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研究成果の概要（和文）：筋萎縮は細胞内蛋白質分解が活性化することにより起こると考えられている。研究代表者ら
は、遅筋（ヒラメ筋）の除神経萎縮にミトコンドリアの品質管理機構として働くParkin介在性マイトファジーが関わっ
ていることを見出した。除神経手術を施したオートファジー不能マウスやParkin欠損マウスの遅筋では、筋萎縮の遅延
、ミトコンドリア機能の低下、酸化ストレスの亢進が認められた。またこれらのマウスの除神経遅筋ではポリユビキチ
ン化蛋白質の蓄積が起こっており、野生型マウス遅筋で認められる除神経による転写因子NFE2L1の核移行を介したプロ
テアソーム活性化が認められないことが分かった。

研究成果の概要（英文）：Skeletal muscle atrophy is thought to result from hyperactivation of 
intracellular protein degradation pathways, including autophagy and the ubiquitin&#8211;proteasome 
system. However, the precise contributions of these pathways to muscle atrophy are unclear. Here, we 
found that Parkin-mediated mitochondrial autophagy (mitophagy) deficiency in denervated slow-twitch 
soleus muscles delayed skeletal muscle atrophy, reduced mitochondrial activity, and induced oxidative 
stress. In both autophagy-deficient and Parkin KO soleus muscles, denervation caused the accumulation of 
polyubiquitinated proteins. Denervation induced proteasomal activation via NFE2L1 nuclear translocation 
in control mice, whereas it had little effect in autophagy-deficient and Parkin KO mice. These results 
suggest that Parkin-mediated mitophagy plays an essential role in the activation of proteasomes during 
denervation atrophy in slow-twitch muscles.

研究分野：細胞生物学
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１． 研究開始当初の背景 
 
 骨折などにより四肢をギブス固定すると、
ギブスで固定された部位の骨格筋が萎縮し、
故障前の状態まで回復するのに長い時間を
要する。同様に、寝たきり状態、宇宙空間に
滞在するなど、負荷がかかりにくい状態にお
かれると、骨格筋は萎縮を起こす。骨格筋量
は筋タンパク質の同化と異化の平衡により
維持されているが、筋萎縮の状態ではタンパ
ク質合成が低下し、分解が亢進する。細胞内
のタンパク質分解経路にはユビキチン-プロ
テアソーム系とオートファジー-リソソーム
系の二種類が大きく寄与している。ユビキチ
ン-プロテアソーム系は 3種の酵素、ユビキチ
ン活性化酵素(E1)、ユビキチン結合酵素(E2)、
ユビキチン転移酵素(E3)の働きによってポリ
ユビキチン化されたタンパク質をプロテア
ーゼ複合体であるプロテアソームが特異的
に分解する経路である。一方のオートファジ
ー-リソソーム系は、隔離膜と呼ばれる膜が細
胞膜成分、ミトコンドリアなどのオルガネラ
を取り囲み、オートファゴソームという二重
膜構造を形成することで始まり、オートファ
ゴソームがリソソームと融合することで、取
り込まれた内部の分子やオルガネラを分解
する経路である。一部例外はあるが、ユビキ
チン-プロテアソーム系はより選択的な分解
経路であり、オートファジー-リソソーム系は
より非選択的な分解経路である。筋萎縮状態
の筋肉では、筋肉特異的ユビキチン転移酵素
(E3)である atrogin-1/MAFbx、MuRF1の発
現が亢進する。またこれらの E3 のノックア
ウトマウスは筋萎縮に対して完全ではない
が、部分的に耐性を示すことが報告されてい
る。 
 研究代表者は、座骨神経切除手術を施した
マウスを筋萎縮のモデルとして、後肢の筋萎
縮におけるオートファジーの寄与について
解析している。その過程で、対照群のヒラメ
筋で有意に筋萎縮が認められる除神経後 7日
目において、筋肉特異的オートファジー不能
マウスのヒラメ筋では萎縮が寛解すること
を見出した。研究代表者は、萎縮が寛解して
いる除神経したオートファジー不能マウス
のヒラメ筋において、ミトコンドリア呼吸鎖
複合体 III 活性の低下、活性酸素種の蓄積、
さらにミトコンドリアに Parkin が蓄積する
ことを見出した。Parkinは若年性 Parkinソ
ン病原因遺伝子 Park2 にコードされており、
膜電位を失った異常ミトコンドリアに局在
し、選択的ミトコンドリアオートファジー
（マイトファジー）に関わる。Parkin欠損マ
ウスにおいても、オートファジー不能マウス
の結果と同様に除神経ヒラメ筋の萎縮寛解
が認められたことから、ヒラメ筋の除神経萎
縮にはオートファジーそのものというより
も Parkin 介在性マイトファジーが関わって
いることが示唆される。以上のことから、研
究代表者はミトコンドリアの質的制御が筋

萎縮に密接に関わっていると考えており、そ
の分子機構の解明を目指す。 
 
２．研究の目的 
 
 Parkin介在性マイトファジーは、ミトコン
ドリアの質的制御に重要だと考えられてい
る機構なので、骨格筋特異的オートファジー
不能マウスのヒラメ筋の除神経萎縮過程に
おいて観察される Parkin の局在したミトコ
ンドリアは、質の低下したものだと考えられ
る。また、除神経手術を施していないオート
ファジー不能マウスや Parkin 欠損マウスの
ヒラメ筋において、筋肥大の表現形は見られ
ないことから、除神経によって、質の低下し
たミトコンドリアの出現が惹起されている
事が示唆される。では①「筋萎縮過程ではど
のようにしてミトコンドリアの質の低下が
起こるのか？」また②「質の低下したミトコ
ンドリアが蓄積すると何故筋萎縮が起こら
ないのか？」これらの疑問に答えを出すため
に、これらの現象の分子メカニズムを明らか
にすることを目的に研究を行った。 
 
３．研究の方法 
 
（１）マウス 
 条件付きAtg7欠損(Atg7Flox/Flox)マウス
と Tamoxifen 誘 導 型 骨 格 筋 特 異 的
Cre(HSA-Cre-ERT2)トランスジェニックマウ
スをかけ合わせ、骨格筋特異的オートファジ
ー不能(Atg7Flox/Flox: HAS-Cre-ERT2)マウ
スを作成した。このマウスは Tamoxifen を注
射することで、骨格筋特異的にオートファジ
ー経路に必須な遺伝子 Atg7 を欠損させるこ
とが出来る。骨格筋特異的オートファジー不
能マウス、Parkin 欠損マウスおよび野生型マ
ウスの左下肢の座骨神経切除手術を行い、脹
脛の筋肉の萎縮を解析した。 
（２）形態学的、組織化学的解析 
 除神経したマウスより脹脛の筋肉をサン
プリングし、凍結切片を作成し、ヘマトキシ
リン−エオジン染色、コハク酸脱水素酵素
（SDH）染色、チトクローム c酸化酵素（Cox）
染色、および各種免疫染色に供した。 
 また、ヒラメ筋の電子顕微鏡写真撮影は花
市電子顕微鏡技術研究所に依頼した。 
（３）生化学的解析 
 各筋肉をホモジナイズし、SDS-PAGE および
各種抗体を用いたウェスタンブロッティン
グに供した。また、ミトコンドリア画分およ
び核抽出画分を調整し、同様にウェスタンブ
ロッティングを行った。また筋ホモジネート
を蛍光基質を用いた in vitro におけるプロ
テアソーム活性測定に供した。 
（４）定量 PCR 
 ヒラメ筋から RNA を抽出し、逆転写により
cDNA を調整した。各種遺伝子に特異的なプラ
イマーを用いて、定量的リアルタイム PCR に
供し、それらの発現レベルを測定した。また、



ヒラメ筋から DNA を調整し、ミトコンドリア
DNA に特異的なプライマーを用いて、ミトコ
ンドリア DNA のコピー数を測定した。 
（５）培養細胞 
マウス筋芽細胞セルラインであるC2C12細胞
をミトコンドリア呼吸鎖阻害剤、酸化ストレ
ス条件下で培養した。セルライセートおよび
核抽出画分を調整し、ウェスタンブロッティ
ングに供すとともに RNAを調整し定量 PCRに
供した。 
 
４．研究成果 
 
 野生型マウスと比較して除神経による萎
縮が遅延しているオートファジー不能マウ
スおよび Parkin 欠損マウスの除神経ヒラメ
筋では、ミトコンドリア呼吸鎖複合体の活性
の低下および酸化ストレスマーカーの亢進
が認められることから、筋肉中に異常ミトコ
ンドリアが蓄積していることが示唆された。
異常ミトコンドリアの蓄積が筋萎縮抑制機
構を明らかにするために、筋肥大に関わる分
子ミオスタチンおよびミオスタチンレセプ
ターの発現量、タンパク質合成に関わる分子
の活性化、筋萎縮に関わるユビキチンリガー
ゼ Atrogin-1、MuRF-1 の発現について野生型
マウスと両ノックアウトマウスの除神経ヒ
ラメ筋において検討を行ったが、有意な差は
見いだせなかった。しかしながら、除神経し
たオートファジー不能マウスおよび Parkin
欠損マウスのヒラメ筋においてポリユビキ
チン化タンパク質の蓄積が野生型マウスに
較べ有意に亢進していることが分かった。ヒ
ラメ筋ホモジネートを用い、in vitro におけ
るプロテアソーム活性を測定したところ、野
生型マウスでは除神経によってプロテアソ
ーム活性の上昇が認められるのに対し、ノッ
クアウトマウスのヒラメ筋では同様の活性
上昇は認められなかった。 
 プロテアソームを構成するサブユニット
群の発現を検討したところ、20S プロテアソ
ームのサブユニットが野生型マウスヒラメ
筋において KOマウスと較べて有意に mRNA レ
ベルおよびタンパク質レベルで発現上昇し
ていることが明らかとなった。プロテアソー
ム阻害剤 Bortezomib の投与により、野生型
マウスにおいて、有意に除神経によるヒラメ
筋萎縮が抑制された。またノックアウトマウ
スのヒラメ筋では Bortezomib の効果は認め
られなかった。プロテアソームサブユニット
の発現には転写因子 NFE2L1 の関与が報告さ
れている。NFE2L1 は、通常小胞体膜タンパク
質として存在し、絶えず ERAD を介してプロ
テアソームによる分解を受けている。プロテ
アソーム活性が抑制される条件下などにお
いて、NFE2L1 は核内に移行しプロテアソーム
サブユニット群を含む標的遺伝子の転写を
亢進する。ヒラメ筋核抽出画分において、核
内 NFE2L1 レベルを検討したところ、野生型
マウスヒラメ筋においては、除神経によって

核内 NFE2L1 レベルの上昇が観察されたが、
ノックアウトマウスでは除神経による
NFE2L1 レベルに変化は認められなかった。 
 MG-132 処理により NFE2L1 を介したプロテ
アソームサブユニットの発現を亢進させた
C2C12 マウス筋芽細胞に、ミトコンドリア脱
共役剤 CCCP を添加したところ、有意にプロ
テアソームサブユニットの発現が抑制され、
NFE2L1 の核移行の抑制が認められた。また電
子伝達系の複合体 I 阻害剤であるロテノン、
複合体IIIの阻害剤であるアンチマイシン処
理によっても同様に NFE2L1 の核移行および
プロテアソームサブユニットの発現の抑制
が認められた。ロテノンおよびアンチマイシ
ン処理は活性酸素種の産生を増加させるこ
とが知られているため、抗酸化剤である N-
アセチルシステイン処理を行ったところ、
CCCP、ロテノン、アンチマイシンによる阻害
効果を打ち消す作用が認められた。さらに過
酸化水素処理によっても NFE2L1 の核移行お
よびプロテアソームサブユニットの発現の
抑制が認められたことから、異常ミトコンド
リアの産生する活性酸素種によって NFE2L1
の核移行が阻害されることが明らかとなっ
た。 
 上記の結果から、除神経によって出現する
異常ミトコンドリアとはミトコンドリア膜
電位の低下したミトコンドリアであること
が示唆される。そこで、ミトコンドリア膜電
位への関与が報告されている分子について
除神経による発現変動が見られるかどうか
検討した。呼吸鎖複合体のサブユニット群の
発現、骨格筋ミトコンドリア膜電位へ影響を
与える UCP-2、UCP-3、MitoNEET の発現につ
いて除神経による有意な変化は認められな
かった。 
 以上のことから、除神経ヒラメ筋では、未
知の経路を介したミトコンドリア膜電位の
低下が起こる。野生型マウスではそのような
異常ミトコンドリアは Parkin 介在性マイト
ファジーによって速やかに分解されるが、
Parkin 介在性マイトファジーを起こせない
オートファジー不能マウス、Parkin 欠損マウ
スのヒラメ筋では異常ミトコンドリアの蓄
積が起こり、活性酸素種が産生される。除神
経はまた NFE2L1 の核移行を介したプロテア
ソーム活性化を引き起こすが、Parkin 介在性
マイトファジーを行えないオートファジー
不能マウスおよび Parkin 欠損マウスヒラメ
筋においては活性酸素種によって NFE2L1 の
核移行が阻害され、プロテアソームの活性化
が起こらず、萎縮の遅延が起こると考えられ
る。 
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