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研究成果の概要（和文）：老化を物体の風化のような避けえない不可逆なプロセスに例える見方は過去のものと
なっている。また、若さの鍵を握る物質が生物個体のなかから次々に報告されている。本研究では、一酸化窒素
に由来する内因性化合物に注目し、代表的モデル生物であるC. elegansを用いて研究した。寿命延長効果は、
daf-16, skn-1などに依存しeate-2などには依存しなかった。また、オートファジー関連遺伝子atg-5のノックダ
ウンによって寿命延長効果が抑制されることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Recently, several endogenous substances have been reported to suppress aging
 of animals. In this study, we focused on endogenous compounds derived from nitric oxide, and 
studied its effects on life span extentions using nematode C. elegans. The lifespan extension effect
 depended on daf-16, skn-1 genes but not on daf-2 and eat-2 genes. The prolonged lifespan by the 
NO-derived compound was suppressed by knockdown of an autophagy-related gene atg5.

研究分野：ケミカルバイオロジー

キーワード： 寿命制御機構
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
わが国を始めとする各国においては、今後さ
らなる高齢化社会の進行が予測されている。
これ自体は、栄養状態の改善や高度な医療の
整備など社会全体での努力の成果で大変喜
ばしい一面を持っている。一方で、高齢化社
会は加齢関連疾患とも呼ばれる癌や神経変
性疾患などの増加をもたらし社会保障費の
上昇など社会的に新たな課題を生んでいる。
今後は、長い平均寿命と、健康に活動できる
期間（健康寿命）との乖離を短縮することが
重要な課題になるだろう。 
 加齢によって生物個体の機能が低下する
ことは一般に老化と呼ばれ、従来は物質の風
化に例えられることが多かった。老化は時間
軸に沿って一方向に進むものであり、若返り
などは「お伽話」のなかに限られていたので
ある。ところが、1980 年代にモデル生物
Caenorhabditis elegansにおいて、寿命制御
遺伝子が発見され、老化・寿命研究の新たな
時代が始まった。 
 Friedmanと Johnsonらは、C. elegansの
age-1遺伝子を欠損させると、個体寿命が 1.5
倍に伸びるという衝撃的な結果を報告した
(1988年）。生物個体で見られる多くの表現型
と同様に、老化や寿命もまた遺伝子によって
制御されていることを意味している。この発
見の前は、寿命制御遺伝子の存在自体を疑う
声が少なくなかった。仮に、少数の遺伝子
が寿命の長さを決定づけるならば、長寿を示
す突然変異体(例えば、超長寿のヒト)が存在
するはずと考えられたからである。 
 2000 年代になると、ゲノムが解読されて
いるモデル生物とRNAi技術を駆使して寿命
関連遺伝子の網羅的探索が行われ、数百の遺
伝子が同定された。現在では GenAgeなどの
かたちでデータベース化されて情報提供さ
れている。 
 これまでの研究例は、長寿に関係する遺伝
子が、おおきく３つの経路に分類されること
を示唆している。まず、インスリン様シグナ
ル経路、つぎにカロリー摂取制限にかかわる
経路、そしてミトコンドリアにおける代謝抑
制にかかわる経路である。これらの長寿遺伝
子の大半は C. elegans など比較的下等の生
物で発見されたが、ほ乳類においても同様の
寿命延長効果が確認されるに至って、寿命研
究に大きな注目が集まっている。 
 これら遺伝子レベルでの研究とは別に、タ
ンパク質や低分子化合物などの内因性物質
と寿命との関係も明らかになっている。代表
的研究例として、老若２匹のマウスの血管を
互いに結合させる実験がある。この場合、年
老いたマウスの各組織に明確な若返りが見
られる。このことは、血管内を流れる広義の
物質が「若返り物質」として働くことを示し
ている。 
 このような背景のなか、Nudler らは C. 
elegans を用いた実験から、一酸化窒素 NO
が寿命延長に関わることを報告した（Nudler 

et al., Cell, 2013）。NOはノーベル生理医学
賞の対象ともなった重要シグナル分子であ
る。C. elegans はゲノム上に NO 合成酵素
(NOS)の配列を持たないため、NO を主に食
餌から得ていると考えられた。C. elegansの
餌を NOS の有無に基づいて使い分けたとこ
ろ、NOS を持つ枯草菌を与えた場合に線虫
の寿命が延長することがわかった。NO 以外
の内因性物質として、α-ケトグルタル酸やポ
リアミンなども寿命延長効果を示すことが
報告されている。 
 これまでに紹介した研究例は、いずれも個
体全体のレベルで寿命を研究している。これ
に対して最近では、組織や細胞レベルでの老
化の不均一性に注目した研究も多くなされ
るようになった。例えば、ヒトではストレス
条件下におかれた細胞は細胞分裂を停止し
老化細胞となる。分裂しないことは、がん化
の抑制につながり、個体レベルでは細胞老化
が防御機構として働いている。一方、この防
御機構には負の側面も明らかになっており、
老化細胞が分泌するSASP因子などによって、
周囲に炎症が惹起されることが知られてい
る。このため、マウスにおいて老化細胞を選
択的に殺傷除去する薬剤が開発され、実際に
若返りが見られるという驚くべき報告も登
場している。 
 以上に記述したように、遺伝子、生体内分
子、細胞、組織、個体の各レベルで老化研究
が行われている。しかし、各知見は未だ断片
的であって、老化の全容の理解には多くの課
題が残っている。健康長寿社会の構築にはこ
の分野の研究をさらに推し進める必要があ
る。 
 
２．研究の目的 
人では加齢とともに体内のNO産生量が低下
することが知られている。Nudler らの成果
を考え合わせると、将来的には NO関連物質
を補う老化抑制法、疾患予防法の開発がヒト
についても検討できるだろう。 
 NO は化学反応性に富んだラジカル性分子
であり、生体内での寿命は著しく短い。酸化
により NOは NO+に変化し、タンパク質中の
システイン残基と反応して、S-ニトロシル化
修飾となる。このように NOの下流で二次的
な作用が多く知られている。このためモデル
生物C. elegansへのNO投与による寿命延長
効果も、NO自身の直接的な効果に基づくか、
それともNOから生じる代謝産物の二次的作
用であるか区別が難しい。NO に由来する、
より安定な代謝産物の作用ではないかとい
うのが本提案の出発点である。NO は生体内
分解が速いため、通常は一過性の効果をもた
らすのに、論文では、短期間の処理によって
一生涯の寿命を制御できたと報告している
ことに疑問が残る。  
 研究代表者らはNOから派生する安定な有
機化合物群の研究を続けてきた。このなかに
C. elegansの平均寿命延長効果（約 15％）を



示す化合物 Aを見出している。 
 
本研究では、以下の３つの目標を立てた。 
（1）寿命延長作用の機構を解明する 
 寿命制御に関わる主な遺伝子群と本化合
物による寿命延長作用の関係を解明する。 
（2）老化指標の改善効果 
 寿命自体が伸びても、健康や運動機能も保
たれなくては意義が低い。まず、運動機能の
状態を多面的に評価する。続いて、老化関連
疾患に対する抑制効果を調べる。  
(3) 化合物の効果とオートファジーとの関係
解明 
ほ乳類、線虫を含む多くの生物種において、
食事制限が長寿に貢献することが知られて
いる。その背景にオートファジー活性化があ
ると予想されている。本化合物についても、
オートファジーとの関連を調べることが望
ましい。 
 
３．研究の方法 
以下の 6 つの理由で C. elegans を用いて実
験を行った。 
(1)寿命が約３週間と短いため、研究期間内
で繰り返し寿命測定実験ができる。 
(2)短い期間で世代交代するので、遺伝子改
変株の作成に必要な時間も短縮される。 
(3)個体サイズが小さいため投与量が少なく
て済む。高価な化合物・試薬が低減できる。 
(4)寿命研究におけるスタンダードとなって
いるので、他の主要研究との比較が可能。特
に NO の寿命延長効果（Nudler et al., Cell, 
2013, 152, 818）でも線虫が使用された。NO
合成酵素を持たない珍しい生物で、NO（と代
謝物）は全て外界から摂取する。NO 関連化合
物の評価では、解析結果が明確になる。 
(5)線虫で得られた結果の大半が、より大型
のモデル生物でも再現した実績がある。 
(6)種々の遺伝子欠損株が米国ミネソタ大学
CDC に収集され、頒布されている。類似研究 
身体が透明であるため、生きたままで各部位
での表現型を観察可能である。 
 
寿命測定実験は、化合物を含む NGM 培地の上
に餌となる大腸菌（NOS をもたない株）をの
せて線虫を飼育した。C. elegans には雌雄同
体と雄の２つの性があるが、本研究には雌雄
同体のみを用いた。測定に用いる集団は、繁
殖期の個体を一定時間飼育し、この時間帯に
産み落とされた卵から孵化した個体（＞100
個体）を用いた（timed egg-laying 法）。寿
命測定実験開始後に、新たに生まれた個体が
混入して結果に影響することを避けるため、
2-3 日に一度、培地上のすべての線虫個体を
別の培地に移動させた。 
 
研究に必要な新規遺伝子欠損株の作成には
CRSPR/Cas9 法を用いた。この技術は、従来法
の1/100のコストで効率的にゲノムを書き換
えることを可能とした遺伝学的アプローチ

の革命的手法である。まず、ノックアウトし
たい遺伝子に対して guide RNA を設計した。 
続いて、かわりにノックインする配列（通常
は蛍光タンパク質）の donor DNA を設計した。 
一方、DNA 切断に関わる Cas9 酵素を発現、精
製した。これら sgRNA と Cas9 酵素を線虫の
生殖腺にマイクロインジェクションし、生ま
れた線虫を(導入した蛍光タンパク質発現を
指標に）選抜し、継代して目的変異株の樹立
を試みた。 
 
４．研究成果 
（1）寿命関連遺伝子群との関係 
これまでに発見された長寿遺伝子は、おもに
3 つの主要経路に関係している。まず第一に
インスリン様シグナル経路に関わるdaf-2遺
伝子と daf-16 遺伝子に注目した。daf-2 はイ
ンスリン／インスリン様成長因子の受容体
であり、daf-2 欠損株は野生型の 2 倍の寿命
を持つ。daf-16 は daf-2 の下流で働く遺伝子
でほ乳類における FOXO と同様の機能を持つ
転写因子である。これら遺伝子の欠損株に化
合物を投与して寿命測定を行った。 
 その結果、本化合物の寿命延長効果は
daf-2 欠損による寿命延長効果と相加性を示
さず、むしろ部分的に寿命を短縮することが
わかった。一方で、野生型株への投与で見ら
れる本化合物の寿命延長効果は、daf-16 株で
は観察されなかった。これらの結果は、化合
物の作用がインスリン様シグナル経路の単
純な阻害に基づくものでないことを示して
いる。 
 ミトコンドリア代謝に関わるクロック1遺
伝子(clk-1)は老化遺伝子であり、その欠損
は、代謝速度や活性酸素量の低下などを介し
て寿命延長を示す。本化合物を clk-1 欠損株
に投与して寿命を測定したところ、両者には
相加性がみられ、さらに 10％以上の平均寿命
延長が観察された。このことは、化合物の作
用がclk-1とは無関係の機構に基づいて寿命
を延長することを示している。 
 このほかにも、eat-2, hsf-1, skn-1 遺伝
子などと、本化合物の寿命延長作用の関係を
調査した。これらの結果は、３つの主要な長
寿遺伝子群との関係が単純ではないことを
示している。 
 
（2）老化指標の改善効果 
 続いて、本化合物が寿命以外の老化指標に
与える効果を調べた。線虫が体を折り曲げる
頻度を指標にして運動能力を評価したとこ
ろ、投与群はコントロール群に比べて高い運
動能力を維持することができた。また、凝集
性のタンパク質であるポリグルタミンの蓄
積を評価したところ、投与群では加齢による
凝集体の蓄積速度が抑制された。これらのこ
とから、化合物投与が寿命延長だけでなく、
健康寿命の延長にも貢献することが示唆さ
れた。 
 



(3）化合物の効果とオートファジーの関係解
明 
 本化合物の投与が線虫個体においてオー
トファジーを誘導するか調べた。C. elegans
におけるオートファジーのマーカーとして
一般的な LGG-1 タンパク質を蛍光標識し、
seam細胞におけるLGG-1輝点の数で評価をお
こなった。本化合物の投与により、起点の数
が増加し、オートファジー誘導が示唆された。
上の(2)の検討でポリグルタミン凝集体の蓄
積抑制が見られたことを考え合わせると、オ
ートファジーが本化合物の老化抑制作用に
関与した可能性がある。 
 そこで寿命測定実験において、同時にオー
トファジー関連遺伝子の RNAi をおこなった
ところ、本化合物による寿命延長幅が短縮し
た。寿命延長とオートファジーとの関係をさ
らに支持する結果と言える。なお、オートフ
ァジーの代表的誘導剤であるラパマイシン
も C. elegans 平均寿命を延長するが、その
効果は daf-16 遺伝子の欠損と独立であるこ
とが知られている。この点は、本化合物の寿
命延長効果が daf-16 遺伝子に依存するとい
う結果とは対照的であり、さらなる検討が必
要である。 
 C. elegansを使うオートファジー研究では、
RNAi 法とともにオートファジー関連遺伝子
の変異株が汎用される。これらの多くは、
CRISPR/Cas9 法の登場以前に樹立されたもの
であり点変異株が多い。今回取り上げた化合
物とオートファジーの関係性が示唆された
ので、ゲノム編集によるオートファジー関連
遺伝子の欠損株作成を開始した。すると論文
報告されている既存の点変異株と異なる表
現型を示す完全欠損株が見出されてきた。研
究課題設定期間中に詳細な解析を実施でき
なかったが、今後はこれらの新規変異株を使
用して、線虫の個体寿命とオートファジーの
関係についてさらに検討を継続する計画で
ある。 
 
(4) 結果のまとめ 
NO に由来する化合物について、モデル生物
C. elegansを用いて寿命延長効果とその機構
を研究した。長寿遺伝子群に対する延長効果
の依存性は、Nudler らが NO 自体の効果とし
て報告した結果と重なる点が多い。このこと
から、寿命延長効果の少なくとも一部は、NO
の直接的作用ではなく、代謝物を介している
ことが示唆される。 
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