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研究成果の概要（和文）：クリノローテーションは、アコニターゼ活性を阻害するとともに、ユビキチン・プロ
テアソーム系タンパク質分解経路を亢進させた。NAC処理は、この阻害されたアコニターゼ活性を回復し、ユビ
キチン・プロテアソーム系タンパク質分解経路を抑制した。さらに、NAC処理は、クリノローテーションで増加
するミトコンドリアの分裂を抑制した。
次に、2週間の尾部懸垂に供したマウスに0.3％のNAC液を飲水させ、筋委縮の抑制効果を調べた。NAC液を飲水し
たマウスの後肢筋は、水を飲水した群と比較して、有意に筋萎縮とが抑制された。アコニターゼは、萎縮筋内に
蓄積する酸化ストレスのターゲット酵素の可能性が高いと考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the effect of oxidative stress on aconitase 
activity. Clinorotation inhibited aconitase activity and enhanced the ubiquitin-proteasome system 
proteolytic pathway. N-Acetylcysteine (NAC) treatment restored this inhibited aconitase activity and
 suppressed the ubiquitin-proteasome-based proteolytic pathway. In addition, NAC treatment 
suppressed mitochondrial division, which is increased by clinorotation. Next, mice subjected to tail
 suspension for 2 weeks were allowed to drink 0.3% NAC solution, and the effect of suppressing 
muscle atrophy was examined. The hind limb muscles of the mice that drank the NAC solution had 
significantly suppressed muscle atrophy as compared with the group that drank the water. In 
addition, the aconitase activity in the muscle was also restored by NAC administration. 
Based on these results, it was considered that aconitase in the TCA cycle is likely to be a target 
enzyme for oxidative stress induced by disuse muscle atrophy.

研究分野： 栄養生理学

キーワード： ロコモティブシンドローム　筋萎縮　ミトコンドリア　MAM　アコニターゼ　抗酸化栄養素

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ロコモティブ症候群とメタボリック症候群をオルガネラ連関の観点からとらえた研究は、本研究が初めてであっ
た。本研究により、“不活動による筋萎縮も高血糖による筋萎縮もミトコンドリアと小胞体のオルガネラ連関
(MAM構造)の破綻に起因したミトコンドリア代謝異常、とくにMAM構造の破綻から生じる酸化ストレスによるアコ
ニターゼの活性低下である”という新しい概念を提唱できた。その成果は、機械的ストレスやエネルギー代謝異
常の感知機構(メカノセンサーやエネルギーセンサー)の解明にとどまらず、抗酸化栄養素の持続的な投与による
筋萎縮の治療に合目的な証拠を与えることができた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ロコモティブ症候群を来したヒ

トは、運動機能が低下して(運動不

足となり)メタボリック症候群を

来しやすい(Yoshimura N et al. 

Mod Rheumatol 2017)。従来、その

病態は運動不足により余ったエネ

ルギーが内蔵に脂質として蓄積す

る(内臓肥満)ためと考えられてき

た。それでは、運動していない筋

肉が、どのようにエネルギーが必

要でないことを知るのであろう

か？逆に、肥満において骨格筋は

なぜ萎縮しやすいのだろうか？そ

の根本的な病態はまだ全く解明さ

れていない。そこで、本研究では

その病態を MAM の破綻から生じる酸化ストレスにあることを見出した(図 1)。 
２．研究の目的 

日本は超高齢化社会を迎えており、それに伴う問題が顕在化している。寝たきりもそのう

ちの一つであり、医療費の増加や患者の生活の質を低下させる。また、宇宙開発も進んでお

り、宇宙での長期滞在が可能となっている。寝たきりや宇宙環境における、筋肉に機械的負

荷がかからない状態を Unloading 状態という。この Unloading 状態では、骨格筋の萎縮が

引き起こされる。これを廃用性筋萎縮といい、日本が抱えている問題を解決するためには、

廃用性筋萎縮の予防または治療法が必要となる。しかし、廃用性筋萎縮のメカニズムについ

ては未だ不明な点が多い。 

 筋肉は、合成と分解を絶えずおこなっており、筋萎縮はその均衡が崩れることによって引

き起こされる。Unloading 状態では、活性酸素種（Reactive oxygen species : ROS）の上昇

が Extracellular signal regulated kinase（ERK）のリン酸化を介してユビキチンリガーゼ

Casitas-b-lineage（Cbl-b）の発現上昇を誘導する。このCbl-bが Insulin Receptor substrate-

1（IRS-1）のユビキチン化によって筋タンパク質の維持に必要な Insulin-like growth factor-

1（IGF-1）シグナル経路を阻害することで、タンパク質の分解を亢進することがこれまで

に明らかにされている。またアコニターゼは、クエン酸回路を構成する酵素の一つで、クエ

ン酸をイソクエン酸に変換する脱水素反応を触媒している。アコニターゼ活性は、ROS に

よりアコニターゼの活性中心である鉄-硫黄クラスターから鉄が遊離することで低下する。

先行研究では、アコニターゼの発現低下により、遅筋型のミオシン重鎖タンパク質の減少が

認められた。しかし、アコニターゼ機能障害が筋萎縮にどのような影響を与えているかはい

まだ不明なままである。そのため本研究では、ROS によるアコニターゼ活性の阻害を抑制

し、筋萎縮を予防することを目的とした。N-acetylcysteine （NAC）は、抗酸化システイ

ン誘導体で、細胞内に取り込まれてジアセチル化され還元型グルタチオン（GSH）の前駆

体である L-システインになる。そして、NAC は直接的な抗酸化作用だけでなく GSH を細

胞内に供給することで、酸化ストレスによる細胞内酸化還元機能の異常を改善する 7。その

ためNAC は、ROS によるミトコンドリアの機能低下を改善したという報告も確認できた。



それ以外に NAC は、慢性気管支炎や肺疾患の治療薬や解熱鎮痛薬（アセトアミノフェン）

の解毒剤としても知られている。 

以上のことから、強力な抗酸化作用を示す NAC を用いてアコニターゼ活性低下の抑制と

筋萎縮の予防効果を検討することにした。 
３．研究の方法 
(１) 細胞培養 

 マウスヒラメ筋由来の Sol8 筋芽細胞を、20％ウシ胎児血清、1%L-Glutamic Acid を含む

DMEM 増殖培地を用いて 37℃、5%CO2 環境下で培養した。100%コンフルエントまで培養した

後、2%ウマ血清（Gibco）、1%L-Glutamic Acid を含む DMEM にて培養し、筋管細胞へと分化

させた。分化細胞は 2 日間に 1 回培地交換をおこなった。分化誘導 4 日目の筋管細胞を、

3D-クリノスタット装置（AES 製、筑波）を用いて模擬微小重力環境に 1-72 時間供した。

Sedentary は同じインキュベーター内で静置培養した細胞を用いた。クリノローテション中

NAC 処理群には、クリノローテション開始 3時間前に 2mM の NAC を付加した。 

(２) 動物実験 

 本研究は、徳島大学動物実験委員会の承認を受けて「動物の愛護及び管理に関する法律に

則り飼育・研究をおこなった。本研究では日本 SLC から購入した 10 週齢雄性 C57BL/6J マ

ウスを 2 週間、オートクレーブした蒸留水に 0.3%の N-Acetyl-L-cysteine (NAC)希釈液を

飲水させ馴化させた。その後、マウスの尻尾をサージカルテープで巻き、後肢が宙吊りにな

る高さで飼育カゴの天井にクリップで固定した。尾部懸垂中も NAC 群には、0.3%NAC 希釈液

を飲水させた。0、3、5、7、14 日間の尾部懸垂後、前脛骨筋（Tibialis anterior muscle: 

TA）、長趾伸筋（Extensor digitorum longus muscle: EDL）、ヒラメ筋（Soleus muscle: 

SOL）、腓腹筋（Gastrocnemius muscle: GA）を回収し、それぞれの両足の筋質重量を測定し

た。測定後、尾部懸垂を 14 日間おこなった左脚の SOL は凍結切片作製に、各群 5-6 サンプ

ルの SOL をアコニターゼ活性の定量に、それ以外の筋肉は Lysis buffer に溶解しウエスタ

ンブロット及び CBB 染色を用いたミオシン分離ゲルに使用した。 

(３) アコニターゼ活性測定 

 分化誘導 5日目の Sol8 筋管細胞およびクリノローテーションに 0、1、3、6、12 時間供し

た細胞を Lysis Buffer で回収した。また、尾部懸垂を 0、3、5、7、14 日おこなったマウス

の SOL を採取し、Lysis Buffer を加え BE ADS CRUSHER μT-12（TAITEC）で 3200 回転/ min

破砕した。その後、Aconitase Assay Kit（abcam）を用いてアコニターゼを定量した。 

(４) ACO2 ノックダウン 

 jetPRIME（Polypuls transfextion）または Lipofecctamine® RNAiMAX Reagent（Thermo 

Fisher Scientific）を用いて終濃度が50nMになるようACO2に対するACO2 siRNAとcontrol

のための Negative control siRNA（Thermo Fisher Scientific）を transfection した。 

４．研究成果 

（１）宇宙フライトでは、ミトコンドリアの断片化と TCA 回路の代謝異常がみられた。 

mtRed遺伝子をトランスフェクションしたL6細胞を地上と宇宙環境で培養した。その後、

光学顕微鏡を用いて培養した細胞の観察をした（Scale = 50µm）。結果、地上で培養した L

６細胞と比較して、宇宙環境で無重力に晒された細胞では分裂が増進したミトコンドリア

が観察された。 

L6 細胞に IGF-1（インスリン様成長因子 1）を処理し、宇宙環境で生育した。その後、メ

タボロミクス解析を使用して ATP、乳酸（Lactic acid）、シスアコニット酸（Cis-aconitic 



acid）を計測した。ATP は、1G 群において IGF-1 処理で有意に上昇したが、μG群において

有意な上昇はみられなかった。一方で乳酸は、1G群で有意な差がみられなかったが、μG群

では、IGF-1 処理をすることで有意に上昇した。さらにシスアコニット酸も同様に、1G群で

有意な差がみられなかったのに対してμG群では、IGF-1 処理をすることで有意に上昇した。

以上のことから宇宙フライトでは、ミトコンドリアの断片化と TCA 回路に関係する代謝の

変化がみられた。 

(２) クリノローテーション中の NAC 処理は、アコニターゼ活性低下やミトコンドリアの

断片化を抑制した。 

 3D-clinorotator を用いて Sol8 筋細胞に模擬微小重力を負荷した。その後、グルタチオ

ン定量キットによる酸化ストレスの定量をおこなった。0時間と 1時間で有意な差はみられ

なかったが、3時間で酸化ストレスの有意な上昇が確認できた。 

 模擬微小重力を負荷する際に、NAC 処理した細胞のアコニターゼ活性を、アコニターゼ活

性キットで計測した。NAC 非投与群ではクリノローテーション開始から 1時間で有意にアコ

ニターゼ活性が低下したが、NAC 投与群では有意な低下がみられなかった。 

 Sol8 筋細胞に 1 時間の模擬微小重力を負荷して NAC 処理をおこない、ウエスタンブロッ

トでミトコンドリアの形態変化に関与する P-DRP1、MFN2、OPA1 を検出した。クリノローテ

ーション中 NAC 未処理群では、P-DRP1 の有意な上昇がみられたが、クリノローテーション

中 NAC 処理群では有意な上昇がみられなかった。一方で MFN2 と OPA1 には、クリノローテ

ーションや NAC 処理による影響はみられなかった。以上のことから、NAC 処理はアコニター

ゼ活性の低下とミトコンドリアの断片化を抑制する可能性が示唆された。 

（３） クリノローテーション中の NAC 処理は、タンパク質分解やミオシンのタイプ変化を

抑制した。 

 Sol8 筋細胞に NAC 処理をおこない 72時間のクリノローテーション後に、タンパク質分解

に関係する P-Foxo3a、MAFbx（Atrogin-1）、MuRF1、Cbl-b、LC3bⅡ、SQSTM1（p62）をウエス

タンブロットで検出した。酸化ストレスに応答する転写因子である P-Foxo3a は、静置培養

群とクリノローテーション群を比較して有意な低下がみられ、NAC 処理クリノローテーショ

ン群では低下が抑制された。次にタンパク質の分解マーカーである MAFbx、MuRF1、Cbl-b を

検出した。MAFbx は、クリノローテーション群で有意に上昇したが、NAC 処理クリノローテ

ーション群で有意な差はみられなかった。MuRF1 は、地上群、クリノローテーション群、NAC

処理クリノローテーション群の全てで有意な差はみられなかった。Cbl-b は、クリノローテ

ーションにより有意に上昇したが NAC 処理クリノローテーション群で有意な差はみられな

かった。オートファジーのマーカーである LC3B は、クリノローテーション群で有意に上昇

したが、NAC 処理クリノローテーション群で有意な差はみられなかった。オートファジーの

抑制マーカーである SQSTM1 は、クリノローテーション群で有意に低下したが、NAC 処理ク

リノローテーション群で有意な差はみられなかった。 

 72 時間の模擬微小重力を負荷した Sol8 細胞に NAC 処理をおこない、ミオシンのタイプ変

化をウエスタンブロットで検出した。MyHCⅠは、静置培養群と比較してクリノローテーショ

ン群で有意に低下したが、NAC 処理クリノローテーション群で有意な差はみられなかった。

MyHCⅡa は、静置培養群と比較してクリノローテーション群で有意に低下したが、NAC 処理

クリノローテーション群で低下が抑制された。MyHCⅡbは、クリノローテーション群と NAC

処理クリノローテーション群の双方で有意に低下した。MyHCⅡxでは、３群間で有意な差は

みられなかった。以上のことから、NAC 処理をすることでタンパク質分解が抑制され、同時



にミオシンの速筋化も抑制される可能性が示唆された。 

（４）ACO2 ノックダウンは、速筋を増加させた。 

 フラックスアナライザーを用いて、siACO2 処理で ACO2 をノックダウンした Sol8 筋細胞

の酸素消費速度を定量した結果、siACO2 処理群で有意な低下がみられた。siACO2 処理をし

たサンプルの MyHC と ACO2 をウエスタンブロットで検出した。siACO2 処理により、ACO2 は

有意に低下した。MyHCⅡxと MyHCⅡbは、siACO2 処理をした群で有意に増加した。以上のこ

とから、ACO2 の欠損は、ミオシンのタイプ変化を誘導する可能性が示唆された。 

(５) 尾部懸垂による筋萎縮では、筋中のアコニターゼ活性が低下していた。 

マウスに尾部懸垂による後肢免荷をおこない、前脛骨筋（TA）、長趾伸筋（EDL）、ヒラメ

筋（SOL）、腓腹筋（GA）筋重量を計測した。尾部懸垂により筋萎縮が誘導され、SOL で最も

萎縮が進み尾部懸垂 5日目で有意に減少した。 

 筋重量の減少が顕著だった SOL を用いてアコニターゼ活性を計測した。SOL のアコニター

ゼ活性は 5日目で有意に低下し、7日目で最も減少がみられた。以上のことから、尾部懸垂

は SOL の筋重量を減少させ、SOL 中のアコニターゼ活性を低下させる可能性が示唆された。 

(６) 短期の尾部懸垂中 NAC 飲水群は、タンパク質の分解マーカー増加を抑制していた。 

 0.3%の NAC 希釈液を尾部懸垂中のマウスに飲水させ筋萎縮の抑制効果を検討した。５日

間尾部懸垂マウスを用いて、タンパク質分解マーカーである MAFbx、MuRF1、Cbl-b をウエス

タンブロットで検出した。NAC非飲水群は、地上群と比較してMAFbxが有意に増加していた。

一方で、尾部懸垂中 NAC 飲水群は地上 NAC 飲水群と比較して有意な差はみられなかった。

MuRF1 は、地上 NAC 非飲水群と尾部懸垂中 NAC 非飲水群で有意な差はみられなかったが、尾

部懸垂中NAC飲水群は、尾部懸垂中NAC非飲水群と比較して有意に低下していた。Cbl-bは、

尾部懸垂中 NAC 飲水群と地上 NAC 飲水群と比較して有意差がみられた。 

 ５日間尾部懸垂マウスを用いて、MyHC のタイプ変化をウエスタンブロットで確認した。

全ての群間で MyHC fast の有意な差はみられなかった。一方、地上 NAC 飲水群と比較して

尾部懸垂 NAC 飲水群では、MyHC slow の有意な増加がみられた。 

(７) 長期の尾部懸垂中 NAC 飲水群は、アコニターゼ活性の低下やグルクロン化活性の亢

進を改善し、筋萎縮を予防した。 

 14 日間尾部懸垂中 NAC 非飲水群では筋重量が-33.5%だったのに対して、NAC 飲水群では-

24.7%となり筋萎縮が有意に抑制された。一方、NAC 非飲水群と NAC 飲水群では、尾部懸垂

14 日後に SOL の筋横断面積に有意な差はみられなかった。尾部懸垂 14 日間中に NAC 希釈液

を飲水させたマウスの SOL を用いて、MyHC のタイプ変化を CBB 染色を用いたミオシン分離

ゲルで検討した。尾部懸垂中 NAC 非飲水群では、MyHCⅡa と MyHCⅡbが有意に増加した。一

方で、尾部懸垂中に NAC を飲水した群では、MyHCⅡa に有意な増加はみられたが、MyHCⅡb

に有意な差はみられなかった。 

 尾部懸垂によりヒラメ筋のアコニターゼ活性が有意に減少した。一方で、NAC 飲水により

尾部懸垂によるアコニターゼ活性の減少を抑制した。 

 カルボニル化活性キットを使用して、尾部懸垂中に NAC 希釈液を飲水することでタンパ

ク質のカルボニル化(変性)への影響を検討した。尾部懸垂中 NAC 非飲水群は地上 NAC 非飲

水群と比較して、カルボニル化活性が有意に増加していた。一方、尾部懸垂中 NAC 飲水群

は、尾部懸垂によるカルボニル化活性の上昇を有意に抑制した。有意な差はみられなかった。 
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