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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。その
機能不全のメカニズムについて調べるために、若齢筋と加齢筋のオートファジー機能不全マーカーを比較検討し
た。また別の筋萎縮モデルである除神経筋においても調べた。本研究の結果により、若齢筋と比較して加齢筋、
除神経筋ではRubiconタンパク質発現が亢進していた。興味深いことに、TRB3については加齢筋でのみ発現増強
が確認され、他の筋萎縮モデル (除神経)では有意な発現変化が認められなかった。以上のことから、サルコペ
ニアにおけるオートファジー機能不全に、RubiconおよびTRB3が関係している可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Autophagy dysfunction occurs in sarcopenia (age-related muscle weakness). To
 investigate the mechanism of this dysfunction, we compared autophagy dysfunction markers in young 
and aged muscles. We also examined it in another model of muscle atrophy, the denervated muscle. The
 results of this study showed that Rubicon protein expression was upregulated in the aged and 
denervated muscles compared to the young muscle. Interestingly, TRB3 expression was enhanced only in
 the aged muscle, while no significant change in expression was observed in the other muscle atrophy
 model (denervation). In conclusion, Rubicon and TRB3 may be involved in autophagy dysfunction in 
sarcopenia.

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　機能不全　加齢　Rubicon
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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。加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。本研究の結果から、加齢筋 (サルコペニア)に特徴的なオートファジー機能
不全は、RubiconおよびTRB3の蓄積が原因である可能性があることがわかった。Rubiconはオートファジー第3行
程で重要な働きをするBeclin-1の働きを、TRB3はオートファジー第1行程で重要な働きをするp62/SQSTM1の働き
を、それぞれ阻害する可能性がある。

※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 

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
推し進められている。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
をサルコぺニア(加齢性筋減弱症)という。超⾼齢化が進む我が国では、このサルコぺニア
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)が減少することかが挙げられる�(Sakuma�K�et�al.,�BBA�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�Arch�469:�573-591,�2017)。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。� �
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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�(図�1�参照)。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。複数の筋変性
疾患(筋ジストロフィー症など)や除神経、筋固定、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近年解明されてきた。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/SQSTM1)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�2�参照,�
Sakuma�K�et�al.,�J�Cachexia,�Sarcopenia�and�Muscle�7:�204-212,�2016)。この p62
の細胞内沈着は、オートファジー機能不全のためである可能性が⾼い。しかしながらサル
コペニア筋においてなぜオートファジーが動かず、変性したタンパク質が沈着し、リサイ
クルされていないのかについては不明のままである。� �
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２．研究の目的 

1)�⾻格筋内におけるRubicon およびその関連因⼦�(Beclin-1,�UVRAG�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、アペリンおよびアペリン受容体の変化を⽣化学的および形態
学的に調べる。� �

 
３．研究の方法 

実験動物には若齢(3�ヶ⽉齢)と⾼齢(24�ヶ⽉齢)のマウスを⽤い、加齢にともなうオー
トファジー調節物質�(Rubicon とアペリン)の変化を、リアルタイム�PCR�(mRNA�の定量
的解析)、細胞分画サンプルによる�Western�blot�(タンパク質局在の⽣化学的解析)、蛍光
免疫組織化学�(タンパク質局在の形態学的解析)により検証する。� �

1.�加齢筋におけるRubiconおよびRubicon関連物質� (Beclin-1、UVRAG)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。� �

○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、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� (Calbiochem)により筋⾁を細胞質� (cytosol)、核�
(nucleus)、細胞膜の 3 つの画分に分離する。分画後の各 Homogenate を蛋⽩定量した後、
Rubicon と Rubicon 関連物質� (Beclin-1、UVRAG)の蛋⽩量を解析する。� �

◯⽣後 3 ヶ⽉齢と 24 ヶ⽉齢のマウス⾻格筋から、凍結組織切⽚�(7�μm)を作成し蛍光免
疫組織染⾊を⾏う。DAPI により細胞内の核�(筋核、衛星細胞核)を同定し、Rubicon�(Novus�
Biologicals,�ウサギ)、Beclin-1�(Santa�Cruz,�マウス)、UVRAG�(Santa�Cruz,�マウス)に対
する⼀次抗体には、それぞれ抗マウス-FITCあるいは抗ウサギ-Rhodamine の⼆次抗体を反



加齢筋、除神経筋における
TRB3の蛍光免疫組織染⾊
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加齢筋、除神経筋におけるRubiconのWestern�blot

⼤腿四頭筋では、加齢により
Rubiconが増加する
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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)により観察
し、Rubicon と Rubicon 関連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。�

1. 筋収縮の程度に依存してオートファジーを調節するアペリンおよびアペリン受容体
を、加齢筋において詳細に調べる。� �

◯最近の研究によると、アペリンがオートファジーを活性化して筋細胞萎縮を軽減する役
割を持つようである。そこでアペリンおよびアペリン受容体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、リアルタイムPCR法、分画サンプルを⽤いた
Western�blot 法、蛍光免疫組織化学を⾏う。�

またオートファゴソームとリソソームが結合する際�(図 1 の第 3 段階)に、Beclin-1 と
UVRAG は重合体を形成し、Rubicon はその重合体の形成を阻害するようである。加齢筋
におけるこれらの重合体の様⼦を、磁性ビーズを⽤いた免疫沈降法�(immunoprecipitation)
により検証予定である。�
 

 

４．研究成果 

(1)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Rubicon免疫活性�
の亢進が認められたものの�(図3)、�
オートファジー関連物質であるBeclin-1の�
発現箇所とはあまり⼀致していなかった。�
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、�
筋細胞の細胞質にRubiconの免疫活性�
が確認された� (図3)�。またWestern�blot� �
による解析からも、Rubiconタンパク質量�
は加齢筋において有意に増加し、除神経�
筋においても増加する傾向が認められた�
(図4)。�
�
(2)本研究では、オートファジー機能不全の�
原因となると思われるTRB3の発現様相を、�
若齢筋、加齢筋、除神経筋で調べた。蛍光�
免疫染⾊から、TRB3については、若齢筋の�
細胞膜に弱い免疫活性が認められたものの、�
加齢筋の細胞質には顕著な発現の増加が認め�
られた(図5)。また若齢筋、加齢筋、除神経筋�
のTRB3タンパク質量をWestern�blotで⽐較�
検討したところ、加齢筋でのみ若齢筋より�
有意な発現増加が認められた。⼀⽅、除神経�
筋では若齢筋よりもTRB3の有意な発現減少�
が認められた。以上のことから、加齢筋� �
(サルコペニア)におけるオートファジー機能�
不全の原因として、RubiconとTRB3が関係�
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している可能性が⽰唆された。�
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