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研究成果の概要（和文）：カロリー制限(以下 CR)は、強力な虚血心筋保護効果を発揮する。

我々は、CRは特定のミトコンドリア蛋白の脱アセチル化修飾を介して虚血ストレス時の活性

酸素種産出を軽減し、心保護効果を発揮する可能性を見出した。このミトコンドリア蛋白修

飾は、sirtuin family によりもたらされていると推測された。次に我々は、心筋細胞特異的

SIRT1 欠損マウスを作製し、CR効果の発現には心筋細胞の SIRT1が必須であることを明らか

にした。 
 
研究成果の概要（英文）：Caloric restriction (CR) confers cardioprotection against 

ischemia/reperfusion injury. We speculated that CR primes mitochondria for 

stress-resistance by post-transcriptional modification of specific mitochondrial 

proteins. We found that deacetylation of specific mitochondrial proteins during CR 

preserved mitochondrial function and attenuated production of reactive oxygen 

species during ischemia/reperfusion. We also found that sirtuin activity was enhanced 

in the CR heart. Then, we evaluated the specific role of SIRT1 on CR-induced 

cardioprotection using cardiomyocyte-specific SIRT1 knockout mice and demonstrated 

that cardiac SIRT1 is essential for CR-induced cardioprotection. 
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１．研究開始当初の背景 
 抗老化療法である CR は、心血管系におい
ても多面的な好ましい効果を発揮すること
が明らかにされた。我々はこれまで CR によ
る虚血心保護効果に着目してきた。CRによる
心保護効果は、少なくともその一部は虚血再
灌流時のミトコンドリア機能制御によると
推測されているが、その詳細なメカニズムは
未だ解明されていなかった。長寿遺伝子とし
て注目されている SIR2 の ortholog である
sirtuin は、様々な標的蛋白を脱アセチル化
することにより CR の効果を仲介している。
そこで我々は、CR心では特定のミトコンドリ
ア蛋白が脱アセチル化されることによりミ
トコンドリア機能が制御されていると予想
した。ミトコンドリア蛋白の翻訳後修飾によ
るミトコンドリア機能制御機構の解明は、新
たな CR mimetics(CR の好ましい効果を模倣
しうる化合物)の開発に直結し、有望な心保
護療法となるものと考えた。 
 
２．研究の目的 
 本実験の目的は、大きく分けて 
「CR効果発現の標的細胞内小器官として、ミ
トコンドリア機能制御の分子メカニズムを
解明すること」と「心保護効果の視点から新
たな CR mimeticsを開発していくこと」であ
った。 
具体的な解明すべき項目としては、 

(1)6 ヶ月間の CR により、脱アセチル化され
る CR 心のミトコンドリア蛋白を同定し、 
(2) 6 ヶ月間の CR により、CR 心のミトコン
ドリア機能がどのように修飾されているの
かを虚血心保護の視点から解明し、 
(3)ミトコンドリア蛋白のアセチル化、脱ア
セチル化によって CR による心保護効果が再
現できるかを確認することであった。 
さらに 
(4)最も重要な脱アセチル化はどの sirtuin
によりなされているのかを同定し、 
(5) さ ま ざ ま な CR mimetics 、 特 に
sirtuin-activating compounds(以下 STACs)
のスクリーニングを行い、その化合物投与に
より特定のミトコンドリア蛋白の選択的脱
アセチル化が模倣可能かを検討し、 
(6)最終的にその化合物の長期投与により CR
と同等の心保護効果が達成可能かを確認す
ることを考えた。 
  
３．研究の方法 
 「CR によるミトコンドリア機能制御の分子
メカニズムを解明すること」を目的にした研
究は、主に 6カ月間の CRを行ったラット心
を用いて行った。 
(1) ラット CR 実験  
 24週齢の雄性 Fischer 344ラットを無作為
に 2群にわけ、一群はコントロール飼料の自

由摂取条件で以後飼育した(AL群)。他の一群
は最初の 2週間(ならし期間)は先に求めた 1
日量カロリー摂取の 90％相当量を、以後は 1
日量の 65％相当量を連日与え、6カ月間の CR
を行った（CR群）。 
(2) Ettan DIGE 法による質的 proteomics 解
析  
CR により脱アセチル化される心筋トコンド

リア蛋白を Ettan DIGE法でスクリーニング
し、個々の蛋白発現レベルとアセチル化の程
度は免疫沈降法+ Western blottingで定量評
価した。 
(3) ミトコンドリア機能の解析  
ミトコンドリアを単離し、それぞれの電子

伝達系酵素活性、呼吸機能、permeability 
transition pore(MPTP)開口能、H2O2産出能を
比較した。 
(4) Sirtuin 発現と活性の測定  
Western blottingとNAD+依存性deacetylase

活性測定を核分画、ミトコンドリア分画を用
いて行った。 
(5) 胎児ラット心筋細胞培養実験  
培養胎児ラット心筋細胞に Resveratrol、

Piceatannol などの STACsを添加し、免疫沈
降法+ Western blotting により、ミトコン
ドリア蛋白の脱アセチル化を検討した。
Anaero Pack と Anoerobic jarを用いた低酸
素・再酸素化実験を行い、細胞障害の程度を
比較した。 
 
「心保護効果の視点から新たな CR mimetics
を開発していくこと」を目標に sirtuin 
memmber を特異的に欠損させた遺伝子操作
マウスを用いた CR 実験を行った。 
(6) 遺伝子操作マウス CR実験  
Floxed SIRT1 マウスと α-myosin heavy 

chain-Cre マウスとの交配により心筋細胞特
異的 SIRT1 ノックアウトマウス（以下
CM-SIRT1 KO）を作成した。コントロールマ
ウス(以下 CONT)と CM SIRT1 KOを 2群に分け、
3 ヶ月齢よりコントロール飼料の自由摂取飼
育（AL）または-40%の CR を 3 か月間実施し
た。 
(7) 心機能評価  
定期的に心エコー検査を実施し、心臓形態、

心機能を比較した。 
(8) ex vivo 虚血再灌流傷害実験  
摘出心を Langendorff 手技で灌流し、25 分

間の完全虚血、60 分間の再灌流を順次作成
した。虚血再灌流後の左室機能の回復と灌流
液中に放出された LDH 活性を比較した。 
(9) 遺伝子発現解析  
DNA microarray を用いて、CR中 SIRT1依存

的に変化する遺伝子を検出した。候補遺伝子
は RT-PCRと Western blottingでその発現変
化を確認した。 
(10) in vivo 虚血再灌流傷害実験  



麻酔下に挿管し、人工呼吸器を装着した。
左冠動脈前下行枝の起始部から 2mm心尖側を
30 分間結紮し虚血を作成した後、血流を再開
し 2 時間後に心臓を摘出した。TTC 染色で心
筋梗塞サイズを測定し、C3に対する免疫染色
を行った。 
 
４．研究成果 
(1) ラット CR 実験 
6 ヵ月間の CR によるラットの死亡は見ら

れなかった。これまでに我々は同様の CR プ
ロトコールにより心筋虚血再灌流傷害軽減
効果が得られることを報告している（Am J 
Physiol Heart Circ Physiol 2008;295: 
H2348-55.）。 
(2) Ettan DIGE 法による質的プロテオミク
ス解析  
 CRにより 6種類のミトコンドリア蛋白発現
が変化し、10 種類の蛋白でアセチル化の程
度が変化した。特に電子伝達系複合体 I構成
蛋 白 NDUFS1 と 複 合 体 III 構 成 蛋 白
cytochrome bc1 complex Rieske subunitが
CR 心で顕著に脱アセチル化されていた。 
(3) ミトコンドリア機能の解析 
基礎状態では両群間でミトコンドリア機能

に差は見られなかった。虚血再灌流後の心臓
から抽出したミトコンドリアにおいて CR 群
でミトコンドリア呼吸が良好に保たれ、H2O2

産出も軽減した。また CR 群で Ca2+過負荷に
よる MPTP開口能が改善した。 
(4) Sirtuin 発現と活性の測定 
 ミトコンドリア分画における SIRT3、
SIRT4、SIRT5 の蛋白発現レベルは両群間で
差を認めなかった。一方、 NAD+依存性
deacetylase 活性は、核分画、ミトコンドリ
ア分画ともに CR群で亢進していた。 
(5) 胎児ラット心筋細胞培養実験 
培養心筋細胞において低濃度(5 μmol/L)

の Resveratrol は NDUFS1と Rieske subunit
を NAD+依存的に脱アセチル化し、低酸素再酸
素化による活性酸素種産出と細胞死を抑制
した。 
以上結果より CR は特定の電子伝達系蛋白

脱アセチル化修飾を介して虚血再灌流時の
活性酸素種産出を軽減することにより、虚血
心保護効果を呈するものと考察された。さら
に低濃度の Resveratrolは、sirtuin の活性
化により CR による心筋細胞保護効果を模倣
したものと推測した。 
この結果は、CR による心保護効果発現の

新しい分子メカニズムの発見として国内外
で高く評価された。さらに sirtuinの新規ミ
トコンドリア標的蛋白を同定したことにな
り、今後心血管保護効果を有する新規化合物
を 検索 ・開発 して いく 際に は、そ の
screening 上の有用な指標となるものと期
待された。 

一方、今回の我々の検討では、７つある
sirtuin member の中、どの sirtuin がこの
効果を仲介しているかを明らかにすること
ができなかった。また、特定のミトコンドリ
ア電子伝達系蛋白の脱アセチル化がどのよ
うなメカニズムで活性酸素種発生を軽減さ
せうるのかも解明できず、今後の課題として
残った。そこで次のステップとして、心臓特
異的に特定の sirtuin を欠損させたマウス
を用いた CR 研究を行うことで、心保護効果
を担う sirtuin を同定し、Resveratrol 以上
に特異的かつ有効性の高い STACs の発見に
つなげることを目指した。 
図 1 に以上の結果から我々が想定する CR

による酸化ストレス制御機構に関する作業
仮説を示す。 

 
(6) 遺伝子操作マウス CR実験 
心臓での SIRT1 発現は、mRNA レベルでは

CM SIRT1 KO で CONT の約 25％に、蛋白発現
レベルでは約 40%に低下した。CR により CONT
心では SIRT1 mRNAが増加し、核分画で SIRT1
蛋白発現も増加したが、CM SIRT1 KO 心では
CRによる SIRT1発現に変化は見られなかった。 
(7) 心機能評価 
心エコーでの解析では、3 か月齢、6 か月

齢ともに、CONTと CM SIRT1 KO との間、それ
ぞれ AL 群、CR 群との間で左室サイズ、左室
収縮機能に差を認めなかった。 
(8) ex vivo 虚血再灌流傷害実験 
CONT では、CR による心筋虚血再灌流傷害

軽減効果が観察された。一方、CM SIRT1 KO
は CONT に比べ、虚血再灌流傷害の程度が高
度で、CRによる心保護効果は誘導されなかっ
た。 
(9) 遺伝子発現解析 
 CONTにおいて CRで発現が変化し、CM SIRT1 
KO では CR を行っても変化しない遺伝子群を
SIRT1依存的な CR効果を仲介する候補遺伝子
として選び出した。GO解析から、候補遺伝子
群として補体系に注目した。心臓における補
体 C3の蛋白発現レベルは、CRにより CONT で
は低下したが、CM SIRT1 KO では CR による低
下はみられなかった。 



(10) in vivo虚血再灌流傷害実験 
虚血再灌流心におけるC3dの蓄積の程度は、

心筋梗塞の大きさと相関した。CONTでは 虚血
再灌流後のC3dの心筋への蓄積がCRで軽減し
たが、CM SIRT1 KOではCRによるC3d蓄積軽減
は見られなかった。 
以上の結果より、心筋細胞のSIRT1は、虚血

再灌流傷害に対して保護的役割を担うこと、
CRによる虚血心保護効果発現において必須で
あること、が明らかになった。CRによるSIRT1
依存的な心保護効果発現の機序の一つとして、
本研究結果からSIRT1による心臓補体系制御
が示唆された。 
心臓SIRT1は、虚血再灌流、飢餓、圧負荷な

どのさまざまなストレスに対する応答機転を
担うことが報告されている。しかし、CRによ
る心保護効果を心臓SIRT1が担うことを明ら
かにしたのは我々が初めてである。さらに、
既知の抗酸化酵素や抗アポトーシス分子の誘
導、アポトーシス促進因子の抑制とは異なる
新規のSIRT1の心保護的標的分子を発見した
という点で高く評価された。今後、SIRT1によ
るC3発現調節機構の解明、C3欠損マウスでの
CR効果について研究を展開していく。 

図2に以上の結果から我々が想定するCRに
おける心臓SIRT1の役割に関する作業仮説を
示す。 
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