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研究成果の概要（和文）：加齢マウス(24ヶ月齢)を用い、骨格筋におけるオートファジー関連物質の変化を調べた。加
齢した骨格筋では、p62/SQSTM1およびBeclin-1蛋白の有意な増加がみられ、両物質とも細胞質で変化が顕著であった。
蛍光免疫組織化学染色による検討でも、細胞質内にp62/SQSTM1は沈着していた。長期間の自発的な走運動はサルコペニ
アを軽減したが、オートファジー関連物質に顕著な変化は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：Using senescent mice (24-month-old), I investigated the adaptive changes in autoph
agy-linked molecules in skeletal muscle. In aged mice, we observed the marked increase in the amount of p6
2/SQSTM1 and Beclin-1 protein in cytosol fraction but not membrane and nuclear fraction in quadriceps musc
le. Immunofluorescence indicated the marked accumulation of p62/SQSTM1 but not LC3 in the cytosol of sarco
penic muscle fibers of mice. Although voluntary exercise attenuated the sarcopenic symptom, there is no si
gnificant change in autophagy-linked molecule.
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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(加齢性筋肉減弱症)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。サルコペニアを軽減するため
の定期的な運動の重要性は経験的に知られ
ているが、この現象に対する実際の科学的証
明はあまりなされていない。 
 
  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、筋
肥大の最も主要な Akt-mTOR (mammalin 
target of rapamycin)経路の関連物質は、加
齢期の萎縮筋で有意に減少していない。また
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)も、加齢
筋において安定した知見が得られていない 
(Sakuma K et al., Curr Aging Sci 3: 90-101, 
2010)。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のかも
しれない。 
 
  最近筋萎縮の分野で注目を浴びている
のは、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、遠位型ミオパ 
チー)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始めてきた。実際に高齢
マウスの大腿四頭筋を用いた私の予備実験
で、オートファジー関連物質 (p62 と
Beclin-1)の免疫活性が非常に多くの筋線維
で亢進していた。 
 
  一方、最も有名な筋萎縮促進経路である
Atrogin-1-FOXO は、加齢筋における結果が 
安定していない。その多くの研究で、mRNA や
タンパク質のみの解析を行っている。またタ
ンパク解析についても、分画サンプルを用い
て い な い の で 、 加 齢 筋 に お け る
Atrogin-1-FOXO の詳細な変化はわからない

のが現状である。さらに言えば、加齢期の骨
格筋において、運動がこれらの物質にどのよ
うな変化をもたらすのかについても興味深
い。 
 
  加齢期の運動効果を検証する大部分の
研究が、トレッドミルを用いた強制運動を用
いており、期間も長くて 3 ヶ月程度である。
この運動方法の場合、運動強度を規定できる
という利点があるが、ノルマどおり走れない
動物に加えられる電気ショックは、かなりの
ストレスになると推測される。そこでストレ
スのより少ない自発回転ケージを、本研究で
は採用する。これによりマウスは好きな時に
自由に走行する(トレーニングする)ことが
できる。また習慣的な運動が骨格筋に及ぼす
効果を見るためにも、約 6ヶ月間の長期に渡
り走運動を行なう予定である。 
 
２．研究の目的  
  本研究では、高齢の実験動物(マウス)を
用いて、以下の 3つについて検証を行う。 
1) 骨格筋内におけるオートファジー関連物 
質(LC3, p62, Beclin-1)の加齢にともな
う変化を詳細に調べる。 

2) 通常の加齢および自発運動群の骨格筋に 
おいて、一般に筋萎縮の主要経路だと考
えられている Atrogin-1 系の構成物質
【 Atrogin-1, FOXO, Muscle Ring  
Finger-1(MuRF1)】の変化を調べる。 

3) 筋萎縮を抑制する自発的な走運動群の骨 
格筋では、オートファジー関連物質(LC3, 
p62, Beclin-1)およびその調節因子(mTOR, 
FOXO3)の発現量に変化(改善)が認められ
るのかどうかについて調べる 

 
３．研究の方法  
◎平成23年度 
 加齢筋におけるオートファジー関連物質の 
 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。ヒト、
ラットおよびマウスの骨格筋を用いた我々の
先行研究で、この方法により数種類の蛋白質
(FOXO1, プレセニリン1, SRF)の細胞内局在
を検出することに成功している (Sakuma K et 
al., Biochimica Biophysica Acta General 
Subjects 1760: 980-987, 2005)。分画後の各
Homogenate を蛋白定量した後、オートファジ
ー関連物質【(LC3, p62, ATG7, Beclin-1)】
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、LC3(Santa Cruz, ヤギ)、p62(MBL, 
ウサギ)、Beclin-1(MBL, ウサギ)に対する一
次抗体には、それぞれ抗ウサギ-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。 
 
◎平成24-25年度 
 筋萎縮の主要経路だと一般に考えられて
い る Atrogin-1-FOXO 経 路 構 成 物 質 
(Atrogin-1, FOXO, MuRF1)の蛋白発現量を、
加齢した骨格筋において調べる。 
 
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、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
画キットにより筋肉を細胞質(cytosol)、核
(nucleus)といった4つの画分 (Fraction)に
分離する。オートファジータンパク質解析の 
時と同様に、分画後の各Homogenateを蛋白定
量した後、Atrogin-1、FOXOファミリー(FOXO1, 
FOXO3a, FOXO4)、MuRF1の量的な変化を解析す
る。 
 
自発的な走運動が骨格筋内のオートファジー
関連物質、およびその調節因子(mTOR, FOXO3)
の発現量を亢進させるかどうかについて調べ
る。  
 
ストレスの少ない自発的で習慣的な走運動が、 
サルコペニア(加齢性筋肉減弱症)を軽減する
かどうか？その場合には、オートファジー関
連物質およびその調節因子に量的な変化がみ
られるのかどうか？について検討するのが目
的である。生後18ヶ月齢のマウスを実験に用
い、6ヶ月間の自発的な走運動 (自発回転ケー
ジ内で飼育, 現有設備, 図1)を施したマウス
と、安静にしていたマウスの腓腹筋(内側頭, 
外側頭)、大腿四頭筋、上腕三頭筋について、
オ ー ト フ ァ ジ ー 関 連 物 質 (LC3, p62, 
Beclin-1) お よびその調節因子  (FOXO3, 
mTOR)のmRNAおよび蛋白発現量を比較する。分
析には、分画Homogenateを用いたWestern blot
法および蛍光免疫組織染色を用いる予定であ
る。 
 
４．研究成果 
(1) 加齢にともない大腿四頭筋、上腕三頭筋、
腓腹筋のいずれにおいても有意な筋萎縮が認
められた。また大腿四頭筋において、筋線維 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
の平均横断面積が加齢マウス (24 ヶ月齢)で
有意に低値を示した (30%程度)。また筋変性
と関連が示唆される中心核は、若齢筋では検
出されなかったものの、加齢筋では 20%の筋
線維で中心核が認められた。 
 加齢した骨格筋では、細胞膜と核の両方の
分画 (Fraction)において、p62/SQSTM1 の有
意な変化は認められなかった。しかしながら
細胞質の Fraction では、若齢筋に比べて明
らかに p62/SQSTM1 の量が増加していた (図
2)。また蛍光免疫組織染色によっても、
p62/SQSTM1 が細胞質に異常に沈着する様子
が認められた (図 3)。このような細胞質分画
での有意な増加は、他のオートファジー関連
物質 (Beclin-1)においても観察された。一
方、オートファジー経路において p62/SQSTM1
と協力して働く LC3 は、加齢にともなう有意
な変化はまったく検出されなかった (生化
学および形態学解析のいずれにおいても)。 
またリアルタイム PCR 解析は、各オートファ
ジー関連物質 (LC3B、p62/SQSTM1、Beclin-1、
ATG7)の mRNA 発現量が加齢にともない有意に
変化しないことを示唆した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 
(2)加齢マウスに対する 6 ヶ月間の自発的な
走運動は、有意な筋肥大をもたらした。
Western blot を用いたデータから、活性化型
mTOR および不活性型(リン酸化)FOXO3 は、走
運動により有意に増加した。しかしながら、
p62/SQSTM1 および Beclin-1 の骨格筋内蛋白
量に、運動の影響は認められなかった。また
蛍光免疫組織化学による検証でも、これらオ
ートファジー関連物質の組織内分布様相に
明らかな変化はみられなかった。 
 
以上のことから、オートファジー機能不全が
サルコペニアに関係する可能性が高いが、運
動による筋萎縮抑制効果はオートファジー
不全解消に起因したものでは無いと思われ
る。 
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