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Abstract

　Calorie restriction (CR) extends lifespans in a wide variety of species. CR induces an increase in the NAD+/

NADH ratio in cells and results in activation of SIRT1 , an NAD+-dependent protein deacetylase that is thought to 

be a metabolic master switch linked to the modulation of lifespans. CR also affects the expression of peroxisome 

proliferator-activated receptors (PPARs). The three subtypes, PPARα, PPARγ, and PPARβ/δ, are expressed in 

multiple organs. It has been suggested that PPARs mediate the effects of CR and that PPARs and CR activate the 

same signaling pathways to prolong lifespan. CR enhances the expressions of PPARs and SIRT1 . However, it is 

not known whether or how an increase in NAD+ in the salvage pathway under CR can directly enhance the 

expressions of PPARs and SIRT1 . In this study, we investigated how the NAD+ metabolic system is involved in 

controlling the expression of SIRT1 and PPARs under CR, by using CR mice and C2C12 myotubes. The NAD+ 

levels increased with increasing expression of nicotinamide phoshoribosyltransferase (NAMPT) in the NAD+ 

salvage pathway in skeletal muscle of mice under exercise. Treatment of C2C12 myotubes with AICAR, a NAD+ 

salvage pathway activator, showed that the mRNA expression of SIRT1 and PPARβ can be enhanced but that of 

PPARα is not. The cell experiments using PPARβ agonist suggested that PPARβ is a key molecule located 

upstream from SIRT1 , and has a role in regulating SIRT1 gene expression in skeletal muscle of mouse under CR 

and Exercise.
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【緒言】

　現在，日本では社会全体の高齢化や老人医療費の負担増加などが深刻な社会問題となっている。もし
多くの高齢者が肉体的・精神的に健康で，生産的老後（ProductiveAging）をおくることが可能になれば，
高齢化が加速する日本において，社会的に大きな変革をもたらすと考えられる。高齢者は複数の慢性的
な疾病を有していることが多く，これらの一つ一つに対して予防や治療を施していくと，患者の肉体的，
精神的，そして経済的負担は増大してしまう。ほとんどの高齢者の慢性的な疾患における重要なリスク
ファクターは老化であるため，老化・寿命研究がこれらの慢性疾患の予防につながる成果を生む可能性
は大きい。そのような状況の中，生活の質の低下を招く主要な老化関連疾患を対象として，その予防と
治療を目指した研究が数多くなされている。一方，エネルギーの摂取 /消費バランスの破綻や生体内での
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酸化ストレスの亢進といったメタボリックシンドロームのリスクファクターは，老化と密接な関係を有
している。この老化と代謝をつなぐ重要な制御因子となる可能性があるのが，寿命関連因子である。そ
のため，寿命関連因子を中心とした生体の情報伝達シグナルの解析がメタボリックシンドロームの成因
を解明するうえで，重要な鍵を握っていると考えられる。したがって，寿命関連因子に焦点を当てた研
究から得られる成果や情報に基づいた創薬は，メタボリックシンドロームの新たな予防や治療法の開発
につながるのではないかと推察できる。
　1930年代，カロリー制限に老化遅延・寿命延長効果があることが明らかとなって以来 1，カロリー制
限が老化関連疾患に有効であるとする報告が相次いでなされている 2 , 3。近年，酵母を用いた研究から
Sir2タンパク質が老化・寿命の制御に関わる重要な因子であるとの報告がなされた 4。その後の研究で哺
乳類における Sir 2ホモログとして SIRT 1～7が同定され，Sirtuinファミリーを形成していることが明ら
かとなった 5 -7。これらのうち，酵母Sir2と最も相同性の高いタンパク質が SIRT1である。カロリー制限
がもたらす老化遅延・寿命延長効果の中心的分子と考えられる SIRT1を含めた Sirtuinファミリーに関す
る数多くの研究成果が報告されているため8-10，これらをターゲットとした薬剤の開発が期待されている。
また，カロリー制限にはメタボリックドミノ進展抑制効果があることも報告されているため 11，SIRT 1

は老化と代謝をつなぐ重要な制御因子となりうるものと考えられる。
　一方，さまざまな生体応答においてNAD+が重要な役割を果たしていることはよく知られている
が 12 , 13，このNAD+依存的に働く脱アセチル化酵素が寿命関連因子の一つである SIRT 1である 14。
SIRT 1は，ヒストンの脱アセチル化により遺伝子のサイレシング，いわゆるエピジェネティックな遺伝
子制御に関与している一方で，ヒストン以外の様々なタンパク質を直接脱アセチル化し，その活性や機
能を制御・統括しているとされている。SIRT 1により脱アセチル化を受ける主な因子としては，ヒスト
ンのようなヌクレオソーム構成タンパク質や，NF-κB，PGC-1α，p53，FOXOなどの転写因子が挙げら
れるが，LKB1などのリン酸化酵素が SIRT1のターゲットとなる例も報告されている 15 -19。
　このように，NAD+代謝系によって制御されている SIRT1が老化と代謝をつなぐ因子として注目され，
そのターゲットとなる転写因子も数多く報告されているが，SIRT 1の発現制御に関する分子メカニズム
には不明な点が多く残されている。そこで，本研究では，カロリー制限による SIRT 1の発現制御機構を
解明し，老化関連疾患の予防・治療薬の開発に端緒を開くべく実験を行った。

１．生体のエネルギー代謝に及ぼすカロリー制限の影響

　カロリー制限や SIRT 1の活性化剤であるレスベラトロールが肥満の改善に効果があるとの報告がなさ
れている。そこで，生体に及ぼすカロリー制限の影響について，エネルギー代謝に焦点を当てて検討を行っ
た。本研究ではマウスを用い，普通食を自由摂食させた対照（ND）群，平日隔日給餌法によるカロリー
制限（CR）群，高脂肪食負荷による肥満モデル（HF）群，高脂肪食負荷後に普通食に切り替えた（HF/

ND）群および高脂肪食負荷後にカロリー制限に切り替えた（HF/CR）群について比較検討を行った。
　マウスの体重変動に及ぼす食餌の影響について検討を行った結果，ND群と比較し，CR群では明らか
に体重増加が抑制されていた。一方，HF群では有意な体重増加が認められたが，途中から普通食や隔日
給餌に切り替えたHF/ND群とHF/CR群では，HF群に比べ，どちらも脂肪肝の改善と体重の有意な減少
が認められた。これらの群では体重の減少に伴い，HF/ND群では肝臓および腎臓周辺の，HF/CR群では
肝臓や腎臓周辺に加え睾丸周辺の脂肪組織量にも明らかな減少が認められた。HF群で高い値を示してい
た血中のトリグリセリドおよびコレステロール濃度も，カロリー制限により改善された。また，血糖値
と血中インスリン濃度は，ND群に比べHF群ではどちらも高い値を示した。グルコース負荷試験の結果
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も考慮すると，HF群ではインスリン抵抗性が増大しているものと推察された。HF/NDおよびHF/CR群
では，HF群で高かった血糖値とインスリン濃度の低下が認められたことから，摂取カロリーの低下によっ
てインスリン抵抗性が改善され，糖の利用が亢進しているものと考えられた。
　前記方法で飼育したマウスの自発運動量について測定を行った。その結果，カロリー制限（CR群）に
よりND群に比べ，有意な自発運動量の亢進が起こること，さらに，肥満（HF群）で減少した自発運動
量がカロリー制限を行う（HF/CR群）ことで亢進することも明らかとなった（Fig.1）。この運動量の亢進
は，マウスの活動期である暗期においてのみ観察された。これらの結果は，カロリー制限による運動量
の亢進が，体内の脂質および糖の利用を亢める一因となっている可能性が高いことを示唆している。
　酸化ストレスの亢進も肥満や老化と関連しているとされていることから，各群マウスの酸化ストレス
の指標である血中ヒドロペルオキシド量を測定し，酸化ストレス度について検討を行った。HF群で上昇
した酸化ストレスは，HF/ND群およびHF/CR群では有意に減少していたことから，カロリー制限を行う
と体内の酸化ストレスが改善されることが示唆された。また，前項で示したように，カロリー制限によ
りマウスの自発運動量の亢進が観察されたことから，骨格筋におけるROS（活性酸素）産生量について
測定を行った。その結果，HF群で上昇したROS産生量が，HF/ND群およびHF/CR群では減少すること
が確認された。
　骨格筋における SIRT 1のタンパク量について検討を行ったところ，カロリー制限により骨格筋での
SIRT1のタンパク質レベルの上昇が認められた。NAD+濃度もカロリー制限により上昇していた。

２．生体のエネルギー代謝に及ぼす運動の影響

　エネルギー代謝はエネルギーの摂取と消費のバランスによって制御を受けているが，前節で示したよ
うに，エネルギーの摂取量を変えると，消費系である運動量に変化が認められた。前節に示したような
結果が，摂取カロリーの制限による効果なのか，あるいは運動量の亢進による効果なのかを明らかにす
るために，マウスを用いて体重，組織重量，血中ヒドロペルオキシド量および骨格筋における SIRT 1発
現とNAD+濃度に及ぼす強制運動の影響について検討した。これまでの実験と同じ条件で飼育した対照
（ND）群およびカロリー制限（CR）群に加え，自由摂食下で強制運動を行った（Ex）群，カロリー制限下
で強制運動を行った（CR+Ex）群について比較検討を加えた。
　CR群ではND群に比べ体重の増加が抑制されていたが，CR群とCR+Ex群間に大差はなく，運動だけ
では有意な体重変化は起こらないことが判った。また，肝臓および脂肪組織の重量は，カロリー制限によっ
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Fig.1 Calorie restriction increases spontaneous motor activity. Each value represents 

the mean ± S.E. of three mice. *P<0.05, ***P<0.005. 

 

 

 

Fig.1 Calorie restriction increases spontaneous motor activity. Each value represents the mean±
S.E. of three mice. *P<0 .05 , ***P<0 .005 .
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て低下したが，ND群とEx群ならびにCR群とCR+Ex群間には有意な差がなかった。血中のトリグリセ
リドおよびコレステロール濃度についても測定したが，運動負荷による大きな変化は認められなかった。
しかし，血糖値およびインスリン濃度は，カロリー制限や運動負荷によって，それぞれ低下および上昇
していた。これらの結果は，本実験条件でのカロリー制限や運動が，脂質よりも糖代謝の方により大き
な影響を及ぼしていることを示唆している。
　運動により酸化ストレスが影響を受けるのではないかと推測されるため，血中ヒドロペルオキシド量
を測定したが，各群間でその量に有意な変化は認められず，強制運動は酸化ストレスに大きな影響を及
ぼさないことが判った。
　前節で示したように，カロリー制限によって自発運動量が増加し，骨格筋における SIRT 1タンパク量
や細胞内NAD+濃度が上昇していたことから，強制的な運動がこれらの事項に影響を及ぼす可能性があ
るのではないかと考え，これらの点について検討を行った。その結果，運動負荷によって明らかな
SIRT1タンパク質量（Fig.2）および細胞内NAD+濃度の上昇が認められた。しかし，カロリー制限と強
制運動を併せて負荷すると，それぞれの単独負荷群に比べて，SIRT 1タンパク量および細胞内NAD+濃
度の低下が認められた。このことは，過重な負荷が生体にとって必ずしも好ましいことではないことを
暗示している。いずれにせよ，以上の結果から，骨格筋における SIRT 1のタンパク発現および細胞内
NAD+濃度は，カロリー制限だけでなく，運動によっても大きな影響を受けることがわかった。

３．SIRT1およびその他の代謝制御因子の発現に及ぼすNAD+の影響

　カロリー制限や運動によって SIRT 1の発現が上昇するが，そのメカニズムは明らかになっていない。
カロリー制限や運動よって骨格筋における細胞内NAD+濃度の上昇が，SIRT 1のNAD+依存的な酵素活
性を活性化することは知られているものの，SIRT 1の発現に及ぼすNAD+の効果については報告されて
いない。著者は，培養肝細胞を用いた研究からNAD+が SIRT 1の発現を正に制御していることを見出し
ている。本研究では，マウス筋芽細胞株C2C12を筋管細胞に分化させた後にNAD+を添加して，SIRT1

の発現がどのような影響を受けるのか検討した。
　骨格筋において，AMP kinaseが活性化されると，NAD+合成酵素であるNAMPTの発現誘導を介して
NAD+合成が亢進することが報告されている。AMP kinaseはセリン /スレオニンキナーゼであり，細胞
内エネルギーレベルの低下（AMP/ATP比の上昇）によって活性化される代謝センサーである。そこで，
AMPK kinaseの活性化剤であるAICARが SIRT 1の発現にどのような影響を及ぼすのか検討を行った。
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その結果，AICAR処理によって有意な SIRT1の発現誘導が認められた（Fig.3A）。上述のようにAICAR

によって細胞内NAD+濃度が上昇していることが考えられることから，NAD+は SIRT 1の活性だけでな
く，その発現も制御している可能性も推察された。そこで，NAD+自体の影響を調べるため実験を行っ
た結果，NAD+は SIRT 1の発現を有意に上昇させることが明らかとなった（Fig. 3 B）。このように，
AICARの作用により増加した細胞内NAD+は，SIRT1の酵素活性のみならず，その発現の上昇にも寄与
していることが示唆された。
　また，著者は，肝臓での SIRT1発現の制御に，NAD+によって制御を受ける PPARαが関与することを
すでに報告している 20。PPARのサブタイプの中で，肝臓では PPARαの発現が最も多いが，骨格筋にお
いては PPARβが最も多く発現しており，筋肉組織における脂肪酸燃焼などのエネルギー消費を制御する
因子と考えられている。さらに，PPARβは，運動やカロリー制限によって制御を受けていることが報告
されていることから，SIRT 1との間に何らかの関連性があると考えられる。そこで，PPARβの発現につ
いても前項と同一条件で検討を行った。その結果，SIRT1と同様に，AICAR処理によって PPARβ発現の
誘導が認められ（Fig. 3 A），NAD+の添加によっても発現が有意に上昇した（Fig. 3 B）。しかしながら，
PPARαの発現には，AICAR処理で有意な変化が認められなかった。したがって，骨格筋においては，
PPARαではなく PPARβがNAD+による制御を受けていることが明らかとなり，NAD+代謝系が影響を受
けるカロリー制限や運動条件下における代謝変動には，PPARβが重要な役割を果たしている可能性が高
いことが示唆された。

　肝臓における SIRT1の発現は PPARαによって制御されているが，これまでに SIRT1の発現制御に対す
る PPARβの関与についての報告はない。著者は，SIRT1のプロモーター領域に PPAR-responsive element 

（PPRE）と推定される配列を見出し，PPARβのアゴニストであるGW501516処理によって SIRT1の発現
が有意に上昇することも明らかにしている。したがって，SIRT 1の発現は，プロモーター領域の PPRE
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Fig.3 Effect of AICAR (A), and exogenously added NAD+ (B) on the mRNA 
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(0 mM). #P<0.05, compared to the control (0 hr). 

Fig.3 Effect of AICAR (A), and exogenously added NAD+ (B) on the mRNA expressions of 
SIRT1 and PPARβ in C2C12 myotubes. Each value represents the mean±S.E. of 
three independent experiments. *P<0 .05 ; **P<0 .01 ; ***P<0 .005 , compared to the 
control ( 0 mM). #P<0 .05 , compared to the control ( 0 hr).
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を介して PPARβによって制御されている可能性が高いと考えられた。このように，SIRT1は酵素活性の
みならず，その発現自体がNAD+によって制御されていることが明らかとなった。さらに，NAD+合成
を制御しているAMP kinaseやNAD+によって，PPARβも制御されており，その下流には SIRT1遺伝子が
位置することが示唆された。

【総括】

　本研究では，老化関連疾患に深い関わりを持つと考えられるカロリー制限と運動について重要な寿命
関連因子の一つである SIRT 1を中心に分子レベルでの解析を試みた。その結果は，骨格筋における
SIRT 1の発現が，カロリー制限だけでなく運動によっても影響を受けることを示した。さらに，そのメ
カニズムとして，これまで SIRT1の酵素活性の上昇に必要とされていたNAD+が SIRT1の発現自体も正
に制御すること，また，PPARβが SIRT1発現を制御している可能性が高いことも明示することができた。
　現在，SIRT1およびNAD+合成系の研究から，“NAD World”と言われる老化・寿命制御と代謝制御を
結びつける新しい概念が提唱されている。この“NAD World”の必須の構成因子は，代謝制御のペースメー
カーとして機能するNAD+合成系と各組織でメディエーターとして働く SIRT 1であるとされているが，
本研究結果は，PPARβがこの“NAD World”と骨格筋における代謝制御をつなぐ重要な因子となり得る
ことを示唆している。
　これまでの研究で，老化関連疾患の予防や治療おいて，NAD+合成系や SIRT 1が創薬標的になりうる
可能性が示唆されているが，本研究によって得られた成果から，PPARβがこれらの疾患に対する新たな
創薬標的となりうることが期待できる。
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