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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアの機能不全の対策がフレイル予防につながる。電子伝達系と共役する
ATP産生と直接つながるNAD代謝、並びに筋委縮を予防する非栄養食品因子に関する基盤情報を構築した。NAD合
成量の増加は、骨格筋重量や筋管マーカーの増加、筋力の増加、筋管の肥大化、筋マーカータンパク質である
MHCを増加させた。NAD合成量を増加する方法としては、直接の前駆体であるNMNの投与だけでなく、トリプトフ
ァンからのde novo生合成系の活性化も極めて大切であると推測された。筋萎縮を抑制する非栄養食品因子とし
てメチルキサンチンとケルセチン、エラグ酸の腸内代謝産物であるウロリチン類を見出した。

研究成果の概要（英文）：Countermeasuring mitochondrial dysfunction can help prevent frailty. We have
 obtained basic information on NAD metabolism, which is directly linked to ATP production coupled 
with the electron transport chain, and non-nutritional food factors that prevent muscle atrophy. An 
increase in NAD synthesis increased skeletal muscle weight and myotube markers, muscle strength, 
myotube hypertrophy, and the muscle marker protein MHC. It was speculated that in addition to 
administering NMN, the direct precursor, to increase NAD synthesis, activation of the de novo 
biosynthetic pathway from tryptophan is also extremely important. We discovered methylxanthines, 
quercetin, and urolithins, which is intestinal metabolites of ellagic acid, as non-nutritional food 
factors that suppress muscle atrophy.

研究分野： 栄養生化学

キーワード： 低栄養　フレイル予防　ミトコンドリア　筋委縮　de novo NAD代謝　非栄養食品因子　微量生体必須成
分

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
喫緊の課題の一つであるフレイル予防につながる可能性を示す具体的な成果であった。NAD濃度を維持できる能
力を生涯維持することが肝要である。NADはビタミンであるが、例外的にトリプトファンからも生合成される。
この代謝系に再び焦点をあてることになったことは学術的に意義がある。栄養素の供給に関心が向きがちな社会
に、体内で合成される微量生体成分の代謝能力の低下がフレイル予防につながることを示した。さらに、からだ
に良いとされる非栄養素食品因子の体内動態および代謝産物の作用機序の解明は、いわゆる健康食品情報におい
て正確な情報提供となり、社会的な意義がある。フレイル予防の食品・栄養学的要点を示すことができた。

※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 

フレイルによる筋力の低下には、筋組織のミトコンドリアにおける酸化的ストレスに起
因したエネルギー産生の減退によるものがある。酸化的ストレスにより産生された多量の
活性酸素種がミトコンドリアの機能不全を引き起こす。これにより、活性酸素種による筋肉
の萎縮の亢進およびミトコンドリアの機能不全によるエネルギー産生の低下が起こり、そ
の結果、筋力の低下が引き起こされる。 

21 世紀に入って、再度注目を集めてきたのは、NAD+代謝と抗老化（長寿遺伝子サーチュ
インと ADP-リボシレーションによる DNA 修復機構など）・ミトコンドリア機能（ATP 産
生能）との関係である。絶えず NAD+を供給できる代謝が抗老化・ミトコンドリア機能維持
に有効であるという報告が増えてきた。NAD+はトリプトファンから de novo 生合成され
ている。この転換経路にも多くの微量栄養素が関与している。 

一方において、ミトコンドリアの電子伝達系において活性酸素種が生成される。活性酸素
種は、適量の場合にはシグナル伝達因子として働き、生来の抗酸化的防御を強化する多くの
遺伝子の発現を誘導するが、多量に発生するとミトコンドリアの機能不全を引き起こす。活
性酸素種を除去する非栄養素食品因子は多く報告されているものの、筋萎縮の誘導を抑制
する報告は多くない。また、非栄養素食品因子の体内動態や活性本体とその標的分子を特定
しているものは非常に少ない。 
２．研究の目的 

ミトコンドリアの機能不全の対策がフレイル予防につながる。ミトコンドリアの機能不
全は、結局エネルギー物質である ATP が不十分になることから始まる。ATP の産生は、ミ
トコンドリアの電子伝達において、NADH の電子が酸素にわたされて水が生じる過程と共
役して産生される。この過程において活性酸素種が生成する。通常、活性酸素種の生成は抗
酸化機構によって最小限に抑えられている。加齢しても、ミトコンドリア内で起きるこれら
一連の代謝を円滑に進行させることがフレイル予防につながる。  

NAD+代謝とミトコンドリア機能との関連が注目され始めた。NAD+は、ニコチンアミド
からだけでなくトリプトファンからも de novo 生合成される。本研究では、細胞実験と動物
実験で、この de novo 生合成能力を最大にする至適微量栄養素バランスの解明、低栄養に起
因する骨格筋萎縮の原因の解明とフレイル予防として非栄養食品因子による筋萎縮を抑制
する因子の検索、さらに抗酸化機能を調節できる非栄養素食品因子の検索とその作用機序
の解明を行い、フレイル予防食品の開発研究に資する基盤情報の提言をする。 
３．研究の方法 

細胞実験と動物実験で、この de novo 生合成活性を最大にする至適微量栄養素バランス
の解明と抗酸化機能を調節できる非栄養素食品因子の検索とその作用機序の解明を行い、
フレイル予防食品の開発研究に資する基盤情報の提言を行う。 
(1) NAD（NAD+ + NADH）を低下させる因子の解明 

ナイアシン栄養状態と生体指標との関係を明らかにするために、4 週齢の Kynurenine-
monooxygenase (KMO)-KO マウスに 2、 3、 4、 5、 30 mg/kg のニコチン酸を含む 20%
カゼイン食を与え、4 週間飼育した．エタノール摂取がナイアシン栄養状態におよぼす影響
を明らかにするために、4 週齢の KMO-KO マウスに飼料として 4 mg/kg ニコチン酸食、飲
水として 15%エタノールを与え、5 週間飼育した。運動がナイアシン栄養状態におよぼす
影響を明らかにするために、4 週齢の KMO-KO マウスに 4 mg/kg ニコチン酸食を与え、1
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日おきに流速 5 L/min の流水プールで 1 時間遊泳させ、5 週間飼育した。いずれの実験にお
いても、飼育期間中に 24 時間尿の採取、飼育終了後に血液、組織の採取を行い、尿、臓器、
血液のナイアシン代謝産物および肝ニコチンアミド代謝関連酵素の活性の測定に供した。 
(2)  低栄養に起因する骨格筋萎縮の原因の解明とフレイル予防として非栄養食品因子に

よる筋萎縮の抑制 
マウス C2C12 筋芽細胞を筋管細胞に分化させ以下の実験に用いた。C2C12 筋管細胞に非

栄養食品因子を 30 分間前処理し、その後デキサメタゾンを 1 または 24 時間処理した。骨

格筋萎縮の指標としてミオシン重鎖の発現量をウェスタンブロット法および蛍光免疫染色

法を用いることで評価した。タンパク質の異化代謝の亢進を評価するために、E3 ユビキチ

ンリガーゼの発現量を観察した。抑制機構の解明のため、グルココルチコイド受容体の核内

への移行を観察した。また、効果の認められた非栄養食品因子とグルココルチコイド受容体

との直接的な結合を評価するため、磁気ビーズを含む分子プローブを合成しプルダウンア

ッセイを実施した。 

(3)  培養細胞および老齢マウスを用いて、NMN の投与が骨格筋に及ぼす影響 

 マウス筋芽細胞 C2C12 細胞を用い、筋管細胞への分化時および分化後に Nicotinamide 
mononucleotide (NMN)を添加し、筋管の分化と肥大化に対する NMN の効果を検討した。
筋管マーカーである MHC の mRNA 発現量を real-time PCR 法、タンパク発現量をウェス
タンブロット法および蛍光免疫染色法を用いて評価した。 

85 週齢の雄性 C57BL/6J マウスに、0.4％NMN 添加通常飼料または通常飼料を自由摂食
で与え、10 週間飼育した。9 週時に握力測定とワイヤハングテストを行い、筋力を評価し
た。10 週時に下肢の筋肉を摘出し、各重量を測定した。コントロールとして 8 週齢の雄性
C57BL/6J マウスに同期間通常飼料を与え、同様に評価した。 
(4)  ミトコンドリア機能を維持するポルフィン骨格の前駆体である5-アミノレブリン酸
の産生 
 マウス、ラット、培養細胞を用いて、5-アミノレブリン酸の合成量に対するアミノ酸/タ
ンパク質とビタミンの影響を調べた。マウス、ラット実験においては、20%, 40%, 70%タン
パク質レベルの飼料を与えた。さらに、マウス実験ではビタミン B1 欠乏、ビタミン B6 欠乏、
ナイアシン欠乏動物を作成し、5-アミノレブリン酸の合成量におよぼす影響を調べた。培養
細胞実験では、HepG2 細胞を用いて、培地中にアミノ酸を補足した時の 5-アミノレブリン
酸の合成量におよぼす影響を調べた。 
(5)  非栄養素が筋肉細胞の分化におよぼす影響 
 ラット筋芽細胞 L6 を用い、低血清（2％）刺激による筋管細胞への分化誘導時にケルセ
チン（20 M）を処理した。ケルセチン処理 1 時間後～3 日後における L6 細胞の mRNA を
TRI Reagent により抽出した。筋分化調節因子の発現変化は real-time RT-PCR 法により解
析した。 
４．研究成果 

(1) NAD(NAD+ + NADH)を低下させる因子の解明 
4 mg/kg 以上のニコチン酸食の摂取によりマウスは最大成長を示し、3 mg/kg 以下のニコ

チン酸食の摂取により成長遅延が認められた。全血 NAD 濃度、肝 NAD 含量、各組織の総
ニコチンアミド含量、尿中総ニコチンアミド排泄量などのナイアシン関連指標はいずれも
ニコチン酸摂取量の減少に伴って低値を示した。以上の結果より、ナイアシン栄養状態が欠
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乏、不足となるマウスの作成に成功し、ナイアシン栄養状態を鋭敏に反映する生体指標を明
らかにした。 

このナイアシン不足マウスを用いてエタノール摂取による影響を調べたところ、体重、全
血 NAD 濃度、肝 NAD 含量、尿中総ニコチンアミド代謝産物排泄量のいずれもが水を摂取
したマウスよりも低値を示した。また、ニコチン酸からの NAD 合成、ニコチンアミドから
NAD 再合成、ニコチンアミド異化代謝はいずれもエタノール摂取による影響を受けなかっ
たことから、エタノール代謝による NAD 消費の亢進がナイアシン栄養状態を低下させるこ
とが示唆された。さらに、エタノール摂取によって成長遅延を示したマウスに 30 mg/kg ニ
コチン酸食を与えると、速やかな体重増加が認められた。以上の結果より、エタノール摂取
がナイアシン栄養状態を低下させることを明らかにした。 
また、継続的な持久運動を課したマウスにおいて体重、全血 NAD 濃度、肝 NAD 含量、尿
中総ニコチンアミド代謝産物排泄量のいずれもが安静に過ごしたマウスよりも低値を示し
た。特に、骨格筋のニコチンアミド含量が著しく低値を示した。また、ニコチン酸からの
NAD 合成、ニコチンアミドから NAD 再合成、ニコチンアミド異化代謝はいずれも運動に
よる影響を受けなかったことから、運動によって骨格筋の NAD が著しく消耗したためにナ
イアシン栄養状態が低下したことが示唆された。さらに、運動によって成長遅延を示したマ
ウスに 30 mg/kg ニコチン酸食を与えると、速やかな体重増加が認められた。以上の結果よ
り、運動がナイアシン栄養状態を低下させることを明らかにした。 
(2)  低栄養に起因する骨格筋萎縮の原因の解明とフレイル予防として非栄養食品因子に

よる筋萎縮の抑制 
C2C12 筋管細胞におけるデキサメタゾンの誘導する骨格筋萎縮を抑制する非栄養食品因

子として、テオフィリンおよびウロリシン類を見出した。 
 テオフィリンは、茶葉に含まれる苦味成分であり、カフェインの代謝物でもある。また、
気管支喘息や慢性気管支炎、慢性閉塞性肺疾患などの治療薬にも用いられている。テオフィ
リンの前処理により、デキサメタゾンの誘導するミオシン重鎖の発現減少およびユビキチ
ンリガーゼの発現量上昇の抑制が観察された。また、デキサメタゾンの誘導する
p38/FoxO3a シグナルの活性化を抑制した。さらに、グルココルチコイド受容体の核内移行
を抑制した。磁気ビーズを含むテオフィリンプローブを用いたプルダウンアッセイにより、
テオフィリンは、直接グルココルチコイド受容体に結合し、デキサメタゾンと競合すること
が明らかとなった。また、メチルキサンチン類の構造活性相関研究により、1 位のメチル基
が骨格筋萎縮の抑制に重要であることが明らかとなった。これらの結果より、テオフィリン
は、低栄養（フレイル）に起因する骨格筋萎縮に有用な非栄養食品因子であることが強く示
唆された。 
 ウロリシン類は、エラグ酸の腸内代謝物である。エラグ酸と比較してウロリシン類の生体
利用性は高く、生体におけるエラグ酸の活性本体であると予想されている。ウロリシン類の
前処理によりデキサメタゾンの誘導する筋管の短軸径の短縮およびミオシン重鎖の発現量
減少を有意に改善された。また、デキサメタゾンの誘導する E3 リガーゼである MuRF1 お
よび Cbl-b の発現も有意に抑制した。さらに、グルココルチコイド受容体の核内移行も抑制
していることが観察された。面白いことに、エラグ酸にはこれらの活性はなかった。これら
のことから、ウロリシン類は、低栄養（フレイル）に起因する骨格筋萎縮に有用な非栄養食
品因子であることが強く示唆された。 
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(3)  培養細胞および老齢マウスを用いて、NMN の投与が骨格筋に及ぼす影響 

 C2C12 細胞の分化時に Nicotinamide mononucleotide (NMN)を添加すると、分化 5 日目
の MHC の発現量が mRNA レベルで増加することを見出した。一方、分化マーカーである
MyoD や Myogenin の発現量に差はみられなかった。また、MHC の増加は Sirt1 の阻害に
よって抑制されなかった。分化後の C2C12 細胞を NMN で 48 時間処理した場合において
も、MHC の発現量は分化時の処理に比べ軽微であるが、有意に増加した。以上のことから、
NMN は骨格筋の分化を促進する可能性が示唆された。 

老齢マウスでは NMN 摂取群、非摂取群ともに、ワイヤハングテストの耐久時間がコン
トロールマウスに比べ有意に減少したが、NMN 摂取群では、非摂取群に比べ耐久時間が有
意に長く、NMN 摂取により筋力が維持される可能性が示された。 
(4)  ミトコンドリア機能を維持するポルフィン骨格の前駆体である5-アミノレブリン酸
の産生 

マウス、ラット、培養細胞を用いて、5-アミノレブリン酸の合成量に対するアミノ酸/タ
ンパク質とビタミンの影響を調べた。その結果,血清と尿中の 5-アミノレブリン酸と血清中
のポルフィリン量はタンパク質摂取量の増大に応じて増加した。しかし、肝臓中の 5-アミ
ノレブリン酸量とポルフィリン量は不変であった。これは、肝臓に存在する 5-アミノレブ
リン酸合成酵素 1 がヘムによってフィードバック阻害を受けるのに対し、赤芽球に存在す
る 5-アミノレブリン酸合成酵素 2 がヘムによって阻害を受けないことに起因するものと推
察された。ビタミン B1 欠乏とビタミン B6 欠乏は 5-アミノレブリン酸合成量には影響をお
よぼすことはなかった。ナイアシン欠乏は 5-アミノレブリン酸の合成量を顕著に低下させ
た。以上のことより、生命維持に不可欠な生体物質であるヘムの合成には、前駆体であるア
ミノ酸とそれらのアミノ酸を 5-アミノレブリン酸の直接の前駆体であるグリシンとスクシ
ニル-CoA にまで代謝する経路に必要なビタミン、特にナイアシンが重要な役割を担ってい
ることが判明した。 
(5)  非栄養素が筋肉細胞の分化におよぼす影響 

筋萎縮の予防策として筋再生の促進が効果的であると考えられていることから、筋芽細
胞から筋管細胞への分化に関与する遺伝子群に対する非栄養素の影響についてラット L6 筋
芽細胞を用いて検討した。その結果、代表的なポリフェノールのケルセチンが筋分化調節因
子の Myf5 と MyoG の発現を顕著に促進することが確認できたことから、ケルセチンは筋
分化の誘導を介した筋再生の促進により筋萎縮を予防する可能性が示唆された。 

これはケルセチン処理後 1 日での変化であったことから、メカニズム解明を目的として、
早い時間での発現変化を検討した結果、ケルセチン処理 3 時間で MyoD の発現増加を確認
した。さらに、Mrf4 がケルセチン処理後 6 時間で、Myf5 についても 1 時間と 6 時間で発
現増加を確認できた。MyoD は MyoG と Mrf4 の発現を調節する上流因子であり、Mrf5 は
その最上流に位置すると考えられていることから、ケルセチンは Mrf5 を活性化することで
筋分化に関するシグナル伝達系を誘導する可能性が示唆された。 
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