
東京工業大学・リベラルアーツ研究教育院・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０８

基盤研究(C)（一般）

2019～2017

サルコペニアにおけるオートファジー機能不全の包括的解明

Molecular mechanism of autophagy-dependent functional defect in sarcopenia

６０２９１１７６研究者番号：

佐久間　邦弘（Sakuma, Kunihiro）

研究期間：

１７Ｋ０１７５５

年 月 日現在  ２   ６ ２２

円     3,600,000

研究成果の概要（和文）：サルコペニア(加齢性筋減弱症)において、オートファジーの機能不全が起こる。加齢
筋と除神経筋のマイトファジー (ミトコンドリアのオートファジー: Parkin)、シャペロン介在性オートファジ
ー (Bag3)の変化を比較検討し、より短期間の簡便なサルコペニアのオートファジー機能不全モデルの開発を目
指した。本研究の結果により、加齢筋で特徴的なオートファジー関連物質の変化は、除神経筋において部分的に
再現できることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Autophagy dysfunction occurs in sarcopenia (age-related myopathy). Using 
age-related and denervated muscles, we compared the manner of adaptive changes of mitophagy 
(mitochondrial autophagy: Parkin) and chaperone-mediated autophagy (Bag3) and aimed to develop a 
shorter, more convenient model of autophagy dysfunction in sarcopenia. Our result shows that the 
changes in autophagy-related modulation of ageing muscles occurs in the denervated muscles. It was 
found to be partially reproducible.

研究分野： 運動生化学、運動生理学、細胞生物学

キーワード： オートファジー　サルコペニア　骨格筋　マイトファジー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
最近筋萎縮の分野で注目を浴びているのは、ノーベル医学生理学賞を受賞したオートファジー(自食)という機構
である。高齢マウスの大腿四頭筋の筋線維において、オートファジー関連物質 (p62)の免疫活性が異常に亢進し
ていることを以前我々は証明した (Sakuam K et al., JCSM, 2016)。すなわちサルコペニア(加齢性筋減弱症)お
いてオートファジーの機能不全が認められるが、この現象の短期間モデルがこれまで開発できていなかった。本
研究の結果から、加齢筋で特徴的なオートファジー機能不全は、除神経筋において部分的に再現できることが明
らかになった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ゆとりと豊かさに満ちた社会を実現するために、⾼齢化に関する研究が様々な分野で 

押し進められている。ゲートボールやジョギング、ストレッチといった適度な運動は、
肩こりや肥満あるいは精神的ストレスを軽減してくれる。加齢にともなう筋⼒の著しい
低下をサルコペニア(加齢性筋減弱症)という。超⾼齢化が進む我が国では、このサルコ
ペニアをいかに⾷い⽌めるかが⼤変重要な課題である。 
 

年を取ると個々の筋細胞が萎縮、脱落するために、筋⼒が著しく衰える。今まで普通 
に持ち上げることができたものでも、年齢を重ねるごとに上がらなくなってくる。この
⽼化にともなう筋萎縮の理由の⼀つとして、⾻格筋内で Serum response factor (筋分化
因⼦)が減少することが挙げられる (Sakuma K et al., Biochimica Biophysica Acta Mol 
Basis Dis 1782: 453-461, 2008)。⼀⽅、様々な萎縮筋(除神経、後肢懸垂、筋固定)にお
いて亢進し、タンパク分解を促進する Atrogin-1 や FOXO (Forkhead box O)は、加齢筋
において知⾒が安定していない (Sakuma K et al., Pflügers Archiv 467: 213-229, 2015)。
Atrogin-1 や FOXO の増加を確認するすべての研究が、急性の筋萎縮モデル(早い時間
での急激な変化)を採⽤している。したがってゆっくり萎縮が進⾏するサルコペニアの
場合は、別の機構が調節している可能性が⾼い。 
 

最近筋萎縮の分野で注⽬を浴びているのは、ノーベル医学•⽣理学賞を受賞したオー
トファジー(⾃⾷)という機構である。これには、代表的なタンパク分解系であるプロテ
アソームーユビキチン系ではなく、リソソームが関与している。数種類の筋変性疾患(筋
ジストロフィー症など)や除神経、飢餓状態で筋萎縮が起こる場合に、オートファジー
が重要な役割をすることが最近解明されてきた。また以前採択された科研費で、⾼齢マ
ウスの⼤腿四頭筋の筋線維において、オートファジー関連物質 (p62 と Beclin-1)の免
疫活性が⾮常に亢進していることを我々は証明した (図 1, Sakuam K et al., J Cachexia 
Sarcopenia Muscle 7: 204-212, 2016)。 
 

マクロオートファジ 
ーを上流で調節する物質と 
して AMPK [Adenosine  
monophosphate (AMP)-activated  
kinase]、SIRT1 (Sirtuin1)、ULK1 
(UNC-51-like kinase)が挙げられる。 
加齢筋における p62 と Beclin-1 の 
異常発現亢進は、どの物質によって 
調節されているのか、これらの 
オートファジー上流物質の発現様相 
は p62 や Beclin-1 のものと⼀致するのかどうか⾮常に興味深い。特に AMPK の筋特異
的な遺伝⼦⽋損マウスは、p62 の筋細胞内沈着を誘導し、サルコペニアを軽減する可能
性がある (Bujak AL, et al., Cell Metab 21: 883-890)。通常のサルコペニア時にも、AMPK
の発現減少が p62 の発現増強に結びつく可能性が⼗分に考えられる。 
 



オートファジーの⼀種で、ミトコンドリアを選択的に分解する機構をマイトファジー
といい、機能不全になったミトコンドリアを分解する。除神経を施すことで筋萎縮が起
こる場合に、このマイトファジーがやはり活性化するようである。我々の先⾏研究で観
察された加齢筋細胞質内の p62/SQSTM1 の発現は、ミトコンドリア内の沈着に由来す
る可能性がある。加齢性筋減弱症にマイトファジーが関与するのではないかという仮説
が、最近登場してきている (Romanello V and Sandri M, Front Physiol 6: Article 422, 
2016)。しかしながら加齢筋において、マイトファジーの変化を体系的に調べた論⽂は
⾒当たらない。⼀⽅、シャペロンが異常蛋⽩質に結合し、液胞やリソソームに取り込ん
で分解する機構は、シャペロン介在性オートファジーといわれる。これまで⾻格筋を⽤
いた⼤部分の研究は、マクロオートファジーに関するものである。⾮常に興味深いこと
に、この機構は⼒学的負荷によって調節されるので、筋収縮 (運動)の影響を受けるよ
うだ (Ulbricht A, et al. Autophagy 11: 538-546, 2015)。加齢にともなう不活動がサルコ
ペニアをもたらす⼀因であるので、シャペロン介在性オートファジーにも加齢の影響が
⾒られる可能性が⾼い。 
 
 
２．研究の⽬的 

本研究では、科学研究費の交付期間内に以下の 3 つについて検証する。 
1) ⾻格筋内におけるマクロオートファジー調節因⼦ (AMPK, SIRT1, ULK1 etc)の

加齢にともなう変化を詳細に調べる。 
 2) 通常の加齢筋において、マイトファジーの変化を⽣化学的および形態学的に調べ 

る。 
 3) 筋収縮の程度に依存するタイプのシャペロン介在性オートファジーの加齢筋にお 

ける変化を詳細に調べる。 
 
 
３．研究の⽅法 
◎2017年度 

加齢筋におけるマクロオートファジー調節物質 (AMPK, SIRT1, ULK1)の分布様相
をリアルタイムPCR、分画後のサンプルを⽤いたWestern blot、蛍光免疫組織染⾊で
詳細に調べる。 

 
1. ⽣後3ヶ⽉齢 (adult)、12ヶ⽉齢 (middle)、24ヶ⽉齢 (old)のC57Black/6J系雄マウス

を実験に⽤いる。それぞれのマウスから、前脛⾻筋、⼤腿四頭筋、上腕三頭筋を摘
出し、テフロン型ホモジナイザー(現有設備)と細胞分画キット (Calbiochem)により
筋⾁を細胞質 (cytosol)、核 (nucleus)、細胞膜、細胞⾻格の4つの画分 (Fraction)に
分離する。分画後の各Homogenate を蛋⽩定量した後、マクロオートファジー調節物
質 (AMPK, SIRT1, ULK1)の蛋⽩量を解析する。 

 
2. ⽣後3ヶ⽉齢と24ヶ⽉齢のマウス⾻格筋から、凍結した7μmの組織切⽚を作成し蛍

光免疫組織染⾊を⾏う。DAPI⼊りの蛍光退⾊防⽌封⼊剤により細胞内の核 (筋核、
衛星細胞核)を同定し、AMPK (Santa Cruz, ヤギ)、SIRT1 (Santa Cruz, マウス)、



ULK1(Cell Signaling, ウサギ)に対する⼀次抗体には、それぞれ抗マウス-FITC、抗ウ
サギ-FITC、あるいは抗ヤギ-Rhodamineの⼆次抗体を反応させる。そのプレパラート
を、蛍光顕微鏡解析システム (オリンパス DP70, 現有設備)により観察し、オートフ
ァジー調節物質の細胞内局在様相を若齢と加齢した筋で⽐較検討する。また加齢筋を
⽤いて、発現亢進されたp62/SQSTM1の局在様相とこれらの上流物質の発現部位を
⽐較検討する。 

    
◎2018年度 

ミトコンドリアを選択的に分解する機構をマイトファジーといい、サルコペニアに 
関係する可能性がある。加齢筋におけるマイトファジー関連物質 (Parkin)発現量と、
その細胞内発現様相を調べる。 

 
1. ⽣後3ヶ⽉齢 (adult)、12ヶ⽉齢 (middle)、24ヶ⽉齢 (old)のC57Black/6J系雄マウス

を実験に⽤いる。それぞれのマウスから、前脛⾻筋、⼤腿四頭筋、上腕三頭筋を摘出
し、テフロン型ホモジナイザーと細胞分画キットにより、筋⾁からミトコンドリア画
分(Fraction)と細胞質のそれ以外の画分に分離する。分画後の各Homogenateを蛋⽩
定量した後、Parkinの量的な変化を解析する。またこのParkinの筋細胞内発現様相を、 

 オートファジー関連物質 (p62, Beclin-1)と⽐較検討する (⽅法には、蛍光免疫組織化学
を使⽤)。 

 
2. 筋収縮の程度に依存するタイプのシャペロン介在性オートファジーの加齢筋におけ   

る変化を詳細に調べる。 
  

これまで⾻格筋を⽤いた⼤部分の研究は、マクロオートファジーに関するものであ 
る。⾮常に興味深いことに、シャペロン介在性オートファジーは⼒学的負荷によっ
て調節されるので、筋収縮 (運動)の影響を受ける (Ulbricht A, et al. Autophagy 11: 
538-546, 2015)。この機構の加齢筋における変化について詳細に検証する。⽣後 3 ヶ
⽉齢 (adult)、12 ヶ⽉齢 (middle)、24 ヶ⽉齢 (old)の C57Black/6J 系雄マウスを実
験に⽤い、Western blot 法、蛍光免疫組織化学を⾏う。シャペロン介在性オートファ
ジーで重要な 3 つの蛋⽩質 [FLNC (フィラミン C)、BAG3 (Bcl-2-associated 
athanogene)について検証する予定である。 

 
４．研究成果 

(1)加齢筋における AMPK2 および SIRT1 の変化を調べた。⼤腿四頭筋の凍結横断切
⽚ (8μm)を⽤いた蛍光免疫染⾊から、加齢筋における AMPK2 免疫活性亢進が認め
られたが、SIRT1 活性には加齢にともなう明らかな変化が認められなかった。
AMPK2 の活性亢進の場所は複数の筋細胞内に認められたが、オートファジー関連物
質 (p62/SQSTM1)の 発現場所とはあまり⼀致していなかった。以上のことからサル
コぺニアによるオートファジー機能不全は、その上流物質である AMPK2 や SIRT1 に
は制御を受けていない可能性がある。  



 
(2)⼤腿四頭筋の凍結切⽚を⽤いた蛍光免疫染⾊から、加齢筋における Parkin 免疫活性
の亢進が認められ (図 2)、オートファ 
ジー関連物質である p62/SQSTM1 の 
発現箇所とかなり類似していた。しかし 
ながら Parkin を発現する細胞に、別の 
オートファジー関連物質 (ULK1)の活性 
は認められなかった。また 同様なオート 
ファジー機能不全をもたらす除神経後の 
筋萎縮モデルにおいても、ほぼ同じ細胞に 
Parkin (図 2)、p62/SQSTM1 の発現亢進 
が認められた。⼀⽅、Western blot に 
よる解析からも、Parkin タンパク質量 
は除神経により有意に増加し、加齢筋 
においても増加する傾向が認められた 
(図 3)。以上のことから、 サルコペニ 
アの筋ではマイトファジーの有意な 
変化が認められ、除神経による筋萎縮 
モデルがサルコぺニアの短期間 
モデルとなる可能性が⽰唆された。 
 
(3)本研究では、オートファジー機能不全 
を有する簡便な加齢筋モデルを作成する 
ために、シャペロン介在性オートファジー関連物質 Bag-3 の変化を調べた。蛍光免疫 
染⾊から、Bag-3 については、加齢筋、除神経筋とも細胞質に発現の増加が認めら 
れたが、除神経筋においては有意な変化では無かった (図 4)。また若齢筋、加齢筋、除
神経筋のいずれにおいても観察された 
Bag-3 免疫活性を有する核の割合は、各群 
間で有意な違いはみられなかった。加齢筋 
と除神経筋の、マイトファジー関連物質 
Parkin の変化における類似性の昨年度の 
結果を踏まえると、加齢筋で特徴的な 
オートファジー関連物質の変化は、 
除神経筋において部分的な再現が可能で 
あることが明らかになった。 
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