と骨格筋細胞膜リン脂質組成との関連性や，どのような機序で骨格筋細胞膜リン脂質分子種が
変化しているのか，その変化が骨格筋機能にどのような影響を及ぼしているのかは明らかにされていない．私たちはこ
れまでに，転写共役因子 peroxisome proliferators- activated receptor-γ co-activator-1α (PGC-1α) を骨格筋特異的に
過剰発現させた「筋 PGC-1α マウス」を作製し，骨格筋の遅筋化と持久力の向上を認めている 8)．本研究では骨格筋の
遅筋特性獲得，特に脂質分子種変化において PGC-1α の役割を明らかにすることを目的とし，骨格筋の脂質組成を赤
筋と白筋別に網羅的に解析する測定系を確立し，筋 PGC-1α マウスにおける脂質分子種の変化について検討した．

方　法

　マウスより赤筋としてヒラメ筋 (soleus) を，白筋として長指伸筋 (extensor digitorum longus, EDL) を採取し，質量
分析計付き高速液体クロマトグラフィー (LC-MS) にて分析した．LC-MS は，LC システムに ACCELA（Thermo
Fisher Scientific社），MS には Q Exactive（Thermo Fisher Scientific社）を用い，ACQUITY C18 2.1×150 mm カラ
ム（Warters 社）を接続した．LC-MS で得られたデータより，Signpost MS（Reifycs 社）を用いてピーク抽出を行っ
た．得られたピークについて多変量解析を行い，各群間において特異的なピークを選出した．選出されたピークの分子
種の同定は，当該ピークの MS/MS 解析から得られるフラグメントイオンデータを用いて，オンラインデータベース
サイト LIPID MAPS Tools (Lipidmics Gateway, http://www.lipidmaps.org/) により解析した．

結　果

　マウスから得られた soleus と EDL 中の脂質分析を行い，Fig. 1 のような total ion chromatogram (TIC) が得られた．
各脂質分子種はカラム保持時間の違いから，おおよそ遊離脂肪酸，リゾリン脂質，モノアシルグリセロール，リン脂
質，ジアシルグリセロール，トリアシルグリセロールに分離することができた．
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Fig. 1． Representative total ion chromatogram (TIC) separation of the lipid extract from PGC-1α overexpressed
soleus muscle using LC-MS performed in positive and negative ionization mode, respectively.
Because many lipid species are isobaric, an understanding of the chromatographic retention time pattern
can facilitate the identification and characterization of unknowns. Sections of the chromatograms are
labeled with the lipid categories detected, indicating the regions where each will elute using the LC-MS
method. FFA: free fatty acids, Lyso PL: lyso glycerophospholipids, MG: monoglycerides, PL:
glycerophospholipids, DG: diglycerides, TG: triglycerides.

　Fig. 2 には分子種の同定結果の代表例として，質量電荷比 (m/z) が 832.61 のピークから MS/MS 解析によって得ら
れたフラグメントイオンのクロマトグラムを示した．親イオンから２つの脂肪酸が解離した m/z=224.07 のピーク，解
離した脂肪酸 m/z=281.25 および 283.26 などが検出された．これらの情報をもとに LIPID MAPS による解析を実施す
ると，本分子はホスファチジルコリン (18:0/18:1) と同定された．
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Fig. 2． MS/MS spectrum of m/z=832.61 corresponding PC (18:0/18:1) ([M+HCOO]-) in negative-ion mode.
Fragment ions are annotated according to the structural attributes of fatty acid and
glycerophosphocholine moieties. The extracted ion chromatogram (XIC) of parent ion m/z=832.61 detected
in the lipid extract of PGC-1α overexpressed EDL is also shown.

　次に，この方法を用いて予備的に野生型マウスおよび筋 PGC-1α マウスの soleus と EDL の脂質成分の網羅的分析
を実施した．抽出された 314 ピーク情報をもとに多変量解析を実施したところ（Fig. 3），クラスタ分析により，EDL
と soleus で含まれる分子種が大きく異なること，PGC-1α の過剰発現は骨格筋脂質組成を変化させるが，EDL を
soleus と同じような脂質組成までには変化させないことが判明した．また，主成分分析の結果，成分 1 の変化から EDL
と soleus ではトリアシルグリセロール含有量が大きくことなること，成分 2 の変化から PGC-1α は骨格筋の脂質分子
種，特にグリセロリン脂質の分子種に変化を引き起こすことが示唆された．
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Fig. 3． PGC-1α induced changes of lipid profiling observed in soleus and EDL.
Four mice were used in each group (WT: wild-type mice, PGC-1α: muscle PGC-1α mice). In the lipidomics
analysis, 314 peaks were detected by the anion and cation modes of LC-MS. (Left) Dendrograms of
hierarchical clustering of samples, based on lipid profiles. As demonstrated from the cluster analysis,
skeletal muscle samples from individual WT and muscle PGC-1α mice segregated into tight clusters,
indicating that PGC-1α has profound effects on the lipid profile of the skeletal muscle. Although the
skeletal muscles of muscle PGC-1α mice showed a red color characteristic of oxidative muscle, PGC-1α-
EDL segregated into different from soleus. (Right) Scatter plots of principal components from principal
component analysis (PCA) on samples. The first principal component effectively and distinctly separated
the mice based on muscle fiber type (x axis) and the second principal component separated the mice based
on the genotype (y axis), suggesting that overexpression of PGC-1α in the skeletal muscle caused a
significant change in the overall lipid profile of the muscle, however the profile of PGC-1α-EDL was
different from soleus. From the results, it was observed that PGC-1α overexpression had a significant
influence in the lipid profiles of the skeletal muscle because the two groups (WT and PGC-1α) were
clearly distinguishable. However, the lipid profile of PGC-1α-EDL showing oxidative characteristics was
different from the profile of originally oxidative muscle such as soleus.

考　察

　今回の検討により，白筋と赤筋では構成している脂質分子種が大きく異なり，赤筋ではトリアシルグリセロール含有
量が高いことが判明した．持久的運動では脂肪酸を筋収縮のためのエネルギー源として利用するため，持久的運動に適
した骨格筋である赤筋には，エネルギー源としての脂肪酸をトリアシルグリセロールの形で筋細胞内に蓄積していると
考えられている．今回の分析結果は，このような既知情報に一致するものであった．
　細胞中のグリセロリン脂質組成は，生合成されるリン脂質分子種によって変化することに加え，一度生合成された分
子種がリモデリングによって再構成されることによっても変化する．リン脂質の生合成はグリセロール 3-リン酸への
アシル基転移反応によって開始され，この生成物はグリセロリン脂質のみならずトリアシルグリセロールの生合成原料
となるため，ある特定の脂肪酸が積極的にグリセロール 3-リン酸へのアシル基転移反応に用いられた場合，グリセロ
リン脂質のみならずトリアシルグリセロールの脂肪酸組成も同様に変化すると考えられる．今回，PGC-1α の過剰発現
によって引き起こされたグリセロリン脂質分子種の変化は，トリアシルグリセロールの脂肪酸組成とは独立したもので
あるか，あるいは並行して認められる変化なのかを解析する必要がある．その結果により，PGC-1α がグリセロリン脂
質の生合成時に特定の脂肪酸種を積極的に利用してアシル化しているのか，あるいはグリセロリン脂質のリモデリング
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時にそのような変化が生じているのかが判明する．そのため，引き続き解析を進め，骨格筋機能とリン脂質分子種の変
化に関連性が認められるか否かを解明していく予定である．
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