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要旨 

【背景と目的】 

人口の高齢化，生活習慣病に伴う冠動脈疾患の増加等に伴い，我が国の心不全患

者は増加しており，今後もさらに増加すると予測されている．心不全に対する薬物

治療や非薬物治療が普及してきたものの，死亡率のみならず再入院率の高さが依然

として臨床的課題であり，効果的な治療法の確立が求められている．心不全の発症

や進展に関わる因子として心室リモデリングが知られており，心室リモデリングを

抑制することで心不全の発症を予防できることが報告されている．近年の研究から，

心室リモデリングの進行に心筋ミトコンドリアの機能不全が関与すると考えられて

いる．ミトコンドリアはエネルギー産生の中心的役割を担い，心臓や骨格筋のよう

なエネルギー需要の高い臓器ではその役割は特に重要である．ミトコンドリア内膜

上には電子伝達系を構成するタンパク質複合体である complex I，II，III，IVが存

在し，これらの複合体により内膜内外にプロトンの濃度勾配が作られ，この濃度勾

配を利用して complex V により ATP が産生される．この反応を酸化的リン酸化と

呼ぶ．電子伝達系のうち，complex I，III，IV はさらなる複合体である

supercomplexes（SCs，超複合体）を構成し，効率的な電子伝達を行えると考えら

れている．Complex Iは心不全の心筋ミトコンドリアにおいてこれまでに数多く研

究され，心不全でその機能が低下することが報告されている．一方，complex IIは

SCsには含まれておらず，complex IIに関する研究はcomplex Iと比較して少ない． 

SCsは効率的にATP産生されると考えられているが，SCsに含まれている complex 

I と，SCs に含まれていない complex II がミトコンドリアの ATP 産生にそれぞれ

どの程度貢献しているかという観点で両者の機能を比較した研究はこれまでにない． 

これらのことから我々は complex II の機能に着目し，心筋，骨格筋ミトコンド

リアにおいて complex Iの機能と比較すること，心不全における心筋ミトコンドリ

ア機能低下のメカニズムを明らかにすること，心不全のミトコンドリア機能低下に

対する治療法を開発することを目的とした．  

【材料と方法】 

C57BL/6Jマウスの心筋や骨格筋と，培養細胞（H9c2細胞，C2C12細胞）から

単離したミトコンドリアの呼吸能をOROBOROS社製のOxygraph-2kを使用して

測定した． 

心不全モデルとしてC57BL/6Jマウスに心筋梗塞を作製し，偽手術をしたマウス

をコントロール群とした．エコーにより心機能や心室内腔，壁厚を計測した． 

組織や細胞から単離したミトコンドリアや whole cell lysate におけるタンパク

質発現量をブルーネイティブ電気泳動法やポリアクリルアミドゲル電気泳動法によ
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り評価した．また，RNA を抽出し，PCR 法により mRNA レベルの発現量を評価

した．  

【結果】 

C57BL/6J マウスの心筋，骨格筋から単離したミトコンドリアで測定した

complex II 呼吸能は complex I 呼吸能に匹敵した．Complex II 呼吸能は複合体と

しての complex II の発現量と有意に相関したのに対して，complex II サブユニッ

トの発現量とは相関しなかった． 

心不全群の心筋ミトコンドリアの complex II 呼吸能は，コントロール群と比較

して心筋梗塞後早期（6時間後），慢性期（28日後）ともに有意に低下した 

心筋梗塞後早期は，ミトコンドリア当たりの complex II サブユニットや会合因

子の発現量が心不全群で低下し，complex II発現量も低下した． 

慢性期は，心不全群のミトコンドリア当たりの complex II サブユニットや会合

因子の発現量はコントロール群と差はなかった．心不全群では心筋組織当たりのサ

クシニルCoAが減少し，ミトコンドリアタンパク質のサクシニル化が低下した．心

不全群では心筋でのケトン代謝，ヘム合成が亢進した．心不全群の心筋ミトコンド

リアにサクシニルCoAを加えると complex II呼吸能は改善した．培養液にグリシ

ンを添加して培養したH9c2 細胞はミトコンドリアタンパク質のサクシニル化が低

下し，complex II 呼吸能が低下した．このミトコンドリアにサクシニル CoA を加

えるとサクシニル化が増加し，complex II呼吸能は改善した． 

【考察】 

C57BL/6J マウスの心筋，骨格筋から単離したミトコンドリアの complex II 呼

吸能が complex I 呼吸能に匹敵したことから，ミトコンドリアの ATP 産生におい

て complex IIは complex Iと同等に重要な役割を果たしていることが示唆された．

Complex II 呼吸能は complex II の発現量と有意に相関したのに対して，complex 

IIサブユニットの発現量とは相関しなかったことから，complex IIが機能するため

に complex II 複合体を形成することが重要であること，complex II サブユニット

の一部は compex IIの機能に直接関与していないことが示唆された． 

心不全群の心筋ミトコンドリアの complex II呼吸能は，心筋梗塞後早期（6時間

後），慢性期（28 日後）いずれもコントロール群と比較して有意に低下したが，低

下した原因は時期によって異なっていた． 

心筋梗塞後早期は，ミトコンドリア当たりの complex II サブユニットや会合因

子の発現量が心不全群で低下しており，これが complex II発現量の低下，complex 

II呼吸能の低下の一因と考えられた． 

慢性期は，心不全群のミトコンドリア当たりの complex II サブユニットや会合
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因子の発現量はコントロール群と同等まで改善しており，早期とは異なる要因があ

ることが考えられた．心不全群では心筋におけるケトン代謝やヘム合成が亢進しサ

クシニル CoAが消費され，心筋組織当たりのサクシニル CoA が減少した．その結

果，ミトコンドリアタンパク質のサクシニル化が低下した．培養液にグリシンを添

加して培養した H9c2 細胞はミトコンドリアタンパク質のサクシニル化が低下し，

complex II 呼吸能が低下した．このミトコンドリアにサクシニル CoA を加えると

サクシニル化が増加し，complex II呼吸能は改善したことからミトコンドリアタン

パク質のサクシニル化低下が complex II呼吸能低下の原因と考えられた．実際，心

不全群のミトコンドリアにサクシニル CoA を添加してミトコンドリアタンパク質

のサクシニル化が増加し，complex II呼吸能は改善した．サクシニル化の標的タン

パク質は本研究では明らかにならなかったが，complex Iや complex IVの呼吸能は

サクシニルCoAの添加によって変化しなかったことから complex IIがサクシニル

化の標的であることが示唆された． 

【結論】 

マウスの心筋，骨格筋ミトコンドリアのATP産生においてcomplex IIはcomplex 

Iと同等に重要であることが示唆された． 

心不全マウスの心筋ミトコンドリア complex II 呼吸能は早期，慢性期ともにコ

ントロール群と比較して低下したが，低下した原因は異なっていた．早期には，ミ

トコンドリア当たりの complex II サブユニットや会合因子の発現量の低下が複合

体としての complex II発現量低下を招き，その結果 complex II呼吸能が低下した．

慢性期には，ヘム合成やケトン代謝の亢進によりサクシニル CoA が消費されて減

少し，ミトコンドリアタンパク質のサクシニル化が低下した．サクシニル化の低下

により complex II 呼吸能は低下し，サクシニルCoAをミトコンドリアに添加する

ことでミトコンドリアタンパク質のサクシニル化，complex II 呼吸能は改善した． 
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略語表 

 

ADP: adenosine diphosphate; アデノシン二リン酸 

ALAS: 5-aminolevulinate synthase; 5-アミノレブリン酸合成酵素 

ATP: adenosine triphosphate; アデノシン三リン酸 

BCA: bicinchoninic acid; ビシンコニン酸 

BN-PAGE: blue native polyacrylamide gel electrophoresis; ブルーネイティブポリアクリ

ルアミドゲル電気泳動 

β-OHB: β-hydroxybutyrate; ベータヒドロキシ酪酸 

BSA: bovine serum albumin; 牛血清アルブミン 

BW: Body weigh; 体重 

CBB: Coomassie Brilliant Blue; クマシーブリリアントブルー 

CL: Cardiolipin; カルジオリピン 

Complex I: Mitochondrial respiratory chain complex 1; ミトコンドリア電子伝達系酵素

複合体 I 

Complex II: Mitochondrial respiratory chain complex 2; ミトコンドリア電子伝達系酵素

複合体 II  

COX IV: Cytochrome c oxidase IV; シトクロム cオキシダーゼ複合体 IV 

dd H2O: deionized-destilled hydrogen oxide; 脱イオン水 

DNA: Deoxyribonucleic acid; デオキシリボ核酸 

EDD: end-diastolic diameter: 拡張末期径 

EDTA: Ethylenediamine tetraacetic acid; エチレンジアミン四酢酸 

EGTA: Ethylene glycol bis（beta-aminoethyl ether）-N,N,N',N'-tetraacetic acid; グリコー

ルエーテルジアミン四酢酸 

ETC: electron transfer chain: 電子伝達系 

ETS: electron transfer system; 電子伝達系 

FAD: flavin adenine dinucleotide; フラビンアデニンジヌクレオチド 

FCCP: carbonyl cyanide-p-trifluoromethoxyphenylhydrazone; カルボニルシアニド-p-ト

リフルオロメトキシフェニルヒドラゾン 

GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; グリセルアルデヒド 3リン酸脱

水素酵素 

H2O: Hydrogen oxide; 水 

HCl: Hydrochloride; 塩酸 

IMM: inner mitochondrial membrane: ミトコンドリア内膜 
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LC/MS/MS: liquid chromatography-tandem mass spectrometry; 液体クロマトグラフィ

ー質量分析法 

LV: left ventricle: 左室 

LVAWT: left ventricular anterior wall thickness: 左室前壁厚 

LVDd: left ventricular diastolic diameter: 左室拡張期径 

LVDs: left ventricular systolic diameter: 左室収縮期径 

LVEDD: left ventricular endo-diastolic diameter: 左室拡張末期径 

LVESD: left ventricular endo-systolic diameter: 左室収縮末期径 

LVPWT: left ventricular posterior wall thickness: 左室後壁厚 

MI: myocardial infarction: 心筋梗塞 

MIM: mitochondrial isolation medium; ミトコンドリア単離用メディウム 

OXCT-1: 3-oxoacid-CoA-transferase; 3ケト酸コエンザイムAトランスフェラーゼ 

OXPHOS: oxidative-phosphorylation; 酸化的リン酸化 

PA: phosphatidic acid; ホスファチジル酸 

PBS: Phosphate buffered saline; リン酸緩衝生理食塩水 

PDVF: Polyvinylidene difluoride; ポリフッ化ビニリデン 

PE: phosphatidylethanolamine; ホスファチジルエタノールアミン 

PGP: phosphatidylglycerol phosphate; ホスファチジルグリセロン酸 

PG: phosphatidylglycerol; ホスファチジルグリセロール 

PMSF: Phenylmethylsulfonyl fluoride; フッ化フェニルメチルスルホニル 

PS: phosphatidylserine; ホスファチジルセリン 

RIPA: Radioimmunoprecipitation assay; 放射性免疫沈降アッセイ 

RCR: Respiratory control ratio; 呼吸調節率 

ROS: Reactive oxygen species; 活性酸素種 

RT-PCR: Reverse transcription polymerase chain reaction; 逆転写ポリメラーゼ連鎖反応 

SCs: Supercomplexes; 超複合体 

SDS-PAGE: Sodium dodecyl sulfate - polyacrylamide gel electrophoresis; ポリアクリル

アミドゲル電気泳動 

SDH: succinate dehydrogenase: コハク酸脱水素酵素 

SDS-PAGE: Sodium dodecyl sulfate - polyacrylamide gel electrophoresis; ポリアクリル

アミドゲル電気泳動 

SUCLA: succinate-CoA ligase ADP-forming: サクシニル CoA合成酵素ADPフォーム 

SUCLG: succinate-CoA ligase GDP-forming: サクシニル CoA 合成酵素GDPフォーム 

TBS: Tris buffered saline; トリス緩衝生理食塩水 
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TBST: Tris buffered saline with Tween 20; Tween 20を含むトリス緩衝生理食塩水 

TCA: Tricarboxylic acid cycle; クエン酸回路 

TNF-α: Tumor necrosis factor-α; 腫瘍壊死因子 α 

TMPD: N,N,N',N'-tetramethyl-p- phenylendiamine; N,N,N',N'-テトラメチル-p-フェニレ

ンジアミン二塩酸 

VDAC: Voltage-dependent anion channel; 電位依存性陰イオンチャネル 
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第 1章 序論 

1.1. 本研究の背景 

生活習慣の欧米化に伴う虚血性心疾患の増加，高齢化に伴う高血圧や弁膜症患者

の増加により，わが国の心不全患者は増加している(Okura et al., 2008)．エビデンス

に基づいた標準的薬物治療が普及してきたことに加えて，植込み型除細動器 （ICD, 

Implantable Cardioverter Defibrillator ）  や心臓再同期療法  （ CRT, Cardiac 

Resynchronization Therapy）などの非薬物治療が確立し始めたことで，心不全患者の

生命予後が改善している(Bristow et al., 2004)ことも，心不全患者数増加の一因となっ

ていると考えられる．わが国では，人口減少と 65歳以上の老年人口割合の急増が予

測されているなか，2030 年に心不全患者は 130 万人に達すると推計されている

(Okura et al., 2008)．このような背景から，心不全患者の増加は，臨床上の問題に加

えて社会における医療負担や医療経済も含んだ問題として捉える必要があり，効果

的・効率的治療法の確立が求められている． 

心臓は収縮と拡張を繰り返しながら全身に血液を送るポンプであり，このポンプ

が十分に働かない結果体に不具合を生じた状態を心不全という．近年，日本循環器

学会により，「心不全とは心臓が悪いために，息切れやむくみが起こり，だんだん悪

くなり生命を縮める病気」と定義された．心臓が悪くなる原因としては，高血圧，

心筋症，心筋梗塞，弁膜症，不整脈等がある．心不全は発症後の適切な治療によっ

て一時的に症状は改善するが，心不全そのものが完全に治ることはなく，過労，塩

分や水分のとりすぎ，感染症，ストレスや薬の飲み忘れなどにより心不全の症状が

悪化，あるいは再発する．安静，治療の適切化等によって心不全の症状は再度改善

するがこのような悪化と改善を繰り返しながら心不全は進行して行き，「だんだん

悪くなる」．心不全の生命予後は良くなっているとは言え，悪性疾患と心不全の 5年

生存率を比較した研究によると心不全は肺がんや大腸がんなどの悪性腫瘍と匹敵し

て予後不良な疾患である(Stewart et al., 2001)． 

心不全の原因の 1つである急性心筋梗塞とは，冠動脈内に血栓が形成され急激に

閉塞した結果，心筋に血液が送られなくなり心筋が壊死に陥る状態である．一般的

には心筋の梗塞サイズが大きいほど急性心筋梗塞は重症になる．カテーテル治療な

どの急性期治療により急性期を乗り切ったとしても，左室リモデリングを生じ，こ

れが心不全の発症や進展の要因であると考えられている． 

左室リモデリングとは，心臓が血行力学的負荷に対応して循環動態を一定に保つ

ために構造や形態を変化させることであり，心筋梗塞後や慢性圧・容量負荷後など

にみられる．心筋梗塞後には梗塞部の壁運動が低下し，非梗塞部のみの壁運動では

必要な心拍出量が得られなくなるため，代償機転として Frank-Starling機序により左
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室容積が増大する．この容量負荷に基づく左室壁応力上昇に対する代償として残存

心筋の肥大が生じる．一方，高血圧による圧負荷が心臓に加わると，心筋は代償性

に肥大し心機能を維持しようとする．過剰な圧負荷がさらに持続すると，心筋細胞

は伸展し心腔は拡大する．このような心室リモデリングは生体の代償機転であるが，

その促進は長期的にみると予後不良因子となることがアンギオテンシン変換酵素

（ACE，angiotensin converting enzyme）阻害薬の長期投与効果を検討した大規模試験

で明らかとなっている(Pfeffer et al., 1992)．SAVE試験では，ACE阻害薬は心室リモ

デリングを抑制し心不全の発症を予防した．心室リモデリングは組織学的には心筋

細胞の肥大と間質の線維化を伴っており，心室リモデリングには，アンジオテンシ

ン IIやエンドセリン，カテコラミンなどの神経体液性因子が関与すると考えられて

いる(Kodama et al., 2004)．また，近年，心室リモデリングの進行にミトコンドリア機

能不全が関与することが報告された(Tsuburaya, 2017)． 

ミトコンドリアは ATP 産生の中心的役割を果たしており，ATP は主に酸化的リ

ン酸化により産生される．酸化的リン酸化は内膜上の 5つのタンパク質複合体によ

って担われている（図 1-1）．5つの複合体は，complex I：NADH-ユビキノン還元酵

素，complex II：コハク酸脱水素酵素，complex III：ユビキノール-シトクロム c還元

酵素，complex IV：シトクロム c酸化酵素，complex V：ATP合成酵素である．これ

らの複合体が，NADHや FADH2から得られた電子を complex I-III-IV，complex II-III-

IV の順に伝達する間にミトコンドリア内膜の内外にプロトンの濃度勾配がつくら

れ，この濃度勾配を利用してcomplex VによりADPからATPが産生される (Dudkina 

et al., 2010; Ricci et al., 2004; Vartak et al., 2013)． 
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図 1-1．ミトコンドリア内膜上の酸化的リン酸化の模式図 

電子を効率よく伝達するために，complex I，III，IVはさらなる複合体である超複

合体（supercomplexes，SCs）を形成する．この SCsは真菌，植物，マウス，ヒトま

で広く保存されており，重要な複合体であると考えられている（Dudkina, et al. 2005; 

Rosca, et al. 2008; Takada, et al. 2016）．電子伝達系を構成する複合体のうち，complex 

IIはSCsに含まれていないと報告されている(Dudkina et al., 2008; Gomez et al., 2009)．  

ミトコンドリアの機能は，これまでは凍結サンプルを用いて各複合体の活性を測

定することで評価することが多かったが(Marin-Garcia et al., 2009; Scheubel et al., 

2002)，近年は生きた組織を用いてより生体に近い状態のままで測定することが可能

になった(Stride et al., 2013)．すなわち，それぞれの複合体単独の活性ではなく，各複

合体間の電子伝達等の相互作用も含めた電子伝達系全体としての機能を測定できる．

具体的にはミトコンドリアの酸素消費量（呼吸能）を Oxygraph-2k という測定機器

を使用して生きた組織でリアルタイムかつ高感度に測定する(Hutter et al., 2006)．ミ

トコンドリアの ATP 産生能はミトコンドリア呼吸能と強く正の相関関係を示すこ

とが報告されており(Lark et al., 2016)，ミトコンドリアの酸素消費量を測定すること

で間接的にではあるがATP産生能を測定することができる．我々も酸素消費量を指

標として基質や阻害剤をプロトコルに沿って順番に入れていくことで，一度の測定

でミトコンドリアの各 stateでの評価，および呼吸鎖の中の各複合体に関連した解析

を行えることを報告してきた(Takada et al., 2016; Tsuda et al., 2018)． 

心臓はポンプとして絶え間なく機能するために多くのエネルギーを必要とする

臓器である．具体的には，ヒトは 1日当たり大まかに体重ほど（約 65 kg）のATPを

産生，消費している．心臓の重量は体重のわずか 0.5%程度だが，ATP消費量は約 8%

を占める．このエネルギー需要に対応するため，心筋細胞はその 25-30%がミトコン

ドリアであり，心臓はミトコンドリアを豊富に含む臓器である(Bayeva et al., 2013)．

ミトコンドリアはエネルギー産生を介して心機能の維持に重要な役割を担っており，

ミトコンドリアの機能不全が心筋の機能不全，心室リモデリングの進行，心不全の

増悪に関与することが報告されている(Marin-Garcia and Goldenthal, 2008; Tsuburaya, 

2017)．  

心不全におけるミトコンドリア機能不全はこれまでに数多く報告されている．こ

れらの研究の多くは心筋ミトコンドリアの complex I の機能に着目しており，リン

ゴ酸とグルタミン酸を加えた時の complex Iの呼吸能がラット(Garnier et al., 2003)，

犬(Sharov et al., 1998)などの動物モデルで低下しており，ヒトの研究では拡張型心筋

症，高血圧性心不全，虚血性心不全で低下していることが報告されている(Rosca and 

Hoppel, 2009; Sanbe et al., 1993; Sharov et al., 2000)．Complex IIに関する研究はこれま
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でほとんど行われてこなかったが，近年 Stride らによってヒトの心不全において心

筋ミトコンドリアの complex IIの機能が低下していることが報告された(Stride et al., 

2013)．しかし，complex II機能低下のメカニズムは明らかではない． 

心臓においてミトコンドリアの果たす役割は重要であり，心不全の発症や進行に

ミトコンドリアの機能不全が関与することからミトコンドリア機能不全は心不全に

おける治療ターゲットになり得ると考えられる．そこで我々は，心不全におけるミ

トコンドリア機能不全，特に complex IIの機能不全のメカニズムを明らかにし新た

な治療法を開発することを目的とした． 
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1.2. 本研究の目的 

本研究の目的は心不全に対する新たな治療法の開発である． 

心不全において心筋ミトコンドリア機能が低下していること，心不全の進行に

ミトコンドリア機能不全が関与することが報告されており(Marin-Garcia and 

Goldenthal, 2008; Tsuburaya, 2017)，ミトコンドリア機能低下が心不全の治療ターゲ

ットになり得ると考えた．ミトコンドリア機能の中でも特に complex IIの機能につ

いて詳細に評価し，機能低下の機序を解明し，それに対する治療法を開発すること

を目的とした． 

まず，complex IIの機能がミトコンドリアのATP産生にとってどの程度重要で

あるかを評価した（第 2章）．ミトコンドリアの電子伝達系における電子伝達は

complex I-III-IV，complex II-III-IVの 2通りあり，SCsを構成する complex I-III-IV

の方が電子伝達は効率的に行えるであろうことから，これまでミトコンドリア機能

を評価する際には complex Iに着目した研究が多かった．しかし，これまでに

complex Iと complex IIの呼吸能の比率がどの程度であるのかを具体的に示した報

告はない．そこで我々は，C57BL/6J マウスの心筋，骨格筋のミトコンドリアにお

いて complex Iと complex IIの呼吸能を測定し比較した． 

次に，心不全における complex II機能評価，治療法の開発を試みた．心不全に

おいてミトコンドリアの complex II機能が低下することは報告されている(Stride et 

al., 2013)が，その機序の解明や治療法の開発は進んでいないため，心不全における

心筋ミトコンドリア complex II機能低下の原因を明らかにすることを目的とした

（第 3章）．原因を明らかにするために，マウスの心筋梗塞後心不全モデルを使用

し，まずは時系列での評価を行い，いつから低下するのかを明らかにした．その上

で，その低下の原因を明らかにするとともに治療法を考案した（第 3章~5章）． 
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1.3. 本研究の概論 

本研究は 6つの基礎研究から構成された．実験 1，2の概要を図 1-2に，実験 3-

6の概要を図 1-3に示した． 

心不全の心筋ミトコンドリア機能は低下しており，この機能低下が左室リモデ

リングの進行や心不全増悪と関連することが報告されている(Tsuburaya, 2017)．こ

の点に介入することで心不全の予後を改善できる可能性が高いと言える．上述した

ように，ミトコンドリアのATP産生は酸化的リン酸化によるところが大きく，

complex Iと complex IIを介した経路がある．Complex Iが SCsに含まれるのに対し

て complex IIは SCsには含まれないことは報告されているが，complex Iと complex 

IIがそれぞれミトコンドリアにおけるATP産生にどの程度関与しているか明らか

ではない．そこで，C57BL/6J マウスの心筋（実験 1）と骨格筋（実験 2）において

complex Iと complex IIの機能を比較した． 

 

 

図 1-2．本研究の実験 1，2の概要 
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心不全の心筋ミトコンドリアで complex IIの機能が低下することは報告されて

いる(Stride et al., 2013)ものの，その機序は明らかでなく治療法は皆無である．機序

を明らかにするために，実験 3では心筋梗塞後心不全マウスを用いて complex II機

能の経時的な変化を詳細に評価した．心筋梗塞の影響が比較的大きいと思われる心

筋梗塞早期を acute phaseとし，臓器重量などの評価やエコー所見から心不全の発

症，心室リモデリングの進行を確認した慢性期を chronic phaseとした．実験 4では

acute phase，実験 5，6では chronic phaseにおける complex II機能低下の原因をそれ

ぞれ探索した． 

 

図 1-3．本研究の実験 3-6の概要    
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1.4. 実験材料および実験器具 

 以下に本研究で用いた実験材料の由来及び調整法，実験器具を示した． 

 

<1> 実験動物 

マウス （C57BL/6J） はホクドー株式会社から購入した． 

全ての動物実験手技並びに飼育保管は，「北海道大学動物実験に関する規程」を遵守

して実施した． 

 

<2> 培養細胞 

C2C12細胞 （ATCC® CRL-1772TM, Manassas, USA） 

H9c2細胞 （ATCC® CRL-1772TM, Manassas, USA） 

 

<3> 装置 

汎用装置： 

・超純水製造装置：Milli-Q® Advantage A 10 systme （Millipore, Billerica, Massachusetts, 

USA） 

・卓上型 pHメーター：LAQUA F-71 （Horiba Ltd., Kyoto, Japan） 

・オートクレーブ装置：LSX-300 （Tomy Digital Biology Co., Ltd., Tokyo, Japan） 

・定温恒温乾燥機：NOD-700 （Tokyo Rikakikai Co., Ltd., Tokyo, Japan） 

・ラボシェーカー：BC-740 （Bio Craft, Tokyo, Japan） 

・マイクロプレート：CELLSTAR 96 穴マイクロプレート （Greiner Bio-One, 

Kremsmuenster, Austria）  

・マイクロプレートリーダー：MultiskanTM GOマイクロプレートスペクトロフォト

メータ （Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA） 

・ボルテックスミキサー：VORTEX-GENIE 2 Mixer （Scientific Industries, Bohemia, 

New York, USA） 

・分析用電子天びん：BM-252 （A&D Company Ltd., Tokyo, Japan） 

 

RT-PCR： 

・自動核酸抽出システム：QuickGene-800 （Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan 

・超微量分光光度計：NanoDrop ND-1000 （Thermo Fisher Scientific） 

・i CyclerTM Thermal Cycler （170-8720JA, Bio-Rad Laboratories, Richmond, 

California, USA） 

・Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR system （Thermo Fisher Scientific） 
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細胞培養： 

・細胞培養フラスコ：CELLSTAR® 658175 （Greiner Bio-One） 

・CO2インキュベーター：SCA-165DS （ASTEC, Fukuoka, Japan） 

・バイオクリーンベンチ：PCV-1605BRG3 （Hitachi, Japan） 

・遠心式限外ろ過フィルターユニット：Amicon Ultra （Millipore） 

 

心筋梗塞 （MI, myocardial infarction） 手術： 

・光源装置：LG-PS2 （Olympus） 

・従量式実験動物人工呼吸器：SN-480-7x2T （Shinano, Tokyo, Japan） 

・4-0シルク縫合糸：SofsilkTM VS-709 （Covidien, Dublin, Ireland） 

・8-0シルク縫合糸：ELP M6-80B2 （Akiyama-seisakusyo. Co., Ltd., Tokyo, Japan） 

 

ウェスタンブロット法： 

・ポリトロンホモジナイザー：Ultra Turrax® T25 basic （IKA Works, Staufen, Germany） 

・ヒートブロック：MULTI HEATER TYPE MH-36 （WAKAMORI CO.,LTD, Tokyo, 

Japan） 

・電気泳動槽：Criterionセル （Bio-Rad Laboratories） 

・Criterion TGX プレキャストゲル （Bio-Rad Laboratories） 

・パワーサプライ：パワーパック 300 （Bio-Rad Laboratories） 

・PolyVinylidene DiFluoride （PVDF） 膜：Trans-Blot TurboTM PVDF転写パック （Bio-

Rad Laboratories） 

・タンク式ブロッティング装置：CriterionTM ブロッター （1704070JA, Bio-Rad 

Laboratories） 

・イメージングシステム：ChemiDoc XRS+ System （1708265J1NPC, Bio-Rad 

Laboratories） 

 

遠心器： 

・卓上型微量高速遠心器：Minispin （Eppendolf, Humburg, Germany） 

・微量高速冷却遠心器：MX-307 （Tomy Digital Biology Co., Ltd.） 

・ユニバーサル冷却遠心器：5911 （Kubota Corporation, Tokyo, Japan） 

・フロア型超遠心器：Optima XE-90 （BECKMAN, Brea, USA） 

 

顕微鏡： 
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・実体顕微鏡：SZ61 （Olympus, Tokyo, Japan） 

・蛍光顕微鏡：BZ-X700 （Keyence, Tokyo, Japan） 

 

BN-PAGE： 

・ブルーネイティブポリアクリルアミドゲル電気泳動 （BN-PAGE） 泳動槽： 

XCell Sure LockTMミニセル電気泳動システム （EI0001, Thermo Fisher Scientific） 

・NativePAGE™ 4-16% Bis-Tris Protein Gels （BN1002BOX, Thermo Fisher Scientific） 

 

質量分析 

・MultiBeads Shocker：Bio Medical Science, Japan 

・BIORUPTOR：Cosmo Bio Co., Ltd, Japan 

・ACQUITY BEH C18 column （100 mm×2.1 mm, 1.7 μm）：Waters, Milford, USA 

・LCMS 8040 instrument：Shimadzu, Japan 

・LabSolutions software：Shimadzu, Japan 

・Nexera X2：Shimadzu, Japan 

・Q-Exactive mass spectrometer：Thermo Fischer scientific, USA 

・Accucore C18 column (150×2.1 mm, 2.6 μm), Thermo fisher scientific, USA 

 

その他： 

・超音波診断装置：Aplio 300 （Toshiba Medical Systems, Otawara, Japan） 

・高感度ミトコンドリア呼吸能測定装置：Oxygraph-2k （O2k） （Oroboros Instruments, 

Innsbruck, Austria） 

・ポッター型ホモジナイザー（10 ml） （Wheaton, Boston, USA） 

・テフロン製ペストル （Wheaton, Boston, USA） 

・ダウンス型ホモジナイザー（7 ml） （Kimble chase, Mexico） 

・ガラス製ペストル （Kimble chase, Mexico） 

 

<4> 抗体 

ウサギ抗GAPDHモノクローナル抗体 （HRP Conjugate） （1:5000, #3683, CST） 

ウサギ抗 SDH5ポリクローナル抗体 （1:1,000, #14445, CST） 

ウサギ抗VDACポリクローナル抗体 （1:1,000, #4866, CST） 

ウサギ抗 SIRT5ポリクローナル抗体 （1:1,000, ab13697, Abcam） 

マウス抗MTCO1モノクローナル抗体 （1:1,000, ab14705, Abcam） 

マウス抗 SDHAモノクローナル抗体 （1:1,000, ab14715, Abcam） 
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ウサギ抗COX IVポリクローナル抗体 （1:2,000, ab16056, Abcam） 

ウサギ抗ALAS1ポリクローナル抗体 （1:1,000, ab84962, Abcam） 

ウサギ抗Hsp60ポリクローナル抗体 （1:1,000, ab46798, Abcam） 

ウサギ抗Aconitase2ポリクローナル抗体 （1:1,000, ab71440, Abcam） 

ウサギ抗OXCT1ポリクローナル抗体 （1:1,000, ab105320, Abcam） 

マウス抗Complex IIモノクローナル抗体 （1:1,000, ab109865, Abcam） 

マウス抗GRIM19モノクローナル抗体（1:1,000, ab110240, Abcam） 

マウス Total OXPHOS Blue Native WB抗体 （1:1,000, ab110412, Abcam） 

ウサギ抗 SDHCモノクローナル抗体 （1:1,000, ab155999, Abcam） 

ウサギ抗CRLS1ポリクローナル抗体 （1:1,000, ab156882, Abcam） 

ウサギ抗 SDHBモノクローナル抗体 （1:1,000, ab178423, Abcam） 

ウサギ抗 SDHAF1モノクローナル抗体 （1:1,000, ab185222, Abcam） 

ウサギ抗 TOMM20モノクローナル抗体 （1:1,000, ab186734, Abcam） 

ウサギ抗 SDHDポリクローナル抗体 （1:1,000, ab189945, Abcam） 

ウサギ抗ACN9ポリクローナル抗体 （1:200, ab107052, Abcam） 

ウサギ抗C6orf57ポリクローナル抗体 （1:1,000, ab122196, Abcam） 

ウサギ抗 SUCLA2モノクローナル抗体 （1:1,000, ab202582, Abcam） 

ウサギ抗 SUCLG1ポリクローナル抗体 （1:1,000, ab204432, Abcam） 

ウサギ抗 PLD6ポリクローナル抗体 （1:1,000, ab170183, Abcam） 

ウサギ抗 succinyllysineポリクローナル抗体 （1:1,000, , PTM BIOLABS, Chicago, USA） 

ウサギ抗 Total OXPHOS blue native抗体カクテル （1:1000, ab110412 , Abcam） 

HRP標識ヤギ抗ウサギ IgG二次抗体 （1:20,000, ab97051, Abcam） 

HRP標識ロバ抗マウス IgG二次抗体 （1:5,000, sc-2314, Santa-Cruz Biotechnology, Santa 

Cruz, California, USA） 

 

<5> キット 

Pierce BCAタンパク質アッセイキット （23225, Thermo Fisher Scientific） 

β-Hydroxybutyrate Assay Kit （Fluorometric） （ab180876, Abcam）  

QuantiChrom™ Heme Assay Kit （DIHM-250, BioAssay Systems, Hayward, CA, USA） 

Complex II immunocapture kit （ab109799, Abcam） 

 

<6> 細胞培養関連 

ウシ胎児血清 （Fetal bovine serum） （171012; Gibco-Life Technologies, Carlsbad, 

California, USA） 
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ペニシリン-ストレプトマイシン （15070063; Gibco-Life Technologies） 

高グルコース含有ダルベッコ改変イーグル培地 （DMEM） （D5796; Sigma-Aldrich, 

St. Louis, Missouri, USA） 

 

<7> ポリアクリルアミドゲル電気泳動 （SDS-PAGE），ウェスタンブロット法関連 

10x Cell Lysis Buffer （98035, Cell Signaling Technology [CST], Beverly, Massachusetts, 

USA） 

cOmplete Mini Protease Inhibitor Cocktail Tablets （04693124001, Roche, Mannheim, 

Germany） 

Phenylmethylsulfonyl fluoride （PMSF） （P7626, Sigma-Aldrich） 

PhosSTOP phosphatase inhibitor cocktail （04906845001, Roche） 

アルブミンスタンダード （23209, Thermo Fisher Scientific） 

SDS-PAGE サンプル緩衝液：SDS-PAGE 用プレミックスタンパク質サンプルバッフ

ァー （#161-0737, Bio-Rad Laboratories, Richmond, California, USA） 

タンパク質分子量マーカー （#161-0377, Bio-Rad Laboratories） 

Bio-SafeクマシーG-250ステイン （#161-0786, Bio-Rad Laboratories） 

Ponceau-S staining solution （#BCL-PSS-01, Beacle Inc, Kyoto, Japan） 

ECL Western Blotting Detection Reagent （RPN2109, GE Healthcare, Little Chalfont, UK） 

ECL Prime Western Blotting Detection Reagent （RPN2232, GE Healthcare） 

SuperSignal West Dura （34075, Thermo Fisher Scientific） 

SuperSignal West Femto （34095, Thermo Fisher Scientific） 

 

<8> PCR関連試薬 

QuickGene RNA cultured cell kit S （Wako Pure Chemical Industries） 

QuickGene RNA tissue kit S （Wako Pure Chemical Industries） 

High capacity cDNA Reverse Transcription Kit （Thermo Fisher Scientific） 

 

<9>Primers 

crls1 （Mm01278100_m1, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA） 

sdhaf1 （Mm03015264_s1, Applied Biosystems） 

il6 （Mm00446190_m1, Applied Biosystems） 

il1b （Mm00434228_m1, Applied Biosystems） 

tnfa （Mm00443258_m1, Applied Biosystems） 

car9 （Mm00519870_m1, Rn01764733_m1, Applied Biosystems） 
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slc2a1 （glut1） （Mm00441480_m1, , Rn01417099_m1, Applied Biosystems） 

gapdh (4352338E, 4352339E, Applied Biosystems) 

 

<10> siRNA関連 

Opti-MEM （#31985062, Thermo Fisher Scientific） 

DharmaFECT 1 siRNA Transfection Reagent （T2001, Dharamacon, Chicago, USA） 

Crls1 （Rat, #L-093152-02-0020, Dharmacon） 

Sdha （Mouse, #L-046818-01-0005, Dharmacon） 

 

<11> ミトコンドリア呼吸能関連試薬 

CaCO3 （C4830, Sigma-Aldrich） 

KOH （P-1767, Sigma-Aldrich） 

EGTA （E4378, Sigma-Aldrich） 

Na2ATP （A2383, Sigma-Aldrich） 

MgCl2 （19-0190-5, Sigma-Aldrich） 

Taurine （T0625, Sigma-Aldrich） 

Na2Phosphocreatine （P7936, Sigma-Aldrich） 

Imidazole （56750, Fluka） 

Dithiothreitol （DTT） （D0632, Sigma-Aldrich） 

MES hydrate （M8250, Sigma-Aldrich） 

KH2PO4 （104873, Millipore） 

HEPES （H7523, Sigma-Aldrich） 

D（+）-Sucrose （4621, Carl-Roth, Karlsruhe, Germany） 

Pottasium lactobionate （153516, Sigma-Aldrich） 

BSA （A6003, Sigma-Aldrich） 

Saponin （S7900, Sigma-Aldrich） 

FCCP （Carbonyl cyanide-p-trifluoromethoxyphenylhydrazone） （C2920, Sigma- Aldrich） 

AmplexTM UltraRed （A36006, Thermo Fisher Scientific） 

Horseradish Peroxidase （HRP） （P8415, Sigma-Aldrich） 

Superoxide dismutase （SOD） （S9697, Sigma-Aldrich） 

Proteinase （P8038, Sigma-Aldrich） 

 

<12> BN-PAGE関連試薬 

4×NatvePAGETM Sample Buffer （BN2003, Thermo Fisher Scientific） 
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NatvePAGETM 5% G-250 Sample Additive （BN2004, Thermo Fisher Scientific） 

Digitonin （5%） （BN2006, Thermo Fisher Scientific） 

NativeMark™ Unstained Protein Standard （LC0725, Thermo Fisher Scientific） 

Imidazole （I-2399, Sigma-Aldrich） 

Glycine （077-00735, Wako Pure Chemical Industries） 

Tricine （T0377, Sigma-Aldrich） 

SDS （191-07145, Sigma-Aldrich） 

 

<13>サクシニル化，脱サクシニル化関連試薬，調製試薬 

Glycine （077-00735, Wako Pure Chemical Industries） 

Succinyl-CoA （S1129, sigma） 

2-Deoxy-D-glucose （D8375, sigma） 

Iodoacetic acid （I4386, sigma） 

Tyrphostin A9 （T182, sigma） 

Acetyl-CoA （A2056, sigma） 

Phosphotransacetylase from Bacillus stearothermophilus （P2783, sigma） 

Lithium potassium acetyl phosphate （01409, sigma） 

Recombinant human SIRT5 （CY-E1155, MBL, Nagoya, Japan） 20180622 

• Desuccinylation medium: 5 mM acetyl phosphate, 0.2 mM di- thiothreitol, 5 mM MgC12, 

10 U phos-photransacetylase/ml, 0.4% （mass/vol.） Triton X-100, 15% （by vol.） 

glycerol, 50 mM Tris-HCI pH 7.4.  

± 0.1 or 1 mM Acetyl-CoA, 10 or 100 U/ml Phosphotransacetylase.  

 

<14> 免疫沈降関連試薬 

Lauryl maltoside （ab109857, abcam） 

 

<15> 調製試薬類 

タンパク質電気泳動，ウェスタンブロット法 

SDS-PAGE泳動緩衝液：25 mM Tris, 192 mM Glycine, 0.1% SDS 

SDS-PAGE転写緩衝液：25mM Tris, 0.192mM Glycine, 10% Methanol 

20×TBS：0.4M Tris/HCl （pH 7.6）, 3M NaCl,  

1×TBST：20×TBSを純水で 20倍に希釈し，0.05%となるように Tween20を加え

た． 

10×PBS：1.37M NaCl, 81mM Na2HPO4, 27mM KCl, 15mM KH2PO4 
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1×PBS：10×PBSを純水で 10倍に希釈した． 

 

動物麻酔用試薬 

• MI手術用 3種混合麻酔： 

ミダゾラム （ドルミカム®注射液） 0.3mg/kg （Astellas Pharma, Tokyo, Japan） 

塩酸メデトメジン （ドルベネ®注） 0.4mg/kg （Kyoritsu Seiyaku, Tokyo, Japan） 

酒石酸ブトルファノール （ベトルファノール®） 5mg/kg （Meiji Seika Co., Ltd., 

 Tokyo, Japan） 

• 短時間用麻酔薬： 

2,2,2-Tribromoethanol （Avertin） 1g / 2-Methyl-2-butanol （240486, Sigma- 

Aldrich） 1ml 

上記を 2 種を混合した stock solution を作製し，working solution は PBSで 40 倍

希釈したものを使用した． 

 

炎症反応モデルマウス用試薬 

Lipopolysaccharides from Escherichia coli O26:B6 （L8274, sigma） 

 

低酸素モデル用試薬 

Deferoxamine mesylate salt （DFO） （D9533, sigma） 

 

ミトコンドリア呼吸能用調製試薬 

• BIOPS （pH 7.1）：2.77 mM CaK2EGTA, 7.23 mM K2EGTA, 5.77 mM Na2ATP, 6.56 

mM MgCl2/6H2O, 20 mM Taurine, 15 mM Na2Phosphocreatine, 20 mM Imidazole, 0.5 

mM Dithiothreitol, 50 mM MES hydrate 

• Isolation buffer for tissue （pH 7.4）：100 mM Sucrose, 100 mM KCl, 50 mM Tris-HCl 

（pH 7.4）, 1 mM KH2PO4, 0.1 mM EGTA, 0.2% bovine serum albumin 

• Isolation buffer for cells：HEPES-KOH （pH 7.4）, 220 mM D-mannitol, 70 mM Sucrose 

• Suspension buffer （pH 7.4）： 225 mM Mannitol, 75 mM Sucrose, 10 mM Tris-HCl 

（pH 7.4）, 0.1 mM EDTA 

• MiR05 buffer：0.5 mM EGTA, 3 mM MgCl2, 20mM Taurine, 10 mM KH2PO4, 20 mM 

HEPES, 110 mM Sucrose, 60mM Pottasium lactobionate, 1 g/L BSA 

• Saponin solution：BIOPS溶液 1 mlに Saponin 5 mgを溶解して，ストック溶液 （5 

μg/ μl）を作成．Permeabilization時はBIOPS溶液 2 mlに上記ストック溶液を 20 

μl溶解し，最終濃度 0.05 μg/ μlとした．（用事調製） 
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BN-PAGE用調製試薬 

• Sucrose buffer：250 mM Sucrose, 20 mM Imidazole/HCl, pH 7.0 

• Anode buffer：250 mM Imidazole （pH 7.0） 

• Cathod buffer：500 mM Tricine, 75 mM Imidazole, 0.2% Coomassie G-250 

• Denature buffer：20 mM Tris, 200 mM Glycine, 0.1% SDS 
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第 2章 ミトコンドリア complex I，complex II機能の比較に関する研究 

2.1. 実験 1：C57BL/6Jマウス心筋ミトコンドリアにおける complex I，complex II

機能の比較に関する研究 

2.1.1. 緒言 

ミトコンドリアはエネルギーを産生する上で中心的な役割を担っており，酸化

的リン酸化によりATPが産生される．これまでにミトコンドリアの機能不全が

様々な疾患の発症，進展に関わることが報告されてきた(Fisar et al., 2016; Lerner et 

al., 2016; Madamanchi and Runge, 2007; Reimann et al., 2003; Rutter et al., 2010; Sharov et 

al., 2000)． 

心臓は絶え間なく全身に血液を送るポンプとして機能するために持続的なエネ

ルギー供給を必要とする臓器である(Rosca and Hoppel, 2010)．心臓のような多くの

エネルギーを必要とする臓器は特にミトコンドリア機能不全に影響されやすい

(Renkema et al., 2015; Russell et al., 2014)．心臓の機能異常は心不全の原因となり，

生活の質や生命予後を低下させるため，心筋のミトコンドリアが果たす役割は極め

て重要であるといえる． 

ミトコンドリアの酸化的リン酸化は電子伝達系を構成する complex I，II，III，

IVとATP合成酵素である complex Vにより担われている（図 2-1）．NADHや

FADH2の電子が complex Iまたは IIから complex III，IVに伝達される間にミトコ

ンドリア内膜の内外にプロトンの濃度勾配がつくられ，この濃度勾配を利用して

complex VによってATPが合成される(Dudkina et al., 2010; Ricci et al., 2004; Vartak et 

al., 2013)． 

ミトコンドリアの酸化的リン酸化を構成する複合体の中で，complex I，III，IV

はさらなる複合体である supercomplexes （SCs，超複合体）を構成する．この SCs

は真菌，植物からマウス，ヒトまで多くの種に保存されており(Dudkina et al., 2005; 

Rosca et al., 2008; Takada et al., 2016)，効率的な電子伝達を可能にし，活性酸素種

（ROS）産生を制御するなど，SCsを構成することは機能的に重要と言える

(Davoudi et al., 2014)．一方で，complex IIはこの SCsには含まれていないと考えら

れている(Bianchi et al., 2004; Gomez et al., 2009; Schafer et al., 2007; Schagger and 

Pfeiffer, 2000; Wittig and Schagger, 2005)．Complex IIはコハク酸脱水素酵素 （SDH: 

succinate dehydrogenase）とも呼ばれるタンパク質で，4つのサブユニット

（SDHA，SDHB，SDHC，SDHD）から構成される．Complex IIは TCAサイクル

と電子伝達系の両者に関わるタンパク質であり，電子伝達系を構成するタンパク質

では唯一プロトンポンプとしての働きを持たない，ミトコンドリアゲノムにコード

されるタンパク質を含まない等ユニークな特徴をもつタンパク質である(Van 
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Vranken et al., 2015)．TCAサイクルにおいて complex IIは succinateを fumarateへ酸

化する酵素であり，このとき同時にユビキノンを還元して得られた電子が電子伝達

系の complex III，complex IVへと伝達される(Van Vranken et al., 2015)．このように

complex IIは TCAサイクル，電子伝達系の両者において重要な役割を果たすタン

パク質である（図 2-1）． 

 

 

図 2-1．酸化的リン酸化およびTCA回路におけるATP産生の模式図 

 

Complex IIは SCsに含まれていないこともあり，ミトコンドリアの研究ではこ

れまで complex Iに関する研究が主に行われてきた．近年，徐々に complex IIに関

する研究も行われるようになり，complex IIの機能不全が様々な疾患を引き起こす

ことが報告されるようになった．例えば，Alstonらは心筋症がミトコンドリア機能

不全に関連することを報告した．彼らは男児の拡張型心筋症の症例を報告し，

SDHAの変異による complex II機能不全が心筋症の原因とした(Alston et al., 2012)． 

このように complex IIに関する研究が徐々に増えてきているが，complex IIがミ

トコンドリアのATP産生においてどの程度重要であるのか，すなわち，ミトコン

ドリア全体のATP産生能のうち complex IIがどの程度寄与しているかは明らかで

はない．上述したように complex IIは，効率的な電子伝達を行うために構成される

SCsには含まれていないことから，我々は「complex IIの機能は complex Iの機能よ
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り低い」という仮説を立てた．実験 1では，complex IIの機能が心筋ミトコンドリ

ア全体のどの程度を占めているかを明らかにすることを目的とし，マウスの心筋の

ミトコンドリアにおいて complex I，complex IIの呼吸能を比較した． 

また，あるタンパク質複合体の機能を制御する要因として，機能する形態であ

る複合体としてのタンパク質の発現量が挙げられる．例えば，SCsの複合体として

の発現量が低下すると complex I呼吸能が低下することが報告されている(Rosca et 

al., 2008)．このことから，complex IIの機能は complex II（SDH複合体）の発現量

と相関すると推測し，これを検証するために，complex IIの発現量と機能を測定

し，両者の関係を評価した．  
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2.1.2. 方法 

2.1.2.1. ミトコンドリア単離 

麻酔下に，心筋を迅速に摘出し，ミトコンドリアを以下の手順で単離した． 

1) マウスを屠殺して心臓を摘出し，各々40 mg程度を切り取って BIOPSに漬け

た． 

2) 1 ml isolation bufferの入った 2 mlマイクロチューブへ検体を入れた（図 2-2A）． 

3) はさみをエッペンチューブ内に挿入し，4分間minceをした（図 2-2B）． 

4) ピペットを用いて isolation buffer 1 mlを勢いよく入れ，2分静置した． 

5) 上清を 1 ml捨て，あらたに isolation buffer 1 mlを加え，また 2分静置した（3

回繰り返した）． 

6) 0.2mgの Proteaseを 1mlの isolation bufferで溶解した． 

7) Protease溶液 1 mlを加え，30秒ごとに転倒混和しながら，2分間反応させた． 

8) Douncer（図 2-2C）にmince，protease処理後の組織を移した． 

9) 電動ドリル付きテフロン棒を用いて，1回 20秒かけて計 6回ホモジナイズし

た． 

10)  Isolation bufferを，Douncerに 1.5 ml，15 mlコニカルチューブに 1.5 ml，計 3 

ml入れた． 

11)  ホモジナイズ溶液を 15 mlコニカルチューブへ移した． 

12)  遠心（4oC，750 g，10分）した（図 2-2D）． 

13)  上清を，2本の 2 mlマイクロチューブへ移した． 

14)  遠心（4oC，10,000 g，10分）し，上清を破棄した． 

15)  650 µlの isolation bufferを加え，ペレット周囲の結合織を分離し，上清を破棄

した． 

16)  300 µlの isolation bufferを加え，溶液化したペレットを一つにまとめた（図 2-

2E）． 

17)  遠心（4oC，7,000 g，3分）し，上清を破棄した． 

18)  Suspension buffer 80 µlを加え，十分に溶解した． 
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(A)           (B)            (C)             (D)               (E) 

 

図 2-2．ミトコンドリア単離の写真 

 

2.1.2.2. ミトコンドリアタンパク質濃度測定 

1) CELLSTAR 96 穴マイクロプレートに Pierce BCA タンパク質アッセイキットの

Reagent AとReagent Bを 50:1の割合で混合したworking reagentを作成し，各ウ

ェルに 200 μlずつ分注した． 

2) ブランクとして 1穴空白を置き，2 mg/mlのアルブミンスタンダードを 1, 2, 4, 8,  

16 μlずつウェルに混合した． 

3) 測定するサンプルは各 2 μlずつウェルに注入した． 

4) 37℃で 30分間インキュベートした． 

5) マイクロプレートリーダーで 590 nm波長の吸光度を計測した． 

6) スタンダードの吸光度から得られる検量線を元にしてサンプルのタンパク質濃

度を算出した． 

上記のタンパク質濃度測定は，スタンダード，サンプルとも同一サンプルを二重で

各ウェルに置き，2つの平均値を採用した． 

 

2.1.2.3. 心筋線維組織の細胞膜透過処理 
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1) マウスの安楽死後に心筋を取り出して，直ちに氷冷した組織保存溶液である

BIOPSに漬けた． 

2) BIOPS内で周辺組織を可及的に除去した． 

3) BIOPS内で 18ゲージの注射針 2本を用いて心筋線維をほぐした． 

4) Saponin（界面活性剤）を含む BIOPS 溶液内で 30 分振蕩し，細胞膜透過処理を

行った． 

5) MiR05溶液で 10分 2回洗浄した． 

心筋 1.5~3 mg を MiR05 溶液で満たされたチャンバー内に投入し，ミトコンドリア

呼吸能を測定した． 

 

2.1.2.4. ミトコンドリア呼吸能（酸化的リン酸化能：OXPHOS） 

ミトコンドリア呼吸能は，上述の単離ミトコンドリア（50~100 μg），もしくは

細胞膜透過処理後の心筋線維組織（1.5~3 mg）を用いて，Innsbruck社製オロボロ

ス装置，Oxygraph-2k（以下，O2k）を使用し，37 oCの環境下で測定した（図 2-

3）．2 mlのチャンバー内を，2 mlのMir05溶液で満たし，蓋をして空気を追い出

した．以下のプロトコルに従って基質を順番に加え，その時の酸素消費量を測定し

た．Datlab softwareを用いて，酸素消費量を計算した．その際に，組織重量当たり

もしくはミトコンドリア当たりの補正を行った． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（A） 
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図 2-3．Oxygraph-2kおよびO2kへのサンプル添加の写真（A），心筋線維の膜透過

処理とミトコンドリア単離の模式図（B） 

 

プロトコル 

1) 0.3 Mの塩化マグネシウムMgCl2 20 μlと 1 MのADP 20μlを加えた． 

2) Complex Iに関連する基質である，2 Mのグルタミン酸 glutamate 10 μlと 0.4 M

のリンゴ酸 malate 10 μlと 2 Mのピルビン酸 pyruvate 5 μlを加えた

（CI_OXPHOS）． 

3) Complex IIに関連する基質である，1 Mのコハク酸 succinate 20 μlを加えた 

（CI+II_OXPHOS）． 

4) Complex II単独のOXPHOS の呼吸を観察するため，complex Iの阻害剤である

1 mMのロテノン rotenone 1 μlを加えた （CII_OXPHOS）． 

5) ADP非依存的な leak stateの呼吸を観察するため，ATPaseの阻害薬である 5 

mMのオリゴマイシン oligomycin 1 μlを加えた （CII_LEAK）． 

6) 最大の呼吸機能を見るため，脱共役剤である 0.4 mMの carbonyl cyanide-p-

trifluoromethoxyphenylhydrazone （FCCP） 5 μlを加えた （CII_ETS）． 

7) Complex IIIの阻害薬である，5 mMのアンチマイシン antimycin a 1 μlを加え，

ミトコンドリアに関係する呼吸を停止させた （ROX）． 

（B） 
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8) Complex IVの基質である 0.8 Mのアスコルビン酸 ascorbate 5 μlと 0.1 Mの

N,N,N',N'-tetramethyl-p- phenylendiamine （TMPD） 10 μlを加えた時の呼吸能を

測定した．次に，阻害剤である 4 Mのアジ化ナトリウム sodium azide 50 μlを加

えた時の呼吸能を測定し，その差分を計算した （CIV_OXPHOS）． 

 

2.1.2.5. ポリアクリルアミドゲル電気泳動法 

サンプルの調製 

1) 上記サンプルを 1×Cell Lysis Bufferを用いて 8 μg/μlとなるように調製した．2-メ

ルカプトノールを添加した SDS-PAGE 用サンプル緩衝液をサンプル溶液と等量

加え，4 μg/μl のサンプル溶液を作成した．ボルテックスミキサーで溶液を攪拌

した． 

2) ヒートブロックを用いて，100℃で 3分間加熱した． 

3) 短時間遠心してマイクロチューブの蓋に付着した水滴を落とし，ボルテックス

ミキサーでサンプル溶液を攪拌した． 

 

電気泳動 

 

図 2-4． 電気泳動の写真 

 

1) 電気泳動用のタンパク質ゲルは Criterion TGX プレキャストゲルを使用した．使

用するゲルの種類は泳動するサンプル数や標的タンパク質によって適宜選択し，

25~75 kDaのタンパク質を標的とする際は主にAnyKDの濃度ゲルを，75 kDa以

上の高分子量タンパク質を標的とする際は主に 7.5%の濃度ゲルを，25 kDa以下

の低分子量タンパク質を標的とする際は主に 18%の濃度ゲルを使用した． 

2) 電気泳動槽に SDS-PAGE 泳動緩衝液を注入し，タンパク質ゲルをセットした．

サンプルを標的タンパク質に応じて各ウェルに 20~40 μgを注入し，サンプルレ
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ーンの端に分子量マーカーを注入した． 

3) パワーサプライに接続し，60 Vの定電圧で 30分間，引き続いて 100 Vの定電圧

でおよそ 1時間 30分程度泳動し，サンプルがゲルの先端まで移動するのを確認

して泳動を終了した（図 2-4）． 

 

Comassie brilliant blue （CBB） 染色 

 泳動後，ゲルを蒸留水で 3回，各 5分間洗浄した後にCBB溶液に浸し，室温で 1

時間振とうした（図 2-5A）．その後，蒸留水で 3 回洗浄し，背景と比べてタンパク

質のバンドが鮮明になるまで洗浄を続けた（図 2-5B）． 

   (A)                     （B）    

 

図 2-5．CBB染色の写真 

 

ブロッティング 

1 セミドライ式ブロッティング 

1) タンパク質ゲルを PVDF 転写パックに気泡が入らないようにセットした（図 2-

6A）． 

2) 2.5 A，25 Vで 7分間転写した（図 2-6B）． 

(A)                  （B） 

 

図 2-6．セミドライ式ブロッティングの写真 
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2 ウェット式ブロッティング 

1) PVDF 膜をあらかじめメタノールで 1~2 分間浸した後に，転写緩衝液に濾紙と

共に浸した． 

2) タンパク質ゲルをタンク式ブロッティング装置の陽極から順に，スポンジ→濾

紙→PVDF 膜→ゲル→濾紙→スポンジとなるように重ね，50V の定電圧で 3 時

間転写した（図 2-7）． 

 

図 2-7．ウェット式ブロッティングの写真 

 

ブロッキング～1次抗体反応～二次抗体反応 

1) ブロッティング後の PVDF 膜をブロッキング溶液に移して，室温で 1 時間振と

うした．ブロッキング溶液には 3%スキムミルクを用いた． 

2) 1×TBSTで振とうしながら洗浄（10分間，3回）した． 

3) 1 次抗体希釈液（ブロッキング溶液と同じ溶液で希釈）に浸し，4℃で 1 晩抗体

反応を行った． 

4) 1×TBSTで振とうしながら洗浄（10分間，3回）した． 

5) 2次抗体希釈液（ブロッキング溶液と同じ溶液で希釈）に浸し，室温で 1時間抗

体反応を行った． 

6) 1×TBSTで振とうしながら洗浄（10分間，3回）した． 

 

検出 

1) PVDF膜の全面を覆うように検出試薬をかけ，3分間室温で静置した．検出試薬

には ECL，ECL Prime，SuperSignal West Duraもしくは SuperSignal West Femtoを

使用した． 
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2) ウェスタンブロッティング撮影用イメージングシステムで可視化されたバンド

を検出した（図 2-8）． 

3) 画像解析ソフト Image J（U.S. National Institutes of Health）を用いて集積光濃度を

定量して解析した．なお，CBB 染色または Ponceau 染色で定量した値を総タン

パク質として補正した． 

 

図 2-8．ウェスタンブロッティング撮影用イメージングシステムの写真 

 

2.1.2.6. ブルーネイティブ電気泳動法 

既報のプロトコールを参考に(Wittig et al., 2006)，NativePAGETM Bis-Tris Gel system

を用いて実験を行った． 

1) 2.1.2.1.の方法で心筋ミトコンドリアを単離した．  

2) 2.1.2.2.に記載した方法に準じてBCA法で単離したミトコンドリアのタンパク質

濃度測定を行った． 

3) サンプルを 4×NatvePAGETM sample bufferと蒸留水で溶解し，最終濃度 1%となる

ようにジギトニンを加えた． 

4) 電気泳動を行う直前に，最終濃度 0.25%となるように NatvePAGETM 5% G-250 

Sample Additiveを加えた． 

5) 泳動槽にNatvePAGETM 4-16% Bis-Tris Protein Gelsをセットし，サンプルおよび

分子量マーカーをレーンに注入した． 

6) 泳動槽外側の陰極に anode bufferを，泳動槽内側の陽極に cathod bufferを入れ，

複合体維持のために氷上で泳動を行った．10 mAで 1時間泳動し，続けて 150 V

で 2 時間泳動した．泳動の後半 2 時間は，CBB G-250 が PVDF に吸着して抗体

の反応性を弱める原因となるので，陰極の anode bufferをCBBを含まない cathod 

bufferに交換した（図 2-9）． 

7) 泳動後のゲルを denature buffer に 30 分浸した．これはブルーネイティブ電気泳

動法では複合体形成が維持されているために抗体認識部位等が内側に入り込ん
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で認識が悪い場合が多いので，denatureの過程でゲル内で複合体を壊しておくこ

とが抗体の反応性向上に繋がるためである． 

8) 2.1.2.5.のポリアクリルアミドゲル電気泳動法，ブロッティングの項で述べた方

法に準じてウェット式ブロッティングを行った．25Vで 2時間転写した． 

9) メタノールで膜表面のCBBを除去した． 

10)  3%スキムミルクを含む TBST溶液で 1時間振とうし，PVDF膜をブロッキング

処理した． 

11)  1×TBSTで振とうしながら洗浄（10分間，3回）した． 

12)  1次抗体希釈液（ブロッキング溶液と同じ溶液で希釈）に浸し，4℃で 1晩抗原

抗体反応を行った． 

13)  1×TBSTで振とうしながら洗浄（10分間，3回）した． 

14)  2 次抗体希釈液（ブロッキング溶液と同じ溶液で希釈）に浸し，室温で 1 時間

抗体反応を行った． 

15)  1×TBSTで振とうしながら洗浄（10分間，3回）した． 

16)  ポリアクリルアミドゲル電気泳動法の検出の項と同様の方法で検出した． 

 

図 2-9． ブルーネイティブ電気泳動法の写真 

 

2.1.2.7. 統計学的解析 

統計処理は，GraphPad Prism 7 software（Graphpad Software, San Diego, California, 

USA）を用いて行った．データは，平均値±標準誤差で示した．2群間の平均値の差

の検定はスチューデントの t 検定で行った．2 群間の相関を評価するために単回帰

分析を行った．P-values < 0.05をもって統計学的に有意と判定した． 
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2.1.3. 結果 

2.1.3.1. 心筋から単離したミトコンドリア分画の確認 

心筋から単離したミトコンドリアと細胞質，細胞全体の lysate（whole cell 

lysate）に含まれるGAPDH，COXIVをポリアクリルアミドゲル電気泳動法で確認

した．細胞質のマーカーであるGAPDHはミトコンドリア分画には含まれず，ミト

コンドリアマーカーである COXIVは細胞質にほとんど含まれていなかった（図 2-

10）．このことから，純度の高いミトコンドリア分画が単離できていることを確認

した． 

 

 

図 2-10. C57BL/6Jマウス心筋のwhole cell lysate（WCL），細胞質（Cyto），ミト

コンドリア（Mito）各分画のポリアクリルアミドゲル電気泳動法による評価． 
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2.1.3.2. 心筋ミトコンドリアにおける complex I，complex II呼吸能の比較 

C57BL/6J マウスの心筋から単離したミトコンドリアで呼吸能を測定した．その

一例を図 2-11Aに示す．それぞれの最大呼吸能を測定するため，酸素消費量がそれ

以上上がらなくなるまで同じ基質を繰り返し加えた．黄色の部分が complex I の呼

吸能，緑色の部分が complex IIの呼吸能を示している．Complex Iの呼吸能と complex 

IIの呼吸能を比較したところ，complex IIの呼吸能は complex Iの呼吸能と同等であ

り，有意差はなかった（図 2-11B）． 

 

 

 

 

図 2-11. C57BL/6Jマウス心筋ミトコンドリア呼吸能測定の一例（A）．C57BL/6J

マウス心筋ミトコンドリアにおける complex I，complex II呼吸能の比較（B）． 

データは平均値±標準誤差（n=8）．N.S. 有意差なし． 

  

（A） 

（B） 
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2.1.3.3. 心筋組織における complex I，complex II呼吸能の比較 

C57BL/6J マウスの心筋組織における呼吸能を測定した．ミトコンドリア当たり

の比較と同様に，complex IIの呼吸能は complex Iの呼吸能と同等であり，有意差

はなかった（図 2-12）． 

 

 

図 2-12. C57BL/6Jマウス心筋組織当たりの complex I，complex II呼吸能の比

較． 

データは平均値±標準誤差（n=3）．N.S. 有意差なし． 
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2.1.3.4. 心筋ミトコンドリアにおける complex II発現量と呼吸能の相関 

複合体としての complex IIの発現量を評価するため、タンパク質を変性させずに

複合体タンパク質の発現量を評価するブルーネイティブ電気泳動法で complex IIの

発現量を評価した．予備実験として，C57BL/6J マウスの心筋ミトコンドリアを使用

して SDHA，SDHB，SDHC，SDHDに対する抗体でブロッティングした（図 2-13）．

4 つの抗体によるブロッティングで同じ高さにバンドを検出したことから，このバ

ンドが complex IIであると考えた．SDHCや SDHDに対する抗体でのブロッティン

グでは SDHA や SDHB の抗体での評価よりもバンドが不明瞭であり，発現量の評

価は困難と考えられたため，発現量の評価は SDHA，SDHB に対する抗体を使用し

て行うこととした．  

 

 

図 2-13. C57BL/6Jマウス心筋ミトコンドリアにおけるブルーネイティブ電気泳

動法による complex IIの評価．n=2． 
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SDHA，SDHB に対する抗体を使用してミトコンドリア当たりの complex II の発

現量を定量し，complex II の呼吸能との相関関係を評価したところ，SDHA もしく

は SDHB抗体による complex II発現量と呼吸能は有意に相関した（図 2-14）． 

 

 

図 2-14. C57BL/6Jマウス心筋ミトコンドリアにおける complex II発現量と

complex II呼吸能との相関．Rは相関係数（n=8）． 
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2.1.3.5. 心筋ミトコンドリアにおける complex IIサブユニットの発現量と complex 

II呼吸能の相関 

ポリアクリルアミドゲル電気泳動法により定量した SDHA，SDHBサブユニット

の発現量と complex IIの呼吸能との間に有意な相関はなかった（図 2-15）． 

 

 

図 2-15. C57BL/6Jマウス心筋ミトコンドリアにおける complex IIサブユニット

の発現量（SDHA，SDHB）と complex II呼吸能との相関．n=8． 
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2.1.3.6. 心筋ミトコンドリアにおける complex IIサブユニットの発現量と complex 

IIの発現量の相関 

心筋ミトコンドリアにおいて，ポリアクリルアミドゲル電気泳動法により定量し

た SDHA，SDHB サブユニットの発現量とブルーネイティブ電気泳動法（SDHA，

SDHB に対する抗体を使用して発現量を評価）により定量した complex II の発現量

との間に有意な相関はなかった（図 2-16）． 

 

 

図 2-16. C57BL/6Jマウス心筋ミトコンドリアにおける complex IIサブユニット

の発現量（SDHA，SDHB）と complex IIの発現量との相関．n=8．  
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2.1.4. 考察 

心筋組織当たり，心筋から単離したミトコンドリア当たりで complex I，IIそれ

ぞれの呼吸能を評価したところ，いずれの評価においても、我々の仮説に反して

complex IIの呼吸能は complex Iの呼吸能と同等であった（図 2-11，2-12）．各

complex の発現量は本研究では比較しなかったが，これまでの研究でミトコンドリ

ア当たりの complex Iと IIのタンパク質量の比率は 1 : 1.5~3と報告されている

(Capaldi et al., 1988; Hatefi, 1985; Schagger and Pfeiffer, 2001; Smith et al., 1980)．これら

のことから，complex IIは SCsに含まれていないため complex Iに比較して complex 

1つ当たりのATP産生効率は低いが，ミトコンドリア当たりのタンパク質量で代

償され，その結果ミトコンドリア当たりの呼吸能でみると compex IIは complex I

と同等であったと考えられた．ミトコンドリアの呼吸能はATP産生能と比例する

ことが報告されており(Julienne et al., 2012; Lark et al., 2016)，呼吸能が同等であると

いう結果は，complex IIのATP産生能は complex Iのそれと同等であることを意味

する．つまり，ATP産生において complex IIの果たす役割は大きく，心筋ミトコン

ドリアの機能を評価する際には complex Iだけでなく complex IIの機能も評価しな

ければならない． 

Complex IIの呼吸能は complex IIの発現量と相関した（図 2-14）が，complex II

のサブユニットの発現量とは相関しなかった（図 2-15）．Complex IIのサブユニッ

トの発現量が complex IIの呼吸能と相関しなかったことから，complex IIのサブユ

ニットの一部は complex IIの機能とは関与しないと考えられる．すなわち，

complex IIに含まれずにフリーの状態で存在するか，他の複合体を形成していると

推測された．実際，complex IIの発現量は complex IIのサブユニットの発現量とは

相関しなかった（図 2-16）．Complex IIの発現量と呼吸能が相関したことから，

complex IIが正常に機能するためにはサブユニットが会合して complex IIが複合体

として形成されることが重要であることが示唆された．Complex IIの機能が低下し

ている疾患では complex IIの会合不全が関与しているかどうかを評価すべきである

と考えられた． 
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2.2. 実験 2：C57BL/6Jマウス骨格筋ミトコンドリアにおける complex I，complex 

II機能の比較に関する研究 

2.2.1. 緒言 

骨格筋は人体で最大の組織であり様々な機能をもつ．運動や姿勢の維持の他

に，収縮により熱を発生させ体温を維持する．また，マイオカインと呼ばれるタン

パク質を分泌する内分泌器官としての働きも持つ(Covington et al., 2016)．これらの

骨格筋機能は運動能力に影響し，複数の疾患で生命予後とも密接に関連することが

報告されている(Kinugawa et al., 2015; Massie et al., 1996)．また，心筋と同様に骨格

筋も多くのエネルギーを必要とする臓器であり，ミトコンドリア機能不全に影響さ

れやすいと考えられる(Renkema et al., 2015; Russell et al., 2014)．これまでに，骨格

筋ミトコンドリア機能低下が，骨格筋の疾患のみならず（Gehrig et al., 2016; 

Lemieux et al., 2016），糖尿病，心不全，慢性閉塞性肺疾患，腎不全など他の臓器の

疾患でも報告されてきた（Rabinovich et al., 2007; Yokota et al., 2009; Takada et al., 

2013; Takada et al., 2014; Kinugawa et al., 2015）．さらに，骨格筋ミトコンドリア機能

低下が高齢化に伴う骨格筋機能不全とも関連することが報告された(Short et al., 

2005)．これらのことから，骨格筋のミトコンドリア機能を評価することは重要と

言える． 

2.1.1.でも述べたが，ミトコンドリア機能に関する研究は SCsに含まれる

complex Iに関する研究が主体であり, complex IIに関する研究は complex Iに比較し

て少なかった．しかし近年，complex IIの機能不全が様々な神経筋疾患に関与する

ことが報告されるようになってきた．例えば，Brich-Machinらは，complex IIの欠

損は進行性の視神経萎縮，運動失調，ミオパチーなどがみられる遅発性の神経変性

疾患を引き起こすことを報告した(Birch-Machin et al., 2000)．この疾患患者は骨格筋

ミトコンドリアにおいて complex I，III，IVは正常である一方で，complex II機能

が 50%低下していた．また，Jacksonらは進行性の脳筋症の患者で SDHDの遺伝子

異常により complex IIが欠損した症例を報告した(Jackson et al., 2014)． 

このように complex IIの障害が疾患を引き起こすことを観察した研究が広く行

われるようになってきたものの，骨格筋ミトコンドリアのATP産生において，そ

もそも complex IIがどの程度の役割を担っているかを明らかにした研究はない． 

第 2章で述べたように心筋では complex Iと complex IIの呼吸能は同等であり，

complex IIの機能が重要であることが示唆された．骨格筋においても心筋と同様

に，「複合体単体の機能は complex Iが complex IIより高いが，ミトコンドリア当た

りに含まれる複合体の量は complex IIが多く，ミトコンドリア当たりもしくは骨格

筋当たりで評価すると complex IIの機能は complex Iと同等である」という仮説を
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立てた．この仮説を検証するために実験 2では，C57BL/6J マウスの骨格筋ミトコ

ンドリアで complex IIの機能と complex Iの機能を測定して比較した．  
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2.2.2. 方法 

2.2.2.1. ミトコンドリア単離 

2.1.2.1.の方法に準じて骨格筋からミトコンドリアを単離した． 

 

2.2.2.2. ミトコンドリア濃度測定 

2.1.2.2.の方法に準じて骨格筋から単離したミトコンドリアの濃度を測定した． 

 

2.2.2.3. 骨格筋線維の細胞膜透過性処理 

2.1.2.3.の方法に準じて骨格筋線維を細胞膜透過性処理した． 

 

2.2.2.4. ミトコンドリア呼吸能 

2.1.2.4.の方法に準じてミトコンドリア呼吸能を測定した．プロトコルは①②の 2

種類で測定した． 

 

プロトコル①：最も基本的なプロトコル．Complex I，IIの呼吸能を順に測定． 

1) Complex Iに関連する基質である，グルタミン酸 glutamate 10 mmol/lとリンゴ酸 

malate 2 mmol/lとピルビン酸 pyruvate 5 mmol/lを加え，leak stateを観察した 

（CI_LEAK）． 

2) ADP依存的なOXPHOSの呼吸を観察するため，塩化マグネシウムMgCl2 3 

mmol/lとADP 10 mmol/lを加えた （CI_OXPHOS）． 

3) Complex IIに関連する基質である，コハク酸 succinate 10 mmol/lを加えた 

（CI+II_OXPHOS）． 

4) Complex II単独のOXPHOSの呼吸を観察するため，complex Iの阻害剤である

ロテノン rotenone 0.5 μmol/lを加えた （CII_OXPHOS）． 

5) ADP非依存的な leak stateの呼吸を観察するため，ATPaseの阻害薬であるオリ

ゴマイシン oligomycin 2.5 μmol/lを加えた （CII_LEAK）． 

6) 最大の呼吸機能を見るため，脱共役剤である carbonyl cyanide-p-

trifluoromethoxyphenylhydrazone （FCCP） 1 μmol/lを加えた （CII_ETS）． 

7) Complex IIIの阻害薬である，アンチマイシン antimycin a 2.5 μmol/lを加え，ミ

トコンドリアに関係する呼吸を停止させた （ROX）． 

8) Complex IVの基質であるアスコルビン酸 ascorbate 2 mmol/lとN,N,N',N'-

tetramethyl-p- phenylendiamine （TMPD） 0.5 mmol/lを加えた時の呼吸能を測定

した．次に，阻害剤であるアジ化ナトリウム sodium azide 100 mmol/lを加えた

時の呼吸能を測定し，その差分を計算した （CIV_OXPHOS）． 
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プロトコル②：Complex I，Complex IIの阻害剤を加えてそれぞれ別々に測定． 

Complex I測定用のプロトコル 

1) 塩化マグネシウムMgCl2 3 mmol/lとADP 10 mmol/lを加えた． 

2) Complex IIの阻害剤であるマロニル酸malonate 5 mmol/lを加えた． 

3) Complex Iに関する基質である，グルタミン酸 glutamate 10 mmol/lとリンゴ酸 

malate 2 mmol/lとピルビン酸 pyruvate 5 mmol/lを加え，complex I単独の

OXPHOSの呼吸を観察した（CI_OXPHOS）． 

4) ADP非依存的な leak stateの呼吸を観察するため，ATPaseの阻害薬であるオリ

ゴマイシン oligomycin 2.5 μmol/lを加えた（CI_LEAK）． 

Complex II測定用のプロトコル 

1) 塩化マグネシウムMgCl2 3 mmol/lとADP 10 mmol/lを加えた． 

2) Complex Iの阻害剤であるロテノン rotenone 0.5 μmol/lを加えた． 

3) Complex IIに関する基質である，コハク酸 succinate 10 mmol/lを加えた

（CII_OXPHOS）． 

4) ADP非依存的な leak stateの呼吸を観察するため，ATPaseの阻害薬であるオリ

ゴマイシン oligomycin 2.5 μmol/lを加えた（CII_LEAK）． 

 

2.2.2.5. ポリアクリルアミドゲル電気泳動法 

2.1.2.5.の方法と同様に行った． 

 

2.2.2.6. ブルーネイティブ電気泳動法 

2.1.2.6.の方法と同様に行った． 

 

2.2.2.7. 統計学的解析 

統計処理は，GraphPad Prism 7 software （Graphpad Software, San Diego, California, 

USA） を用いて行った．データは，平均値±標準誤差で示した．2 群間の平均値の

差の検定はスチューデントの t 検定で行った．2 群間の相関を評価するために単回

帰分析を行った．P-values < 0.05をもって統計学的に有意と判定した． 
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2.2.3. 結果 

2.2.3.1. 腓腹筋ミトコンドリアにおける complex Iと complex II呼吸能の比較 

C57BL/6J マウスの腓腹筋から単離したミトコンドリアで呼吸能を測定した．心

筋ミトコンドリアと同様，complex IIの呼吸能は complex Iの呼吸能に匹敵し，有

意差はなかった（図 2-17）． 

 

 

図 2-17. C57BL/6Jマウス腓腹筋ミトコンドリアにおける complex Iと complex II

呼吸能の比較． 

データは平均値±標準誤差（n=8）．N.S. 有意差なし． 
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Complex Iと IIの呼吸能をより正確に評価するため，complex Iの阻害剤を加え

た状態で complex IIの呼吸能を，complex IIの阻害剤を加えた状態で complex Iの呼

吸能をそれぞれ測定したが，やはり complex IIの呼吸能は complex Iの呼吸能と同

等であった（図 2-18）． 

 

 

 

図 2-18. C57BL/6Jマウス腓腹筋ミトコンドリアにおける complex Iと complex II

呼吸能の比較（complex Iもしくは complex IIの阻害剤を加えた評価）． 

データは平均値±標準誤差（n=3）．N.S. 有意差なし． 
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2.2.3.2. 腓腹筋組織における complex Iと complex II呼吸能の比較 

腓腹筋の筋組織当たりの呼吸能を測定して比較したところ，単離ミトコンドリ

アの結果と同様に，complex IIの呼吸能は complex Iの呼吸能と同等であった（図

2-19）． 

 

 

 

図 2-19. C57BL/6Jマウス腓腹筋組織における complex Iと complex II呼吸能の比

較． 

データは平均値±標準誤差（n=3）．N.S. 有意差なし． 
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2.2.3.3. 腓腹筋，ヒラメ筋，長趾伸筋におけるミトコンドリア当たりの complex I

と complex IIの呼吸能，呼吸調節率（Respiratory control ratio; RCR）の比較． 

RCRはADPを加えた後の呼吸能（OXPHOS）を加える前の呼吸能（LEAK）で

割った値である．ミトコンドリアに基質を加えると呼吸が始まる（LEAK）が，

ATP合成酵素の基質であるADPを加えると酸素消費速度（呼吸能）が増大する

（OXPHOS）．RCRが大きいほどミトコンドリアは無傷であり，ミトコンドリア内

膜に傷がありプロトンが漏れる状態では RCRは 1になる． 

腓腹筋の単離ミトコンドリアでOXPHOS，leak stateの呼吸能，RCRを測定し

た．Complex IのRCRは complex IIに比較して有意に高かった．Leak stateの

complex IIの呼吸能は complex Iに比較して有意に高かった（図 2-20）． 

 

 

図 2-20. C57BL/6Jマウス腓腹筋ミトコンドリアにおける complex Iと complex II

呼吸能，RCRの比較． 

データは平均値±標準誤差（n=3-4）．N.S. 有意差なし，*p<0.05 vs. complex I． 
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腓腹筋以外に，ヒラメ筋や長趾伸筋でも同様の評価をしたが，やはり complex II

のOXPHOSの呼吸能は complex Iの呼吸能に匹敵した．Leak stateの呼吸能は

complex IIが有意に高く，RCRは complex Iが有意に高かった（図 2-21，2-22）． 

 

図 2-21. C57BL/6Jマウスヒラメ筋ミトコンドリアにおける complex Iと complex 

II呼吸能，RCRの比較． 

データは平均値±標準誤差（n=3-4）．N.S. 有意差なし，*p<0.05 vs. complex I． 

 

 

図 2-22. C57BL/6Jマウス長趾伸筋ミトコンドリアにおける complex Iと complex 

II呼吸能，RCRの比較． 

データは平均値±標準誤差（n=3-4）．N.S. 有意差なし，*p<0.05 vs. complex I． 
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2.2.3.4. 腓腹筋ミトコンドリアにおける complex Iの発現量と呼吸能の相関 

Complex Iの発現量と呼吸能との関連をみるため，complex Iの発現量をブルーネ

イティブ法で評価した．Complex IのサブユニットであるGRIM19に対する抗体を

用いて評価したところ，complex Iのバンドはハシゴ状を示した．これらのバンド

は complex IIIのサブユニット（UQCRC2）に対する抗体で評価したときにも検出

できた（図 2-23）ことから，SCsに含まれる complex Iを示しているものと考え

た．このバンドが示す complex Iの発現量は complex Iの呼吸能と有意に相関した

（図 2-24）． 

 

図 2-23. C57BL/6Jマウス腓腹筋ミトコンドリアにおけるブルーネイティブ法に

よる complex I と complex IIIの比較．n=2． 

 

 

図 2-24. C57BL/6Jマウス腓腹筋ミトコンドリアの complex Iを含む SCs発現量と

complex I呼吸能との相関． 



                                  

55 

 

Rは相関係数（n=8）． 

2.2.3.5. 腓腹筋ミトコンドリアにおける complex Iサブユニットの発現量と呼吸能

の相関 

一方で，ポリアクリルアミドゲル電気泳動法で評価した complex Iのサブユニッ

ト（GRIM19）の発現量は complex I呼吸能と有意な相関はなかった（図 2-25）． 

 

 

 

図 2-25. C57BL/6Jマウス腓腹筋ミトコンドリアの complex Iサブユニット

（GRIM19）の発現量と complex I呼吸能との相関． 

Rは相関係数（n=8）． 
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2.2.3.6. 腓腹筋ミトコンドリアにおける complex Iと complex Iサブユニットの発

現量の相関 

また，complex Iを含む SCsの発現量（図 2-24）と complex Iのサブユニット

（GRIM19）の発現量（図 2-25）に有意な相関はなかった（図 2-26）． 

 

 

図 2-26. C57BL/6Jマウス腓腹筋ミトコンドリアの complex Iサブユニット

（GRIM19）の発現量と SCs発現量との相関． 

Rは相関係数（n=8）． 
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今回，complex Iを含む SCs発現量は complex Iのサブユニットの 1つである

GRIM19に対する抗体を使用して評価した．これはアブカム社のデータシート

（ab110412）で，ブルーネイティブ泳動法用の抗体としてこの抗体が推奨されてい

たからである．GRIM19が主要なサブユニットではないことから，他のサブユニッ

ト（NDUFV2，NDUFA9）に対する抗体での評価を追加した．図 2-27に示すよう

に，アクセサリーサブユニットであるNDUFV2に対する抗体ではバンドの検出が

困難であった．コアサブユニットであるNDUFA9の抗体ではバンドが検出され，

GRIM19と同様の高さに同様なバンドがみられた． 

 

図 2-27. C57BL/6Jマウス腓腹筋ミトコンドリアにおける complex Iの BN-PAGE

結果．complex Iの各サブユニット（GRIM19，NDUFV2，NDUFA9）に対する抗

体による評価． 
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2.2.3.7. 腓腹筋ミトコンドリアにおける complex IIの発現量と呼吸能の相関 

次に，complex IIの発現量と呼吸能の関係を評価した．Complex IIの発現量は

SDHA，SDHBに対する抗体を使用して評価した．SDHC，SDHDに対する抗体で

は明瞭なバンドが得られなかったため今回の評価には使用しなかった（図 2-13）．

SDHA，SDHBどちらの抗体を使用して評価した場合でも，complex IIの発現量と

complex IIの呼吸能は有意に相関した（図 2-28）． 

 

 

 

 

図 2-28. C57BL/6Jマウス腓腹筋ミトコンドリアにおける complex II発現量と

complex II呼吸能との相関．complex IIの発現量はブルーネイティブ電気泳動法で

SDHA，SDHBに対する抗体を用いて評価した．  

Rは相関係数（n=8）． 
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2.2.3.8. 腓腹筋ミトコンドリアにおける complex IIサブユニットの発現量と呼吸

能の相関 

ポリアクリルアミドゲル電気泳動法で complex IIのサブユニット（SDHA，

SDHB）の発現量を評価し呼吸能との相関を調べたところ，SDHAの発現量と

complex IIの呼吸能には相関がなかったのに対して，SDHBの発現量は呼吸能と有

意に相関した（図 2-29）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-29. C57BL/6Jマウス腓腹筋ミトコンドリアにおける complex IIサブユニッ

トの発現量（SDHA，SDHB）と complex II呼吸能との相関．  

Rは相関係数（n=8）． 

 

  



                                  

60 

 

2.2.3.9. 腓腹筋ミトコンドリアにおける complex IIと complex IIサブユニットの

発現量の相関 

SDHBの発現量は complex IIの発現量と有意に相関したのに対し，SDHAの発

現量は complex IIの発現量との相関はなかった（図 2-30）． 

 

 

図 2-30. C57BL/6Jマウス腓腹筋ミトコンドリアにおける complex IIサブユニッ

トの発現量（SDHA，SDHB）と complex II発現量との相関．  

Rは相関係数（n=8）． 
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2.2.4. 考察 

我々が予測した通り，腓腹筋の単離ミトコンドリア，筋組織いずれにおいても

心筋と同様に complex IIのOXPHOSは complex Iと同等であった（図 2-17，2-18，

2-19）．ヒラメ筋，長趾伸筋の単離ミトコンドリアにおいても同様の結果であった

（図 2-21，2-22）．一方で，RCRは腓腹筋，ヒラメ筋，長趾伸筋いずれにおいても

complex Iが有意に高かった（図 2-20，2-21，2-22）．これは leak stateの呼吸能が

complex IIが complex Iよりも高いことを反映したものである．このように

OXPHOSとRCRの結果は解離しており，この意義について考察した．Complex I

でRCRが高いのは，個々の complex のATP産生効率の良さを反映している可能性

がある．Complex Iは SCsの一員であるのに対して complex IIは SCsには含まれて

おらず，complex Iの方が complex IIよりも効率よくATPを産生できると考えるの

は合理的である．先述のように complex I: complex IIのタンパク質量は 1 : 1.5~3と

報告されており(Capaldi et al., 1988; Hatefi, 1985; Schagger and Pfeiffer, 2001; Smith et 

al., 1980)，complex IIはこの効率の悪さを量で代償し，結果としてミトコンドリア

当たりの complex IIのOXPHOSは complex Iに匹敵すると考えられた． 

Complex IのOXPHOSは SCsに含まれる complex Iの発現量，すなわち SCsの

量と相関し（図 2-24），complex Iのサブユニット（GRIM19）の発現量とは相関し

なかった（図 2-25）．このことから，complex Iの機能は SCsの量に規定されている

と考えられた．また，SCsの発現量と complex Iのサブユニット（GRIM19）の発

現量との間に相関はなく（図 2-26），SCsの発現量は complex Iのサブユニットの発

現量以外の因子により規定されていることが示唆された．本研究ではブルーネイテ

ィブ法で complex Iを評価する際にGRIM19に対する抗体を使用した．GRIM19に

対する抗体は，アブカム社によりブルーネイティブ法で使用する抗体として推奨さ

れているためこの抗体を選択した．理論的には，ブルーネイティブ法では complex 

Iの複合体を評価しており，どのサブユニットに対する抗体を使用しても同様の結

果が得られるはずである．図 2-27に示したように，コアサブユニットである

NDUFA9に対する抗体を使用した評価ではGRIM19に対する抗体と同様のバンド

が得られた．一方で，NDUFV2の抗体ではバンドが検出できず，ブルーネイティ

ブ法では立体構造の性質上検出しにくい抗体があるものと考えられた．GRIM19に

対する抗体による評価は妥当であると考えられた． 

Complex IIのOXPHOSは complex IIの発現量と相関した（図 2-28）ことから，

サブユニットが会合し complex IIを形成することが compex IIの正常な機能には必

要であると考えられた．Complex IIのOXPHOSは complex IIサブユニットの 1つ

である SDHBの発現量とは相関したものの SDHAの発現量とは相関しなかった
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（図 2-29）．また，SDHBの発現量は complex IIの発現量と相関したのに対し，

SDHAの発現量とは相関しなかった（図 2-30）．これらの結果から，SDHAと

SDHBのミトコンドリア内の挙動が異なることが示唆された．すなわち，SDHAと

SDHBそれぞれのタンパク質のミトコンドリア内全体の発現量のうち complex IIに

含まれる割合は SDHAの方が低く，SDHAはフリーで存在したり，他の複合体に

含まれる割合が高い可能性が考えられた．実際に，SDHAはATP感受性カリウム

チャネルの構成要素であることが報告されている(Hoekstra and Bayley, 2013)． 

これらの結果から，骨格筋のミトコンドリア機能評価の際には complex Iだけで

なく complex IIの機能を評価することも重要であると言える．また，SCsや

complex IIの会合不全がミトコンドリア機能低下に関与しているかどうかを評価す

ることも今後の重要な課題である． 
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第 3章  

実験 3：心筋梗塞後心不全マウスの心筋ミトコンドリア complex II機能，サブユニ

ット，会合因子の発現と complex II会合の経時的変化に関する研究 

3.1. 緒言 

心不全の心筋ミトコンドリア機能が低下することはこれまでに数多く報告され

てきたが，その多くは complex Iの機能や構造に着目したものである(Garnier et al., 

2003; Rosca and Hoppel, 2009; Sharov et al., 1998; Sharov et al., 2000)．Complex IIは

SCsに含まれていないこともあり，complex IIに関する研究は少ないのが現状であ

る．しかし，実験 1で示したように心筋ミトコンドリアにおいて，complex IIはミ

トコンドリアのATP産生にとって大きな役割を果たしており，complex IIの機能を

評価することは重要と言える．また，心不全において complex IIの機能が低下する

ことは報告されている(Rosca et al., 2008; Stride et al., 2013)が，そのメカニズムや制

御方法は不明であり，治療法も皆無である．そこで，我々は心不全における

complex II機能低下の原因を明らかにすることを目的とし，心不全モデルマウスの

心筋ミトコンドリア complex IIの機能を経時的に評価した． 

Complex IIは先述した通り（第 2章 2.1.1.），SDHA，SDHB，SDHC，SDHDの

4つのサブユニットタンパク質が結合した複合体であり，complex IIが正常に機能

するためにはこの複合体が正確につくられることが必要であると推測される．そこ

で，complex IIがミトコンドリア内外でどのように構成されるかを調べ，Kimらの

報告(Kim and Winge, 2013)を基に図 3-1に示した．Complex IIのサブユニット

（SDHA，SDHB，SDHC，SDHD）はいずれも核DNAによりコードされるタンパ

ク質であり，最初は細胞質に存在する．これらはミトコンドリア外膜，内膜に存在

するトランスロケーターTIM，TOM複合体によってマトリックス内へ輸送され

る．SDHAは会合因子の 1つであるAF2 （Assemble factor 2）の助けを借り FAD

（flavin adenine dinucleotide）と結合するが，FADは周囲の酸素と反応して活性酸素

を産生しやすいためAF4がこれを覆うように存在する．一方，SDHBは鉄硫黄ク

ラスターと結合するが，酸素暴露により Fe2+の clusterは酸化されて不安定な Fe3+

の状態となるため，これを防ぐためにAF1やAF3がこれらをカバーする働きをす

る．マトリックス内で結合した SDHAと SDHBは内膜上に存在する SDHCや

SDHDと結合して complex IIが完成する．このように complex IIが正常に会合する

ためには，complex IIサブユニットの他，4種類の会合因子が必要である． 

実験 3では complex IIの機能，発現量と，それらに大きく影響を及ぼすことが

予測されるサブユニットや会合因子の発現量を経時的に評価した． 
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図 3-1．ミトコンドリア complex IIの会合モデル 
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3.2. 方法 

3.2.1. 心不全モデルマウスの作製 

雄 10~12 週齢の C57BL/6J マウス（体重 23~26 g）の心臓の左冠動脈を結紮して

心筋梗塞（MI）を作成した．術前にマウスの体重を測定し，塩酸メデトメジン 0.3 

mg/kg BW，ミダゾラム 4.0 mg/kg BW，酒石酸ブトルファノール 5.0 mg/kg BWの 3

種混合麻酔薬を腹腔内投与し(Kawai et al., 2011)，十分な麻酔深度になったことを確

認した．手術台に臥位で四肢と尾をテープで固定し，気管挿管のために切歯を絹糸

で牽引し頸部を進展位で固定した．頸部正中より皮膚切開の後に，顎下腺と気管前

筋を展開し，気管の直線形状を保ちながら 23 ゲージのポリエチレンチューブが半

透明の気管軟骨を通過することを直視下で確認した．その後，従量式実験動物人工

呼吸器に接続し，毎回 110 回，1 回換気量 0.4 ml で人工呼吸を開始し，送気時に前

胸部が良好に挙上していることを確認した． 

70%アルコールで消毒を行い，実体顕微鏡下で手術を行った．左前胸部を皮切し

た後に，大胸筋と小胸筋を牽引して温存し，肋間筋を露出した．第 4肋間で肋間筋

を切開した後に開胸器で視野を展開して心臓を確認した （図 3-2A）．心膜を切開し

た後に心臓を半時計方向に旋回させて左冠動脈の走行を確認し，左心耳下縁から 0.5 

mm 程度遠位で 8-0 シルク縫合糸を使用して器械結びを行った （図 3-2B）．冠動脈

結紮後に結紮部遠位の心筋が赤から白色へ色調変化を確認することで，MI の作成

を確認した．4-0 シルク縫合糸で閉創し （図 3-2C） 手術を終了した．コントロー

ル群のマウスには Sham 手術を施した．これは上記一連の手技から左冠動脈結紮術

を除いた処置を行った． 

術後は麻酔からの回復が得られるまで 37℃の保温パッドで保温を継続しながら

待機した．抜管までの時間は，十分に覚醒して自発呼吸が安定して再開し，術後の

急性期死亡が少ない 4 時間とした．手術時間は 10-15 分，開胸時間は 5 分前後であ

った． 

MIを作製したマウスを心不全（HF）群，sham手術を施行したマウスをコント

ロール（control）群として実験を行った． 
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図 3-2．心筋梗塞手術の術中写真 

 

3.2.2. 心エコー 

心エコー検査は，短時間作用型であり心抑制の少ない麻酔下（アバーチン 8 

μl/BW g，腹腔内投与）にて行った．検査台に臥位で四肢と尾をテープで固定し，

除毛クリームでマウスの前胸壁を除毛した．超音波診断装置および 12 MHzリニア

プローブを用いて，2D胸骨傍短軸像乳頭筋レベルで最適な像を描出した．Mモー

ド法に切り替え，記録紙スピード 40 mm/secで記録の上，心拍数，左室拡張末期

径，左室収縮末期径，左室前壁壁厚，左室後壁壁厚，左室内径短縮率を計測した

（図 3-3）． 
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図 3-3．心エコー検査の写真 

 

3.2.3. ミトコンドリア単離 

2.1.2.1.と同様の方法でミトコンドリアを単離した． 

 

3.2.4. ミトコンドリアタンパク質濃度測定 

2.1.2.2.と同様の方法でミトコンドリアタンパク質の濃度を測定した． 

 

3.2.5. 心筋線維の細胞膜透過性処理 

2.1.2.3.の方法に準じて心筋線維を細胞膜透過性処理した． 

 

3.2.6. ミトコンドリア呼吸能 

2.1.2.4.と同様の方法でミトコンドリアの呼吸能を測定した．測定には単離した

ミトコンドリアを使用し，プロトコルに従って基質を順に加えて各ステートごとの

呼吸能を評価した． 

 

3.2.7. ポリアクリルアミドゲル電気泳動法 

2.1.2.5.と同様の方法で行った．コントロールとして，下記の手法で Ponceau染

色を行いサンプル中に含まれるタンパク質量を測定した． 

Ponceau染色 

1) タンパク質を転写したメンブレンをブロッティング装置から取り出した． 

2) ブロッティング後のメンブレンが十分浸るようにポンソーS染色液を注ぎ，軽く

振蕩しながら 2分～5分間染色した． 
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3) 染色液を捨て，メンブレンが十分浸るように 1%酢酸溶液を注ぎ，バックグラウ

ンドが十分低下しタンパク質の染色が明瞭になるまで軽く振蕩した． 

4) メンブレンをウェスタンブロッティング撮影用イメージングシステムで撮影し

た． 

5) メンブレンが十分浸るように 0.1 M NaOH溶液を注いだ． 目視で確認しながら，

タンパク質が脱色されるまで 10秒から 20秒程軽く振蕩した． 

6) 0.1 M NaOH溶液を捨て，蒸留水で 2分間振蕩した． 

7) 以降はウェスタンブロットのブロッキングに進んだ． 

 

3.2.8. ブルーネイティブ電気泳動法 

2.1.2.6と同様の方法で行った． 

 

3.2.9. ショ糖密度勾配遠心分離法 

1） 5%，10%，15%，20%，25%，30%のショ糖を含むバッファー （1M Tris-HCl 

（pH 7.4），5M NaCl，0.5M EDTA，10% Triton）を各 2.55 mLずつ，遠沈管の数だ

け用意した． 

2） まず，2.55 mLの 30%バッファーを遠沈管に入れた．次に，25%，20%，

15%，10%，5%の順にバッファーをゆっくりと重層した． 

3） その上にサンプルを乗せた． 

4） 超遠心 （186,700 g，4℃，24時間）を行った． 

5） 遠心後の溶液を上から順番に 1.25 mlずつエッペンチューブにうつした．軽い

方から 1~14分画とした．（図 3-4） 

 

（A） 
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（B） 

 

 

 

 

 

図 3-4. 超遠心機，ローターの写真（A），ショ糖密度勾配遠心分離法の概略（B） 
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3.2.10. 統計学的解析 

統計処理は，GraphPad Prism 7 software （Graphpad Software, San Diego, California, 

USA） を用いて行った．データは平均値±標準誤差で示した．2 群間の平均値の差

の検定はスチューデントの t検定で行った． P-values < 0.05をもって統計学的に有

意と判定した． 
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3.3. 結果 

3.3.1. 動物特性，心エコーデータ 

コントロール群と心不全群の生存曲線を図に示す（図 3-5）．心筋梗塞 3-4週間

後の心不全群の生存率はコントロール群と比較して有意に低下し，およそ 50%で

あった． 

 

 

 

図 3-5．コントロール群と心不全群の生存率の比較 

*p<0.05 vs. control． 
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コントロール群と心不全群における体重変化と，体重当たりの肺重量，心臓重

量，左室重量の変化を図 3-6に示す．体重は両群間で有意差はなかった．肺重量，

心臓，左室重量は術後 3日後より心不全群で有意に重かった．これらのデータは心

不全の発症や左室リモデリングの進行を示唆する． 

 

 

図 3-6．コントロール群と心不全群の体重と，体重当たりの臓器重量の経時的変化

の比較 

データは平均値±標準誤差（n=5-8）．*p<0.05 vs. control． 
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コントロール群と心不全群におけるエコーデータの経時的変化を図 3-7に示

す．左室前壁は心筋梗塞発症直後から菲薄化し，後壁は心筋梗塞発症 7日後から代

償的に肥大した．左室内腔は心筋梗塞発症 1日後から大きく，14日以降でその差

がさらに顕著となった．心機能は 1日後から低下し，14日以降はさらに低下し

た． 

 

 

 

 

 

（A） 
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図 3-7．コントロール群と心不全群の 28日後の代表的な心エコー画像（A），コン

トロール群と心不全群のエコーデータの経時的変化の比較（B）． 

データは平均値±標準誤差（n=5-7）．EDD, end-diastolic dimension; FS, fractional 

shortening; LVDd, left ventricle diastric dimension; LVDs, LV systolic dimension; LVAWT, 

LV anterior wall thickness; LVPWT, LV posterior wall thickness. *p<0.05 vs. control． 

  

（B） 
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3.3.2. コントロール群，心不全群における心筋ミトコンドリア complex II呼吸能の

経時的変化 

単離ミトコンドリアを用いて complex IIの呼吸能を経時的に評価した．各時間

におけるコントロール群の呼吸能を 1としたときの心不全群の呼吸能を図に示した

（図 3-8）．6時間後から 28日後までコントロール群に比較して心不全群で低下し

ており，特に，6時間後と 28日後は有意な低下であった． 

 

 

 

図 3-8. コントロール群と心不全群のミトコンドリア complex II呼吸能の比較． 

データは平均値±標準誤差（n=3-7）．*p<0.05 vs. control群． 
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3.3.3. コントロール群，心不全群における心筋組織当たりの complex II呼吸能の比

較（6時間後，28日後） 

単離ミトコンドリア当たりで complex IIの呼吸能が有意に低下した 6時間後，

28日後の心筋組織当たりの呼吸能を測定しコントロール群と心不全群で比較し

た．心筋組織当たりの complex II呼吸能は心不全群で有意に低下した（図 3-9）． 

 

図 3-9．コントロール群と心不全群の心筋組織当たりの complex II呼吸能の比較． 

データは平均値±標準誤差（n=3-5）．*p<0.05 vs. control群． 
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3.3.4. コントロール群，心不全群における心筋組織当たりのミトコンドリア量の比

較 1（6時間後，28日後） 

心筋組織当たりのミトコンドリア量を比較するため，ミトコンドリアタンパク

質のインターナルコントロールやマーカーとして使用されることの多い COXIV 

(Meng et al., 2015)や TOM20(Qi and Mochly-Rosen, 2008)の組織当たりのタンパク質

量を比較した．6時間後，28日後のいずれにおいても両群間に有意差はなかった

（図 3-10）． 

 

 

 

 

 

図 3-10．コントロール群と心不全群の心筋組織当たりのCOXIV，TOM20の発現

量の比較． 

データは平均値±標準誤差（n=3-5）．  
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3.3.5. コントロール群，心不全群における心筋組織当たりのミトコンドリア量の比

較 2（6時間後，28日後） 

心筋組織当たりのミトコンドリア量を比較するため，骨格筋の研究において電

子顕微鏡により評価したミトコンドリア量と相関することが報告されている

complex IVの呼吸能（ascorbateと TMPDを加えた時の呼吸能）を測定し比較した

(Larsen et al., 2012)．6時間後では両群間に有意差はなく，28日後では心不全群で有

意に低下した（図 3-11）． 

 

 

図 3-11．コントロール群と心不全群の心筋組織当たりの complex IV呼吸能の比

較． 

データは平均値±標準誤差（n=3-5）．*p<0.05 vs. control群． 
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3.3.6. コントロール群，心不全群における complex II発現量の比較 

ミトコンドリア当たりの complex IIの呼吸能が心不全群で低下していたため，

ミトコンドリア当たりの complex IIの発現量を比較したところ，コントロール群に

比較して心不全群で低下傾向を示し，6時間後，1日後，7日後，28日後は有意に

低下した（図 3-12）． 

 

 

図 3-12．コントロール群と心不全群におけるミトコンドリア当たりの complex II

発現量の比較． 

データは平均値±標準誤差（n=3-5）．*p<0.05 vs. control群． 
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3.3.7. コントロール群，心不全群における complex IIサブユニット，会合因子の発

現量の比較 

ミトコンドリア当たりの complex IIの発現量が心不全群で低下したことから，

complex IIのサブユニット（SDHA，SDHB，SDHC，SDHD）や complex IIの会合

因子（assembly factor：SDHAF1，SDHAF2，SDHAF3，SDHAF4）のミトコンドリ

ア当たりの発現量を比較した．7日後までの心筋梗塞後早期と 14日以降の慢性期

では傾向が異なっていた．すなわち，7日後まではサブユニットや会合因子の発現

量は心不全群で低下していたのに対し，14日以降は心不全群での発現量の低下は

なく，有意差はないもののむしろ心不全群で高い傾向があった（図 3-13）． 
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図 3-13. コントロール群と心不全群におけるミトコンドリア当たりの complex II

サブユニット（SDHA，SDHB，SDHC，SDHD）と会合因子（SDHAF1，

SDHAF2，SDHAF3，SDHAF4）の発現量の比較． 

データは平均値±標準誤差（n=3-10）．*p<0.05 vs. control群． 
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3.3.8. ショ糖密度濃度勾配遠心法によるコントロール群，心不全群の complex II発

現量の比較 

ブルーネイティブ電気泳動法による評価ではミトコンドリア当たりの complex II

の発現量は低下していた．28日後の発現量について，ショ糖密度勾配遠心分離法

でも検証した．まず，C57BL/6J マウスの心筋ミトコンドリアを遠心分離により 14

分画に分離し，そのうち 2~14分画のサンプルをブルーネイティブ電気泳動法によ

り評価した．CBB染色でタンパク質が階段状に検出され，質量により分離できて

いることを確認した．Complex IからVに対する抗体のカクテル（ab110412）でブ

ロッティングしたところ，それぞれの complex が赤字で示す部分に検出された（図

3-14）． 

 

図 3-14．C57BL/6Jマウスミトコンドリアタンパク質のショ糖密度勾配遠心分離

法，ブルーネイティブ法によるOXPHOSタンパク質の評価．  
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遠心分離した 2~14分画をブルーネイティブ電気泳動法で泳動し，SDHBに対す

る抗体を用いて complex IIの分布を評価したところ，complex IIは主に 7～9分画に

存在した．ポリアクリルアミドゲル電気泳動法によりサブユニットである

SDHA，SDHBの分布を評価をしたところ，SDHBは主に 7，8分画に存在したの

に対して，SDHAは 3から 14分画に広く存在した（図 3-15）． 

 

 

図 3-15．C57BL/6Jマウスの心筋ミトコンドリアタンパク質のショ糖密度勾配遠心

分離法，ブルーネイティブ電気泳動法による complex IIとポリアクリルアミドゲ

ル電気泳動法による complex IIサブユニットの評価．  
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コントロール群，心不全群で complex IIがC57BL/6J マウスと同様の分画に存在

するかどうかを検証したところコントロール群，心不全群のいずれにおいても

complex IIは分画 7，8に主に存在することが確認できた．また，長時間露光する

と赤丸で示したように分画 5，6に complex IIよりも低い分子量のバンドが検出さ

れ，不完全な複合体と考えられた（図 3-16）．これらのことから，complex IIと不

完全な複合体の境目を分画 6と 7の間と考え，complex IIは分画 7以上に含まれる

と考えた． 

 

 

 

図 3-16．コントロール群，心不全群の心筋ミトコンドリアタンパク質のショ糖密

度勾配遠心分離法による complex IIの評価の 1例． 

分画 5, 6の赤丸で示した部分は complex IIより分子量の小さい複合体を示す． 
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コントロール群と心不全群で SDHBサブユニットの分布を比較した．その 1例

を図 3-17に示した．分画 3，4，11-14では SDHBは検出されなかった．また，コ

ントロール群に比較して，心不全群では大きな分画に含まれる SDHBの量が少な

いことが分かった． 

 

 

図 3-17．コントロール群，心不全群のミトコンドリアタンパク質のショ糖密度勾

配遠心分離法による SDHBの評価の 1例． 
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コントロール群と心不全群での SDHBサブユニットの分布をそれぞれ n=3ずつ

で比較した．図 3-18に示すように SDHBサブユニットのうち complex IIが存在す

る分画 7以上に含まれる割合は心不全群で有意に低かった．このことから，SDHB

のうち complex IIに含まれる割合は心不全群で低いことが分かる．全体の SDHB

の量が同等であることと併せて complex IIの発現量は心不全群で少ないと考えられ

た． 

 

 

図 3-18．コントロール群と心不全群におけるショ糖密度濃度勾配分離法によるミ

トコンドリア当たりの complex II発現量の比較． 

データは平均値±標準誤差（n=3）．*p<0.05 vs. control群． 
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3.4. 考察 

冠動脈閉塞モデルは拡張型心筋症，心不全モデルとして推奨されており，通常

は術後 4～8週間後に心不全モデルとして使用される(Houser et al., 2012)．我々のモ

デルでは，3日後から肺重量，心筋重量が増加し，14日後から左室内腔が拡大，後

壁が代償性に肥大し，心不全発症や左室リモデリング進行を示唆する所見であった

（図 3-6，3-7）． 

単離ミトコンドリア当たりの complex II呼吸能の経時的評価では，6時間後から

28日後まで心不全群で低下し（図 3-8），特に 6時間後，28日後は心不全群で有意

に低下した．6時間後，28日後の complex IIの呼吸能は心筋組織当たりでも心不全

群で有意に低下した（図 3-9）．心筋組織当たりの呼吸能低下の要因にはミトコン

ドリの量の低下と質の低下がある．単離ミトコンドリア当たりの呼吸能が低下して

いたことはミトコンドリアの質の低下を意味する．一方，ミトコンドリア量の定ま

った評価法はなく，正確に評価することは困難である．ミトコンドリアのマーカー

やインターナルコントロールとして使用されることが多いCOXIV(Meng et al., 

2015)や TOM20(Qi and Mochly-Rosen, 2008)の組織当たりの発現量を比較したとこ

ろ，6時間後，28日後のいずれも両群間に有意差はなかった （図 3-10）．骨格筋

の研究(Larsen et al., 2012)で電子顕微鏡により評価したミトコンドリア量と相関する

ことが報告されている complex IVの心筋組織当たりの呼吸能は 6時間後では有意

差がなく，28日後では心不全群で有意に低下した（図 3-11）．呼吸能の比較からミ

トコンドリア量を推測すると，28日後の心不全群における呼吸能の低下度合いは

心筋組織当たりの低下度合いが単離ミトコンドリア当たりの低下度合いよりも大き

く，ミトコンドリアの質だけでなく量の低下も関与していると推測される．一方，

6時間後の complex IIの呼吸能は心筋組織当たり，単離ミトコンドリア当たりで低

下度合いは大きくは変わらず，ミトコンドリアの質の低下が主要因であると考えら

れる．これは complex IV呼吸能の結果と一致するが，COXIVや TOM20の細胞当

たりの発現量の比較はこの結果とは一致しなかった．この原因として，そもそもミ

トコンドリア当たりのCOXIVや TOM20の発現量がコントロール群と心不全群で

異なっている可能性があり，今後検討する必要がある．いずれにしても，心不全に

おいてミトコンドリアの量が低下するということは既に報告されている(Bayeva et 

al., 2013)ことから我々はミトコンドリアの質の低下に焦点を絞って研究を進めた． 

単離ミトコンドリア当たりの complex IIの発現量をブルーネイティブ電気泳動

法により評価したところ，心不全群で低下しており，特に 6時間後，1，7，28日

後は有意に低下した（図 3-12）．このことから，complex II発現量の低下がミトコ

ンドリア当たりの complex II呼吸能低下の一因であると考えられた． 
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Complex II発現量の低下の原因を探るため，complex IIサブユニットや会合因子

の発現量を評価したところ， 各タンパク質によって低下するタイミングはやや異

なるものの，大まかには同様の傾向だった．すなわち，7日後までは心不全群で低

下し，14，28日後では同等かむしろ心不全群の方が高い傾向だった（図 3-13）．こ

のことから，7日後まではサブユニットや会合因子の発現量低下が complex II発現

量低下の一因であるが，14日以降は他の要因があることが示唆された．つまり，

complex II発現量低下の原因は心筋梗塞後の時期により変化すると考えられた． 

28日後の complex II発現量についてはショ糖密度勾配遠心分離法でも評価を試

みた．遠心分離で 14分画に分け，complex IIが存在する分画をブルーネイティブ

法により確認し，その上で complex IIサブユニットの発現の分布を評価した．この

方法で SDHBの分布はコントロール群と心不全群で異なっていた（図 3-18）．具体

的には complex IIが存在すると考えられる分画に含まれる SDHBの割合はコント

ロール群で有意に高かった．この結果は，ミトコンドリア全体に存在する SDHB

のうち complex IIを構成する SDHBの割合が心不全群で低下していることを意味

する．28日後においてはサブユニットの発現量自体はコントロール群，心不全群

で有意差が無かったことも併せて，complex IIの発現量は心不全群で低下している

と考えた．しかし，この方法には問題点がある．今回，complex IIと不完全な複合

体の境界を分画 6と 7の間にあるとしたが，分画 6には complex IIのバンドもみら

れており，正確に区分できたとは言えないのが最大の問題点である．SDHBの分布

がコントロール群と心不全群で異なっていたことは大変興味深いが，complex IIの

発現量の定量に関しては正確性を欠いていると言わざるを得ない． 

実験 3において complex II発現量が心不全群で低下した原因が 7日までと 14日

以降で異なることが示唆されたため，心筋梗塞後早期（6時間後）と慢性期（28日

後）の 2つの時期に分けて complex II呼吸能が低下するそれぞれの原因を明らかに

することを目的として実験 4（早期），5-6（慢性期）を行った． 
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第 4章  

実験 4：心筋梗塞後早期における心筋ミトコンドリア complex II機能低下について

の研究 

4.1. 緒言 

実験 3（第 3章）で，心筋梗塞後 6時間後の心筋ミトコンドリアにおいてミトコ

ンドリア当たりの complex IIの発現量，呼吸能は有意に低下した．Complex IIの発

現量が低下する原因を考え，図 4-1に図示した．実際のミトコンドリア内では，図

の左に示した各サブユニット単独で存在する状態と図の右に示した complex IIを会

合した状態が混在しているものと考えられる．会合した complex IIの発現量が低下

するのは，左から右への流れが低下する場合と，右から左への流れが亢進する場合

が考えられる．左から右への流れが低下する要因としては，complex IIサブユニッ

トの発現量低下，会合因子の発現量や機能の低下がある．一方，右から左への流れ

が亢進する要因としては complex IIの不安定化，分解亢進が考えられ，その原因と

して不完全な complex IIがつくられることや，過剰もしくは不十分なタンパク質翻

訳後修飾などが挙げられた．心筋梗塞後早期では complex IIサブユニットや会合因

子の発現が有意に低下することが明らかになっており，これらの発現量低下が

complex II発現量低下の要因と考えた． 

 

 

図 4-1．Complex II発現量低下の要因 
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また，心筋梗塞後早期に complex IIサブユニット発現量が低下する原因は心筋

梗塞に関連した要因として心筋の低酸素や炎症反応亢進を考えた．心筋梗塞後の心

筋では梗塞部位，非梗塞部位いずれにおいても炎症反応が亢進することが報告され

ている(Irwin et al., 1999)．低酸素に関しては報告はないものの心筋梗塞後に心筋が

低酸素に陥ると推測される． 

これらのことから，本実験では，「心筋梗塞後早期に心筋の低酸素や炎症反応亢

進が complex IIサブユニットの発現量低下を引き起こし，その結果 complex IIの発

現量や機能が低下する」と仮説を立て，検証した． 

 

 

図 4-2．実験 4の概略 

 

  



                                  

94 

 

4.2. 方法 

4.2.1. 心不全モデルマウスの作製 

3.2.1と同様の方法で心筋梗塞マウスを作製した． 

 

4.2.2. 細胞培養 

マウス筋芽細胞株である C2C12細胞，心筋芽細胞であるH9c2細胞を 5% CO2，

37℃に維持されたCO2インキュベーター内で培養した（図 4-3）．全ての作業はバ

イオクリーンベンチ内で行った． 

細胞は 10%ウシ胎児血清，1% ペニシリン/ストレプトマイシンを加えた高グル

コース含有ダルベッコ改変イーグル培地で増殖させた． 

 

図 4-3．CO2インキュベーター内での細胞培養の写真 

 

4.2.3. siRNA 

1) トランスフェクションの前日に，C2C12 細胞を適切な濃度でプレートした（1.2 

x 106/フラスコ） 

2) 37℃，二酸化炭素 5%で細胞を一晩培養した． 

3) 50 mlチューブを 2本準備し，適当量の siRNA（25~100 nM，チューブ 1）または

DharmaFECT（20~60 μl/フラスコ，チューブ 2）を，それぞれ抗生物質を含まな

い無血清培地で希釈した． 

4) 2本のチューブを注意深くピペッティングし，各チューブの内容物を穏やかに混

合した．室温で 5分間インキュベートした． 

5) チューブ 1 の溶液をチューブ 2 に加えた．注意深くピペッティングして混合し

た．室温で 20分間インキュベートした． 

6) 抗生物質を含まない完全培地を加えてトランスフェクション用培地を調製した． 
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7) フラスコから完全培地を取り除き，10 mlのトランスフェクション用培地を加え

た．37℃，二酸化炭素 5%で，細胞を 48~72時間培養した． 

8) 細胞を回収し，その後の実験に使用した． 

 

4.2.4. 細胞からのタンパク質抽出 

1) 回収した細胞を PBSで洗い，1500 rpm，5分間遠心し，上清を破棄した． 

2) 氷冷した 10×Cell Lysis Bufferを蒸留水で 10倍希釈し，Complete protease inhibitor 

cocktail，1 mM PMSF，PhosSTOP phosphatase inhibitor cocktailを添加した．上記の

1×Cell Lysis Bufferに細胞を入れ，ピペッティングし，20分間氷上で静置した．  

3) サンプルを遠心分離し（15,000 g，10分，4℃），ペレットを拾わないように上清

を新しいマイクロチューブに移した．長期保存する場合は，－80℃で冷凍保存し

た． 

 

4.2.5. 細胞からのミトコンドリア単離 

Frezzaらの報告(Frezza et al., 2007)を参考に細胞からミトコンドリアを単離し

た． 

1) 細胞を回収し，フラスコ 1枚当たり PBS 1 mlで細胞を溶解した． 

2) 1500 rpm，4℃，5分間遠心して上清を破棄した． 

3) 1 mlシリンジに 27ゲージ注射針を装着し，細胞混濁液のホモジネートを行った． 

4) 急激にシリンジを引き，細胞混濁液がシリンジ内に入った後に強くシリンジを

押し出した．これを 25~30回繰り返した． 

5) 得られたホモジネート溶液を 600 g，4℃，5分間遠心し，上清を回収して新しい

エッペンチューブに移した． 

6) 再度 600 g，4℃，5分間遠心し，上清を回収して新しいエッペンチューブにうつ

した． 

7) 8000 g，4℃，10分間遠心し，上清を破棄した． 

8) 得られたペレットに isolation buffer 700 μlを加えて再溶解させ，8000 g，4℃，10

分間遠心した． 

9) 上清を破棄し，isolation buffer 1 mlを加えてペレットを再溶解し，10,000 g，4℃，

10分間遠心を行い，上清を破棄し，suspension bufferで溶解し，ミトコンドリア

分画を得た． 

 

4.2.6. タンパク質濃度測定 
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2.1.2.2.と同様の方法でタンパク質濃度を測定した．ミトコンドリアタンパク質

は波長 590 nm，whole cell lysateは 562 nmで測定した． 

 

4.2.7. ポリアクリルアミドゲル電気泳動法 

2.1.2.5.と同様の方法で行った． 

 

4.2.8. ブルーネイティブ電気泳動法 

2.1.2.6.と同様の方法で行った 

 

4.2.9. Realtime PCR法 

組織からのRNA抽出 

QuickGene RNA Tissue kit Sを用いて抽出を行った． 

1) 深麻酔下でマウスを屠殺後，心筋を摘出し，RNAlater（Life technologies, Tokyo, 

Japan）に 4 oCの冷蔵庫内で一晩浸した．  

2) ハサミで細断した心筋組織を，メルカプトエタノール入りの lysisバッファー

500 μlの入ったチューブに移した．ボールミル型ホモジナイザーでホモジナイ

ズを行うため各チューブにはあらかじめ 5 mmφのジルコニアボールを数個入れ

た． 

3) 組織はトミー精工製Micro Smash MS-100 を用い，毎分 3,800 rpm，300秒で 4

回（氷上で各インターバルは 20秒）ホモジナイズした． 

4) 組織破片を分離除去するため 17,000 gで 3分間，室温で遠心した．その後，

ホモジネート上清 350 μlを新しい 1.5 mlマイクロチューブに移した． 

5) Solubilization バッファーを 175 μl添加し，最大回転数で 15秒間ボルテックス

を行った． 

6) 特級エタノール（>99%）を 175 μl添加し再び最大回転数で 15秒間ボルテック

スを行い，遠心分離器で数秒間スピンダウンしてマイクロチューブの蓋や壁に

付着した液を収集した． 

7) 抽出液完成後，調整した抽出液を全量，QuickGene-810のカートリッジへ添加

し，“RNA TISSUE PLUS” ボタンを選択して機械を作動させた． 

8) 数分後に RNase-Free DNase set （QIAGEN, Tokyo, Japan）を添加してDNase処

理を行った後に機械を再始動させRNA抽出を再開し total RNAを回収した． 

9) Nanodrop spectrophotometer （NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer）を用いて，

RNA量を測定し，抽出した RNAは次ステップの使用まで-80oCで凍結保存し

た． 
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逆転写反応 

High capacity cDNA Reverse Transcription Kitを使用した． 

1) 抽出した RNA を RNase フリーの滅菌水で溶解し，100 ng/μl の溶液となるよう

に調製した． 

2) 下記の試薬を調整して，2×reverse transcription master mix を作成した． 

コンポーネント 容量

/well 

（μl） 

10×RT Buffer 2.0 

25×dNTP Mix （100 mM） 0.8 

10×RT Random Primers 2.0 

MultiScribe Reverse Transcriptase 1.0 

RNase Inhibitor 1.0 

Nuclease-free H2O 3.2 

Total per reaction 10.0 

3) 2×reverse transcription master mix 10 µlおよび RNAサンプル 10 μl（1000 ng）を各

ウェルに添加した． 

4) 逆転写反応は，以下のサーマルサイクラーの設定で行った． 

25℃ （10分） → 37℃ （120分） → 85℃ （5分） → 4℃ （∞） 

5) 合成した cDNAは使用時まで-20℃で保存した． 

 

Real-time PCR 

 目的の cDNA を増幅させるため，TaqmanTMアッセイによる定量的 PCR を行った． 

1) qPCRマスターミックスを下記の試薬で調製した． 

コンポーネント 容量

/well 

（μl） 

Taqman Universal Master Mix （2×） 12.5 

Taqman Gene Expression Assay 

（20×） 

1.25 

Control Assays （GAPDH） 1.25 

Nuclease-free H2O 5.0 

Total per reaction 20.0 
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2) 作製したマスターミックスを 20 µlずつ PCRウェルに分注した． 

3) 蒸留水を用いて希釈した各サンプルの cDNA 溶液を，20 µl ずつ PCR ウェルに

添加し，2回ピペッティングを行い混合した． 

4) 下記の反応条件でリアルタイム PCRを行った． 

Step 1 50℃，2分 

Step 2 95℃，10分 

Step 3 （50サ

イクル） 

95℃，15秒 

60℃，1分 

内在性コントロールとしてGapdhを用い，蛍光標識された PCR産物の増幅曲線状

の閾値線を基にサイクル数（CT値）を求め，ΔCT法を用いて遺伝子発現を定量化

した． 

 

4.2.10. 低酸素モデル細胞培養 （DFO） 

H9c2細胞を培養するメディウムに鉄キレート剤DFO 20 µMを加えて細胞を培養

した．培養 24時間後に細胞を回収し，その後の実験に使用した． 

 

4.2.11. 炎症反応亢進マウスの作製 

雄性 C57BL/6J マウスをコントロール群，LPS群の 2群に分け，コントロール群

には PBSを，LPS群には既報(Ando et al., 2000)を参考に LPS （15 mg/BW kg）を腹

腔内投与した．投与 6時間後，麻酔後（2.5%トリブロモエタノール（以下 アバーチ

ン） 8 µl/BW g，腹腔内投与）に十分な麻酔深度になったことを確認し，心臓を採取

した(Kinugawa et al., 2000)． 

 

4.2.12. ミトコンドリア呼吸能 

ミトコンドリア当たりの呼吸能 

2.1.2.4.と同様の方法でミトコンドリアの呼吸能を測定した．測定には単離した

ミトコンドリアを使用し，プロトコルに従って基質を順に加えて各ステートごとの

呼吸能を評価した． 

細胞当たりの呼吸能 

回収した培養細胞を oxygraph-2kのチャンバーに入れ（1.0 x 105 ~ 106個），ジギ

トニン 25 mg/lを加えて細胞膜透過処理をした．その後，プロトコルに従って基質

を順に加えて各ステートごとの呼吸能を評価した． 

 



                                  

99 

 

プロトコル 

1) Complex Iに関連する基質である，グルタミン酸 glutamate 10 mmol/lとリンゴ酸 

malate 2 mmol/lとピルビン酸 pyruvate 5 mmol/lを加えた． 

2) 塩化マグネシウムMgCl2 3 mmo/lとADP 10 mmol/lを加えた．（CI_OXPHOS） 

3) Complex IIに関連する基質である，コハク酸 succinate 10 mmol/lを加えた 

（CI+II_OXPHOS）． 

4) Complex II単独のOXPHOS の呼吸を観察するため，complex Iの阻害剤である

ロテノン rotenone 0.5 μmol/lを加えた （CII_OXPHOS）． 

5) ADP非依存的な leak stateの呼吸を観察するため，ATPaseの阻害薬であるオリ

ゴマイシン oligomycin 2.5 μmol/lを加えた （CII_LEAK）． 

6) 最大の呼吸機能を見るため，脱共役剤である carbonyl cyanide-p-

trifluoromethoxyphenylhydrazone （FCCP） 1 μmol/lを加えた （CII_ETS）． 

7) Complex IIIの阻害薬である，アンチマイシン antimycin a 2.5 μmol/lを加え，ミ

トコンドリアに関係する呼吸を停止させた （ROX）． 

8) Complex IVの基質であるアスコルビン酸 ascorbate 2 mmol/lとN,N,N',N'-

tetramethyl-p- phenylendiamine （TMPD） 0.5 mmol/lを加えた時の呼吸能を測定

した．次に，阻害剤であるアジ化ナトリウム sodium azide 100 mmol/lを加えた

時の呼吸能を測定し，その差分を計算した （CIV_OXPHOS）． 

 

4.2.13. 統計学的解析 

統計処理は，GraphPad Prism 7 software （Graphpad Software, San Diego, California, 

USA） を用いて行った．データは，平均値±標準誤差で示した．2 群間の平均値の

差の検定はスチューデントの t 検定で行った．多群間の平均値の差の検定は一元配

置分散分析を用いて行い，有意差がみられた場合に Tukey 法または Dunnett 法によ

る多重比較検定を行った．P-values < 0.05をもって統計学的に有意と判定した． 
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4.3. 結果 

4.3.1. SDHA発現量低下が complex IIの発現量や機能に及ぼす影響． 

Complex IIサブユニットの発現量低下が complex IIの発現量や機能に及ぼす影響

を評価するため，培養細胞で SDHA遺伝子をノックダウンし，その際の complex II

の発現量や機能を評価した．siSDHAを用いてC2C12細胞の SDHAをノックダウン

した．細胞当たりの SDHAの発現量は低下していたが，他の complex IIサブユニッ

ト（SDHB，SDHC，SDHD）の発現量は変化しなかった．また，SDHAの発現量は

ミトコンドリア内においても有意に低下した（図 4-4）．  

 

 

図 4-4. コントロール群と siSDHA群における SDHサブユニット発現量の比較． 

（A）WCLにおける SDHサブユニットの発現量の比較．（B）ミトコンドリアタ

ンパク質あたりの SDHAの発現量の比較． 

データは平均値±標準誤差（n=3）．*p<0.05 vs. control群． 

（A） （B） 
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SDHAをノックダウンした細胞では complex IIの発現量が低下し，complex IIの呼

吸能が低下した（図 4-5）． 

 

 

 

図 4-5. コントロール群と siSDHA群におけるミトコンドリア当たりの complex II

の発現量（A）と呼吸能の比較（B）． 

データは平均値±標準誤差（n=3）．*p<0.05 vs. control群． 

 

  

（A） （B） 
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4.3.2. コントロール群と心不全群における細胞当たりの complex IIサブユニット，

会合因子の発現量の比較． 

心筋梗塞後早期にミトコンドリア当たりの complex IIサブユニットや会合因子

の発現量が低下した原因を探るため，細胞当たりの発現量を評価した．Complex II

の呼吸能，発現量ともに心不全群で有意に低下した心筋梗塞 6時間後に焦点をあ

て，ミトコンドリア当たりの発現量が 6時間後に有意に低下した SDHA，SDHD，

SDHAF1の細胞当たりの発現量を評価した．SDHA，SDHDは細胞当たりの発現量

は心不全群で有意に高く，SDHAF1の細胞当たりの発現量は有意に低下した（図

4-6）．

 

 

図 4-6．コントロール群と心不全群における細胞当たりの SDHA，SDHD，

SDHAF1の発現量の比較． 

データは平均値±標準誤差（n=6）．*p<0.05 vs. control群． 
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4.3.3. コントロール群と心不全群における心筋梗塞後早期の SDHAF1のmRNAレ

ベルの比較． 

SDHAF1 の発現量は細胞当たりでも有意に低下していたため，mRNA レベルを

コントロール群と心不全群で比較した．コントロール群と心不全群で差は無かった

（図 4-7）． 

 

図 4-7．コントロール群と心不全群における SDHAF1のmRNAレベルの比較． 

データは平均値±標準誤差（n=3）．  
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4.3.4. コントロール群と心不全群における心筋梗塞後早期の炎症反応評価 

心筋梗塞後早期の complex IIサブユニットや会合因子のミトコンドリア内発現量

の低下のトリガーとして，心筋梗塞による心筋低酸素や炎症反応亢進を考えた．ま

ず，心筋梗塞後の炎症反応亢進を確認するため，心筋におけるサイトカインの発現

をmRNAレベルで評価した．TNF-α，IL6の発現量は心不全群で有意に増加し，IL1β

は増加傾向を示した（図 4-8）． 

 

図 4-8．コントロール群と心不全群における TNF-α，IL6，IL1βのmRNAレベル

の比較． 

データは平均値±標準誤差（n=3-5）．*p<0.05 vs. Control群． 
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4.3.5. 炎症反応の亢進が complex II機能に及ぼす影響 

炎症反応の亢進が complex IIに及ぼす影響を調べるため，コントロール群には

PBSを，炎症反応亢進群には LPSをC57BL/6J マウスに腹腔内投与して比較した

(Ando et al., 2000)．投与 6時間後に心筋でのサイトカインの発現量をmRNAレベル

で評価したところ，IL-1β，TNF-αの発現量は LPS群で有意に増加した．Complex 

IIの呼吸能は両群間に差はなかった（図 4-9）． 

 

図 4-9. コントロール群と LPS群における IL1β，TNF-αのmRNA レベルの比較 

（A）．コントロール群と LPS群マウス心筋ミトコンドリアの complex II呼吸能の

比較 （B）． 

データは平均値±標準誤差（n=3）．*p<0.05 vs. control群． 

 

（A） 

（B） 
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4.3.6. コントロール群と心不全群における心筋梗塞後早期の低酸素評価 

次に，心筋梗塞後の非梗塞部位の心筋が低酸素に陥っているかどうかを評価する

ため，CA9，Glut1のmRNAレベルの評価をしたところ(Busk et al., 2011)，CA9，Glut1

いずれも心不全群で有意に増加した（図 4-10）． 

 

図 4-10. コントロール群と心不全群におけるCA9，Glut1のmRNA レベルの比

較． 

データは平均値±標準誤差（n=3-5）．*p<0.05 vs. control群． 
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4.3.7. 低酸素が complex IIの発現量，機能に及ぼす影響 

既報(Zeng et al., 2011)を参考に，低酸素モデルとしてDeferoxamine （DFO：鉄キ

レート剤）を含んだ培養液でH9c2細胞を 24時間培養し低酸素群とした．DFOを含

まずに培養した細胞をコントロール群として complex IIの機能や発現量を比較した．

まず，Real time-PCR法によりGlut1やCA9のmRNAレベルを比較したところ，心

不全群で有意に増加した（図 4-11）． 

 

 

図 4-11. コントロール群とDFO群におけるCA9，Glut1のmRNAレベルの比

較．データは平均値±標準誤差（n=4）．*p<0.05 vs. control群． 
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コントロール群，低酸素群で complex IIの呼吸能を測定したところ，低酸素群で

有意に低下した（図 4-12）． 

 

 

図 4-12. コントロール群と低酸素群における complex II呼吸能の比較． 

データは平均値±標準誤差（n=8）．*p<0.05 vs. control群． 
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次に，ミトコンドリア当たりの complex IIの発現量をブルーネイティブ法で比較

したところ，低酸素群で有意に低下した（図 4-13）． 

 

 

図 4-13. コントロール群と低酸素群における complex II発現量の比較． 

データは平均値±標準誤差（n=6）．*p<0.05 vs. control群． 
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Complex IIサブユニットのミトコンドリア当たりの発現量をポリアクリルアミ

ドゲル電気泳動法で比較したところ，SDHAの発現量は低酸素群で有意に低下し

た（図 4-14）． 

 

 

図 4-14. コントロール群と低酸素群におけるミトコンドリア当たりの complex II

サブユニットの発現量の比較． 

データは平均値±標準誤差（n=6-8）．*p<0.05 vs. control群． 
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 ミトコンドリア当たりの SDHAの発現量が低酸素群で有意に低下したため，

SDHAのwhole cell lysateの発現量をコントロール群と低酸素群で比較した．Whole 

cell lysateの SDHAの発現量は両群間で有意差はなかった（図 4-15）． 

 

図 4-15. コントロール群と低酸素群におけるwhole cell lysateの SDHAの発現量

の比較． 

データは平均値±標準誤差（n=5）． 
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4.4. 考察 

心筋梗塞後早期には complex IIのサブユニットや会合因子のミトコンドリア当

たりの発現量が心不全群で低下しており，これが complex IIの発現量低下，機能低

下の原因であると考えられた．siRNAで SDHAをノックダウンした際に complex II

の発現量が低下し，呼吸能も低下した（図 4-5）ことから，complex IIサブユニッ

トの発現量が低下することで complex IIを構成できずに発現量が低下し，それに伴

って機能も低下することが示された． 

次に，complex IIのサブユニットや会合因子が低下するメカニズムを探るため，

心筋梗塞 6時間後に有意な低下を示した SDHA，SDHD，SDHAF1について細胞当

たりでの発現量を評価したところ，SDHA，SDHDは細胞当たりでの発現量は心不

全群で低下しておらず，むしろ増加していた（図 4-6）．このことから，SDHAや

SDHDは細胞質には存在しているものの，ミトコンドリアへの輸送が阻害されて

いるためにミトコンドリア当たりの発現量が低下していると考えられた．ミトコン

ドリアへの輸送が低下するメカニズムについては本研究では明らかにできなかった

が，タンパク質をマトリックス内に輸送する働きをもつ TOM，TIM 複合体の発現

量や機能が低下している可能性が考えられ，今後の検討課題である．一方，

SDHAF1は細胞当たりでも有意に低下していたことから，転写レベルで低下して

いるか，つくられたタンパク質の分解が亢進していると考えられた．Real time-

PCRによりmRNAレベルを評価したところ，両群間で差はなかった（図 4-7）こ

とから，転写レベルの低下ではなくタンパク質の分解亢進が原因であると推測され

た．分解系についての評価は本研究では行っておらず今後の課題である． 

心筋梗塞後早期に complex IIのサブユニットの発現量が低下するトリガーとし

て，上述したように炎症反応亢進や低酸素が complex IIサブユニット発現量低下の

誘因となるかを検証した． 

心筋梗塞後の心筋では非梗塞領域も含めて炎症反応が亢進していることが報告

されている(Irwin et al., 1999)が，Real time-PCRによるサイトカインの評価で本研究

の心筋梗塞マウスでも炎症反応が亢進していることが示された（図 4-8）．炎症反

応の亢進が complex II機能低下の原因となるかどうか評価するために，マウスに

LPSを投与して炎症反応を亢進させた(Ando et al., 2000)．LPS投与後の心筋を採取

し，PCRで炎症反応が亢進していることを確認した（図 4-9）．このマウスの心筋

ミトコンドリアにおける complex IIの機能を評価したところ，LPS投与群で機能低

下はなく，炎症反応の亢進は complex II機能低下の主原因ではないと考えられた

（図 4-9）． 
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次に，心筋組織が低酸素に陥っていると考え，低酸素マーカーとして知られる

CA9やGlut1の発現量を評価した．特にmRNAレベルが細胞の低酸素のよい指標

となることが報告されている(Busk et al., 2011)ため，mRNAレベルで評価したとこ

ろ，いずれも心筋梗塞後早期で有意に増加しており，心筋の低酸素が示唆された

（図 4-10）．そこで，低酸素モデルの培養細胞を用いて complex IIの機能を評価し

た．低酸素モデルとして，これまでに広く使用されている鉄キレート剤である

DFOを加えて培養したH9c2細胞を使用した(Zeng et al., 2011)．DFOを加えて培養

した群ではCA9やGlut1のmRNAレベルが増加していることを確認した（図 4-

11）．低酸素群はコントロール群と比較し，complex IIの呼吸能が低下した（図 4-

12）．ミトコンドリア当たりの complex IIサブユニット（SDHA）の発現量の低下

（図 4-14）が complex IIの発現量低下（図 4-13）を引き起こし，これが呼吸能低下

の原因と考えられた．心筋梗塞後早期のミトコンドリア当たりの complex IIサブユ

ニット発現量は，図 3-13に示したように 4つのサブユニット（SDHA，SDHB，

SDHC，SDHD）間で必ずしも一致した動きはしない．全体的に低下傾向はあるも

のの，例えば SDHAは 6時間後，SDHCは 1日後に有意に低下したというよう

に，低下するタイミングはサブユニットごとに異なっていた．今回コントロール群

と低酸素群の比較ではミトコンドリア当たりの発現量は低酸素群で SDHAのみ有

意に低下したが，DFOの濃度や培養時間を変化させることで各サブユニットの発

現量は変動することが推測される．ミトコンドリア当たりでは SDHAの発現量は

低酸素群で有意に低下したが，whole cell lysateでは低下しておらず（図 4-15），こ

れは心筋梗塞後早期のサブユニットの挙動と一致していた． 

心筋梗塞後早期の心筋で低酸素マーカーが上昇したこと，低酸素群でミトコン

ドリア当たりの complex IIサブユニット発現量が低下したこと（whole cell lysateで

のサブユニットの低下はなし），complex II発現量が低下したこと，complex IIの呼

吸能が低下したことから，低酸素が心筋梗塞早期にみられた complex IIの機能低下

の一因であることが示唆された． 

ミトコンドリア当たりの complex IIサブユニットの発現量低下は心筋梗塞後早

期にみられるものの，治療介入なしに 14日後にはコントロールと同程度の発現量

であった（図 3-12）．また，complex II呼吸能も 3日後，7日後とコントロールと同

程度であったことから（図 3-8），心筋梗塞後早期の complex II機能低下に対する治

療介入の必要性はないのかもしれない．しかし，早期のミトコンドリア機能低下が

慢性期のミトコンドリア機能に影響を及ぼしている可能性もあり，その場合には早

期のミトコンドリア機能低下に介入する意義がある．これらの点については今後の

検討が必要である．  
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第 5章：心筋梗塞後心不全マウス慢性期の心筋ミトコンドリア complex II機能低

下の原因に関する研究 

5.1. 実験 5：コントロール群，心不全群における succinyl-CoA及びミトコンドリ

アタンパク質のサクシニル化の比較と complex II呼吸能との関連． 

5.1.1. 緒言 

実験 3（第 3章）により心筋梗塞後心不全マウスの早期，慢性期の心筋ミトコン

ドリア complex II機能が低下することが明らかとなった．また，実験 4（第 4章）

では早期の complex II機能低下は complex IIサブユニットや会合因子のミトコンド

リア内の発現量低下が一因であることを示した．慢性期には心不全群のサブユニッ

トや会合因子のタンパク質発現量はコントロール群と同等まで改善しており（実験

3），complex II機能低下の要因は早期とは異なると推測された．心筋梗塞後慢性期

は心不全を発症している（実験 3）ことから，心不全に関連した下記の要因が考え

られた． 

心不全の心筋では，ケトン代謝やヘム合成が亢進することが報告されている

(Bedi et al., 2016; Khechaduri et al., 2013)．不全心筋では心筋の主要なエネルギー源で

ある脂肪酸の利用能力が低下し，その代替としてケトン体の利用と代謝が亢進する

(Aubert et al., 2016)．また，心不全の心筋におけるミトコンドリア機能は低下する

が，ミトコンドリア内で初期過程が始まるヘム合成は亢進する(Khechaduri et al., 

2013)．このヘム合成亢進は adaptiveな反応かmaladaptiveな反応なのか結論は出て

いない(Khechaduri et al., 2013)． 

これら 2つの経路に共通した重要な酵素としてサクシニルCoAがある．図 5-1

に示すように TCAサイクルにおいて，サクシニル CoAは complex IIへの succinate

の供給源となっており，サクシニルCoAが complex IIの機能に関与する可能性が

ある． 
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図 5-1. TCAサイクル，ケトン代謝，ヘム合成経路におけるサクシニル CoA 

 

サクシニルCoAは心筋組織内のAcyl-CoAの中で最も豊富に存在するもので，

ミトコンドリアタンパク質のサクシニル化に寄与する(Sadhukhan et al., 2016)．サク

シニル化はタンパク質翻訳後修飾の 1つで，サクシニル化が complex IIの機能に影

響を及ぼす可能性が知られている(Zhang et al., 2017)．これまでに心不全においてサ

クシニルCoAが減少することは報告されている(Bedi et al., 2016)が，心不全におけ

るサクシニルCoAの減少がミトコンドリアタンパク質のサクシニル化や complex II

の機能に与える影響は明らかになっていない．そこで我々は，「心不全ではサクシ

ニルCoAが減少し，ミトコンドリアタンパク質のサクシニル化が減少し，complex 

IIの機能が低下する」という仮説を立て，これを実験 5で検証した． 
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5.1.2. 方法 

5.1.2.1. 心不全モデルマウスの作製 

3.2.1.と同様の方法で心不全モデルマウスを作製した．慢性期の評価のため 28日

後に心臓を摘出した． 

 

5.1.2.2. 質量分析 

心筋からの代謝物質抽出 

液体窒素で凍結した心筋組織 （70-90 mg） を金属小片でMultiBeads Shockerを

用いて 2,000 rpm 10秒間で破砕した．破砕したサンプルを 70%メタノール，10 

mg/ml 2-（N-Morpholino）-ethanesulfonic acid （MES）にBIORUPTORを用いて溶

解した（30秒間超音波処理した後 30秒間冷却を 5セット繰り返した）．21,500 gで

5分間遠心し，上清を回収し，液体クロマトグラフィー質量分析 （LC-MS） 用の

サンプルとした． 

 

液体クロマトグラフィー質量分析による代謝産物の解析 

サクシニルCoAを含む TCAサイクルの中間代謝物を測定するために，上清の 5 

μlをACQUITY BEHカラムにアプライして分離し，LCMS 8040を使用して分析し

た．移動相は（A） 15 mM酢酸，10 mMトリブチルアミン，3%メタノール，

（B） 100%メタノールとした．グラジエント溶離は，次のようにメタノール濃度

を徐々に上げた：0~6分，0% B；6~26分，0-90% B；0% Bまで低下させて 15分．

流速は 0.3 mL/min，カラムオーブン温度は 40℃，エレクトロスプレーイオン化に

関するパラメータは下記の通りとした．ドライイングガス流速 15 L/min；ネブライ

ザーガス流速 3 L/min；ヒーティングガス 10 L/min；脱溶媒管（Desolvation line）温

度 250℃；ヒートブロック温度 400℃，衝突ガス 230 kPa．データ解析は

Labsolutions software （島津，日本）を使用し，シグナル強度はMESシグナルを標

準とした． 

 

5.1.2.3. 組織からのミトコンドリア単離 

2.1.2.2.と同様の方法でミトコンドリアを単離した． 

 

5.1.2.4. 細胞からのミトコンドリア単離 

4.2.5.と同様の方法でミトコンドリアを単離した． 

 

5.1.2.5. ミトコンドリアタンパク質濃度測定 
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2.1.2.2.と同様の方法でタンパク質濃度を測定した． 

 

5.1.2.6. ポリアクリルアミドゲル電気泳動法 

2.1.2.5.と同様の方法で行った． 

 

5.1.2.7. ブルーネイティブ電気泳動法 

2.1.2.6.と同様の方法で行った． 

 

5.1.2.8. ミトコンドリアタンパク質のサクシニル化/脱サクシニル化アッセイ 

単離ミトコンドリアタンパク質のサクシニル化 

組織，細胞から単離したミトコンドリアにサクシニル CoA （0，0.3，1，3，10 

mM）を加え，30℃で 15分静置した． 

 

単離ミトコンドリアタンパク質の脱サクシニル化 

1 リジン：C57BL/6J マウスの心筋から単離したミトコンドリアに 1.0，10 mM の

リジンを加え，15 分間インキュベートした．リジンを加えることによる pH 変

化の影響を考慮して，HClを加えて pHを調製した．  

2 SIRT5 （Recombinant human SIRT5）：C57BL/6J マウスの心筋から単離したミト

コンドリアに，recombinant SIRT5 20 μgとNAD 5 mMを加え，succinyl-CoA 0，

3，10 mMとともに 37℃で 60分間静置した．SIRT5の量は既報を元に決定した

(Nakagawa et al., 2009)． 

3 Acetyl-CoA：過去の報告(Quant et al., 1990)を参考に，C57BL/6J マウスの心筋から

単離したミトコンドリアを desuccinylation mediumで溶解し，Acetyl-CoA 0.1 mM

もしくは 1 mM加え，30℃で 1時間静置した． 

  

培養細胞のミトコンドリアタンパク質脱サクシニル化 

1 グリシン：H9c2 細胞の培養液にグリシン 100 mM を加え，6 時間培養した．培

養後に細胞を回収し，ミトコンドリアを単離した． 

2 2-Deoxy-D-glucose（2-DG）：過去の報告(Chen et al., 2017)を参考に，H9c2細胞の

培養液に 15 mMの 2-DGを加え，20分間培養した．培養後に細胞を回収し，ミ

トコンドリアを単離した． 

3 Iodoacetic acid （IAA）：過去の報告(Chen et al., 2017)を参考に，H9c2細胞の培養

液に 5 μM の IAA を加え，20 分間培養した．培養後に細胞を回収し，ミトコン

ドリアを単離した． 
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4 Tyrphostin A9 （TA9）：過去の報告(Chen et al., 2017)を参考に，H9c2細胞の培養

液に 5 μM の TA9 を加え，20 分間培養した．培養後に細胞を回収し，ミトコン

ドリアを単離した． 

 

5.1.2.9. β-OHB測定 

beta HB Assay kit （ab83390, Abcam）を使用して，心筋の β-OHB量を測定した． 

サンプルの準備 

1) マウスから心筋を採取し，心筋 15-20 mgと beta HB Assay Buffeer 200μlをガラス

製のホモジナイザーに入れ，15回ホモジナイズした． 

2) エッペンチューブに移し，20,000 gで 5分間遠心し，上清を新たなエッペンチュ

ーブに移した． 

3) サンプル 100 μlに対して Perchloric acid （PCA） 6 Mを 20 μl加え，氷上で 5分

間インキュベートした． 

4) 13,000 gで 2分間遠心し，上清を新たなエッペンチューブに移した． 

5) pH 6.5-8.0になるように 2 M KOHを加えた． 

6) 13,000 gで 15分間遠心し，上清を新たなエッペンチューブに移した． 

スタンダードの準備 

1) beta HBのスタンダードを水で 10倍希釈し，96ウェルプレートに 0，4，8，12，

16，20 μlを入れ，トータル 50 μlになるように beta HB Assay Buffer を加えた． 

2) beta HB Assay Buffer 46 μl，Enzyme Mix 2 μl，Substrate Mix 2 μlを混合してReaction 

Mix を作製し，各ウェルに 50 μlずつ加えた． 

サンプルの測定 

1) 96ウェルにサンプル 50 μlを加え，上記のReaction Mix を 50 μlずつ加えた． 

2) 遮光して 30分間室温でインキュベートした． 

3) マイクロプレートリーダーで 450 nm波長の吸光度を計測した． 

スタンダードの吸光度から得られる検量線を元にしてサンプルの β-OHB量を算出

した． 

 

5.1.2.10. ミトコンドリアヘムの測定 

QuantiChrom™ Heme Assay Kitを使用してミトコンドリアヘムを測定した． 

1) 上述した方法でマウスから採取した心筋からミトコンドリアを単離した．タン

パク質濃度を測定し，100 μg/ 50 μlに調製した． 

2) 96ウェルプレートにサンプル 50 μlとReagent 200 μlを加えた． 

3) コントロールとして，KitのCalibrator 50 μlとReagent 200 μlを加えた． 
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4) マイクロプレートリーダーで 400 nm波長の吸光度を計測した． 

コントロールを 62.5 μMとし，サンプルのミトコンドリア濃度を算出した 

 

5.1.2.11. ミトコンドリア呼吸能 

2.1.2.4.と同様の方法でミトコンドリア呼吸能を測定した． 

 

5.1.2.12. 免疫沈降 

1) マウスを屠殺し，心筋からミトコンドリアを単離した． 

2) ミトコンドリアタンパク質の濃度を測定した． 

3) ミトコンドリアタンパク質 1 mgを 0.5% lauryl maltosideを含む PBSで溶解し

た． 

4) 氷上で 30分間静置した． 

5) 20,000 gで 30分間遠心し，上清を新たなエッペンチューブに移した． 

3) サンプルに免疫沈降用の抗体 1 µg/mlを加え， 4oCで翌朝までインキュベート

した． 

4) アガロース結合抗体（rProtein A SepharoseTM Fast Flow：GE Healthcare）を加

え，4oC，6時間インキュベートした． 

※ビーズとクロスリンクした抗体を使用した場合には抗体を加えて翌朝までイ

ンキュベートし，（5）の工程は省略した． 

5) 5,000 rpmでスピンダウンし，上清を破棄した． 

6) Wash buffer*2で 5回洗浄した． 

*2 Wash bufferの組成: NaCl 150 mM, Tris-HCl pH 7.6 50 mM, Triton 0.1% 4.5 ml 

7) 5,000 rpmでスピンダウン後，上清を破棄した． 

8) 20 μl のグリシン（1 M, pH 2.8）でサンプルを溶解し，氷上で 15分間インキュ

ベートした．1分おきにピペッティングした． 

9) 1500 gで 1分間遠心し，上清を新たなエッペンチューブに移した． 

10)  9）をもう一度繰り返した．  

11)  5 μlの 2x sample bufferを加えた．サンプルは黄色に変化した． 

12)  Tris-HCl （1 M, pH 7.4） を少量ずつサンプルが青くなるまで加えた． 

13)  加えた Tris-HCl量から計算し，必要な 2x sample bufferを加えた． 

14)  100 oCで 5分間煮沸した．  

15)  -80 oCで保存した． 

 

5.1.2.13. 統計学的解析 
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統計処理は，GraphPad Prism 7 software （Graphpad Software, San Diego, California, 

USA） を用いて行った．データは，平均値±標準誤差で示した．2 群間の平均値の

差の検定はスチューデントの t 検定で行った．多群間の平均値の差の検定は一元配

置分散分析を用いて行い，有意差がみられた場合に Tukey 法または Dunnett 法によ

る多重比較検定を行った．P-values<0.05をもって統計学的に有意と判定した． 
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5.1.3. 結果 

5.1.3.1. コントロール群，心不全群における心筋の succinate，αケトグルタル酸，

サクシニルCoA量の比較． 

心筋当たりの succinate，αケトグルタル酸は心不全群で増加したのに対してサク

シニルCoAは心不全群で有意に低下した（図 5-2）． 

 

 

図 5-2. コントロール群，心不全群の心筋組織当たりの succinate，サクシニル

CoA，αケトグルタル酸量の比較． 

データは平均値±標準誤差（n=6）．*p<0.05 vs. control群． 
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5.1.3.2. コントロール群，心不全群におけるサクシニルCoA合成酵素発現量の比

較． 

TCAサイクルでサクシニル CoAを succinateとCoAに変換する酵素であるサク

シニルCoA合成酵素（SUCLA2，SUCLG1）の増加はサクシニル CoAを減少させ

る要因になる．これらのサクシニルCoA合成酵素の発現量をポリアクリルアミド

ゲル電気泳動法で評価すると，SUCLA2は心不全群で有意に低下，SUCLG1は心

不全群で低下傾向を示した．この結果から，この酵素がサクシニルCoAの減少に

関与していることは否定的と考えられた（図 5-3）．TCAサイクルのみでサクシニ

ルCoAの減少を説明することは困難である．サクシニルCoAは TCAサイクル以

外の経路，すなわち，ケトン代謝やヘム合成にも関与しており，これらの経路につ

いて評価する必要があると考えた． 

 

図 5-3. コントロール群，心不全群のミトコンドリア当たりのサクシニルCoA合

成酵素発現量の比較． 

データは平均値±標準誤差（n=6）．*p<0.05 vs. control群． 
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5.1.3.3. コントロール群，心不全群におけるケトン代謝の比較 

ケトン代謝では，OXCT-1がアセトアセテートからアセトアセチルCoAを産生

する際に，CoAの供給源としてサクシニルCoAを succinateに変換する（図 5-1）．

このOXCT-1のミトコンドリア当たりの発現量は心不全群で有意に増加していた．

また，ケトン体（β-OHB）量は心筋組織で減少し，血中で増加した．これは既報と

同様であり(Bedi et al., 2016)，心不全群でのケトン代謝が亢進していた（図 5-4）． 

(A)                                    (B) 

 

図 5-4. コントロール群，心不全群のミトコンドリア当たりのOXCT-1発現量の

比較 （A）．心筋，血液中の β-OHB量の比較 （B）． 

データは平均値±標準誤差（n=4-12）．*p<0.05 vs. control群． 
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5.1.3.4. コントロール群，心不全群におけるヘム合成の比較 

サクシニルCoAはヘム合成にも関与し，ヘム合成の初期段階の反応はミトコン

ドリア内で起こり，ALASによってグリシンとサクシニルCoAからALAが合成さ

れる（図 5-1）．このALASの発現量やミトコンドリアのヘムは心不全群で有意に

増加した（図 5-5）．これらのことから，サクシニル CoAはケトン代謝やヘム合成

の亢進により消費され，その結果，心不全群でサクシニルCoAが減少していると

考えられた． 

(A)                                        (B) 

 

図 5-5. コントロール群，心不全群のミトコンドリア当たりのALAS-1発現量の比

較 （A）．ミトコンドリアヘム量の比較 （B）． 

データは平均値±標準誤差（n=6）．*p<0.05 vs. control群． 
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5.1.3.5. サクシニルCoA量がミトコンドリアタンパク質のサクシニル化や complex 

IIの機能に与える影響 

単離ミトコンドリアへのアセチルCoAの添加はミトコンドリアタンパク質をア

セチル化させることが報告された(Davies et al., 2016)．これを参考に，我々は

C57BL/6J マウスの心筋から単離したミトコンドリアにサクシニルCoAを加えるこ

とでミトコンドリアタンパク質のサクシニル化を増加させることを明らかにした．

興味深いことに complex IIの呼吸能は，ミトコンドリアに 10 mMのサクシニル

CoAを加えたときには有意に低下したのに対し，1 mMのサクシニル CoAを加え

た時には逆に増加する傾向だった（図 5-6）．このことから，サクシニル CoAの添

加によるサクシニル化とミトコンドリア complex II呼吸能は二峰性を示し，過剰な

サクシニル化はタンパク質の機能を低下させるが，適度なサクシニル CoAを加え

た時のサクシニル化はタンパク質が正常に機能するためには必要な修飾である可能

性が考えられた． 

(A)                                             (B) 

 

 

図 5-6. サクシニルCoA量によるミトコンドリアタンパク質のサクシニル化の変

化 （A）．サクシニルCoA量による complex II 呼吸能の変化 （B）． 

データは平均値±標準誤差（n=3-19）．*p<0.05 vs. 0 mM． 
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5.1.3.6. コントロール群，心不全群におけるサクシニル化と complex II機能の比較 

心不全群はサクシニルCoAの低下とともに，ミトコンドリアタンパク質のサク

シニル化は有意に低下するが，サクシニルCoAの添加により改善した．現在まで

に唯一，脱サクシニル化に働くことが知られている SIRT5の発現量は心不全群で

の増加はなく，SIRT5による脱サクシニル化の関与は否定的であった．Complex II

呼吸能はコントロール群に比較して心不全群で有意に低下し，心不全群のミトコン

ドリアに 1 mMのサクシニル CoAを加えることで complex II呼吸能は改善した

（図 5-7）． 

 

 

 

 

図 5-7. コントロール群，心不全群，心不全+サクシニルCoA群のミトコンドリア

タンパク質のサクシニル化の比較 （A）．コントロール群，心不全群，心不全+

サクシニルCoA群の complex II呼吸能の比較 （B）．コントロール群，心不全

群におけるミトコンドリア当たりの SIRT5の発現量の比較 （C）． 

データは平均値±標準誤差（n=3-10）．*p<0.05 vs. control群，†p<0.05 vs. HF群．  

（A） （B） 

（C） 
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5.1.3.7.  Complex II機能不全によるサクシニル化の変化 

これまでの結果から，心不全の心筋ではサクシニル CoAが TCAサイクル以外

の経路で消費されるため（図 5-4，5-5），サクシニル CoAやサクシニル化が減少す

ると推測している．しかしながら，TCAサイクルのみを考えると，complex IIの機

能低下によりサクシニル CoAや succinateは増加すると考えられる．この点を検証

するために，siRNAで SDHA遺伝子をノックダウンすることで Complex II機能を

抑制した際のサクシニル化を評価した．その結果，siSDHA群ではサクシニル化は

有意に増加した（図 5-8）． 

 

 

図 5-8. SDHAノックダウンによる complex II機能不全がサクシニル化に及ぼす

影響． 

データは平均値±標準誤差（n=3）．*p<0.05 vs. control群． 
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5.1.3.8. コントロール群，心不全群における complex IIの発現量の比較 

第 2章の実験 1で，ミトコンドリア complex II呼吸能はミトコンドリア当たり

の complex II発現量により制御されうることを明らかにしたため（図 2-15），ミト

コンドリア当たりの complex IIの発現量をブルーネイティブ法で SDHA抗体を使

用して評価した．ミトコンドリア当たりの complex IIの発現量は心不全群で有意に

低下した．心不全群のミトコンドリアにサクシニル CoAを加えても complex IIの

量は低下したままであった（図 5-9）． 

 

 

 

図 5-9. コントロール群，心不全群，心不全+サクシニルCoA群のミトコンドリア

当たりの complex II発現量の比較． 

データは平均値±標準誤差（n=6）．*p<0.05 vs. control群． 
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5.1.3.9. コントロール群，心不全群における complex I，IVの機能の比較 

一方，complex Iや complex IVの機能は，心不全群にサクシニル CoAを加えて

も有意な変化はなかった（図 5-10）． 

 

 

図 5-10. コントロール群，心不全群，心不全+サクシニルCoA群の complex I，

complex IV呼吸能の比較． 

データは平均値±標準誤差（n=3）．N.S. 有意差なし． 
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5.1.3.10. サクシニル化の低下が complex II機能に与える影響 

サクシニル化が低下した際の complex IIの機能を評価するために，ミトコンド

リアタンパク質を脱サクシニル化する方法を 5つの実験にて検討した． 

まず，脱サクシニル化に働くことが知られている SIRT5を単離したミトコンド

リアに加えて反応させた．SIRT5はNAD+依存的に働く酵素であるため，NAD+も

同時に加えた．脱サクシニル化の反応を促進するために succinyl-CoAを添加しサ

クシニル化を増やした状態でも検討した．しかしながら予想に反して SIRT5を加

えてもサクシニル化は変化しなかった（図 5-11）．図 5-7に示したように心不全群

のミトコンドリアタンパク質のサクシニル化に SIRT5の関与が大きくないことと

同様の結果であった． 

 

図 5-11. C57BL/6Jマウスの心筋から単離したミトコンドリアに SIRT5を加えた

時のサクシニル化の変化． 
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次に，サクシニル化はリジン残基に起こる反応であるため，リジンを飽和させ

ることによりタンパク質のリジン残基のサクシニル化を減らせると仮説を立て，検

証した．リジンを 1 mM，10 mM加えて反応させたが，タンパク質のサクシニル化

レベルに変化はなかった（図 5-12）． 

 

 

図 5-12. C57BL/6Jマウスの心筋から単離したミトコンドリアにリジンを加えた

時のサクシニル化の変化． 
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3つ目の実験として，アセチル化を亢進することによりタンパク質を脱サクシニ

ル化した研究が報告されていたため(Quant et al., 1990)，この論文を参考にして同様

の実験を行った．Desuccinylation medium内で，単離したミトコンドリアにAcetyl-

CoA （0.1 mM，1 mM）を添加することで脱サクシニル化が亢進すると報告されて

いたが，本実験ではサクシニル化の低下はなかった（図 5-13）． 

 

 

図 5-13. C57BL/6Jマウスの心筋から単離したミトコンドリアにAcetyl-CoAを加

えた時のサクシニル化の変化． 
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単離ミトコンドリアで脱サクシニル化反応を起こすのが困難であったため，4つ

目の実験として，心筋培養細胞（H9c2細胞）を使用して脱サクシニル化を試み

た．過去の報告(Chen et al., 2017)を参考に，2-DG 15 mM，IAA 5 μM，TA9 5 μMを

それぞれ加えて 20分間培養したが，サクシニル化は低下しなかった（図 5-14）． 

 

 

図 5-14. H9c2細胞に 2-DG，IAA，TA9を加えて培養した際のミトコンドリアタ

ンパク質のサクシニル化の変化． 
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最後に 5つ目の実験として，ヘム合成の過程でグリシンとサクシニル CoAが反

応してALAが合成されるため（図 5-1），この反応を促進することでサクシニル

CoAが消費されると仮説を立て検証した．H9c2細胞を，培養液にグリシンを加え

て培養するとミトコンドリアタンパク質のサクシニル化は有意に低下した．この細

胞を回収して単離したミトコンドリアにサクシニル CoAを加えるとサクシニル化

は増加した．また，complex II機能はサクシニル化に伴って改善した．すなわち，

グリシンを加えて培養した際にサクシニル化および complex II機能は低下し，サク

シニルCoAを加えることで増加した（図 5-15）．これらの結果からサクシニル化の

低下が complex IIの機能低下に関与することが示唆された． 

 

 

図 5-15. コントロール群，グリシン群，グリシン+サクシニルCoA群のミトコン

ドリアタンパク質のサクシニル化の比較 （A）．コントロール群，グリシン群，

グリシン+サクシニルCoA群の complex II呼吸能の比較 （B）． 

データは平均値±標準誤差．（n=4-8）．*p<0.05 vs. control群，†p<0.05 vs. glycine群． 

 

  

（A） （B） 
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5.1.3.11. Complex IIのサクシニル化部位の評価 

ミトコンドリアタンパク質のサクシニル化が complex IIの機能制御に重要であ

ることが示されたが，どのタンパク質がサクシニル化の治療標的となるかは不明で

ある． Complex IIの機能はサクシニル化によって変化したのに対し，complex Iや

complex IVの機能は変化しなかったため，complex II自体がサクシニル化されてい

る可能性が高いと考え，complex IIのサクシニル化を評価した． 

C57BL/6J マウスの心筋ミトコンドリアを complex IIに対する抗体で免疫沈降

し，各サブユニットの抗体でブロッティングした．各サブユニットの発現が確認で

きたため，サクシニルリジンに対する抗体でブロッティングし，サクシニル化を評

価したところ，SDHAと SDHBが検出された（図 5-16）． 

 

 

 図 5-16. C57BL/6Jマウス心筋ミトコンドリアにおける免疫沈降結果．Complex 

IIに対する抗体で immunoprecipitation（IP）し，SDHサブユニットでブロッテ

ィングした結果．Complex IIに対する抗体で IPし，succinyllysineに対する抗体

でブロッティングした結果． 
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5.1.3.12. コントロール群，心不全群における SDHA，SDHBのサクシニル化の比

較 

図 5-16の結果を基に，コントロール群，心不全群，心不全+サクシニル CoA群

の 3群で，心筋ミトコンドリアをサクシニルリジンの抗体で免疫沈降し，SDHA，

SDHBの抗体でブロッティングした．しかしながら，いずれも有意な変化はなかっ

た（図 5-17）． 

 

 

 

図 5-17. コントロール群，心不全群，心不全+suc-CoA群における succinyl-

SDHA，succinyl-SDHBの比較．データは平均値±標準誤差（n=4~8）．  
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5.1.4. 考察 

心筋梗塞後心不全の慢性期の解析で，サクシニル CoAの低下やミトコンドリア

タンパク質のサクシニル化が低下し，これらの変化が complex IIの機能不全の原因

と考えられた．さらに，ミトコンドリアにサクシニルCoAを加えることでサクシ

ニル化の増加を介して，complex IIの機能を改善させた． 

過去の報告(Bedi et al., 2016)と同様にサクシニル CoAは心不全群で低下した（図

5-2）．サクシニルCoAは TCAサイクルのみでなく，ケトン代謝やヘム合成などの

経路にも関与する（図 5-1）．心筋組織でのケトン体が低下し（図 5-4），血中での

ケトン体が増加した（図 5-5）ことから心不全群においてケトン代謝が亢進してい

ることが示唆された．また，ミトコンドリアヘムは増加しており，ヘム合成の亢進

が考えられた．これらの結果は過去の報告と同様の結果であった(Bedi et al., 2016; 

Khechaduri et al., 2013)．サクシニルCoAはこれらの経路の亢進により消費され，そ

の結果，心不全群でサクシニル CoAが低下するものと推測された．TCAサイクル

においてサクシニルCoAを succinateとCoAに変換する酵素である SUCLA2や

SUCLG1の発現は増加しておらず（図 5-3），これらの機能亢進によってサクシニ

ルCoAが減少したということではないと考えられる．また，siRNAにより SDHA

をノックダウンさせることで complex IIの機能を低下させるとミトコンドリアタン

パク質のサクシニル化は増加した（図 5-8）．この結果は，心不全では単純に

complex IIの機能が低下しているだけではなく，上述したケトン代謝やヘム合成経

路の亢進が関与していることを裏付けるものと言える． 

サクシニル化はタンパク質翻訳後修飾の 1つであり，sirtuin 5（SIRT5）という

脱サクシニル化に働くタンパク質とサクシニル CoAにより制御されていると考え

られている．サクシニル CoAはリジン残基へのサクシニル基のドナーとなり

(Weinert et al., 2013)，一方で SIRT5により脱サクシニル化される(Sadhukhan et al., 

2016)．本研究では，ミトコンドリアタンパク質のサクシニル化は心不全群で有意

に低下することを明らかにした（図 5-7）．一方で，SIRT5の発現量には有意差はな

く（図 5-7），心不全群での増加はなかったため，心不全群でのサクシニル化の低

下は SIRT5の機能亢進によるものではなく，サクシニルCoAの低下によるもので

あると考えられた．実際，心不全群のミトコンドリアへのサクシニル CoAの補充

はサクシニル化を増加させた（図 5-7）． 

サクシニル化は側鎖の正電荷を負電荷に変化させるため(Sadhukhan et al., 2016)，

タンパク質の構造や機能を変化させ得る．これまでにサクシニル化とタンパク質の

機能に関していくつか報告がある(Sadhukhan et al., 2016; Zhang et al., 2017)．これら

の研究では SIRT5の欠損マウスによりタンパク質が過剰にサクシニル化された際
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のタンパク質機能を評価している．Zhang らは SIRT5欠損マウスの肝臓ミトコン

ドリアでミトコンドリアタンパク質が過剰にサクシニル化され，complex IIの呼吸

能が低下したと報告した(Zhang et al., 2017)．しかし，このような過剰なサクシニル

化は生理的条件下で起こり難いものである．今回の研究では，C57BL/6J マウスの

心筋から単離したミトコンドリアに 10 mMのサクシニルCoAを加えたところ

complex IIの機能は低下した（図 5-6）．10 mMのサクシニルCoAを加えたミトコ

ンドリアタンパク質は著明にサクシニル化されており，これは SIRT5欠損による

過剰なサクシニル化と同等であると推測された．一方で，1 mMのサクシニル CoA

を加えたミトコンドリアの complex IIの呼吸能は増加傾向であった（図 5-6）こと

から，タンパク質が正常に機能するために適度なサクシニル化が必要であると考え

られた． 

正常なタンパク質の機能に適度なサクシニル化が必要であると考えられたこと

から，サクシニル化を減少させたときにタンパク質の機能が低下すると予測され，

この仮説を検証するための実験を行った．C57BL/6J マウスの心筋ミトコンドリア

を用いて，サクシニル化を減少させる方法を検討した．まず，recombinant SIRT5

をミトコンドリアに加えて脱サクシニル化を試みたが，サクシニル化は減少しなか

った（図 5-11）．この recombinantは humanのものであるためマウスでは機能しな

かった可能性がある．次に，サクシニル化修飾を受けるのがリジン残基であるた

め，「リジン残基を飽和させた環境下ではタンパク質のサクシニル化は減少する」

と仮説を立てた．リジン残基を加えるとアルカリ側に傾き pHが 10以上となった

ため，タンパク質構造への影響を考慮し，塩酸を加えて pHを調整した．仮説に反

して，リジン残基を加えてもサクシニル化に有意な変化はなかった（図 5-12）．リ

ジン残基を飽和させることで新たなサクシニル化修飾は防げても，タンパク質から

サクシニル基を外すことはできないのかもしれない．Quantらは acetyl-CoAを含む

bufferにタンパク質を溶解することで脱サクシニル化しており(Quant et al., 1990)，

この文献を参考に desuccinylation mediumを作製し acetyl-CoAを加えたが，やはり

サクシニル化に変化はなかった（図 5-13）．単離ミトコンドリアの脱サクシニル化

がうまくいかなかったため，培養細胞を使った方法を試みた．Chenらは，2-DGを

培養液に加えて 20分培養するとタンパク質のサクシニル化が減少したと報告して

おり(Chen et al., 2017)，同様の方法で脱サクシニル化を試みたが，サクシニル化は

変化しなかった（図 5-14）．次に，ヘム合成過程の初期反応でグリシンとサクシニ

ルCoAが反応しALA を合成する反応があるため（図 5-1），グリシンを加えるこ

とでこの過程を亢進させることができるのではないかと考えた．過去の報告(Li et 

al., 2015)と同様に，培養液にグリシンを加えて細胞を培養した．この細胞を回収し
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てミトコンドリアを単離したところミトコンドリアタンパク質のサクシニル化は減

少した．このサクシニル化が低下した単離ミトコンドリアにサクシニル CoAを加

えるとサクシニル化は増加した（図 5-15）．Complex II呼吸能は，グリシンを加え

て脱サクシニル化させた際に低下し，サクシニル CoAを加えてサクシニル化を再

度増加させることで改善した（図 5-15）．この結果から，ミトコンドリアタンパク

質のサクシニル化の減少が complex IIの機能低下と関連することが示唆された． 

サクシニル化の減少が complex II機能低下と関連することが示唆されたため，

心不全群のミトコンドリアのサクシニル化を増加させることで complex IIの機能を

改善することができると考えられた．そこで，心不全マウスの心筋ミトコンドリア

に 1 mMの succinyl-CoAを加えて complex II機能を測定したところ complex IIの機

能は心不全群と比較して有意に改善した（図 5-16）．サクシニルCoAは TCAサイ

クルで，complex IIの基質である succinateに変換されることから，サクシニル CoA

を加えた際の complex II機能改善は基質である succinateの増加によるものである

可能性も否定しきれない．この点を明らかにするため，complex IIの機能を測定す

る際に，いずれの群においても succinateが飽和した状態で測定した（図 2-11）．ミ

トコンドリア呼吸能の増加がみられなくなるまで succinateを一定量ずつ加えてい

き，呼吸能の最大値を評価した．この方法においても心不全のミトコンドリアにサ

クシニルCoAを加えたことにより complex IIの機能は有意に改善した．この結果

から，サクシニルCoAによる complex II機能改善は succinate量の増加には依存し

たものではないと考えられた． 

ミトコンドリア当たりの complex IIの発現量は，心不全群で有意に低下し，サ

クシニルCoAを加えても変化はなく（図 5-9），complex II機能改善は complex II発

現量の増加によらないことが示唆された．適度なサクシニル化は complex IIの会合

ではなく電子伝達の効率性に関与しているのかもしれない．また，心不全群で

complex IIの発現量が低下しており，サクシニル化以外に complex II発現量低下を

介して機能を低下させる要因があると考えられた． 

サクシニルCoAを加えても complex Iや complex IVの機能に有意な変化はなか

った（図 5-10）ことから，サクシニル化のターゲットタンパク質は complex II自身

である可能性が高いと考えられた．そこで，complex IIのサクシニル化について評

価した．C57BL/6J マウス心筋ミトコンドリアを complex IIに対する抗体で免疫沈

降し，サブユニットの発現を確認した後，サクシニルリジンの抗体でブロッティン

グしたところ SDHAと SDHBが検出され，SDHCや SDHDは検出されなかった

（図 5-16）．このことから complex IIのサブユニットのうち SDHAと SDHBがサク

シニル化を受けていることが示唆された．次に，コントロール群，心不全群，心不
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全にサクシニルCoAを加えた群の 3群のミトコンドリアで，サクシニルリジンの

抗体で免疫沈降したサンプルを SDHA，SDHBの抗体でブロッティングした．ばら

つきが大きく nが少ないが，SDHBは心不全群で低下し，サクシニル CoAを加え

て増加する傾向だった（図 5-17）．さらなる評価は必要であるが，現時点では

complex IIのうち SDHBのサクシニル化が重要であることが示唆された． 

本研究では，complex IIの機能を改善することができたものの，この機能改善が

心機能や予後の改善に結び付くかどうかは明らかにできていない．また，本研究で

complex IIを改善した方法はミトコンドリアを単離した後にサクシニル CoAを加え

るという ex vivoの方法であり，in vivoに応用できていない．これらの点は今後の

課題である． 

ミトコンドリア機能と心機能の関係についてはこれまでに複数の報告がある．

例えば，Huangらは，ドキソルビシンによる心毒性に対して自然化合物であるホノ

キオールの予防効果がミトコンドリア機能の低下を予防し，心保護作用を示した

(Huang et al., 2017)．また，Gomesらは，心筋梗塞後心不全ラットに対してALDH2

を活性化させることでミトコンドリア機能と心機能の低下を予防した(Gomes et al., 

2014)．これらの報告のようにミトコンドリア機能を改善させることで心機能や予

後が改善できる可能性は高く，complex IIの機能改善は心不全治療の 1つの方法に

なり得るものである． 
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5.2. 実験 6：コントロール群，心不全群におけるカルジオリピンの比較と complex 

II呼吸能との関連． 

5.2.1. 緒言 

実験 5では心筋ミトコンドリアタンパク質のサクシニル化低下が complex II機

能低下の一因であることが明らかになったが，サクシニル化の低下は complex II発

現量低下には寄与していなかった．心不全群の心筋ミトコンドリアでは complex II

の発現量が低下しており，complex II発現量低下の原因は別にあると考えられた．

実験 3で示したように慢性期においては complex IIのサブユニットや会合因子の発

現量は低下していなかったことから，complex II発現量低下の原因として complex 

IIの材料不足や complex II会合不全ではなく，一度つくられた complex IIの不安定

化や分解亢進の可能性が高いと考えた（図 4-1）． 

ミトコンドリア内膜にはミトコンドリア内膜特異的なリン脂質であるカルジオ

リピンが存在する．カルジオリピンの合成過程を既報(O'Neill, 2013)を参考に図 5-

18にまとめた．カルジオリピン合成の原材料であるホスファチジン酸（PA）は小

胞体でつくられ，小胞体からミトコンドリアの外膜へ運ばれる．その後，Ups1-

Mdm35複合体によりミトコンドリア外膜から内膜へ輸送される．CDP-DAG合成

酵素によりホスファチジン酸に CDPが付加され CDP-DAGが生成する．ミトコン

ドリア内膜のホスファチジルグリセロン酸合成酵素によりCDP-DAGはグリセロー

ル 3リン酸と縮合し，ホスファチジルグリセロン酸（PGP）となる．PGPは PGP

ホスファターゼによりカルジオリピン（CL）の前駆体であるホスファチジルグリ

セロール（PG）となる．PGはカルジオリピン合成酵素（CRLS）により CDP-

DAGと縮合しCLが生成する． 

このカルジオリピンは complex IIの安定化に重要であり(Schwall et al., 2012)，心

不全においてカルジオリピン量が低下することが報告されている(Mulligan et al., 

2012)．これらのことから，「心不全においてカルジオリピン量の低下が complex II

の不安定化を招き，結果として complex IIの発現量が低下する」という仮説を立

て，これを実験 6で検証した． 
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図 5-18. カルジオリピンの合成過程 
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5.2.2. 方法 

5.2.2.1. 心不全モデルマウスの作製 

3.2.1.と同様の方法で心不全モデルマウスを作製した．慢性期の評価のため 28日

後に心臓を摘出した． 

 

5.2.2.2. 組織からのミトコンドリア単離 

2.1.2.2.と同様の方法でミトコンドリアを単離した． 

 

5.2.2.3. ミトコンドリアタンパク質濃度測定 

2.1.2.2.と同様の方法でタンパク質濃度を測定した． 

 

5.2.2.4. ポリアクリルアミドゲル電気泳動法 

2.1.2.5.と同様の方法で行った． 

 

5.2.2.5. カルジオリピン解析（液体クロマトグラフィー） 

5 μlのサンプルをNexera X2，Q-Exactive mass spectrometerに注入し，Accucore 

C18カラム（150×2.1 mm, 2.6 μm）を使用した逆相液体クロマトグラフィーによっ

て分離した．移動相は（A）水：アセトニトリル 60：40，10 mMギ酸アンモニウ

ム，0.1%ギ酸，（B）イソプロパノール：アセトニトリル 90：10，10 mMギ酸アン

モニウム，0.1%ギ酸，カラム温度は 40°C，グラジエント条件は下記の通りとし

た：流速 0.3 ml/min；0-1.5分，32%B; 1.5–6分，32–58%B; 6-18分，58–75%B; 18–

21分，75–97%B; 21–25分，97%B; 25.1–35分，32%B．陰イオンモードのエレクト

ロスプレーイオン化に関するパラメータは下記の通りとした：sheath gas流速 40，

auxiliary gas流速 10，スプレー電圧 2.5 kV，capillary温度 350°C，heater温度

300°C．Q-Exactive mass spectrometerはフルスキャンモード，質量分解能 70,000と

した（scan range: 200–2000 m/z, automatic gain control target: 1e6，maximum ion 

injection time: 250 msec）．データ解析は LipidSearch softwareを使用して行った． 

 

5.2.2.6. 統計学的解析 

統計処理は，GraphPad Prism 7 software （Graphpad Software, San Diego, California, 

USA） を用いて行った．データは，平均値±標準誤差で示した．2群間の平均値の

差の検定はスチューデントの t検定で行った．P-values < 0.05をもって統計学的に

有意と判定した． 
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5.2.3. 結果 

5.2.3.1. コントロール群と心不全群における心筋ミトコンドリア当たりのリン脂質

の比較． 

ミトコンドリア合成過程の各リン脂質の心筋ミトコンドリア当たりの量をコン

トロール群，心不全群で比較した．PA（ホスファチジル酸）から PG（ホスファチ

ジルグリセロール）までは両群間に差がないものの，CLは心不全群で有意に低下

した（図 5-18）． 

 

 

図 5-18. コントロール群と心不全群における単離ミトコンドリア当たりのカルジ

オリピンの比較．データは平均値±標準誤差（n=4）．*p<0.05 vs. control群． 
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5.2.3.2. コントロール群と心不全群におけるCRLS1，PLD6の発現量の比較． 

カルジオリピンの合成に働く酵素である CRLS1，分解に働く PLD6のミトコン

ドリア当たりの発現量をコントロール群と心不全群で比較した．CRLS1はばらつ

きが大きく有意差はなかったものの心不全群で低下傾向を示した．ばらつきが大き

かったため，mRNAレベルでも評価したところ，心不全群で有意に低下した（図

5-19）． 

 

 

 

図 5-19. コントロール群と心不全群におけるCRLS1のmRNA，タンパク質レベ

ルの発現量の比較．データは平均値±標準誤差（n=5~6）．*p<0.05 vs. control群． 
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ミトコンドリア当たりの PLD6の発現量は心不全群で低下傾向があったが，両

群間に有意差は無かった（図 5-20）． 

 

 

図 5-20. コントロール群と心不全群における単離ミトコンドリア当たりの PLD6

の発現量の比較．データは平均値±標準誤差（n=6）． 
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5.2.4. 考察 

ミトコンドリア当たりのCL（カルジオリピン）は心不全群で有意に低下してお

り（図 5-18），これは過去の報告と一致する結果だった(Mulligan et al., 2012)．カル

ジオリピンの合成過程において上流の脂質である PEや PGはコントロール群と心

不全群で差がなかった（図 5-18）ことから，カルジオリピンが減少した原因は，

PGからCLの合成低下，もしくはCLの分解亢進が考えられた．CLの分解に関与

するタンパク質である PLD6は心不全群で増加しなかった（図 5-20）．一方，PG

からCLの合成に働く CRLS1はタンパク質レベルではばらつきが大きく評価が困

難であったが，mRNAレベルでは有意に低下した（図 5-19）．これらのことから，

PGからCLへの合成が抑制されたため CLが低下したと考えられた． 

本研究では，CLの低下と complex II発現量や呼吸能低下の関連を明らかにする

ことはできなかったが，これまでに complex IIの安定化にCLが重要な役割を果た

していることが報告されており(Schwall et al., 2012)，CLの低下が complex II発現量

や呼吸能低下に関与している可能性は十分に考えられる． 

今後，CRLS1ノックダウンによりCL合成を低下させた細胞で complex II発現

量や呼吸能を評価する．これによりCL低下と complex II発現量や呼吸能の関連が

示唆された場合，心不全マウスにCLの材料となるリノール酸やオレイン酸を多く

含む食餌を与え，CL量や complex II発現量，機能が改善するかどうかを評価する

予定である． 
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第 6章：総括および結論 

・本研究の結果から明らかになった事項の要約を以下に述べる． 

 

1. C57BL/6J マウスの心筋，骨格筋ミトコンドリアにおいて complex II呼吸能は

complex Iの呼吸能に匹敵した． 

2. 心筋梗塞後心不全マウスにおいて，心筋ミトコンドリアの complex IIの発現

量，呼吸能はコントロール群と比較して早期から慢性期にかけて低下した．  

3. 心筋梗塞後心不全マウスの早期に，心筋ミトコンドリアの complex IIサブユニ

ットや会合因子の発現量は有意に低下した．これらは慢性期には低下しなかっ

た． 

4. 低酸素モデルの細胞から単離したミトコンドリアでは complex IIサブユニット

や会合因子の発現量は低下し，complex IIの発現量，呼吸能が低下した． 

5. 心筋梗塞後心不全マウスの慢性期には，心筋のサクシニルCoA量，ミトコン

ドリアタンパク質のサクシニル化レベルは低下した．このミトコンドリアに

succinyl-CoAを添加すると，サクシニル化は増加し，complex II呼吸能は改善

した．Succinyl-CoAを添加した際に，complex II発現量の改善はなかった． 

6. 培養細胞にグリシンを加えることでミトコンドリアタンパク質のサクシニル化

は低下し，complex IIの機能は低下した．Succinyl-CoAを加えるとサクシニル

化，complex II機能ともに改善した． 

 

 

結論として，ミトコンドリアのATP産生において complex IIの果たす役割は

complex Iと匹敵して重要であることが示唆された．心筋梗塞後急性期においては

心筋組織の低酸素により complex IIサブユニットや会合因子のミトコンドリア内の

発現量低下し，complex IIの発現量や機能が低下した．心筋梗塞後慢性期には心筋

組織のサクシニルCoAが減少し，ミトコンドリアタンパク質のサクシニル化が低

下した．これらが complex IIの機能低下の一因であると考えられ，ミトコンドリア

にサクシニルCoAを加えることでサクシニル化の増加とともに complex IIの機能

は改善した．サクシニル CoAやサクシニル化が慢性心不全の治療ターゲットにな

り得ると考えられた． 

今後，in vivoの実験で，心不全マウスにサクシニル CoAを補充した際に，ミ

トコンドリア機能が改善し，心機能や予後が改善するかを検証したいと考えてい

る． 
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