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研究成果の概要（和文）：本研究では，肥満ラットに 17 週齢から 2週間の自発走運動(EX-2w 群)

と，15 週齢から 4週間に渡る 2日に 1回程度の自発走運動(EX-4w 群)を行わせたところ，EX-2w

群よりも EX-4w 群で脂肪細胞サイズが小型化し，血中アディポネクチン濃度は有意に高値であ

ったことから，短い期間で急速に体重を減少させる運動よりも，長い期間でゆっくりと体重を

減少させる運動の方が脂肪細胞サイズを小型化し，血中アディポネクチン濃度を高値に維持で

きる可能性が示唆された． 

 
研究成果の概要（英文）：Obese rats were randomly assigned to either the 2 (17 to 19-week-old, 
everyday) or 4 (15 to 19-week-old, about every two day) weeks voluntary exercise or control 
group. Compared to 2 weeks exercise, 4 weeks exercise promoted the downsizing of adipocyte 
and provided the weak reduction in the value of the blood adiponectin concentration. These 
results suggested that the low frequency and long duration exercise therapy is more 
effective for the cellularity of adipocyte and maintenance of blood adiponectin 
concentration compared to the high frequency and short duration exercise therapy. 
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１．研究開始当初の背景 

肥満を伴う高血糖，高血圧，高脂血症では，
それぞれの病態は軽微であっても心血管イ
ベントの発症率が急増することから，これら
の病態(メタボリックシンドローム)の予防
手段として肥満の早期改善が重要視されて
いる．近年，小型の脂肪細胞から分泌される
善玉のアディポネクチンや，大型の脂肪細胞
から分泌される悪玉の TNF-αはメタボリッ

クシンドロームの病態形成において重要な
役割を果たしていることが明らかにされつ
つある．特にアディポネクチンはインスリン
抵抗性改善や抗動脈硬化作用を有すること
から，肥満を改善してアディポネクチンを増
加させる介入方法が注目されている．肥満の
予防法として，運動や食事などの生活習慣の
改善が重視されるが，我々は先行研究におい
て食事療法と比較して運動療法は内臓脂肪
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量を特異的に減少させ，メタボリックシンド
ローム予防に効果的である可能性を明らか
にした．しかし，過度の食事療法や運動療法
では血中のアディポネクチンが増加しにく
く(Kimura ら, 2006)，運動による体重減少と
アディポネクチン分泌との関係には不明な
点が多く残されている．我々は運動時におけ
るアディポネクチン分泌抑制機序としてテ
ストステロンの関与について報告したが
(Kimura ら，2006)，同時に他の因子も関与す
る可能性が示唆された．in vitroの研究では，
ストレス因子のグルココルチコイドや炎症
性サイトカインの TNF-αによってアディポ
ネクチンの発現･分泌は抑制される可能性が
示唆されており(Fasshauer ら，2002，Halleux
ら，2001，Maeda ら，2001)，過度の食事制限
や短期間の高強度運動ではこれらの因子の
増加によってアディポネクチン分泌が抑制
される可能性が考えられた．また，我々が行
った予備的検討では，急激な体重減少時にお
いて脂肪組織内にマクロファージ様細胞の
浸潤が観察された．脂肪組織の中に浸潤する
マクロファージ様の細胞は，TNF-αなどのサ
イトカインを分泌することによってアディ
ポネクチンの発現・分泌を抑制している可能
性が報告されている(Weisberg ら，2003，Xu
ら，2003)．しかし，これまで報告された脂
肪組織内へのマクロファージの浸潤は，過度
の肥満などで観察される大型脂肪細胞の組
織中のみであり，急激な体重減少時の脂肪細
胞でマクロファージの浸潤を観察した報告
は皆無である． 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は，運動療法時におけるアデ
ィポネクチンの分泌抑制機序を明らかにす
ることであり，その方法として運動療法およ
び食事療法を，その程度や頻度を調節するこ
とによって実施し，体重の減少速度とアディ
ポネクチン分泌および組織マクロファージ
などの異質な細胞像の存在との関係につい
て明らかにするために，以下の 2点から検討
を行う． 
 
(1)．脂肪細胞の分化・小型化過程における
脂肪組織中のアディポネクチン分泌抑制遺
伝子の発現について観察し，脂肪組織ホモジ
ネートサンプル中のアディポネクチン遺伝
子発現量および蛋白合成量，血液中のアディ
ポネクチン濃度および分子量別分画との関
係を明らかにする． 
 
(2)．脂肪組織の病理学・免疫組織化学的観
察を行い，アディポネクチン分泌抑制因子と
関連する組織形態学的変化およびマクロフ
ァージ浸潤の定性・定量評価を行い，上記の
アディポネクチン分泌抑制因子との関係を

明らかにする． 
 
３．研究の方法 
(1)．研究計画・方法についての要旨  
本研究では，平成 20～22 年の 3年間に亘る
実験を行う．本研究で用いる過食性肥満モデ
ルの OLETF ラットは 4～5週齢のみ入手可能
なことから，本研究で使用するまでに約 2ヶ
月の飼育期間を必要とする．13 週齢までは，
4匹ずつ集合ケージにて飼育し，餌(CE-2，日
本クレア)および水(水道水)は ad lib 摂取と
する．全てのラットは 13 週齢より個別ケー
ジにて飼育し，2週間の予備飼育を実施する．
15週齢より4週間の運動療法および食事療法
による介入を開始し，2週間の介入群は 17 週
齢より運動療法および食事療法を開始する．
介入期間中は，毎日，体重および摂餌量の計
測を行い，食事療法群の給餌量を調節する．
19 週齢時に解剖およびサンプリングを行い，
順次，血液および臓器サンプルの測定を行う．
被験動物の飼育は，概ね 8～10 月，翌年 4～6
月を 1クールとして，それぞれ平成 20 年度
と 21 年度に実施し，合計 4クールの飼育プ
ロコールを遂行する． 
 
(2)．体重減少速度を調節した各種療法モデ
ル動物の作成 
①．回転ケージを用いた自発走運動による運
動療法モデルの作成 
13 週齢の過食性肥満モデル OLETF ラット

(48 匹)を対象に，個別ケージ(39×13×14cm)
にて 2週間の予備飼育後，併設された回転ケ
ージ(周囲長 1.18m，幅 10cm)を用いた自発走
運動による運動療法を開始する．飼育期間中，
餌(CE-2，日本クレア)および水(水道水)は ad 
lib 摂取とする．運動量は回転ホイールへの
アクセスを毎日(週 7日)可能にする(Ex-2w)
群と，敷居板にて週 4日に制限する(Ex-4w)
群を設けることによって調節し，体重が非肥
満コントロールモデル LETO ラット(LETO 群，
8匹，OLETF ラットと同様に入手．餌･水は ad 
lib で飼育)の体重(目標体重)までに達した
時点で下記項目についてのサンプリングを
行う．また，非運動対照(CONT)群(OLETF ラッ
ト，16 匹)を設定する． 
 
②．摂餌量を調節した 2種類の体重減少速度
による食事療法モデルの作成 
13 週齢の OLETF ラット(48 匹)を対象に，

個別ケージ(39×13×14cm)にて 2週間の ad 
lib 食での予備飼育の後，体重減少速度が各
運動群(週 7および 4日運動群)のそれと一致
する様に摂餌量を毎日調整して制限し，体重
が上記の目標体重に達した時点でサンプリ
ングを行う(それぞれ FR-2w 群，FR-4w 群)． 
 
(3)．サンプリング方法および測定･評価項目 



各種モデル動物作成後，ペントバルビター
ルナトリウム麻酔下(50mg/kg, i.p.)にて総
頸動脈にカテーテルを挿入し，全血採血を行
う．得られた血液は遠心分離後，上清を-80℃
で保存する．次に，運動効果の評価として下
肢筋重量(前脛骨筋，EDL，腓腹筋，ヒラメ筋，
足底筋)を摘出して秤量する．また，各種脂
肪組織(皮下脂肪，副睾丸周囲脂肪，後腹膜
脂肪，腸管膜脂肪，大網周囲脂肪)は，摘出･
秤量後，一部を RNA 抽出用にドライアイスに
て急速凍結し，-80℃で凍結保存する．また，
一部は組織形態学的観察用に-20℃の冷凍庫
内で緩除に凍結する．後日，RNA 抽出用サン
プル 100～200mg をハンドホモジナイザーを
用いてミキシングし，Guanidium- 
thiocyanate 法にて total RNA を抽出する．
脂肪組織における遺伝子発現としては，アデ
ィポネクチンと TNF-α，グルココルチコイド
の活性化に作用する酵素である 11β-HSD-1，
マクロファージの浸潤を誘導する MCP-1など
のアディポネクチン分泌抑制因子を Real 
time-PCR 法にて定量評価する． 

-20℃で凍結保存した脂肪組織は，10%ホル
マリン緩衝液に 2日間浸漬後，パラフィン包
埋処理を行い，ミクロトームを用いて薄切切
片標本を作成する．作成した標本は，ヘマト
キシリン-エオジンを用いた組織染色および
抗マクロファージ抗体，抗 MCP-1 抗体などを
用いた免疫組織化学染色を行い，組織形態学
的観察を行う．組織像は CCD カメラを用いて
デジタル保存し，後日，NIH Image を用いて
脂肪細胞の大きさ(細胞径)を計測し，ヒスト
グラム解析を行う． 
 血液成分は，ELISA 法を用いて血中のレプ
チンおよびアディポネクチン濃度，アディポ
ネクチンの分泌を抑制している可能性のあ
るストレス指標のコルチコステロン濃度，炎
症性サイトカインの TNF-α濃度，先行研究に
おいて運動時のアディポネクチン分泌を抑
制する可能性が報告されているテストステ
ロン濃度を測定･評価する．また，血糖値(ム
タローゼ･グルコースオキシダーゼ法)と遊
離脂肪酸濃度(アシル-CoA シンセターゼ･ア
シル-CoA オキシダーゼ法)を測定･評価する． 
 
４．研究成果 
(1)【運動療法は食事療法と比較して内臓脂
肪重量を減少させる】 
 飼育期間中，CONT 群の体重は成長に伴った
増加が観察され，EX-2w 群の体重は自発走運
動によって開始時(17 週齢)の体重から有意

に減少した．また，EX-4w 群の運動開始時(15
週齢)の体重は，目標体重である LETO ラット
の 19週齢時の体重と差が無かったことから，
開始時の体重を維持するように運動量を調
節し，2 日に 1 回程度の自発走運動を行わせ
た．本研究の運動療法では，19 週齢時の CONT
群の約 85%までの体重減少に成功し，全ての
群において CONT 群との間に有意差が認めら
れた． 

 
腹部脂肪重量は，運動療法によって顕著に

減少し，EX-2w 群および EX-4w 群とも CONT 群
と比較して有意差が観察されたが，運動療法
群における介入期間の間に差は認められな
かった．また，各部位の脂肪重量にも同様の
傾向が観察された．一方，後腹膜脂肪と皮下
脂肪の組織標本における脂肪細胞サイズの
比較では，ヒストグラムの左方変移が観察さ
れ，運動療法によって脂肪細胞が小型化する
傾向が観察された． 
 以上の結果から，運動療法は食事療法と比
較して，同じ体重までの体重減少においても
内臓脂肪を減少させる可能性が示唆された． 

 
 (2)【短い期間で急速に体重を減少させる運
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動プログラムよりも，長い期間でゆっくりと
体重を減少させる運動プログラムにおいて，
血中のアディポネクチン濃度を高値に維持
できる】 

血中のレプチン濃度は，運動療法によって
顕著に低下し，両介入期間とも CONT 群との
間に有意差が認められたが，運動療法群にお
ける介入期間の違いに差はみられなかった．
一方，血中のアディポネクチン濃度は両運動
療法によって有意な低値が観察され，介入期
間の違いにおける比較では EX-2w 群よりも
EX-4w 群で有意な高値が観察された． 

血中のコルチコステロン濃度は，運動療法
によって高値となる傾向がみられ，CONT 群と
比較して EX-4w 群で有意差が認められた．ま
た血中のテストステロンおよびエストラジ
オール濃度は，運動療法によって高値となる
傾向がみられたが，両運動療法群とも CONT
群との間に有意差は認められなかった． 

以上の結果から，運動療法では短い期間で
急速に体重を減少させる運動プログラムよ
りも，目標体重までの介入期間をより長く設
定し，ゆっくりと長期間に渡って運動を継続
するプログラムにおいて，血中のアディポネ
クチン濃度を高値に維持できる可能性が示
唆された． 
 
(3)【血中のアディポネクチン濃度とテスト
ステロン濃度の関係】 
 血中のアディポネクチン濃度はテストス
テロン濃度との間に負の相関関係がみられ，
テストステロン濃度の上昇によってアディ
ポネクチン濃度が低下する可能性が示唆さ
れた． 

 
(4)【脂肪組織中アディポネクチン濃度】 
 脂肪組織中のアディポネクチン濃度は，高
分子量および総アディポネクチンとも運動
によって増加傾向を示し，その傾向は EX-2w
よりも EX-4w でより顕著であった． 
 
 (5)【脂肪組織中のマクロファージ様細胞】 
 本研究では，運動療法および食事療法によ
って脂肪組織のパラフィン包埋切片上にお

いてマクロファージ様細胞が増加する様子
は観察されなかった． 

 
(6)【研究成果のまとめ】 
本研究の結果から，運動療法では短い期間

で急速に体重を減少させる運動プログラム
よりも，目標体重までの介入期間をより長く
設定し，ゆっくりと長期間に渡って運動を継
続するプログラムにおいて，血中のアディポ
ネクチン濃度を高値に維持できる可能性が
示唆された． 
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