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研究成果の概要（和文）：骨格筋特異的SIRT1ノックアウトマウスは筋機能の低下やオートファジーの減弱を呈
し、骨格筋細胞のSIRT1はオートファジーを介して筋機能維持に重要な役割を果たすことが示唆された。また筋
芽細胞ではSIRT1活性化薬レスベラトロール（RSV）がマイトファジーを促進すること、RSVによるミトコンドリ
ア活性酸素（ROS）量の低下がマイトファジー関連因子PINK1のノックダウンにより遮断されたため、SIRT1がマ
イトファジー介してROSを消去する可能性が示された。以上のマウス・培養細胞の実験系で、骨格筋SIRT1とオー
トファジー/マイトファジーとの関連およびその筋保護作用における役割を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We found skeletal muscle dysfunction and impaired activation autophagy in 
skeletal muscle-specific SIRT1 knockout mice. These suggest that SIRT1 in skeletal muscle cells 
plays an important role in maintaining skeletal muscle function via autophagy. In myoblasts, 
resveratrol (RSV), a SIRT1 activator, promoted mitophagy. Mitochondrial reactive oxygen species 
(ROS) levels induced by antimycin A were significantly reduced by RSV. This effect of RSV was 
blocked by knockdown of PINK-1 which triggers mitophagy, suggesting that SIRT1 activation decrease 
mitochondrial ROS levels via mitophagy. We demonstrate using in vivo and in vitro models the 
relationship between SIRT1 and autophagy/mitophagy and its significance in skeletal muscle 
protection. 
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１． 研究開始当初の背景 
 
老化・寿命の分子メカニズムはここ 10 年

余りで飛躍的に解明が進み、老化・寿命制御
因子が様々な疾患の治療標的となりうるこ
とも明らかになってきた。SIRT1 は「長寿遺
伝子」Sir2の哺乳類ホモログであるサーチュ
インの一つである。その本体は NAD+依存性に
活性化し、標的蛋白を脱アセチル化すること
により細胞機能を調節する蛋白である。 
当教室は、SIRT1 は細胞質と核の間をシャ

トルする蛋白であり（Tanno et al. J Biol 
Chem 2007）、その SIRT1 の細胞質－核間シャ
トル機能が神経幹細胞分化に関与すること 
（Hisahara et al. PNAS 2008）を明らかに
してきた。また SIRT1 活性化薬レスベラトロ
ールの長期投与が心不全発症ハムスターの
心機能を維持すること (Tanno et al. J Biol 
Chem 2010) や、皮膚がんメラノーマ細胞で
は SIRT1 が癌細胞転移に重要であり、SIRT1
阻害薬がメラノーマの転移を抑制すること 
(Kunimoto et al. J Invest Dermatol 2014) 
など、SIRT1 制御による疾患治療への可能性
についても成果をあげてきた。申請者はこれ
まで SIRT1活性化による細胞保護メカニズム
の解明を行い、その成果としてレスベラトロ
ールは SIRT1を介して Superoxide dismutase 
2 (SOD2) を増加させ（ Hosoda et al. J 
Pharmacol Exp Ther 2013）、その SOD2 増加
における転写因子 FoxO の関与（Hori et al. 
PLoS One 2013）、そしてレスベラトロールの
細胞死抑制には p53 抑制も関与すること
（Hori et al. PLoS One 2013）を明らかに
し報告してきた。 
骨格筋はヒトでは体重の約 40％を占める

生体内最大の臓器である。最近では骨格筋の
状態と quality of life さらには生命予後と
の関連が示唆され注目されている。SIRT1 は
骨格筋にも発現しているが、その役割は十分
解明されていない。最近研究代表者らは、
Duchenne 型筋ジストロフィーのモデルマウ
スである mdxマウスへのレスベラトロール投
与は、骨格筋障害のみならず心筋症をも軽減
することを報告し（Kuno et al. J Biol Chem 
2013， Hori et al. J Pharmacol Exp Ther. 
2011）、SIRT1 が筋ジストロフィーの治療標的
となる可能性を見出した。この我々の研究成
果を基に、ヒト筋ジストロフィー症における
レスベラトロールの効果を評価する臨床試
験が現在当大学附属病院で進行中である。さ
らなる検討から、mdx マウスではレスベラト
ロールが、（１）筋障害発症に重要な筋組織
の活性酸素種（ROS）量を低下させ、(２）筋
障害の指標である血中クレアチンキナーゼ
（CK）の上昇を抑制することを見出した（未
発表）。そして、この ROSの軽減には SOD2や
catalase といった抗酸化酵素の発現増加は
伴わず、SIRT1 の既知の抗酸化機構とは独立
した未知のメカニズムの存在が予想された。 
オートファジーは、細胞が飢餓に陥ると細

胞質内の蛋白やオルガネラをオートファゴ
ゾームと呼ばれる隔離膜で取り囲みリソソ
ーム依存性に分解しリサイクルするという
細胞の適応機構である。SIRT1 が栄養飢餓状
態で活性化しそれを是正する機能とよく似
ており、SIRT1 がオートファジーを促進する
ことも報告されている。特に蛋白合成が盛ん
な骨格筋ではオートファジーによる蛋白処
理機構は重要であることが予想される。実際
にマウスでは筋量の維持に筋オートファジ
ーが必須であることや、筋ジストロフィー患
者やモデルマウスの筋組織でオートファジ
ー活性が低下し、オートファジーの促進が筋
ジストロフィーモデルの筋障害を軽減する
ことが報告されている。 
一方、ミトコンドリア・オートファジー（マ

イトファジー: mitophagy）は最大の ROS 発
生源となり得る障害ミトコンドリアを処分
する機構として注目されている（下図）。 

 
最近の我々の検討では、mdx マウスへのレ

スベラトロール処置による運動耐容能改善
や筋組織 ROS量の軽減には、筋でのオートフ
ァジーの亢進とマイトファジー進行因子
LC3b や Bnip3 などの発現上昇を伴っていた
（下図）。 
 

 
そこで申請者は SIRT1による酸化ストレス

軽減の新規メカニズムとして、ミトコンドリ
ア・オートファジーの制御を想起した。 
 

２．研究の目的 
以上の所見を踏まえて、本研究の目的を

SIRT1 とマイトファジーの関連に焦点を絞り、
（１）骨格筋特異的 SIRT1 ノックアウトマウ
スおよび培養筋細胞モデルを用いて、SIRT1
が骨格筋でマイトファジーを制御し ROS軽減
やミトコンドリア機能さらには筋機能を維
持するかを明らかにし、（２）さらにその制
御機構を分子レベルで明らかにすることと
した。 



３．研究の方法 
 
我々は骨格筋での SIRT1の役割を解明する

ため、そして骨格筋で SIRT1 がマイトファジ
ーを調節するかどうか、またその調節機構を
明らかにする目的で骨格筋特異的 SIRT1ノッ
クアウトマウス (SIRT1 smKO)を確立し、本
研究に用いた。また、C2C12 筋芽細胞を用い
て、in vitro の実験系においても SIRT1とマ
イトファジーの関連についての評価を行っ
た。 

 
(1) 筋力の評価を行うために、ハンギングテ

スト（ぶら下がり時間の測定）、トレッド
ミルを用いた運動耐容能の評価、そして
グリップテスト（握力）が、野生型と比
較して SIRT1 smKOで低下していないか比
較をした。 
 

(2) 骨格筋特異的 SIRT1 ノックアウトマウス
を用いて、上記のトレッドミル運動時の
筋障害の程度を評価するために、トレッ
ドミル前 2 週間および運動後 1 時間の時
点で採血を行い、血中の LDH を測定した。 

 
(3) 骨格筋障害の他の指標として、筋線維内

へのエバンスブルー取込みを評価した。
具体的にはトレッドミル運動後にエバン
スブルーを腹腔内投与し筋肉を採取する。
組織切片において、蛍光顕微鏡によりエ
バンスブルーが発する赤の蛍光を観察し、
筋膜の損傷を評価した。 

 

(4) 骨格筋におけるオートファジー活性の評
価として、絶食により誘導されるオート
ファジーのレベルを、Western Blot 法に
より、オートファゴソームの指標である
LC3 に対する抗体を用いて、特にオート
ファゴソーム膜で検出される LC3-II の
定量を行った。 

 

(5) C2C12 細胞を用いて、SIRT1活性化がマイ
トファジーを促進するかを評価した。具
体的には、GFP タグした LC3 を発現させ
た C2C12 細胞においてミトコンドリア検
出試薬である MitoTracker Red によりミ
トコンドリアを可視化した。SIRT1 活性
化薬であるレスベラトロール（RSV）を 0
または 30 uMを 12時間処置し、共焦点レ
ーザー顕微鏡にて、GFP-LC3 dot（オート
ファゴソーム）とミトコンドリアの重な
り、つまりオートファジーにより処分さ
れるミトコンドリアを検出した。 

 

(6) SIRT1 活性化による ROS 消去におけるオ
ートファジー／マイトファジーの役割を
評価した。具体的には、ミトコンドリア
ROS検出試薬であるMitoSOX Redを用い、
ミトコンドリア ROS 促進剤であるアンチ

マイシン A 処置により増加した MitoSOX 
Red 蛍光量における RSV 処置の効果が、
オートファジー阻害薬であるクロロキン
や、オートファジー関連蛋白 Atg5やマイ
トファジー関連蛋白 PINK-1 のノックダ
ウンで遮断されるかを評価した。 

 

４． 研究成果 
 
(1) 野生型と比較して、SIRT1 smKO マウスで

はハンギングテストにおけるつかまり
時間が有意に短縮し(下図 A)、トレッド
ミルテストにおける走行距離も有意に
短縮(下図 B)していた。そしてグリップ
テストによる握力は SIRT1 smKO で有意
に低下していた。従って、SIRT1 smKO で
は筋力低下および筋持久力の低下が見
られた。 

(2) トレッドミル前の血中 LDH値には差がな
かったものの、トレッドミル後の LDH値
は SIRT1 smKO で有意に高値であり、運
動による筋障害が SIRT1 smKO でより高
度であると考えられた（下図）。 



(3) 運動後の筋線維へのエバンスブルーの
取り込みは、SIRT1 smKO で有意に多く、
本方法でも SIRT1 smKO における運動時
の筋障害が高度であることが示された。 

 

(4) 48 時間絶食による骨格筋オートファジ
ーの評価では、野生型マウスでは絶食に
より有意にオートファゴソームの指標
である LC3-II が有意に増加したのに対
し、SIRT1 smKO ではそのような反応が見
られなかった（下図）。従って、SIRT1 smKO
の骨格筋においては、オートファジー活
性化障害があることが明らかとなった。 

(5) C2C12 細胞において、GFP-LC3 dot とミ
トコンドリアの重なりは RSV処置により
増加した。リソソーム阻害薬によりオー
トファゴソームの分解を阻害すると、コ
ントロールと RSV処置の差がより強くな
ったことから、RSV 処置によりミトコン
ドリア・オートファジーが促進されたこ
とが示された。 

(6) アンチマイシン A 処置により増加した
MitoSOX Red の蛍光量は、RSV による有
意に低下した。一方、その効果はオート
ファジー阻害薬であるクロロキンで遮
断されたことから、RSV によるミトコン
ドリア ROS量の低下はオートファジーを
介した作用であると考えられた。 

RSVのミトコンドリア ROS軽減効果は、
オートファジー活性化に必要な蛋白で
ある Atg5 のノックダウンでも認められ
たことから、やはり RSVの作用における
オートファジーの関与が示された。 
さらに、マイトファジー経路に重要な

PINK1 のノックダウンの効果を評価した。
Mitotracker でミトコンドリアの形態を
評価したところ、PINK-1ノックダウン群
でミトコンドリアの膨潤が観察され機
能不全を起こしていることが示された
(下図 A)。また、Atg5のノックダウンを
同様に、PINK1 のノックダウンでも RSV
のミトコンドリア ROS低下作用は遮断さ
れた（下図 B）。 

 

 
 
本研究の結果から、SIRT1 活性化によりオ

ートファジー/マイトファジーを介してミト
コンドリア ROS を低下させること、また骨格
筋の障害を抑制している可能性が示された。 
今後は、smKO マウスにおけるマイトファジ

ーの観察、マイトファジー関連因子や調節因
子の検討、および SIRT1 結合蛋白・脱アセチ
ル化蛋白の網羅的解析を行う予定である。継
続して本研究課題の実験を行い、これまでに
得られたデータと共に論文にまとめていく
こととする。 
 
 

A 
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