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論文要旨 

 
 平成 28 年現在、日本の総人口に対する高齢者の割合は 27.3%であり、すでに超高齢社会を迎

えている。また、平成 27年現在で世界の総人口に対する高齢者の割合は 8.3％であるが、平成 72

年には 18.1％になると予測され、今後半世紀の間に世界規模で高齢化が急速に進展する。日本

の平均寿命と健康寿命の差は、平成 22年で、男性 9.13年、女性 12.68年であるが、急速に進む

高齢化に対して平均寿命と健康寿命の差は縮まらず、これを改善することは喫緊の課題となって

いる。これらの問題を解決するために、「老化・寿命」を制御するメカニズムを解明して、その知見を

基盤に老化プロセスを薬理学的・栄養学的にコントロールする必要がある。このメカニズムを解明

するべく注目されているのが、老化研究における中心的な科学モデルであるカロリー制限 (CR; 

caloric restriction) に関する研究である。 

 CR とは生存に必要な栄養素を与えたうえで、継続的に総摂取カロリーを適度に制限する方法で

ある。齧歯類などの実験動物においては、摂取カロリーを自由摂食（AL; ad libitum）群の 60〜70%

程度に制限することが多い。CR による寿命延伸効果は酵母や線虫から齧歯類を中心とした哺乳

類に至るまで幅広い生物種において観察されるので、CR によって活性化される種を超えた普遍

的な寿命制御シグナルの存在が示唆される。 

 CR は、成長ホルモン (GH; growth hormone) の分泌や血漿中 GH 濃度、また、GH 刺激により

肝臓などから分泌されるインスリン様成長因子 1 (IGF-1; insulin-like grouth factor-1) の血漿中濃

度を減少させる。しかし、GH/IGF-1シグナルが抑制されて長寿であるAmes矮小マウスやアンチセ

ンス GH トランスジェニックラットでは、CR によりさらに寿命が延伸する。これらの知見は、CR の寿

命延伸効果が GH/IGF-1 依存的なメカニズムによってのみ制御されているわけではなく、GH/IGF-

1 非依存的メカニズムによっても制御されている可能性を示唆するものである。また、白色脂肪細

胞選択的に、もしくはアディポカイン遺伝子の発現を修飾することにより寿命が延伸しうることが報

告されている。それゆえ、白色脂肪組織(WAT; white adipose tissue) が寿命制御に重要であること

が示唆される。そこで、CR による WAT での遺伝子発現変動を網羅的に解析したところ、GH 非依

存的に、脂質代謝関連遺伝子、特に sterol regulatory element binding protein-1 (Srebp-1) に転写

制御される脂肪酸合成関連遺伝子の発現が上昇することを見出した。 

 第一章では Srebp-1c knockout (KO) マウスを使用して、CRのメカニズムを解析した。その結果、

以下の点を明らかにした。１）CRは Srebp-1c依存的に寿命を延伸する。２）CRは Srebp-1c依存的

に脂肪酸合成関連およびミトコンドリア関連タンパク質発現を亢進する。３）CR は Srebp-1c 依存的
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にミトコンドリア生合成制御因子である peroxisome proliferator activated receptor gamma co-

activator 1α (Pgc-1α) 発現を亢進する。４）Srebp-1cが直接的に Pgc-1α発現を亢進する。５）CRは

Srebp-1c 依存的に酸化ストレスを抑制する。６）CR による２）～５）の変化はおおよそ WAT 選択的

に観察される。以上より、Srebp-1c は、WAT において、CR によりミトコンドリア生合成を活性化する

ことでグルコースをよりエネルギー価の高い脂肪酸に変換させ、効率的なエネルギー代謝を促進

することで、低栄養状態に対して適応し、また酸化ストレスを抑制し、さらに寿命を延伸する遺伝子

であることが示唆された。これらの知見をもとに第二章以降は WAT を中心に研究を進めた。 

 昨今、脂肪の貯蔵部位による違いもメタボリックシンドロームのリスクと関係すると考えられている。

ヒトでは内臓脂肪が増加する中心性肥満はインスリン抵抗性、2型糖尿病、脂質異常症やアテロー

ム性動脈硬化症と関連しているが、皮下脂肪の増加による末梢性肥満はインスリン感受性の改善、

2 型糖尿病、脂質異常症およびアテローム性動脈硬化のリスク低減に寄与している。そこで第二章

では、WATにおけるCRの代謝リモデリング応答をより正確に理解するために、ラットにおいて後腹

膜脂肪組織 （rWAT; retroperitoneal WAT）、精巣周囲脂肪組織 （eWAT; epididymal WAT）および

皮下脂肪組織 （sWAT; subcutaneous WAT）での CR に対する応答性を比較した。その結果 WAT

の体積・重量・脂肪細胞サイズは CR により rWAT、eWAT、sWAT の順で小さくなった。次に、脂質

代謝への CR の効果に焦点を当てて解析したところ、全ての WAT で脂肪酸合成関連因子および

ミトコンドリア関連因子の発現がCRにより同程度増加した。一方、脂質分解関連因子であるホルモ

ン感受性リパーゼのリン酸化が rWATと eWATではCR群の fed時に、sWATではCR群の fasted

時に亢進した。また、インスリンシグナルの指標となる AKTのリン酸化は CRにより sWATでのみ亢

進した。CR による脂質代謝への影響は、sWAT ではインスリンシグナルの寄与が強く、rWAT、

eWAT ではレプチンなどインスリン以外のシグナルの寄与が強いことが示唆された。 

 第三章では、CR の効果における経時的な代謝リモデリングを解明するために、ラットの WAT お

よび肝臓において脂肪酸合成に関連する mRNA およびタンパク質発現を経時的に解析した。そ

の結果、WATにおいて、de novo脂肪酸合成関連mRNAおよびタンパク質発現は 3.5ヶ月齢で顕

著に発現が増加した後に 5 ヶ月齢まで減少し、その後 9 ヶ月齢まで増加した。一方で、この変動は

肝臓では見られなかったため、CRの脂肪酸合成に関する効果は WAT 特異的であることが強調さ

れた。今回のモデルにおいては、CR期間 2 ヶ月を境に前半はエネルギー不足に対する適応応答 

(短期 CR)、後半は CRによる有益な代謝リモデリング (長期 CR)を示しており、特に de novo脂肪

酸合成の活性化は前者がインスリンシグナルの活性化により、後者はレプチンシグナルの抑制に

よって支配される可能性が示唆された。 

 第四章では、CRによるミトコンドリア活性化の制御機構に着目した。酵母におけるカロリー制限の

主要因子として発見された silence information regulator 2 (Sir2) の哺乳類におけるミトコンドリアオ

ーソログの 1 つである Sirt3 は、ミトコンドリア局在代謝酵素の活性化や抗酸化因子の活性化、さら
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に reactive oxygen species (ROS) によって生ずる傷害タンパク質の分解などミトコンドリアの機能維

持や品質管理に重要な脱アセチル化酵素である。多くのミトコンドリアタンパク質は mitochondrial 

signal peptidase（MtSPase）によって切断されることで活性型になることが知られている。WAT にお

いて、CRによりSirt3のタンパク質発現は亢進するが、mRNA発現は亢進しなかった。我々はWAT

選択的に CRにより 37 kDaの前駆型 Sirt3 タンパク質から 28 kDaの成熟型タンパク質へのプロセ

シングが亢進している可能性を発見した。そこで DNA マイクロアレイを用いて CR により発現が増

加するMtSPaseを網羅的に解析したところ、mitochondrial intermediate peptidase (Mipep)が CRに

より発現が増加することを見出した。そこで、Mipep mRNAの発現変動を解析したところ、CRにより

上昇していた。Mipepは mitochondrial matrix processing peptidase (MPP) により切断されたタンパ

ク質をN末よりオクタペプチドを切断する酵素である。そこで、マウス脂肪前駆細胞 3T3-L1に Sirt3

を過剰発現させて Sirt3 タンパク質のプロセシングを確認したところ、二段階のプロセシングにより

成熟型タンパク質となり、活性化することが明らかとなった。さらに、マウス脂肪前駆細胞 3T3-L1 に

おいて shRNA を用いて Mipep をノックダウンしたところ、Mipep の他の基質タンパク質と同様に成

熟型 Sirt3 タンパク質は減少し、Sirt3 の標的タンパク質の一つである manganese superoxide 

dismutase (MnSOD) のアセチル化は増加した。また、同時にクエン酸回路の律速酵素である

citrate synthase活性も減少した。それゆえ、Mipepが Sirt3の成熟化および活性化のみならずミトコ

ンドリア活性も制御している可能性が示唆された。そこで、個体および組織レベルでの Mipep の役

割を明らかにするために、Mipep KO miceを作製した。しかし、全身で Mipep を KOすると胎生致

死になった。そこで、Mipep ヘテロマウスを用いて個体および組織への影響を解析することとした。

また、現在、脂肪組織特異的 Mipep KO miceを作製中である。 

 本研究では、CRのメカニズムはWAT特異的に Srebp-1cが脂質代謝を活性化し、Pgc-1αを介し

てミトコンドリアを活性化すること、これらの代謝リモデリングは CR期間が少なくとも 3 ヶ月以上を有

するということが示唆された。また、WAT の部位によっても CR に対する応答が異なることが示され

た。さらに、CRは MIPEP の発現量を増加させることで SIRT3 のプロセシングを亢進し、ミトコンドリ

ア機能向上、代謝改善に寄与していることが示された。以上より、健康長寿を実現するには、WAT

において Pgc-1α や Mipep を活性化させて WAT のミトコンドリアを活性化し、かつ品質を向上させ

ることが重要ではないかと考えられる。  
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はじめに 

 老化とは、「性成熟期もしくは生殖期後に、時間とともに不可逆的に進行する衰退現象」と定義さ

れている。しかしながら、ヒトは古来より、不老不死や不老長寿の妙薬を求めてきた。最も古い記述

は古代メソポタミアにおける「ギルガメシュ叙事詩」にある。この作品は現存する最古の文学作品で

あり、紀元前 2600年頃のシュメールの都市国家ウルクに実在したとされる王ギルガメシュの叙事詩

で、旧約聖書やギリシャ神話の原型にもなったと言われる。一方、東洋においても始皇帝 (紀元前

259 年-紀元前 210 年) が不老不死を求め、徐福を蓬莱の国に行くように命じたことが「史記」に記

録されていることは有名な話である。また、李白や白居易が不老不死の薬を作ろうとしたことが知ら

れている。日本においては「古事記」「日本書紀」に食べれば不死になるとされるトキジクノカクとい

う木の実に関する記述や「竹取物語」の最後に不老不死の秘薬に関する記述が登場する。このよう

に、世界中で人々は古来より不老不死を求めてきた。 

 現代では先進諸国において高齢化が急速に進行している。世界保健機関 (WHO; World Health 

Organization) 加盟国 194 カ国を対象とした統計において、世界の平均寿命は 2015 年に 71.4 歳

となっている。日本においては 83.7 歳であり、最長寿国となっている  (WHO, World Health 

Statistics 2017)。この側面から不死とまではいかないが、長寿という目標は達成されつつある。しか

し、時代とともに「不老不死」という考え方は変遷し, 現在では「健康長寿」 、すなわち「老化にとも

なう疾患の予防および治療への応用」が主な焦点となっている。我が国では、健康日本 21 (第 2

次)において、1. 健康寿命の延伸と健康格差の縮小、2. 主要な生活習慣病の発症予防と重症化

予防の徹底、3. 社会生活を営むために必要な機能の維持及び向上、4. 健康を支え、守るための

社会環境の整備、5. 栄養・食生活、身体活動・運動、休養、飲酒、喫煙及び歯・口腔の健康に関

する生活習慣及び社会環境の改善、の 5 つの目標が提案された (厚生労働省告示第四百三十

号、平成 24 年 7月; 厚生労働省、健康日本 21 (第 2次) の推進に関する参考資料、平成 24 年

7月)。 

 このような目標が設定された背景には、日本における他には類を見ないほどの急激な高齢化お

よび少子化がある。平成 28 (2016) 年 10月 1日現在において、日本の総人口は 1億 2,693万人

で平成 23 (2011)年から減少している一方、65 歳以上の高齢者は 3,459 万人、総人口に対する割

合は 27.3%となり、高齢者人口および総人口における割合ともに過去最高となった (内閣府、平成

29 年度版高齢社会白書)。また、2053 年には総人口が 9,924 万人と 1 億人を切り、2065 年には

8,808 万人、65 歳以上の高齢者は 3,381 万人、総人口に対する割合は 38.4%となると推計されて

いる。このような社会背景から国民医療費は年々増大しており、平成 26 年度においては国民医療

費 40兆 8071億円 (前年比 1.9%増)のうち、65歳以上の国民医療費は 23兆 9066億円 (対国民

医療費 58.6%、前年比 3.4%増)となっており、日本における財政圧迫の原因の一つとなっている 

(厚生労働省、平成 26年度 国民医療費の概況)。 
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 これらの問題を解決するには、「老化・寿命」を制御するメカニズムを解明し、そこから老化プロセ

スを薬理学的・栄養学的にコントロールする必要がある。このメカニズムを解明するべく注目されて

いるのが、老化研究における中心的な科学モデルであるカロリー制限 (CR; caloric restriction) に

関する研究である。 

 

カロリー制限とその効果 

 CR とは生存に必要な栄養素を与えたうえで、継続的に総摂取カロリーを適度に制限する方法で

ある。げっ歯類などの実験動物においては、摂取カロリーを自由摂食（AL; ad libitum）群の 60〜

70%程度に制限することが多い。1935年にMcCayらが、CRによりラットの平均及び最大寿命が延

伸し、疾患の発症が抑制されることを、初めて報告した（McCay et al., 1935）。その後約 80 年にわ

たり、多くの研究者によって研究されてきた確立された再現性の高い唯一の寿命延伸法である。

CR による寿命延伸効果は酵母や線虫からげっ歯類を中心とした哺乳類に至るまで幅広い生物種

において観察されるので、CRによって活性化される種を超えた普遍的な寿命シグナルが存在する

ことが示唆される。哺乳類においては、加齢に伴う生理的バイオマーカーの変化、慢性疾患の発

症およびその他の病理学的変化を抑制する（Higami et al., 2006a; Masoro, 2005; Sohal and 

Weindruch, 1996; Weindruch and Walford, 1988; Yu, 1994）。さらに、CR時には摂取エネルギーの

不足に対応するために全身の代謝が変化し、多くの生理的適応反応が誘導される。げっ歯類では、

CR により個体は小型化し、主要臓器も小さくなるが、特に脂肪組織量の減少が顕著である

（Weindruch and Sohal, 1997）。また、CRにより運動量は増加し（Hart and Turturro, 1998）、老化に

伴う肉体的な能力の低下が抑制されるが（Means et. al., 1993）、低温に対して脆弱になることが知

られている（Johnson et. al., 1982）。最近の CRに関する研究は、そのメカニズム、ヒトへの応用の可

能性、さらに模倣薬物の開発が主となっている。 

 

カロリー制限と GH/IGF1シグナル 

 CR は、成長ホルモン (GH; growth hormone) の分泌や血漿中 GH 濃度、また、GH 刺激により

肝臓などから分泌されるインスリン様成長因子 1 (IGF-1; insulin-like grouth factor-1) の血漿中濃

度を減少させる (D’Costa, et al., 1993; Sonntag et al., 1995)。また、GHやプロラクチンおよび甲状

腺刺激ホルモンの分泌不全を呈する Ames 矮小マウス (Prop-1df/df) (Brown-Borg et al., 1996) や

Snell 矮小マウス (Pit-1dw/dw) (Flurkey et al., 2002) は、野生型に比べ 20-50%の長寿を示す。さら

に、GHR/BP (growth hormone receptor/binding protein) ノックアウト (KO) マウス (Coschigano at 

al., 2000) や IGF-1 receptor KOマウス (Holzenberger et al., 2003)、アンチセンス GH遺伝子の導

入により GH 発現を抑制したラット (Shimokawa et al., 2002) も野生型に比べて長寿である。それ

ゆえ、CRのメカニズムとしてGH/IGF-1シグナルの抑制が重要であると考えられる。事実、GHR/BP 
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KOマウスでは CRによる寿命延伸が認められなかった (Bonkowski et al., 2006)。一方 GH/IGF-1

シグナルが抑制されて長寿である Ames 矮小マウス (Bartke et al., 2001) やアンチセンス GH トラ

ンスジェニックラット (Shimokawa et al., 2003) では、CR によりさらに寿命が延伸した。これらの知

見は、CR の寿命延伸効果は GH/IGF-1 依存的なメカニズムのみではなく、GH/IGF-1 非依存的メ

カニズムによっても制御されている可能性を示唆する。 

 

霊長類におけるカロリー制限の効果 

 CR のヒトへの応用のために、米国ではサルを用いた研究が行われている。2009 年に Wisconsin 

National Primate Research Center（WNPRC）の Colman らがアカゲザルに対する CRの効果として、

CR は外見を若く保ち、糖尿病や心臓疾患、脳萎縮、がんの羅患率を抑制し、寿命を延伸すること

を報告した（Colman et al., 2009）。一方で、2012 年には National Institute on Aging（NIA） の

Mattison らにより、CR はアカゲザルの triglyceride（TG）や空腹時血糖、酸化ストレスマーカーなど

を低下させ、健康機能は改善し、健康寿命は延伸する傾向が見られたものの、寿命は延伸しなか

ったと報告された（Mattison et al., 2012）。この違いは、2つの施設で使用されている飼料の組成や

給餌のタイミングなど、飼育環境の違いによるものと推測され、WNPRC と NIA それぞれのデータ

を再解析し比較したところ、少なくとも CR による寿命延伸および加齢性疾患の発症抑制といった

有益な効果は霊長類においても有効であると結論付けられた (Mattison et al., 2017)。ただし、今

回の再解析では、適度の CRは有効だが、それ以上の過度な CRではアカゲザルにとってのメリッ

トが増えないことも示唆されている。 

 一方、米国ボルチモア市に住む 65歳以上の男性を対象とした長期縦断研究において、CR した

アカゲザルやマウス、ラットで共通する表現型である低体温、低血中インスリン、高血中

dehydroepiandrosterone sulfate（DHEAS）を示すヒトの余命が長いことが報告された（Roth et al., 

2002）。また、CR によって成人男女の体重や血圧、血糖値など様々な疾患のリスクファクターが減

少することが示された（Walford et. al., 2002）。 

 以上から、CR はサルやヒトなどの霊長類においても、少なくとも加齢に伴う疾患発症抑制や代謝

改善、つまり健康寿命の延伸には有効であると考えられる。 

 

カロリー制限における脂肪組織 

 白色脂肪組織 (WAT; white adipose tissue) は単胞性の大型脂肪滴を有する成熟脂肪細胞を主

体に、脂肪前駆細胞、血管構成細胞、繊維芽細胞およびマクロファージなどの炎症細胞などから

構成される。長年、WAT は単にエネルギーを貯蔵及び放出する組織として考えられてきたが、現

在では生理活性物質であるアディポサイトカインを産生・分泌して臓器間ネットワークを担う内分泌

組織として、注目されている (Kershaw et al., 2004)。アディポサイトカインの多くは WAT に蓄積され
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る TGの量によって分泌動態が変化し、糖・脂質代謝や心血管系の調節因子として作用することが

知られている。代表的なアディポサイトカインとして、成熟脂肪細胞から分泌される leptin、

adiponectin、resistin や、間質系細胞も含めて分泌される炎症性サイトカイン tumor necrosis factor-

α (TNF-α)、interleulin-6 (IL-6)、monocyte chemoattractant-1 (MCP-1) 等があげられる。これらは

adiponectin に代表される善玉アディポサイトカインと TNF-α、IL-6、MCP-1 に代表される悪玉アデ

ィポサイトカインに分類される (Gnacińska et al., 2009; Torres-Leal et al., 2010)。過度なエネルギー

供給が続くと過剰なエネルギーは TG として脂肪細胞に蓄えられる。この時 WAT では成熟脂肪細

胞の肥大化に加え、マクロファージやリンパ球の間質への浸潤による脂肪組織の炎症が認められ

る (Weisberg et al., 2003)。肥満により脂肪細胞が肥大化することにより、TNF-α、IL-6、MCP-1等の

炎症性アディポサイトカインの産生が増加し、一方、adiponectin の産生が低下するなど、アディポ

サイトカイン分泌プロフィールの異常が生ずる。このような肥満症によるアディポサイトカインの分泌

動態の変化が、糖・脂質代謝異常、高血圧、動脈硬化等の老化関連疾患の病態の一部を形成し

ていることが明らかとなっている (Lago et. al., 2007; Ouchi et. al., 2011)。 

近年、WAT そのものが寿命制御に対して重要な役割を担っていることが明らかとなってきた。イ

ンシュリン受容体 (IR) 全身 KOマウスでは生後すぐにケトーシスのために死亡する (Accili et al., 

1996)。同様に IR と IGF1受容体の膵 β細胞特異的 KOで重篤な糖尿病のため、心筋・骨格筋特

異的 KOでは心不全のために、いずれも数週間以内に死亡する (Ueki et al., 2006; Laustsen et al., 

2007)。さらに肝臓特異的 IR KO マウスでは、重度のインスリン抵抗性を惹起し、進行性の肝機能

障害につながる (Michael et al., 2000)。しかしながら、脂肪組織特異的 IR KOマウスでは、WAT重

量が減少し、WATにおけるミトコンドリアバイオジェネシスが亢進し、寿命が延伸する (Blüher et al., 

2003) 。肝臓において善玉アディポサイトカインである adiponectinの発現を亢進させたトランスジェ

ニックマウスは寿命延伸することが報告されている (Otabe et al., 2007) 。また、脂肪細胞の分化に

必須な転写因子である CCAAT/enhancer-binding proteins (C/EBP) α遺伝子座に同様の機能を有

する転写因子である C/EBPβ をノックインした C/EBPβ/β マウスでは脂肪組織でのミトコンドリアバイ

オジェネシスが亢進し、長寿であることが報告されている(Chiu et al., 2004)。また、外科的に内臓脂

肪を切除したマウスではインスリン抵抗性が改善し、寿命が延長する  (Barzilai et al., 1999; 

Gabriely et al., 2002)。加えて、野生型マウスでは内臓脂肪の外科的切除により骨格筋における脂

質蓄積の抑制や体温の低下、呼吸商の低下が観察されるが、長寿を示す GHR KO マウスに対す

る外科的な内臓脂肪の切除は、野生型と正反対の悪影響を及ぼすことが報告された (Masternak 

et al., 2012)。このことは WAT自体の形質として個体にとって良い WAT と悪いWATがあることを示

している。 

 このように脂肪細胞特異的な遺伝子改変やアディポサイトカイン分泌の修飾によって寿命制御が

可能である。また、WAT は種々の老化に伴って発症する疾患の主要な病態であるインスリン抵抗
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性や酸化ストレス、炎症に密接に関連する。これらの知見から、ミトコンドリアバイオジェネシス亢進

を含めた質の高いWATへのリモデリングが、CRによる有益な効果をもたらす可能性が示唆される。 

 

カロリー制限における脂質代謝 

 CR したマウスでは、摂食直後にはエネルギー源として糖質を利用し、脂質合成が亢進するが、

その後はエネルギー源として脂質を利用し、β 酸化が亢進する代謝パターンを示す (Bruss et al., 

2010; Higami et al., 2006b)。また、1日を通してエネルギー源として脂質を利用する割合が増加す

る (Bruss et al., 2010)。脂質利用の増加により、電子伝達系の Complex I が迂回され、ROS の産

生低下を介して酸化ストレスを低減する可能性が示唆されている (Guarente 2008)。摂食に応答し

た糖質利用・脂質合成と非摂食時の脂質利用を切り替える形質は、metabolic flexibilityと呼ばれ、

2型糖尿病の患者では metabolic flexibilityが低下している (Corpeleijn et al., 2008, Corpeleijn et 

al., 2009) 。このような患者の体重を減量すると、metabolic flexibility とインスリン抵抗性がともに改

善する (Corpeleijn et al., 2008, Corpeleijn et al., 2009)。また、インスリン抵抗性を示すマウスモデル

では、明暗期での呼吸商の差が少なくなり (Chibalin et al., 2008)、逆にインスリン抵抗性を改善す

ると、絶食時に素早く脂質利用への切り替えがなされると報告されている (Kim et al., 2007)。 

 

目的 

 本研究では、CRの分子メカニズムの解明、特に CRに伴うWAT リモデリングの詳細なメカニズム

の解明から、「老化・寿命」を制御する分子メカニズムを明らかにしたい。そして、その知見を基盤に、

健康長寿を目指すために、老化プロセスを薬理学的・栄養学的にコントロールする分子ターゲット

を同定することを目的とした。 
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第一章 

 

Srebp-1cを介した 

カロリー制限の効果 
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1-1. 背景 

CRは成長ホルモン (GH; growth hormone) の分泌や血漿中 GH濃度、また、GH刺激により肝

臓などから分泌されるインスリン様成長因子 1 (IGF-1; insulin-like grouth factor-1) の血漿中濃度を

減少させる (D’Costa, et al., 1993; Sonntag et al., 1995)。また、GHやプロラクチンおよび甲状腺刺

激ホルモンの分泌不全を呈する Ames矮小マウス (Prop-1df/df) (Brown-Borg et al., 1996) や Snell

矮小マウス (Pit-1dw/dw) (Flurkey et al., 2002) は、野生型に比べ 20-50%の長寿を示す。さらに、

GHR/BP (growth hormone receptor/binding protein) ノックアウト (KO) マウス (Coschigano at al., 

2000) や IGF-1 receptor KOマウス (Holzenberger et al., 2003)やアンチセンス GH遺伝子の導入

により GH発現を抑制したラット (Shimokawa et al., 2002) も野生型に比べて長寿である。 

GHR/BP KOマウスでは CRによる寿命延伸が認められなかった (Bonkowski et al., 2006)。一方

GH/IGF-1シグナルが抑制されて長寿である Ames矮小マウス (Bartke et al., 2001) やアンチセン

ス GH トランスジェニックラット (Shimokawa et al., 2003) では、CRによりさらに寿命が延伸した。こ

れらの知見は、CRの寿命延伸効果が GH/IGF-1依存的なメカニズムによってのみ制御されている

わけではなく、GH/IGF-1 非依存的メカニズムによっても制御されている可能性を示唆している。そ

こで、DNA マイクロアレイを用いて、白色脂肪組織 (WAT) における遺伝子変動を網羅的に探索

したところ、GH 非依存的にかつ CR 依存的に、脂質代謝関連遺伝子、特に Srebp-1 に転写制御

されると考えられる脂肪酸合成関連遺伝子の発現上昇を見出した (Chujo et al, 2013)。 

Srebp (Sterol regulatory element-binding protein) -1 は脂質生合成の主要制御因子であり、

Srebp-1a、Srebp-1c の二つのアイソフォームが存在する。特に Srebp-1c は肝・WAT・骨格筋の様な

インシュリン感受性組織で発現する主要なアイソフォームとして知られている (Shimano, 2009)。脂

質の蓄積は様々な臓器や器官で機能障害に関わり、脂肪毒性と呼ばれている (Unger, 1995)。脂

肪肝は肝インスリン抵抗性やインスリン分泌障害を伴う β細胞の脂肪毒性を伴い、いずれも糖尿病

のトリガーとなる (Shimano et al., 1999)。正のエネルギー不均衡が慢性的に SREBP-1cを活性化さ

せ、様々な組織や器官において脂肪毒性を引き起こすと考えられ、SREBP-1c が脂肪肝および膵

β細胞機能不全に関与していることが報告されている (Yahagi et al., 2002; Takahashi et al., 2005)。 

Srebp-1c の発現機構や下流遺伝子に関する研究は数多く実施されているが、肝臓あるいは in 

virtoにおける解析が中心であり、WATにおける知見は乏しい。加えて、CRに関連した研究はほと

んど報告されていない。そこで、本研究では、WAT において CR により発現が増加する因子であり、

また脂肪肝の増悪因子である Srebp-1cが CRの有益な効果にどの様に関与するかを解明すること

を目的として、CR した Srebp-1c KO マウスを解析した。そして新規性の高い Srebp-1c の機能を見

出だし、CRの抗老化・寿命延伸効果のメカニズムの一端を明らかにした。 

 



 |  15 

1-2. 材料と方法 

1-2-1. 使用マウスについて 

 Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA) より購入した Srebp1c+/-マウス  (B6;129S6-

Srebf1tm1Mbr/J, Liang et al., 2002) から、交配により Srebp1c+/+(以降 WT マウス）、Srebp1c-/-(以降

KO マウス） を作出した。東京理科大学薬学部動物実験施設内 specific-pathogen-free (SPF) 環

境下、明暗サイクルは 12時間で飼育し、AL群には CRF-1 (Oriental Yeast, Tokyo, Japan) を十分

量与えた。AL 群の摂食量を測定し、CR 群にはその 70%量を消灯前に与えた。CR は 3 ヶ月齢よ

り開始し、WTAL, WTCR, KOAL, KOCRの計 4群を作製した。36から 40週齢で安楽死させ、精

巣周囲脂肪、肝臓、心臓、腎臓、大腿四頭筋を採取した。臓器は一部をホルマリン固定し、残りは

液体窒素により急速凍結後-80ºC にて保存した。採血した血液は EDTA を加え、遠心 (2500 x g, 

4ºC, 10 min) して採取した上清を血漿サンプルとし、-80ºCにて保存した。屠殺は CR群の給餌 1-

4 時間後と給餌 2-5 時間前に分けて行い、それぞれ fed 群、fast 群とした。fast 群については、屠

殺前日の CR 群給餌時に餌を取り除き絶食状態とした。以上 WTAL fed, WTAL fast, WTCR fed, 

WTCR fast, KOAL fed, KOAL fast, KOCR fed, KOCR fast の計 8群を作製した。摂食の影響が大

きいと考えられる因子の解析には fed群および fast群の両方を、影響が少ないと考えられる因子の

解析には fed群のみを用いた。すべての動物実験は、東京理科大学動物実験委員会による審査、

学長による承認を得て、東京理科大学動物実験指針に従い行われた  (承認番号; Y12027, 

Y13028, Y14028)。また、すべての遺伝子組み換え実験は、東京理科大学遺伝子組換え実験安

全委員会による審査、学長による承認を得て、東京理科大学遺伝子組換え実験実施規則に従い

行われた (承認番号; 1589)。 

 

1-2-2. 血漿中 TG、非エステル型脂肪酸  (non-esterified fatty acid; NEFA)、コレステロール

(Cholesterol; Chol)、グルコース、インスリン、IGF-1、アディポネクチンおよびレプチンの定量 

 血漿中の TG、NEFA、Chol、グルコース、インスリン、アディポネクチンおよびレプチンはそれぞ

れ LabAssay™ Triglyceride (Wako, 290-63701) 、 LabAssay™ NEFA (Wako, 294-63601) 、

LabAssay™ Cholesterol (Wako, 294-65801)、Autokit Glucose C II (Wako, 439-90901)、Mouse 

Insulin ELISA KIT (U-type) (Shibayagi, Gunma, Japan, AKRIN-031) 、 Quantikine® ELISA 

Mouse/Rat IGF-1 Immunoassay (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)、Quantikine® ELISA 

Mouse Adiponectin/Acrp30 Immunoassay (R&D Systems) および Quantikine® ELISA Mouse 

Leptin Immunoassay (R&D Systems) を用いて定量した。なお、それぞれの反応は各メーカーが提

供するプロトコールに従い行った。 
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1-2-3. 血漿中ケトン体の定量 

Hansen と Freier および Li らの方法 (Hansen and Freier, 1978; Li et al., 1980) をもとに、血漿中

ケトン体として 3-hydroxybutyric acid (3-HB) を定量した。Reaction buffer (80 mM Tris-HCl (pH9.5), 

4 mM β-NAD+ (Wako, 049-16461)) にサンプルを加え、37 ºCで 5分間インキュベートし、5 U/mL 

D-3-Hydroxybutyrate Dehydrogenase (Wako, 086-05441) を総液量の 1/10 量加え、ARVO 

MX/Light Wallac 1420 Multilabel/Luminescence Counter (PerkinElmer, Waltham, MA) を用いて

37 ℃、340 nm における吸光度を測定した。 

 

1-2-4. Murine embryonic fibroblasts (MEFs)の樹立 

Srebp-1c へテロ欠損型マウス同士を交配させ、妊娠後 13.5-15.5 日のマウスの子宮から胎児を

取り出し PBS で洗浄後、頭や尾及び手足など余分な臓器を取り除き、0.05 % Trypsin-EDTA in 

PBS (Invitrogen, Carlsbad, CA, 15400） にて 37℃、10分間消化した。その後 100 U/mL penicillin 

G and streptomycin (SIGMA, St. Louis, MO, P0781） 及び 10% FBS (BOVOGEN, Essendon Vic, 

Australia, SFBS-F） 含有の DMEM -high glucose- (WAKO, 043-30085） により Trypsin-EDTAを

失活させ、cell strainer (BD, Franklin Lakes, NJ, 352340） で余分な細胞を除くことで樹立した。 

 

1-2-5. 細胞培養 

 10 % FBS, 100 U/mL penicillin G and streptomycin 及び 0.1 mM 2-Mercaptoethanol を含有する

DMEM -high glucose-で MEFs を培養し、1.2~15×104 cells/cm2 の細胞密度で維持した。また、

MEFsは継代数を 5回までとした。 

 

1-2-6. 成熟脂肪細胞への分化誘導 

 MEFsは 1.2×104 cells/cm2の密度で播種し、培地交換を挟んで 3日後を Day0 とした。その後は

2日置きに 0.5 mM IBMX (SIGMA, I5879） 、1 µM DEX (SIGMA, D1756） 、10 µg/mL insulin 

(WAKO, 096-03443） 及び 10 µM troglitazone (Lkt-Lab, T7056） を加えた維持培地で培養するこ

とで成熟脂肪細胞へと誘導した。 

 

1-2-7. クローニングベクターの作製 

Srebp-1c過剰発現哺乳類発現ベクターに関して、活性体型 (mature form) を作製した。活性体

型は Srebp-1c mRNAの一部 (1-1368bp) をコードした遺伝子を PrimeSTAR HS DNA Polymerase 

(Takara, R010A) により増幅させ、EcoRVにより切断した pBluescript II KS (+) ベクターへとサブク

ローニング後、そのベクターを EcoRI及び ApaIで切断し、EcoRI及び ApaIで切断済みの pMXs-

AMNN-puroレトロウイルスベクターへライゲーションすることで pMXs-Srebp-1c mature formベクタ
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ーを作製した。なお、Srebp-1cを増幅させた際に用いたプライマーは Table 1-1に示す。 

 

1-2-8. レトロウイルスによる Srebp-1c復帰変異株の作製 

 Plat Eを 1×105 cells/cm2で播種し一晩培養後、Fugene HD Transfection Reagent（promega, Tokyo, 

Japan）を用いて pMXs-AMNN-puro、pMXs-Srebp-1c precursor form、pMXs-Srebp-1c mature form

ベクターを導入した。反応溶液は 10 µL/cm2で調整し、プラスミド DNA 1 µgに対して Fugeneを 6 

µL の比率で脂質・DNA 複合体を形成させた。室温で 30 分静置した反応溶液を細胞へ処理し、

16時間培養後、ウイルスを含む培養液をMillex-GV Filter（MILLIPORE, Billerica, MA）で濾過し、

回収した。培養液の 1/3量の 4×PEG Buffer（32 % PEG6000, 400 mM NaCl, 40 mM HEPES, pH 

7.4）を加え、2250 ×g, 4 ℃で 30分間遠心し、上清を廃棄後、2250g, 4 ℃で更に 5分間遠心を行

い、ウイルス沈殿を適量の OPTI-MEM で溶解し、0.6×104 cells/cm2 で播種し一晩培養させた

primary MEFsに感染させた。この時、培養液の濾過から感染までの過程は全て氷上で行った。感

染の 24時間後から 5 µg/mL の puromycin入りの培地で 5~7日間 selectionを行い primary MEFs 

Srebp-1c precursor form 過剰発現株および primary MEFs Srebp-1c mature form過剰発現株を作

製した。selection 後は 1 µg/mLの puromycin を含む培地で培養、維持した。 

 

1-2-9. 白色脂肪組織の組織学的解析 

 WAT を 10 %中性緩衝ホルマリン溶液 (10 % formaldehyde in PBS) にて固定し、パラフィン包埋

後、5 µmの厚さで薄切し、Hematoxylin-Eosin (HE) 染色を行った。標本は光学顕微鏡 Eclipse 80i

およびオプションユニット DS-Fi1c, DS-L2 (Nikon, Tokyo, Japan) を用いて拡大率 100倍で観察、1

視野あたり複数枚の画像を撮影し、画像編集解析ソフトウェア ImageJ 1.4 (Wayne Rasband National 

Institute of Health, Bethesda, MD) を用い、コンポジット合成によるノイズを除去後、脂肪細胞のサ

イズを測定した。 

 

1-2-10. Real-time RT-PCR 

 mRNAを抽出し、分光光度計 NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) を用い

て濃度を測定した。1 µgの RNAを PrimeScript® RT reagent Kit (TaKaRa, RR037A) により逆転写

させ cDNAを得た。目的遺伝子は、SYBR® Premix Ex Taq™ (TaKaRa, RR041A) を用いて、Real-

time PCRシステム ABI PRISM®7300 (Applied Biosystems, Foster City, CA) により解析した。なお、

それぞれの反応は各メーカーが提供するプロトコールに従い行い、使用したプライマーを Table 1-

2に記載した。 

 

1-2-11. Western blotting 
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 組織または細胞を、適量の SDS sample buffer (50 mM Tris-HCl (pH 6.8), 2% SDS, 3 M urea, 6% 

glycerol) を加えホモジェナイズ後、さらにソニケーションした。得られたライセートを遠心 (12000 x 

g, 4 ºC, 30 min) し、上清を回収し、95ºCで 5分間インキュベートした。得られた上清に含まれるタ

ンパク質量を BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, 23225) を用いて測定し、SDS 

sample buffer により 1 mg/mL の濃度に調製した。サンプルの 1/10 量の 0.25 % BPB / 5 % 2-

mercaptoethanol = 1 : 1 混液を加え、95 ºCで 5分間還元処理をした。以上の処理で得られたサン

プルを SDS-PAGE 法により泳動後、coomassie brilliant blue (CBB) 染色を行った。脱色後のゲル

の泳動像を LAS-3000 ルミノ・イメージアナライザー (Fujifilm, Tokyo, Japan) にて撮影し、解析ソ

フトウェアMulti Gauge 3.1 (Fujifilm) を用いてラダー状になった全タンパク質の染色強度からタン

パク量を定量し、サンプル間のタンパク質量を統一した。調製し直したサンプルを SDS-PAGE法に

て泳動し、ニトロセルロースメンブレン (PALL, Port Washington, NY, 66485) に転写した。転写後、

メンブレンは blocking溶液中 (2.5 % skim milk (WAKO, 190-12865) / 0.25 % BSA in TTBS (25 

mM Tris-HCl (pH 7.4), 140 mM NaCl, 2.5 mM KCl (Wako, 163-03545), 0.1 % Tween 20) = 1 : 1) 

にて室温で 1 時間震盪させた。その後、一次抗体を反応液 (Canget solution I (Toyobo, Osaka, 

Japan, NKB-201) / blocking溶液 = 2 : 1) 中に加え、4 ℃にてメンブレンと一晩または二晩反応さ

せた。一次抗体反応後、メンブレンを TTBSにて洗浄し (5分×2回および 10分×2回)、二次抗体

を反応液 (Canget solution II (Toyobo, NKB-101) / blocking溶液 = 2 : 1) 中に加え、1時間室温

にてメンブレンと反応させた。二次抗体反応後、メンブレンを TTBS にて洗浄し (5 分×2 回および

10分×2回)、ImmunoStar® LD (WAKO, 290-69904) を用いた化学発光を行い、LAS-3000ルミノ・

イメージアナライザーにて撮影し、Multi Gauge 3.1 を用いて定量した。以下、Table 1-3 に一次抗

体、Table 1-4に二次抗体の情報を記載した。 

 

1-2-12. CS (citrate synthase) 活性の測定 

 WATに 2倍量の Homogenization Buffer (50 mM Tris–HCl (pH 7.4), 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 

1 % Phosphatase Inhibitor Cocktail, 1 % Protease Inhibitor Cocktail, 1 % Triton X–100 (Sigma, 

T8532), 0.05 % sodium deoxycholate (Wako, 192-08312)) を加え、ホモジェナイズした。ホモジェネ

ートに対し、反応液 (0.1 mM DTNB (5,5–dithio–bis–(2–nitrobenzoic) acid) (WAKO, 047–16401), 

0.5 mM Acetyl-CoA (WAKO, 011-17383), 0.1 % Triton X–100, 100 mM Tris–HCl (pH8.0)) を加え、

25 ℃で 5分間インキュベートした。吸光度の baselineを安定させた後、10 mM oxaloacetate (WAKO, 

150–00411) を総液量の 1/20 倍量加え、ARVO MX/Light Wallac 1420 Multilabel/Luminescence 

Counter を用いて 30 ℃、412 nmにおける吸光度測定を行った。 

 

1-2-13. ミトコンドリア DNAの定量 
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 Total DNA抽出を行うため、組織サンプルに DNA extraction Buffer (10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 

150 mM NaCl, 10 mM EDTA, 0.1 % SDS, 100 μg/mL Proteinase K (WAKO, 160-14001)) を加えて

55 ℃で一晩インキュベートした。その後、Phenol (Sigma, P4557) を加えて常温で 1時間ローテー

トした後、上清をとり PCI (Phenol / Chloroform / Isoamylalcohol = 25 : 24 : 1) を加え、さらに 1時間

ローテートした。上清をとり、200 µg/ml RNaseA (WAKO, 182-01493) により 37 ℃で 1時間処理し

た後、再び Phenol 及び PCI 処理を繰り返し、エタノール沈殿を行うことで DNA を精製した。抽出

した DNAは TE Buffer (10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 0.1 mM EDTA)に溶解後、NanoDrop 1000 を用

いて濃度を測定した。定量的 Real-time RT-PCRは、1 ngの DNAを SYBR® Premix Ex Taq™を

用いて反応させ、Real-time PCRシステム ABI PRISM®7300 にて解析した。核 DNA の定量には

β-globin gene locus を、ミトコンドリア DNAの定量には cytochrome c oxidase II (COX II) gene locus

を用い、ミトコンドリア DNA存在量比を COX II/β-globin として算出した。なおプライマー配列は以

下 Table 1-5に示した。  

 

1-2-14. ChIP (chromatin immunoprecipitation) 

 MEFsを、1 % formaldehyde (Wako, 064-00401) 存在下、常温にて 10分間インキュベートした。

さらに 300 mM Glycine (Wako, 077-00735) 存在下、常温にて 10分間インキュベートした。組織液

を遠心 (700 x g, 4 ºC, 5 min) し、上清を取り除いて再度 PBSを加え、同条件で遠心した。上清を

取り除き、Cell lysis Buffer (10 mM Hepes-KOH (pH 7.9), 1.5 mM MgCl2 (Wako, 135-00165), 10 

mM KCl, 0.5 mM DTT, 0.5 % Nonidet P-40 (NP-40) (Nacalai tesque, Kyoto, Japan, 25223-04)) を

加え、氷上にて 10 分間インキュベートした。遠心 (1,400 x g, 4 ºC, 5 min) して上清を取り除き、

SDS lysis Buffer (50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 10 mM EDTA, 1 % SDS) を加え、氷上にて 10分間イ

ンキュベートした。ソニケーションしたのちに、遠心 (13,000 x g, 4 ºC, 10 min) し、上清を採取し、

Dilution buffer (16.7 mM Tris-HCl (pH8.0), 167 mM NaCl, 1.2 mM EDTA, 1.1 % Triton-X 100, 

0.01 % SDS) を加えた。さらに、Protein G Agarose, Fast Flow (Millipore, 16-266) を加え、4 ºCに

て 1 時間ローテートした。以下、本項においては特に記載のない限り 4 ºC にてローテートした。遠

心 (800 x g, 4 ºC, 2 min) し、上清を新しい 1.5 mLチューブに移した。このうちの 10 %を input とし

て 4 ºC で保存しておいた。上清に対して Srebp-1 抗体を加えて一晩ローテートし、新しい Protein 

G Agarose, Fast Flowを加え、1時間ローテートした。遠心 (800 x g, 4 ºC, 2 min) し、上清を取り除

き、Low Salt Buffer (20 mM Tris-HCl (pH8.0), 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1.0 % Triton-X 100, 

0.1 % SDS) を加え、10分間ローテートした。再度遠心 (800 x g, 4 ºC, 2 min) して上清を取り除き、

High Salt Buffer (20 mM Tris-HCl (pH 8.0), 500 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1.0 % Triton-X 100, 0.1 % 

SDS) を加え、10分間ローテートすることを 2回繰り返した。続いて遠心 (800 x g, 4 ºC, 2 min) し、

上清を取り除き、LiCl Buffer (10 mM Tris-HCl (pH8.0), 250 mM LiCl (Wako, 123-01162), 1 mM 
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EDTA, 1.0 % NP-40, 1.0% sodium deoxycholate) を加え、10分間ローテートすることを 2回繰り返

した。さらに、遠心 (800 x g, 4 ºC, 2 min) し、上清を取り除き、TE Buffer を加え、10分間ローテー

トすることを 3回繰り返した。最後のローテート後に遠心 (800 x g, 4 ºC, 2 min) し、上清を取り除き、

ChIP Elution Buffer (100 mM NaHCO3, 10 mM DTT, 1.0 % SDS) を加え、常温にて 10分間ローテ

ートした。遠心 (800 x g, 25 ºC, 2 min) し、上清を新しい 1.5 mLチューブに採取した。遠心後のチ

ューブに再度 ChIP Elution Buffer を加え、上記のローテートおよび遠心を繰り返し、遠心後の上清

を 1.5 mL チューブに採取した。ここで保存しておいた input を取り出し、サンプルと同量になるよう

に ChIP Elution Buffer を加えた。以下、サンプルと inputで同工程とした。65 ºCにて 4時間インキ

ュベートした後、RNaseA を加えて 37 ºCで 30分間インキュベートし、Proteinase K を加えて 55 ºC

で 3 時間インキュベートした。フェノール・クロロホルム抽出とエタノール沈殿により、DNA を抽出し、

TE buffer にて溶解した。目的遺伝子のプロモーター部位が含まれるように設計した標的プライマ

ーおよび KOD-FX (Takara, KFX-201) を用いた PCR反応を行うことで増幅させた。反応産物はア

ガロースゲル電気泳動により分離し、ethidium bromide solution (Nippon Gene, Tokyo, Japan, 315-

90051)にて染色し、LAS-3000 ルミノ・イメージアナライザーにて特異的バンドを可視化した。なお、

ChIPに用いたプライマーを Table 1-6に記載した。 

 

1-2-15. Aconitase活性の測定 

 凍結臓器 30-50 mg を秤取し、Aconitase assay kit (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, 705502) を

用いて、キットに付属のプロトコールに従って aconitase活性を測定した。 

 

1-2-16. 還元型／酸化型グルタチオン比の測定 

 グルタチオンはRahmanらの方法 (Rahman et al., 2006) により定量した。組織にExtraction buffer 

(0.1 % Triton X-100, 0.6 % sulfosalicylic acid (Wako, 190-04572), 5 mM EDTA, 0.1 M potassium 

phosphate buffer) を加え、Rotor-Stator 型ホモジナイザーを用いて破砕し、遠心 (8000 x g, 4 ºC, 

10 min) した。肝臓と腎臓は、Extraction Buffer に 5 % mataphosphoric acid (Alfa Aesar, Ward Hill, 

MA, 033267) を加えたものを添加してホモジェナイズし、遠心 (3000 x g, 4 ºC, 10 min) した。上清

に対し、0.5 mM DTNBおよび 2.0 U/mL Glutatione Reductase (Oriental Yeast, 46540005)を添加し、

氷上にて 2 分間インキュベートした。さらに、0.24 mM β-NADPH (Sigma, N7505) を加え、ARVO 

MX/Light Wallac 1420 Multilabel/Luminescence Counter を用いて 412 nm の吸光度を測定し、総

グルタチオンを定量した。 

 また、GSSGの定量を以下のように行った。上記の上清に対して 0.2 % 2-vinylpridineを加え、常

温で 1時間インキュベート後、5.6 % triethanolamine (Wako, 145-05605) を加えたものをサンプルと

し、総グルタチオンの定量と同様に測定した。測定後、総グルタチオン量および GSSG 量より、
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GSH量を算定し、GSH/GSSG比を算出した。 

 

1-2-17. 統計検定 

 データは平均±標準誤差で示した。データの統計検定は、2群間では Student’s t-test、多群間で

は二元もしくは三元配置分散分析を行なった後に Tukey's t-test を行なった。 

生存曲線における統計検定は、寿命の統計的分布が正規分布で近似できることを、Normal 

Quantile-quantile plot で確認し、多重検定を解決するために、それぞれの群間の寿命において

Tukeyの honestly significant difference 法で推定し、最終的に log-lank test を用いた。また、実験

ごとに用いた検定方法は、材料と方法の各項目または Figure legendsに記載した。 
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1-3. 結果 

1-3-1. 寿命 

 まず、野生型自由摂食群 (WTAL)、野生型カロリー制限群 (WTCR)、Srebp-1c KO自由摂食群

(KOAL)、Srebp-1c KO カロリー制限群 (KOCR) の 4 群に関して寿命を解析した。マウスの寿命

はポアソン分布に従うと考えられ、この分布は正規分布に近似されることを示した (Figure 1-1A)。

さらに、今回使用した全マウスの寿命においても同様に正規分布で近似された (Figure 1-1 B)。そ

こで、それぞれの群に分け同様の解析を行ったところ、およそ同じ傾きを持つ正規分布で近似され

たが、Y切片に関しては WTCR > WTAL > KOAL = KOCR となっていた (Figure 1-1C)。Y切片

は平均寿命と考えられ、野生型 (WT) マウスはカロリー制限 (CR) により約 18 %延伸したが 

(WTAL: 126.1週、WTCR: 148.4週)、Srebp-1c KO (KO) マウスは CRにより約 1 %しか延伸しな

かった (KOAL: 108.8週、KOCR: 109.8週) (Figure 1-1C, D)。また、KOAL群はWTAL群と比較

して寿命が減少する傾向 (約 14 %) が見られた (Figure 1-1C, D)。 

 

1-3-2. 重量・摂食量・血漿プロファイル 

摂食量は 84週齢まで WTマウスより KOマウスの方が平均で約 22 %、最大で約 41 %多かった 

(Figure 1-2）。また、32-40週齢で、体重は ALではWTマウスより KOマウスの方が約 24 %有意に

重かったが、それ以降では有意な差はなかった (Figure 1-1, Table 1-7）。一方で、CRでは約 80週

齢までWTマウスよりKOマウスの方が重い傾向であったが、有意な差ではなかった (Figure 1-1）。

臓器重量に関しては、AL では肝臓 (約 33 %)・心臓 (約 36 %)・腎臓 (約 19 %) で、CR では肝

臓 (約 26 %) ・心臓 (約 26 %) で WTマウスより KOマウスの方が有意に重かった (Table 1-7）。 

血漿中グルコース濃度は、WT および KO マウスにおいて、fed 時に CRにより減少傾向 ( WT: 

約 13 %、KO: 約 20 %) を示した。Insulin濃度は、WTAL (約 83 %)、WTCR (約 97 %)、KOAL 

(約 84 %)、KOCR (約 79 %) とも fasted時に有意に低下した (Table 1-8)。また、総コレステロール

濃度は、WT および KO の両マウスにおいて、特に fed 時に CR により約 50%低下した (Table 1-

8)。Triglyceride (TG) 濃度は、WT マウスにおいては CRにより減少傾向を示し、特に fasted 群で

は約 48 %減少した。一方、KOマウスにおいては CRによる減少傾向は減弱していた (Table 1-8)。

Non-esterified fatty acid (NEFA) 濃度は、WTマウスにおいて CRにより fed時に約 29 %、fasted

時に約 17%減少したが、KOマウスでは CRによる影響が乏しかった (fed時: 約 20 %、fasted時: 

約 14 %)。また、WTAL (約 76 %)、WTCR (約 105%)、KOAL (約 59 %)、KOCR (約 71 %)とも fasted

時に増加したが、KOAL 群では WTAL 群に比べてその増加が小さかった (Table 1-8)。これは、

KOAL 群において絶食に対する WAT からの NEFA の分泌が減少していることを示唆する。3-

hydroxybutyric acid (3-HB) 濃度は全ての群で fed 時は検出限界以下であった。fasted 時のみで

比較すると、WT マウスでは CRにより約 63 %減少したが、KOマウスでは CRにより 40%しか減少
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しなかった。また、KOAL群では WTAL群に比べ 50 %有意に低値を示した (Table 1-8)。これは、

KOAL 群において絶食に対して肝臓でのケトン体合成が低下していることを示唆する。以上より、

KOマウスは絶食に対して脆弱である可能性が示唆された。 

IGF-1 の濃度は、WT・KO マウス共に CR により減少し、WT-KO 間に大きな差はなかった。

Adiponectinの濃度は fasted時にWTALよりKOALのほうが約 59 %有意に高かった。また、KOAL

群において fasted群で約 48 %有意に上昇した (Table 1-8)。一方、Leptin濃度は、fed群において

WTAL より KOAL のほうが約 103 %高い傾向にあった。また、WT および KO の両マウスにおい

て、CRにより減少した (Table 1-8)。 

 

1-3-3. 各臓器における脂肪酸合成関連タンパク質発現解析 

 Fatty acid synthase (FASN) や acetyl-CoA carboxylase (ACC)、ATP citrate lyase (ACLY)、malic 

enzyme-1 (ME-1) は Srebp-1cに直接転写制御される脂肪酸合成に関わる下流タンパク質であ

る。Western blot 法によりこれらのタンパク質の発現変動を肝臓、白色脂肪組織 (WAT)、心臓、骨

格筋、腎臓において解析した。 

 肝臓において、ME-1以外の各タンパク質では、Srebp-1c KOあるいは CRによる発現変動は観

察されなかった(Figure 1-3A-D)。ME-1 タンパク質発現は Srebp-1c KOにより全群で約 0.4倍に減

少したが、CRによる変動は認められなかった (Figure 1-3A, E)。この結果より、CRは肝臓におけ

る Srebp-1cの発現を fed時は約 3倍、fast 時は約 6倍に増加させるものの (Figure 1-3L)、その下

流タンパク質である脂肪酸合成関連タンパク質の発現に大きな影響を与えないことが示された。 

 WATにおいて、WTAL群および KOAL群間における脂肪酸合成関連タンパク質発現に有意な

差は認められなかった (Figure 1-3F-J)。また、WTでは、CRにより FAS (fed: 約 8倍、fast: 約 2

倍)、ACC (fed: 約 20倍、fast: 15倍)、ACLY (fed: 約 20倍、fast: 10倍)、ME-1 (fed: 約 8倍、

fast: 約 7倍) タンパク質の発現は有意に亢進し、その亢進は fasted時に比べて fed時で顕著で

あった。しかしながら、KOマウスでは CRによる脂肪酸合成関連タンパク質発現の亢進は観察で

きず、摂食による発現変動も確認できなかった (Figure 1-3F-J)。 

 骨格筋および腎臓において、WTAL群および KOAL群間における差はなかった一方、WTマ

ウスにおいて、CRは脂肪酸合成関連タンパク質の発現を顕著に亢進させた (骨格筋: FASN約

10倍、ACC約 5倍、ACLY約 10倍、ME-1約 5倍、腎臓: ACC約 2倍、ACLY約 2倍)。しかし

ながら、KOマウスでは CRによる脂肪酸合成関連タンパク質発現の亢進しなかった (Figure 1-

4A-I)。心臓において、脂肪酸合成関連タンパク質は Srebp-1c KOあるいは CRによる発現変動が

観察されなかった (Figure 1-4J-M)。 

 

1-3-4. 各臓器におけるミトコンドリアの解析 
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 ミトコンドリアマトリックスに存在する citrate cynthase (CS) は、tricarboxylic acid (TCA) 回路の最

初のステップに関与する酵素であり、その活性はミトコンドリア活性の指標として用いられる。WAT

において、WT マウスでは CRにより CS活性は約 2倍に増加したが、KOマウスでは増加しなか

った (Figure 1-5A)。しかし、肝臓、骨格筋、心臓、腎臓においては、Srebp-1c KOあるいは CRに

よる発現変動は見られなかった (Figure 1-5B)。 

 さらに、ミトコンドリア関連タンパク質発現を解析した。WATにおいてWTマウスでは CRによりミ

トコンドリアタンパク質である SIRT3 (約 2~3倍)、COX IV (約 2~4倍)、TOM20 (fed: 約 2倍) のタ

ンパク質発現が有意に上昇し、その亢進は fasted時に比べて fed時で顕著であったが、KOマウ

スでは CRに伴う発現上昇は観察されなかった。(Figure 1-6E-H)。一方、肝臓、心臓、骨格筋、腎

臓においては Srebp-1c KOあるいは CRによる発現変動は見られなかった (Figure 1-6A-D, 

Figure 1-7A-L)。 

 そのため、WAT に着目しミトコンドリア関連遺伝子発現を解析した。Peroxisome proliferator 

activated receptor gamma co-activator 1 (Pgc-1) αや Pgc-1β、Estrogen related receptor (Err) αは

ミトコンドリアバイオジェネシスに関わる転写補助因子と言われている (Schreiber et., al., 2004; 

Scapulla, 2011)。その中でも Pgc-1αは CRに伴うミトコンドリアバイオジェネシスの主要な調節因子

であると報告されている (Anderson et. al., 2008)。そこで、Pgc-1α遺伝子発現を解析したところ、

WT マウスでは Pgc-1αの発現は、CRにより約 4倍に増加したが、KOマウスでは CRに伴って発

現は増加しなかった (Figure 1-8A)。さらにミトコンドリア関連遺伝子である CoxIV mRNA発現量お

よび mt DNA量を解析した。CoxIV mRNA発現量 (約 2倍) および mt DNA量 (約 2倍) とも、

WT マウスでは CRにより増加したが、KOマウスでは CRに伴う増加は見られなかった (Figure 1-

8B, C)。 

 

1-3-5. primary MEFsの解析 

 マウスの組織を用いた解析により、WATが Srebp-1cを介した CRの効果に重要であることが示

唆された。そこで、primary MEFs を白色脂肪細胞に分化させ解析した。Pparg と adiponectin を指

標として、成熟脂肪細胞への分化の程度を確かめたところ、WT・KO共に同程度に分化しているこ

とが確認できた (Figure 1-9A, B)。 

 脂肪酸合成関連タンパク質のうち FASおよび ACC、ME-1発現はWTにおいて分化誘導開始

後 8~16日目で発現が最大になり、その後減少した (Figure 1-9C)。また ACLYに関しては分化開

始直後に発現が最も高く、徐々に減少した。しかし、KOではこのような発現変動は観察されず、低

レベルのままであった (Figure 1-9C)。 

 ミトコンドリア関連タンパク質発現は、WTにおいて、分化に伴い増加し、分化誘導開始後 16~24

日目ではプラトーに達した (Figure 1-9D)。一方、KOにおいて TOM20の発現変動は観察され
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ず、COX IV、SIRT3 タンパク質発現は分化に伴って増加するものの、WTに比べその増加はごく

僅かであった (Figure 1-9D)。Pgc-1αの mRNA発現に関しても、WTにおいて分化に伴い発現が

増加したが、KOにおいてその発現変動は見られなかった (Figure 1-9E)。CS活性は、全期間に

おいてWT と比べ KOで有意に低く、KOはWT と異なり、分化によって活性は亢進しなかった 

(Figure 1-9F)。mtDNA も同様に KOはWT と異なり、分化によって量は増加せず、day16~24にお

いて有意に低かった (Figure 1-9G)。 

 以上の結果から、ミトコンドリアバイオジェネシスの活性化に重要な役割を果たす Pgc-1α発現は

Srebp-1cに制御されている可能性が示唆された。そこで、Srebp-1c KO MEFsに Srebp-1cを強制

発現させて、Pgc-1α発現が復帰するかを検討した。Srebp-1cに転写制御されている Fasnの

mRNA量は、強制発現により回復した (Figure 1-9H)。この結果は、強制発現により、Srebp-1cは

転写活性も含めて復帰したことを示唆する。そこで Pgc-1αの mRNA発現を解析したところ、強制

発現により有意に発現が回復した (Figure 1-9H)。 

 Srebp-1cの復帰により、Pgc-1αの mRNA発現が回復したことから、Srebp-1cが Pgc-1αの転写

を正に制御している可能性が示唆された。また、Pgc-1αのプロモーター部位を検索したところ、

SREBP タンパク質が結合するために必要な SRE配列が、転写開始点より上流に 2か所見つかっ

た。そのため、primary MEFs を用いて ChIP assayを行った。その結果、WT MEFsにおいて

SREBP-1 タンパク質と Pgc-1αのプロモーター部位の結合が確認されたが、KOでは確認できなか

った (Figure 1-9I, J)。 

 

1-3-6. 酸化ストレス応答 

 CRの効果として、酸化ストレスの抑制が重要である可能性が示唆されている (Gredilla and 

Barja, 2005)。そこで、マウスの WATにおいて、aconitase活性および GSSG/GSHを測定した。

WAT における aconitase活性は、WTマウスにおいて CRにより約 4倍に増加した (Figure 1-

10A)。しかし、KOマウスにおいて CRによる活性の上昇は観察されなかった (Figure 1-10A)。ま

た、GSSG/GSHはWTマウスにおいて CRにより約 12 %に有意に低下した (Figure 1-10B)。しか

し、KOCR群における有意な低下は観察されなかった (Figure 1-10B)。この時、WAT中の総 GSH

量は、WTマウスにおいて CRにより約 5倍に増加したが、KOでは CRによる増加は観察されな

かった (Figure 1-11C)。加えて、肝臓・心臓・骨格筋・腎臓における GSSG/GSHおよび、総 GSH

量の CRによる増加も観察されなかった (Supplemenatal Figure 1-2)。また、de novo GSH産生の

律速酵素である γ-glutamyl-cysteine synthetase (γ-GCS、遺伝子名 glutamate-cysteine ligase; Gclc)

の mRNA発現は、WTマウスにおいて CRにより約 1.5倍に増加傾向をが見られた (Figure 1-

10D)。しかし、KOマウスにおいて CRにより増加しなかった (Figure 1-10D)。一方で、Srebp-1c 

KO MEFsに Srebp-1cを復帰させても、γ-GCSの mRNA発現は回復しなかった (Figure 1-10E)。
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さらに、CRによるマクロファージマーカーの発現変動に関しても測定したところ、WT・KO共に CR

によって有意に減少するが、WT と KOに有意な差は無かった (Figure 1-10F, G)。 
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1-4. 考察 

1-4-1. CRによる Srebp-1cを介した脂肪酸合成への影響 

 以前の報告では、Srebp-1cおよびその下流である de novo脂肪酸合成遺伝子の発現は、肝臓お

よび WAT の両方において、摂食条件で亢進し、絶食条件で抑制されることがわかっている 

(Horton et al.,1998b; Sekiya et al.,2007)。 しかしながら、本研究では、CR は摂食条件にかかわら

ず、WAT における Srebp-1c を介した de novo 脂肪酸合成に関与するタンパク質の発現を増強し

た。 さらに、CRは、摂食条件および絶食条件下の両方で、肝臓における Srebp-1cの発現を亢進

したが、de novo 脂肪酸合成関連タンパク質の発現を変化させなかった。 この知見は、CRが肝臓

ではなく WAT における de novo 脂肪酸合成を活性化し、全身の脂質利用を亢進するという Bruss

らの報告を強く支持するものである (Bruss et. al., 2010)。また同時に、Srebp-1cによる de novo脂

肪酸合成の活性化が、CR による WAT における代謝リモデリングの主要な機構であるとする我々

の報告を強く支持するものである (Okita et al., 2012; Chujo et al., 2013)。しかし、肝臓における矛

盾や、肝臓と WAT との間の CR に対する差異の応答を明らかにするために、さらなる研究が必要

である。 

 脂肪酸合成関連タンパク質である ME-1 は細胞質において malate から pyruvate を産生する酵

素であるが、その反応時に同時に NADPH を産生することでも知られている (Figure 1-11)。ME-1

は FASN と同様 Srebp-1c によって強くその発現を制御される酵素であるので、Srebp-1c は脂肪酸

合成関連遺伝子発現だけでなく、ME-1 活性化を介して NADPH の生成にも重要であることが示

唆される。NADPHは FASNの補酵素としても作用し、de novo脂肪酸合成を活性化させる。 

 今回の結果により、CRは、Srebp-1c を介して WAT における de novo 脂肪酸合成を活性化し、さ

らに全身でエネルギーに使用する基質を炭水化物から脂質へシフトすることが示唆された。 

 

1-4-2. CRによる Srebp-1cを介したミトコンドリアへの影響 

CS活性はミトコンドリアバイオジェネシス活性化の指標の一つであり、CRによるミトコンドリアバイ

オジェネシスの活性化は WAT 特異的であった。CR によるミトコンドリアバイオジェネシスの亢進に

は Pgc-1αや Pgc-1β、Errα発現の亢進が見られ (Schreiber et., al., 2004; Scarpulla, 2011)、その中

でも Pgc-1αが重要な役割を果たしていると報告されている (Anderson et. al., 2008)。この報告に矛

盾せず、本研究により、CRは WAT 選択的に Srebp-1c依存的、且つ Pgc-1α を介して、ミトコンドリ

アバイオジェネシスを亢進していることが明らかになった。 

 ME-1 によって産生される pyruvate はミトコンドリア内に入り、TCA サイクルの基質として利用され

るミトコンドリアの活性には重要な基質であり、TCAサイクルでは CSにより citrateとなり脂肪酸合成

に使用される (Figure 1-11)。また、TCAサイクルの活性化により NADHなど呼吸鎖に必要な基質

が作られる。さらにミトコンドリア内で CS により産生した citrate は細胞質内に移動し、ACLY により
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oxaloacetic acid になり、malate dehydrogenase により malate が産生される (Figure 1-11)。この

malate/pyruvate/citrate/oxaloacetic acid 生成回路は pyruvate/malate 回路と呼ばれている。我々は

プロテオーム解析により、CRにより WAT においてこの回路に関連するタンパク質発現が増加する

ことを報告し、CR 動物の WAT はグルコースをよりエネルギー価の高い脂肪酸に変換する機能を

有している可能性を指摘した (Okita et. al., 2012)。また、ACLYが citrateを oxaloacetic acidに変

換する際に、同時に acetyl-CoAが産生されるので、CR時には acetyl-CoAの産生量は増加するこ

とが予想される。Acetyl-CoA はアセチル基供与体となるため、多くある場合はタンパク質のアセチ

ル化が進みやすくなることが知られている (Pietrocola et al., 2015)。しかしながら、CR では脱アセ

チル化酵素である Sirtuin が活性化していることから、ヒストンアセチル化に代表される転写の活性

化には大きく寄与していないと考えられる。一方で、acetyl-CoA は TCA サイクルや脂質合成にお

ける炭素源としても知られている。WATにおいて、CR時に解糖系を介してミトコンドリア内で産生さ

れた acetyl-CoA は pyruvate/malate 回路を介して優先的に脂肪酸合成に使用されることが報告さ

れている (Valle et al., 2010)。本研究においても、TCAサイクルや脂肪酸合成が活性化しているこ

とから、CR 動物の WAT はグルコースをよりエネルギー価の高い脂肪酸に変換し、脂質を効率的

に利用できるようにリモデリングされていることが示唆された。 

 成熟脂肪細胞に分化した primary MEFsにおいても、ミトコンドリア関連タンパク質発現や Pgc-1α 

mRNA発現に Srebp-1cが重要であることが明らかになった。特に、Srebp-1cは Pgc-1αのプロモー

ターに直接結合することにより、ミトコンドリアバイオジェネシスを亢進させていることを明らかにした。 

 以上より、Srebp-1cは de novo脂肪酸合成の活性化とともに、Pgc-1αの転写を直接活性化するこ

とにより、ミトコンドリアバイオジェネシスを亢進することが示唆された。Srebp-1cが de novo脂肪酸合

成系とミトコンドリアバイオジェネシスを同時に活性化することは、pyruvate/malate 回路の活性化と

いう点においても合理的であると考えられる。 

 

1-4-3. CR時における Srebp-1cの酸化ストレスへの影響 

 ミトコンドリアは主要な ROSの発生源であるので (Halliwell and Gutteridge, 2007; Balaban et. al., 

2005)、ミトコンドリアバイオジェネシスの亢進は、ミトコンドリア機能の活性化および ROS 産生の亢

進を意味する。それゆえ、CR に伴うミトコンドリアバイオジェネシスの亢進により、ROS 産生も増加

すると推測される。一方、CR によって酸化ストレスは減少することが知られている (Gredilla and 

Barja, 2005)。実際、WTマウスのWATでは CRにより酸化ストレスは抑制されるが、KOマウスでは

抑制されなかった。線虫において、ROS 産生が亢進するような高圧条件下で、ストレス抵抗性の亢

進や平均余命の延伸が報告されている (Boveris and Chance, 1973; Cypser et. al., 2002; Yanase et. 

al., 1999; Turrens, 2003)。また、CR動物の特徴でもある低体温により ROS産生が亢進する (Conti 

et al., 2006; Hosono et. al., 1982)。さらに、線虫において、2-deoxy-D-glucoseによる寿命延伸効果
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は、抗酸化剤の処置によって打ち消されるという報告がある (Schulz et al., 2007)。これらの報告は、

ROS 産生の減少が酸化ストレスの減少、さらに寿命延伸に単純に結びつくわけでないことを示して

いる。 

 NEFAや 3-HBのデータから、WTマウスに比べて KOマウスは絶食に対して脆弱であることが示

唆される。ケトン体は acetoacetate、acetone および 3-HB の総称であり、肝臓において産生される。

厳密には 3-HBはケトン基を持たないが、3つのうちで最も生体内の比率が高く、90%ほどを占めて

いる (Hansen and Freier, 1978; Li et al., 1980)。絶食時の血漿中 3-HB濃度は Srebp-1c KOにより

減少した。3-HBは内在性の histone deacetylases (HDACs) に対する阻害効果を持ち、FoxO3aの

発現亢進を介して MnSOD や catalase の発現を増加させ、酸化ストレスの抑制に寄与する 

(Shimazu et al., 2013)。それゆえ、Srebp-1cは絶食に対する抵抗性と共に 3-HBの産生増加を介し

て非摂食状態での酸化ストレスを低減している可能性を示唆する。 

 WAT においてのみ、ミトコンドリア内の NAD+依存性脱アセチル化酵素である SIRT3 タンパク質

発現は Srebp-1c 依存的に増加した。SIRT3 はミトコンドリア内における抗酸化因子である

superoxide dismutase 2 (SOD2)を脱アセチル化して活性化することが報告されている (Qiu et. al., 

2010)。 

 マウスのWAT では、総 GSH量は CRにより Srebp-1c依存的に増加した。また、MEFsにおいて

も、総 GSH 量は KO に比べて WT で有意に高かった。これらを考え合わせると、CR による WAT

における酸化ストレスの抑制は、Srebp-1cを介したグルタチオン産生の亢進にあると示唆される。事

実、グルタチオン合成の律速酵素である γ-GCS mRNA 発現は WT では CR により増加傾向を示

したが、KOでは増加傾向が見られなかった。しかしながら、KO MEFsに mature formの Srebp-1c

を復帰変異させ γ-GCS mRNA 発現を解析したところ、発現は回復しなかった。それゆえ、γ-GCS

遺伝子発現は、Fasn や Pgc-1α 遺伝子とは異なり、Srebp-1c に直接制御されていないと考えられ

る。一方、グルタチオンの酸化還元において、glutathione peroxidase は二分子の GSH をジスルフ

ィド結合させることで一分子の GSSGにし自身を酸化させることで ROSを還元し、ROSを減少させ

ていることが報告されている (Lu, 2013)。マウスWATでは、GSSGが CRにより Srebp-1c依存的に

増加していることから、glutathione peroxidase が活性化している可能性も考えられる。加えて、前述

したように CR における ME-1 の活性化により、NADPH が豊富となる。glutathione reductase は

NADPH を利用して GSSG から GSH への再還元することから、このような微小環境は GSSG から

GSH への再還元に有利と考えられる。また、CR で SIRT3 が活性化することで、IDH2 を脱アセチ

ル化され、NADPH量を増やし、glutathione reductaseを介する GSSGの再還元に関与し、酸化スト

レスに対する防御能を高めることが報告されている (Someya et al., 2010)。 

 以上から、CR における酸化ストレスの低減は ROS 産生の減少によるものではなく、Srebp-1c 依

存的に GSHの生合成や SIRT3 の発現増加、ME-1 の発現増加を介した NADPHの増加、さらに
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グルタチオンの酸化還元の活性化を介して、抗酸化能を活性化することによるものであることが示

唆される。 

 

1-4-4. CRによる Srebp-1cを介した寿命および健康寿命の延伸 

 生物は、常に飢餓と戦いながら、進化してきた。Holliday は CR の抗老化・寿命延伸効果を食餌

供給の不足に対する反応であると仮説した (Holliday, 1989)。また、MasoroとAustadは、その学説

を深化させ、CR のメカニズムを進化論的立場から以下のように説明した。動物は餌が充分にない

時には生殖エネルギーを個体の生存のためのエネルギーに再配分する。一方、肥沃な時期には

個体の生存より生殖を優先し、強い子孫を残す (Masoro & Austad, 1996)。CRはこのような神経内

分泌系の適応反応を刺激する。脂肪細胞における脂肪滴形成は、Srebp-1活性化を介して脂肪合

成促進、さらなる脂肪滴形成を亢進する正の循環システムを駆動させることが報告されている 

(Takahashi et. al., 2013)。Srebp-1cは主として肝臓において摂食に応答して発現が亢進し、脂肪酸

合成関連遺伝子を活性化するため、現代社会では肥満症や脂肪肝の原因遺伝子と考えられてき

た (Horton et al., 1998b; Sekiya et al., 2007; Matsuzaka et al., 2007)。しかしながら、Srebp-1cは、脂

肪組織においては食餌不足に対して de novo脂肪酸合成とミトコンドリア活性を亢進させることによ

り、グルコースをよりエネルギー価の高い脂肪酸に変換させる飢餓耐性遺伝子であり、CR によって

活性化される重要な因子の一つであると考えられる。 

 

 以上の結果は、CRがWAT特異的に Srebp-1cを介して脂質合成系やミトコンドリア機能を亢進さ

せ、効率的な脂質利用を可能とすると同時に、抗酸化因子を活性化する。結果として酸化ストレス

を抑制している可能性を示唆するものであり、CR による抗老化・寿命延伸効果の新たなメカニズム

の一端が明らかになったと考える。特に 1. CR による効果が WAT において特に強く誘導されるこ

と、2. CR時のWATにおいて Srebp-1cが Pgc-1α mRNA 発現を正に制御すること、3. CRにおい

て Srebp-1c が酸化ストレスを抑制することは新規性の高い発見であると考えられる (Figure 5-1)。

今回の発見は CR による効果に WAT が重要な役割を果たしていることを示し、この制御に Srebp-

1c が中心的な役割を果たしていることを示唆する。元来、肥満症や脂肪肝を増悪させる原因遺伝

子として知られていた Srebp-1c が、WAT において CR ではグルコースをよりエネルギー価の高い

脂肪酸に変換させ、効率的な代謝を促進するための遺伝子であると考えられることは、これまでと

異なる視点を与えるものである。 
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Figure 1-1

Figure 1-1 Survival curve of mice. (A) Comparison between quantiles of the normalization and 

Poisson distribution (λ = 100). Regression line was drawn by using the normal distribution 

(N:0,1) with the indicated parameters: square root of the intercept coincided with the slope. (B) 

Normal Quantile-quantile plot for longevity of mice studied. A straight relationship indicates 

normality of the distribution. (C) 10–12 mice in four groups were maintained under pathogen-

free condition. To compare survival distributions of ad libitum (AL) and caloric restriction (CR) 

mice, the log-rank test was applied. P values less than 0.05 were considered statistically 

significant. (D) Survival curve. 8–11 mice in four groups were maintained under pathogen-free 

condition. To compare survival distributions of AL and CR mice, the log-rank test was applied. 

P values less than 0.05 were considered statistically significant. 
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Figure 1-2
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Figure 1-2 Time-course analysis of food consumption and body weight. Food 

consumption  

(A) and body weight (B) were measured every four weeks. Values shown in two panels are 

means ± SEM. 
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F

***
***

*

***
***

†

†††

G H

JI

**

0.0

5.0

10.0

15.0

Wd A L Wd C R K O A L K O C R

Fasn

0.0

10.0

20.0

30.0

Wd A L Wd C R K O A L K O C R

Acc

0.0

10.0

20.0

30.0

Wd A L Wd C R K O A L K O C R

Acly

0.0

5.0

10.0

15.0

W d A L Wd C R K O A L K O C R

Me-1

$ ††

AL   CR AL   CR

WT KO

AL   CR AL   CR

WT KO

AL   CR AL   CR

WT KO

AL   CR AL   CR

WT KO

††

R
e
la

ti
v
e
 

 p
ro

te
in

 l
e
v
e
l

0.0

1.0

2.0

W d A L Wd C R K O A L K O C R

Fasn

0.0

0.5

1.0

1.5

Wd A L Wd C R K O A L K O C R

Acc

0.0

0.5

1.0

1.5

W d A L Wd C R K O A L K O C R

Acly

B C

D E

† ††

Fasn

Acc

Acly

Me-1

A

CBB staining

AL   CR AL   CR

WT KO

R
e
la

ti
v
e
 

 p
ro

te
in

 l
e
v
e
l

AL   CR AL   CR

WT KO

AL   CR AL   CR

WT KO

0.0

1.0

2.0

Wd A L Wd C R K O A L K O C R

Me-1

AL   CR AL   CR

WT KO

Fasn

Acc

Acly

Me-1

CBB staining

fed fast fed fast fed fast fed fast

AL CR AL CR

WT KO

fed fast fed fast fed fast fed fast

AL CR AL CR

WT KO

0 

10 

20 

WdAL WdCR KOAL KOCR

Liver Srebp-1a mRNA

0 

10 

20 

WdAL WdCR KOAL KOCR

Liver Srebp-1c mRNA

0 

20 

40 

WdAL WdCR KOAL KOCR

Liver Srebp-2 mRNA

0 

10 

20 

WdAL WdCR KOAL KOCR

WAT Srebp-1a mRNA

0 

10 

20 

WdAL WdCR KOAL KOCR

WAT Srebp-1c mRNA

0.0

1.0

2.0

3.0

WdAL WdCR KOAL KOCR

WAT Srebp-2 mRNA

$$$
**

***
$$$

$$$

***
**

***
***

$$

†††

$$

†††

***

**
***

p
g

S
re

b
p
/µ

g
 

to
ta

l 
R

N
A

$$$
*

†††

K

N

L

O

M

P

AL   CR AL   CR

WT KO

AL CR AL      CR

WT KO

AL   CR AL CR

WT KO

AL   CR AL   CR

WT KO

AL CR AL      CR

WT KO

AL   CR AL CR

WT KO

Fed Fast



 |  34 

 

 

Figure 1-3 Sterol regulatory element binding protein (Srebp)-1c was required for 

caloric restriction (CR)-associated upregulation of proteins involved in fatty acid (FA) 

biosynthesis in white adipose tissue (WAT) but not in liver. 

 (A–E) Liver, (F–J) WAT. Example of an immunoblot images showing expression of 

proteins involved in FA biosynthesis in liver (A) and WAT (F) from eight groups of mice 

(wild type (WT) ad libitum (AL)-fed, -fast, WTCR-fed, -fast, Srebp-1c knockout (KO) AL-

fed, -fast, KOCR-fed, -fast). Quantitative analysis of immunoblots was performed using a 

chemiluminescence method. Results for levels of fatty acid synthase (Fasn) (B, G), acetyl-

CoA carboxylase (Acc) (C, H), ATP citrate lyase (Acly) (D, I) and malic enzyme (Me)-1 (E, 

J) are expressed as relative intensities of indicated protein/coomassie brilliant blue (CBB) 

staining compared with in the WTAL fed group (n=4 per group). (K–M) Copy numbers of 

Srebp-1a (K), Srebp-1c (L) and Srebp-2 (M) mRNAs in liver tissue from WTAL-fed, -fast, 

WTCR-fed, -fast, KOAL-fed, -fast and KOCR-fed, -fast. (N–P) Copy numbers of Srebp-1a 

(N), Srebp-1c (O) and Srebp-2 (P) mRNAs in WAT samples from WTAL-fed, -fast, WTCR-

fed, -fast, KOAL-fed, -fast and KOCR-fed, -fast. Accordingly, eight groups of mice (WTAL-

fed, -fast, WTCR-fed, -fast, KOAL-fed, -fast, KOCR-fed, -fast) were euthanized at 8–10 

months of age (n=3–6 per group). Values shown in all panels are means ± SEM. *: p<0.05, 

**: p<0.01, ***: p<0.001 vs. AL, †: p<0.05, ††: p<0.01 and †††: p<0.001 vs. WT, $: p<0.05 

vs. fed, analyzed by Tukey’s t-test. 
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Figure 1-4
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Figure 1-4 Effects of caloric restriction (CR) on expression of proteins involved in fatty 

acid (FA) biosynthesis and mitochondria in kidney, quadriceps femoris muscles (QFM) 

and heart of wild type (WT) and knockout (KO).  

(A–D) Kidney, (E–I) QFM and (J–M) heart. Example of immunoblot images showing 

expression of proteins involved in FA biosynthesis in kidney (A), QFM (E) and (J) from four 

groups of fed mice (n=3–5 per group). Quantitative analysis was performed using 

chemiluminescence method. Results of fatty acid synthase (Fasn) (F), acetyl-CoA 

carboxylase (Acc) (B, G, K), ATP citrate lyase (Acly) (C, H, L) and malic enzyme (Me)-1 

(D, I, M) are expressed as relative intensity of indicated protein / coomassie brilliant blue 

(CBB) staining compared with WTAL. Values shown in all panels are means ± SEM with 

analysis by Tukey’s t-test. 
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Figure 1-5 CS activity 

(A) Citrate synthase (CS) activity in white adipose tissue (WAT) from four groups of fed mice 

was measured spectrophotometrically at 412 nm. (B) CS activity in liver, heart, quadriceps 

femoris muscles (QFM) and kidney from four groups of fed mice was measured 

spectrophotometrically at 412 nm. Values shown in the panel are means ± SEM with analysis 

by Tukey’s t-test. **: p<0.01 vs. AL, †: p<0.05 vs. WT, analyzed by Tukey’s t-test. 
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Figure 1-6
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Figure 1-6 Sterol regulatory element binding protein (Srebp)-1c was required for caloric 

restriction (CR)-associated upregulation of proteins involved in mitochondrial biogenesis 

in white adipose tissue (WAT) but not in liver.  

(A–D) Liver and (E–H) WAT. Example of an immunoblot images showing expression of 

proteins involved in mitochondrial biogenesis in liver (A) and WAT (E) tissue samples from 

eight groups of mice (wildtype (WT) ad libitum (AL)-fed, -fast, WTCR-fed, -fast, knockout 

(KO) AL-fed, -fast, KOCR-fed, -fast). Quantitative analysis of immunoblots was performed 

using a chemiluminescence method. Results for translocase of outer mitochondrial membrane 

(Tom) 20 (B, F), cytochrome c oxidase subunit 4 (Cox4) (C, G) and Sirt3 (D, H) are each 

expressed as relative intensity of the indicated protein / coomassie brilliant blue (CBB) staining 

compared with values in the WTAL fed group (n=4 per group). Values in all panels are m eans 

± SEM. *: p<0.05 vs. AL analyzed by Tukey’s t-test. 
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Figure 1-7
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Figure 1-7 Effects of caloric restriction (CR) on expression of proteins involved in 

mitochondria in kidney, quadriceps femoris muscles (QFM) and heart of wildtype (WT) 

and knockout (KO).  

(A–D) Kidney, (E–H) QFM and (I–L) heart. Example of immunoblot images showing 

expression of proteins involved in mitochondria in kidney (A), QFM (E) and heart (I) from 

four groups of fed mice (n=3–5 per group). Quantitative analysis was performed using 

chemiluminescence method. Results of translocase of outer mitochondrial membrane (Tom) 

20 (B, F, J), cytochrome c oxidase subunit 4 (Cox4) (C, G, K) and Sirt3 (D, H, L) are 

expressed as relative intensity of indicated protein / coomassie brilliant blue (CBB) staining 

compared with WTAL. Values shown in all panels are means ± SEM with analysis by 

Tukey’s t-test.  
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Figure 1-8
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Figure 1-8 Sterol regulatory element binding protein (Srebp)-1c was required for 

caloric restriction (CR)-associated activation of mitochondrial biogenesis in white 

adipose tissue (WAT).  

(A, B) mRNA expression levels of mitochondrial-related genes, peroxisome proliferator 

activated receptor gamma co-activator 1α (Pgc-1α) (A) and cytochrome c oxidase subunit 4 

(Cox4) (B), in WAT from four groups of fed mice were analyzed by real-time RT-PCR. Data 

were normalized against values for TATA box binding protein (Tbp) expression (n=3–5). (C) 

Ratio of mitochondrial (COX2) vs. nuclear (-globin) DNA in WAT from four groups of fed 

mice were obtained by real-time PCR (n=4–6). Values in all panels are means ± SEM. *: 

p<0.05, **: p<0.01 vs. AL, †: p<0.05 and ††: p<0.01 vs. WT, analyzed by Tukey’s t-test. 
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Figure 1-9
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Figure 1-9 Sterol regulatory element binding protein (Srebp)-1c enhanced mitochondrial 

biogenesis via transcriptional activation of peroxisome proliferator activated receptor 

gamma co-activator 1α (Pgc-1a).  

(A, B) mRNA expression levels of adipocyte differentiated-related genes, peroxisome 

proliferator activated receptor gamma (Pparg) (A) and adiponectin (B), in white adipose 

tissue (WAT) from four groups of fed mice were analyzed by real-time RT-PCR. Data were 

normalized against values for TATA box binding protein (Tbp) expression (n=3). (C, D) 

Example of an immunoblot images showing expression of proteins involved in fatty acid (FA) 

biosynthesis (C) and mitochondria (D) during adipocyte differentiation in primary mouse 

embryonic fibroblasts (MEFs) derived from wildtype (WT) and knockout (KO) mice, 

respectively. (E) Representative gel image of RT-PCR showing expression of Pgc-1α genes in 

primary MEFs. (F) citrate synthase (CS) activity in MEFs from WT and KO was measured 

spectrophotometrically at 412 nm. (G) Ratio of mitochondrial (COX2) vs. nuclear (-globin) 

DNA in MEFs from WT and KO were obtained by real-time PCR (n=3). (H) Transfection of 

the mature form of Srebp-1c expression vector in KO MEFs. The mRNA expression levels of 

Fasn and Pgc-1α were analyzed by real-time RT-PCR. Data were normalized to values for 

Rps-18 expression. Values are means ± SEM (n=3). *: p<0.05 by Student’s t-test. (I) SREBP-

1c is occupied on Pgc-1 and Fasn promoters in MEFs. Representative gel image of chlomatin 

immunoprecipitation (ChIP) assay for Srebp-1c enrichment on Pgc-1α and Fasn promoters. 

PCRs for promoter of Pgc-1α, -globin and Fasn genes were performed using DNA pulled 

down with Srebp-1 antibody-transcription factor complexes in WT and KO MEFs. (J) ChIP 

assay was performed by real-time PCR, using the same DNA-Srebp-1 antibody-transcription 

factor complexes samples as for (I). Percent (%) Input was calculated using the formula: 2
(Ct 

[1% of input]−Ct [ChIP]) 
. For ChIP assays, IgG was used as a negative control. Experiments were each 

run twice, with similar results. 
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Figure 1-10
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Figure 1-10 Sterol regulatory element binding protein (Srebp)-1c was required for 

caloric restriction (CR)-associated suppression of oxidative stress and prolongevity 

effects but was not required for macrophage infiltration in white adipose tissue (WAT).  

(A–D) Various biomarkers for oxidative stress, including aconitase activity (A), glutathione 

disulfide (GSSG) to glutathione (GSH) ratio (B), total GSH (C) and expression level of γ-

glutamyl-cysteine synthetase (γ-Gcs) mRNA (D) were measured in WAT from four groups of 

fed mice (n=3–5 per group). (A) Aconitase activity was spectrophotometrically determined at 

340 nm monitoring production of NADPH, generated by a coupled reaction of aconitase with 

isocitric dehydrogenase. (B, C) GSSG to GSH ratio (B) and total GSH (C) were measured 

spectrophotometrically at 412 nm by a 5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid)-GSSG reductase 

(DTNB-GSSG reductase) recycling assay. (D, F, G) mRNA expression levels of γ-Gcs (D), 

F4/80 (F) and Mcp-1 (G) in WAT from four groups of fed mice were analyzed by real-time 

RT-PCR. Data were normalized to values for Tbp expression (n=3–5). (E) Transfection of the 

mature form of Srebp-1c expression vector in knockout (KO) MEFs. The mRNA expression 

level of γ-Gcs was analyzed by real-time RT-PCR. Data were normalized to that for Rps-18 

expression. Values are means ± SEM (n=3). Values in all panels are means ± SEM. **: 

p<0.01, ***: p<0.001 vs. AL, †: p<0.05 vs. WT analyzed by Tukey’s t-test.  
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Figure 1-11
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Forward Reverse

full length

Srebp-1c

5’-GTC GAC CAC CAT GGA ACA AAA ACT CAT

CTC AGA  AGA GGA TCT GGA CTA CAA AGA

CGA TGA CGA CAA GGG AGC CAT GGA TTG

CAC ATT TGA AGA-3’

5’-GTC GAC TTA GTG GTG GTG GTG GTG

GTG GCT GGA AGT GAC GGT GGT TC-3’

mature

Srebp-1c

5’-GTC GAC CAC CAT GGA ACA AAA ACT CAT

CTC AGA  AGA GGA TCT GGA CTA CAA AGA

CGA TGA CGA CAA GGG AGC CAT GGA TTG

CAC ATT TGA AGA-3’

5’-GTC GAC TTA GTG GTG GTG GTG GTG

GTG CAG GGC CAG GCG GGA G-3’

Table 1-1: List of primers for Srebp cloning.

Forward Reverse

Adiponectin 5'-TGC CGA AGA TGA CGT TAC TAC AAC-3' 5'-CTT CAG CTC CTG TCA TTC CAA C-3'

Cox IV 5’-CAT TTC TAC TTC GGT GTG CCT TC-3' 5’-CAC ATC AGG CAA GGG GTA GTC-3'

F4/80 5’-GGC CAA GAT TCT CTT CCT CAC-3’ 5’-TCA CCA CCT TCA GGT TTC TCA C-3’

Fasn 5’-AGC AGG CAC ACA CAA TGG AC-3' 5’-GAA GAA GAA AGA GAG CCG GTT G-3'

γ-Gcs 5'-CCA TCA TCA ATG GGA AGG AAG-3' 5'-TCC ACC TGG CAA CAG TCA TTA G-3'

Mcp-1 5’-CCA GCC AAC TCT CAC TGA AGC-3’ 5’-CTT CTT TGG GAC ACC TGC TG-3’

Pparg 5'-CAC AAT GCC ATC AGG TTT GG-3' 5'-GCG GGA AGG ACT TTA TGT ATG AG-3'

Ppargc1a 5’-AGA CGG ATT GCC CTC ATT TG-3' 5’-CAG GGT TTG TTC TGA TCC TGT G-3'

Srebp-1a 5’-GGC CGA GAT GTG CGA ACT-3' 5’-TTG TTG ATG AGC TGG AGC ATG T-3'

Srebp-1c 5’-GGA GCC ATG GAT TGC ACA TT-3' 5’-GGC CCG GGA AGT CAC TGT-3'

Srebp-2 5’-CGA TCA AGT CAG CAG CCA AG-3' 5’-AAT CCC ACA GAG TCC ACA AAA G-3'

Tbp 5’-CAG TAC AGC AAT CAA CAT CTC AGC-3' 5’-CAA GTT TAC AGC CAA GAT TCA CG-3'

Table 1-2 List of primers for real-time RT-PCR.

Name Immunolized Clonal Supplier Catalog Number

Acc rabbit polyclonal Cell Signaling, Boston, MA #3662

Acly rabbit EP704Y Epitomics, Burlingame, CA 1699-1

COX IV rabbit polyclonal Cell Signaling #4844

Fasn mouse 23 Becton, Dickinson, Franklin Lakes, NJ 610962

ME-1 rabbit polyclonal Sigma SAB4501853

Sirt3 rabbit D22A3 Cell Signaling #5490

Tom20 mouse 4F3 Sigma WH0009804M1

Table 1-3 List of 1st antibody for Western blotting.

Name Supplier
Catalog

Number

HRP-conjugated F(ab’)2 fragment of

goat anti-mouse IgG
Jackson Immunological Research (West Grove, PA) 115-036-062

HRP-conjugated F(ab’)2 fragment of

goat anti-rabbit IgG
Jackson Immunological Research 111-036-045

Table 1-4 List of 2nd antibody for Western blotting.
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Forward Reverse

Cox II

(Mt DNA)
5’-CCA TCC CAG GCC GAC TAA-3' 5’-AAT TTC AGA GCA TTG GCC ATA GA-3'

β-blobin

(genomic

DNA)

5’-ATC CAG GTT ACA AGG CAG CT-3' 5’-GGG AAA CAT AGA CAG GGG-3'

Table 1-5 List of primers for COX II and β-blobin.

Forward Reverse

Fasn 5′-CCA GTG TGA CCA AGC ACG CC-3′ 5′-GCG CTG GAG CAC AAG GAA CG-3′

Pgc-1α 5′-AGT GAC AGC CCA GCC TAC TTT-3′, 5′-AGC CCC TTA CTG AGA GTG AAC-3′

β-globin 5′-CCT GCC CTC TCT ATC CTG TG-3′ 5′-GCA AAT GTG TTG CCA AAA AG-3′

Table 1-6 List of primers for ChIP.

Table 1-7 Body and tissue weight

0.012 † 0.156 ±0.008 *0.144 ±0.003 * 0.235 ±

† 0.150 ±0.007 *†

Kidney (g) 0.197 ±0.006

±0.003 0.198 ±0.010Heart (g) 0.146 ±0.004 0.119

0.025 0.086 ±0.009 *0.078 ±0.006 0.155 ±

0.327 ±0.031 *

BAT (g) 0.099 ±0.008

±0.027 * 1.227 ±0.152WAT (g) 0.915 ±0.105 0.230

0.073 † 1.038 ±0.037 *†0.821 ±0.024 1.358 ±

† 26.11 ±0.87

Liver (g) 1.018 ±0.035

±0.53 * 37.27 ±1.81Body weight (g) 29.97 ±0.89 21.78

WT KO

Body and tissue

weight
AL CR AL CR
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Supplemental Figure 1-1
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Supplemental Figure 1-1 ChIP assay in rat WAT 

(A) CR increases Srebp-1 enrichment on Pgc-1α promoter in rat WAT. Representative gel 

image of chromatin immunoprecipitation (ChIP) assay for Srebp-1c enrichment on Pgc-1α 

promoter. PCRs for promoter of Pgc-1α genes were performed using the DNA pulled down 

with the Srebp-1 antibody-transcription factor complexes in WAT. % Input was calculated 

using the formula: 2
(Ct [1% of input]−Ct [ChIP]) 

. For ChIP assays, IgG was used as negative control. 

Experiments were duplicated. 
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Supplemental Figure 1-2
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Supplemental Figure 1-2 Effects of CR on oxidative stress in various tissues of WT and KO.  

Various biomarkers for oxidative stress were measured in several tissues from four groups of fed 

mice (n=3–6 per group). (A) Aconitase activity of liver was spectrophotometrically measured by 

NADPH formation at 340 nm. (B) oxidized glutathione (GSSG) to glutathione (GSH) ratio was 

measured spectrophotometrically at 412 nm by DTNB-GSSG reductase recycling assay. (C) 

Thiobarbituric acid reactive substance (TBARS) level, as a lipid peroxidation marker, was 

measured spectrophotometrically at 532 nm and normalized by protein content. Values shown in 

all panels are means ± SEM. *: p<0.05, ***: p<0.001 vs AL, †: p<0.05, ††: p<0.01, †††: p<0.001 

vs. WT analyzed by Tukey’s t-test. 
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CRへの応答の相違 
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2-1. 背景 

第一章では CR における主要臓器の解析結果を示したが、その中でも WAT は全身に分布して

おり、部位によって特性が異なることが知られている。例えば、脂肪酸のターンオーバーは皮下

WAT (sWAT) よりも内臓WAT (vWAT) の方が速く、vWATは sWATに比べインスリンによる脂肪分

解抑制作用を受けにくいことが知られている (Engfeldt et al., 1988)。さらに分泌タンパク質のプロフ

ァイルも異なっており、ヒトにおけるアディポネクチンおよびレプチンの発現は vWAT より sWAT の

方が高い (Fisher et al., 2002)。これらの違いは内臓肥満患者と皮下肥満患者におけるメタボリック

シンドロームリスクの相違に関連していると考えられている。ヒトにおいて、vWATが増加する中心性

肥満はインスリン抵抗性、2 型糖尿病、脂質異常症やアテローム性動脈硬化症と関連しているが 

(Carey et al., 1997; Wang et al., 2005; Nicklas et al., 2006; Ross et al., 2007)、sWATの増加による末

梢性肥満はインスリン感受性の改善、2型糖尿病、脂質異常症およびアテローム性動脈硬化のリス

ク低減に寄与している (Misra et al., 1997; Snijder et al., 2003; Tanko et al., 2003)。高脂肪食誘導

性肥満マウス、レプチンシグナル欠損マウスおよび老齢マウスを含むげっ歯類モデルでは、WAT

の中でも特に vWAT を蓄積し、インスリン抵抗性になると報告されている (Rebuffe-Scrive et al., 

1993; Dubuc et al., 1976; Barzilai et al., 1998)。また、マウスにおいて sWAT を腹腔内に移植するこ

とで、体重、脂肪量、血漿グルコースおよびインスリンレベルを低下させ、また同マウスで高インスリ

ン正常血糖クランプを行なうとインスリン感受性が改善し、グルコース取り込み量が増加することが

報告されている (Tran et al., 2008)。これらの知見は sWAT と vWATが本質的に異なることを示して

いる。 

以上の背景より、CR による WAT への効果が、WAT の部位により異なると考えた。そこで、長期

CR の効果が得られる 6 ヶ月間 CR した 9 か月齢ラットを用いて、内臓脂肪である eWAT に加え、

後腹膜WAT (rWAT) と sWATでの、CRによる応答を比較した。 
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2-2. 材料と方法 

2-2-1. 使用ラットについて 

 日本クレア株式会社 (Tokyo, Japan) から 5-7週齢♂Wistar系ラットを購入し、東京理科大学薬学

部動物実験施設内 SPF 環境下、明暗サイクルは 12 時間で飼育し、AL 群には CRF-1 (Oriental 

Yeast, Tokyo, Japan) を十分量与えた。AL群の摂食量を測定し、CR群にはその 70 %量を与える

事とし、1 日に 1 回 70 %量の食餌を与えた。CR は 3 ヶ月齢より開始した。AL 群、CR 群、それぞ

れに関して fed 群、fast 群を作製した。fast 群については、屠殺前日の CR群給餌時に餌を取り除

き絶食状態とした。4 群を 9 ヶ月齢で屠殺し、後腹膜 WAT、精巣上体周囲 WAT、皮下 WAT を摘

出した。臓器は一部をホルマリン固定し、残りは液体窒素で凍結後、-80 ℃フリーザーで保存した。

採血した血液は EDTAを加え、遠心 (2500 x g, 4 ºC, 10 min) して採取した上清を血漿サンプルと

し、-80 ºCにて保存した。 

 すべての動物実験は、東京理科大学動物実験委員会による審査、学長による承認を得て、東京

理科大学動物実験指針に従い行われた。また、すべての遺伝子組み換え実験は、東京理科大学

遺伝子組換え実験安全委員会による審査、学長による承認を得て、東京理科大学遺伝子組換え

実験実施規則に従い行われた。 

 

2-2-2. コンピューター断層撮影 (Computed Tomography; CT) 

 第三世代 CT スキャナーである Latheta LCT-200 (Hitachi-Alola, Tokyo, Japan) を使用し、管電圧

は 50 kV、電流は 0.5 mAの一定状態で断層撮影を行なった。ラットを直径 120 mm のホルダー内

に入れ、走査機を 360°回転させ、データを収集し、画素あたり 96 μmの解像度、一枚あたりの幅が

240 μm、1500 μm間隔で撮影をした。-550 ~ -140 HUの密度範囲をWAT として評価し、解析した。

ラットの推定 X線被曝は 40 mSv未満に維持して撮影を行なった。 

 

2-2-3. 白色脂肪組織の組織学的解析 

 WAT を 10 %中性緩衝ホルマリン溶液 (10 % formaldehyde in PBS) にて固定し、パラフィン包埋

後、5 µmの厚さで薄切し、Hematoxylin-Eosin (HE) 染色を行った。標本は光学顕微鏡 Eclipse 80i

およびオプションユニット DS-Fi1c, DS-L2 (Nikon, Tokyo, Japan) を用いて拡大率 40倍で観察、1

視野あたり複数枚の画像を撮影し、画像編集解析ソフトウェア ImageJ 1.4 (Wayne Rasband National 

Institute of Health, Bethesda, MD) を用い、コンポジット合成によるノイズを除去後、脂肪細胞のサ

イズを測定した。 

 

2-2-4. Western blotting 

 組織または細胞を、適量の SDS sample buffer (50 mM Tris-HCl (pH 6.8), 2 % SDS, 3 M urea, 6 % 
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glycerol) を加えホモジェナイズ後、さらにソニケーションした。得られたライセートを遠心 (12000 x 

g, 4 ºC, 30 min) し、上清を回収し、95 ºCで 5分間インキュベートした。得られた上清に含まれるタ

ンパク質量を BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, 23225) を用いて測定し、SDS 

sample buffer により 1 mg/mL の濃度に調製した。サンプルの 1/10 量の 0.25 % BPB / 5 % 2-

mercaptoethanol = 1 : 1 混液を加え、95 ºCで 5分間還元処理をした。以上の処理で得られたサン

プルを SDS-PAGE 法により泳動後、coomassie brilliant blue (CBB) 染色を行った。脱色後のゲル

の泳動像を LAS-3000 ルミノ・イメージアナライザー (Fujifilm, Tokyo, Japan) にて撮影し、解析ソ

フトウェアMulti Gauge 3.1 (Fujifilm) を用いてラダー状になった全タンパク質の染色強度からタン

パク量を定量し、サンプル間のタンパク質量を統一した。調製し直したサンプルを SDS-PAGE法に

て泳動し、ニトロセルロースメンブレン (PALL, Port Washington, NY, 66485) に転写した。転写後、

メンブレンは blocking溶液中 (2.5 % skim milk (WAKO, 190-12865) / 0.25 % BSA in TTBS (25 

mM Tris-HCl (pH 7.4), 140 mM NaCl, 2.5 mM KCl (Wako, 163-03545), 0.1 % Tween 20) = 1 : 1) 

にて室温で 1 時間震盪させた。その後、一次抗体を反応液 (Canget solution I (Toyobo, Osaka, 

Japan, NKB-201) / blocking溶液 = 2 : 1) 中に加え、4 ℃にてメンブレンと一晩または二晩反応さ

せた。一次抗体反応後、メンブレンを TTBSにて洗浄し (5分×2回および 10分×2回)、二次抗体

を反応液 (Canget solution II (Toyobo, NKB-101) / blocking溶液 = 2 : 1) 中に加え、1時間室温

にてメンブレンと反応させた。二次抗体反応後、メンブレンを TTBS にて洗浄し (5 分×2 回および

10分×2回)、ImmunoStar® LD (WAKO, 290-69904) を用いた化学発光を行い、LAS-3000ルミノ・

イメージアナライザーにて撮影し、Multi Gauge 3.1 を用いて定量した。以下、Table 2-1 に一次抗

体、Table 2-2に二次抗体の情報を記載した。 

 

2-2-5. Real-time RT-PCR 

 mRNAを抽出し、分光光度計 NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) を用い

て濃度を測定した。1 µgの RNAを PrimeScript® RT reagent Kit (TaKaRa, RR037A) により逆転写

させ cDNAを得た。目的遺伝子は、SYBR® Premix Ex Taq™ (TaKaRa, RR041A) を用いて、Real-

time PCRシステム ABI PRISM®7300 (Applied Biosystems, Foster City, CA) により解析した。なお、

それぞれの反応は各メーカーが提供するプロトコールに従い行い、使用したプライマーを Table 2-

3に記載した。 

 

2-2-6. 血漿中グルコース、インスリン、アディポネクチンの定量 

 血漿中のグルコース、インスリン、アディポネクチンはそれぞれ LabAssay™ Glucose (Wako, 298-

65701)、Rat Insulin ELISA Kit (U-E type) (AKRIN-130, Shibayagi , Gunma, Japan)、Mouse/Rat 

High Molecular Weight Adiponectin ELISA KIT (Shibayagi) を用いて定量した。なお、それぞれの
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反応は各メーカーが提供するプロトコールに従い行った。 

 

2-2-7. 統計検定 

 データは平均±標準誤差で示した。データの統計検定は、2群間では Student’s t-test、多群間で

は二元配置分散分析を行なった後に Tukey's t-test を行なった。また、実験ごとに用いた検定方法

は、材料と方法の各項目または Figure legendsに記載した。  
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2-3. 結果 

2-3-1. 脂肪組織量および分布 

 体重および白色脂肪組織 (WAT) の重量はCRラットで有意に少なく、特に後腹膜脂肪 (rWAT) 

で顕著だった (Table2-4)。そこで我々は computed tomography (CT) を用いて、横隔膜の上端から

精巣までの領域を 10等分し、WATの分布を詳細に解析した (Figure 2-1A)。総WAT量に対する

領域毎WAT量の割合は領域 2-4では有意に低く、領域 9では有意に高かった (Figure 2-1B)。さ

らに内臓脂肪 (vWAT) と皮下脂肪 (sWAT) に分けて解析したところ、vWAT/総 WAT は領域 2-4

で有意に低く、sWATは領域 3, 4, 7, 9で有意に高かった (Figure 2-1C, D)。これらの知見は CRで

sWAT よりも vWAT で減少し、特に rWATで減少することを示唆した。 

 

2-3-2. 組織学的解析 

 次に、3つの部位のWAT (後腹膜脂肪 (rWAT)、精巣周囲脂肪 (eWAT)、皮下脂肪 (sWAT)) の

脂肪細胞サイズの分布を比較した。AL での脂肪細胞の大きさは rWAT>eWAT>sWAT の順であっ

た (Figure 2-2A, B)。また、脂肪細胞サイズの平均や大型脂肪細胞 (< 5000μm2) の割合は、2要

因分散分析により 3つのすべての部位でCRにより有意に減少した。また、両パラメーターは rWAT

および eWAT では AL fed に比べ CR fed で有意に減少し (平均; 約 0.5 倍、大型;約 0.05 倍)、

rWAT では AL fast に比べ CR fastにおいても有意に減少した。一方で、sWATでは両摂餌状態で

も有意な差はなかった  (平均: 約 0.6倍、大型: 約 0.1倍) (Figure 2-2C, D)。これらの結果は、CR

により脂肪細胞サイズは減少するが、rWAT>eWAT>sWAT の順で減少しやすいことを示唆する。 

 

2-3-3. 各WAT における脂肪酸合成および分解関連タンパク質の発現 

 我々は第一章で示したように、eWAT で脂肪酸合成関連タンパク質の発現が CR により亢進する

ことを示している。そこで、脂肪酸合成関連タンパク質である ATP citrate lyase (ACLY) および

malic enzyme (ME)-1 の発現を測定したところ、いずれの WAT においても同様に CR fed で発現

が有意に増加した (Figure 2-3)。一方で、CRラットにおいて、rWATと eWATでは fast状態でACLY

および ME-1 の発現が減少したが、sWAT では変動しなかった (ACLY; rWAT: 約 0.5 倍, eWAT: 

約 0.3倍, sWAT: 約 0.5倍、ME-1; rWAT, eWAT: 約 0.3~0.4倍, sWAT: 約 0.9倍) (Figure 2-3)。 

 続けて、脂肪分解関連タンパク質である、hormone sensitive lipase (HSL)、活性型である HSL 

pSer563、adipose triglyceride lipase (ATGL) を測定した。ATGLはいずれのWATでも AL fastに

比べ、CR fast で有意に高かった (Figure 3-4 A-C, M-O)。一方で、HSL のリン酸化は rWAT と

eWAT では CR fedで、sWATでは CR fast で有意に高かった (fed; rWAT, eWAT: 約 3倍, sWAT: 

約 2倍、fast; rWAT: 約 1倍, eWAT: 約 0.6倍, sWAT: 約 2.5倍) (Figure 2-4A-L)。これらの結果

は、CRによる脂肪酸合成の活性化には 3つのWATで大差がないものの、脂肪分解関連タンパク
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質に対する CRの効果が vWAT (rWAT と eWAT) と sWATで異なることを示している。 

 

2-3-4. 各WAT におけるミトコンドリア関連タンパク質の発現 

続けて、第一章と同様にミトコンドリア関連因子である sirtuin 3 (SIRT3)、toranslocase of outer 

mitochondrial membrane 20 (TOM20)、cytochrome c oxidase subunit 4 (COXIV) のタンパク質発現

を測定したところ、いずれのWATにおいても同様に CR fedで発現が有意に増加し (約 2~3倍)、

CR fast で AL と同等まで減少した (Figure 2-5)。 

 

2-3-5. 各WAT におけるインスリンシグナル 

 ここまでの結果で唯一異なっていた HSL のリン酸化はインスリンシグナルによって負の制御を受

けることが知られている (Berwick et al., 2002; Lampidonis et al., 2011)。そこで、各WAT における

脂肪分解のメカニズムを調べるため、血漿中グルコース量およびインスリン量、インスリンシグナル

の活性化を示すWATにおける insulin receptor substrate 1 (IRS1) および pAKT を測定した。 

 血漿中グルコース量は CRにより減少したが、摂食状態による変動はなかった (Table 2-4)。一方、

血漿中インスリン量は fast状態で顕著に減少していたが、CRによる変動はなかった (Table 2-4)。 

 IRS1 タンパク質発現量は、vWATに比べ sWATで高かった (data not shown)。また、rWATでは

CR fedで IRS1 タンパク質に発現変動は無かったが、eWATで有意な増加および sWATで増加傾

向を示した (Figure 2-6A-F)。さらに、CR fed において、sWAT でのみ IRS1 のバンドが 高分子量

側へシフトしていた (Figure 2-6A-C)。vWAT では、pAKT および total AKT タンパク質発現量は、

CRによる変化がなかった (Figure 2-6G, H, J, K, M, N, P, Q)。しかし、sWATでは、摂食条件にお

いて、CR により total AKT は減少した一方で、pAKT はわずかに増加したため、pAKT/total AKT

は有意に増加した (Figure 2-6I, L, O, R)。ただし、CR条件下においては pAKTが fed 状態に比

べ fast状態で、いずれの WAT でも減少した (Figure 2-6D-F, J-L)。これらの知見により、いずれの

WAT においても CR条件下でインスリンシグナルの切り替え能が改善されるが、特に sWATでイン

スリン感受性が改善することが示唆された。 

 

2-3-6. 各WAT におけるアディポカイン関連遺伝子発現 

 さらに、各 WAT における表現型の違いを調べるため、アディポカインであるアディポネクチンとレ

プチンについて検討した。血漿中アディポネクチン量は CR により増加したが、摂餌状態による変

動はなかった (Table 2-4)。eWATおよび sWAT において、CR fedでアディポネクチンの mRNA発

現は顕著に増加したが、rWAT では変化しなかった (rWAT: 約 1.5倍, eWAT: 約 2倍, sWAT: 約

2.5倍) (Figure 2-7A-C)。また、いずれのWAT においても CR fedに比べ CR fastにおいて、アディ

ポネクチンの mRNA 発現が顕著に減少した (Figure 2-7A-C)。一方で、レプチン mRNA 発現は
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rWAT と eWAT において CRにより減少したが、sWATでは減少しなかった (fed; rWAT: 約 0.5倍, 

eWAT: 約 0.8 倍, sWAT: 約 0.8 倍、fast; rWAT: 約 0.3 倍, eWAT: 約 0.4 倍, sWAT: 約 0.7 倍) 

(Figure 2-7D-F)。対照的に、レプチンの mRNA 発現は AL・CR どちらにおいても fed 状態に比べ

fasted状態で有意に減少した (Figure 2-7D-F)。これらの知見は、rWAT、eWAT、sWATそれぞれで

アディポカイン発現に対する CRの効果が異なることを示唆する。 

 

2-3-7. 各WAT におけるマクロファージ関連遺伝子発現 

 最後に、WAT におけるマクロファージ浸潤の CRによる効果を調べた。全マクロファージのマー

カーである F4/80の mRNA発現は rWAT と sWATで CRにより顕著に減少したが、eWATでは変

化しなかった (fed; rWAT: 約 0.4倍, eWAT: 約 0.6倍, sWAT: 約 0.5倍、fast; rWAT: 約 0.6倍, 

eWAT: 約 1倍, sWAT: 約 0.7倍) (Figure 2-8A-C)。全てのWATにおいて、M1マクロファージ特

異的マーカーである Cd11cの mRNA発現は CRにより顕著に減少した (Figure 2-8D-F)。しかし、

M2マクロファージ特異的マーカーである Cd163の mRNA発現は F4/80 と同様に rWAT と sWAT

で CRにより顕著に減少したが、eWATでは変化しなかった (fed; rWAT: 約 0.4倍, eWAT: 約 0.9

倍, sWAT: 約 0.4倍、fast; rWAT: 約 0.7倍, eWAT: 約 1.2倍, sWAT: 約 0.6倍) (Figure 2-8G-I)。

また、炎症性サイトカインである IL-6 と TNFαの mRNA発現も確認した。IL-6 mRNA発現は

rWAT と eWAT において CRにより減少したが、sWATでは減少しなかった (fed; rWAT: 約 0.2倍, 

eWAT: 約 0.3倍, sWAT: 約 1倍、fast; rWAT: 約 0.1倍, eWAT: 約 0.2倍, sWAT: 約 0.1倍) 

(Figure 2-8J-L)。一方で、TNFα mRNA発現は大きな変動はなかった (Figure 2-8M-O)。  
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2-4. 考察 

2-4-1. 3つのWAT における CRによる脂質代謝の違い 

 今回の研究では、rWAT、eWAT、sWATにおける CR応答の差異に関して解析した。Table 1に示

すように、CR は他の組織よりも WAT 優先的に影響し、WAT 量の減少は eWAT や sWAT よりも

rWAT においてより顕著であった。この知見は CT解析によって CR ラットにおける上腹部の vWAT

の顕著な減少によっても裏付けされた。また、以前の報告と一致して ALの rWATの脂肪細胞サイ

ズが他のWAT の脂肪細胞サイズに比べ大きいことから (Mårin et al., 1992; Misra & Vikram, 2003)、

他のWAT よりも rWATで CRによる脂肪細胞サイズの減少が顕著であると考えられた。 

 脂肪細胞の大きさは細胞のトリグリセリド含量に依存するので、WAT における脂質代謝、特に脂

肪酸合成と脂質分解に及ぼす CR の影響を解析した。第一章および第二章で示したのと同様に、

CRにより 3つWATにおいて、脂肪酸合成関連タンパク質発現が増加した。脂質分解関連因子で

ある HSLのリン酸化は AKT などのインスリンシグナルにより抑制され、protein kinase A (PKA) な

どのアドレナリンシグナルによって促進されることが報告されている  (Ramakrishna & Benjamin, 

1985; Potapova et al., 2000; Holm, 2003; Lampidonis et al., 2011)。また CRがインスリン感受性を亢

進させることは広く知られている (Wojtaszewski et al., 2000)。いくつかの報告において、インスリン

処理した細胞で IRS1 タンパク質のバンドが高分子側にシフトすることが示されている (Sun et al., 

1992; Pederson et al., 2001; Ruiz-Alcaraz et al., 2005)。すなわち、IRS1 タンパク質はインスリンシ

グナルの活性化によってリン酸化の影響のためか高分子量側にシフトすると考えられる。実際に

IRS1 タンパク質は CR fed の sWAT においてのみ高分子側にシフトしていた。さらに、sWAT では

CR fedで顕著に pAKT/tAKTが高くなり CR fastで減少する一方で、pHSLの変動は逆相関を示

していることから、sWAT では CR によりインスリンシグナルの影響を強く受けていることが示唆され

る。しかし、rWAT と eWAT は pHSL と pAKT の変動が正の相関を示しているため、インスリンシグ

ナルによる影響は小さいと考えられた。纏めると、sWAT は他の WAT に比較して、CR によりインス

リンシグナルの影響を強く受けることが示唆される。一方、全ての WAT において AL では fed/fast

の差が見られないものの、CR fedに比べ CR fastで有意に pAKTが減少することから、CRによりイ

ンスリン感受性が改善されていることが示唆される。β-アドレナリンシグナルは cAMPを介して PKA

を活性化し、HSLをリン酸化することで脂質分解を誘導する (Carmen and Victor, 2006; Jocken and 

Blaak, 2008)。カテコールアミン刺激によるα2および β3アドレナリン受容体の感受性は sWATに比

べ vWATの方が高く (Imbeault P et. al., 2000)、β3アドレナリン受容体の発現レベルが sWATに比

べ vWAT の方が高いと報告されている (Krief S et. al., 1993)。事実、β3 アドレナリン受容体の

mRNA 発現量は sWAT に比べ eWAT の方が高い(Supplemental Figure 3-4)。しかし、rWAT にお

ける β3アドレナリン受容体の mRNA 発現量は低いことから、感受性のみが増強されている可能性

がある。これらの知見より、rWAT および eWAT の CR fed 時に活性化する HSL リン酸化は PKAを
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介したアドレナリンシグナルの可能性が考えられるが、さらなる実験が必要である。さらに、インスリ

ンシグナルは ATGL mRNA発現を負に制御することが報告されている (Kim et al., 2006)。Fasted

状態では 3つのWATで AL と CRでインスリンレベルには大きな差がないのにも関わらず、CR ラ

ットは AL ラットに比べ有意に ATGL タンパク質発現が増加していることから、fasted 状態では CR

はインスリンシグナル抑制/ATGL タンパク質発現増加を介して脂質分解を AL よりも強く誘導して

いることが示唆される。 

 

2-4-2. 3つのWAT における CRによるアディポカイン応答の違い 

 5 ヶ月齢から 3 ヶ月間 CR したラットの eWAT では M1 マクロファージマーカーである Cd11c や

M2 マクロファージマーカーの Arginase-1 mRNA 発現が減少するが、rWAT や sWAT では変化し

ないと報告されている (Rojas et al., 2016)。これらの知見とは対照的に、我々の結果では CRにより

3つのWATで Cd11c mRNA発現が減少し、M2マクロファージマーカーである Cd163 mRNA発

現は rWATや sWAT で減少したが、eWAT では変化しなかった。また、今回の結果と同様、我々は

以前 6週齢から 4.5~5.5 ヶ月間 CRしたラットの eWATにおいて、Cd163 mRNA発現は変化しない

ものの、F4/80 と Cd11cの mRNA発現は減少することを見出している (Chujo et. al., 2013)。我々の

結果と Rojas らの結果の違いは CR を始めた時期や期間を含む実験条件の違いによるものだと考

えられる。一方で、マウスでは、CRによりM1マクロファージマーカーの mRNA発現が減少するの

はラットと同様であるが、M2 マクロファージマーカーの mRNA 発現は逆に増加する (Fabbiano et 

al., 2016)。M2マクロファージの増加は sWAT における白色脂肪細胞の褐色化に関わることが知ら

れている (Hui et al., 2015)。また、CRはWAT を褐色化するとの報告がある (Fabbiano et al., 2016)。

しかしながら、今回ラットにおいては CR による褐色化が観察されず、マウスに比べてラットでは

sWAT の褐色化が起こりにくいと考えられる。この原因の一つとして、ラットでは CR による M2 マク

ロファージの浸潤が少ないことがあげられる。 

 次に、炎症マーカーである IL-6や Tnfαの mRNA発現も確認したところ、IL-6は rWAT と eWAT

においてCRにより減少していたが、TnfαはいずれのWATにおいても変化がなかった。これはAL

においても 9 ヶ月齢ではほとんど炎症が起きていないために、CR との差が見られなかった。加齢

に伴う炎症はまず IL-6 の発現増加が生じた後に Tnfα 発現の増加が誘導されると仮定すると、AL

においても 9 ヶ月齢では Tnfα が誘導される程の強い炎症が起きていないために、CR との差が見

られなかった。一般に sWAT は老化に伴う炎症やストレスが vWAT より低いことが知られており 

(Rojas et al., 2016)、我々の知見と矛盾しないが、この点に関しては引き続き解析する必要がある。 

 

 本研究では、rWAT・eWAT・sWAT における CR に対する応答性を比較した。皮下脂肪と内臓脂

肪は本質的に異なることは知られていたが、CR に対する応答に関しても、脂質分解・インスリンシ
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グナル・アディポカイン・炎症は 3 つの WAT において異なることが示唆された。一方、脂肪酸合成

関連およびミトコンドリア関連因子に関してはいずれの WATにおいても同様の変化を示していた。

それゆえ、第一章において明らかとなった Srebp-1cによる脂肪酸合成関連因子の発現増強および

Pgc-1αを介したミトコンドリア関連因子発現の増強はいずれの WATにおいても共通の応答である

ことが示唆される。今後、WAT において CRの応答性に関して脂質分解・インスリンシグナル・アデ

ィポカイン・炎症について解析する際には、解析する WAT の部位を慎重に選択する必要があるこ

と、一方、脂肪酸合成やミトコンドリア生合成に関しては、WAT の部位をあまり気にせずに解析可

能であることと考えられる。 
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Figure 2-1 Body fat distribution 

WAT depot size per whole slice was determined by computed tomography (CT) scan. (A) Whole body 

x-ray image, (B) Regional white adipose tissue (WAT) volume / total WAT volume, (C) Regional 

visceral WAT (vWAT) volume / total WAT volume, and (D) Regional subcutaneous WAT (sWAT) 

volume / total WAT volume. Error bars represent SEM (n=4). CT image slices were taken from section 

10, described in (A). *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001 vs AL, analyzed by Student’s t-test. 
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Figure 2-2 Histology of rWAT, eWAT and sWAT in AL and CR rats 

(A) Representative histological sections of retroperitioneal WAT (rWAT), epididymal WAT (eWAT) 

and subcutaneous WAT (sWAT) from ad libitum (AL) and caloric restriction (CR) rats (magnification: 

100, scale bar: 100 m). Sections were stained with hematoxylin and eosin. (B) Distribution of 

adipocyte size in rWAT, eWAT and sWAT, measured using a quantitative morphometric method in 

ImageJ 1.43u/ Java1.6.0_22 software. (C) Mean adipocyte size, and (D) Percentage of large 

adipocytes (>5000 µm
2
) in rWAT, eWAT and sWAT. Values are mean  SEM (n=6). *: p<0.05, **: 

p<0.01 vs AL, $: p<0.05 vs. fed, analyzed by Tukey’s t-test after 2-way ANOVA. 
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Figure 2-3
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Figure 2-3 Expression of proteins involved in lipogenesis in rWAT, eWAT and sWAT 

Sample immunoblot images showing expression of proteins involved in lipogenesis in 

retroperitioneal WAT (rWAT) (A), epididymal WAT (eWAT) (B) and subcutaneous WAT (sWAT) (C) 

from the four groups (ad libitum (AL)-fed, AL-fast, caloric restriction (CR)-fed, CR-fast). 

Quantitative analysis of immunoblots was performed using a chemiluminescence method. Results 

for total ATP citrate lyase (ACLY) (D–F) and malic enzyme (ME)-1 (G–I) are expressed as relative 

intensity of the indicated protein / Coomassie Brilliant Blue staining, compared with values in the 

AL-fed group (n=5–6 per group). Values are mean SEM *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001 vs. AL, 

$: p<0.05, $$: p<0.01, $$$: p<0.001 vs. fed, analyzed by Tukey’s t-test after 2-way ANOVA. 
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Figure 2-4 Expression of proteins involved in lipolysis in rWAT, eWAT and sWAT 

Sample immunoblot images showing expression of proteins involved in lipolysis in retroperitioneal 

WAT (rWAT) (A), epididymal WAT (eWAT) (B) and subcutaneous WAT (sWAT) (C), in the four 

groups (ad libitum (AL)-fed, AL-fast, caloric restriction (CR)-fed, CR-fast). Quantitative analysis of 

immunoblots was performed using a chemiluminescence method. Results for phospho-hormone 

sensitive lipase (pHSL) (D–F), total hormone sensitive lipase (HSL) (G–I), pHSL / total HSL (J–L) 

and adipose triglyceride lipase (ATGL) (M–O) are expressed as relative intensity of the indicated 

protein / Coomassie Brilliant Blue (CBB) staining, compared with values in the AL-fed group (n=5–

6 per group). Values are mean ± SEM *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001 vs. AL, $$: p<0.01, $$$: 

p<0.001 vs. fed, analyzed by Tukey’s t-test after 2-way ANOVA. 
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Figure 2-5
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Figure 2-5 Expression of proteins involved in mitochondria in rWAT, eWAT and sWAT 

Sample immunoblot images showing expression of proteins involved in mitochondria in 

retroperitioneal WAT (rWAT) (A), epididymal WAT (eWAT) (B) and subcutaneous WAT 

(sWAT) (C), in the four (ad libitum (AL)-fed, AL-fast, caloric restriction (CR)-fed, CR-fast). 

Quantitative analysis of immunoblots was performed using a chemiluminescence method. 

Results for sirtuin 3 (SIRT3) (D–F), translocase of outer mitochondrial membrane 20 (TOM20) 

(G–I) and cytochrome c oxidase subunit 4 (COXIV) (J–L) are expressed as relative intensity 

of the indicated protein / Coomassie Brilliant Blue (CBB) staining, compared with values in 

the AL-fed group (n=5–6 per group). Values are mean ± SEM *: p<0.05, **: p<0.01, ***: 

p<0.001 vs. AL, $: p<0.05, $$$: p<0.001 vs. fed, analyzed by Tukey’s t-test after 2-way 

ANOVA. 
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Figure 2-6
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Figure 2-6 Expression of insulin signal proteins in rWAT, eWAT and sWAT 

Sample immunoblot images showing expression of proteins involved in insulin signaling in 

retroperitioneal WAT (rWAT) (A and G), epididymal WAT (eWAT) (B and H), and subcutaneous WAT 

(sWAT) (C and I), from the four groups of rats (ad libitum (AL)-fed, AL-fast, caloric restriction (CR)-

fed, CR-fast). Quantitative analysis of immunoblots was performed using a chemiluminescence 

method. Results for total insulin receptor substrate (IRS)1 (D–F), pAKT (J–L), total AKT (M-O), and 

pAKT / total AKT (P–R) are respectively expressed as relative intensity of the indicated protein / 

Coomassie Brilliant Blue (CBB) staining, compared with values in the AL-fed group (n = 5–6 per 

group). Values are mean ± SEM. **: p < 0.01 vs. AL, $: p < 0.05, $$: p < 0.01 vs. fed, analyzed by 

Tukey’s t-test after 2-way ANOVA. 
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Figure 2-7
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Figure 2-7 Expression of adipocytokine genes in rWAT, eWAT and sWAT 

mRNA expression of adiponectin (A–C) and leptin (D–F), in retroperitioneal WAT 

(rWAT), epididymal WAT (eWAT) and subcutaneous WAT (sWAT) from the four 

groups (ad libitum (AL)-fed, AL-fast, caloric restriction (CR)-fed, CR-fast) were 

analyzed by real-time RT–PCR. All data were normalized to Tbp expression (n=5–

6). Values are mean ± SEM. *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001 vs. AL, $: p<0.05, 

$$: p<0.01, $$$: p<0.001 vs. fed, analyzed by Tukey’s t-test after 2-way ANOVA. 
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Figure 2-8
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Figure 2-8 Expression of macrophage and inflammation genes in rWAT, eWAT and sWAT 

mRNA expression of the macrophage genes F4/80 (A–C), Cd11c (D–F), and Cd163 (G–I), in 

retroperitioneal WAT (rWAT), epididymal WAT (eWAT) and subcutaneous WAT (sWAT) from the 

four groups (ad libitum (AL)-fed, AL-fast, caloric restriction (CR)-fed, CR-fast) was analyzed by 

real-time RT–PCR. mRNA expression of the inflammation genes IL-6 (J–L) and Tnfα (M–O), in 

rWAT, eWAT and sWAT from the four groups was analyzed by real-time RT–PCR. All data were 

normalized to Tbp expression (n=5–6). Values are mean ± SEM. *: p<0.05, **: p<0.01, ***: 

p<0.001 vs. AL, $: p<0.05, $$: p<0.01, $$$: p<0.001 vs. fed, analyzed by Tukey’s t-test after 2- 

way ANOVA. 
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Name Immunolized Clonal Supplier Catalog Number

ACLY rabbit EP704Y Epitomics, Burlingame, CA 1699-1

AKT rabbit polyclonal Cell Signaling, Boston, MA #9272

AKT pSer473 rabbit D9E Cell Signaling #4060

ATGL rabbit 30A4 Cell Signaling #2439

HSL rabbit polyclonal Cell Signaling #4107

HSL pSer563 rabbit polyclonal Cell Signaling #4139

IRS1 rabbit polyclonal EMD Millipore, Temecula, CA #06-248

ME-1 rabbit polyclonal Sigma SAB4501853

Table 2-1: List of 1st antibody for Western blotting.

Name Supplier
Catalog

Number

HRP-conjugated F(ab’)2 fragment of

goat anti-mouse IgG
Jackson Immunological Research (West Grove, PA) 115-036-062

HRP-conjugated F(ab’)2 fragment of

goat anti-rabbit IgG
Jackson Immunological Research 111-036-045

Table 2-2: List of 2nd antibody for Western blotting.

Table2-3: List of primer pairs for real-time RT-PCR.

Forward Reverse

Adiponectin 5’-GGG AGA CGC AGG TGT TCT TG-3' 5’-AGC CCT ACG CTG AAT GCT G-3'

Cd11c 5'-AGC ACA CGG GGA AGG TTG TC-3' 5'-CAG GTC AGT GCT GCC ATC TCT ATC-3'

Cd163 5'-ACA AAT ACG TGG CTC TTT CCT G-3' 5'-ATG GGA TTT CTC CTC CAA CC-3'

F4/80 5'-GGC CAA GAT TCT CTT CCT CAC-3' 5'-TCA CCA CCT TCA GGT TTC TCA C-3'

IL-6 5'-GCC TTC CCT ACT TCA CAA GTC C-3' 5'-CAG AAT TGC CAT TGC ACA AC-3'

Leptin 5’-CCA GGA TCA ATG ACA TTT CAC ACA C-3' 5’-CAG GGA GCA GCT CTT GGA GAA G-3'

Tbp 5’-CAG TAC AGC AAT CAA CAT CTC AGC-3' 5’-CAA GTT TAC AGC CAA GAT TCA CG-3'

TNF-α 5'-CCC TCA CAC TCA GAT CAT CTT CTC-3' 5'-GCC TTG TCC CTT GAA GAG AAC C-3'
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Supplemental Figure 2-2
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Supplemental Figure 2-2 Expression of ADRB3 in rWAT, eWAT and sWAT

(A–C) mRNA expression of ADRB3 (β- adrenergic receptor) in rWAT, eWAT and sWAT from the

four groups were analyzed by real-time RT–PCR. (n = 5–6). Values are mean± SEM.
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3-1. 背景 

第一章において、GH/IGF1非依存的な CRの効果のうち、Srebp-1c依存的な効果はWAT特異

的であることを示した。WAT の主要構成細胞である成熟脂肪細胞は、食後に脂質を取り込み、食

間から食前にかけて脂質を放出するので、強力な脂質のバッファリング機能を有する。このバッファ

リング機能が損なわれることによって、肝臓や骨格筋など非脂肪組織にも TGとして脂質が蓄積し、

インスリン抵抗性を呈する (Frayn, 2002)。そのため、脂質のバッファリング機能がより高い小型の脂

肪細胞は、大型の脂肪細胞よりも健康寿命延伸のためにより有益であると考えられる。 

序論に示したように、WAT は生理活性物質であるアディポカインを産生・分泌して臓器間ネット

ワークを担う内分泌器官として注目されている (Kershaw et al., 2004)。アディポカインの多くは糖・

脂質代謝や心血管系の調節因子として作用し、アディポカインの分泌動態の変化が、糖・脂質代

謝異常、高血圧、動脈硬化等の老化関連疾患の病態の一部を形成している (Lago et. al., 2007; 

Ouchi et. al., 2011)。アディポカインの一つであるレプチンは、視床下部で受容体を介し摂食抑制

し、エネルギー消費を亢進するホルモンであり、レプチン遺伝子およびレプチン受容体遺伝子に

変異を有するマウスはそれぞれ ob/ob マウスおよび db/db マウスとして高度肥満モデルになってい

る (Ahima & Flier, 2000)。そのため、レプチンは当初、抗肥満薬のターゲットとして注目されたが、

食餌性肥満モデルマウスやヒト肥満者では脂肪量の増加に比例して血中レプチン濃度が増加し、

肥満患者にレプチンを投与しても改善しないことから、レプチン抵抗性の存在が示唆されている 

(El-Haschimi et al., 2000; Heymsfield et al., 1999)。一方で、糖尿病や脂肪肝を高率で合併する脂

肪萎縮症患者は血中レプチン濃度が低く、レプチン投与が脂肪萎縮症による代謝異常を改善し、

インスリン抵抗性や脂肪肝を改善することも報告されている  (Ebihara et al., 2001; Ebihara et 

al., 2007)。また、レプチン処理は Srebp-1 および Fasn, Acly, Me1 を含む下流因子を減少させる 

(Soukas et al., 2000)。第一章で示したように、CRによりWATでは脂肪酸合成が活性化し、さらにミ

トコンドリアも活性化している。そのため、WAT では Srebp-1c を介してグルコースをよりエネルギー

変換効率の良い脂質に変換し、エネルギー不足時において効率よくエネルギーを使用しているこ

とが示唆された。さらに、CR は体脂肪を減少させ、脂肪細胞サイズを小さくし、血漿中アディポネク

チン量を増加させ、レプチンを含む血漿中の炎症促進性サイトカインを減少させる (Higami et al., 

2004, 2006b; Yamaza et al., 2007; Zhu et al., 2007)。 

これらの知見より、我々は Srebp-1c による脂肪酸合成の増強および WAT におけるアディポカイ

ンプロファイルの変化を含む代謝リモデリングが、CR の有益な作用のための中心的役割を示すと

仮定した。本研究では、CR による代謝リモデリングのメカニズムを解明するために、ラットの WAT

および肝臓において、CR 開始後の脂肪酸合成に関連する mRNA およびタンパク質発現の変化

を経時的に調べた。さらに、WAT における CR による脂肪酸合成の活性化にレプチンシグナルが

及ぼす影響を明らかにするために、レプチン受容体が機能していない fa/fa Zuckerラットを用いて、



 |  77 

同様の解析も行った。第二章において Srebp-1c 依存的な脂肪酸合成の活性化およびミトコンドリ

ア生合成の活性化は、精巣上体周囲脂肪組織、後腹膜脂肪組織および皮下脂肪組織において

共通な応答であることが示されたため、本章では WAT として精巣上体周囲脂肪組織（eWAT）を解

析した。 
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3-2. 材料と方法 

3-2-1. 使用ラットについて 

 日本クレア株式会社 (Tokyo, Japan) から 5-7週齢♂Wistar系ラットを購入し、東京理科大学薬学

部動物実験施設内 SPF 環境下、明暗サイクルは 12 時間で飼育し、AL 群には MR ラボストック 

(NOSAN, Yokohama, Japan) を十分量与えた。AL群の摂食量を測定し、CR群にはその 70%量を

与える事とし、2日に 1回 140%量の食餌を与えた。CRは 3 ヶ月齢より開始した。2群を 3.5、4、5、

6、9 ヶ月齢で屠殺し、精巣上体周囲 WAT、肩甲骨間 BAT および肝臓を摘出した。臓器は一部を

ホルマリン固定し、残りは液体窒素で凍結後、-80 ℃フリーザーで保存した。採血した血液は

EDTA を加え、遠心 (2500 x g, 4 ºC, 10 min) して採取した上清を血漿サンプルとし、-80 ºCにて保

存した。 

 日本エスエルシー株式会社 (Hamamatsu、Japan) から購入した4週齢の lean (+/+) およびobese 

(fa/fa) Zucker ラット (Slc：Zucker) を、長崎大学先導生命科学研究支援センター比較動物医学分

野動物実験施設内 SPF 環境下で飼育した。AL 群には Charles River-LPF 食餌（Oriental Yeast 

Co.、Tsukuba、Japan）を十分量与えた。 AL 群の摂食量を測定し、CR 群にはその 70 %量を与え

る事とし、2日に 1回 140 %量の食餌を与えた。CRは 6週齢より開始した。6 ヶ月齢で、全てのラッ

トを断頭により安楽死させ、それらの精巣上体 WAT と肝臓を摘出し、液体窒素中で急速凍結させ、

分析まで-80 ℃で保存した。 

 すべての動物実験は、東京理科大学と長崎大学の動物実験委員会による審査、学長による承

認を得て、東京理科大学動物実験指針に従い行われた。また、すべての遺伝子組み換え実験は、

東京理科大学遺伝子組換え実験安全委員会による審査、学長による承認を得て、東京理科大学

遺伝子組換え実験実施規則に従い行われた。 

 

3-2-2. 白色脂肪組織の組織学的解析 

 WAT を 10 %中性緩衝ホルマリン溶液 (10 % formaldehyde in PBS) にて固定し、パラフィン包埋

後、5 µmの厚さで薄切し、Hematoxylin-Eosin (HE) 染色を行った。標本は光学顕微鏡 Eclipse 80i

およびオプションユニット DS-Fi1c, DS-L2 (Nikon, Tokyo, Japan) を用いて拡大率 40倍で観察、1

視野あたり複数枚の画像を撮影し、画像編集解析ソフトウェア ImageJ 1.4 (Wayne Rasband National 

Institute of Health, Bethesda, MD) を用い、コンポジット合成によるノイズを除去後、脂肪細胞のサ

イズを測定した。 

 

3-2-3. 血漿中 TG、非エステル型脂肪酸 (non-esterified fatty acid; NEFA)の定量 

 血漿中の TG および NEFA はそれぞれ LabAssay™ Triglyceride (Wako, 290-63701) および

LabAssay™ NEFA (Wako, 294-63601) を用いて定量した。なお、それぞれの反応はメーカーが提
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供するプロトコールに従い行った。 

 

3-2-4. Western blotting 

 組織または細胞を、適量の SDS sample buffer (50 mM Tris-HCl (pH 6.8), 2% SDS, 3 M urea, 6 % 

glycerol) を加えホモジェナイズ後、さらにソニケーションした。得られたライセートを遠心 (12000 x 

g, 4 ºC, 30 min) し、上清を回収し、95 ºCで 5分間インキュベートした。得られた上清に含まれるタ

ンパク質量を BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, 23225) を用いて測定し、SDS 

sample buffer により 1 mg/mL の濃度に調製した。サンプルの 1/10 量の 0.25 % BPB / 5 % 2-

mercaptoethanol = 1 : 1 混液を加え、95 ºCで 5分間還元処理をした。以上の処理で得られたサン

プルを SDS-PAGE 法により泳動後、coomassie brilliant blue (CBB) 染色を行った。脱色後のゲル

の泳動像を LAS-3000 ルミノ・イメージアナライザー (Fujifilm, Tokyo, Japan) にて撮影し、解析ソ

フトウェアMulti Gauge 3.1 (Fujifilm) を用いてラダー状になった全タンパク質の染色強度からタン

パク量を定量し、サンプル間のタンパク質量を統一した。調製し直したサンプルを SDS-PAGE法に

て泳動し、ニトロセルロースメンブレン (PALL, Port Washington, NY, 66485) に転写した。転写後、

メンブレンは blocking溶液中 (2.5 % skim milk (WAKO, 190-12865) / 0.25 % BSA in TTBS (25 

mM Tris-HCl (pH 7.4), 140 mM NaCl, 2.5 mM KCl (Wako, 163-03545), 0.1 % Tween 20) = 1 : 1) 

にて室温で 1 時間震盪させた。その後、一次抗体を反応液 (Canget solution I (Toyobo, Osaka, 

Japan, NKB-201) / blocking溶液 = 2 : 1) 中に加え、4℃にてメンブレンと一晩または二晩反応させ

た。一次抗体反応後、メンブレンを TTBS にて洗浄し (5 分×2 回および 10 分×2 回)、二次抗体を

反応液 (Canget solution II (Toyobo, NKB-101) / blocking溶液 = 2 : 1) 中に加え、1時間室温に

てメンブレンと反応させた。二次抗体反応後、メンブレンを TTBS にて洗浄し (5 分×2 回および 10

分×2回)、ImmunoStar® LD (WAKO, 290-69904) を用いた化学発光を行い、LAS-3000ルミノ・イ

メージアナライザーにて撮影し、Multi Gauge 3.1を用いて定量した。以下、Table 3-1に一次抗体、

Table 3-2に二次抗体の情報を記載した。 

 

3-2-5. Real-time RT-PCR 

 mRNAを抽出し、分光光度計 NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) を用い

て濃度を測定した。1 µgの RNAを PrimeScript® RT reagent Kit (TaKaRa, RR037A) により逆転写

させ cDNAを得た。目的遺伝子は、SYBR® Premix Ex Taq™ (TaKaRa, RR041A) を用いて、Real-

time PCRシステム ABI PRISM®7300 (Applied Biosystems, Foster City, CA) により解析した。なお、

それぞれの反応は各メーカーが提供するプロトコールに従い行い、使用したプライマーを Table 3-

3に記載した。 
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3-2-6. 統計検定 

 データは平均±標準誤差で示した。データの統計検定は、2群間では Student’s t-test、多群間で

は Tukey's t-test を行なった。また、実験ごとに用いた検定方法は、材料と方法の各項目または

Figure legendsに記載した。 
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3-3. 結果 

3-3-1. Wister ratsの重量・摂食量・血漿プロファイル・組織学的解析 

 体重量・精巣周囲脂肪 (WAT) 重量・肝臓重量は月齢とともに AL では増加したが、CR では維

持されていた (Figure 3-1A-C)。ゆえに、5 ヶ月齢から AL は CRに比べ有意に重くなっていた。ま

た、血漿中の triglyceride (TG) (約 0.3~0.5倍) や non-esterified fatty acid (NEFA) (約 0.5~ 0.6倍) 

はいずれの期間においても ALに比べ CRで有意に減少した (Figure 3-1D-E)。 

 脂肪細胞のサイズは 4 ヶ月齢までは変化しなかったが、5 ヶ月齢以降で CR に比べ、AL の脂肪

細胞サイズが大きくなった (Figure 3-2A-E)。また、脂肪細胞サイズの中央値は 5ヶ月齢以降で AL

に比べ、CR で有意に小さくなった (Figure 3-2F)。同様に、5000μm2 以上の脂肪細胞サイズの割

合に関しても、5 ヶ月齢以降で AL に比べ、CR の方が著しく少なくなった (Figure 3-2G)。肝臓の

TGはいずれの期間においても ALに比べ CRで減少した (Figure 3-1F)。 

 

3-3-2. Wister ratsのWAT と肝臓における de novo脂肪酸合成関連タンパク質の発現 

 CR開始後の de novo脂肪酸合成関連タンパク質発現の継時的変化をみるために、3.5、4、5、6、

9 ヶ月齢の ALおよび CR ratsの fatty acid synthase (FASN)、acetyl-CoA carboxylase (ACC)、total 

ATP citrate lyase (ACLY)、pACLY、malic enzyme (ME)-1のタンパク質発現を解析した。AL群で

は継時的な変化は無かった。一方で、CR群ではいずれのタンパク質も 3.5 ヶ月齢から有意に発現

が上昇していたが (FASN: 約 30 倍, ACC: 約 8 倍, ACLY: 約 20 倍, pACLY: 約 40 倍, ME-1: 

約 60 倍)、この発現上昇が次第に弱まっていき、5 ヶ月齢を境に再び増強した (5 ヶ月齢; FASN: 

約 7倍, ACC: 約 4倍, ACLY: 約 6倍, pACLY: 約 10倍, ME-1: 約 4倍、9 ヶ月齢; FASN: 約 40

倍, ACC: 約 10倍, ACLY: 約 30倍, pACLY: 約 100倍, ME-1: 約 20倍) (Figure 3-3)。 

 一方、肝臓では、ME-1以外のタンパク質は CRしても発現に変化はなく、経時的な変化も無かっ

た。また、ME-1 は CR によって発現が増加し、特に 5~6 ヶ月齢では有意に発現が増加した (約

2~4倍) (Figure 3-4)。 

 

3-3-3. Wister ratsのWATにおける de novo脂肪酸合成関連遺伝子の発現 

 WATにおいて de novo脂肪酸合成関連タンパク質は 5 ヶ月齢を境に V字に CR依存的な増加

をした。そこで、我々は 3.5、5、9 ヶ月齢におけるWATの de novo脂肪酸合成関連 mRNA発現を

測定した。CRにより 3.5、9 ヶ月齢では mRNA発現が ４つともに有意に増加したが、5 ヶ月齢では

Fasn と Acc1 が有意に増加した一方で、Acly と Me1 は有意な増加は見られなかった (3.5 ヶ月齢; 

Fasn: 約 35倍, Acc1: 約 20倍, Acly: 20倍, Me1: 約 30倍、5 ヶ月齢; Fasn: 約 7倍, Acc1: 約 5

倍, Acly: 約 2倍, Me1: 約 3.5倍、9 ヶ月齢; Fasn: 約 25倍, Acc1: 約 10倍, Acly: 約 7倍, Me1: 

約 9倍) (Figure 3-5)。さらに、CRにおいて 5 ヶ月齢では 4つの de novo脂肪酸合成関連 mRNA
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は 3.5 ヶ月齢に比べ有意に減少した (Figure 3-5)。 

 

3-3-4. Wister ratsのWATにおける SREBP1発現 

 第一章でも記述した様に、CRは sterol regulatory element-binding protein (SREBP)-1 を介して de 

novo 脂肪酸合成関連因子を増加させる。SREBP1 は Srebp-1a と Srebp-1c の二つのアイソフォー

ムがあり、どちらも Srebp1 遺伝子にコードされている。SREBP-1a と SREBP-1c は通常はいずれも

不活性型の前駆体としてゴルジ体に存在し、小胞体で切断後に活性型の成熟体となって核内に

移行する （Osborne and Espenshade, 2009）。そこで我々は、de novo 脂肪酸合成関連因子の CR

経時依存的な V 字カーブが SREBP1 を介した影響かを 3.5、5、9 ヶ月齢を用いて確かめた。核内

SREBP1 タンパク質はいずれの期間においても CR により増加した (Figure 3-6A)。そこで、次に

3.5、5、9 ヶ月齢における Srebp-1a と Srebp-1cの mRNA発現を解析した。Srebp-1a mRNA発現は

CRでも増加しなかった (Figure 3-6B)。対照的に、Srebp-1c mRNA発現はいずれの期間において

も CR により有意に増加したが、特に CR においても 3.5 ヶ月では 5 ヶ月に比べ、有意に高かった 

(3.5 ヶ月齢; 約 7倍、5~9 ヶ月齢; 約 2倍) (Figure 3-6C)。これは、CRにおける Fasn、Acc1、Acly、

Me1の mRNA発現が Srebp-1cに強く制御されていることを示唆する。 

 

3-3-5. Wister ratsのWATにおける Srebp-1cの上流制御シグナル 

 SREBP1 発現はインスリンシグナルによって制御されていることはよく知られている。実際に再摂

食時に SREBP1の mRNAおよびタンパク質発現が亢進する (Horton et al., 1998a; Sekiya et al., 

2007)。逆にレプチンシグナルの活性化は SREBP1や Fasn, Acly, Me1を含む下流シグナルを抑制

する (Soukas et al., 2000)。そこで我々は CRによる Srebp-1cの発現が増加する制御メカニズムを

解明するため、インスリンシグナルとレプチンシグナルに焦点を当てた。 

 CRはいずれの期間においてもAKTのリン酸化レベルを変えなかった (Figure 3-7B, C)。しかし、

核内のリン酸化 AKT は 3.5 ヶ月齢の CR によって有意に増加した (Figure 3-7E)。対照的に、CR

により、レプチンの mRNA発現は 5 ヶ月齢と 9 ヶ月齢で減少し、タンパク質発現も 9 ヶ月齢で有意

に低かった (Figure 3-7A, B, D)。 

 

3-3-6. fa/fa Zucker ratsのWATにおける de novo脂肪酸合成関連遺伝子とタンパク質の発現 

 CR による de novo 脂肪酸合成の活性化にレプチンシグナルが及ぼす影響を明らかにするため

に、レプチン受容体欠損 fa/fa Zucker ratsにおける de novo脂肪酸合成関連タンパク質の CRによ

る効果を解析した。AL ratsで対照群に比べ、fa/fa Zucker ratsで de novo脂肪酸合成関連タンパク

質の発現が有意に高かった (FASN: 約 15倍, ACC: 約 1.5倍, ACLY: 約 8.5倍, pACLY: 約 1.5

倍, ME-1: 約 2倍) (Figure 3-8)。また、対照群では de novo脂肪酸合成関連遺伝子およびタンパ
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ク質の発現が CRにより有意に増加したが、fa/fa Zucker ratsでは増加しなかった (対照群; FASN: 

約 20倍, ACC: 約 3.5倍, ACLY: 約 25倍, pACLY: 約 3倍, ME-1: 約 5倍、fa/fa; FASN: 約 1

倍, ACC: 約 1.5倍, ACLY: 約 1.5倍, pACLY: 約 1倍, ME-1: 約 1.5倍) (Figure 3-8)。 
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3-4. 考察 

 本章では、WAT における CRの効果のうち特に de novo脂肪酸合成に着目し、CR開始後どのく

らいの期間で効果が現れるのかを解析した。WAT において、de novo 脂肪酸合成関連 mRNA お

よびタンパク質発現は 3.5ヶ月齢で顕著に発現が増加した後に 5ヶ月齢まで減少し、その後 9ヶ月

齢まで増加した。de novo 脂肪酸合成の主要制御因子である SREBP-1a および-1c 各々に対する

特異的な抗体が入手できないため、SREBP-1 タンパク質発現に対する解析となったが、核内

SREBP-1 量に加え Srenp-1c mRNA 発現量も同様の傾向を示したこと、また、第一章で示したよう

に Srebp-1c KO マウスにおいて、WAT では CR の効果が無くなることから、WAT における経時的

な効果に関しても、Srebp-1c の制御が強いと考えられた。Srebp-1c は絶食後に再摂食を行うことに

よって高発現することが報告されており、さらにWATより肝臓においてこの傾向は顕著であることが

知られている (Horton et al., 1998a; Sekiya et al., 2007)。しかしながら、CRではいずれの期間にお

いても CRにともなう de novo 脂肪酸合成関連タンパク質の発現は肝臓ではなく WAT においての

み高くなった。また、この発現は fed/fasted に関わらず増加していたため、CR による発現増加は摂

食応答によるものでないことが示唆された。 

 Srebp-1cの発現はインスリンにより転写レベルで制御されていることはよく知られている。pAKTの

量は、インスリンシグナル伝達の活性化レベルを表す。 CR は血漿インスリンを低下させるが、イン

スリン感受性を高める（Yamaza et al., 2004; Higami et al, 2005）。WATの Srebp-1cの転写活性化に

おけるインスリンシグナルの寄与を明らかにするため、pAKT の変化を測定した。その結果、核内

pAKTは 3.5ヶ月齢で CRにより増加したが、5ヶ月齢および 9ヶ月齢では増加は見られなかった。

これは、短期 CR においてインスリンシグナルを介して Srebp-1c の転写を促進していることを示唆

する。注目すべきことは、WAT 全体ではいずれの月齢においても pAKT 量が変化していないが、

3.5 か月齢のみ核内 pAKT 量が増加していることから、3.5 ヶ月齢では CR により pAKT の核内移

行が促進したと考えられた。AKTには DNA binding domein と考えられる siteが無いため、直接転

写制御していることは考えられない。しかし AKT は、核内 FoxO1 をリン酸化することで核内から細

胞質へ移行し、FoxO1 の転写活性を抑制することが知られている  (Taniguchi et al., 2006; 

Dharaneeswaran et al., 2014)。さらに FoxO1は retinoid X receptor/liver X receptor 依存的な Srebp-

1cの転写を抑制することから (Kamei et al., 2008)、pAKTは Srebp-1cの転写を活性化すると考え

られる。また、AKT は、glycogen synthase kinase 3β (GSK3β) をリン酸化することで活性を抑制す

ることが知られている (Cross et al., 1995)。さらに GSK3β は核内 SREBP-1c をリン酸化することで

F-box and WD Repeat Domain-containing 7αによるユビキチン化を介した核内 SREBP-1cの分解

を引き起こすことから (Shao and Espenshade, 2012; Kumadaki et al., 2011)、pAKTは核内 SREBP-

1cの分解抑制にも寄与する。すなわち、3.5ヶ月齢では CRにより pAKTの核内移行が促進するこ

とで、Srebp-1c の転写促進による増加や SREBP-1c 安定化を介して、核内 SREBP-1c が増加して
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いることが示唆された。 

さらに、9ヶ月齢までの CRにおける de novo脂肪酸合成の亢進を解明するため、レプチンに着目

した。レプチン処理は Srebp-1 および Fasn, Acly, Me1 を含む下流因子を減少させることが報告さ

れている (Soukas et al., 2000)。それゆえ、CR による脂肪酸合成関連遺伝子やタンパク質発現の

増加はレプチンの低下によるのではないかと考えた。予想通り、レプチン受容体を機能欠損した

fa/fa Zucker ratsでは ALでも CRでも脂肪酸合成関連タンパク質発現は常に亢進しており、CRに

よるさらなる発現の増加は見られなかった。これらの知見は 9 ヶ月齢までの CR ではレプチンシグ

ナルの不活性化を介して Srebp-1cの発現が増加し、de novo脂肪酸合成が亢進している可能性を

示唆する。 

 酸化ストレスの減少は CR の有益な効果に寄与する重要な因子の一つとしてよく知られている 

(Sohal and Weindruch, 1996)。また、NADPHはグルタチオンやチオレドキシンなどを含む抗酸化シ

ステムを活性化する基質である (Oka et al., 2012)。Sirt3による isocitrate dehydrogenase 2 (IDH2)

の活性化はミトコンドリア内 NADPH量を増加させ、酸化ストレスを減少させることが示唆されている 

(Someya et al., 2010)。さらに、CRにより発現上昇したME1はリンゴ酸の脱カルボキシル化を触媒

してピルビン酸およびNADPHを産生する (Wise and Ball, 1964)。これらより、我々はME1や IDH2

を介したNADPH産生の亢進および第一章で示した総グルタチオン量の増加により、CRは酸化ス

トレスを抑制すると考えた。 

 今回得られた知見および以前報告された知見 (Bruss et al., 2010) より、CRによる de novo脂肪

酸合成の活性化は、肝臓よりもWATで顕著であることを結論した。興味深いことに、WATにおける

de novo脂肪酸合成の活性化は 5 ヶ月齢 (CR期間 2 ヶ月) で減弱することを示した。今回のモデ

ルにおいては、CR期間 2 ヶ月を境に前半はエネルギー不足に対する適応応答 (短期 CR)、後半

はCRによる有益な代謝リモデリング (長期CR) と考えられ、前半はインスリンシグナルの活性化、

後半はレプチンシグナルの抑制によって制御されている可能性が示唆された。したがって、長期

CR による有益な効果を誘導するためには、少なくとも 3 か月以上の CR 期間が必要であると考え

た。 

 



 |  86 

 

 

  

0

1

2

3

4

3.5 4 5 6 9

P
la

sm
a

  
T

G
 (
µ

g
/ 
µ

L
)

Age (months)

0

0.15

0.3

0.45

0.6

3.5 4 5 6 9

P
la

sm
a

  
F

F
A

 (
m

E
q

/ 
L

)

Age (months)

0

1

2

3

4

3.5 4 5 6 9

L
iv

er
 T

G
 c

o
n

te
n

s

(µ
g

/ 
m

g
 t

is
su

e)

Age (months)

0

150

300

450

600

3.5 4 5 6 9

B
o
d

y
 w

ei
g
h

t 
(g

)

Age (months)

AL

CR

0

2

4

6

8

3.5 4 5 6 9
W

A
T

 w
ei

g
h

t 
(g

)

Age (months)

0

5

10

15

20

3.5 4 5 6 9

L
iv

er
 w

e
ig

h
t 

(g
)

Age (months)

A B C

D E F

*** ***
*** *** ***

*****

**
***

*** ***

***

**

******
***

*** *** ***

** **

ccc

bbb

aaa

fff

eee

dd

ggg

dd

aaa

hh

eee

bbb

hh

ggg

fff

ccc

ccc

bbb

aaa

eee

ddd

ff

aaa

ff

ddd

bbb

gg

hhh

ccc

ccc

bbb

aaa
ddd

ee

aaa
fff

bb

fff

ee

ddd

ccc

Figure 3-1

Figure 3-1 CR-associated chronological alterations of body and organ weights, plasma lipid 

profiles, and hepatic TG contents of Wistar rats.  

(A–F) The body weights (A), epididymal white adipose tissue (WAT) weights (B), liver weights (C), 

plasma triglyceride (TG) levels (D), plasma non-esterified fatty acid (NEFA) levels (E), and hepatic 

TG contents (F) are shown. The values shown in the panels are means  SEM for 5-6 animals in each 

group. *p  0.05, **p  0.01, ***p  0.001 vs. age-matched AL rats by Tukey’s t-test. Values indicated 

by the same double and triple superscripts differ significantly with age in the same dietary group at p < 

0.01 and p < 0.001 by Tukey’s t-test, respectively. 
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Figure 3-2 CR-associated chronological alterations of WAT morphology in Wistar rats.  

(A-E) Representative histological sections of white adipose tissue (WAT) from ad libitum (AL) and 

caloric restriction (CR) rats at 3.5 (A), 4 (B), 5 (C), 6 (D), and 9 (E) months of age (magnification: 

40; scale bars: 100 m). Sections were stained with hematoxylin and eosin (HE). (F,G) The sections 

with HE staining were evaluated by a quantitative morphometric method using ImageJ 

1.43u/Java1.6.0_22 software. (F) Median adipocyte sizes in WAT. (G) Percentages of large adipocytes 

(over 5000 µm
2
). The values shown in the panels are means  SEM for 3 animals in each group. *p  

0.05, **p  0.01, ***p  0.001 vs. age-matched AL by Tukey’s t-test. Values indicated by the same 

single superscripts differ significantly with age in the same dietary group at p < 0.05 by Tukey’s t-

test. 
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Figure 3-3

Figure 3-3 CR-associated chronological alterations of protein expressions involved in de novo 

Fatty acid (FA) biosynthesis in white adipose tissue (WAT) of Wistar rats. Protein samples were 

extracted from WAT of ad libitum (AL) and caloric restriction (CR) rats at 3.5, 4, 5, 6, and 9 months 

of age. Western blot analyses of total fatty acid synthase (FASN), acetyl-CoA carboxylase (ACC), 

total ATP citrate lyase (tACLY), phospho-ACLY (pACLY), and malic enzyme (ME)1 were performed 

using a chemiluminescence method. The antibody-bound proteins were visualized using an LAS3000 

Image Analyzer. The intensity of Coomassie Brilliant Blue (CBB) staining was used as a normalization 

control. The western blot analyses were performed in duplicate or triplicate for each sample with 

biological repeats of n = 4 for each group. (A) Representative images of western blots and CBB 

staining. (B-F) Densitometry data for FASN (B), ACC (C), tACLY (D), pACLY (E), and ME1 (F). 

The values shown in the panels are means ± SEM for each group. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, 

vs. age-matched AL rats by Tukey's t-test. Values indicated by the same single and double superscripts 

differ significantly with age in the same dietary group at p b 0.05 and p b 0.01 by Tukey’s t-test, 

respectively. 
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Figure 3-4

Figure 3-4 CR-associated chronological alterations of protein expressions involved in de novo 

Fatty acid (FA) biosynthesis in the liver of Wister rats. Protein samples were extracted from the liver 

of ad libitum (AL) and caloric restriction (CR) rats at 3.5, 4, 5, 6, and 9 months of age. Western blot 

analyses of total fatty acid synthase (FASN), acetyl-CoA carboxylase (ACC), total ATP citrate lyase 

(tACLY), phospho-ACLY (pACLY), and malic enzyme (ME)1 were performed using a 

chemiluminescence method. The antibody-bound proteins were visualized using an LAS3000 Image 

Analyzer. The intensity of Coomassie Brilliant Blue (CBB) staining was used as a normalization 

control. The westernblot analyses were performed in duplicate or triplicate for each sample with 

biological repeats of n = 4 for each group. (A) Representative images of western blots and CBB 

staining. (B-F) Densitometry data for FASN (B), ACC (C), tACLY (D), pACLY (E), and ME1 (F). 

The values shown in the panels are means ± SEM for each group. *p < 0.05, vs. age matched AL rats 

by Tukey's t-test. 
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Figure 3-5

Figure 3-5 CR-associated chronological alterations of gene expressions involved in de novo FA 

biosynthesis in WAT of Wistar rats.  

Total RNA was extracted from white adipose tissue (WAT) of four to six ad libitum (AL) and caloric 

restriction (CR) rats at 3.5, 5, and 9 months of age, and real-time quantitative RT-PCR was performed. 

Transcripts of fatty acid synthase (Fasn), acetyl-CoA carboxylase (Acc)1, ATPcitrate lyase (Acly), 

malic enzyme (Me)1, and TATA binding protein (Tbp) were amplified. Tbp was used for 

normalization. (A–D) Data for Fasn (A), Acc1 (B), Acly (C), and Me1 (D). The values shown in the 

panels are means ± SEM for each group. **p < 0.01, ***p < 0.001, vs. age-matched AL rats by 

Tukey's t-test. Values indicated by the same double and triple superscripts differ significantly with 

age in the same dietary group at p b 0.01 and p < 0.001 by Tukey's t-test, respectively. 
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Figure 3-6 CR-associated chronological alterations of SREBP1 in WAT. 

 (A) Nuclear protein extracts were obtained from pooled white adipose tissue (WAT) samples of three ad 

libitum (AL) and caloric restriction (CR) rats at 3.5, 5, and 9 months of age. Western blot analyses of sterol 

regulatory element- binding protein (SREBP)1 and Histone H3 were performed using a 

chemiluminescence method. The antibody-bound proteins were visualized using an LAS3000 image 

analyzer. The intensity of Histone H3 was used as a normalization control. The western blot analyses were 

performed in triplicate. Representative images of western blots are shown. (B,C) Total RNA was extracted 

from WAT of four to six AL and CR rats at 3.5, 5, and 9months of age, and real-time quantitative RT-

PCR was performed. Transcripts of Srebp1a, Srebp1c, and TATA box binding protein (Tbp) were 

amplified. Tbp was used for normalization. Data for Srebp1a (B) and Srebp1c (C) are shown. The values 

shown in the panels are means ± SEM for each group. *p < 0.05, ***p < 0.001, vs. age-matched AL rats 

by Tukey's test. Values indicated by the same single and double superscripts differ significantly with age 

in the same dietary group at p < 0.05 and p < 0.01 by Tukey's t-test, respectively. 
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Figure 3-7

Figure 3-7 CR-associated chronological alterations of protein and gene expressions 

involved in the signals regulating SREBP1.  

(A) Total RNA was extracted from white adipose tissue (WAT) of four to six ad libitum (AL) 

and caloric restriction (CR) rats at 3.5, 5, and 9 months of age, and real-time quantitative RT-

PCR was performed. Transcripts of Leptin and TATA box binding protein Tbp were amplified. 

Tbp was used for normalization. Data for Leptin are shown. (B–D) Protein samples were 

extracted from WAT of AL and CR rats at 3.5, 5, and 9 months of age. Western blot analyses 

of AKT, pAKT, and Leptin were performed using a chemiluminescence method. The antibody-

bound proteins were visualized using an LAS3000 Image Analyzer. The intensity of Coomassie 

Brilliant Blue (CBB) staining was used as a normalization control. The western blot analyses 

were performed in duplicate or triplicate for each sample with biological repeats of n =4 for 

each group. Representative images ofwestern blots and CBB staining are shown (B). 

Densitometry data for pAKT/AKT (C) and Leptin (D) are shown. (E) Nuclear protein extracts 

were obtained from pooled WAT samples of three AL and CR rats at 3.5, 5, and 9 months of 

age. Western blot analyses of pAKT and Histone H3 were performed using a 

chemiluminescence method. The antibody-bound proteins were visualized using an LAS3000 

Image Analyzer. The intensity of Histone H3 was used as a normalization control. The western 

blot analyses were performed in triplicate. Representative images of western blots are shown. 

The values shown in the panels are means ± SEM for each group. ***p < 0.001, vs. age-matched 

AL rats by Tukey's test. Values indicated by the same single and triple superscripts differ 

significantly with age in the same dietary group at p < 0.05 and p < 0.001 by Tukey's t-test, 

respectively. 
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Figure 3-8

Figure 3-8 CR-associated alterations of protein expressions involved in de novo FA biosynthesis in 

WAT of fa/fa Zucker rats.  

Protein samples were extracted from white adipose tissue (WAT) of ad libitum (AL) and caloric restriction 

(CR) obese fa/fa and lean +/+ Zucker rats. Western blot analyses of total fatty acid synthase (FASN), acetyl-

CoA carboxylase (ACC), total ATP citrate lyase (tACLY), pACLY, and malic enzyme (ME)1 were 

performed using a chemiluminescence method. The antibody-bound proteins were visualized using an 

LAS3000 Image Analyzer. The intensity of Coomassie Brilliant Blue (CBB) staining was used as a 

normalization control. The western blot analyses were performed in duplicate or triplicate for each sample 

with biological repeats of n = 4–5 for each group. (A) Representative images of western blots and CBB 

staining. (B–F) Densitometry data for FASN (B), ACC (C), tACLY (D), pACLY (E), and ME1 (F). The 

values shown in the panels are means ± SEM for each group. *p < 0.05, ***p < 0.001, vs. AL rats by Tukey's 

test. Values indicated by the same triple superscripts differ significantly in the same dietary group at p < 

0.001 by Tukey's t-test. 
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Figure 3-9

Figure 3-9 Schematic overview of the regulation of caloric restriction-induced chronological 

alteration of Srebp-1c. 
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Name Immunolized Clonal Supplier Catalog Number

ACC rabbit polyclonal Cell Signaling, Boston, MA #3662

ACLY rabbit EP704Y Epitomics, Burlingame, CA 1699-1

ACLY pSer455 rabbit EP828Y Epitomics 1822-1

AKT rabbit polyclonal Cell Signaling #9272

AKT pSer473 rabbit D9E Cell Signaling #4060

FASN mouse 23 Becton, Dickinson, Franklin Lakes, NJ 610962

Histone H3 rabbit D1H2 Cell Signaling #4499

ME-1 rabbit polyclonal Sigma SAB4501853

SREBP1 rabbit H-160 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA sc-8984

Table 3-1: List of 1st antibody for Western blotting.

Name Supplier
Catalog

Number

HRP-conjugated F(ab’)2 fragment of

goat anti-mouse IgG
Jackson Immunological Research (West Grove, PA) 115-036-062

HRP-conjugated F(ab’)2 fragment of

goat anti-rabbit IgG
Jackson Immunological Research 111-036-045

Table 3-2: List of 2nd antibody for Western blotting.

Forward Reverse

Acc1 5’-TGG ATG AAC CAT CTC CGT TG-3' 5’-CAT GTG AAA GGC CAA ACC-3'

Acly 5'-TGA TGG GAG AAG TTG GGA AG-3' 5'-TAA GGA GGA AGT TGG CAG TGT G-3'

Fasn 5’-AGC AGG CAC ACA CAA TGG AC-3' 5’-GAA GAA GAA AGA GAG CCG GTT G-3'

Me1 5'-TGC TTT GAG TAA TCC GAC CAG-3' 5'-TGG CCA GGA AAC AGA GTC C-3'

Leptin 5'-CCA GGA TCA ATG ACA TTT CAC ACA C-3' 5'-CAG GGA GCA GCT CTT GGA GAA G-3'

Srebp-1a 5’-CCG AGG TGT GCG AAA TGG-3' 5’-TTG ATG AGC TGA AGC ATG TCT TC-3'

Srebp-1c 5’-GGA GCC ATG GAT TGC ACA TT-3' 5’-GGC CCG GGA AGT CAC TGT-3'

Tbp 5’-CAG TAC AGC AAT CAA CAT CTC AGC-3' 5’-CAA GTT TAC AGC CAA GAT TCA CG-3'

Table 3-3: List of primers for real-time RT-PCR.
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4-1. 背景 

第一章で CR の効果において Srebp-1c を介したミトコンドリアの活性化が重要であることを示し

たが、一方で Srebp-1cは肥満の増悪因子として知られており (Yahagi et al., 2002; Takahashi et al., 

2005)、また肥満によりミトコンドリア機能は低下することが知られている (Fernández-Sánchez et al., 

2011)。 

ヒト細胞のミトコンドリアには、約 1500種のタンパク質が存在する (Reinders et al., 2006)。ミトコン

ドリアは、約 15 億年前の α プロテオバクテリアの貪食に由来すると考えられており、転写および翻

訳を完全に独立して行うミトコンドリアゲノムを持つ (Gray et al., 1999)。しかし、進化の過程でミトコ

ンドリアタンパク質をコードする遺伝子のほとんどは核ゲノムにコードされるようになった。その結果、

99 %以上のミトコンドリアタンパク質は細胞質のリボソーム上で合成され、翻訳後にミトコンドリアに

輸送される。一方、13 種類のタンパク質のみがミトコンドリアゲノムによってコードされている

(Neupert et al., 2007)。  

リボゾームで作られたミトコンドリアに輸送されるタンパク質前駆体の多くは、N 末端にミトコンドリ

アターゲティングシグナル配列を有する。このシグナル配列が、ミトコンドリア外膜上の TOM 

(translocase of the outer membrane) 複合体及び内膜上の TIM (translocase of the inner membrane) 

複合体に認識されることで、ミトコンドリアタンパク質はミトコンドリア内の適切な箇所へと輸送される

(Wiedemann and Pfanner, 2017)。輸送後シグナル配列は、MtSPases (mitochondrial signal 

peptidases) によるプロセシングを受け切断される。ミトコンドリアタンパク質の約 70 %がプロセシン

グを受けると推定され (Vögtle et al., 2009)、このプロセシングが完了すると、ミトコンドリアタンパク

質は活性型となる (Mossmann et al., 2012)。MtSPasesについては古くから研究されており、シグナ

ルペプチド切断に関与する MPP (mitochondrial processing peptidase)、IMP (inner membrane 

peptidase) 及び Oct1 (Octapeptidyl aminopeptidase 1) 等の主要な酵素は、1980年代に既に同定

されている (Gakh et al., 2002)。現在では 10種以上のMtSPasesの存在が報告されている。現在ま

でに同定された MtSPases はすべて、メタロ、セリンまたはシステインプロテアーゼに属している。そ

して、前駆体プロセシング機能を持つものの他にも、シグナル配列の分解、ミスフォールド、老化ま

たは損傷を受けたタンパク質の分解によるミトコンドリア品質管理を担う MtSPases も存在する 

(Quirós et al., 2015)。また、近年、前駆体プロセシングを担うとされてきた MtSPases が、ミトコンドリ

アタンパク質の半減期制御、ミトコンドリアリボソーム集合体の制御、およびミトコンドリアの分裂・融

合等の二重の役割を担うことも報告されている (Quirós et al., 2015)。以上から、MtSPasesはミトコン

ドリアの機能維持に重要な役割を果たすと考えられる。 

silence information regulator 2 (Sir2) 遺伝子は、1993年にテロメア、接合型遺伝子座領域 (HM 

loci)およびリボソーマル DNA (rDNA) 領域のサイレンシングを保持するタンパク質として出芽酵母

で発見された (Braunstein et al., 1993)。Sir2は原核生物から真核生物まで高度に保存されており、
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Sirtuin familyと呼ばれている。1999年に Kaeberlein らによって、出芽酵母の Sir2遺伝子を変異さ

せると寿命が約 50 %に短縮し、Sir2 を過剰発現させると寿命が約 30 %延伸することが報告された 

(Kaeberlein et. al., 1999)。さらに線虫やショウジョウバエにおいて、Sir2の欠損により CRの寿命延

伸作用が消失することが報告され (Rogina and Helfand 2004; Wang and Tissenbaum, 2006)、生物

種を越えて同様の報告がされていることから、長寿遺伝子と呼ばれるようになった。ヒトを含めた哺

乳類には SIRT1〜SIRT7の 7種類の Sirtuinが存在する (Haigis and Guarente, 2006)。酵素活性

部位であるサーチュインドメインの配列は高度に保存されているが、それ以外の相同性は高くはな

い。また SIRT1、SIRT6 および SIRT7 は核内に局在しており、SIRT1 は核質に、SIRT6 はヘテロク

ロマチン領域に、SIRT7 は核小体に局在する。SIRT2 は主に細胞質に、SIRT3、SIRT4、SIRT5 は

ミトコンドリアに局在する (Finkel et al., 2009; Nakagawa and Guarente, 2011)。 

哺乳類では SIRT1～7 のうち、SIRT1、3、6 が老化や寿命にかかわっているとの報告がある。

SIRT1を脳特異的に過剰に発現させたマウスの寿命が延伸することが報告されている (Satoh et al., 

2013)。また SIRT3 の過剰発現により寿命が延伸するとの報告はないが、SIRT3 を欠損したマウス

は、肝臓で絶食時にも中性脂肪が蓄積し、高脂肪食負荷によるインスリン抵抗性・肥満・非アルコ

ール性脂肪性肝炎を呈しやすい (Hirschey et al., 2011)。また、SIRT3は CRによる加齢性難聴の

抑制に必要な遺伝子であることが報告されている (Someya et al., 2010)。興味深いことに、酵素活

性が不活性型となる SIRT3 多型 (SNP: rs11246020) は、メタボリック症候群患者と相関することが

見出されている (Hirschey et al., 2011)。SIRT6に関して、ノックアウトマウスは生後 2~3週までは正

常に発育するが、その後急速に、皮下脂肪量の低下、骨密度の低下、脊柱彎曲、リンパ球の減少

などの強い早老症様症状を呈し、約 1か月で死に至る (Mostoslavsky et. al., 2006)。一方、SIRT6

を過剰発現した雄マウスは血中 IGF-1 濃度が低下しており、Sirtuin を過剰発現した哺乳類として

は初めて寿命が延伸することが報告された (Kanfi et al., 2012)。しかし一方で、線虫およびショウジ

ョウバエにおいて Sir2 を過剰発現しても寿命は延伸しないという報告もあり (Burnett et al., 2011)、

寿命制御における Sirtuin の役割は未だ議論の多いところである。 

また、ミトコンドリアではエネルギー代謝に関わる多くのタンパク質がアセチル化されており、

SIRT3を欠損させたマウスでは SIRT4および SIRT5存在下でも多くのミトコンドリア局在タンパク質

のアセチル化が亢進することが報告されている (Lombard et. al., 2007)。それゆえ、SIRT3 はミトコ

ンドリアにおける主要な脱アセチル化酵素であると考えられている。Fig. 4-1 で示すように、SIRT3

は、酢酸からアセチル CoAを合成する acetyl-CoA synthase 2 (AceCS2) や β酸化の最初の段階

を触媒する acyl-Coenzyme A dehydrogenase, long-chain (Acadl) 、ミトコンドリア内における抗酸化

因子の Manganese superoxide dismutase (MnSOD) など、その脱アセチル化活性を介して各酵素

の活性化に関わる (Schwer et al., 2006; Hirschey et al., 2010; Qiu et al., 2010)。SIRT3は、WATお

よび褐色脂肪組織 (BAT; brown adipose tissue) においては CR により発現が増加し (Shi et al., 
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2005)、肝臓においても CR や絶食により発現が上昇する (Hallows et al., 2011; Hirschey et al., 

2010)。また、SIRT3 KO マウスでは絶食により HMGCS2（3-hydroxy-3-methylglutarylCoA 

synthase 2）の過アセチル化が起こり、ケトン体の血中濃度が低下を示すことから、SIRT3は

絶食時のエネルギー基質となるケトン体の合成にも関与することや (Shimazu et al., 2010)、CR 時

に mitochondrial isocitrate dehydrogenase 2 (IDH2)を脱アセチル化することにより、NADPH量を増

やし、酸化型グルタチオンを還元することによって、還元型／酸化型グルタチオン比の増加を介し

て酸化ストレスからの防御能を高めることも報告されている (Someya et al., 2010)。それゆえ、CRが

SIRT3 に及ぼす影響、言い換えると CR による SIRT3 活性化機構を解明することは極めて重要で

ある。 

 我々はWAT において CRにより SIRT3がプロセシングを受ける可能性を発見した。本章では、

そのメカニズムを解析し、CRによるWATでのミトコンドリア活性化は、MtSPasesの１つである

mitochondria intermediate peptidase (Mipep)が重要であることを示し、さらに Mipep遺伝子欠損マ

ウスを作製した。  
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4-2. 材料と方法 

4-2-1. 使用マウスおよび臓器について 

 Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA) より購入した Srebp1c+/-マウス  (B6;129S6-

Srebf1tm1Mbr/J, Liang et al., 2002) から、交配により Srebp1c+/+を作出した。東京理科大学薬学部動

物実験施設内 specific-pathogen-free (SPF) 環境下、明暗サイクルは 12 時間で飼育し、AL 群に

は CRF-1 (Oriental Yeast, Tokyo, Japan) を十分量与えた。AL群の摂食量を測定し、CR群にはそ

の 70%量を消灯前に与えた。CRは 3 ヶ月齢より開始し、AL, CRの計 2群を作製した。8.5から 10

ヶ月齢で安楽死させ、精巣周囲脂肪を採取し、液体窒素により急速凍結後-80ºCにて保存した。安

楽死は CR群の給餌 1-4時間後と給餌 2-5時間前に分けて行い、それぞれ fed群、fast群とした。

fast群については、屠殺前日のCR群給餌時に餌を取り除き絶食状態とした。以上AL fed, AL fast, 

CR fed, CR fast の計 4群を作製した。また、筑波大学 内分泌代謝・糖尿病内科 島野仁教授・中

川嘉准教授より 15 週齢 Sirt3+/+および Sirt3-/-マウスの精巣周囲脂肪を供与していただき、液体窒

素により急速凍結後-80 ºC にて保存した。すべての動物実験は、東京理科大学動物実験委員会

による審査、学長による承認を得て、東京理科大学動物実験指針に従い行われた。また、すべて

の遺伝子組み換え実験は、東京理科大学遺伝子組換え実験安全委員会による審査、学長による

承認を得て、東京理科大学遺伝子組換え実験実施規則に従い行われた。 

 

4-2-2. Mipep KO miceの作製 

4-2-2-1. Targeting vector の作製および ES細胞への導入 

 東京理科大学 生命医科学研究所 動物実験学研究部門 岩倉洋一郎教授および海部知則助

教 (現 東北医科薬科大学 医学部 講師) のご指導のもと、DT-A/conditional KO FW vector より

targeting vector を作製した。Insert (5’ arm, targeting arm, 3’ arm) は RP23-142O16 (Advanced 

Geno Techs Co., Ibaraki, Japan)を template とし、Table 4-1に示した primer を使用して、KOD FX 

Neo (TOYOBO) により増幅した。これを、5’ arm を AscIおよび NotI、targeting arm を PmeIおよ

び SacII、3’ arm を SwaI および XhoI で処理し、NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (TaKaRa, 

U0609B) を使用して精製後に、DNA Ligation Kit <Mighty Mix> (TaKaRa, 6023) を使用して制

限酵素処理済みの DT-A/conditional KO FW vector にライゲーションした。これを DH-5αにトラン

スフォーメーションし、アンピシリン入り LB培地で培養後、Pure Link™ HiPure Plasmid Midiprep 

Kit (Invitrogen, K210005) を使用して、targeting vector を精製した。Targeting vector を XhoIで制

限酵素処理した後、エレクトロポレーション法を使用して、C57BL/6N由来のES cellsに導入した。

使用したプライマーを Table 4-1に記載した。 

4-2-2-2. Southern blotting 

 RP23-142O16 を template とし、Table 4-1 に示した primer を使用して、KOD FX Neo により 3’ 
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probe を増幅した。その後、targeting vector を導入した ES cells よりフェノール・クロロホルム法で

genome DNA を抽出し、ApaLIで処理した。そして、0.8 % agarose gel に genome DNA 20 μg をア

プライし、泳動後にエチジウムブロマイドにつけ、撮影する。その後、酸処理 (0.25 M HCl を室温

で 15 min浸透)、塩基処理 (0.5 M NaOH, 1.5 M NaCl を室温で 15 min浸透)、中和処理 (0.5 M 

Tris-HCl (pH 8.0), 1.5 M NaClを室温で 20 min 浸透)の順で処理する。処理後、10×SSC (1.5 M 

NaCl, 150 mM sodium citrate) の浸透圧を利用して、ナイロンメンブレン (Gene Screen Plus, NEN 

Research Products, Boston, MA) に転写し、150 mJの UVで DNAをクロスリンクした。クロスリンク

後、5×SSCP (0.75 M NaCl, 75 mM sodium citrate, 50 mM NaH2PO4, 5 mM EDTA), 50 % 

Formamide, 2×Denhardt’s solution, 1 % SDS, 100 μg/mL salmon testis DNA を含むバッファーに

浸して、42 ℃でプレハイブリダイゼーションを一晩行い、32Pで標識した 3’ probeをバッファー中に

混ぜ、42 ℃でハイブリダイゼーションを一晩行った。その後、バッファーを除き、2×SSC, 

0.1 %SDS溶液内で 42 ℃にて 15 min 洗浄し、0.1×SSC, 0.1 %SDS溶液内で 65 ℃にて 15 min

×2 回洗浄した。このメンブレンを感光板に乗せ、一晩放置後に FLA-7000 (FUJIFILM, Tokyo, 

Japan) で撮影した。 

4-2-2-3. マウスの作製 

 目的の部位に target alleleが入った ES細胞を ICR miceの 8細胞期の受精卵と混ぜ、一晩培養

後、胚盤胞期になった受精卵を偽妊娠マウスの子宮に移植し、キメラマウスを作製した (アグリゲ

ーション法)。キメラマウスと日本クレア株式会社より購入した C57BL/6JJcl を交配し、純粋な

C57BL/6 mice を作製した。東京理科大学 生命医科学研究所 発生及び老化研究部門 後飯塚

僚教授より CAG-FLPe mice を供与していただき (Kanki et al., 2006)、作製したマウスと交配し、

flippase-FRT システムを利用してネオマイシン耐性配列を削除し、Mipepflox/flox mice を作製した。

その後、大阪大学 医学部 宮崎純一教授の承諾のもと、東京理科大学 生命医科学研究所 生

命情報科学研究部門 中村岳史教授より供与していただいた CAG-Cre mice と Mipepflox/flox mice

を交配し (Sakai and Miyazaki, 1997)、Mipep KO miceを作製した。 

 全ての動物実験は、東京理科大学動物実験委員会による審査、学長による承認を経て、東京理

科大学動物実験指針に従い行われた。また、全ての遺伝子組換え実験は、東京理科大学遺伝子

組換え実験安全委員会による審査、学長による承認を経て、東京理科大学遺伝子組換え実験実

施規則に従い行われた。 

 

4-2-3. 細胞および細胞培養 

 マウス白色前駆脂肪細胞株 3T3-L1は JCRB (Japanese Collection of Research Bioresources) より

購入し、 10 % FBS (fetal bovine serum; Hyclone, Logan, UT) 、 100 U/mL P/S (penicillin-

streptomycin; Sigma, MO, USA) を含有する DMEM -low glucose- (Wako, Osaka, Japan) (通常培
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地) で培養し、0.25 ~ 2.5 × 104 cells/cm2の細胞密度で維持した。また、レトロウイルスパッケージン

グ細胞 Plat E (Platinam-E Packaging Cell Line) は東京大学医科学研究所の北村俊雄教授よりご

提供頂き、10 % FBS, 100 U/mL P/S, 1 μg/mL puromycin (Wako), 10 μg/mL blasticidin (Funakoshi, 

Tokyo, Japan) を含有する DMEM -high glucose- (Wako) で培養し、0.5 ~ 2.0 × 105 cells/cm2の細

胞密度で維持した。 

 

4-2-4. 成熟脂肪細胞への分化誘導 

 3T3-L1 細胞の分化誘導は 1.5×104 cells/cm2の密度で播種し、2 日後に 100 %コンフルエントに

達した時点を Day0 とした。Day0から 2日間は 500 μM 3-isobutyl-1-methylxanthine (Sigma) 及び

1 μM dexamethasone (Sigma) を含む維持培地で培養することで脂肪細胞への分化誘導を行い、

その後は 2日置きに 10 μg/mL insulin (Wako) 及び 50 nM tri-iode thyronine (Sigma) を含む維持

培地で培養することで成熟脂肪細胞へと誘導した。 

 

4-2-5. Sirt3過剰発現レトロウイルスベクターの作製 

 FLAG-SIRT3 を発現するレトロウイルスベクターを作製するため、Addgene より mSIRT3-L 

(Addgene plasmid 33309) を購入した。このベクターを EcoRI及び ApaIで切断し、EcoRI及び ApaI

で切断済みの pMXs-AMNN-puroレトロウイルスベクターへライゲーションすることで作製した。 

 

4-2-6. Mipep ノックダウンレトロウイルスベクターの作製 

 siDirect (Tokyo University） を用いて Mipepの標的配列を決定した (Figure 4-2)。さらに Figure 

4-2に示すようにプラスミド DNAの安定性及び off-target効果を軽減するため sense鎖に複数の変

異を入れた (Patzel et al., 2005; Miyagishi et al., 2004）。設計した 2本のオリゴ DNA鎖の合成は

Operon Biotechnologies (Tokyo, Japan） に依頼した。2本のオリゴ DNA鎖は annealing buffer (50 

mM Tris-HCl pH 7.4, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2） を加え、100 ℃に達した温浴の中に入れて自

然に室温まで下げる事によりアニールさせた。その後、37 ℃で 3時間 PmeIを処理した後に、65℃

で 3時間 BstBI処理し、切断した pMX-mU6-puroベクターとアニールさせた DNA鎖をライゲーシ

ョンすることで pMX-mU6-shMipep-puroベクターを作製した (Fiure 4-2)。 

 

4-2-7. 遺伝子導入 

 遺伝子導入は、作製したベクターを安定に発現する 3T3-L1 細胞株を作成するため、plat-E を用

いたレトロウイルスによる遺伝子導入法を行った。plat-E を 1.0×105 cells/cm2の細胞密度になるよう

に播種し一晩培養後、FuGENE® 6 Transfection Reagent (Promega, Tokyo, Japan) を用いてそれ

ぞれのベクターを plat-E 細胞に導入した。16 時間培養後、新しい培地に交換し、さらに 2 日間培
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養した後、培地を回収した。回収した培地を Millex-GV Filter (MILLIPORE, Billerica, MA, 

SLGVJ13SL) にて濾過後、4×PEG (32 % PEG (polyethylglycol 6000; Fluka, Tokyo, Japan, 81253), 

0.4 M NaCl, 40 mM HEPES, pH 7.4) を回収した培地の 1/3量入れ 3000 rpmで 30分間遠心し、

上清を除去した後さらに 3000 rpm で 5 分間遠心した。上清をできるだけ除去した後、沈殿物に

OPTI-MEM (Life Technologies Japan Ltd., Tokyo, Japan) を加えて懸濁し、3T3-L1の調整培地に

加えて感染させた。なお、培地をフィルター濾過する工程からはすべて氷上にて行った。感染の

24時間後から 2 μg/mL の puromycin 入りの培地で 5 ~ 7日間 selection を行い作製したベクター

を安定に発現する 3T3-L1細胞株を作製した。selection 後は 0.4 μg/mLの puromycin を含む調製

培地で培養、維持した。 

 

4-2-8. 薬剤処理 

 プロテアソーム阻害剤である MG132 (Wako） は、最終濃度が 10 μM となるように調製培地に添

加し、0, 6, 12, 24, 48 時間培養後に回収し解析した。 

 

4-2-9. 血糖値測定 

 血糖値はマウスをイソフルランで眠らした後、尾静脈より血液を採取し、Accu-Chek Aviva Blood 

Glucose Meter (Roche, Basler, Switzerland) を用いて測定した。 

 

4-2-10. Real-time RT-PCR  

 mRNAを抽出し、分光光度計 NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) を用い

て濃度を測定した。1 µgの RNAを PrimeScript® RT reagent Kit (TaKaRa, RR037A) により逆転写

させ cDNAを得た。目的遺伝子は、SYBR® Premix Ex Taq™ (TaKaRa, RR041A) を用いて、Real-

time PCRシステム ABI PRISM®7300 (Applied Biosystems, Foster City, CA) により解析した。なお、

それぞれの反応は各メーカーが提供するプロトコールに従い行い、使用したプライマーを Table 4-

2に記載した。 

 

4-2-11. Western blotting 

 組織または細胞を、適量の SDS sample buffer (50 mM Tris-HCl (pH 6.8), 2 % SDS, 3 M urea, 6 % 

glycerol) を加えホモジェナイズ後、さらにソニケーションした。得られたライセートを遠心 (12000 x 

g, 4 ºC, 30 min) し、上清を回収し、95 ºCで 5分間インキュベートした。得られた上清に含まれるタ

ンパク質量を BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, 23225) を用いて測定し、SDS 

sample buffer により 1 mg/mL の濃度に調製した。サンプルの 1/10 量の 0.25 % BPB / 5 % 2-

mercaptoethanol = 1 : 1 混液を加え、95 ºCで 5分間還元処理をした。以上の処理で得られたサン



 |  105 

プルを SDS-PAGE 法により泳動後、coomassie brilliant blue (CBB) 染色を行った。脱色後のゲル

の泳動像を LAS-3000 ルミノ・イメージアナライザー (Fujifilm, Tokyo, Japan) にて撮影し、解析ソ

フトウェアMulti Gauge 3.1 (Fujifilm) を用いてラダー状になった全タンパク質の染色強度からタン

パク量を定量し、サンプル間のタンパク質量を統一した。調製し直したサンプルを SDS-PAGE法に

て泳動し、ニトロセルロースメンブレン (PALL, Port Washington, NY, 66485) に転写した。転写後、

メンブレンは blocking溶液中 (2.5 % skim milk (WAKO, 190-12865) / 0.25 % BSA in TTBS (25 

mM Tris-HCl (pH 7.4), 140 mM NaCl, 2.5 mM KCl (Wako, 163-03545), 0.1 % Tween 20) = 1 : 1) 

にて室温で 1 時間震盪させた。その後、一次抗体を反応液 (Canget solution I (Toyobo, Osaka, 

Japan, NKB-201) / blocking溶液 = 2 : 1) 中に加え、4 ℃にてメンブレンと一晩または二晩反応さ

せた。一次抗体反応後、メンブレンを TTBSにて洗浄し (5分×2回および 10分×2回)、二次抗体

を反応液 (Canget solution II (Toyobo, NKB-101) / blocking溶液 = 2 : 1) 中に加え、1時間室温

にてメンブレンと反応させた。二次抗体反応後、メンブレンを TTBS にて洗浄し (5 分×2 回および

10分×2回)、ImmunoStar® LD (WAKO, 290-69904) を用いた化学発光を行い、LAS-3000ルミノ・

イメージアナライザーにて撮影し、Multi Gauge 3.1 を用いて定量した。以下、Table 4-3 に一次抗

体、Table 4-4に二次抗体の情報を記載した。 

 

4-2-12. 統計検定 

 データは平均±標準誤差で示した。データの統計検定は、2群間では Student’s t-test、多群間で

は二元配置分散分析を行なった後に Tukey's t-test を行なった。また、実験ごとに用いた検定方法

は、材料と方法の各項目または Figure legendsに記載した。  
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4-3. 結果 

4-3-1. CRによる前駆型および成熟型 SIRT3 タンパク質発現への影響 

 CRマウスの白色脂肪組織 (WAT) における SIRT3タンパク質発現を調べたところ、約 37 kDaお

よび 28 kDa のバンドが得られた。興味深いことに、28 kDa のバンドは第一章の結果と同様に CR

により発現が上昇しているが、37 kDaのバンドは CRにより発現が低下した。(Figure 4-3A)。これら

約 37 kDa と 28 kDaのバンドは、SIRT3欠損マウスのWATでは検出されなかった。それゆえ、これ

らは SIRT3特異的なバンドと考えられた (Figure 4-3B)。CRはWATにおける Sirt3 mRNA発現を

増加すると報告されている (Shi et al., 2005)。しかしながら、我々のマウスでは CR によって Sirt3 

mRNA 発現は増加しなかった (Figure 4-3C)。SIRT3 は細胞質にて翻訳された後、ミトコンドリアに

移行してプロセシングされ、成熟および活性化することが報告されている (Schwer et al., 2002)。そ

こで、CRは SIRT3 タンパク質のプロセシングを誘導し、活性化するのではないかと考えた。 

 

4-3-2. CRによるMIPEP発現への影響 

 SIRT3 は mitochondrial signal peptidases (MtSPases) の一つである mitochondrial matrix 

processing peptidase (MPP) によりプロセシングされることが報告されている (Schwer et al., 2002)。

そこで CR マウスの WAT において、ミトコンドリア移行シグナル配列を認識するサブユニットである

MPPα をコードする Pmpcaおよび触媒サブユニットであるMPPβをコードする Pmpcbの mRNA発

現を調べた。しかしながら、いずれの mRNA発現も CRによる変化は無かった (Figure 4-4A, B)。

CRによって増加するMtSPasesを同定するため、我々は CRラットWAT由来の DNAマイクロアレ

イを再解析した (Gene Expression Omnibus, accession code: GSE30668) (Chujo et al., 2013)。結果、

CRによって発現上昇するMtSPase として mitochondrial intermediate peptidase (Mipep) を同定し

た。CRマウスのWATで mRNA発現を確認したところ、ラットと同様 CRにより発現が増加していた 

(Figure 4-4C)。Cytochrome c oxidase subunit 4 (COXIV) と malate dehydrogenase 2 (MDH2) は、

いずれもMIPEPによってプロセシングを受けることが報告されている (Vögtle et al., 2011)。そこで、

CR マウスの WAT でタンパク質発現を解析したところ、MIPEP の増加にともなって COXIV および

MDH2の発現は増加した (Figure 4-4D)。 

 

4-3-3.脂肪細胞におけるMIPEPの SIRT3への影響 

 MIPEP は、MPP によってプロセシングされたタンパク質を切断する、すなわち二段階目のプロセ

シングに関わるMtSPaseであることが知られている (Isaya et al., 1991)。SIRT3タンパク質がMIPEP

によって切断される場合、前駆体・中間体・成熟体の 3 つのバンドが確認できるはずである。しかし、

マウスのWATでは前駆体 (37 kDa) と成熟体 (28 kDa) と推定されるバンドしか観察することがで

きなかった (Figure 4-2A, B)。MPP にプロセシングされた後、二度目のプロセシングを受けていな
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いミトコンドリアタンパク質は速やかにプロセシングされる可能性がある (Emmermann et al., 1993; 

Vögtle et al., 2011)。したがって、中間体 SIRT3 を検出するため、FLAG-SIRT3 を発現する 3T3-L1

前駆脂肪細胞にプロテアソーム阻害剤の MG132 を処理した。この処理により、SIRT3 の前駆体・

中間体・成熟体と予測される 3つのバンドを観察することができた (Figure 4-5A)。さらに FLAG抗

体を用いても同様のバンドを検出できた (Figure 4-5A)。これらの結果は SIRT3が二段階切断を受

けていることを支持する。 

 MIPEP が SIRT3 の活性化に寄与するかを評価するため、3T3-L1 細胞を用いて Mipep のノック

ダウンしたところ、SIRT3・COXIV・MDH2 いずれにおいても mRNA 発現に影響せずタンパク質発

現が減少した (Figure 4-5B, C)。さらに SIRT3の脱アセチル化活性を調べたところ、Mipepのノック

ダウンにより SIRT3の基質である manganese superoxide dismutase (MnSOD)のアセチル化レベル

が増加した (Figure 4-5D)。 

 

4-3-4. Mipep KOマウスの作製 

 さらに各臓器における Mipep の役割を調べるために、Mipep KO マウスを作製した。Mipep の活

性中心 Zn の結合部位は HEXXH配列のある exon13にコードされている (Chew et al., 1997)。そ

れゆえ、Cre-loxPシステムの標的部位を exon13 とした (Figure 4-6A)。そして、loxPが標的部位に

挿入されていることを、Southern blotting および PCRにより確認した (Figure 4-6B, C)。Mipep+/-マ

ウス作製後、Mipep+/-マウス同士で交配させたが、仔 25 匹中 Mipep-/-マウスは 0 匹であったことか

ら (Mipep+/+: 13匹、Mipep+/-: 12匹、Mipep-/-: 0匹)、全身での Mipep KOマウスは胎生致死であ

る可能性が高い。一方、Mipep+/-マウスは正常に発育した。12 週齢の Mipep+/+マウスと Mipep+/-マ

ウスで比較をしたところ、体重および血糖値に差がなかった (Figure 4-6D)。 
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4-4. 考察 

 本章では、CR における SIRT3 を介したミトコンドリア活性化機構について解析した。CR により

Sirt3 mRNA発現の変化はなく、約 37 kDa の前駆型が減少し約 28 kDa 成熟型が増加することか

ら、成熟型 SIRT3 タンパク質の増加はプロセシング活性化であることが示唆された。SIRT3 は

MtSPasesの一つである mitochondrial matrix processing peptidase (MPP) によりプロセシングされる

ことが報告されているが (Schwer et al., 2002)、MPPの発現には CRによる変動は無かった。しかし

ながら、MIPEPが増加することから、このプロセシングの律速段階になっているのがMIPEPであり、

CR によって MIPEP が増加することにより成熟型 SIRT3 が増加すると考えられた。プロテアソーム

阻害剤によって SIRT3の前駆体・中間体・成熟体と考えられる 3本のバンドが確認できることから、

実際に二段階切断されていることが示唆される。ミトコンドリアマトリックス内において MPP 後の切

断を担っているプロテアーゼは現在のところMIPEPと ICP55の 2つと考えられているが、Mipepは

N 末端からオクタペプチドを切断するのに対し、ICP55 はアミノ酸 1 つを切断するのみである 

(Becker et al., 2012)。Western blottingによるバンドのシフトの程度から考えても、中間体 SIRT3は

MIPEPによって切断されるとして矛盾しない。 

 また、MIPEPは、電子伝達系を構成する Complex I (NUHM) 及び Complex IV (COXK, COXM, 

COXO, COXIV)、酸化的リン酸化を行う Complex V (ATPA, ATPL, ATPM, ATPN, TPO, ATPR)、さ

らに MDH2のプロセシングに関わると報告されている (Branda and Isaya, 1995; Vögtle et al., 2011)。

今回の結果においても、COXIVおよびMDH2 タンパク質発現が CRで MIPEP タンパク質と同様

に増加し、さらに Mipep ノックダウンで減少した。また、N 末端則というミトコンドリアタンパク質の半

減期制御を介してミトコンドリアの質は維持されているため、MIPEP はミトコンドリア活性制御に重

要な因子として報告されている (Vögtle et al., 2011)。これらの報告から、CR効果において MIPEP

が重要な役割をしていると考えられる。 

 以上より、CR での Mipep によるプロセシングの活性化でミトコンドリア内にあるタンパク質が成熟

化し、さらに SIRT3による脱アセチル化によって活性化することが CRにおけるWATでのミトコンド

リアに対する有益な効果につながっていることが示唆された。 

 さらに in vivo において Mipep の機能を解析するために、Mipep 全身欠損マウスを作製したが、

交配の結果、胎生致死の可能性が高いことが明らかとなった。しかし、Mipep ヘテロマウスでは正

常に出生・発育し、12週齢の体重および血糖値には差がなかった。現在、国際ノックアウトマウスコ

ンソーシアム (IMPC) においても、Mipep KO用の targeting vector は作製され、ES細胞までは作

製されているが、マウスの作製までは至っていない。そのため、Mipep KO マウスの表現型に関す

る報告は無い。一方で、Mipep と同様の MtSPase の一つである MPPβ (遺伝子名; Pmpcb) は

IMPC において解析が進められているが、Pmpcb 全身欠損は胎生致死であり、ヘテロマウスは 15

週齢時点で体重に差がない一方で、行動異常が示されている  (2017 年 11 月現在、
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https://www.mousephenotype.org/data/genes/MGI:1920328#section-associations)。今後、Mipep ヘ

テロマウスにおいて、基礎データを蓄積し、さらなる解析を進めていく予定である。また、

Adiponectin-Creを用いた脂肪特異的Mipep欠損マウスを作製し、WATにおけるMipepの役割を

解析していく予定である。 

 ヒトにおいて、MPPα (遺伝子名; Pmpca) の変異は重度のミトコンドリア病や非進行性の小脳性運

動失調症を引き起こし (Jobling et al., 2015; Joshi et al., 2016)、ミトコンドリア内膜タンパク質のプロ

セシングに重要な m-AAA プロテアーゼの変異は遺伝性痙性対麻痺発症に関連する (Nolden et 

al., 2005)。また Mipep の変異は乳幼児における左心室の非圧縮、筋緊張低下症および死亡を引

き起こすことが報告されている (Eldomery et al., 2016)。これらのように MtSPases の変異が神経疾

患や心疾患発症に関わることが近年報告され始めている。しかしながら、未だに MtSPases の変異

によるヒト疾患への影響に関する研究は少ない。今後さらに、様々な組織特異的な Mipep 欠損マ

ウスを用いて各臓器における Mipep の役割を解明していくことによって、様々な疾患との関連が明

らかになると考えられる。今回作成した Mipepflox/flox mice はこれら疾患を解析する上でも貴重な動

物モデルとなることが期待される。 
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Figure 4-1

Figure 4-1 Schematic overview of molecular targets of SIRT3 and the effects of metabolism in 

mitochondria. 
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Figure 4-3 CR upregulated the mature form of SIRT3 in mice WAT.  

(A) Protein levels of Sirtuin 3 (SIRT3) from the fed and fasted group of both ad libitum (AL) 

and caloric restriction (CR) mice were obtained by immunoblotting. The right panel is the 

representative image. The left graphs are quantitative data. (B) SIRT3 protein levels of Sirt3 

wild type (+/+) and deficient (-/-) mice were obtained by immunoblotting with high-density 

gels. (C) mRNA levels of Sirt3 in AL and CR mice WAT were obtained by real-time RT-

PCR. Coomassie brilliant blue (CBB) stainning was used as a loading control in 

immunoblotting. Tbp was used as an internal control in real-time RT-PCR. Values shown in 

all panels are means ± S.E.M. (n=3-4 per group). *: p<0.05, ***: p<0.001, analyzed by 

Student’s t-test or the Tukey’s t-test. 
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Figure 4-4 CR upregulated MIPEP, one of MtSPases in mice WAT.  

(A-C) mRNA levels of the mitochondrial signal peptidases (MtSPases), mitochondrial matrix 

processing peptidase beta (Pmpcb) (A), mitochondrial matrix processing peptidase alpha 

(Pmpca) (B), and mitochondrial intermediate peptidase (Mipep) (C) in ad libitum (AL) and 

caloric restriction (CR) mice were obtained by real-time RT-PCR. (D) Protein levels of 

MIPEP, cytochrome c oxidase subunit 4 (COXIV), and malate dehydrogenase 2 (MDH2) in 

white adipose tissue (WAT) from AL and CR mice were obtained by immunoblotting. 

Coomassie brilliant blue (CBB) stainning was used as a loading control in immunoblotting. 

TATA box binding protein (Tbp) was used as an internal control in real-time RT-PCR. Values 

shown in all panels are means ± S.E.M. (n=3-4 per group). *: p<0.05, **: p<0.01, ***: 

p<0.001, analyzed by Student’s t-test. 
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Figure 4-5 Maturation of SIRT3 was dependent on MIPEP.  

(A) Protein levels of Sirtuin 3 (SIRT3) in mock or FLAG-Sirt3 expressing 3T3-L1 cells were 

obtained by immunoblotting with high-density gel (15%). Cells were treated with or without 10μM 

MG132 for 6, 12, 24, and 48 hours. Three arrows show each form of SIRT3. β-ACTIN was used as 

a loading control. (B) Protein levels of mitochondrial intermediate peptidase (MIPEP), SIRT3, 

cytochrome c oxidase subunit 4 (COXIV), and malate dehydrogenase 2 (MDH2) in shMipep 3T3-

L1 cells were obtained by immunoblotting. Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) 

was as a loading control. The lower panel is the quantitative data. (C) mRNA levels of Sirt3, CoxIV 

and Mdh2 in shMipep 3T3-L1 cells were obtained by real-time RT-PCR. Ribosomal protein S18 

(Rps18) was used as an internal control. (D) Expression levels of acetylated-manganese superoxide 

dismutase (Ac-MnSOD) (K122 acetylated MnSOD) and total manganese superoxide dismutase 

(MnSOD) proteins in shMipep 3T3-L1 cells were obtained by immunoblotting. Α-TUBULIN was 

used as a loading control. Values shown in all panels are means ± S.E.M. (n=4-6 per group). *: 

p<0.05, **: p<0.01, analyzed by Student’s t-test or the Tukey’s t-test. 
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Figure 4-6 Generation of Mipep
+/-

 mice.  

(A) Structure of the mouse Mipep locus (WT allele), the Mipep targeting construct (Targeting 

vector), and the predicted mutated Mipep gene (Target, Neo deleted, and KO allele). Exons are 

represented by white boxes. XhoI was used for linearization. (B) The Mipep-target allele was 

confirmed in the ApaL1-digested genome by Southern blot hybridization analysis using the probe. 

(C) The Mipep-flox allele and Mipep-deficient allele were confirmed by PCR. (D) Mipep
+/+

 and 

Mipep
-/- 

mice (12weeks old) were measured body weight (n=3) and blood glucose level (n=5). 
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Figure 4-7 Schematic overview of SIRT3 activation via MIPEP 
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Forward Reverse

Mipep 5’-CAA AGG AGA GGT GTG GTG TAA TG-3' 5’-GGA AGA TTC AGC ATG AGA ACG AC-3'

Cox4 5’-CAT TTC TAC TTC GGT GTG CCT TC-3' 5’-CAC ATC AGG CAA GGG GTA GTC-3'

Mdh2 5’-AGG TTG ACT TTC CCC AAG ACC-3' 5’-CAT AAG CCA TGG ACA GAG TGG-3'

Sirt3 5’-CGT TGT GAA ACC CGA CAT TG-3' 5’-TCC CCT AGC TGG ACC ACA TC-3‘

Pmpca 5’-AGT TTG GAC AAT TCT GTA CCG TAG G-3' 5’-TCG TCT TTG CTG TCA AAT CGA G-3'

Pmpcb 5’-AAA ACT CTG GGC TCT CAA CGT G-3'
5’-ACA GTC TGC TCT CTG GAG GTA TAG

G-3'

Tbp 5’-CAG TAC AGC AAT CAA CAT CTC AGC-3' 5’-CAA GTT TAC AGC CAA GAT TCA CG-3 '

Table 4-2. List of primers for real-time RT-PCR.

Name Immunolized Clonal Supplier Catalog Number

α-Tubulin mouse DM1A Sigma T6199

β-actin mouse AC-15 Sigma A1987

COX IV rabbit polyclonal Cell Signaling #4844

GAPDH mouse polyclonal Santa Cruz sc-32233

MDH2 rabbit polyclonal Cell Signaling #8610

MIPEP rabbit polyclonal Santa Cruz sc-84203

SIRT3 rabbit D22A3 Cell Signaling #5490

TOM20 mouse 4F3 Sigma WH0009804M1

Table 4-3. List of primary antibody for Western blotting.

Name Supplier
Catalog

Number

HRP-conjugated F(ab’)2 fragment of

goat anti-mouse IgG
Jackson Immunological Research (West Grove, PA) 115-036-062

HRP-conjugated F(ab’)2 fragment of

goat anti-rabbit IgG
Jackson Immunological Research 111-036-045

Table 4-4: List of 2nd antibody for Western blotting.

Forward Reverse

short arm (5' arm) 5'-GTC GAG GCG CGC CGT AAG CCT CTC CCT GCT G-3' 5'-GAC GTG CGG CCG CGT AGC AGA ACA GCA TCC AC-3'

medium arm (targeting arm)5'-AGC TCG TTT AAA CCA GTT AGC TCA CAG CAT G-3' 5'-CGG ATC CGC GGG TAC AGC CAG GAA CCA TG-3'

long arm (3' arm) 5'-GGC CGA TTT AAA TCT TCT TCT GAA GTC CTC AGT TC-3' 5'-CGA TCC TCG AGA GTT ACC ACT AAC ATA CAG GTA AGG-3'

Southern blotting probe 5'-ATG ATC TCC AGT CTC CAA ACA C-3' 5'-TCA GCA GTC CCT TAT CCC TTG-3'

Mipep flox genotyping 5'-GGC TGC TTC CTT CTA CAA A-3' 5'-CCT CCT GGT GAT GCT CTT TTG-3'

Mipep KO genoyaping 5'-TTT GCC TGG TTC ATC TGT GG-3' 5'-CCT CCT GGT GAT GCT CTT TTG-3'

Table 4-1: List of primers for Mipep targeting vector cloning, southern blotting probe and genotyping primer
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 本研究では、老化を抑制し、寿命を延伸する CR のメカニズムについて、各章で以下の点を明ら

かにした。 

第一章 

1) CRは GH/IGF1シグナル非依存的に Srebp-1cを介して寿命を延伸する。 

2) Srebp-1c依存的な CRの効果は WAT特異的である。 

3) CRにより Srebp-1cを介して脂肪酸合成が活性化する。 

4) CRにより Srebp-1cは直接 Pgc-1α を転写促進し、ミトコンドリア生合成を活性化する。 

 

第二章 

5) CRによりWAT 重量は、特に vWATにおいて減少する。 

6) CRの効果において、sWATはインスリンシグナルによる影響が強く、vWATはインスリンシグナル

以外による影響が強い。 

7) CR により、M1 マクロファージは３つの WAT 全てで減少するが、M2 マクロファージは rWAT と

sWAT でのみ減少する。 

8） CR による脂肪酸合成およびミトコンドリア生合成関連因子の発現増強は、3 つの WAT 共通な

応答である。 

 

第三章 

9) CR期間 2 ヶ月を境に前半はエネルギー不足に対する適応応答 (短期 CR)、後半は CRによる

有益な代謝リモデリング (長期 CR) であると考えられる。 

10) eWATにおける CR効果の経時的変動は、初期はインスリンシグナルの活性化、後期はレプチ

ンシグナルの抑制に依存する可能性がある。 

 

第四章 

11) WATにおける CRによる SIRT3 を含む一部のミトコンドリアタンパク質の成熟・活性化は Mipep

依存的である。 

12）Mipep ノックダウンは、ミトコンドリア関連因子のmRNA発現は変化させず、一部のミトコンドリア

タンパク質発現を減少する。 

13）作製した全身Mipep KOマウスは胎生致死であることから、胎児発生においてもMipepは必須

因子である。 

 

 遺伝子変異マウスや遺伝子改変マウスの研究成果から、GH/IGF1 シグナルの抑制は寿命延伸

のための主要な因子であることが明らかとなっている。また CR でも GH/IGF1 シグナルは抑制され
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るため、CR による寿命延伸には GH/IGF1 の抑制が重要であることは間違いがない。肝臓におけ

るアディポネクチン過剰発現マウスが長寿である。また、CR によるアディポネクチン発現の増加は

GH/IGF1低下依存的だと報告されている（Nilsson et al., 2005; Yamaza et al., 2007）。CRによるア

ディポネクチン発現の亢進は、CRのメカニズムのうち GH/IGF-1 依存的なメカニズムの 1 つである

と考えられる。一方で、我々は GH/IGF1非依存性メカニズムとして、Srebp-1cの活性化、特に脂肪

組織での活性化が重要であることを明らかにした。Srebp-1c 依存的な CR の効果の一つである脂

質代謝の活性化に、特にレプチンシグナルの抑制が重要である可能性を示した。さらに、長寿をし

めす FIRKOマウスや CEBPβ/βマウスの結果から、長寿のためには脂肪組織におけるミトコンドリア

生合成の活性化重要であると考えられるが、我々は CR が Srebp-1c 活性化を介して Pgc-1α 発現

を亢進し、ミトコンドリア生合成を亢進することを明らかにした。加えて Pgc-1α だけでなく同時に

Mipepの活性化も重要であることを示唆した （Figure 5-1）。Mipepは CRにより Srebp-1c依存的ま

た Pgc-1α非依存的に発現が亢進している可能性がある (data not shown)。それゆえ、CRによる脂

肪組織のミトコンドリア活性化には、Srebp-1c 制御下に Pgc-1α および Mipep 発現が亢進する事が

重要ではないかと考えている。 

 第二章および第三章の結果より、9 ヶ月齢における CR による Srebp-1c の転写制御は内臓脂肪

と皮下脂肪で異なることが示唆される。どちらの章でも内臓脂肪において、CR によりインスリンシグ

ナルの変動が無く、レプチンが減少していることから、Srebp-1c の転写制御はレプチンシグナルに

よるものであると考えられる。一方、第二章の皮下脂肪において、CR によりインスリンシグナルは活

性化するが、レプチンシグナルは減少しないことから、Srebp-1cの転写制御はインスリンシグナルに

よるものであると考えられる。いずれにしても Srebp-1c の転写が増加することで下流因子が増加・

活性化していることから、Srebp-1c 以下の分子機構には大きな差が無いと考えられるが、今後の解

析においてこの点にも留意する必要がある。我々は CRのメカニズムのうち GH/IGF1非依存性メカ

ニズムとして Srebp-1c の活性化を明らかにしたが、皮下脂肪と内臓脂肪での Srebp-1c 活性化メカ

ニズムの違いがどのように影響するのかは興味深いところである。 

 

 現在、CR 様効果を模倣する化合物の探索が行われており、CR と似た効果を誘導するいくつか

の化合物が報告されている。例えば、ブドウなどに含まれるポリフェノールの一種で SIRT1 活性化

剤であるレスベラトロール (Baur et. al., 2006) 、糖尿病治療薬で AMPK活性化剤であるメトホルミ

ン (Martin-Montalvo et.al. 2013) 、mTORC を抑制しオートファジーを活性化する免疫抑制剤であ

るラパマイシン  (Harrison et. al., 2009)、アディポネクチン様作用を示す Adiponectin receptor 

agonist であるアディポロン (Okada-Iwabu et. al., 2013) などが挙げられる。また、Fortney らは CR

の遺伝子発現プロファイルと 1,309 種類の薬剤に対するヒト細胞の遺伝子発現プロファイルを比較

したところ、14 種類の薬剤が CR と類似した遺伝子発現プロファイルを誘導したと報告しており 
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(Fortney et. al., 2012)、 この 14種類の薬剤はレスベラトロールやラパマイシンとの関連性が示唆さ

れている。このように、様々な手法で CR 様効果を模倣する化合物は探索されているが、CR の一

部の効果を模倣した化合物しか見出されていない。我々は、本研究において CR模倣薬開発のた

めに、Srebp-1c制御下に Pgc-1αおよびMipepを活性化することが重要である可能性を見出した。

今後は Pgc-1αやMipep欠損マウスを使用して、さらなる解析を進め、さらにこれらの研究を発展さ

せることにより、老化関連疾患や代謝異常の治療や予防に繋げ、少子高齢化が急激に進む我が

国をはじめとする先進諸国における「健康寿命の延伸」という社会的要請に貢献していきたい。 

  



 |  123 

 

 

  

Figure 5-1

GH/IGF-1
independent

Srebp-1c

FA biosynsthesis

Energy 
metabolism

Pgc-1α

Mitochondrial 
biogenesis

oxidative
stress

Anti-aging and pro-longevity actions

CR

GH/IGF-1
dependent

Macrophage
infiltration

Figure 5-1 Diagram demonstrating the proposed novel

molecular mechanism of CR-associated beneficial

metabolic remodeling in WAT and prolongevity effects.

Mipep



 |  124 

参考文献 

 

厚生労働省告示第四百三十号、平成 24 年 7 月 

(http://www.mhlw.go.jp/bunya/kenkou/dl/kenkounippon21_01.pdf) 

 

厚生労働省、健康日本 21 (第 2 次) の推進に関する参考資料、平成 24 年 7 月 

(http://www.mhlw.go.jp/bunya/kenkou/dl/kenkounippon21_02.pdf) 

 

内閣府編、平成 29 年度版高齢社会白書、日経印刷、2017 

 

厚生労働省、平成 26 年度 国民医療費の概況 

(http://www.mhlw.go.jp/toukei/saikin/hw/k-iryohi/14/dl/data.pdf) 

 

Accili D, Drago J, Lee EJ, Johnson MD, Cool MH, Salvatore P, Asico LD, Jose PA, Taylor SI, and 

Westphal H (1996) Early neonatal death in mice homozygous for a null allele of the insulin receptor 

gene. Nat. Genet., 12, 106-109. 

 

Ahima RS, and Flier JS (2000) Leptin. Annu Rev Physiol., 62, 413-437. 

 

Anderson RM, Barger JI, Edwards MG, Braun KH, O’Connor CE, Prolla TA, and Weindrich R (2008) 

Dynamic regulation of PGC-1alpha localization and turnover implicates mitochondrial adaptation in 

calore restriction and thestress response. Aging Cell., 7, 101-111 

 

Balaban RS, Nemoto S, and Finkel T (2005) Mitochondria, Oxidants, and Aging. Cell, 120, 483-495. 

 

Bartke A, Wright JC, Mattison JA, Ingram DK, Miller RA, and Roth GS (2001) Longevity: Extending 

the lifespan of long-lived mice. Nature, 414, 412. 

 

Barzilai N, Banerjee S, Hawkins M, Chang CJ, Chen W, and Rossetti L (1998) The effect of age-

dependent increase in fat mass on peripheral insulin action is saturable, J. Gerontol. A. Biol. Sci. Med. 

Sci., 53, B141-B146. 

 



 |  125 

Barzilai N, She L, Liu BQ, Vuguin P, Cohen P, Wang J, and Rossetti L (1999) Surgical removal of 

visceral fat reverses hepatic insulin resistance. Diabetes, 48, 94-98. 

 

Baur JA, Pearson KJ, Price NL, Jamieson HA, Lerin C, Kalra A, Prabhu VV, Allard JS, Lopez-Lluch 

G, Lewis K, Pistell PJ, Poosala S, Becker KS, Boss O, Gwinn D, Wang M, Ramaswamy S, Fishbein 

KW, Spencer RG, Lakatta EG, Couteur DL, Shaw RJ, Navas P, Puigserver P, Ingram DK, Cabo R, 

and Sinclair DA (2006) Resveratrol improves health and survival of mice on a high-calorie diet. Nature, 

444, 337-342 

 

Becker T, Böttinger L, and Pfanner N (2012) Mitochondrial protein import: from transport pathways 

to an integrated network. Trends Biochem. Sci., 37, 85-91. 

 

Berwick DC, Hers I, Heesom KJ, Moule SK, and Tavaré JM (2002) The identification of ATP-citrate 

lyase as a protein kinase B (Akt) substrate in primary adipocytes, J. Biol. Chem., 277, 33895-33900. 
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