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研究成果の概要（和文）：老化による筋減少症は、老人の活動性や代謝能の低下を引き起こす原因として重要視
されている。この加齢に伴う筋減少を防ぐことは重要であるため、その原因を検討し、治療ターゲットを明らか
にした。老化や酸化ストレスは、ミトコンドリアの機能異常を引き起こし、骨格筋修復を抑制していた。これら
は、アンジオテンシン受容体への作用を阻害することで改善したため、この機序が骨格筋減少の治療標的になる
ことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Aging-related sarcopenia is regarded as a cause of deterioration of activity
 and metabolic capacity of the elderly. Since it is important to prevent this age-related muscle 
loss, we examined to clarify the cause and the therapeutic target of sarcopenia. Aging and oxidative
 stress caused mitochondrial dysfunction and suppressed skeletal muscle repair. These were improved 
by inhibiting angiotensin receptor, which suggested that this mechanism would be a therapeutic 
target for aging-related skeletal muscle loss.

研究分野：内科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
加齢に伴う骨格筋減少は、高齢者の総死亡率についての予測因子になりうる。ミトコンドリアは、ミトコンドリ
アダイナミクスという、細胞環境に応じて別のミトコンドリアと融合すること（Fusion）や分離すること
（Fission）で、バランスをとっている。老化に伴う骨格筋のミトコンドリア形態変化については、このバラン
ス不均衡が骨格筋の加齢性機能低下に関与することが疑われている。本研究において、老化や酸化ストレスは、
ミトコンドリアの機能異常を引き起こし、骨格筋修復を抑制していた。これらは、アンジオテンシン受容体への
作用を阻害することで改善したため、この機序が骨格筋減少の治療標的になることが示唆された。

※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 
サルコペニアについて: 加齢に伴う骨格筋減少は、身体的な障害や生活の質の低下、および死な
どの有害な転機のリスクを伴うものであり、進行性および全身性の骨格筋量および骨格筋力の
低下を特徴とする症候群と定義された（Cruz-Jentoft AJ et al, Age Aging. 2010.）。筋肉量の
低下と筋肉機能の低下の両方の存在が重要であり、これらの存在が診断に重要であると考えら
れている。特に筋力の減少は、老人だけでなく、中年においても、将来の総死亡率についての予
測因子になりうると報告されていることから（Cooper R et al. BMJ. 2010.）、サルコペニアを
防ぐことが重要であると考えられる。 
ミトコンドリアダイナミクスと老化の関係について: 
ミトコンドリアは、細胞環境に応じて別のミトコンドリ
アと融合すること（Fusion）や分離すること（Fission）
で、その形態を変化させ、この機能はミトコンドリアダ
イナミクスと呼ばれている(Liesa M. et al, Cell 
Metab. 2013)。老化に伴う骨格筋のミトコンドリア形態
変化については、Fusion と Fusion のバランス不均衡は
骨格筋の加齢性機能低下に関与することが疑われてい
るが、これまでに一定の見解がない(Leduc-Gaudet JP, 
et al. Oncotarget. 2015, Iqbal, et al. Muscle 
Nerve.2013.)。 
ミトコンドリアの質管理とオートファジーの関係について： 
オートファジーは、古くなった細胞質成分やオル
ガネラをオートファゴソーム(Autophagosome)で
隔離し、引き続きリソソームと結合する（オート
ライソゾーム Autolysosome の形成）ことで、内
容物を分解除去する細胞内機構である（Klionsky 
DJ. et al., Science 2000）。 
 
２．研究の目的 
ミトコンドリアもまた、オートファジーによる除去を介して質的管理を受けている（Green DR, 
et al. Science. 2011）。これまでに、心臓においては Drp1 がミトコンドリアのオートファジー
に関与し、エネルギーストレスに対して心保護的役割を担うことを証明した（Ikeda Y, et al. 
Circ Res. 2015 Jan 16;116(2):264-78.）。 
しかしながら骨格筋におけるミトコン
ドリアの除去機構が加齢性変化に関与
することが疑われているが、そのメカ
ニズムについては十分な検討が行われ
ていない。これらの学術的背景を踏ま
え、これまでに①加齢に伴う骨格筋に
おけるミトコンドリアのミトコンドリ
アダイナミクスを経年的に追った研究
はなく、また②骨格筋におけるオート
ファジーによるミトコンドリアの排除
機能の加齢性変化について検討した報
告はない。 
ミトコンドリアダイナミクスのバラン
ス不均衡とオートファジーの質管理低
下は、機能が低下したミトコンドリア
の蓄積をもたらし、酸化ストレスが増
大し、骨格筋の加齢性変化の増加をも
たらしているとの仮説を立てた。 
 
３．研究の方法 
骨格筋におけるミトコンドリアの加齢性変化を観察し、ミトコンドリアの機能障害および質管
理に関与するオートファジーの機序について解明し、筋減少症の改善ができるか検討した。酸化
ストレスは、加齢に伴う筋萎縮のリスク因子であり、ミトコンドリア機能障害を惹起すると仮定
した。したがって、in vivo 実験として、12週齢および 80 週齢の正常（C57BL/6）および高コレ
ステロール（ApoE ノックアウト）マウスを比較した。さらにアンジオテンシン受容体ノックア
ウトは、酸化ストレスの影響を軽減すると仮説をたて、ApoE とアンジオテンシン受容体（AT1aR）
のダブルノックアウトマウスを用いて比較検討した。In vitro 実験としては、マウス骨格筋細
胞 C2C12 細胞を用いて、酸化ストレスとしては、Advanced Glycation End products (AGEs)を用
いて、ミトコンドリア・ダイナミクスに対する影響を検討した。 
 
 



(1)生理学的評価：老化に伴うサルコペニア（筋萎縮）に伴う筋力低下について、経年的変化を
生理学的に検討する。 
a. 筋力測定: コンピューター制御下筋力測定装置を用いて行う。測定方法はマウスに前腕でバ
ーを握らせた後、マウスの尾を後ろに引くことで、マウスが装置を牽引する。この牽引力をマウ
スの握力とする。マウスは 3日前より練習させ器具に慣れさせる。これを 5回測定し、真ん中の
値 3回分を平均して、握力とする。 
 
(2)形態学的評価：老化よる筋肉量の変化が、どの程度、筋線維を萎縮させているか、また、ど
の線維を萎縮させているのかを形態学的に検討する。  
a. 組織重量の比較：骨格筋（ヒラメ筋:type I 型線維;遅筋、腓腹筋:type IIb 型線維;速筋）の
重量を測定し、比較検討する。腓腹筋は骨格筋 type I （BA-F8）、type IIa（SC-71）、type IIb
（BF-F3）のモノクローナル抗体で蛍光染色を行う。蛍光染色後は蛍光顕微鏡下で写真を撮影し、
Image J で断面積を測定する。 
b. 電子顕微鏡によるミトコンドリア形態の経年的変化の評価：電子顕微鏡を用いてミトコンド
リアの形態を観察し、ミトコンドリアの長径や面積を計測することで、ミトコンドリアの形態が
経年的に変化していくことを観察する。 
c. C2C12 細胞を用いて、AGEs 刺激を行った。それに伴い、骨格筋細胞のミトコンドリア・ダイ
ナミクスについて検討した。またそれらの反応について、Angiotensin II receptor blocker: 
Candesartan (ARB)を投与して、AGEs による影響に変化が認められるか検討した。その評価は、
Mito-tracker Red Staining を用いて行った。 
 
(3)生化学的解析:  
a. 各月齢で採取した骨格筋組織サンプルからタンパク質や mRNA を抽出し、Western blot 法や
Real-time PCR 法を用いて LC3 や p62 等のオートファジー関連因子の発現を計測することで、オ
ートファジーの経年的変化を検討する。蛋白活性は蛋白を筋肉（ヒラメ筋（I 型骨格筋）、腓腹
筋（II型骨格筋））から抽出した後、ウェスタンブロットを行う。全ての蛋白発現の程度は、デ
ンシトメトリー法で数値化し、比較検討する。 
b. オートファジーの低下は、異常ミトコンドリアをもたらし、酸化ストレス増加に関与すると
言われているため、酸化ストレスマーカー（gp91phox、NADPH oxidase 活性）について検討する。 
 
(4)蛍光顕微鏡を用いた、オートファジーの経年的変化の評価 
オートファゴソーム形成に必須の LC3 遺伝子に、蛍光蛋白 GFP および mRFP 遺伝子 
が繋がれた遺伝子を発現させることにより、可視的にオートファジーを評価できる GFP-mRFP-
LC3 Tg マウス（Hariharan N, et al. Antioxid Redox Signal. 2010; 14:2179-90.）を用いて
実験を行う。 
骨格筋の I型骨格筋（ヒラメ筋）および II型骨格筋（腓腹筋）のサンプルを使用し凍結切片を
作成する。蛍光顕微鏡を用いて GFP および mRFP の蛍光ドットを観察することで、オートファジ
ーの経年的変化を視覚的に評価する。 
 
(5)レスキュー実験による、治療ターゲットの明確化 
①オートファジーによる異常ミトコンドリア排除を目的としたレスキュー実験 
オートファジー関連遺伝子であるBeclin1やAtg7を、ウイルスを用いて過剰発現させることや、
Beclin1 を活性化させる TAT-Beclin1 を使用してオートファジーを誘導する。オートファジーの
誘導に伴い、異常ミトコンドリアが排除されることで、サルコペニアが改善することを明らかに
する。 
②ミトコンドリアダイナミクスの是正によるサルコペニア改善を目的としたレスキュー実験 
ミトコンドリアの Fusion 化に関与する Mfn1、Mfn2、OPA1 の過剰発現や、ミトコンドリアの 
Fission 化に関与する Drp1 の過剰発現により、加齢に伴うサルコペニアの変化を評価する。 
 
４．研究成果 

(1)加齢による筋肉量・筋力およびミトコンドリア機能について、12 週齢の若年と 80 週齢の高

齢マウスについての筋力については、80 週齢では筋力が低下して、更に ApoE ノックアウトマウ

スでは、正常マウスに比較して筋力が低下していた。しかし、AT1aR ノックアウトにより、正常

同等に筋力は保持されていた。2.加齢による骨格筋の低下しており、ApoE ノックアウトで更に

低下していたが、AT1aR ノックアウトにより、筋肉量は保持されていた。 



 

(2)AGEs は骨格筋細胞の分化誘導を抑制し、その細胞では、Fission が増加していた。また ARB

によって、AGEs の影響を減少させることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(3)酸化ストレス AGEs は、老化および ApoE ノックアウトで骨格筋に蓄積していた。老化および

ApoE ノックアウトでは骨格筋の Fission が増え、骨格筋分化が抑制されていたが、AT1aR ノック

アウトにより、Fission が減少していたため、ミトコンドリアダイナミクスのバランスは改善し

ていると考えられた。 

 

 



 

 

老化による筋減少症は、65 歳上の老人の 35％に存在すると報告があり、老人の活動性や代謝能

の低下を引き起こす原因として重要視されている。本研究の目的は、骨格筋老化の原因を検討し、

治療ターゲットを明らかにすることである。老化の原因として、ミトコンドリアの機能異常が報

告されている。またミトコンドリアの質的管理にはオートファジーも関与していることが推測

されている。本研究では、骨格筋におけるミトコンドリアの加齢性変化を観察し、ミトコン

ドリアの機能障害および質管理に関与するオートファジーの機序について解明し、筋減少

症の改善ができるか検討した。酸化ストレスは、加齢に伴う筋萎縮のリスク因子であり、ミ

トコンドリア機能障害を惹起すると仮定した。 

以上の結果から、老化および酸化ストレスは、マウスにおいて、骨格筋重量を減らし、また

筋力を低下させていた。そのことは、細胞レベルでも AGEs を用いて、ミトコンドリア・

ダイナミクスの Fissionを増やし、骨格筋分化が抑制されていたことから、骨格筋修復を抑

制することによりサルコペニアが悪化することが示唆された。また酸化ストレスや加齢に

伴うミトコンドリア・ダイナミクスのバランス不良は、ARB や AT1aR ブロックにより改

善されることから、アンジオテンシン受容体ブロックが、サルコペニア改善に寄与できる可

能性が示唆された。 
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mitochondrial fission.
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Estrogen-induced alternative autophagy plays a crucial role in protecting artery from senescence and atherosclerosis.

Renin-angiotensin signal develops arterial senescence and atherosclerosis via modulation of mitochondrial dynamics.

Switching insufficient hypotensive monotherapy to ARB/CCB combination tablet in elderly patients increases both patient and
physician satisfaction rates and contributes better patient-physician concordance (Patients Voice study).

Selective estrogen receptor modulator retards arterial senescence and atherosclerosis via upregulation of eNOS/Sirt-1
pathway in post^menopause model mouse.
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Metabolic stress causes sarcopenia via angiotensin II type I receptor signal-induced mitochondrial fission.

Estrogen/Sirt1/LKB1/AMPK axis plays a crucial role in mediating Rab9-dependent mitophagy and retarding arterial senescence.
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CAVI上昇は, 血圧変動の独立した危険因子である：超高齢者社会を迎えた鹿児島県垂水市における健康調査の結果から.
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