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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とC2C12筋芽細胞を用いた実験により、SIRT1
がマイトファジーの実行に関与する可能性と、マイトファジーの際にオートファゴソームで隔離された障害ミト
コンドリアとリソソームの融合に関与する可能性を見出した。さらに、mdxマウスの骨格筋においてミトコンド
リアDNAに欠失をもつ障害ミトコンドリアが蓄積していることを明らかとし、マイトファジーを介したミトコン
ドリアのクリアランスが低下している可能性を示すことができた。本研究で、骨格筋SIRT1がマイトファジーを
介した筋保護作用を示すことを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：We found that SIRT1 is involved in the activation of mitophagy and involved 
in the fusion of lysosomes with damaged mitochondria that are isolated by autophagosomes during 
mitophagy in skeletal muscle-specific SIRT1 knockout mice and C2C12 myoblasts. Furthermore, we 
revealed that damaged mitochondria with deleted mitochondrial DNA was accumulate in mdx skeletal 
muscle. This result indicate that mitophagy-mediated mitochondrial clearance is reduced in skeletal 
muscle of mdx mice.
In this study, we showed that skeletal muscle SIRT1 exhibits a muscle protective effect through 
mitophagy activation.

研究分野：薬理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の結果から、SIRT1活性化を介したマイトファジーの促進が筋ジストロフィーの治療標的となる可能性が
示唆された。さらに、SIRT1が骨格筋においてオートファジーの制御を介して保護的に働いていることが明らか
となった。本研究によってSIRT1の活性化は筋ジストロフィー以外の筋疾患治療法の開発にも結びつく可能性が
示された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
 
サーチュインは酵母で発見された長寿遺伝子 Sir2 の哺乳類ホモログである。その中で SIRT1
は最も研究が進んでいる。SIRT1 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
によりその機能を変化させ、細胞の恒常性を維持する。当教室は SIRT1 の機能として、細胞質
と核の間をシャトルする蛋白で(Tanno et al. J Biol Chem 2007)、その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 制御
による疾患治療について、SIRT1 活性化薬レスベラトロールが心不全ハムスターの心機能や生
存率を改善すること(Tanno et al. J Biol Chem 2010)、SIRT1 が皮膚がんメラノーマ細胞の転
移に重要であること(Kunimoto et al. J Invest Dermatol 2014)を報告してきた。申請者も SIRT1
の細胞保護機構について、転写因子 FoxO を介した Superoxide dismutase 2 の増加により酸化
ストレスを軽減すること(Hosoda et al JPET 2013, Hori et al. Plos One 2013)を明らかにし
てきた。 
骨格筋はヒトにおける最大の臓器であり、骨格筋の状態が quality of life のみならず患者
の生命予後と関連することも注目されている。SIRT1 は骨格筋でも発現しており、申請者らは、
最も重症な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と心筋症を軽減することを報告し（Kuno et al. J Biol Chem 2013, Hori 
YS JPET 2013）、SIRT1 が筋ジストロフィーの治療標的となることを見出した。この研究成果
を基に、我々はヒト筋ジストロフィー症患者におけるレスベラトロールの効果を評価する自主
臨床試験を行い、レスベラトロールによる筋力の増加など有効性を示す結果を得た（川村ら、
2016 年日本小児科学会総会発表）。 
マイトファジー（右図）の阻害
が細胞内の活性酸素種 (ROS) 
量増加により細胞死を促進す
る(Hori et al. J Neurooncol 
2015)など、最大の ROS 発生源
である障害ミトコンドリアを
処分する機構としてマイトフ
ァジーが注目されている。我々は、（１）mdx マウス骨格筋では細胞内蛋白や障害オルガネラの
分解機構であるオートファジーの活性が減弱しており、レスベラトロール投与によりオートフ
ァジー活性が回復して筋組織 ROS 量を低下させること、（２）筋芽細胞では SIRT1 活性化はマイ
トファジーを促進すること、およびマイトファジーを介して ROS を軽減することを見出した
（Sebori R et al. Oxid Med Cell Longev 2018）。しかし、SIRT1 がマイトファジーを活性化
するメカニズムは全く不明で、筋ジストロフィー骨格筋でのマイトファジーの変化とその機序
における SIRT1 の関与については明らかではない。 
 
２． 研究の目的 
これまで申請者は、筋ジストロフィーに対する蛋白脱アセチル化酵素 SIRT1 による骨格筋保
護のメカニズムの解明を行い、オートファジー障害の回復、酸化ストレス軽減を見出した。さ
らに障害ミトコンドリアを処分して酸化ストレスを軽減する機構である「マイトファジー」が
SIRT1 により活性化し、細胞内酸化ストレス軽減をもたらすことを突き止めた。本研究の目的
は、SIRT1 がマイトファジーを活性化するメカニズムや、筋ジストロフィー骨格筋におけるマ
イトファジー障害と SIRT1 の関与を明らかにして、SIRT1 によるマイトファジー活性化を介し
た新規骨格筋治療の開発を目指すことである。 
 
３． 研究の方法 
 我々は、骨格筋における SIRT1 のマイトファジー活性化メカニズムを明らかとするため、当
研究室で確立した骨格筋特異的 SIRT1 ノックアウトマウス（SIRT1MKO）と C2C12 筋芽細胞を実
験に用いた。また、筋ジストロフィー骨格筋におけるマイトファジーと SIRT1 の関係を明らか
とするために、Duchenne 型筋ジストロフィーのモデルである mdx マウスを用いて評価した。 
 
（1） 野生型マウス（WT）と SIRT1MKO マウスに 48 時間の絶食をおこなった後に骨格筋を採
取してウエスタンブロットを行いSIRT1がオートファジー/マイトファジーの調節に関
与するのかを解析した。 

（2） 定量 PCR を用いて（１）で採取した骨格筋を解析し、オートファジー/マイトファジー
の実行因子の発現量を検討した。 

（3） C2C12 筋芽細胞の SIRT１をノックダウンした後、ミトコンドリア脱共益剤である CCCP
を処置してマイトファジーを誘導し、ウエスタンブロットを用いた解析を行って SIRT
１がマイトファジーの制御に関与しているのか検討した。 

（4） Duchenne 型筋ジストロフィーモデルである mdx マウスから骨格筋を採取して
Long-range PCR を行い、マイトファジーの抑制に伴う障害ミトコンドリアの蓄積を評
価した。 
 



４． 研究成果 
 
（1）絶食をおこなっていない群において、オートファ
ジー活性化の指標でオートファゴソームの形成
に関与する LC3-II の蛋白量が、WT と比較して
SIRT1MKO で増加することが示された。一方で、絶
食により誘導される LC3-II の蛋白量は、WT と
SIRT1MKO の間で差が見られなかった（右図）。こ
のことから、SIRT1 はオートファジーの後期段階
で見られるオートファゴソームとライソソーム
の融合を制御する可能性が示された。 
 

（2）定量 PCR を用いた解析において、SIRT1MKO の骨格筋では WT と比較して、絶食で誘導され
るオートファジー実行
因子であるAtg5の発現
とマイトファジー実行
因子である BCL2L13 の
発現が減少していた
（右図 A,B）。この結果
から SIRT1 が骨格筋に
おいてマイトファジー
制御に関与することが
示された。 

 
（3）SIRT1 をノックダウンした C2C12 筋芽細胞に CCCP を処置してマイトファジーの誘導を確
認した。コントロール群と比較して SIRT1 をノックダウンした群で、マイトファジー誘導
の指標であるリン酸化ユビキチンが CCCP 処置により増加した（下図 A）。SIRT1 ノックダ
ウン群でコントロールと比較して、オートファゴソーム形成に関わる LC3-II の発現が
CCCP 処置により増加しているにも関わらず（下図 B）、ミトコンドリア蛋白である SDHA は
コントロール群と同等に残存していた（下図 C）。このことから、SIRT1 はマイトファジー
の際に、オートファゴソームで隔離されたミトコンドリアとライソソームの融合に関与す
ると考えられた。 

 

（4）mdx マウス骨格筋において、障害ミトコンドリアの指標の一つであるミトコンドリア DNA
の欠失を long-range PCR を用いて解析した。mdx マウスの骨格筋では WTのマウスと比べ
て、ミトコンドリア DNA に欠失をもつ障害ミトコンドリアが多く存在することが示された
（下図）。この結果から、mdx マウスの骨格筋ではミトコンドリアのクリアランスが減弱
していることが示された。 

 
 本研究の結果から、SIRT1 活性化を介したマイトファジーの促進が筋ジストロフィーの治療
標的となる可能性が示された。今後は、mdx マウスの骨格筋においてオートファジーの実行因
子の遺伝子発現がどのように SIRT1 に制御されているのか検討する。さらに mdx マウスの骨格
筋で活性化しているオートファジー阻害因子である mTOR が、どのように SIRT1 で制御されてい
るのか詳細なメカニズムを明らかとしたい。  
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