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研究成果の概要（和文）：　SIRT1によるオートファジー・マイトファジー制御機構とその意義を明らかにする
ことを目的として本研究を行った。
　筋ジストロフィーモデルであるmdxマウスへのSIRT1活性化薬投与は、心組織のマイトファジーを回復させ心機
能を改善させた。また培養心筋細胞では、CCCPにより誘導されるマイトファジーがSIRT1活性阻害により遮断さ
れた。SIRT1阻害により、オートファゴソームとリソソームの融合が阻害された。
　以上の結果から、SIRT1はオートファゴソームとリソソームの融合に重要な役割を果たし、心保護的に作用す
る可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：We investigated how SIRT1 regulates autophagy/mitophagy and its role in 
heart diseases.  We found that administration of the SIRT1 activator to mdx mice, a model of 
muscular dystrophy, restored mitophagy in the heart and led to the improvement in cardiac function. 
In cardiomyocytes, knockdown of SIRT1 blocked CCCP-induced mitophagy and interrupted fusion of 
autophagosomes and lysosomes. These results suggest that SIRT1 is involved in autophagosome-lysosome
 fusion to promotes autophagy/mitophagy and protects the heart via autophagy/mitophagy activation.

研究分野： 循環器病学

キーワード： オートファジー　SIRT1　心不全

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究では、SIRT1がオートファジーの進行に重要であるオートファゴソームとリソソームの融合に重要な役
割を果たすことを見出した。心不全心筋ではオートファジー不全が心機能障害性に作用するが、オートファジー
の新たな調節機構の解明は新たな心疾患治療の開発につながる。
　心疾患以外にもオートファジー不全が関与する病態は数多く存在することも最近わかってきていることから、
本研究の成果は様々な疾患における新しい病態の発見やSIRT1-オートファジー/マイトファジーを介した新しい
治療法の開発に結び付く可能性がある。

※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 
心不全の予後は現在の治療によっても不良である。心不全の発症は加齢に伴い増加するため、

老化制御因子がその発症・進展に関わると予想される。近年サーチュインや mTOR などの老化
制御因子が同定された。サーチュインの一つである SIRT1 は種々のストレス下で NAD+依存性
に標的蛋白の脱アセチル化を行い、ストレス耐性を獲得して細胞を生存させる。サーチュイン
「活性化」また mTOR「抑制」が酵母・線虫などの寿命を延長させることや、SIRT1 は mTOR
のキナーゼ活性を「抑制」することが知られている。これまで我々は、心不全モデルにおいて
SIRT1 活性化が心保護作用をもたらすことを報告してきた。また、SIRT1 の心臓保護機構とし
て酸化ストレス軽減や心肥大抑制を見出してきた。一方これらでは説明できない SIRT1 の心保
護作用の存在を示唆する実験結果を得ていたが、その詳細は検討されていなかった。 

SIRT1 の重要な機能に「オートファジー促進」がある。オートファジーは、細胞質蛋白やミト
コンドリアなどのオルガネラをオートファゴゾームという隔離膜で囲みリソソームで分解する
機構で、その過程はオートファゴゾーム「形成」と「分解」に分かれる（図 1）。 

 
飢餓時に AMPK 活性化や mTOR 抑制を介してオートファゴゾーム形成を刺激し、オートフ

ァジーによる分解産物はエネルギー源としてリサイクルされ、オートファジーは心機能維持に
重要な役割を果たすと考えられている。これまで SIRT1 のオートファジー調節点としてはオー
トファゴソーム形成を促進することが知られていた。ところが上記のような従来の機能と異な
り、我々は SIRT1 と mTOR がオートファゴゾーム分解をそれぞれ促進、抑制する機構が存在
することを示す実験結果を得た。しかし SIRT1 によるオートフォゴゾーム「分解」調節機構の
報告はなく、その機序も不明である。 
 
２．研究の目的 
これらの背景から、本研究では SIRT1/mTOR がオートファゴゾーム「分解」の調節に関わる

かどうか、またその分子メカニズムを明らかにすることを主な目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)実験 1：マウスモデルの検討 
 ①mdx マウス心筋におけるオートファジー障害と SIRT1 活性化の影響の検討：mdx マウスの心
筋におけるオートファジー活性（オートファゴソームの量の指標である LC3 とオートファジー
依存性に分解を受ける p62 蛋白）を評価する。 
 ②SIRT1 ノックアウトマウスの評価：オートファジーが SIRT1 ノックアウトにより障害をうけ
るかどうか、またその部位、そしてオートファゴソーム分解阻害によるオートファジー阻害の効
果を評価する。 
 
(2)実験 2: 培養心筋細胞を用いた検討 
 ①mTORC1 阻害によるオートファジー障害に対する SIRT1 活性化の影響を、オートファゴソー
ムを Western blot や細胞面積染色でモニターすることにより評価した。 
 ②脱共役剤である CCCP により誘導性されるマイトファジーモデルを確立する。そして、それ
における SIRT1 の役割を、siRNA で SIRT1 をノックダウンすることにより評価した。 
 ③オートファゴソーム－リソソーム融合における SIRT1 の役割解明オートファゴソームとリ
ソソームを蛍光顕微鏡で可視化できるモデルを構築し、SIRT1 阻害の影響を評価した。 
 
４．研究成果 
(1)-①：mdx マウスにおける心筋組織では、a) mTORC1 が活性化しており、b) オートファゴソー
ムや p62 蛋白が蓄積し、c)障害ミトコンドリアの指標である欠失ミトコンドリア DNA (mtDNA) 
の量が増加していた。以上から、mdx マウスでは mTORC1 活性化によりオートファゴソームの分
解が阻害されオートファジーの活性が低下したため障害ミトコンドリアも蓄積したと考えられ
た。一方、SIRT1 活性化薬であるレスベラトロールの投与により、d) オートファゴソームや p62
蛋白の蓄積は改善し、欠失 mtDNA の量も減少した。e)一方、mTORC1 活性はレスベラトロールに
より影響を受けなかった。従って、SIRT1 の活性化がオートファゴソームの分解を回復してマイ
トファジーによる障害ミトコンドリアの分解を促進したと考えられた。 
 
(1)-②：心筋細胞特異的 SIRT1 ノックアウトマウスの心筋組織では、オートファゴソーム指標で
ある LC3-II 量が蓄積し、クロロキンによるオートファゴソーム分解阻害の影響を受けなかった 



(図 2)。従って、SIRT1 ノックアウトによりオートファゴソームの分解が阻害されオートファゴ
ソームが蓄積すると考えられた。 

(2)-① 心筋細胞株である H9c2 細胞を用いた。mTORC1 阻害薬である MHY1485 処置はオートファ
ゴソームの指標である LC3-II レベルを増加させ、この効果は mTORC1 阻害薬であるラパマイシ
ンで遮断され、そしてリソソーム阻害薬であるクロロキン存在下で変化なかった。従って、心筋
細胞において mTORC1 の過剰な活性化はオートファゴソームの分解を阻害してオートファジーを
障害すると考えられた。 
 SIRT1 活性化薬であるレスベラトロールは MHY1485 処置によるオートファゴソーム蓄積を軽
減し、この効果は SIRT1 ノックダウンにより遮断された。従って、mTORC1 活性化によるオート
ファゴソーム蓄積は SIRT1 活性化により抑制されることが示された。 
 
(2)-②：H9c2 細胞において、CCCP 処置によりミトコンドリア蛋白が低下する条件、つまりマイ
トファジー誘導の条件を確立した。このモデルにおいて、SIRT1 をノックダウンすると CCCP に
よるミトコンドリア蛋白低下が遮断されたことから (図 3)、SIRT1 はマイトファジーの過程に
関与することが示された。 

 SIRT1 によるマイトファジー進行における作用点を明らかにするため、オートファゴソームの
量を評価した。CCCP 処置によりオートファゴソームの指標である LC3-II の量が増加し、オート
ファゴソームの形成が促進されたと考えられた。SIRT1 siRNA による SIRT1 のノックダウンによ
り、CCCP 処置による LC3-II の増加はより大きくなった。この結果から、SIRT1 阻害下ではオー
トファゴソーム形成は維持され、一方オートファゴソームの分解が障害されることが示された。 
 
(2)-③：オートファゴソームとリソソームの融合を可視化するために、オートファゴソームの指
標である GFP 標識 LC3 とリソソームの指標として RFP 標識 LAMP1 を共発現する H9c2 細胞を準備
した。CCCP 処置でマイトファジーを誘導すると、GFP-LC3 dot と RFP-LAMP1 の共局在が増加した
ことから、マイトファジー誘導によりオートファゴソームとリソソームの融合が促進されたと
考えられた。一方、この CCCP による反応は SIRT1 をノックダウンした細胞では減弱していた (図
4)。従って SIRT1 はオートファゴソームとリソソームが融合する過程に重要な役割を果たすと
考えられた。 
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