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研究成果の概要（和文）：蛋白質脱アセチル化酵素SIRT1の筋機能を調べるため骨格筋特異的SIRT1ノックアウト
（SIRT1-MKO）マウスを作成した。SIRT1-MKOマウス骨格筋は脆弱で崩壊しやすく筋ジストロフィー症状を示し、
SIRT1が骨格筋の維持に必要であることを明らかとした。さらに、C2C12筋芽細胞および筋細胞を用いて、SIRT1
が細胞膜の修復に働くことを世界で初めて明らかとした。これまでSIRT1の活性化が筋ジストロフィーの治療に
有効であることを示してきたが、そのメカニズムにSIRT1による細胞膜修復が関与する可能性を本研究は示し、
細胞膜修復の促進が筋ジストロフィーの新しい治療戦略であることが示された。

研究成果の概要（英文）：To elucidate functions of protein deacetylase SIRT1 in skeletal muscles, we 
generated skeletal muscle-specific SIRT1 knockout (SIRT1-MKO) mice. Skeletal muscle of SIRT1-MKO 
mice was fragile and showed a phenotype of mild muscular dystrophy, indicating that SIRT1 is 
indispensable for muscle. Using C2C12 myoblast cells and differentiated C2C12 myofibers, we found 
that SIRT1 was necessary for cellular membrane resealing after damage. We have shown that a SIRT1 
activator, resveratrol, ameliorates pathological and physiological conditions of muscular 
dystrophies of mice and humans. Our finding of SIRT1 function in membrane resealing would be 
involved in the effectiveness of resveratrol on dystrophies. Our finding also suggests that an 
activation of resealing of damaged cellular membrane is a new strategy for the treatment of muscular
 dystrophies.

研究分野：病態生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はSIRT1が細胞膜の修復に必要であることを世界で初めて示した。我々はSIRT1活性化薬のレスベラトロー
ルの投与がマウス筋ジストロフィーのみならず人の筋ジストロフィーにも有効であることを示してきたが、その
メカニズムに膜修復の促進が関与することが本研究により示された。これまでエクソンスキッピングによる筋の
機能保持が新しい筋ジストロフィー治療法となってはいるが効果はきわめて限定的でさらにきわめて高価な治療
費用が必要である。本研究では発想を根本的に変えた膜修復促進という従来とは全く異なる治療戦略が様々なタ
イプの筋ジストロフィーの治療に応用できる可能性を強く示している。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
細胞膜には浸透圧の差による物理的な力の他、骨格筋や心筋では収縮と弛緩による力が加わる。
このような物理的な力により細胞膜は常に断裂する。しかし、細胞膜には断裂を修復する機構が
存在し、損傷は速やかに閉じられるがそのメカニズムは不明である。一方、筋ジストロフィーは
ジストログリカン複合体と呼ばれる細胞の内と外を結ぶ蛋白質複合体のいずれかの遺伝的異常
により発生し、骨格筋もしくは心筋が壊死し次第に筋力が減弱する未解明の疾患である。我々は
蛋白質脱アセチル化酵素 SIRT1の活性化が筋ジストロフィーの治療に結びつくことを世界で初
めて発信したが、SIRT1と細胞膜修復の関係は未解明である。 
 
 
２．研究の目的 
SIRT1 と細胞膜修復機構の関連を明らかとして筋ジストロフィー病態の一端を解明して治療法
の開発に繋げることを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
骨格筋特異的 SIRT1ノックアウトマウス 
SIRT1 遺伝子の exon 4（活性中心部分をコードする遺伝子領域）を lox P で囲んだマウス
(SIRT1flox/flox, strain name B6;129-Sirt1tm1Ygu/J) および骨格筋特異的に Cre を発現する
マウス（human α-skeletal muscle actin promoter driven Cre mice (ACTA1-Cre79Jme/J）（と
もに Jackson Laboratories より入手）を交配させて骨格筋特異的 SIRT1 欠損マウスを作成し
SIRT1の骨格筋での生理的機能を調べる。 
 
細胞イメージング法による膜修復の解明 
細胞イメージング法を用いて、C2C12 筋芽細胞および筋細胞に分化させた C2C12 細胞の細胞
膜をレーザーにより損傷させ、その損傷部位から細胞内に入る FM1-43 蛍光色素の動態を観察
する。SIRT1の阻害やノックダウンの作用、SIRT1の活性化の作用を培養筋芽細胞で調べる。 
 
 
４．研究成果 
(1) マウス骨格筋での SIRT1の発現と局在    （図 1） 
 
正常マウス骨格筋での SIRT1の発
現分布を免疫染色法で調べた。右
の図 1‐a で示すように SIRT1 は
ジストロフィンやカベオリンなど
筋膜直下に存在する蛋白質分子と
共局在を示した。また、骨格筋を細
胞膜分画と細胞質分画に分離して
Western blot で検討したところ、
細胞質に分布することが判明し
た。以上のことから骨格筋では細
胞膜直下に SIRT1が主に分布する
ことが判明した。 
 
 
(2) 骨格筋特異的 SIRT1ノックアウトマウス（SIRT1-MKOマウス）の解析 
SIRT1flox/flox マウスと骨格筋特異的に Cre を発現するマウスの交配により骨格筋特異的
SIRT1ノックアウトマウスを作成した。このマウスは骨格筋で SIRT1の２つの遺伝子がともに
exon 4 を欠損していても交配可能であった。SIRT1 遺伝子 exon 4 を骨格筋で特異的に欠如さ
せたマウスは次ページ図 2‐cで示すように骨格筋組織での SIRT1 exon 4部分の mRNA 発現
が見られず（完全に欠損していない理由は骨格筋組織内にある血管や結合組織細胞の SIRT1は
発現していることによる）、また、Western blotでも exon 4部分が欠損した正常（110 kDa）よ
り小さな 100 kDaの SIRT1が発現していた（図 2‐d）。SIRT1-MKOマウスでは図 2‐e, fで
示すように約 20%の筋繊維で未成熟な筋細胞を示す中心核が観察された。また、SIRT1-MKOマ
ウス骨格筋の直径は正常マウスに比べて細い筋繊維が増加し太い筋繊維は減少していた。                         
このことは SIRT1-MKOマウスの筋の壊死と再生が正常マウスに比べて亢進している可能性が 



考えられた。しかし、図 2‐h, i, jで示すように筋の繊維化や炎症反応は観察されなかった。図
2‐kでは毛細血管の数も変化がないことを示す。 
（図 2） 

 
 
(3) SIRT1-MKOマウスの運動機能と筋肉の脆弱性 
（図 3） 

 
SIRT1-MKO マウスの運動機能について検討した。トレッドミルでの走行距離は３か月齢と３
０か月齢マウスでともに正常マウスに比べて極端に低値であった（上図 3‐a, b） 。また、網に 



ぶら下がる時間も正常マウスに比べて半分程度となっていた（図 3‐c）。握力も有意な低下を示
したが低下の程度は軽度で 20%程度であった（前ページ図 3‐d）。運動による筋肉の損傷をエ
バンスブルー染色法により検討した（図 3‐e, f, g）。エバンスブルー（EB）を運動 16時間前に
投与し、トレッドミル負荷を課したあと筋組織の EBの組織分布を調べた（図 3‐e, f, g）。正常
マウス骨格筋（WT）に提出確認用比べて SIRT1-MKO マウス骨格筋では EB の筋組織への著
しい浸透が観察され、SIRT1-MKO マウスでは骨格筋が運動により損傷されて EB が筋細胞内
に侵入していると考えられた。さらにこのマウスの血中のクレアチンキナーゼ（CK）活性は正
常マウスに比べて運動前より高く、運動により著しく増加しており、運動による筋損傷が正常マ
ウスに比べて著しく亢進していた(図 3‐i,j)。さらに CK 同様に崩壊した筋細胞から遊離する
LDH 活性も CK と同様に SIRT1-MKO マウスで高い値を示した(図 3‐k,l)。以上のことから
SIRT1-MKO マウスは症状の弱い筋ジストロフィーであると考えられ、骨格筋が運動により損
傷を受けやすく、SIRT1の存在が筋細胞の維持に必要であることが判明した。 
 
(4) SIRT1は膜修復に必要 
（図 4）  



そこで、SIRT1 が筋細胞膜の損傷に対して修復に働く可能性をレーザーを使った細胞膜損傷と
その修復を見る実験系で検討した。SIRT1 の阻害剤ニコチンアミド（NAM）を C2C12 細胞に
作用させると細胞外の FM1-43 色素が細胞内に流入することが判明した（前ページ図 4‐b,c）。
正常細胞では損傷部位にドーム状の膜形態が形成されるのに対して、NAM を作用させた細胞
では損傷面が凹にへこんだ形態を呈した（図 4‐d, e, f）。NAM の代わりに SIRT1 の発現を
SIRT1-siRNA で抑制しても NAM と同様の現象が観察され修復機構が働かなくなることが判
明した（図 4‐g-m）。NAMや SIRT1-siRNA はこれまで膜修復に関与することが知られている
分子の発現量には著しい影響を与えていなかった（図 4‐n, o）。また、NAM による膜修復過程
の阻害は筋細胞に分化させた C2C12 細胞でも観察された（図 4‐p-s）。以上から SIRT1 が新
規の膜修復蛋白質であることが判明した。 
 
 
（結語） 
我々は SIRT1の活性化が筋ジストロフィーに治療効果をもたらすことを見出し、SIRT1活性化
剤のレスベラトロールの投与はDuchenne型筋ジストロフィーモデルマウスのmdxマウスに治
療効果を持つこと（Hori et al. 2011; Kuno et al. 2018; Sebori et al. 2018）を報告し、さらに、
人の Duchenne型、Becker型、福山型の筋ジストロフィーに対してもレスベラトロールの長期
間投与が治療効果を持つことを報告した（Kawamura et al. 2020）。予備的検討ではレスベラト
ロールが細胞膜修復を促す働きをすることを観察しているため、レスベラトロールが筋ジスト
ロフィーに対して治療効果を持つ理由の１つとして膜修復の促進がある可能性が考えられた。
このことは筋ジストロフィーの治療戦略として現在行われつつあるエクソンスキッピング法と
は別の新たな治療戦略があると考えられた。 
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