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要旨 
【背景と目的】 
心不全は予後不良の症候群で，原因の多くは心筋梗塞（MI）などの虚血性心疾患に
よる．心不全の独立した予後の規定因子として運動耐容能が知られている．心不全患

者およびモデルマウスの骨格筋ではミトコンドリア機能を含むエネルギー代謝異常，

筋萎縮が生じ，運動耐容能の低下に大きく関わっている．現在，骨格筋異常に対する

治療法は運動療法のみであるが，重症な心不全患者はその重症度から十分な運動療法

を行うことができず，運動療法の代替となる薬物治療法の確立が必要である． 
これまで当研究室では，MI後心不全モデルマウスの慢性期における骨格筋で活性酸
素種（ROS）が増加し，骨格筋異常に関与することを報告してきた．しかし，ROSの
増加が骨格筋異常の発症にどのように関与するかは不明なままである． 

Xanthine oxidase（XO）は xanthine dehydrogenaseと共に xanthine oxidoreductase
（XOR）の一つの形態である．XORは尿酸生成の最終代謝酵素であるが，XOのみ，
その酵素反応で ROSを産生する．また，心筋組織等で XOは低酸素曝露で活性化す
ることが知られている．さらに，糖尿病モデルや悪性腫瘍によるカヘキシアモデルマ

ウスでは骨格筋でXO由来ROS（XO-ROS）が増加し，ミトコンドリア障害や筋萎縮
に関連することが報告されているが，心不全の骨格筋異常との関連は明らかではない． 
以上の知見から，「MI 後の低酸素による XO-ROS の増加が骨格筋異常を発症させ，
それを抑制することで骨格筋異常を予防もしくは治療できる」と仮説を立てた． 
本研究は慢性期に運動耐容能の低下をきたすMI後心不全モデルマウスを用いて，①
「骨格筋がMI後に低酸素状態になっているか，XO-ROSが増加しているか」，②「MI
マウスにおける XO-ROS の抑制が骨格筋異常および運動耐容能の低下を改善ができ
るか」，③「骨格筋機能や運動耐容能を改善することができた場合に，どのような機
序であるか」の3点を明らかにすることを目的とし，検証した． 
【方法および結果】 

10-12週齢の雄性C57BL/6Jマウスの左冠動脈を結紮することによりMIを作成し，
心不全モデル（MI群）とした．また，偽手術をしたコントロール群（Sham群）を設
定し，以下3つの実験を行った． 
実験1として、MI後の骨格筋XO-ROSの検討を行った．まず，MI後に骨格筋が
低酸素状態になっているかどうかを評価するため，低酸素の代表的なマーカーである

carbonic anhydrase 9 （Car9）のmRNAレベルを real time-PCR法により測定し，
術後の経時的変化の検討を行った．MI群のCar9 mRNA発現はSham群と比較し，
術後12時間の時点で有意に増加していた．次に，MI後の骨格筋におけるXO-ROS
の経時的変化を評価した．XO-ROS産生は基質であるキサンチン添加時の過酸化水
素の産生量を測定した．MI群におけるXO-ROSはSham群と比較し，術後1日か
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ら7日までの急性期で有意に増加した．一方で，術後14日から28日の慢性期には
MI群とSham群の間に差はなかった．また，急性期におけるXO-ROSは遅筋線維
で速筋線維と比較し有意に増加していた．  
実験2として，MI後にXO-ROSが増加する急性期のみのXO阻害薬（febuxostat）
の投与が骨格筋異常および運動耐容能の低下に及ぼす影響を検討した．Sham+vehicle 
（Sham+Ve）と MI+vehicle（MI+Ve），MI+febuxostat（MI+Feb） の 3 群において，
febuxostat（5 mg/kg 体重/日）もしくは vehicleを手術24時間前，1時間前と手術後
1日から7日に強制飲水法で投与した．その後，MI後の慢性期である術後4週に心機
能，運動能力，骨格筋ミトコンドリア機能等を測定した．左室重量や心エコーで評価

した左室内径はMI+Ve群でSham+Ve群と比較し有意に増加し，左室内径短縮率は有
意に減少したが，MI+Feb群とMI+Ve群とでは左室重量や心エコー指標に差はなかっ
た．トレッドミルテストで評価した運動耐容能はMI+Ve群でSham+Ve群に比較して
有意に低下したが，MI+Feb群ではMI+Ve群に比較し有意に改善した．高感度オキシ
グラフィーを用いて評価した骨格筋ミトコンドリアの酸化的リン酸化能は MI+Ve 群
でSham+Ve群で有意に低下したが，MI+Feb群でMI+Ve群と比較し有意に改善した．
透過型電子顕微鏡で評価した骨格筋ミトコンドリアの形態的損傷は，MI+Ve 群で
Sham+Ve群と比較し損傷ミトコンドリア面積が増加したが，MI+Feb群でMI+Ve群
と比較し有意に改善した． 
また，遅筋線維の代表であるヒラメ筋重量や遅筋線維の筋横断面積が MI+Ve 群で

Sham+Ve群と比較し減少し，MI+Feb群ではMI+Ve群と比較し有意に増加した．筋
タンパク合成に関わるmTOR-p70S6 kinaseシグナルを評価したところ，術後1日の
骨格筋におけるリン酸化mTORの発現はMI+Ve群でSham+Ve群と比較し有意に低
下し，MI+Feb群でMI+Ve群と比較し有意に増加した．術後3日の骨格筋におけるリ
ン酸化p70S6 kinaseの発現はMI+Ve群でSham+Ve群と比較し，低下傾向にあり，
MI+Feb群でMI+Ve群と比較し有意に増加した． 
実験 3として，慢性期のみの XO阻害薬の投与がMI後の骨格筋異常および運動耐
容能の低下に及ぼす影響を検討した．MIマウスを術後 2週の時点で febuxostatもし
くは vehicleを術後 6週まで強制飲水法で 4週間投与した．術後 6週の左室重量や肺
重量，心エコー指標やトレッドミルテスト指標，骨格筋ミトコンドリア酸化的リン酸

化能は両群で差はなかった． 
【考察】 
本研究では，先行研究と同様に MI 後心不全モデルマウスは慢性期にミトコンドリ
ア機能障害，筋萎縮といった骨格筋障害と運動耐容能の低下を呈した．MI後の急性期
における骨格筋は低酸素状態にあり，XO-ROSが増加した． MI後急性期におけるXO
阻害薬の投与は左室機能やリモデリングを変化させず，慢性期の運動耐容能の低下を
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改善した．また，XO阻害薬の投与はMIにおけるXO-ROSによる骨格筋ミトコンド
リア損傷を軽減することでミトコンドリア酸化的リン酸化能の低下を改善した．さら

に，XOR阻害薬の投与はmTOR-p70S6 kinaseシグナルを活性化することで，MI後
の遅筋線維の骨格筋萎縮を改善した．慢性期のみのXO阻害薬の投与は運動耐容能や
ミトコンドリア酸化的リン酸化能を改善せず，XO-ROSが増加する急性期への介入が
骨格筋異常の改善には必要であることが示唆された． 
【結論】 

MI後急性期のXO-ROSが慢性期の骨格筋ミトコンドリア機能および形態的障害，
骨格筋萎縮，運動耐容能の低下に関与することを明らかにした．心筋梗塞後急性期の

XO阻害薬の投与が慢性期の運動耐容能の改善する可能性が示唆された．  
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略語表 
AMPKα：AMP-activated protein kinase α 
BAD：Bcl-2 associated death promoter 
BCA：Bicinchoninic acid  
Bax：Bcl-2 associated X protein 
Bcl-2：B cell lymphoma 2 
BW：Body weight  
C I：Mitochondrial respiratory chain complex 1 
C II：Mitochondrial respiratory chain complex 2 
CBB：Comassie brilliant blue 
DAB：Diamino benzidine 
FAO：Fatty acid oxidation 
Fbx32：F box protein 32 
GAPDH：Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
HK：Hexokinase 
HRP：Horseradish peroxidase 
LEAK：Proton leak 
MI：Myocardial infarction 
mTOR：mammalia target of rapamycin 
MuRF1：Muscle RING-Finger Protein-1 
NADH-TR：NADH-tetrazolium reductase 
Nrf1：Nuclear respiratory factor 1 
OXPHOS：Oxidative phosphorylation 
p70S6：Ribosomal protein S6 
PBS：Phosphate buffered saline 
PGC1α：Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1 α 
PKC：Protein kinase C 
PKM：Pyruvate kinase isozyme M 
PMSF：Phenylmethylsulfonyl fluoride 
PPARα：Peroxisome proliferator-activated receptor α 
PVDF：Polyvinylidene difluoride 
ROS：Reactive oxygen species  
SDS-PAGE：Sodium dodecyl sulfate - polyacrylamide gel electrophoresis  
SOD：Superoxide dismutase 
TAC：Transverse aortic constriction  
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TBS：Tris buffered saline  
TBST：Tris buffered saline with Tween 20 
TCA：Tricarboxylic acid  
TUNEL：TdT-mediated dUTP nick end labeling； 
VCO2：Carbon dioxide out put 
VDAC：Voltage-dependent anion-channel  
VO2：Oxgen uptake 
XDH：Xanthine dehydrogenase 
XO：Xanthine oxidase 
XOR：Xanthine oxidoreductase 
XO-ROS：XO-derived ROS  
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1 緒言 
「心不全」とは「なんらかの心臓機能障害，すなわち，心臓に器質的および/あるい
は機能的異常が生じて心ポンプ機能の代償機転が破綻した結果，呼吸困難・倦怠感や

浮腫が出現し，それに伴い運動耐容能が低下する臨床症候群」と定義される (日本循
環器学会, 2017)．心不全の病因は心筋虚血や高血圧，弁膜疾患，心筋症と多岐にわた
るが，2009年に報告された我が国の大規模観察研究によると，入院治療を要した心不
全の原因疾患として，心筋梗塞 (MI) などの虚血性心疾患が32%と最多となっている 
(Tsuchihashi-Makaya et al., 2009)．また，我が国の死因別死亡総数の順位では，心疾
患による死亡は悪性新生物に次ぎ2番目に多い．その中でも，心不全による死亡は心
疾患の内訳でも36%と最も死亡数が多い疾患である (厚生労働省, 2014)．このように，
心不全は予後不良の疾患であるが，その独立した予後規定因子として運動耐容能があ

る (図 1-1) (Anker and Coats, 1999; Anker et al., 1997; Mancini et al., 1991)． 
 

 

図 1-1．運動耐容能と予後の関連． 
Peak VO2, 最高酸素摂取量, 運動耐容能の指標である; Anker and Coats, 1999より引
用改変． 

 
運動耐容能を規定するものとして，肺循環，体循環，骨格筋機能がある (図 1-2)．
体循環の役割として，肺呼吸で摂取した酸素を末梢臓器へ輸送し，さらに末梢臓器の

代謝によって産生された二酸化炭素を肺へ送るというガス輸送を行う役割がある．ま

た，肺循環による酸素と二酸化炭素の運搬が適切に行われることは運動にとって必要

な条件ではあるが，運動能力における主規定因子は骨格筋である (Okita et al., 1998; 
Wilson et al., 1984)．骨格筋において，筋収縮が行われるためにATPが必要とされる．
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ATP合成経路には，酸素を必要としない嫌気的な解糖系と，酸素が必要な酸化的リン
酸化があるが，ATP合成の大部分はミトコンドリアで行われる酸化的リン酸化による 
(Alberts, 2017)． 

 

 
図 1-2．運動耐容能を規定する因子． 

 
ミトコンドリアはオルガネラの一つで，赤血球以外の全細胞に存在する．外膜と内

膜という2層の膜構造を有し，外膜と内膜の間を膜間腔スペース，内膜の内側をマト
リックスと呼称する．また内膜はヒダ状に折りたたまれてクリステと呼ばれる陥入部

分を形成している．ミトコンドリアのクリステは，マトリックスとともにミトコンド

リアのエネルギー産生が行われる場である．ミトコンドリアは，解糖系から得られた

ピルビン酸および脂肪から得られた脂肪酸の両方を基質として使用して，マトリック

スにある酵素によって，重要な代謝中間体であるアセチルCoAに変換する．生じたア
セチルCoAはTCA回路によって酸化され，高エネルギーであるNADHやFADH2が

生じる (図 1-3)．ミトコンドリア内膜に存在する電子伝達鎖は，TCA 回路で生じた
NADH や FADH2から電子を受け取る．受け取られた電子は電子伝達鎖に沿って移動

し，いくつかの中間物質を経て最終的にO2分子と結合しH2Oが生じる．この電子伝
達によって複合体 I, III, IV が H+をマトリックスから膜間腔に汲み出すことで H+勾配

が生じ，これを使ってATP合成酵素酵素 (複合体V) によりATPが合成される (図 1-
4)． 
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図 1-3．エネルギー代謝経路 

 
図 1-4．ミトコンドリア電子伝達鎖． 
I, ミトコンドリア複合体 I; II, ミトコンドリア複合体 II; III, ミトコンドリア複合体 III, 
IV, ミトコンドリア複合体 IV, V; ミトコンドリア複合体V; Q, ユビキノン 

 
心不全においては骨格筋異常が報告されており，①エネルギー代謝異常，②ミトコ
ンドリア機能異常，③有酸素的な骨格筋 I型線維から解糖系酵素の多い II型線維への
線維型変化，④骨格筋萎縮がある(図 1-5, 6) (Drexler et al., 1992; Kinugawa et al., 2015; 
Okita et al., 1998; Takada et al., 2016; Vescovo et al., 1996)．骨格筋異常によって運動
耐容能が低下した患者に強心薬の投与した研究では，心拍出量や下肢血流が増加して

も，運動時間や運動耐容能の指標である最高酸素摂取量は改善しなかった (Wilson et 
al., 1984)．したがって，心不全患者の予後，生活の質，日常活動動作の改善には，不
全心への治療だけではなく，骨格筋異常への治療が必要である．しかし，骨格筋異常

に対する治療法は運動療法のみである．運動療法は運動耐容能および骨格筋異常を改

善するが (図 1-7) (Belardinelli et al., 1999; Piepoli et al., 2004)，心不全患者ではその重
症度から十分な運動療法を行うことができない患者が存在し，運動療法の代替となる

薬物治療法の確立が課題となっている． 
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図 1-5．骨格筋線維型の特徴． 

 

 

図 1-6．心不全の骨格筋異常． 
(A) 骨格筋エネルギー代謝の異常，(B) 骨格筋ミトコンドリアの異常，(C) 骨格筋線維
の変化．Kinugawa et al., 2015より引用改変． 
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図 1-7．運動耐容能と予後の関連． 
Belardinelli et al, 1999より引用改変． 

 
これまで当研究室ではMI後心不全モデルマウスの骨格筋で活性酸素種 (ROS) の増
加が，骨格筋異常に関わっていることを報告してきた (Fukushima et al., 2014; Ohta 
et al., 2011)．しかし，ROS の増加が骨格筋異常の発症にどのように関わっているか
は明らかではない．ROS はスーパーオキシド (•O2−)，ハイドロゲンペルオキシド 
(H2O2)，ヒドロキシラジカル (•OH)，一重項酸素 (1O2)の総称である．それらの多くは
反応性が高く，生体内で脂質，タンパク質，核酸，糖質などと反応し，その機能に影

響を与える．ROS の主な産生源はミトコンドリアである．他に NADPH oxidase や
xanthine oxidase (XO)，uncoupled NOSなどが知られているが，これらのうちXOは
低酸素にて活性化するという特徴を有する (Terada et al., 1992; Terada et al., 1997)． 

XOは xanthine dehydrogenase (XDH) と共に xanthine oxidoreductase (XOR) の一
つの形態である．XORはヒポキサンチンからキサンチン，キサンチンから尿酸への代
謝酵素であり，分子量 150 kDa からなる二量体である．体液や組織中のほとんどの
XOR は XDH の形態で存在している．XDH にタンパク分解や分子内のジスルフィド
結合の形成などにより，不可逆的あるいは可逆的に３次構造が変化しXOへ変化する 
(Nishino et al., 2008)．前述した尿酸への代謝酵素反応にてXOのみROSであるH2O2

やO2-を産生する (図 1-8) (Berry and Hare, 2004)．また，低酸素によりXor mRNA発
現やXORタンパク発現，XO活性が上昇することが知られている (Terada et al., 1992; 
Terada et al., 1997)．  
 



	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  

 13 

 
図 1-8. XOはROSを産生する 
 
循環器領域で XO に着目した研究が多数報告されている．臨床研究では，拡張型心
筋症患者の心筋でXO/XDHのタンパク発現が増加し，心筋のエネルギー代謝異常に関
与していることが示唆されている (Cappola et al., 2001)．また，心不全患者の血管内
皮細胞でXO活性が増加していることが報告されている (Landmesser et al., 2002)．
血清 XOR 活性は心不全の重症度と相関し，心臓死や心不全入院などの心イベントの
独立した規定因子であることも報告されている (Otaki et al., 2017)．さらに，XOの代
謝産物である尿酸に関しては，高尿酸血症は心不全の予後の独立した規定因子である

ことが報告されている (Hamaguchi et al., 2011)．以上から，XOが心不全の重症度や
予後に関わっていることが示唆されている．しかし，これまで心不全患者にXO阻害
薬を投与した前向き研究が報告されているが，いずれの研究でも患者の予後や運動耐

容能を改善できていない (Gavin and Struthers, 2005; Givertz et al., 2015)． 
動物実験では，心臓の虚血再灌流モデルラットの心筋でXO由来のROS (XO-ROS) 
が増加することが示唆されている (Wang et al., 2015)．横行大動脈を結紮し狭窄させ
た心臓の圧負荷モデル (TAC) マウスでも，時間経過と共に心筋が低酸素状態となる
ことが報告されている (Sano et al., 2007)．XO阻害薬である febuxostat投与はTAC
による左室肥大や左室収縮障害を抑制することが報告された (Xu et al., 2008)．また，
MI後心不全モデルマウスでは，術後30日後の心筋でXOタンパク発現や活性の増加, 
それに伴う ROS の増加が観察され，XO 阻害薬である allopurinol の投与によりこれ
らが低下し，左室収縮率の低下が抑制されたと報告されている (Engberding et al., 
2004)．以上のように，心不全モデルの心筋においてXO-ROSが左室機能やリモデリ
ングに関与していることを示唆する報告が多数あるが，心不全の骨格筋に関する研究

の報告はない． 
骨格筋に関しては，他疾患のモデルマウスで先行研究が報告されている．一型糖尿病

モデルマウス及び二型糖尿病モデルマウスでは，骨格筋でのXO活性の増加に伴い、
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ROS の増加,しミトコンドリアが障害され，ATP 合成能が低下し，XO 阻害薬である
oxypurinol の投与によりこれらが改善したと報告されてる (Bravard et al., 2011)．ま
た，悪性腫瘍によるカヘキシアモデルラットでは febuxostatの投与により減少した骨
格筋重量が増加したと報告されている (Konishi et al., 2015)．さらに，後肢懸垂モデル
ラットに対する allopurinolの投与は遅筋であるヒラメ筋の萎縮を抑制したと報告され
ている (Derbre et al., 2012)．以上から，XO-ROSの増加が骨格筋ミトコンドリア機
能障害や筋萎縮の両方に関与する可能性が考えられる． 
以上の知見から，「MI後の低酸素によりXO-ROSの増加し，心不全の骨格筋異常の
形成に関わっている．それを抑制することで骨格筋異常を予防もしくは治療できる」

と仮説を立てた． 
本研究は慢性期に運動耐容能低下をきたすMI後心不全モデルマウスを使用し，まず，
骨格筋が低酸素に晒されているかどうか，XO-ROSが増加しているか，次に，MIマウ
スにおける XO-ROS の抑制が骨格筋異常および運動耐容能の低下を改善ができるか
どうか，最後に，骨格筋機能や運動耐容能を改善することができた場合に，どのよう

な機序であるかを明らかにすることを目的とし，検証した．  
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2 実験方法 
2.1 実験材料 

以下に本研究で用いた実験材料の由来及び調整法を示した． 
 
<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) 
 
<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)，SCREENSTAR 96 穴マイクロプレート (Greiner Bio-
One) 
・マイクロプレートリーダー：SpectraMax Paradigm マルチモードマイクロプレート
リーダー (Molecular Devices, San Jose, California, USA)，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) 
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・i CyclerTM Thermal Cycler (170-8720JA, Bio-Rad Laboratories, Richmond, 
California, USA) 
・Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR system (Thermo Fisher Scientific) 
 
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) 
・低酸素ワークステーション：InvivoO2 300 (Baker Ruskinn, Sanford, ME, USA) 
 
組織学的評価： 
・ミクロトーム：リトラトームREM-710 (Yamato Kohki Industrial, Saitama, Japan) 
 
心筋梗塞 (MI, myocardial infarction) 手術： 
・光源装置：LG-PS2 (Olympus, Tokyo, Japan) 
・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) 
 
介入実験用試薬 
・Febuxostat (20130611-4, Teijin Pharma, Osaka, Japan) 
・メチルセルロース (131-05042, Wako Pure Chemical Industries) 
 
ウェスタンブロット法： 
・ダウンス型ホモジナイザー：BioMasher II (nippi, Tokyo, Japan) 
・電動撹拌器：PowerMasher II (nippi) 
・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 
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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) 
 
顕微鏡： 
・実体顕微鏡：SZ61 (Olympus) 
・蛍光顕微鏡：BZ-X700 (Keyence, Tokyo, Japan) 
・透過型電子顕微鏡：JEM1400 (JEOL ltd., Tokyo, Japan) 
 
免疫組織化学染色： 
・凍結組織切片作製用包埋剤：Tissue-Tek O.C.T.コンパウンド (4583, Sakura Finetek 

Japan Co., Ltd., Tokyo, Japan) 
・凍結組織切片作製用包埋皿：Tissue-Tek クリオモルドプラスチック包埋皿 (4566, 

Sakura Finetek Japan Co., Ltd.) 
・クリオスタット：HM500-OM (MICROM, Walldorf, Germany) 
 
その他： 
・超音波診断装置：Aplio 300 (Toshiba Medical Systems, Otawara, Japan) 
・小動物用トレッドミル：Oxymax 2 (Columbus Instruments, Columbus, Ohio, USA) 
・運動量測定装置：ACTIMO-10 (Shintechno, Fukuoka, Japan) 
・高感度オキシグラフィー：Oxygraph-2k (O2k) (Oroboros Instruments, Innsbruck, 

Austria) 
 
<4> 細胞培養関連 
ウシ胎児血清 (Fetal bovine serum) (171012; Gibco-Life Technologies, Carlsbad, 
California, USA) 
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) 
ウマ胎児血清 (Horse serum) (16050; Gibco-Life Technologies) 
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< 5> キット 
Pierce BCAタンパク質アッセイキット (23225, Thermo Fisher Scientific) 
Xanthine Oxidase Activity Assay Kit (ab102522, Abcam, Cambridge, Massachusetts, 
USA) 
 
<6> XOR活性測定関連試薬 
KH2PO4 (166-04255, Wako Pure Chemical Industries) 
K2HPO4 (164-04295, Wako Pure Chemical Industries) 
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (09-1320-5, Sigma-Aldrich) 
Halt Protease Inhibitor Cocktail (87786, Thermo Fisher Scientific) 
Pterin (P1132, Sigma-Aldrich) 
Isoxanthopterin (I7388, Sigma-Aldrich) 
Methylene blue (M9140, Sigma-Aldrich) 
 
<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], Danvers, Massachusetts, 
USA) 
cOmplete Mini Protease Inhibitor Cocktail Tablets (04693124001, Roche, Mannheim, 
Germany) 
Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) (P7626, Sigma-Aldrich) 
Phosphatase Inhibitor Cocktail 2 (P2850, Sigma-Aldrich) 
Phosphatase Inhibitor Cocktail 3 (P5726, Sigma-Aldrich) 
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) 
ポンソーS溶液 (BCL-PSS-01, Beacle, Kyoto, Japan) 
ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (RPN2232, GE Healthcare, Little 
Chalfont, UK) 
SuperSignal West Dura (34075, Thermo Fisher Scientific) 
 
<8> 抗体 
ウサギ抗Xanthine Oxidaseモノクローナル抗体 (1:1000, ab109235, Abcam) 
ウサギ抗VDACポリクローナル抗体 (1:1000, #24866, CST) 
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ウサギ抗AMPKαポリクローナル抗体 (1:1000, #2532, CST) 
ウサギ抗phospho AMPKαモノクローナル抗体 (Thr172) (1:1000, #2532, CST) 
ウサギ抗LC3Bポリクローナル抗体 (1:1000, #2775, CST) 
ウサギ抗mTORポリクローナル抗体 (1:1000, #2972, CST) 
ウサギ抗phospho mTORポリクローナル抗体 (Ser2448) (1:1000, #2971, CST) 
ウサギ抗p70S6 Kinaseポリクローナル抗体 (1:1000, #9202, CST) 
ウサギ抗phospho p70 S6 Kinaseポリクローナル抗体 (Thr389) (1:1000, #9234, CST) 
ウサギ抗MuRF1モノクローナル抗体 (1:5000, ab172479, Abcam) 
ウサギ抗Fbx32 (Atrogin1) モノクローナル抗体 (1:5000, ab168372, Abcam) 
ウサギ抗Bcl-2ポリクローナル抗体 (1:1000, #2876, CST) 
ウサギ抗Baxポリクローナル抗体 (1:1000, #2772, CST) 
ウサギ抗Caspase3ポリクローナル抗体 (1:500, ab13847, Abcam) 
マウス抗Hexokinase IIモノクローナル抗体 (1:1000, ab76959, Abcam) 
ウサギ抗GAPDHモノクローナル抗体 (HRP Conjugate) (1:5000, #3683, CST) 
ウサギ抗PKMモノクローナル抗体 (1:1000, ab150377, Abcam) 
HRP標識ヤギ抗ウサギ標識 IgG (H+L) 二次抗体 (1:5000, ab97051, Abcam) 
HRP 標識ヤギ抗マウス IgG 二次抗体 (1:5000, sc-2302, Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz, California, USA) 
 
<9> PCR関連試薬 
RNAlater Stabilization Solution (AM7021, Invitrogen, Carlsbad, California, USA） 
QuickGene RNA cultured cell kit S (Wako Pure Chemical Industries) 
QuickGene RNA tissue kit SII (Wako Pure Chemical Industries) 
High capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific) 
 
<10> Primers 
Car9 (Mm00519870_m1, Applied Biosystems, Foster City, California, USA) 
Xor (Mm00442110_m1) 
Nrf1 (Mm01135606_m1) 
 
<11> 免疫組織化学染色関連試薬 
β-Nicotinamide adenine dinucleotide, reduced disodium salt hydrate (β-NADH) (N8129, 
Sigma-Aldrich) 
Nitro blue tetrazolium (NBT) (D0844, Tokyo Chemical Industry CO., LTD., Tokyo, Japan) 
Tris (207-06275, Wako Pure Chemical Industries) 
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Hydrochloric Acid (7647-01-0, Nacalai Tesque, Kyoto, Japan) 
Paraformaldehyde (160-00515, Wako Pure Chemical Industries) 
Acetone (00310-95, Nacalai Tesque) 
Methanol (131-01826, Wako Pure Chemical Industries) 
EnVision+ HRP Labelled Polymer Anti-Rabbit (K4002; Dako, Carpinteria, California) 
Dako Liquid DAB substrate-chromagen system (K3466; Dako) 
 
<12> 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) 
Proteinase (P8038, Sigma-Aldrich) 
 
<13> 調製試薬類 
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) 0.3 mg/kg (Astellas Pharma, Tokyo, Japan) 
塩酸メデトメジン (ドルベネ®注) 0.4 mg/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) 
 
介入実験用試薬 
Febuxostat (0.5 mg/ ml)：メチルセルロースを蒸留水に溶解し，0.5 w/%メチルセルロ
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ースを作成した．0.5 w/%メチルセルロースにFebuxostatを加え，0.5 mg/ mlの濃度
になるように調整した．調整液は遮光した気密容器に入れ，マグネチックスターラー

で持続的に攪拌した状態で室温保存した． 
 
XOR活性測定用調整試薬 
pH 7.4 Buffer：50mM K-phosphate, 0.1mM EDTA, Protease inhibitor cocktail 
Pterin stock solution (1 mM)：3-4 mgのPterinを1N NaOH 100 μLに溶かし，H2Oで
適正量に調整した． 
Isoxanthopterin (10 μM)：Pterin同様にH2Oへ溶解し1 mMとし，Bufferで10 μMへ
希釈した． 
Methylene blue (1 mM)：H2Oへ溶解した． 
 
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：0.4 M Tris/HCl (pH 7.6), 3 M 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 
1×PBS：10×PBSを純水で10倍に希釈した． 
 
免疫組織化学染色用調製試薬 
NADH-テトラゾリウム還元酵素 (NADH-TR) 染色試薬： 
・0.05 M Tris-Hcl (pH 7.4), 1.2 mM NBT, 1.1 mM β-NADH 
 
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 

• 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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ミトコンドリア単離用調整試薬 
• Isolation buffer (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 
• Suspension buffer (pH 7.4)： 225 mM Mannitol, 75 mM Sucrose, 10 mM Tris-HCl 

(pH 7.4), 0.1 mM EDTA  
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2.2 MI手術 
雄10週～12週齢のC57BL/6Jマウス (体重 23 g～26 g) に左冠動脈を結紮して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 体重，ミダ
ゾラム 4.0 mg/kg体重，酒石酸ブトルファノール 5.0 mg/kg体重の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 (図 2-1A)．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 (図 2-1B)．第 4 肋間で
肋間筋を切開した後に (図2-1C) 開胸器で視野を展開して心臓を確認した (図2-1D)．
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 2-
1E)．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 2-1F) 手術を終了した． 
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15分，開胸時間は5分前後であった． 
上記一連の手技から左冠動脈結紮術を除いた偽手術を行ったコントロール群 

(Sham群) を設定した． 
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図 2-1．心筋梗塞手術の術中写真 
(A )気管軟骨の露出，(B) 肋間筋の露出，(C) 肋間筋の切開，(D) 開胸器による開
窓，(E) 冠動脈の確認，(F) 閉創． 
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2.3 C2C12骨格筋培養細胞 
本実験にはマウス筋芽細胞株であるC2C12細胞を使用した．C2C12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．全ての作業はバイオクリーン

ベンチ内で行った． 
C2C12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筋芽細胞を増殖させた．75 cm2フラス

コに播種した細胞が 90%コンフルエントまで増殖した時点で，2%ウマ胎児血清に変
更した培地で培養し，筋管細胞へと分化誘導した (図 2-2)．全ての実験には分化誘導
開始から6日後の筋管細胞を用いた． 
 

 
図 2-2．C2C12分化の経時変化 
C2C12筋芽細胞から筋管細胞へ分化誘導し，0日目から6日目の細胞形態を示す．  
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2.4 実験 1 MI後の骨格筋 XO-ROS，XORタンパク発現の時系列的検討及びそ
の分布の検討 

まず， MI後に骨格筋が低酸素状態になっているかどうかを評価するために，がん組
織の低酸素の代表的なマーカーである carbonic anhydrase 9 (Car9)のmRNAレベル
を real time-PCR法により測定し (Busk et al., 2011)，術後6時間から術後1日までの
MI群とSham群の検討を行なった．屠殺は麻酔後（2.5%トリブロモエタノール 8 µl/g 
体重，腹腔内投与）に十分な麻酔深度になったことを確認し行なった．その後，速や

かに血液，骨格筋，心筋を採取した． 
次に，どの時点からXO-ROSが増加しているかを評価するために，XO-ROSを術後

12時間から術後28日まで時系列に評価した． 
さらに，骨格筋中のXOの分布を調べるため，骨格筋のXOR免疫染色と骨格筋線維
型別にXO-ROSの測定を行なった． 
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2.5 実験 2 急性期における XO 阻害薬の投与が MI 後の骨格筋に及ぼす影響の
検討 

MI後にXO-ROSが増加する急性期（7日後まで）にXO阻害薬である febuxostat (5 
mg/kg body weight/day, oral gavage) の介入実験を行った．マウスを Sham+vehicle 
(Sham+Ve; n = 13) とMI+vehicle (MI+Ve; n = 28)，MI+febuxostat (MI+Feb; n = 31) の
3群にわけ，febuxostatおよび vehicleを手術 24時間前，1時間前と手術後 1日から
7日に強制飲水法でマウスに投与した (図 2-3)．その後，MI後心不全の慢性期である
術後28日目に心機能，運動耐容能及び骨格筋ミトコンドリア呼吸能を測定した． 
 

 
 
図 2-3．介入プロトコール 1 
  

Intervention

Ope Day 28Day 7Pre

Sham
+vehicle

MI
+vehicle

MI
+febuxostat

(5 mg/kg/day)

��	����
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2.6 実験 3 慢性期から XO 阻害薬の投与がMI後の骨格筋異常および運動耐容
の低下に及ぼす影響の検討 

MI における XO 阻害薬の治療効果を検討するため，MI 後心不全の慢性期から
febuxostat の介入実験を行った．MI マウスを術後 2 週の時点で無作為に MI+vehicle 
(MI+Ve; n = 8)，MI+febuxostat (MI+Feb; n = 8)の2群にわけ，febuxostat 5 mg/kg body 
weight/dayおよび vehicleを術後 6週まで強制飲水法でマウスに投与した (図 2-4)．
術後6週に心機能，運動耐容能及び骨格筋ミトコンドリア呼吸能を測定した． 

 

 
 
図 2-4．介入プロトコール 2 

  

Intervention
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2.7 実験 4 骨格筋培養細胞での検討 
低酸素とXO-ROSの関連を調べるため，1%O2の低酸素ワークステーションを用い

て， C2C12筋管細胞をそれぞれ 1時間, 3時間, 6時間, 24時間培養し，低酸素の代
表的なマーカーであるCar9 mRNA発現やXO-ROS, Xor mRNA発現, XORタンパク
発現, ミトコンドリア呼吸能の評価を行った．コントロール群として，5% CO2，37℃
のCO2インキュベーター内で培養した細胞を使用した． 
次に，C2C12細胞の低酸素曝露におけるXO阻害薬の効果を検討するため，C2C12
細胞をそれぞれ febuxostat 0.3 μM, 3 μMを添加した培養液を低酸素曝露24時間前か
ら培養し，その後に 1％O2低酸素ワークステーション内で 24時間培養し，ミトコン
ドリア呼吸能を測定した．コントロール群として，febuxostatを添加せずに5% CO2，

37℃のCO2インキュベーター内で培養した細胞を使用した． 
さらに，尿酸とミトコンドリア機能の関連を調べるため，尿酸をそれぞれ 0.2 mM, 

0.6 mM, 2 mMを添加し，24時間後にミトコンドリア呼吸能の評価を行った． 
なお，コントロール群として尿酸を添加していない細胞を使用した． 
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2.8 Realtime PCR法 
RNA抽出 (骨格筋) 
摘出された骨格筋組織を RNAlater Stabilization Solutionに一晩浸し，凍結保存した
後にQuickGene RNA tiddue kit SIIを用いて抽出を行った． 
1) 腓腹筋から組織重量 12-14 mgを測り取り，5 μlの2-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． 

2) 組織はトミー精工製Micro Smash MS-100 を用い3,800 rpm, 300秒で3回（各
インターバルは氷上で20秒）ホモジナイズした． 

3) 組織破片を分離除去するため ³17,000 gで3分間，室温で遠心した．その後，底
に沈んだ組織破片を吸い込まないように注意して，ホモジネート上清385 μlを新
しい1.5 mlマイクロチューブに移した． 

4) 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
行い，遠心分離器で数秒間スピンダウンし，マイクロチューブの蓋や壁に付着し

たサンプル液を収集した． 
5) 特級エタノール（>99%）を140 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． 
6) 抽出液完成後，QuickGene-810を用いてRNAを抽出した．  
7) 調整した抽出液を全量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社）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（ND-1000）を用いてRNA量を測定した．抽出し
たRNAは cDNA化するまで，-80℃で凍結保存した． 

 
RNA抽出 (培養細胞) 
QuickGene RNA cultured cell kit Sを用いて抽出を行った． 

1) C2C12筋管細胞 約2×106個にLRC (2-ME添加済み) 520 μlを加え，ボルテック
スミキサーにて最大回転数で1分間サンプル溶液を攪拌した． 

2) 軽くスピンダウンし，特級エタノール 100 μlを加えた． 
3) ボルテックスミキサーにて最大回転数で 10 秒間サンプル溶液を攪拌し，軽くス
ピンダウンし，特級エタノール 180 μlを加えた． 

4) ボルテックスミキサーにて最大回転数で充分にサンプル溶液を攪拌し，軽くスピ
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ンダウンして，ライセートを完成させた． 
5) 自動核酸抽出システム QuickGene-800 上のカートリッジへライセートを全量添
加し抽出を開始した．工程の途中でDNase溶液 40 μlを添加して，DNase処理
を行った． 

6) Total RNAを回収した． 
7) Nanodrop spectrophotometer（ND-1000）を用いてRNA量を測定した．抽出し
たRNAは cDNA化するまで，-80℃で凍結保存した． 

 
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 (1,000 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．  
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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 
 
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 
5) 内在性コントロールとして 18S rRNA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． 

 
2.9 ウェスタンブロット法 

タンパク抽出 
1) マウスから摘出された下肢骨格筋を液体窒素で凍結し－80℃で保存した． 
2) 凍結保存したサンプルを氷上で解凍した．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，Phosphatase 
Inhibitor Cocktail 2, Phosphatase Inhibitor Cocktail 3 を添加した．上記の 1×Cell 
Lysis Bufferに組織サンプルを入れ，ダウンス型ホモジナイザーでホモジナイズし
た． 

3) ホモジナイズした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． 
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タンパク濃度測定 
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ウェル空白を置き，2 mg/mlのアルブミンスタンダードを1, 2, 
4, 8, 12, 16, 20 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540 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濃度を
算出した． 

上記のタンパク濃度測定は，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． 
 
サンプルの調製 

1) 上記サンプルを 1×Cel 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5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． 

 
SDS-PAGE 

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に応じて各ウェルに 5-10 μl (20-40 μg) を注入し，サンプ
ルレ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120 Vの定電圧
でおよそ 1 時間 30 分泳動し，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． 
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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．その後，蒸留水で数回洗浄し，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． 
 
ウェスタンブロッティング 
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． 
2) 1.0 A，25 Vで30分間転写した． 
 
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，20 Vの定電圧で16時間
転写した． 

 
Ponceau染色 

1) タンパク質を転写したメンブレンをタッパーに入れ，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5 分間染色した． 

2) タッパーの染色液を捨て，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． 
3) イメージングシステムで撮影した． 
4) メンブレンが十分浸るように0. 1 M NaOH 溶液を注ぎ，目視で確認しながらタ
ンパク質が脱色されるまで軽く振蕩した． 

5) タッパーの0.1 M NaOH溶液を捨て，蒸留水で2分間振蕩しブロッキングへ進
んだ．  
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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%スキムミルクもしくは5% BSA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 PrimeもしくはSuperSignal West Duraを使用した． 

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． 

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，Ponceau染色あるいは CBB染色で評価した総タン
パクをコントロールとして補正した．リン酸化抗体については，非リン酸化抗体

で目的タンパクの発現量を標準化した．ミトコンドリアタンパクに関しては抗

VDAC抗体で得られたバンドを用い補正した．  
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2.10 XO活性 (XO-ROS) の測定 
1) 屠殺したマウスから迅速に血液と下肢骨格筋，左室心筋非梗塞部を摘出した． 
2) 骨格筋や心筋組織は液体窒素で凍結し－80℃で保存した．血液は 30 分常温に置
いた後に，4度で一晩保存した．遠心分離し (1,000×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, －80℃で冷凍保存した． 

3) 凍結保存したサンプルを氷上で解凍し，Xanthine oxidase activity Assay Kitを用い
て測定を行った． 

4) サンプルの準備は以下の通り行った． 
ü 血清 
直接SCREENSTAR 96ウェルマイクロプレート内へ5 μl加え、total 50 μlとなるよ
う蒸留水で調整した． 
ü 組織 (骨格筋，心筋) 
組織 40 mgにAssay buffer 200 μlを加え，ダウンス型ホモジナイザーでホモジナ
イズした．遠心分離し (16,000 g，10分)，上清を上記の方法でタンパク濃度測定を
行い，Assay buffer を用いて 4 μg/μl の濃度になるよう調整した．50 μl を
SCREENSTAR 96ウェルマイクロプレート内へ加えた． 

5) 検量線は以下の通り作成した． 
① H2O2 standard 4 μlを蒸留水 348 μlに加え10 mM H2O2 standardを作成し
た． 

② 10 mM H2O2 standard 20 μlに蒸留水 980 μlを加え0.2 mM H2O2 standardを
作成した． 

③ 0.2 mM H2O2 standard 50 μlに蒸留水 950 μlを加え10μM H2O2 standardを
作成した． 

④ 10 μM H2O2 standard 20 μlをそれぞれ0, 10, 20, 30, 40, 50 μlウェルに加え、
蒸留水で total 50 μlとなるよう調整した．濃度はそれぞれ0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 
0.5 nmol/well H2O2となる． 

6) 下記で調整したReaction Mixをそれぞれのウェルへ加えた． 
 Sample Control 
Assay Buffer 45.8 μl 47.8 μl 
Substrate Mix 2 μl - 
Enzyme Mix 2 μl 2 μl 
OxiRed Probe 0.2 μl 0.2 μl 

7) Reaction Mixを加えた後速やかに SpectraMax Paradigm マルチモードマイクロ
プレートリーダーで測定した (Ex/Em = 535/587 nm)．25℃で15分置いた後に再
度測定し，蛍光強度の差分からH2O2の産生量を算出した． 
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XO 活性は基質であるキサンチンを加えた時の H2O2の産生量を測定しており，XO
活性は ”XO-ROSの産生量” を表している． 

 
2.11 XOR活性の測定 

先行研究を参考に骨格筋のXOR活性の測定を行った (Beckman et al., 1989; Ives et 
al., 2015; Yisireyili et al., 2017)． 
1) 屠殺後にマウスから下肢骨格筋を迅速に摘出し，液体窒素で凍結し－80℃で保存
した． 

2) 凍結保存したサンプルを氷上で解凍した．腓腹筋 40 mgにpH 7.4 buffer 200 μl
を加え，ダウンス型ホモジナイザーでホモジナイズした． 

3) 遠心し 遠心分離し (15,000 g，15分)，上清を上記の方法でタンパク濃度測定を
行い，Assay bufferを用いて 4 μg/μlの濃度になるよう調整した． 

4) 調整したサンプル 50 μlを SCREENSTAR 96ウェルマイクロプレート内へ加え
た． 

5) コントロールとして0 μM, 0.1 μM, 0.3 μM, 0.6 μM, 1 μM, 3 μM, 6 μM, 10 μMの
isoxanthopterinを加え total 100μlとした． 

6) Pterin solution 5 μl (最終濃度 50 μM)とmethylene blue 20 μl (最終濃度 200 μM) 
とbuffer 25 μlを加え、室温で30分置いた後にSpectraMax Paradigm マルチモ
ードマイクロプレートリーダーで測定した(Ex/Em = 345/390 nm)．25℃で 30分
置いた後に再度測定し，蛍光強度の差分からXOR活性を算出した． 
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2.12 免疫組織化学染色 
1) マウスの屠殺後，直ちに腓腹筋を摘出して速やかに周囲組織をトリミングした，

OCT コンパウンドに試料を一度なじませた後，OCT コンパウンドが満たされた
クリオモルドプラスチック包埋皿に試料を入れた．イソペンタンを注いだ容器を

液体窒素に浮かべ，イソペンタンが十分に冷えた後に試料が入った包埋皿をイソ

ペンタンの上に浮かべて瞬間凍結により包埋した．凍結された腓腹筋組織は，ク

リオスタットを用いて10 μmの厚さで連続横断切片を作成した． 
2) 骨格筋線維型はNADH-TR染色で評価した．凍結切片を1.6 mg/mlのNADHと2 

mg/mlのNBTを含む0.05 M Tris-HCl溶液 (pH 7.4) で37℃，30分間インキュベ
ートした． 60%→90%→60%アセトン液に入れ，3回水洗後に脱水・透徹しグリ
セリンゼリーにて封入した．染色された切片はBZ-X700蛍光顕微鏡の明視野モー
ドで観察した． 

3) XOR 染色は，氷冷した 4%パラホルムアルデヒドで 7 分間固定後，PBS で洗浄
し，一次抗体である抗 XOR抗体 (1:300) を 4℃で一晩反応させた．PBSで洗浄
後，二次抗体であるEnVision+ HRP Labelled Polymer Anti-Rabbitで30分間静置
し，Dako Liquid DAB substrate-chromagen systemで7分間静置して発色させ，
BZ-X700蛍光顕微鏡の明視野モードで観察した． 

 
2.13 心エコー法 

心エコー法は非侵襲的な検査であるが，実験動物の場合には安静を保つことが難し

いために麻酔薬を用いることがある．しかし，麻酔薬によって心抑制が生じて正しく

心機能を評価できないことが報告されており，手技に習熟していれば非麻酔下での心

エコー法が推奨されている (Pachon et al., 2015)．今回は非麻酔下で心エコー法を行
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． 
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2.14 トレッドミルテスト 
運動能力は小動物用トレッドミル (図 2-5A) を用いた漸増負荷運動での持久能力を
評価した (Takada et al., 2015; Takada et al., 2016; Yokota et al., 2009)． 
トレッドミル上にマウスを置き，トレッドミル傾斜角度を0度として10分間の安静
の後に，速度 6 m/分でウォーミングアップ運動を開始した．10分後にトレッドミル
の傾斜角度を 10度として，2分毎に 2 m/分の速度を漸増した．漸増運動負荷中にマ
ウスが途中で休まないようにトレッドミル後方のショッカープレートで電気刺激を与

えた．その際，最大の電気刺激を与えても 10 秒以上電気刺激板から動かなくなった
時点をマウスが「疲労困憊」に至ったと定義して測定を終了した (図 2-5B)．持久能力
の指標として，走行時間と速度の積から走行距離を算出した．また，マウスの体重を

考慮した垂直方向の仕事量 (＝体重×重力加速度×垂直方向の走行距離) を算出した． 
 

 

図 2-5．小動物用トレッドミル (A) と運動プロトコール (B) 
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2.15 身体活動計 
自発的身体活動量は，ケージ内 (測定範囲は30 cm × 20 cm) のマウスを赤外線ビー
ムセンサーで測定する運動量測定装置を用いて測定した．20 mm間隔の赤外線センサ
ー (14個 × 7個) を0.5秒に1回スキャンし，マウスの移動をカウントし，連続2光
軸遮蔽1カウントとした．24時間の総カウント数を計測した． 
 

2.16 骨格筋線維の細胞膜透過処理 
1) マウスの屠殺後に片脚の腓腹筋を取り出して，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本を用いて骨格筋線維をほぐした． 
4) サポニンを含むBIOPS溶液内で30分振とうし，細胞膜透過処理を行った (図 2-

6)． 
5) MiR05溶液で10分×2回洗浄した． 
6) 腓腹筋 2-3 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． 

 

 
図 2-6．骨格筋線維の膜透過処理 
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2.17 ミトコンドリア呼吸能 (酸化的リン酸化能) 測定 
ミトコンドリア呼吸能は，前述の細胞膜透過処理後の腓腹筋線維組織を用いて，高感

度ミトコンドリア呼吸能測定装置で測定した．測定は，チャンバー内をMir05溶液で
満たし，37℃で常時攪拌しながら実施した(Christiansen et al., 2015; Takada et al., 
2016)． 
骨格筋線維組織のミトコンドリア呼吸能は，ミトコンドリア複合体の基質を加えた

際の，複合体 IVで消費される酸素速度 (O2 flux) を測定している (図 2-7)．測定は下
記のプロトコールで行った．  
プロトコールに示す基質の濃度は，チャンバー内の最終濃度を示す．得られたデータ

はDatlabソフトウェア ver.6 (Oroboros Instruments) で解析し，呼吸能は湿重量で補
正した． 
 
ü プロトコール 
1) 脂肪酸酸化 (fatty acid oxidation：FAO) の基質であるオクタノイルカルニチン 

(Octanoylcarnitine 0.2 mM) を加え，クエン酸回路を回すためComplex Iに関連す
る基質であるリンゴ酸 (malate 2 mM) を加えた．FAO に関連するプロトンリー
クの際に生じる酸素消費を示しており，FAO LEAKと示した． 

2) ADP (5 mM), MgCl2 (5 mM) を加えた．FAOに関連する酸化的リン酸化 (Oxidative 
phosphorylation; OXPHOS)を示しており，FAO OXPHOSと示した． 

3) Complex I に関連する基質であるピルビン酸 (pyruvate 5 mM) とグルタミン酸 
(glutamate 10 mM) を加えた． 

4) ミトコンドリア外膜が保たれているかどうかを確かめるために Cytochrome c  
(10 µM) を加えた．投与前後で呼吸能が10%以上上昇した場合，ミトコンドリア
外膜の構造が保たれていないと判断して，計測は中止とした． 

5) Complex IIに関連する基質であるコハク酸 (succinate 2 mM) を加えた．FAO及
びComplex I，Complex II に関連するプロトンリークの際に生じる酸素消費を示
しており，FAO+CI+II OXPHOSと示した． 

6) Complex Ⅴの阻害剤であるオリゴマイシン (ologpmycin 2 µM) を加えた．FAO
及びComplex I，Complex II に関連するプロトンリークの際に生じる酸素消費を
示しており，FAO+CI+II LEAKと示した． 

7) Complex IIIの阻害剤であるアンチマイシンA (antimycin A 2.5 µM) を加え，ミト
コンドリアに関連する呼吸を停止させた． 
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図 2-7．ミトコンドリア複合体とその基質 
 

2.18 骨格筋線維からのミトコンドリア単離 
1) マウスの屠殺後に片脚の腓腹筋を取り出して，直ちに氷冷した組織保存溶液であ
るBIOPSに浸けた． 

2) BIOPS内で周辺組織を可及的に除去した． 
3) Isolation buffer 1 mlの入ったマイクロチューブへ腓腹筋半分を投入した． 
4) はさみをエッペン内に挿入し，4分間minceをした． 
5) 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． 
6) 上清を1 ml捨て，新たに isolation buffer 1 mlを加え2分静置することを3回繰
り返した． 

7) Proteinase (0.2 mg/ml) を含む isolation buffer 1ml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) 電動ドリル付きポッター型ホモジナイザーを用いて，1回20秒かけて計6回ホ
モジナイズした． 

9) ホモジナイズ溶液に isolation bufferを1.5 ml加え，isolation buffer 1.5 mlが入っ
ている15 mlコニカルチューブへ移した． 

10) 遠心 (4℃，750 g，10分) した． 
11) 上清を，2本の2 mlマイクロチューブへ分注した． 
12) 遠心 (4℃，10,000 g，10分) し，上清を破棄した． 
13) Isolation buffer 650 µlを加え，ペレット周囲の結合織を分離し，上清を破棄し
た． 
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14) Isolation buffer 300 µlを加え，溶液化したペレットを一つにまとめた． 
15) 遠心 (4℃，7,000 g，3分) し，上清を破棄した． 
16) Suspension buffer 80 µlを加え，十分に溶液化した． 
17) 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． 

18) ブランクとして1ウェル空白を置き，2 mg/mlのアルブミンスタンダードを1, 2, 
4, 8, 12, 16, 20 μlずつウェルに混合した． 

19) 測定するサンプルは各2 μlずつウェルに注入した． 
20) 37℃で30分間インキュベートした． 
21) 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． 
22) 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濃度を
算出した． 

上記のタンパク濃度測定は，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． 
 

2.19 透過型電子顕微鏡 
マウスにソムノペンチルを投与し深鎮静とした後に，2.5%グルタルアルデヒドを含
む 0.1 mM リン酸緩衝液 (pH 7.4) を左室心尖部から投与して循環固定を行い，腓腹
筋を摘出した後に上記と同じ固定液に浸け，4℃で12時間置いて前固定を行った．1%
酸化オスミウムを含む 0.1 mMリン酸緩衝液に 1.5時間浸け，後固定を行い，エタノ
ールで脱水し，エポキシ樹脂で包埋した．これらの超薄切片を作製し，酢酸ウランと

クエン酸鉛で染色し透過型電子顕微鏡 (JEM1400, JEOL ltd., Tokyo, Japan) で観察し
た． 
定量評価は，8 μm×8 μm の関心領域を設定し，画像解析ソフト Image J (U.S. 

National Institutes of Health) を用いて個々のミトコンドリアをトレースすることで単
位面積あたりのミトコンドリア面積，損傷したミトコンドリア面積を測定した．  
 

2.20 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，有意差が認められた場合にTukey法またはDunnett法による多重
比較検定を行った．生存曲線は Kaplan-Meier 法で作図し，多重比較は Bonferroni 法
を用いた．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 結果 
3.1 実験１	 MI 後の骨格筋 XO-ROS，XOR タンパク発現の時系列的検討及び

その分布の検討 
3.1.1 低酸素の検討 

MI後に骨格筋が低酸素状態にあるかどうかを評価した．術後6時間から術後1日ま
で時系列検討を行ったところ，MI群の Car9 mRNA発現は Sham群に比較し，術後
12時間の時点で有意に増加した．この結果から，急性期におけるMI後の骨格筋は一
過性に低酸素状態であることが明らかとなった (図 3-1)．  
 

  

 
図 3-1．急性期におけるMI後の骨格筋の低酸素評価 
術後 6時間から術後 1日までのSham群とMI群の腓腹筋中Car9 mRNAの発現量．
データは平均値±標準誤差．各群 n = 5．*P < 0.05 vs. Sham． 
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3.1.2 骨格筋中のXO-ROSの時系列検討 
MI後の骨格筋で，どの時点からXO-ROSが増加しているかを評価するために，XO-

ROSを時系列に評価した．MI群における XO-ROSは Sham群と比較し，術後 1日
から7日までの急性期で有意に増加した．一方で，術後14日から28日といった慢性
期にはMI群と Sham群の間に有意差はなかった (図 3-2A)．XO-ROSが増加した術
後1日において，XOR活性も同様にMI群で増加していた (図 3-2B)． 
次に，最もXO-ROSが増加した術後1日に腓腹筋中のXor mRNAやXORタンパク
発現の評価を行った．Xor mRNAの発現はSham群と比較しMI群で増加傾向であっ
た （図 3-2C）．また，XORタンパク発現は Sham群と比較しMI群で有意に増加し
た （図 3-2D）．なお，先行研究で報告されているようなウエスタンブロッティング法
でXOとXDHのバンドの鑑別はできなかった (Engberding et al., 2004)． 
これらの結果から，MIの急性期における骨格筋は XO-ROS，XORの遺伝子および
タンパク発現が増加することが明らかとなった． 

 
図 3-2．MI後の急性期における骨格筋XO由来活性酸素種（XO-ROS）の評価 
A: 術後12時間から術後28日までのSham群とMI群の腓腹筋中XO由来の過酸化
水素（H2O2）産生量．各群 n = 6-16．B: 術後1日のXOR活性．各群 n = 8．C: 
Xor mRNA発現量各群．n = 5．D: 術後1日のXORタンパク発現の代表的なウエス
タンブロッティングバンドと定量解析．n = 4．データは平均値±標準誤差．*P < 0.05 
vs. Sham． 
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3.1.3 骨格筋におけるXORタンパクの分布の検討 
骨格筋線維型におけるXORタンパク発現の分布を評価するため，C57BL/6Jのマウ
スの腓腹筋の連続切片を用いて，免疫染色および NADH 染色を行った．NADH 染色
で濃く染まる I型線維や IIa型線維と一致して，XORが染色された．このことから，
XORは遅筋線維に多く発現することが示された (図 3-3A)．また，術後 7日のMI群
の遅筋線維（ヒラメ筋）と速筋線維（長趾伸筋）のXO-ROSの評価を行ったところ，
遅筋線維のXO-ROSは速筋線維と比較し，有意に高かった (図 3-3B)．  
これらの結果より，XOは遅筋線維に多く発現することが明らかとなった．  

 

 

 
図 3-3．XOタンパクおよびXO-ROSの分布 
A: 野生型マウスの腓腹筋切片のNADH染色 (左) 及びXOR染色 (右) の代表的な
図．Scale bar, 50 μm．B: 遅筋 (ヒラメ筋) と速筋線維 (長趾伸筋) のXO由来の
H2O2産生量．各群 n = 7．データは平均値±標準誤差．*P < 0.05 vs. Fast muscle． 
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3.1.4 左室心筋，血清のXO-ROSの評価 
上記と同様に，心筋および血清でMI後の XO-ROSの評価を行った．骨格筋の時系
列とは異なり，術後 28日の慢性期でのみMIマウスで心筋および血清の XO-ROSが
増加することが明らかとなった (図 3-4)． 
 

 
 
図 3-4．左室心筋および血清のXO-ROS評価 
MI術後1日と術後28日の（A）血清及び（B）左室心筋非梗塞部のXO由来の
H2O2産生量．各群 n = 7．データは平均値±標準誤差．*P < 0.05 vs. Sham 
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3.2 実験２	 急性期におけるXO阻害薬の投与がMI後の骨格筋に及ぼす影響の
検討 

3.2.1 生存率 
図 3-2 の実験結果より，XO-ROSの増加は MIの急性期の骨格筋に作用する可能性
が示唆された．次に，MI後に XO-ROSが増加する急性期 （7日後まで） に XO阻
害薬である febuxostat (5 mg/kg body weight/day, oral gavage) の介入実験を行った 
(図 2-3)． 
術後28日までの生存率はSham+Ve群で92.3%であった．MI+Ve群およびMI+Feb
群の術後 28日までの生存率はそれぞれ 42.9%，48.4%とMI+Ve群とMI+Feb群に有
意差はなかった (図 3-5)． 

 

 

 
図 3-5．Sham+Ve群，MI+Ve群, MI+Feb群の術後生存曲線 
n = 13 (Sham+Ve), n = 28 (MI+Ve), n = 31 (MI+Feb) 
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3.2.2 マウスにおけるXO阻害薬の効果の検証 

XO-ROS産生が最も高値であった術後 1日にXO阻害薬の効果を確認するため，腓
腹筋中のXO-ROSの測定を行った．XO-ROSはSham+Ve群と比較し，MI+Ve群で
有意に増加し，MI+Feb群ではMI+Ve群およびSham+Ve群と比較し，有意に減少し
た(図 3-6)． 
この結果により，骨格筋における febuxostat 5 mg/kg/dayの薬効を確認した． 

 

 
 
図 3-6．MI術後 1日の骨格筋中XO-ROS産生における febuxostat投与の効果 
各群 n = 6-7．データは平均値±標準誤差．*P < 0.05 vs. Sham+Ve; †P < 0.05 vs. MI+Ve． 
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3.2.3 動物特性 
表 3-1に術後28日の体重，臓器重量，心エコー指標および心筋梗塞サイズの結果を
示す．体重に各群で差はなかった．体重で標準化した左室重量や肺重量はMI+Ve群で
Sham+Ve 群と比較し，有意に増加した．心エコーで評価した左室内径や左室後壁厚
はMI+Ve群で Sham+Ve群と比較し，有意に増加し，左室短縮率は有意に低下した．
心拍数は各群に差はなかった．以上から，術後28日でMI+Ve群は左室リモデリング
及び心不全を呈するモデルであることが確認された． 

MI+Feb 群は MI+Ve 群と比較し，左室重量や左室内径，左室短縮率に差はなく，
febuxostatはMIの心形態や左室機能に影響しなかった．  
 
表 3-1 術後 28日の臓器重量や心エコー指標，組織学的評価 
 Sham+Ve 

n=6 
MI+Ve 
n=6 

MI+Feb 
n=5 

体重及び臓器重量    

体重, g 25.3±0.5 25.0±0.1 25.9±0.2 

左室重量/体重, mg/g 2.95±0.06 4.11±0.16* 4.08±0.10* 

肺重量/体重, mg/g 5.39±0.10 8.49±0.67* 6.50±0.51 

    

心エコー    

心拍数, 回/分 636±25 679±13 615±16 

左室拡張末期径, mm 3.4±0.05 5.5±0.1* 5.5±0.1* 

左室収縮末期径, mm 1.8±0.1 4.9±0.2* 4.6±0.2* 

左室内径短縮率, % 42.3±0.7 12.3±1.4* 16.3±2.9* 

左室前壁厚, mm 0.8±0.02 0.3±0.03* 0.5±0.1* 

左室後壁厚, mm 0.8±0.03 1.0±0.04* 1.0±0.02* 

    

組織学的評価    

心筋梗塞サイズ, % NA 48.0±4.4 48.8±4.9 

データは平均値±標準誤差．*P < 0.05 vs. Sham+Ve．  
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3.2.4 運動耐容能および身体活動量の評価 
術後28日の運動耐容能を評価するため，トレッドミルテストを行った．MI+Ve群の
走行時間，走行距離，仕事量は，Sham+Ve群に比較して，有意に低下した．MI+Feb
群の走行時間，走行距離，仕事量は，MI+Ve 群と比較し，有意に増加した(図 3-7A)．
嫌気性代謝の指標として運動直後の血中乳酸値を測定した．単位仕事量当たりの血中

乳酸値はMI+Ve群でSham+Ve群と比較し，有意に増加し，MI+Feb群でMI+Ve群と
比較し，有意に低下した (図 3-7B)．1日あたりの自発的身体活動量は各群に差はなか
った (図 3-7C)． 
 

 
 
図 3-7運動耐容能評価および身体活動量評価． 
A: 術後28日にトレッドミルで評価した走行距離，走行時間，仕事量．各群 n = 5-6．
B: トレッドミル運動直後の単位仕事当たりの血中乳酸値．各群 n = 5-6．C: 身体活
動計で測定した自発的身体活動量. 各群 n = 6．データは平均値±標準誤差．*P < 0.05 
vs. Sham+Ve; †P < 0.05 vs. MI+Ve． 
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3.2.5 骨格筋ミトコンドリア呼吸能 (酸化的リン酸化能) 評価 
術後28日の骨格筋ミトコンドリア呼吸能を評価するために，腓腹筋線維を細胞膜透
過処置した後，高感度オキシグラフィーを用いて酸素消費速度 (O2 flux) を測定した．
脂肪酸酸化 (FAO) とミトコンドリア複合体 I (CI)，ミトコンドリア複合体 II (CII) に
関連したプロトンリークの際に生じる O2 flux (FAO+CI+CII LEAK state) は各群に差
はなかった．酸化的リン酸化能 (FAO+CI+CII OXPHOS state) は MI+Ve 群で
Sham+Ve群と比較し有意に低下した．MI+Feb群はMI+Ve群と比較し，FAO+CI+CII 
OXPHOS state の O2 flux は有意に増加した (図 3-8A)．FAO+CI+CII OXPHOS を
FAO+CI+CII LEAKで割った値である respiratory control ratio （ミトコンドリアの酸化
的リン酸化の効率を反映する） は，MI+Feb群でMI+Ve群と比較し，有意に増加した 
(図 3-8B)． 
 

 
 
図 3-8．骨格筋ミトコンドリア呼吸能 (酸化的リン酸化) 評価 
A: 細胞膜透過処置をした腓腹筋線維での FAO+CI+CII LEAK state (左) および
OXPHOS state (右) のO2 flux．各群 n = 4-7．B: Respiratory control ratio．各群 n = 
4-7．データは平均値±標準誤差．*P < 0.05 vs. Sham+Ve; †P < 0.05 vs. MI+Ve． 
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3.2.6 骨格筋ミトコンドリア形態および量の評価 
図3-8で骨格筋ミトコンドリア機能がMI+Ve群で低下し，MI+Feb群で改善したが，
この効果がミトコンドリアの質もしくは量のどちらが要因によるものか検討を行った． 
透過型電子顕微鏡にて術後28日の骨格筋ミトコンドリアの形態的評価を行った．ク
リスタ構造が破壊されたミトコンドリア面積はMI+Ve群でSham+Ve群と比較し，有
意に増加した．損傷を受けたミトコンドリア面積はMI+Feb群でMI+Ve群に比較し，
有意に減少した．したがって，XO-ROSが骨格筋ミトコンドリアの構造異常に関与す
ることが示唆された (図 3-9A, B)． 
次に，透過型電子顕微鏡画像におけるミトコンドリア面積の定量評価を行ったが，各

群に有意差はなかった (図 3-9C)．骨格筋ミトコンドリア量を反映する代表的なマー
カーであるVDACのタンパク発現量をウエスタンブロッティング法で評価した．術後
28日の骨格筋において，各群の間に VDACの発現量に有意差はなかった (図 3-9D)． 
 

 
 
図 3-9．骨格筋ミトコンドリア形態および量の評価 
A: 術後28日の代表的な腓腹筋での電子顕微鏡画像．Scale bar, 2 μm．B: クリスタ
構造の損傷を受けたミトコンドリア面積の単位ミトコンドリア面積当たりの定量評価．

各群 n = 4．C: 単位面積当たりのミトコンドリア面積の定量評価．各群 n = 4．D: 術
後 28日の腓腹筋でのミトコンドリア量のマーカーであるVDACのタンパク発現の代
表的なバンドと定量評価．各群 n = 5-7．データは平均値±標準誤差．*P < 0.05 vs. 
Sham+Ve; †P < 0.05 vs. MI+Ve．  
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3.2.7 骨格筋ミトコンドリア生合成の評価 
ミトコンドリア生合成に関わるタンパクである AMPKα のリン酸化を評価した．術
後1日および術後28日の腓腹筋でAMPKαのリン酸化に各群で有意差はなかった (図
3-10A)．AMPKαのリン酸化と同様に，ミトコンドリア生合成に関わるNrf1 mRNAの
評価を行った．術後 1日の腓腹筋で Nrf1 mRNA発現に各群に有意差はなかった (図
3-10B)． 
 

 
 
図 3-10．骨格筋でのミトコンドリア生合成の評価 
A, B: 術後1日、術後28日の腓腹筋におけるミトコンドリア生合成に関連したAMPK
のリン酸化の代表的なバンドおよび定量評価．各群 n = 5-7．C: 術後1日の腓腹筋に
おけるミトコンドリア生合成に関連したNrf1 mRNA発現．各群 n = 5-8．データは平
均値±標準誤差． 
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3.2.8 マイトファジーの評価 
透過型電子顕微鏡画像から，MI群において障害されたミトコンドリアが観察された
ため，損傷ミトコンドリアの処理機構がMI+Veで低下し, MI+Feb群で改善している
と考え，ミトコンドリアのオートファジー（マイトファジー）の評価を行った．腓腹

筋から単離したミトコンドリアで，オートファゴソームのマーカーである LC3B-II 
(Laker et al., 2017) を術後1日および術後3日評価した．術後3日のVDACで標準化
した LC3B-IIタンパク発現はMI+Feb群でSham+Ve群，MI+Ve群と比較し有意に増
加した (図 3-11)．この結果から，XO阻害によるミトコンドリア障害の改善にはマイ
トファジーが関与することが示唆された． 

 

 

 
図 3-11．腓腹筋から単離したミトコンドリアにおけるオートファゴソームの評価 
A: 術後1日．各群 n = 5．B: 術後3日. 各群 n = 5-8．データは平均値±標準誤差．
*P < 0.05 vs. Sham+Ve; †P < 0.05 vs. MI+Ve． 
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3.2.9 骨格筋量および萎縮の評価 
骨格筋量の評価として，体重で標準化した骨格筋重量を測定した．腓腹筋重量（速筋

と遅筋の混合筋）や長趾伸筋重量（速筋）では各群に有意差はなかった．一方，遅筋

であるヒラメ筋重量はMI+Feb群でMI+Ve群と比較し，有意に増加した (図 3-12A)．
骨格筋の組織学的評価として，HE 染色により腓腹筋の遅筋線維と速筋線維の横断面
積を計測した．遅筋線維の筋横断面積はMI+Ve群でSham+Ve群に比較し，有意に減
少した．MI+Feb群ではMI+Ve群と比較し，有意に増加した (図 3-12B, C)．速筋線維
の筋横断面積は群間で差は見られなかった． 
この結果から，心不全の骨格筋萎縮にXOが関与し，XO阻害によって改善すること
が明らかになった． 

 

 

 
 
図 3-12．骨格筋量および萎縮の評価． 
A: 腓腹筋 (混合線維)，ヒラメ筋 (遅筋)，長趾伸筋(速筋)の体重で標準化した筋重量．
各群 n = 5-6．B: 腓腹筋の遅筋線維及び速筋線維の横断面積．各群 n = 5-6．C: 代表
的な腓腹筋の遅筋線維のHE染色．Scale bar, 100 μm．データは平均値±標準誤差．*P 
< 0.05 vs. Sham+Ve; †P < 0.05 vs. MI+Ve．  
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3.2.10 タンパク合成に関わるシグナルの評価 
MI群における骨格筋萎縮がタンパク合成の低下によるものか，タンパク分解の亢進
によるものか検討を行った． 
まず，タンパク合成に関わるmTOR-p70S6 kinaseシグナルを評価した．術後 1日
の骨格筋におけるリン酸化したmTORの発現はMI+Ve群でSham+Ve群と比較し有
意に減少し，MI+Feb群でMI+Ve群と比較し有意に増加した (図 3-13)．術後 3日の
骨格筋におけるリン酸化したp70S6 kinaseの発現はMI+Ve群でSham+Ve群と比較
し，低下傾向にあり，MI+Feb群で有意に増加した (図 3-13)． 
この結果から，XO-ROSが筋タンパク合成のmTOR-p70S6 kinaseシグナルに関与
することが明らかとなった． 

 

 
 
図 3-13． mTOR-p70S6 Kinaseシグナルの評価 
A: 術後1 日の腓腹筋でのリン酸化mTORの代表的なバンドと定量評価．各群 n = 7-
8．B: 術後 3日の腓腹筋でのリン酸化 p70S6 kinaseの代表的なバンドと定量評価．
各群 n = 6-8．データは平均値±標準誤差．*P < 0.05 vs. Sham+Ve; †P < 0.05 vs. MI+Ve． 
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3.2.11 タンパク分解に関わるシグナルの評価 
次に，タンパク分解に関わるユビキチン-プロテアソーム系のユビキチンリガーゼで
ある MuRF1や Atrogin1のタンパク発現を術後 1日および 3日の腓腹筋で評価した
が，各群に有意な差はなかった (図 3-14)． 

 

 

 
図 3-14．ユビキチン-プロテアソーム系のタンパク発現の評価 
A: 術後 1日，(B) 術後 3日のMuRF1，Atrogin1の代表的なバンドと定量評価．各
群 n = 6-8．データは平均値±標準誤差．  
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3.2.12 アポトーシスの評価 
透過型電子顕微鏡画像の解析結果から，MI+Ve 群で損傷を受けたミトコンドリアが
あり（図 3-9），骨格筋萎縮と併せてミトコンドリア由来のアポトーシスが亢進してい
ると考え，腓腹筋からミトコンドリアを抽出し，アポトーシスを促進するタンパクで

あるBaxやアポトーシスを抑制するタンパクであるBcl-2の評価を行った．VDACで
標準化したBcl-2発現量はMI+Feb群でSham+Ve群及びMI+Ve群と比較し，有意に
増加した．BaxはMI+Ve群でSham+Ve群と比較し有意に増加したが，MI+Feb群で
MI+Ve群と比較し，有意に低下した．Bcl-2/Bax比はMI+Feb群でMI+Ve群と比較し，
有意に増加した (図 3-15A)． 
また，術後 3日の腓腹筋でアポトーシスの実行に関わるCleaved Caspase3のタン
パク発現を評価した．総タンパク量で標準化したCleaved Caspase3発現はMI+Ve群
でSham+Ve群と比較し有意に増加したが，MI+Feb群でMI+Veと比較し，有意に低
下した (図 3-15B)． 
これらの結果から，MIの骨格筋においてミトコンドリアを介したアポトーシスを促
進するシグナルが亢進し，XO 阻害薬の投与によりそれらのシグナルが抑制されるこ
とが明らかとなった． 
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図 3-15．ミトコンドリアを介したアポトーシス経路の評価 
A: 術後1日の腓腹筋から抽出したミトコンドリアでのBcl-2，Baxの代表的なバンド
と定量評価．各群 n = 8．B: 術後3日の腓腹筋でのCleaved Caspse 3の代表的なバ
ンドと定量評価．各群 n = 8．データは平均値±標準誤差．*P < 0.05 vs. Sham+Ve; †P 
< 0.05 vs. MI+Ve． 
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3.2.13 骨格筋における解糖系代謝の評価 

解糖系代謝の主要酵素である HK2，PKM2，GAPDH のタンパク発現の評価を術後
28日の腓腹筋で行ったが，各群に有意な差はなかった (図 3-16)． 

 

 
 
図 3-16．解糖系に関わるタンパク発現の評価 
術後 28日の腓腹筋でのHK2, PKM2, GAPDHの代表的なバンドと定量評価．各群 n 
= 5．データは平均値±標準誤差． 
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3.2.14 骨格筋における脂肪酸代謝の評価 
脂肪酸代謝の評価として，細胞膜透過処置をした腓腹筋線維に脂肪酸 (オクタノイル
カルニチン) を加えたミトコンドリア呼吸能の測定を行った．LEAK stateのO2 fluxは
MI+Feb群でMI+Ve群と比較し有意に増加した．ADPを加えたOXPHOS stateのO2 
fluxはMI+Ve群でSham+Ve群と比較し有意に低下し，MI+Feb群でMI+Ve群と比較
し有意に改善した (図 3-17)． 
以上から，MIではShamと比較し脂肪酸代謝が低下するが，XO阻害薬の投与によ
り脂肪酸代謝が改善することが明らかとなった． 
 

 

 
図 3-17．脂肪酸代謝の評価 
細胞膜透過処置をした腓腹筋線維に脂肪酸を加えた FAO LEAK state及び ADPを加
えたFAO OXPHOS stateでのO2 flux．各群 n = 4-7．データは平均値±標準誤差．*P 
< 0.05 vs. Sham+Ve; †P < 0.05 vs. MI+Ve．  
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3.3 実験３	 慢性期から XO 阻害薬の投与が MI 後の骨格筋異常および運動耐
容の低下に及ぼす影響の検討 

3.3.1 臓器重量及び心エコー 
MI における XO 阻害薬の治療効果を検討するため，MI 後心不全の慢性期から

febuxostatの介入実験を行った (図 2-3)． 
表3-2に術後6週の臓器重量および心エコー指標を示す．体重にMI+Ve群とMI+Feb
群の間に有意差はなかった．体重で標準化した左室重量や肺重量は両群で有意差はな

かった．心エコーで評価した左室内径や左室後壁厚，左室短縮率および心拍数は両群

で有意差はなかった．慢性期からの XO阻害薬の投与は MI群の心臓の形態や機能に
影響しなかった． 
 
表 3-2. 術後 6週の体重、臓器重量および心エコー指標 
 MI+Ve 

n = 7 
MI+Feb 

n = 6 
体重および臓器重量   

体重, g 26.1±0.2 26.7±0.8 

左室重量/体重, mg/g 4.22±0.11 4.47±0.18 

肺重量/体重, mg/g 6.85±0.71 7.66±0.85 

   

心エコー   

心拍数, 回/分 628±15 654±22 

左室拡張末期径, mm 5.6±0.2 5.6±0.3 

左室収縮末期径, mm 4.6±0.3 4.8±0.2 

左室内径短縮率, % 18.5±3.3 15.3±1.6 

左室前壁厚, mm 0.3±0.03 0.5±0.1 

左室後壁厚, mm 0.9±0.1 1.0±0.03 

データは平均値±標準誤差． 
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3.3.2 運動耐容能の評価 
術後6週の運動耐容能を評価するため，トレッドミルテストを行った．走行時間，走
行距離，仕事量は，MI+Ve群とMI+Feb群に有意差はなかった．嫌気性代謝の指標と
して運動直後の血中乳酸値を測定した．単位仕事量当たりの血中乳酸値はMI+Ve群と
MI+Feb群で有意な差はなかった (図 3-18)． 
これらの結果から，慢性期からの XO 阻害薬の投与は運動耐容能を改善しないこと
が明らかとなった． 
 

 
 
図 3-18．MI後慢性期におけるXO阻害薬の運動耐容能への影響 
トレッドミルで評価した走行距離，走行時間，仕事量とトレッドミル運動直後の単位

仕事当たりの血中乳酸値．各群 n = 6-8．データは平均値±標準誤差． 
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3.3.3 骨格筋ミトコンドリア呼吸能 (酸化的リン酸化能) の評価 
術後 6 週の骨格筋ミトコンドリア呼吸能を評価するために，腓腹筋線維を細胞膜透
過処置した後，高感度オキシグラフィーを用いて O2 flux を測定した．FAO+CI+CII 
LEAK state および OXPHOS state での O2 flux に両群で有意差はなかった． 
Respiratory control ratioはMI+Feb群でMI+Ve群で低下する傾向があった (図 3-19)． 
これらの結果から，慢性期からの XO 阻害薬の投与は運動耐容能と同様に，骨格筋
ミトコンドリア呼吸能を改善しないことが明らかとなった． 
 

 
 
図 3-19．MI後慢性期におけるXO阻害薬のミトコンドリア呼吸能への影響 
A: 細胞膜透過処置をした腓腹筋線維での FAO LEAK state (左) および OXPHOS 
state (右) の O2 flux．各群 n = 6．B: Respiratory control ratio．各群 n = 6．データは
平均値±標準誤差． 
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3.4 実験 4 骨格筋培養細胞での検討 
3.4.1 低酸素とXO-ROSの関連の検討 

低酸素とXO-ROSの関連を調べるため，1%O2の低酸素ワークステーションを用い

て評価した． 
Car9 mRNA はコントロールと比較し，低酸素曝露 6 時間で有意に増加した (図 3-

20A)．XO-ROS産生量はコントロールと比較し，低酸素曝露6時間以降で有意に増加
した (図 3-20B)．Xor mRNA発現はコントロールと比較し，低酸素曝露6時間で有意
に増加し，XORタンパク発現もコントロールと比較し6時間で有意に増加した (図 3-
20C, D)．ミトコンドリア呼吸能は，コントロールと比較し，低酸素曝露 24 時間で
FAO+CI+CII OXPHOS stateのO2 fluxが有意に低下した (図 3-20E)． 
これらの結果から，低酸素曝露によりXO-ROSが増加し，ミトコンドリア呼吸能が
低下し，in vivoのMIモデルと同様の結果を再現した． 

 
次に，C2C12細胞の低酸素曝露におけるXO阻害薬のミトコンドリ呼吸能への効果
を評価した．FAO+CI+CIIのOXPHOS stateでのO2 fluxはコントロールと比べ，未治
療群で有意に低下したが，Feb 3 μM 群で未治療群と比較し，有意に増加した (図 3-
20F)． 
これらの結果から，in vivoのMIモデルと同様に，低酸素によるXO-ROSの増加が
引き起こすミトコンドリア機能低下を，XO 阻害薬を投与することにより改善するこ
とができた． 
  



	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  

 67 

  

 
図 3-20．低酸素に曝露されたマウス骨格筋C2C12筋管細胞の評価 
A: 1%O2に 1時間から 6時間低酸素暴露した骨格筋C2C12筋管細胞のCar9 mRNA
発現量．各群 n = 6．B: 1%O2に3時間から24時間低酸素暴露した骨格筋C2C12筋
管細胞のXO由来H2O2産生量．各群 n = 3-10．C: 1%O2に3時間から24時間低酸
素暴露した骨格筋C2C12筋管細胞のXor mRNA発現量．各群 n = 6．D: 1%O2に6
時間低酸素暴露した骨格筋C2C12筋管細胞のXORタンパク発現量．各群 n = 5．E: 
1%O2に3時間から24時間暴露した骨格筋C2C12筋管細胞のFAO+CI+CII OXPHOS 
stateでのO2 flux．各群 n = 4-6．F: Febuxostat 0.3 μM，3 μMを加え，1%O2に24時
間低酸素暴露したC2C12筋管細胞のFAO+CI+CII OXPHOS stateでのO2 flux．各群 
n = 4-6．データは平均値±標準誤差．*P < 0.05 vs. control; †P < 0.05 vs. Hypoxia+Feb 
0 μM．  
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3.4.2 尿酸とミトコンドリア呼吸能の関連の検討 
XOの代謝産物である尿酸を骨格筋 C2C12筋管細胞の培養液に尿酸をそれぞれ 0.2 

mM, 0.6 mM, 2 mMを添加し，24時間後にミトコンドリア呼吸能の評価を行った．尿
酸のいずれの濃度においてもコントロールを比較し，FAO+CI+CII OXPHOS stateの
O2 fluxに有意差はなかった (図 3-21)． 
この結果から，MI後や低酸素モデルの骨格筋ミトコンドリア呼吸能の低下はプリ

ン代謝の最終代謝産物である尿酸によるものではない可能性が示唆された． 
 

 
 
図 3-21．尿酸添加後の骨格筋C2C12筋管細胞ミトコンドリア呼吸能評価  
各群n = 4．データは平均値±標準誤差． 
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4 考察 
本研究において， MI後心不全モデルマウスは慢性期にミトコンドリア障害，筋萎縮
といった骨格筋障害と運動耐容能の低下を観察した．MI後の急性期における骨格筋は
一過性に低酸素に晒され，それに伴い XO-ROSが増加した．MI後の急性期における
XO阻害薬の投与は左室機能やリモデリングを変化せず，MI後慢性期の運動耐容能を
改善した．また，XO阻害薬の投与はXO-ROSによる骨格筋ミトコンドリアダメージ
を軽減することでミトコンドリア呼吸能を正常化した．さらに，ミトコンドリアから

のアポトーシスシグナルの低下や mTOR-p70S6K シグナルを活性化することで，MI
における骨格筋萎縮を改善した．慢性期からのXO阻害薬の投与は運動耐容能やミト
コンドリア呼吸能を改善せず，XO-ROSが増加する急性期への介入が骨格筋異常の改
善には必要であることが示唆された． 

 
1) 運動耐容能とミトコンドリア異常について 
心不全の運動耐容能低下には骨格筋異常が密接に関わっている (Matsumoto et al., 

2018; Okita et al., 1998; Tsuda et al., 2018)．当研究室ではこれまで心不全における骨
格筋ミトコンドリア異常には活性酸素種の増加が関わっていることを報告してきた 
(Fukushima et al., 2014; Ohta et al., 2011)．しかし，このミトコンドリア機能異常の発
症機序は明らかとなっていない．本研究の結果から，XO-ROS産生の増加がミトコン
ドリア異常の発症に関与していることが示唆された．因果関係の証明には骨格筋特異

的XORノックアウトマウスを用いた検討が考えられ，今後の検討課題である． 
 

2) XOについて 
XOはXORの一つの形態である．XORのほとんどはXDHの形態をとり，タンパク
融解やシステイン残基の酸化で不可逆的あるいは可逆的に XO へと変化する (Berry 
and Hare, 2004)．これまで，XOは虚血による低酸素で活性化することが報告されて
きた (Terada et al., 1992; Terada et al., 1997)．本研究ではMI後心不全モデルマウス
の骨格筋で低酸素のマーカーである Car9 mRNA 発現が増加し，それに続いて XO-
ROSが増加した．また，低酸素曝露により骨格筋培養細胞での in vitroの系において
も同様の結果が再現できた．さらに，速筋線維に比べ遅筋線維でXO発現が高いこと
が明らかになり，XO の抑制が遅筋線維やミトコンドリアに良い効果をもたらすと考
えられた．過去の報告で、マクロファージではXO/XORはミトコンドリアにも局在し
ているという報告もあるが (Abooali et al., 2014)，本研究においては詳細な局在や
ROS産生以外の役割について検討することはできなかった． 
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3) 左室機能，リモデリングについて 
これまで，心不全患者の血管内皮細胞で XOR 活性が増加していることや XDH/XO
タンパク発現が拡張型心筋症の心筋で増加することが報告されている (Cappola et al., 
2001)．また，動物実験では MI 後心不全モデルマウスに術後 1 日から術後 4 週まで
XO 阻害薬を投与することにより，左室機能やリモデリングを改善することが報告さ
れている (Engberding et al., 2004)．しかし，我々の研究でのMI後急性期のみのXO
阻害薬投与は左室機能やリモデリングを改善しなかった．本研究で血清や心筋の XO
活性は，急性期ではなく慢性期に上昇していた．一方で，本研究での慢性期のみのXO
阻害薬の投与も左室機能やリモデリングを改善しなかった．これまでの MI マウスを
用いた研究報告から (Kinugawa et al., 2000)，術後2週の時点ですでに左室リモデリ
ングが完成していたと考えられるため，慢性期の介入のみでは左室機能は改善しなか

ったと考えられる．以上の結果から，左室機能やリモデリングを改善するためには，

急性期から慢性期にかけての持続的な介入が必要と考える． 
 
4) ミトコンドリアダメージとROS 
術後 28日の骨格筋の電子顕微鏡画像にてMI+Ve群でクリスタ構造が破壊されたミ
トコンドリアが散見された．これまでの知見から，ROSが直接ミトコンドリアを障害
すると考えられるが (Madesh and Hajnoczky, 2001; Tsutsui et al., 2011)，ミトコンド
リアのアダプタータンパクである p66SHCは ROSによって活性化された PKCによ
って活性化され，ミトコンドリアを障害すると考えられており (Migliaccio et al., 1999; 
Pinton et al., 2007)，ROSによる間接的なミトコンドリア障害も起こっている可能性
がある．これらの事項は今回の研究では検討できなかった． 
また，これまで我々はMI後慢性期の骨格筋でROSが上昇することを報告している
が (Fukushima et al., 2014; Ohta et al., 2011)，XO-ROS産生の増加は急性期のみであ
った．先行研究でMI後慢性期の骨格筋でROSの産生源の一つであるNADPH oxidase
が活性化すると報告されている (Fukushima et al., 2014)．さらに，XOはROSを介
してNADPH oxidaseを活性化すると報告されており (Nanduri et al., 2015)，急性期
の XO-ROS がトリガーとなり慢性期に NADPH oxidase が活性する可能性が考えら
れる．さらに，障害されたミトコンドリアは ROS を産生することが知られており 
(Huang et al., 2015)，慢性期にはミトコンドリア由来の ROSも増加する可能性があ
る．これらの事項は今後の検討事項である． 
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5) ミトコンドリア生合成及び処理機構 
先行研究では，MI後心不全の骨格筋でミトコンドリア量の低下やミトコンドリア生
合成に関わるシグナルである AMPKα-PGC1α シグナルの低下が報告されている
(Takada et al., 2016)．本研究では，電子顕微鏡像で評価したミトコンドリア面積やミ
トコンドリアマーカーの VDACのタンパク発現は Sham+Ve群とMI+Ve群で差は見
られなかった．また，リン酸化AMPKαのタンパク発現やPGC1αの下流であるNrf1
遺伝子の発現量にも両群で差はみられず，本研究ではミトコンドリア量の低下や生合

成の低下は見られなかった．この機序については不明である． 
MI+Ve 群で障害されたミトコンドリアが散見されたが，この現象には ROS による
ミトコンドリア障害だけでなく，処理機構であるマイトファジーの障害も関わってい

ると考えられ検討を行った．術後 3 日で MI+Feb 群でのみミトコンドリア分画での
LC3B II 発現が上昇していた．このことからオートファゴソームの形成が MI+Feb 群
で亢進している可能性が示唆される．しかし，実際のオートファゴソームの形成やオ

ートファゴライソソームの形成に関しては検討できなかった．また，マイトファジー

を促進するシグナルとして mTOR-p70S6K シグナルがあるが，mTOR の活性化はマ
イトファジーを抑制する方向に働くため合致しない．しかし，活性化p70S6Kはイン
フルエンザ感染症の際にLC3BII形成を促進するとの報告もあり (Datan et al., 2014)，
病的な環境においてはp70S6Kがオートファジーに促進的に働く可能性があるが，本
研究では詳細な検討ができなかった． 
 
6) 筋萎縮 
我々の MI 後心不全モデルマウスでは遅筋であるヒラメ筋のみ筋萎縮した．過去の
研究で，mTOR-p70S6K シグナルは ROS により抑制されると報告されている 
(Alexander et al., 2010)．我々の研究ではMI+Ve群でこのシグナルが抑制されており，
XO阻害薬の投与で改善した．この結果から，XO-ROSがmTOR-p70S6Kシグナルを
抑制し筋萎縮を引き起こす可能性が示唆された．また，下肢懸垂による筋萎縮モデル

マウスの実験では，XO阻害薬の投与によりタンパク分解に関わるユビキチン-プロテ
アソーム系のタンパク発現が減少し，遅筋線維の萎縮が改善した報告されている 
(Derbre et al., 2012)．しかし，本研究では MI マウスでユビキチンリガーゼである
MuRF1 や Atrogin1 の発現の亢進はなく、タンパク合成の低下により筋萎縮し、XO-
ROS の抑制はタンパク合成シグナルを活性化することで筋萎縮を改善することを示
した． 
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7) アポトーシス 
MI+Ve 群で障害されたミトコンドリアが散見され，それが MI-Feb 群で減少したこ
とから，「MI でミトコンドリア由来のアポトーシスシグナルが亢進し，XO の阻害に
よりそのシグナルは抑制される」と考え検討を行った．過去の研究では, XO-ROSの
増加により，アポトーシスを促進するタンパクであるBaxのミトコンドリア分画での
発現が亢進し，アポトーシスのトリガーとなると報告されている (Huang et al., 2015; 
Madesh and Hajnoczky, 2001)．本研究でも，ミトコンドリア分画でのBax発現やア
ポトーシスの実行に関わるCleaved Caspase 3の発現がMI+Ve群で増加し，MI+Feb
群で改善し，先行研究と同様の結果が得られた．Bcl-2の上昇に関しては，先行研究で
p70S6Kによりリン酸化されたBADがミトコンドリアでのBcl-2発現を増加させると
の報告があり (Harada et al., 2001)，このようなシグナルが関与する可能性がある． 
また，心不全モデルラットの骨格筋萎縮にアポトーシスが関与することが報告され

ているが (Libera et al., 1999)，本研究ではその因果関係を証明することはできなかっ
た． 

 
8) 脂肪酸代謝 
我々はこれまで MI 後心不全マウスの骨格筋で脂肪酸代謝が低下していることを

報告してきた (Tsuda et al., 2018)．本研究でも，脂肪酸の基質を加えたミトコンドリ
ア機能は MI で低下が見られた．XO を阻害することで脂肪酸代謝の亢進が見られた
が，この機序として，脂肪酸のβ酸化がミトコンドリアで行われるため，ミトコンド
リアダメージの軽減によるものの可能性が考えられる．また，高脂肪食マウスの研究

では，febuxostat を投与することにより脂肪肝での脂肪酸酸化に関わる遺伝子発現が
増加したと報告しており (Nakatsu et al., 2015)，脂肪酸代謝に関わるタンパク質発現
や脂肪酸代謝のレギュレーターである PPARα の核内移行の評価などは今後の検討課
題である．  
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5 結論 
1) 得られた新知見 
l MI後急性期に骨格筋が一過性に低酸素状態にある． 
l MI後急性期に骨格筋でXOが活性化しROSが増加している． 
l MI後急性期の XO-ROSが慢性期の骨格筋ミトコンドリア障害，骨格筋萎縮，運
動耐容能低下に関与している． 

l MI後慢性期のXO阻害薬の投与は骨格筋ミトコンドリア障害，運動耐容能を改善
しない． 

 
2) 新知見の意義 
l MI後の急性期におけるXO阻害薬を投与は，慢性期における運動耐容能や骨格筋
ミトコンドリア機能障害および筋萎縮が改善した (図 6)． 

ü 運動耐容能の指標である，最高酸素摂取量は心不全の強力な予後規定因子である
が，心不全の運動耐容能低下を改善する治療法は運動療法のみであった． 

ü しかし，心不全患者の多くはその重症度から十分な運動療法を受けることができ
ず，運動耐容能の低下に介入可能な薬物療法の確立が課題となっている． 

ü 当研究室ではこれまで大規模観察研究で心不全患者の高尿酸血症の合併は独立し
た予後因子であることを報告してきた．高尿酸血症の要因の一つとして XOの活
性化が考えられており，心不全患者への XO阻害薬の投与は予後を改善させると
考えられてきた．しかしながら，これまでの臨床研究では心不全患者への XO阻
害薬の投与は運動耐容能や予後を改善しないことが報告されている．これまでの

臨床研究は心不全の”慢性期”への介入であり，本研究の結果からは心筋梗塞後や
心不全の”急性期”の XO 阻害薬の投与が運動耐容能の改善する可能性が示唆され
た．  
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図 6．本研究のまとめ 
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3) 今後の研究展開 
ü 本研究では解明できなかった詳細な分子機序を解明する． 
ü 今回の基礎研究の結果を基に，急性心筋梗塞患者を対象とし，XO阻害薬を投与
する群とプラセボ群を無作為にわけ，慢性期の運動耐容能を評価する臨床研究を

立案中である． 
 
4) 今後の課題 
ü XO と骨格筋障害の因果関係を証明するために, XOR の骨格筋特異的ノックアウ
トマウスでの検討が必要である． 

ü XOがなぜ遅筋線維に多く分布しているかは不明である． 
ü 本研究で，MI+Ve群の骨格筋におけるの慢性期の ROSの上昇が確認されていな
い． 

ü XOが慢性期に「どのROSの産生源を活性化しているか」を検討する． 
ü 抗酸化物質であるSODやグルタチオン，カタラーゼを評価する． 
ü p66SHCなど，ROSが間接的にミトコンドリアを障害する経路を検討する． 
ü In vitroの実験系で筋萎縮やアポトーシスを評価する． 
ü マイトファジーに関して，本研究で確認したのはオートファゴソームのマーカー
のみであり，詳細なマイトファジーの動態や機序を検討する． 

ü MI+Ve群でミトコンドリアを介したアポトーシスシグナルは亢進しているが，実
際にアポトーシスが起こっているかどうかTUNEL染色で確認する． 

ü アポトーシス機序についても Bcl-2 の発現亢進が p70S6K や BAD によるものか
検討する． 

ü アポトーシスと骨格筋萎縮の因果関係を検討する． 
ü 脂肪酸代謝に関わるタンパク質やレギュレーターである PPARα の核移行など詳
細なメカニズムを検討する．  
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