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研究成果の概要（和文）：カロテノイド類アスタキサンチン（AX）は抗酸化力を有することが明らかにされてい
る。本研究では、骨格筋内ミトコンドリアにおけるAXの作用とミトコンドリア障害によって引き起こされる筋萎
縮に対するAXの効果について検討した。AX食群では、筋萎縮モデルを施しても筋重量減少及び筋線維横断面積の
減少が認められなかった。さらに、AX食群は尾部懸垂によって誘導されたミトコンドリア由来活性酸素種ROS産
生を有意に阻害し、ミトコンドリアに集積しやすいことがわかった。以上の結果より、AXはミトコンドリア由来
の酸化ストレスを軽減することにより、ミトコンドリア機能を保持することで筋萎縮予防に効果的である示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：Astaxanthin (AX) is a carotenoid that exerts potent antioxidant activity and
 acts in the lipid bilayer. This study aimed to investigate the effects of AX on 
muscle-atrophy-mediated disturbance of mitochondria, which have a lipid bilayer. Tail suspension was
 used to establish a muscle-atrophied mouse model. AX diet fed to tail-suspension mice prevented 
loss of muscle weight, inhibited the decrease of myofiber size, and restrained the increase of 
hydrogen peroxide (H2O2) production in the soleus muscle. To confirm the AX phenotype in the soleus 
muscle, we examined its effects on mitochondria using Sol8 myotubes derived from the soleus muscle. 
We found that AX was preferentially detected in the mitochondrial fraction; it significantly 
suppressed mitochondrial reactive oxygen species production in Sol8 myotubes. These results 
suggested that AX protected the functional stability of mitochondria, alleviated mitochondrial 
oxidative stress, and thus, prevented muscle atrophy.

研究分野：栄養学

キーワード： 海洋性カロテノイド　筋萎縮　ミトコンドリア　酸化ストレス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究において、海洋性カロテノイド類アスタキサンチンがミトコンドリアにおいて作用し、筋萎縮予防に効果
的であるという科学的根拠を示すことができた。従って、アスタキサンチンを含む機能性食品を用いて高齢者の
QOL向上に不可欠な運動能力の維持を図ることは、エクササイズやリハビリテーションに頼ることが困難な高齢
者にとって極めて有用な方策となりうることが示唆された。。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
超高齢化社会を迎え、寝たきり患者が急増している我が国では、寝たきりによる筋萎縮のメカ
ニズム解明とその予防法の開発が待たれている。寝たきりや不動状態によって引き起こされる
廃用性筋萎縮では、筋タンパク質の合成よりも分解が亢進することによって筋萎縮が引き起こ
される。我々は、宇宙フライトやベッドレストに暴露した骨格筋内では、過剰な酸化ストレスが
生じることで、筋タンパク質分解酵素であるユビキチンリガーゼの発現を誘導することを発見
した。加えて、萎縮した骨格筋ではミトコンドリア形態異常や過剰な酸化ストレスの産生が観察
されるという論文は多数存在するが、ミトコンドリア機能異常を介した筋萎縮のメカニズムは
未だ不明な点が多い。 
一方、近年の研究から、植物、藻類、微生物および動物など広範囲に含まれるカロテノイド類
は強い抗酸化作用を有することから、健康維持のみならず酸化ストレスが関わるとされる様々
な生活習慣病や老化プロセスの予防に有効である可能性が指摘されている。例えば、回遊魚であ
るサケは長期間の遊泳による筋損傷（ミトコンドリアからの酸化ストレスが原因と考えられて
いる）を防ぐためにアスタキサンチン（AX）を筋肉内に蓄積している。一般的に、カロテノイ
ド類は脂溶性であるため、細胞膜上で脂質ヒドロペルオキシドラジカルを消去する作用がある
ということが知られてきた。興味深いことに、海洋性カロテノイドである AXは膜構造を有して
いるミトコンドリアに比較的集積しやすいことが報告された。従って、AXに代表される海洋性
カロテノイド類はミトコンドリアに直接作用し、筋萎縮予防効果を発揮している可能性が示唆
される。 
 
 
２．研究の目的 
ミトコンドリアへ集積しやすい海洋性カロテノイドが新たな筋萎縮予防の鍵となると仮定し、
本研究課題では、骨格筋内ミトコンドリアにおける AX の作用とミトコンドリア障害によって
引き起こされる筋萎縮に対する AXの効果について解析を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
【動物実験】 

7週齢、C57/BL6J雄マウスは 24 ±1°C、午前 6時から午後 6時までを明期として飼育した。
実験動物の取り扱いは長崎大学実験動物取り扱い指針に則して行った。1週間の予備飼育後、マ
ウスは普通食あるいは 0.2％AX 食を 4 週間自由摂取させた後、筋萎縮モデルとして尾部懸垂を
2週間行った。実験群は普通食コントロール群、普通食尾部懸垂群、AX食コントロール群、AX
食尾部懸垂群の 4群を用いた。尾部懸垂終了後、前脛骨筋、長趾伸筋、腓腹筋、ヒラメ筋重量を
測定し、-80℃にてサンプルを保存した。 
 
【蛍光免疫染色】 
ヒラメ筋は重量を計測した後、すぐにイソペンタンと液体窒素を用いて急速冷却し、凍結切片
を作製した。クリオスタットの庫内を－20°Cに下げ、薄切 (5m) し、スライドグラスに付着さ
せた。室温で風乾し、冷アセトンで固定した。固定後、洗浄を行い、5%ブロックエース (雪印メ
グミルク株式会社製) を含む PBS (−) で室温・1時間反応させた。次に 1次抗体として anti-myosin 
heavy chain (MHC) type I (BA-F8), anti-MHC IIa (SC-71)および anti-MHC IIb (BF-F3) (DSHB, Iowa 
City, IA, USA)と 4°C で一晩反応させた。2 次抗体として anti-mouse Alexa Fluor 350 IgG2b, anti-
mouse Alexa Fluor 488 IgG1および anti-mouse Alexa Fluor 555 IgM (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
MA, USA)と室温で 1時間反応させ、洗浄後、封入した。 

 
【骨格筋内ミトコンドリア H2O2産生】 
骨格筋は CP-1緩衝液（100 mM KCl, 50 mM Tris-HCl, 2mM EGTA, pH 7.4）にてホモジナイズ
し、500×g、4℃、10分間遠心を行った。遠心後、上清はさらに 10,500×g、4℃、10分間遠心し、
沈殿物を得た。沈殿物に 5 mM MOPS (pH 7.4), 70 mM sucrose, 220 mM mannitolを含む緩衝液を加
え、粗ミトコンドリア画分とした。30 g ミトコンドリア画分は 50 M Amplex Red, 2 U/mL 
horseradish peroxidase, 30 U/mL superoxide dismutase (SOD), 10 mM succinate, 10 M antimycin Aと
30分間反応させ、蛍光マイクロプレートリーダーにて測定した。スタンダードはH2O2を用いた。 
 
【細胞培養】 
マウスヒラメ筋由来細胞である Sol8 筋芽細胞は 37°C、5% CO2 の条件下で、増殖培地［100 

g/ml ストレプトマイシン、100 U/ml ペニシリン、10% 牛胎児血清 (FBS) を含む Dulbecco's 
modified Eagle's medium (DMEM) ］で培養した。Sol8筋芽細胞が 100%コンフルエントになった
ところで 2% horse serumを含む DMEMに交換し、分化させた。 



 
【ジヒドロエチジウム（DHE）によるミトコンドリア O2

-消去活性】 
96穴ブラックプレートに、Sol8筋芽細胞を播種し、分化させた。アスタキサンチンを添加し、

24時間培養を行った。その後、10 mM Succinateおよび 10 M Antimycin A、5 M DHEを添加し
た。37°Cで遮光培養 1時間後、ミトコンドリア由来酸化ストレス消去活性を測定した。ミトコ
ンドリア酸化ストレス消去活性は，蛍光マルチモードプレートリーダー Cytation3 で励起波長
518 nm，蛍光波長 605 nmにおける蛍光強度を測定した。 

 
【AXの細胞内局在】 
上記で調製したミトコンドリア画分を 0.45 µmのメンブランフィルターでろ過後、その 20 µl
を HPLC 分析に供した。使用した HPLC には、以下のシステムを用いた。高速液体カラムクロ
マトグラフィー自動分析システム (LC-2000 plus series、日本分光社製) を用い、その内訳はオー
トサンプラーには AS-2057を、送液ポンプには PU-2080を、カラムオーブンには CO-2065を、
検出器には UV-2075 を用いた。使用した分析用カラムは島津社製逆送分配カラム TSKgel ODS-
80Ts (φ3.9 mm ×15 cm) を用いた。測定条件は、試料注入量 10 µl、移動相流量 2.4 ml/min、カ
ラム保持温度 40ºC、吸収波長 480 nmで、ピーク面積法により抽出液の AX量を求めた。 
 
 
４．研究成果 
普通食群では、尾部懸垂により、筋重量の減少が認められた。これに対して、AX食群では、筋
萎縮モデルを施しても遅筋線維タイプ I、中間筋線維タイプ IIa 線維が大部分を占めるヒラメ筋
では筋重量減少及び筋線維横断面積の減少が認められなかった（図１）。 

 
次に、尾部懸垂による筋線維萎縮に対するアスタキサンチンの効果について、ヒラメ筋を用い
てに解析を行った。普通食群では尾部懸垂によりタイプ I 及び IIa 線維両者とも筋線維萎縮が
認められた。これに対して、AX 食群は、尾部懸垂による遅筋線維タイプ I、中間筋線維タイプ
IIa 線維の萎縮に対して抵抗性を示した（図 2）。 
 

 
 



萎縮した骨格筋ではミトコンドリア内で活性酸素種（ROS）が過剰に産生されることが知られ
ている。そこで、ミトコンドリア由来 ROS を測定したところ、尾部懸垂によりミトコンドリア由
来 ROS 産生が有意に増大していることが確認された。一方、AX 食群ではミトコンドリア由来 ROS
産生が抑制されることがわかった（図３）。 

 
動物実験で得られた AX の効果を詳細に確かめるためにマウスヒラメ筋由来筋細胞 Sol8 を用
いて、AX のミトコンドリアでの作用機序を解析した。 
ミトコンドリア呼吸鎖タンパク質複合体 III の阻害剤である Antimycin A を処理するとミトコ
ンドリア由来 ROS の産生が増大した。AXを処理した群では AXの濃度依存的に Antimycin A 誘導
性のミトコンドリア由来 ROS の産生が抑制されることがわかった（図４）。 

 
加えて、100 nmol の AX を Sol8 筋管細胞に処理したところ、筋管細胞ミトコンドリア画分にお
いて約 1 nmol 蓄積することがわかった（表１）。 

表１．Sol8筋管細胞ミトコンドリア画分における AX含量 

AX treatment 
AX content (nmol) 

Cytosol Mitochondria 
0 nmol N.D. N.D. 

100 nmol 0.09 ± 0.01 1.07 ± 0.02 
 
以上の結果より、AX はミトコンドリア由来の酸化ストレスを軽減することにより、ミトコン
ドリア機能を保持することで筋萎縮予防に効果的である示唆された。 
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