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序論 

 

骨格筋は、運動、姿勢保持、代謝のホメオスタシス、熱産生のための重要な器官であり、

体重の約 40％、総タンパク質の 50％を占めている 1)。骨格筋の機能を維持することは、全

身の健康を維持するために不可欠である。骨格筋の維持には、筋タンパク質合成と筋タンパ

ク質分解のバランスを保つ必要があり、多様な機序がこのバランスの維持に関わっている。 

骨格筋の量は、生後の発育過程で個々の筋線維の肥大という過程を通じて増加する 2)。

筋肥大は、全体的な筋タンパク質合成速度が筋タンパク質分解速度を上回ったときに起こ

る。筋タンパク質合成を制御するシグナル伝達経路で中心的な役割を果たすのが、インスリ

ン様成長因子 1（IGF-1）による PI3K/Akt/mTOR シグナル経路の活性化である 2-4)。 

一方、筋萎縮は筋タンパク質の分解速度が筋タンパク質合成速度を上回ったときに起

こり、ユビキチン-プロテアソーム系，オートファジー系，カルパイン系の主要な３つのタ

ンパク質分解経路が活性化され、筋量の減少に様々な形で寄与している。特にユビキチン-

プロテアソーム系経路には、様々な筋萎縮関連遺伝子が関与しており、それらは Akt によっ

て負に制御される FOXOs や、炎症性サイトカインによって活性化される NF-κB などの特定

の転写因子によって制御されている 1-3, 5)。 

骨格筋量は、栄養状態、ホルモンバランス、身体活動/運動、および損傷や疾患などの

要因の影響を受けやすい 6)。加齢 7, 8)、廃用症候群 9, 10)をはじめ、がん化学療法 11, 12)、がん

悪液質 13)、糖尿病 14)、腎不全 15)、心不全 16)、後天性免疫不全症候群 17)、慢性閉塞性肺疾患

17)、などの様々な疾患において、骨格筋の筋タンパク質合成と分解の不均衡を誘発し、筋萎

縮に至ることが知られている。筋萎縮は、しばしば日常生活に支障をきたし、病状の悪化に

つながることがあるが、現在までのところ有効な治療法は確立されていない。 

厚生労働省「（2020）人口動態統計（確定数）の概況」によると、2020 年にがんで死亡

した人は全死因の 27.6％に当たり、日本においては 4 人に 1 人はがんで死亡している。癌

の治療には、手術療法、放射線療法、化学療法があり、日々進歩しているが、これらの治療
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後による全身衰弱は、筋萎縮や筋力低下を引き起こす。やがては廃用症候群に陥ることもあ

り、患者の筋萎縮が重要な問題になりつつある。 

近年、化学療法剤による骨格筋障害の発生に注目が集まっている 18-20)。シスプラチン化

学療法は二次的なサルコペニアを引き起こすことがあり、患者の生活の質（QOL）に悪影響

を与えることが明らかになっている 21, 22)。 

シスプラチンは 1970 年代に開発された抗がん剤であるが、現在においても消化器癌、

肺癌、頭頸部癌、精巣癌、膀胱癌、卵巣癌、子宮頸癌など様々な癌に対して、標準的化学療

法薬として使用されている。マウスにシスプラチンを投与すると、筋特異的ユビキチンリガ

ーゼ Atrogin-1 ならびに Muscle RING finger 1（MuRF1）の活性化に伴い骨格筋萎縮が起こる

ことが最近の研究から明らかとなっているが 23-26)、その分子メカニズムについては不明な

点が多い。Sirago ら 27)はシスプラチンが骨格筋のミトコンドリア障害を引き起こすことを

はじめて報告したが、その機序や筋萎縮との因果関係については検討がなされていない。 

そこで本研究では、シスプラチンによる筋萎縮メカニズムの解明が筋萎縮の予防や治

療方法の確立につながる重要な意味を持つと考え、シスプラチン誘発 C2C12 筋管細胞萎縮

におけるミトコンドリア障害の役割について検討した。また、シスプラチン誘発筋萎縮モデ

ルマウスの病態を解明するとともに、補中益気湯の有用性について検討を行った。 
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第 1 章 シスプラチン誘発筋管細胞萎縮におけるミトコンドリア 

機能不全の役割 

 

第 1 節 背景 

 

シスプラチンは、消化器癌、肺癌、頭頸部癌、精巣癌、膀胱癌、卵巣癌、子宮頸癌など

様々な癌の治療に広く使用されている抗癌剤である。シスプラチンの主な抗癌機序は、DNA

のグアニン-N-7 位への結合による DNA の鎖内架橋で、DNA 合成、複製、翻訳を阻害し、

腫瘍細胞の細胞分裂の阻害とアポトーシス誘導を引き起こすことが報告されている 28-30)。

シスプラチンの基本的な抗癌作用は DNA 損傷であると考えられているが、近年の研究によ

り、細胞代謝、免疫調節、細胞内タンパク質や細胞内小器官への作用、腫瘍細胞とその微小

環境との細胞間コミュニケーションへの干渉など、いくつかの別の機構も明らかになって

いる 31)。シスプラチン化学療法は、腎毒性、耳毒性、神経毒性などの重篤な副作用を有する

が 32, 33)、これらに加えて、近年、骨格筋障害の発生に注目が集まっている 18-20)。シスプラチ

ン化学療法は二次的なサルコペニアを引き起こし、患者の QOL に悪影響を与えることが明

らかになっている 21, 22)。 

筋萎縮には、タンパク質の分解と合成を制御する多様なシグナル伝達経路が関与して

いる。これまでの研究から、シスプラチンは、筋特異的ユビキチンリガーゼである Atrogin-

1 と MuRF1 を活性化することにより骨格筋量を減少させることが明らかとなっている 18, 20, 

23-26)。これらのユビキチンリガーゼは、筋萎縮の重要な制御因子である筋萎縮原因遺伝子群

（atrogenes）の主要な構成因子であり、多くの場合、転写因子の FOXO ファミリーによって

制御されている。シスプラチンによる筋萎縮に関しては、FOXO1 および/または FOXO3a が

重要な調節因子として認識されている 23, 26, 34, 35)。しかしながら、シスプラチンによる

FOXO1/3a および筋特異的ユビキチンリガーゼの活性化に至る分子メカニズムはいまだ解
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明されていない。 

ミトコンドリアは、ATP 産生、活性酸素種（ROS）制御、アポトーシス誘導など、多く

の細胞機能を制御する重要な役割を担っている 36)。これらのミトコンドリア機能の低下は、

加齢に伴うサルコペニア 37-39)や廃用性筋萎縮 40, 41)に関与することが示されている。最近の

動物実験で、Sirago らはミトコンドリア障害がシスプラチン治療中に発生すると報告した

27)。しかしながら、彼らはミトコンドリア機能障害が MuRF1 や Atrogin-1 の活性化をもたら

す機序を明らかにしておらず、ミトコンドリア機能障害と筋萎縮の因果関係についても検

討をおこなっていない。 

そこで本研究では、C2C12 筋管細胞におけるミトコンドリア機能、すなわち ATP 産生、

細胞エネルギー代謝、活性酸素制御、アポトーシス誘導に対するシスプラチンの影響を明ら

かにすることを目的とした。さらに、ミトコンドリアを標的とした抗酸化剤 Mitoquinone 

mesylate（MitoQ）42-45)の有効性を検討し、シスプラチン誘発筋管細胞萎縮におけるミトコン

ドリア障害の役割について検討した。 
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第 2 節 材料・実験方法 

 

第 1 項 細胞培養と実験デザイン 

マウス C2C12 筋芽細胞は、株式会社ケー・エー・シーより購入した。C2C12 筋芽細胞

は、10%ウシ胎児血清（JRH Biosciences, Lenexa, KS, USA）およびペニシリン-ストレプトマ

イシン（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA）を添加したダルベッコ改変イーグル培

地（DMEM；Thermo Fisher Scientific）中で 37℃, 5% CO2で培養した。C2C12 筋芽細胞を筋

管細胞に分化させるために、培養液を DMEM＋2%ウマ血清（Thermo Fisher Scientific）から

なる分化培地に交換し、5 日間インキュベートした。分化誘導の間、筋芽細胞の分化培地は

約 2 日に一度、新鮮な培地に交換した。分化後、筋管細胞はシスプラチン（479306；Sigma-

Aldrich, St.Louis, MO, USA）または溶媒（0.02% DMSO）で処理し、その後、解析に供した。

Mitoquinone mesylate（MitoQ；HY-100116A）は、MedChemExpress（Monmouth Junction，NJ，

USA）から購入した。MitoQ（0.16, 0.4 μmol/L）は、シスプラチン添加の 30 分前に添加した。 

 

第 2 項 Live/Dead Cell アッセイ 

Live/Dead Cell Staining Kit II（PK-CA707-30002；PromoCell, Heidelberg, Germany）を用い

て生細胞率および死細胞率を測定した。C2C12 筋管細胞（4.5 × 104 個/cm2）を 6.25–50 μmol/L

シスプラチンで24時間処理した後、キットに付属するプロトコルに従って、2 μmol/L Calcein-

AM / 4 μmol/L EthD-III 染色液中で室温にて 30 分インキュベートした。Calcein-AM は生細胞

を緑色に染色し（Ex/Em = 485/525 nm）、EthD-III は死細胞を赤色に染色する（Ex/Em = 544/612 

nm）。蛍光は Flex station 3 multimode microplate reader（Molecular Devices, San Jose, CA, USA）

を用いて測定した。 

 

第 3 項 MTS アッセイ 

細胞生存率は、CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay kit（G3580；
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Promega Corporation, Madison, WI, USA）に付属する MTS 試薬を用いて測定した。C2C12 筋

管細胞（1.5 × 104 個/cm2）を 6.25–50 μmol/L シスプラチンで 24 時間処理し、製造元のプロ

トコルにしたがって MTS 試薬を添加した。Infinite 200 PRO マイクロプレートリーダー

（Tecan, Grödig, Austria）を用いて、490 nm の吸光度を測定した。 

 

第 4 項 カスパーゼ 3/7 アッセイ 

C2C12 筋管細胞（4.5 × 104 個/cm2）を 12.5–100 μmol/L シスプラチンで 24 時間処理し、

Amplite Fluorimetric Caspase 3/7 Assay Kit（13502；AAT Bioquest, Sunnyvale, CA, USA）でメー

カーのプロトコルにしたがって Caspase 3/7 活性を測定した。蛍光は Infinite 200 PRO マイク

ロプレートリーダー（Tecan）を用いて Ex/Em = 350/450 nm で測定した。 

 

第 5 項 蛍光免疫染色 

C2C12 筋管細胞（3.7 × 104 個/cm2）を 12.5–50 μmol/L シスプラチンで 24 時間処理し、

4%パラホルムアルデヒド-リン酸緩衝液で室温にて 30 分間固定した。リン酸緩衝生理食塩

水で 3 回洗浄後、一次抗体として 10 μg/mL マウス抗ヒトミオシン重鎖（myosin heavy chain：

MyHC）モノクローナル抗体（MAB4470；R&D Systems, Minneapolis, MN, USA）で室温にて

3 時間インキュベートした。2 μg/mL の濃度の蛍光標識二次抗体 Alexa Fluor 488 anti-mouse 

IgG（A-11029；Thermo Fisher Scientific）を加え、室温で 1 時間インキュベートした。MyHC

の染色画像は、BZ-9000 HS オールインワン蛍光顕微鏡（株式会社キーエンス、日本、大阪）

を用いて取得した。各処理の各ウェルから筋管細胞 24 本を無作為に選択し、ImageJ

（https://imagej.nih.gov/ij/）を用いて短径を測定し、1 ウェルあたりの平均値を算出した。 

 

第 6 項 ウェスタンブロット解析 

プロテアーゼ阻害剤とセリンホスファターゼ阻害剤を含む Cell Lysis Buffer（10×）

（9803；Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA）を用いて、50 μmol/L シスプラチン処
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理 24 時間後の C2C12 筋管細胞（3.7 × 104 個/cm2）からタンパク質を単離した。MyHC の含

量は、キャピラリーベースの自動サイズ分離およびナノイムノアッセイシステムである Jess 

Simple Western System（ProteinSimple, San Jose, CA, USA）を用いて評価した。分析は特に断

りのない限り、製造元の標準的な方法に従って行った。等量の細胞溶解液（約 900 μg/mL）

を 0.1×サンプルバッファーと Fluorescent 5×Master mix（ProteinSimple）を 8：12：5 の割合

で混合し、95℃で 5 分間変性させた。単離したタンパク質を 12-230-kDa Jess Separation Module

（SM-W004；ProteinSimple）を用いて分離し、5 μg/mL anti-MyHC 抗体（MAB4470；R&D 

Systems, Minneapolis, MN, USA）で 30 分間プロービングを行った。結合した MyHC は、Anti-

Mouse Detection Module（DM-002；ProteinSimple）を用いて検出した。その後、RePlex Module

（RP-001；ProteinSimple）を用いて一次抗体と二次抗体を除去し、10 μg/mL の抗 GAPDH 抗

体（AF5718；Novus Biologicals, LLC, Centennial, CO, USA）でブロットを 30 分間再プロービ

ングした。結合した抗 GAPDH 抗体は Anti-Goat Detection Module（DM-006；ProteinSimple）

を用いて検出した。ピーク面積は Compass Simple Western software, version 5.0.1（ProteinSimple）

を用いて自動計算したが、手動設定でベースラインを調整し、それぞれのピーク面積を

GAPDH のピーク面積で補正した。 

 

第 7 項 RNA 抽出と RT-PCR 

C2C12 筋管細胞（3.7 × 104 個/cm2）を 6.25–50 μmol/L シスプラチンで 2、6、24 時間処

理し、RNeasy Mini Kit（74106；QIAGEN, Valencia, CA, USA）に付属する Buffer RLT と 2-

mercaptoethanol を加えて溶解させた。細胞溶解液をボルテックスで混合し、QIAshredder spin 

column（79656；QIAGEN）を用いてホモジナイズした。RNA 抽出は、RNeasy Mini Kit を使

用して行った。C2C12 筋管細胞から抽出した RNA を約 110 ng/μL に希釈し、70℃で 15 分間

インキュベートした後、4℃に冷却した。その後、High Capacity cDNA Reverse Transcription 

Kit（4368813；Thermo Fisher Scientific）を用いて、RNA を相補的 DNA（cDNA）に逆転写し

た。リアルタイム定量 PCR アッセイは、TaqMan Fast Advanced Master Mix（4444557；Thermo 
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Fisher Scientific）および遺伝子特異的 TaqMan プライマー/プローブ（Thermo Fisher Scientific）

と QuantStudio 7 Flex Real-Time PCR System（Thermo Fisher Scientific）を用いて実施した。プ

ライマー/プローブの情報は表 1 に記載した。18s rRNA は内在性コントロールとして用い、

mRNA 発現量は ΔΔCt 法を用いて算出した。 

 

表 1 RT-PCR に使用するプライマー 

Target Gene name Assay ID 
Rn18s 18S ribosomal RNA Mm04277571_S1 
Atrogin-1 (Fbxo32) F-box protein 32 Mm00499523_m1 
MuRF1 (Trim63) tripartite motif-containing 63 Mm01185221_m1 
Foxo1 forkhead box O1 Mm00490672_m1 
Foxo3 forkhead box O3 Mm01185722_m1 
Foxo4 forkhead box O4 Mm00840140_g1 
Bax BCL2-associated X protein Mm00432051_m1 
Bcl2 B cell leukemia/lymphoma 2 Mm00477631_m1 
Pgc-1α peroxisome proliferative activated receptor, gamma, coactivator 1 Mm01208835_m1 
Tfam transcription factor A, mitochondrial Mm00447485_m1 
Sod2 superoxide dismutase 2, mitochondrial Mm01313000_m1 
 

 

第 8 項 ミトコンドリア量測定と膜電位アッセイ 

C2C12 筋管細胞（4.5 × 104 個/cm2）を 50 μmol/L シスプラチンで 6 時間または 24 時間

処理した。ミトコンドリアの量は、緑色の蛍光（Ex/Em = 485/525 nm）を発するミトコンド

リア染色色素である MitoGreen 試薬（PK-CA707-70054；PromoCell）を用いて評価した。50 

nmol/L MitoGreen をシスプラチン処理した細胞に添加し、37℃で 30 分間インキュベートし

た。Image-iT TMRM 試薬（I34361；Thermo Fisher Scientific）を用いてミトコンドリア膜電位

を測定した。TMRM は細胞透過性の蛍光色素（Ex/Em = 544/590 nm）であり、膜電位に異常

を認めない活動性のミトコンドリアに蓄積される。細胞を 100 nmol/L TMRM とともに 37℃

で 30 分間インキュベートした。両アッセイとも、蛍光強度は Flex station 3 マルチモードマ

イクロプレートリーダー（Molecular Devices 社製）を用いて測定した。 



13 

 

 

第 9 項 活性酸素レベルの評価 

C2C12 筋管細胞（4.5 × 104 個/cm2）を 50 μmol/L シスプラチンで 0.5、2、6、24 時間処

理した。シスプラチン処理後のミトコンドリアのスーパーオキシドレベルは、1 μmol/L 

MitoSOX（M36008；Thermo Fisher Scientific）を 37℃で 10 分間インキュベーションして評価

した。蛍光プローブとインキュベートした後、Infinite 200 PRO マイクロプレートリーダー

（Tecan）を用いて、Ex/Em = 510/580 nm で蛍光強度を測定した。細胞内 ROS 生成は、CM-

H2DCFDA（C6827；Thermo Fisher Scientific）を用いて測定した。5 μmol/L CM-H2DCFDA を

シスプラチン処理後の細胞に添加し、その後 37℃で 30 分間インキュベートした。蛍光強度

は、Flex station 3 マルチモードマイクロプレートリーダー（Molecular Devices）を用いて、

Ex/Em = 485/525 nm で測定した。 

 

第 10 項 ATP アッセイ 

細胞内 ATP 産生は Intracellular ATP 測定キット Ver.2（IC2 100；東洋ビーネット株式会

社，東京，日本）を用いて評価した。C2C12 筋管細胞（4.5 × 104 個/cm2）を 50 μmol/L シス

プラチンで 2、6 または 24 時間処理し、プロトコルに従って発光アッセイに供した。発光強

度は、Infinite 200 PRO マイクロプレートリーダー（Tecan）を用いて測定した。 

 

第 11 項 XFp 細胞外フラックス測定 

C2C12 筋管細胞の酸素消費速度（OCR）と細胞外酸性化速度（ECAR）は、XFp 細胞外

フラックスアナライザー（Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA）を用いて測定した。ミ

トコンドリア機能は、Seahorse XFp Mito Stress Test Kit（103010-100；Agilent Technologies）

を用いて評価した。解糖の評価には、Seahorse XFp Glycolysis Stress Test Kit（103017-100；

Agilent Technologies）を用いた。Seahorse XFp Real-Time ATP Rate Assay Kit（103591-100；

Agilent Technologies）を用いて、ミトコンドリア呼吸による ATP 産生速度と解糖による ATP
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産生速度を測定した。センサーカートリッジは実験前日に水に浸し、CO2フリーのインキュ

ベーター内で 37℃にて一晩インキュベートした。実験の 2 時間前に水をキャリブレーショ

ン溶液と交換し、再び 37℃の CO2フリーインキュベーターに設置した。C2C12 筋芽細胞を

1 × 105 個/cm2 の密度で XFp ミニプレートに播種し、上記のように筋管細胞に分化させた。

50 μmol/L シスプラチンで 24 時間処理した後、以下に述べるアッセイに供した。得られた

データは、Pierce BCA Protein Assay（23225；Thermo Fisher Scientific）を用いて測定したタン

パク質量で補正した。 

1）ミトコンドリア評価 

ミトコンドリアの評価は、Seahorse XFp Mito Stress Kit を用いて行った。本製品はミト

コンドリア機能を評価するための試薬キットである。実験当日、Seahorse XFp DMEM 培地, 

pH 7.4（103575-100；Agilent Technologies)に 1 mmol/L ピルビン酸塩、2 mmol/L グルタミン、

10 mmol/L グルコースを加え、アッセイ培地を調製した。OCR の測定には、ATP 合成酵素

阻害剤オリゴマイシン、脱共役剤 Carbonyl cyanide-4 (trifluoromethoxy) phenylhydrazone

（FCCP）、ミトコンドリア複合体 I 阻害剤ロテノン/ミトコンドリア複合体 III 阻害剤アンチ

マイシン A の混合物をメーカーの説明とプロトコルに従って添加した。 

2）解糖評価 

解糖の評価には、Seahorse XFp Glycolysis Stress Test Kit を使用した。これは、細胞への

糖取り込み量に応じて解糖能力を評価することができる試薬キットである。実験当日、

Seahorse XFp DMEM 培地に 2 mmol/L のグルタミンを添加し、アッセイ用培地を調製した。

ECAR の測定には、グルコース、オリゴマイシン、解糖阻害剤 2-デオキシ-D-グルコースを

メーカーの説明書およびプロトコルに従って添加した。 

3）ミトコンドリア呼吸および解糖による ATP 産生速度の評価 

Seahorse XFp Real-Time ATP Rate Assay Kit を用いて、ミトコンドリアと解糖の ATP 産生

速度を測定した。このキットは、生細胞のミトコンドリア呼吸と解糖による ATP 産生速度

をリアルタイムで定量することができる。実験当日、Seahorse XFp DMEM 培地に 1 mmol/L 
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ピルビン酸塩、2 mmol/L グルタミン、10 mmol/L グルコースを加えてアッセイ用培地を調

製した。ミトコンドリア呼吸と解糖による ATP 産生速度を測定するために、オリゴマイシ

ンとロテノン／アンチマイシンA混合物をメーカーの説明書とプロトコルに従って添加し、

その後、OCR と ECAR についてモニターした。ミトコンドリア呼吸に基づく OCR、解糖に

基づく ECAR、mitoATP 産生速度、glycoATP 産生速度、総 ATP 産生速度は、Wave ソフトウ

ェア（Agilent Technologies）を用いて算出した。 

 

第 12 項 メタボローム解析 

SGI-M100 自動誘導体化システム（AiSTI SCIENCE, 和歌山県）とガスクロマトグラフ-

タンデム質量分析装置（GC-MS/MS）を用いて、C2C12 筋管細胞中の代謝物を分析した。

Vehicle または 50 μmol/L シスプラチンで 24 時間処理した C2C12 細胞（3.7 × 104 個/cm2）

に、内部標準として用いた 5 μg/mL 2-isopropylmalic acid を含む 80%アセトニトリル 1 mL を

添加した。氷上で 10 分間インキュベートした後、抽出液を回収し、遠心分離した。上清を

バイアル瓶に移し、メタボローム解析に供した。解析は既報の方法に基づいて行った 46, 47)。

抽出された試料はイオン交換 Solid Phase Extraction（SPE）カートリッジにロードされ、目的

の代謝物は SPE 内に保持された。Methoxyamine/pyridine、N-methyl-N-(trimethylsilyl) 

trifluoroacetamide を順次 SPE に直接添加し、代謝物の誘導体化を行った。誘導体化した代謝

物を GCMS-TQ8040 システム（島津製作所、日本、京都）と膜厚 0.25 μm の BPX5 溶融シリ

カキャピラリーカラム（SGE、オーストラリア、メルボルン）を用いてメタボローム分析に

供した。分析条件、クロマトグラムの取得、波形処理については、Kitagawa らが既にまとめ

ている 46)。検出された各イオンのピーク強度を計算し、2-isopropylmalic acid のピーク強度

により正規化した。さらに正規化した値を用いて解析を行った。メタボロームデータのクラ

スタリング解析は、MetaboAnalyst (https://www.metaboanalyst.ca) 48)を用いて行い、クラスタ

リングアルゴリズムとして Ward's linkage を使用した。 
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第 13 項 データおよび統計解析 

統計解析は GraphPad Prism software, version 7（GraphPad Software, San Diego, CA, USA）

を用いて行った。データは平均値±標準偏差（SD）で表した。2 群間の統計解析は Student's 

t-test または Welch's t-test を用いて行った。多群の平均値の差は、Dunnett 検定または二元配

置分散分析、それに続く Tukey 検定を用いて評価した。統計的有意性の水準は p < 0.05 とし

た。 
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第 3 節 実験結果 

 

第 1 項 シスプラチンによる C2C12 筋管細胞の萎縮 

C2C12 筋管細胞の生存と萎縮に対するシスプラチンの影響を評価した。6.25–50 μmol/L 

シスプラチンで 24 時間処理したところ、最高用量のシスプラチン（50 μmol/L）処理では、

Calcein-AM 陽性の生細胞が Vehicle（対照）に比べ 15％減少したが（図 1A）、EthD-III 陽性

の死細胞は増加しなかった（図 1B）。ミトコンドリア脱水素酵素活性に比例する MTS ベー

スの代謝生存率アッセイでは、50 μmol/L シスプラチン処理後、MTS シグナルの 16％の低

下が見られた（図 1C）。一方、カスパーゼ 3/7 活性は、50 μmol/L 以下の濃度のシスプラチ

ンで 24 時間処理しても影響を受けなかった（図 1D）。50 μmol/L のシスプラチンで処理す

ると、C2C12 筋管細胞の短径は、対照の C2C12 筋管細胞と比較して 72.6％と有意に減少し

（p < 0.001；図 1E）、MyHC のタンパク質レベルが低下した（p < 0.05；図 1F）。細胞生存

率アッセイでは、シスプラチン処理後に Calcein-AM 陽性細胞および MTS シグナルのわず

かな減少が観察されたが、これらは細胞死を示すものではなく、シスプラチンによる C2C12

筋管細胞の細胞体積およびミトコンドリア機能の減少に起因すると思われる。従って、この

結果はシスプラチンが細胞生存率に影響を与えることなく筋萎縮を誘導できることを示唆

している。 
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図 1 シスプラチンで処理した C2C12 筋管細胞の生存と萎縮の評価 

（A および B）シスプラチン処理 24 時間後の C2C12 筋管細胞の生存率（A：Calcein-AM 陽性細

胞）および死細胞率（B：EthD-III 陽性細胞）を Live/Dead Cell Staining Kit II を用いて測定した

（n = 6）。（C）シスプラチン処理 24 時間後の C2C12 筋管細胞の代謝生存率は MTS を用いて評

価した（n = 3）。（D）カスパーゼ 3/7 活性は、Fluorimetric Caspase 3/7 Assay Kit を用いて、C2C12

筋管細胞を 12.5–100 μmol/L シスプラチンで処理した 24 時間後に測定した（n = 5）。（E）シスプ

ラチンで 24 時間処理した筋管細胞における MyHC の蛍光免疫染色。C2C12 筋管細胞の短径の比

較を示した。各処理の各ウェルから筋管細胞 24 個をランダムに選択し、その短径を測定した（n 

= 3）。Bar : 100 μm。（F）シスプラチン処理 24 時間後の C2C12 筋管細胞における MyHC タンパ

ク質発現量（n = 4）。数値は平均値±SD で表した。*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 

0.0001 vs. Vehicle。 

 

 

筋タンパク質の分解と筋萎縮を媒介する 2 つの筋特異的ユビキチンリガーゼである

Atrogin-1 と MuRF 1 の mRNA の発現レベルは、25 μmol/L と 50 μmol/L シスプラチンによ

る 24 時間の処理後に有意に上昇した（図 2A および 2B）。また、Foxo1 mRNA レベルに変

化はなかったが、Foxo3a および Foxo4 mRNA レベルがシスプラチン 24 時間処理後に顕著

に増加した（図 2C）。これらの結果は、シスプラチンによる筋萎縮が FOXO 経路を介して

起こることを示唆している。 
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図 2 C2C12 筋管細胞におけるユビキチン-プロテアソーム系に対するシスプラチンの影響 

（A）6.25–50 μmol/L シスプラチンで 24 時間処理した C2C12 筋管細胞におけるユビキチンリガ

ーゼ Atrogin-1 と MuRF1 mRNA 発現レベル（n = 3）。（B）50 μmol/L シスプラチンで 2、6、24 時

間処理した C2C12 筋管細胞におけるユビキチンリガーゼ Atrogin-1 と MuRF1 mRNA 発現レベル

（n = 4）。（C）6.25–50 μmol/L シスプラチンで 24 時間処理した C2C12 筋管細胞における FOXO

ファミリーFoxo1、Foxo3a、Foxo4 の mRNA 発現（n = 3）。数値は平均値±SD で表した。*p < 0.05, 

**p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001 vs. Vehicle。 

 

 

第 2 項 シスプラチンによる C2C12 筋管細胞のミトコンドリア機能障害 

50 μmol/L シスプラチンで処理した C2C12 筋管細胞は、６時間後はミトコンドリア量と

膜電位に変化がなかったが、24 時間には両者ともに有意に低下した。（図 3A および 3B）。

一方、6.25–50 μmol/L シスプラチンで 6 時間または 24 時間処理すると、ミトコンドリアの
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プロアポトーシス制御因子である Bcl-2-associated X protein（Bax）の発現レベルが上昇し、

Bcl-2 の発現レベルはシスプラチン処理の濃度および時間依存的に減少した（図 3C および

3D）。興味深いことに、ミトコンドリアの新生や活性酸素除去にかかわるペルオキシソーム

増殖因子活性化レセプターγ 共役因子-1α（Pgc-1α）、ミトコンドリア転写因子 A（Tfam）、ミ

トコンドリア局在スーパーオキシドディスムターゼ 2（Sod2）の遺伝子発現レベルの上昇が

認められた（図 3E）。これらは、Bax/Bcl-2 上昇にともなうアポトーシス誘導シグナルに拮

抗して、アポトーシスを回避するように働いている可能性が高く、このことが6.25–50 μmol/L 

シスプラチン処理では Bax/Bcl-2 が上昇するにもかかわらずアポトーシスが誘導されない理

由のひとつと考えられる。 
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図 3 C2C12 筋管細胞におけるシスプラチン誘発ミトコンドリア障害 

（A および B）C2C12 筋管細胞を 50 μmol/L シスプラチンで 6、24 時間処理した。ミトコンドリ

ア量（A）およびミトコンドリア膜電位（B）は MitoGreen および TMRM 蛍光色素を用いて測定

した（n = 6-8）。（C）C2C12 筋管細胞を 6.25–50 μmol/L シスプラチンで 24 時間処理した。ミト

コンドリアアポトーシス制御因子 Bax および Bcl-2 の mRNA 発現（n = 3）。（D）C2C12 筋管細胞

を 50 μmol/L シスプラチンで 2、6、24 時間処理した。Bax および Bcl-2 の mRNA 発現（n = 4）。

（E）C2C12 筋管細胞を 50 μmol/L シスプラチンで 2、6、24 時間処理した。ミトコンドリア関連

遺伝子 Pgc-1α、Tfam、Sod2 の mRNA 発現（n = 4）。数値は平均値±SD で示した。*p < 0.05, **p 

< 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001 vs. Vehicle。 
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次に、ミトコンドリアのスーパーオキシドレベルを MitoSOX で、細胞内 ROS レベルを

CM-H2DCFDA で測定し、ミトコンドリア ROS 生成と筋萎縮の関連性を検討した。C2C12 細

胞のミトコンドリアスーパーオキシドレベルは、シスプラチン処理 2 時間後に一時的に 1.3

倍に増加したが、6 時間後と 24 時間後には基礎値に戻った（図 4A）。細胞内活性酸素レベ

ルの増加は、シスプラチン処理 2 時間後に検出され、シスプラチン処理後 24 時間まで上昇

したままであった（図 4B）。一方、細胞内 ATP 産生量はシスプラチン処理 6 時間後に上昇

したが、シスプラチン処理 24 時間後には、Vehicle と比較して有意に減少した（p < 0.001；

図 4C）。 

 

 

 

図 4 C2C12 筋管細胞にシスプラチンを処理した場合の活性酸素生成と細胞内 ATP 産生 

（A）C2C12 筋管細胞を vehicle または 50 μmol/L シスプラチンで 0.5、2、6、24 時間処理し、

MitoSOX 蛍光プローブを用いてミトコンドリアのスーパーオキシドレベルを測定した（n = 5-6）。

（B）C2C12 筋管細胞を vehicle または 50 μmol/L シスプラチンで 0.5、2、6、24 時間処理し、CM-

H2DCFDA を用いて細胞内 ROS レベルを測定した（n = 5-6）。（C）C2C12 筋管細胞を vehicle ま

たは 50 μmol/L シスプラチンで 2、6、24 時間処理し、発光 ATP アッセイを用いて細胞内 ATP 産

生量を測定した（n = 6）。数値は平均値±SD で表した。*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 vs. Vehicle。 
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ミトコンドリアの酸化的リン酸化の指標として OCR を測定した（図 5A（I））。シスプ

ラチン処理により、基礎呼吸量（p < 0.01；図 5A（II））、電子輸送系の最大呼吸能（p < 0.05；

図 5A（III））および ATP 産生速度（p < 0.01；図 5A（IV））が低下し、プロトンリークが制

限される（p < 0.05；図 5A（V））ことが確認された。一方、その後、解糖の指標として ECAR

を測定した（図 5B（I））。シスプラチンは、解糖能（p < 0.05；図 5B（II））および最大解糖

能（p < 0.05；図 5B（III））を有意に低下させた。しかし、解糖予備能には変化が見られな

かった（図 5B（IV））。ATP rate assay では、シスプラチン処理ではミトコンドリア ATP 産

生速度、解糖系 ATP 産生速度、総 ATP 産生速度がそれぞれ約 40％、50％、40％低下した

（図 5C（I）、5C（II）、5C（III））。 
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図 5 シスプラチン処理 C2C12 筋管細胞におけるミトコンドリア機能および解糖の障害 

Vehicle または 50 μmol/L シスプラチンで 24 時間処理した C2C12 筋管細胞における OCR および

ECAR のリアルタイム測定。測定は細胞外フラックスアナライザーを用い、タンパク質量で補正

した。（A）ミトコンドリア機能の評価。OCR は、基礎条件下においてオリゴマイシン、FCCP、

ロテノン／アンチマイシン A を指示した時点で順次添加した後に測定した。データは、シスプ

ラチン処理の C2C12 筋管細胞の OCR の時間経過（I）、基礎呼吸能（II）、最大呼吸能（III）、ATP

産生速度（IV）、プロトンリーク（V）を Vehicle と比較して示した。（B）解糖の評価。ECAR は、

基礎条件下においてグルコース、オリゴマイシン、解糖阻害剤 2-デオキシ-D-グルコースを順次

注入した後、指示した時点で測定した。データは、シスプラチン処理の C2C12 筋管細胞におけ

る ECAR の時間経過（I）、解糖能（II）、最大解糖能（III）、解糖予備能（IV）を Vehicle と比較し

た。（C）ミトコンドリアおよび解糖系 ATP 産生速度。OCR と ECAR は、基礎条件下においてオ

リゴマイシンとロテノン／アンチマイシン A を順次添加した後、指示した時点で測定した。ミ
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トコンドリア ATP（mitoATP）および解糖系 ATP（glycoATP）レベルは、検証済みのアルゴリズ

ムを用いて、OCR および ECAR データからそれぞれ算出した。C2C12 筋管細胞のシスプラチン

処理におけるミトコンドリア ATP 産生速度（I）、解糖系 ATP 産生速度（II）、総 ATP 産生速度

（III）を vehicle 処理と比較したデータである。数値は平均値±SD で表した（n = 3）。*p < 0.05, 

**p < 0.01 vs. Vehicle。 

 

 

第 3 項 ターゲットメタボロミクス 

C2C12 筋管細胞におけるシスプラチンの細胞内代謝物への影響について、GC-MS/MS

を用いて解析し、糖、アミノ酸、有機酸、遊離脂肪酸など約 200 種類の水溶性代謝物のター

ゲットメタボロミクスを実施した。C2C12 筋管細胞におけるメタボローム解析により 60 種

類の代謝物が検出され、階層的クラスタリング解析とヒートマップの構築に使用された（図 

6A）。シスプラチン処理により、コハク酸、フマル酸、リンゴ酸などのトリカルボン酸経路

の中間代謝物レベルが低下し、アラニン、グルタミン酸、アスパラギン酸などのアミノ酸レ

ベルも低下した（図 6A および 6B）。シスプラチン処理では、グルコースとマンノースのレ

ベルが vehicle 処理に比べて上昇し、解糖の最終産物である乳酸のレベルが低下した（図 6A

および 6B）。これらのことから、シスプラチンは C2C12 筋管細胞において、TCA サイクル

だけでなく解糖系も抑制している可能性が示唆された。 
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図 6 シスプラチン処理に対する C2C12 筋管細胞の代謝反応 

（A）Vehicle または 50 μmol/L シスプラチンで 24 時間処理した C2C12 筋管細胞における代謝物

の階層的クラスタリング解析とヒートマップ（赤：アップレギュレーション、青：ダウンレギュ

レーション）。C2C12 筋管細胞におけるメタボローム解析により、60 種類の代謝物が検出された。

（B）C2C12 筋管細胞におけるアミノ酸代謝マップ。シスプラチン処理 C2C12 筋管細胞と vehicle

処理 C2C12 筋管細胞におけるアミノ酸量の平均比をカラースケールに従って示した（赤：アッ

プレギュレーション、青：ダウンレギュレーション）。未検出のアミノ酸や主要代謝物は小さな

黒丸で示した。グラフは各アミノ酸代謝物の相対的な変化量を示した。数値は平均値±SD で表

した（n = 8）。*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001 vs. Vehicle。 

 

 

第 4 項 シスプラチン誘発筋管細胞萎縮に対する MitoQ の効果 

C2C12 筋管細胞に MitoQ を前処理すると、シスプラチンによるミトコンドリア量の減

少（図 7A）およびシスプラチン 24 時間処理後の細胞内 ROS レベルの増加（図 7B）が改

善した。しかし、細胞内 ATP レベルは、MitoQ による前処理では回復しなかった（図 7C）。
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シスプラチン処理による Bax および Bcl-2 レベルの変化は、MitoQ 前処理によって緩和され

た（図 7D および 7E）。Foxo4 mRNA レベルはシスプラチンで増加し，MitoQ 前処理で減少

した（図 7F）。さらに、MitoQ はシスプラチンによる Atrogin-1 発現の増加を抑制し（図 7G）、

MyHC タンパク質の発現量を増加させた（図 7H）。これらの結果は、シスプラチンによる

筋管細胞萎縮には、ATP 低下の関与は少なく、過剰な活性酸素の産生が主要な役割をはたし

ている可能性を示唆している。 
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図 7 シスプラチン処理 C2C12 筋管細胞におけるミトコンドリア特異的抗酸化物質 MitoQ の効

果 

C2C12 筋管細胞を MitoQ（0.16, 0.4 μmol/L）で 30 分間処理し、その後 50 μmol/L シスプラチンで

24 時間処理した。（A）ミトコンドリア量は MitoGreen 試薬（n = 5）を用いてシスプラチン処理

後に測定した。（B）細胞内 ROS 産生は CM-H2DCFDA を用いて測定した（n = 5）。（C）細胞内

ATP レベルは発光 ATP アッセイを用いて評価した（n = 4）。（D および E）アポトーシス制御因子

である Bax および Bcl-2 の mRNA 発現レベル（n = 4）。（F および G）筋タンパク質分解に関連す

る制御因子である Foxo4 および Atrogin-1 の mRNA 発現レベル（n = 4）。（H）C2C12 筋管細胞に

おける MyHCタンパク質の発現量（n = 8）。数値は平均値±SDで表した。####p < 0.0001 vs Vehicle, 

*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001 vs MitoQ 0。 
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第 4 節 考察 

 

C2C12 筋管細胞に 50 μmol/L シスプラチンを 24 時間処理すると、細胞 ATP レベルの低

下、ミトコンドリアの酸化的リン酸化と解糖の阻害、細胞内 ROS レベルの持続的上昇を伴

い、アポトーシスを引き起こすことなく細胞萎縮を引き起こすことが明らかとなった。ミト

コンドリアを標的とした抗酸化物質 MitoQ は、細胞内 ATP レベルを回復させないが、細胞

内の活性酸素生成および Atrogin-1 の活性化を抑制し、ミオシン重鎖レベルを回復させるこ

とがわかった。これらの結果は、シスプラチンによる筋管細胞萎縮は、ミトコンドリアの障

害と相関があるにもかかわらず、ATP レベルの減少を含む代謝障害よりもむしろ細胞内の

ROS 産生が主な原因であることを強く示唆している。 

これまでの臨床研究 18, 22, 49, 50)および基礎研究 25, 26, 51-53)により、シスプラチンは骨格筋の

萎縮を引き起こし、その際、Atrogin-1 および/または MuRF1 レベルの上昇により筋タンパ

ク質分解が促進されることが示されている。Atrogin-1 と MuRF1 は、もともと尾部懸垂モデ

ルを用いて発見された骨格筋特異的 E3 ユビキチンリガーゼであり、複数の標的タンパク質

のユビキチン化と筋萎縮に重要な役割を果たしている。Atrogin-1 は、骨格筋の分化にかか

わる MyoD や Myogenin、またタンパク翻訳開始複合体のひとつである eIF3-f を分解するこ

とで、筋タンパク合成を抑制する 54-56)。一方、MuRF1 は、MyHC をはじめ、ミオシン軽鎖、

トロポニン、titin など多くの骨格筋構造タンパク質を直接分解する 57-60)。今回、C2C12 筋管

細胞において、シスプラチン処理後に Atrogin-1 および MuRF1 mRNA の上昇が認められた

ことは、これまでの報告と一致している 23, 52, 61)。 

ミトコンドリアは、細胞のエネルギー産生の主体をなす細胞内小器官であり、筋肉の活

動、発達、維持に関与し、骨格筋の機能調節に重要な要素として働いている。加齢に伴うサ

ルコペニア 37-39)や廃用性筋萎縮症にはミトコンドリア障害が関与していることが報告され

ている 40, 41)。シスプラチンによるラットの悪液質に関する最近の研究では、ラットの骨格

筋において、ミトコンドリア生合成（PGC-1α、NRF-1、TFAM、mtDNA、ND1）、ミトコン
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ドリア量（porin およびクエン酸合成酵素活性）、および融合指数が減少することが示された

27)。しかし、ATP 産生、活性酸素生成、アポトーシス誘導などの基本的なミトコンドリア機

能の変化については検討されておらず、ミトコンドリア機能障害と筋萎縮の因果関係も証

明されていない。そこで、本研究では、シスプラチン処理後の C2C12 筋管細胞におけるミ

トコンドリア機能の変化を検討し、筋管細胞萎縮との関連性を明らかにすることを目的と

した。 

本研究では、50 μmol/L シスプラチンで 24 時間処理した C2C12 筋管細胞は、細胞死を

きたすことなく、細胞萎縮とミオシン重鎖レベルの減少を示した。このとき、ミトコンドリ

ア数の減少、ミトコンドリア膜電位の低下、ミトコンドリア酸化的リン酸化活性と ATP 産

生の著しい低下が観察され、ミトコンドリアのエネルギー産生が阻害されたことが明らか

となった。 

興味深いことに、本研究では、シスプラチンを C2C12 筋管細胞に処理すると、解糖経路

が著しく抑制され、解糖能と最大解糖能の両方が低下することが示された。さらに、メタボ

ローム解析の結果も、シスプラチンが C2C12 筋管細胞の解糖系を阻害することを支持して

いる。解糖系が p53 によって抑制されることはよく知られており 62-65)、さらに、シスプラチ

ンが近位尿細管細胞において p53 を活性化して解糖系を阻害することが最近の研究で明ら

かにされている 66, 67)。これらの知見は、シスプラチンによる筋管細胞の解糖能の低下に p53

が関与している可能性を示唆しているが、このことを証明するためには、さらなる研究が必

要である。 

細胞内の活性酸素生成の制御は、ミトコンドリアにおける重要な機能の一つである 36)。

シスプラチンによって、ミトコンドリアに活性酸素の蓄積が観察されることが広く知られ

ていることから 31, 68, 69)、シスプラチン誘発筋管細胞萎縮におけるミトコンドリア障害と活

性酸素生成の関連性に着目した。ここで、シスプラチンの 2 時間処理直後にミトコンドリア

活性酸素（スーパーオキシドアニオン）レベルの一過性の増加が観察され、その後 24 時間

にわたり細胞内活性酸素レベル（主に H2O2）の持続的増加が見られた。これらの結果は、
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シスプラチン処理 C2C12 筋管細胞における Atrogin-1 活性化において、細胞内活性酸素の増

加が重要な役割を演じていることを示唆している。 

本研究では、シスプラチン処理後の持続的な活性酸素産生に関与する標的分子を明らか

にすることはできなかった。今回の検討では、シスプラチン処理後 24 時間で細胞内活性酸

素の増加が持続するにもかかわらず、ミトコンドリアでの活性酸素産生は一過性であった。

このことは、ミトコンドリア以外の活性酸素産生機構、例えば NADPH oxidase（NOX）など

がシスプラチンによる持続的活性酸素産生に関与している可能性を示唆する。Nox アイソ

ザイム 2（NOX2）は、ドキソルビシンによる心筋や腓腹筋の萎縮に関与することが報告さ

れており 70)、腎組織における NOX4 の発現増加は、シスプラチンによる腎毒性と関連があ

るとされている 71, 72)。現在のところ、シスプラチンによる筋萎縮における NOX の結果につ

いては報告がない。しかし、NOX1、2、4 が C2C12 細胞に発現していることを考えると 73)、

NOX 由来の活性酸素が、シスプラチンによる持続的な活性酸素産生に関与している可能性

があり、この点は今後の研究で明らかにしたい。 

我々の研究では、C2C12 筋管細胞にシスプラチンを 6.25–50 μmol/L と比較的低濃度で処

理すると、Bax/Bcl-2 比がかなり増加するにもかかわらず、アポトーシスが誘導されないこ

とが明らかになった。Bcl-2 ファミリーは抗アポトーシスタンパク質とプロアポトーシスタ

ンパク質からなり、Bax/Bcl-2 比の増加はアポトーシス誘導の前提条件であるミトコンドリ

ア外膜の透過に対応するものである 74)。しかし、最近になって、Bcl-2 ファミリータンパク

質は、他の機能を持つことが示唆されている。例えば、ミトコンドリア ATP 産生の調節 74)

やミトコンドリア ROS 生成の調節 75)などを有することが示唆されつつある。したがって、

シスプラチン処理筋管細胞における Bax/Bcl-2 比の増加は、ミトコンドリア呼吸能力の低下

と過剰な活性酸素の生成に関連している可能性がある。興味深いことに、Pgc-1a、Tfam、Sod2

の発現量がシスプラチン処理後に増加していた。ミトコンドリア障害に対するこれらの代

償機構が過剰な活性酸素に拮抗することによって、アポトーシスへの移行を阻止している

と考えられた。 
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これまでの報告では、シスプラチン処理により筋の  FOXO3a34, 35, 52, 76, 77)あるいは

FOXO123, 26)が活性化することが示されており、FOXO ファミリーが MuRF1 や Atrogin-1 の

活性化に中心的役割を果たすことが示唆されていた。本研究では FOXOs の活性は調べてい

ないが、Foxo1 ではなく Foxo3a と Foxo4 の遺伝子発現がシスプラチン処理により増加する

ことを見出した。FOXO3a の活性化は、筋管細胞において FOXO3a78)と FOXO479)のプロモ

ーター活性を上昇させるが、FOXO1 には影響を与えない 80)。したがって、本研究では、シ

スプラチンを処理した C2C12 筋管細胞において、主に FOXO3a が活性化されたと考えるの

が妥当と思われる。 

本研究では、シスプラチン処理により、C2C12 筋管細胞においてミトコンドリア活性酸

素（スーパーオキシドアニオン）および細胞内活性酸素（H2O2）レベルが上昇した。細胞内

活性酸素は、c-Jun N-terminal kinases（JNK）や mammalian sterile 20-like kinase 1 などの数種

のプロテインキナーゼを活性化し、Akt を阻害して、FOXO の核移行と転写活性を促進する

ことが知られている 81, 82)。また、FOXO は細胞内の ATP が枯渇すると、AMP 活性化プロテ

インキナーゼによってリン酸化され、活性化される 83)。したがって、ミトコンドリア障害に

伴う活性酸素レベルの上昇と細胞内ATPレベルの低下の両方が、シスプラチンによるFOXO

の活性化と Atrogin-1/MuRF1 の発現上昇に寄与している可能性がある。 

筋萎縮モデルにおいて、Atrogin-1 と MuRF1 の誘導は必ずしも同様の傾向で観察され

ず、活性酸素（H2O2）が Atrogin-1 のアップレギュレーションを刺激し 84)、MuRF1 は主にグ

ルコース飢餓下で上昇することが報告されている 85)。本研究では、シスプラチン処理筋管

細胞において、ATP 低下よりも活性酸素（特に H2O2）増加が筋萎縮関連遺伝子の増加に重

要であることが示されたが、このことが、Atrogin-1 に比べて MuRF1 の増加が軽度であった

理由の一つと考えられた。 

MitoQ は、抗酸化物質ユビキノンのミトコンドリア標的誘導体で、ミトコンドリアに局

在し、過酸化水素によるアポトーシスから様々な細胞を保護することが可能である 42-45)。ま

た、MitoQ は in vitro の試験で細胞内活性酸素とミトコンドリア活性酸素を減少させること
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が報告されている 43, 44)。さらに、MitoQ はミトコンドリアの酸化的損傷に起因するいくつ

かの疾患を評価するための動物試験およびヒト試験で使用され、良好な結果が得られてい

る 45)。しかし、シスプラチン処理 C2C12 筋管細胞における MitoQ の保護作用については、

いまだ検討がおこなわれていなかった。 

シスプラチン処理をおこなった C2C12 筋管細胞において、MitoQ は細胞内 ROS レベル

の上昇を抑制し、Bax/Bcl-2 比を改善した。さらに、Foxo4 や Atrogin-1 の遺伝子発現レベル

を低下させ、MyHC タンパク質の量も回復させた。 

驚くべきことに、MitoQ はミトコンドリア呼吸と ATP 産生を回復させることができず、

むしろ悪化させた。これまでの報告では、MitoQ は活性酸素生成に対して二相性を示し 43)、

MitoQ の高用量ではプロオキシダント性を示すことが明らかにされている 44)。さらに、ミ

トコンドリア呼吸に対して非特異的な作用を示すことも報告されている 86-89)。今回得られ

た MitoQ による ATP の低下という予想外の結果は、これらの過去の報告と一致するもので

あり、MitoQ の特異的な性質に由来するものであると考えられる。 

先に述べたように、シスプラチン処理した C2C12 筋管細胞における FOXO の活性化は、

活性酸素の過剰産生だけでなく、ATP 低下にも起因している可能性がある。MitoQ が、ATP

産生を回復させることなく ROS 産生を減少させ、FOXO ファミリーの発現を抑制したとい

う結果は、シスプラチンによる筋管細胞萎縮には、主に細胞内 ROS 産生が関与しており、

ATP 減少の影響は少ないことを強く示唆する。 

本研究で得られた結果を総合して、シスプラチンによる筋管細胞萎縮の機構モデルを提

案する（図 8）。すなわち、シスプラチンはミトコンドリアの活性酸素産生を誘導し、それ

に続いて Bax/Bcl-2 比を上昇させ、さらにミトコンドリアの完全性を損ない、その代償機構

を破壊し、最終的に機能障害をもたらす。さらに、持続的な活性酸素の生成は、FOXO シグ

ナル経路を活性化し、Atrogin-1/MuRF1 の転写活性化につながる。 
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図 8 C2C12 筋管細胞におけるシスプラチンによる筋萎縮のメカニズムの概要 

 

本章の結論として、シスプラチンは細胞内に過剰な活性酸素を発生させるとともに、ミ

トコンドリアの酸化的リン酸化と解糖による ATP 産生を低下させ、アポトーシスを伴わな

い筋管細胞萎縮を誘発することが明らかになった。さらに、ミトコンドリアを標的とした抗

酸化物質 MitoQ は、シスプラチン処理した C2C12 筋管細胞において、細胞内 ROS 発生を減

少させ、Atrogin-1 活性化と MyHC タンパク質発現量の減少を回復させることが確認された。

これらの結果は、ATP の回復ではなく、ミトコンドリアの保護や活性酸素の消去が、シスプ

ラチンベースの化学療法に伴う筋萎縮を防ぐための有望な戦略である可能性を示唆してい

る。 
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第 2 章 シスプラチン誘発筋管細胞萎縮における p53 の役割 

 

第 1 節 背景 

 

第 1 章では、シスプラチン誘発 C2C12 筋管細胞萎縮の機序検討において、以下の点を

明らかにした。 

1) シスプラチンは C2C12 筋管細胞に対してアポトーシスを生じない条件下で細

胞萎縮を起こした。 

2) シスプラチンはミトコンドリアの活性酸素産生を誘導し、それに続いて

Bax/Bcl-2 比を上昇させ、ミトコンドリアの機能障害をもたらした。 

3) シスプラチンは酸化的リン酸化のみならず、解糖系も阻害した。 

4) MitoQ は細胞内活性酸素レベルを減少し、Bax/Bcl-2 比および Atrogin-1 の上昇

を抑制し、MyHC タンパク質の発現量を増加させた。 

 

以上の結果より、ミトコンドリア障害に伴って発生する持続的な活性酸素がシスプラ

チン誘発 C2C12 筋管細胞萎縮の発症因子になっており、その機序として Bax および Bcl-2

などのプロアポトーシス制御因子の関与が示唆された。Bax は p53 の代表的な標的遺伝子の

ひとつであり、Bcl-2 の転写も p53 により負に制御を受けることが報告されている 90)。また、

ミトコンドリア外膜上の Bax および Bcl-2 は、ミトコンドリアへ移行した p53 によって直接

的な制御を受ける 91)こと、さらに解糖系が p53 によって抑制されることが知られている 62-

65)。加えて、活性酸素が様々な細胞で p53 を活性化することがいくつかの研究により証明さ

れている 91-93)。以上の事実より、シスプラチン処理 C2C12 細胞に生じた細胞萎縮の進行過

程において、p53 の活性化が重要な役割をはたしている可能性が強く示唆される。しかしな

がら、これまでこのことを明らかにした報告はない。 

そこで、本研究ではシスプラチン筋萎縮における p53 の役割を明らかにする目的で、
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p53 タンパク質の発現およびリン酸化状態、p53 標的遺伝子発現レベルを検討した。さらに、

p53 阻害薬 Pifithrin-α（PFT-α）94-97)を用いて、シスプラチンによる解糖系低下およびミトコ

ンドリア機能障害に対する p53 阻害の影響について検討をおこなった。 
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第 2 節 材料・実験方法 

 

第 1 項 細胞培養と実験デザイン 

マウス C2C12 筋芽細胞は、株式会社ケー・エー・シーより購入した。C2C12 筋芽細胞

は、10%ウシ胎児血清（JRH Biosciences, Lenexa, KS, USA）およびペニシリン-ストレプトマ

イシン（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA）を添加したダルベッコ改変イーグル培

地（DMEM；Thermo Fisher Scientific）中で 37℃, 5% CO2で培養した。C2C12 筋芽細胞を筋

管細胞に分化させるために、培養液を DMEM + 2%ウマ血清（Thermo Fisher Scientific）から

なる分化培地に交換し、5 日間インキュベートした。分化誘導の間、筋芽細胞の分化培地は

約 2 日に一度、新鮮な培地に交換した。分化後、筋管細胞はシスプラチン（479306；Sigma-

Aldrich, St.Louis, MO, USA）または溶媒（0.02% DMSO）で処理し、その後、解析に供した。

Pifithrin-α（PFT-α；P4359）は Sigma-Aldrich より購入した。Mitoquinone mesylate（MitoQ；

HY-100116A）は、MedChemExpress（Monmouth Junction，NJ，USA）から購入した。PFT-α

（20, 50 μmol/L）および MitoQ（0.16, 0.4 μmol/L）は、シスプラチン添加の 30 分前に添加し

た。 

 

第 2 項 ウェスタンブロット解析 

プロテアーゼ阻害剤とセリンホスファターゼ阻害剤を含む Cell Lysis Buffer（10×）

（9803；Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA）を用いて、50 μmol/L シスプラチン処

理 0.5、2、6、24 時間後の C2C12 筋管細胞（3.7 × 104 個/cm2）からタンパク質を分離した。

MyHC、p53、およびリン酸化 p53（phospho-p53）の含量は、キャピラリーベースの自動サイ

ズ分離およびナノ免疫測定システムである Jess Simple Western System（ProteinSimple, San Jose, 

CA, USA）を用いて評価した。分析は、特に断りのない限り、製造者の標準的な方法に従っ

て行った。等量の細胞溶解液（約 900 μg/mL）を 0.1×サンプルバッファーと Fluorescent 5×

Master mix（ProteinSimple）を 8：12：5 の割合で混合し、95℃で 5 分間変性させた。単離し
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たタンパク質を 12-230 kDa Jess Separation Module（SM-W004；ProteinSimple）を用いて分離

し、5 μg/mL anti-MyHC 抗体（MAB4470；R&D Systems, Minneapolis, MN, USA）, 25 μg/mL 

anti-p53 抗体（AF1355；R&D Systems）, 50 倍希釈抗 phospho-p53（Ser15）抗体（9284S；Cell 

Signaling Technology）で 30、120、120 分間それぞれプロービングした。結合した MyHC、

p53、phospho-p53 抗体は、Jess、Wes、Peggy Sue または Sally Sue 用 Anti-Mouse、Goat、Rabbit 

Detection Module（DM-002, DM-006, DM-001；ProteinSimple）を用いて検出した。その後、

RePlex Module（RP-001；ProteinSimple）を用いて一次抗体と二次抗体を除去し、10 μg/mL の

抗 GAPDH 抗体（AF5718；Novus Biologicals, LLC, Centennial, CO, USA）でブロットを 30 分

再プロービングした。結合した抗 GAPDH 抗体を Anti-Goat Detection Module for Jess, Wes, 

Peggy Sue or Sally Sue（DM-006；ProteinSimple）を用いて検出した。ピーク面積は Compass 

Simple Western software, version 5.0.1（ProteinSimple）を用いて自動計算したが、手動設定で

ベースラインを調整し、それぞれのピーク面積を GAPDH のピーク面積で補正した。 

 

第 3 項 RNA 抽出と RT-PCR 

C2C12 筋管細胞（3.7 × 104 個/cm2）を 50 μmol/L シスプラチンで 2、6 または 24 時間処

理し、RNeasy Mini Kit（74106；QIAGEN, Valencia, CA, USA）に付属する Buffer RLT と 2-

mercaptoethanol の混合物を加えて溶解させた。細胞溶解液をボルテックスで混合し、

QIAshredder spin column（79656；QIAGEN）を用いてホモジナイズした。RNA 抽出は、RNeasy 

Mini Kit を使用して行った。C2C12 筋管細胞から抽出した RNA を約 110 ng/μL に希釈し、

70℃で 15 分間インキュベートした後、4℃に冷却した。その後、High Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit（4368813；Thermo Fisher Scientific）を用いて、RNA を相補的 DNA（cDNA）

に逆転写した。リアルタイム定量 PCR アッセイは、TaqMan Fast Advanced Master Mix 

（4444557；Thermo Fisher Scientific）および遺伝子特異的 TaqMan プライマー/プローブ

（Thermo Fisher Scientific）と QuantStudio 7 Flex Real-Time PCR System（Thermo Fisher Scientific）

を用いて実施した。プライマー/プローブの情報は表 2 に記載した。18s rRNA は内在性コン
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トロールとして用い、mRNA 発現量は ΔΔCt 法を用いて算出した。 

 

表 2 RT-PCR に使用するプライマー 

Target Gene name Assay ID 

Rn18s 18S ribosomal RNA Mm04277571_S1 

p21 (Cdkn1a) cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (P21) Mm00432448_m1 

Tigar Trp53 induced glycolysis regulatory phosphatase Mm00621530_m1 

PUMA (Bbc3) BCL2 binding component 3 Mm00519268_m1 

Bax BCL2-associated X protein Mm00432051_m1 

Foxo4 forkhead box O4 Mm00840140_g1 

Atrogin-1 (Fbxo32) F-box protein 32 Mm00499523_m1 

Myh7 myosin, heavy polypeptide 7 Mm00600555_m1 

Myh2 myosin, heavy polypeptide 2 Mm01332564_m1 

Myh1 myosin, heavy polypeptide 1 Mm01332500_gH 

Myh4 myosin, heavy polypeptide 4 Mm01332541_m1 

 

 

第 4 項 XFp 細胞外フラックス測定 

C2C12 筋管細胞の酸素消費率（OCR）と細胞外酸性化率（ECAR）は、XFp 細胞外フラ

ックスアナライザー（Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA）を用いて測定した。解糖の

評価には、Seahorse XFp Glycolysis Stress Test Kit（103017-100；Agilent Technologies）を用い

た。Seahorse XFp Real-Time ATP Rate Assay Kit（103591-100；Agilent Technologies）を用いて、

ミトコンドリア呼吸による ATP 産生速度と解糖による ATP 産生速度を測定した。センサー

カートリッジは実験前日に水に浸し、CO2 フリーのインキュベーター内で 37℃にて一晩イ

ンキュベートした。実験の 2 時間前に水をキャリブレーション溶液と交換し、再び 37℃の

CO2フリーインキュベーターに設置した。C2C12 筋芽細胞を 1 × 105 個/cm2の密度で XFp ミ

ニプレートに播種し、上記のように筋管細胞に分化させた。50 μmol/L シスプラチンで 24 時

間処理した後、以下に述べるアッセイに供した。得られたデータは、Pierce BCA Protein Assay

（23225；Thermo Fisher Scientific）を用いて測定したタンパク質量で補正した。 

1）解糖評価 
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解糖の評価には、Seahorse XFp Glycolysis Stress Test Kit を使用した。これは、細胞への

糖取り込み量に応じて解糖能力を評価することができる試薬キットである。実験当日、

Seahorse XFp DMEM 培地に 2 mmol/L のグルタミンを添加し、アッセイ用培地を調製した。

ECAR の測定には、グルコース、オリゴマイシン、解糖阻害剤 2-デオキシ-D-グルコースを

メーカーの説明書およびプロトコルに従って添加した。 

2）ミトコンドリア呼吸および解糖による ATP 産生速度の評価 

Seahorse XFp Real-Time ATP Rate Assay Kit を用いて、ミトコンドリアと解糖の ATP 産生

速度を測定した。このキットは、生細胞のミトコンドリア呼吸と解糖による ATP 産生速度

をリアルタイムで定量することができる。実験当日、Seahorse XFp DMEM 培地に 1 mmol/L 

ピルビン酸塩、2 mmol/L グルタミン、10 mmol/L グルコースを加えてアッセイ用培地を調

製した。ミトコンドリア呼吸と解糖による ATP 産生速度を測定するために、オリゴマイシ

ンとロテノン／アンチマイシンA混合物をメーカーの説明書とプロトコルに従って添加し、

その後、培養物をOCRとECARについてモニターした。ミトコンドリア呼吸に基づくOCR、

解糖に基づく ECAR、mitoATP 産生速度、glycoATP 産生速度、総 ATP 産生速度は、Wave ソ

フトウェア（Agilent Technologies）を用いて算出した。 

 

第 5 項 活性酸素レベルの評価 

C2C12 筋管細胞（4.5 × 104 個/cm2）を 50 μmol/L シスプラチンで 24 時間処理した。シ

スプラチン処理後の細胞内 ROS 産生は、CM-H2DCFDA（C6827；Thermo Fisher Scientific）

を用いて測定した。5 μmol/L CM-H2DCFDA をシスプラチン処理後の細胞に添加し、その後

37℃で 30 分間インキュベートした。蛍光強度は、Flex station 3 マルチモードマイクロプレ

ートリーダー（Molecular Devices）を用いて、Ex/Em = 485/525 nm で測定した。 

 

第 6 項 ミトコンドリア量測定と膜電位アッセイ 

C2C12 筋管細胞（4.5 × 104 個/cm2）を 50 μmol/L シスプラチンで 24 時間処理した。ミ
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トコンドリアの量は、緑色の蛍光（Ex/Em = 485/525 nm）を発するミトコンドリア染色色素

である MitoGreen（PK-CA707-70054；PromoCell）を用いて評価した。50 nmol/L MitoGreen を

シスプラチン処理した細胞に添加し、37℃で 30 分間インキュベートした。Image-iT TMRM

試薬（I34361；Thermo Fisher Scientific）を用いてミトコンドリア膜電位を測定した。TMRM

は細胞透過性の蛍光色素（Ex/Em = 544/590 nm）であり、膜電位に異常を認めない活動性の

ミトコンドリアに蓄積される。細胞を 100 nmol/L TMRM とともに 37℃で 30 分間インキュ

ベートした。両アッセイとも、蛍光強度は Flex station 3 マルチモードマイクロプレートリー

ダー（Molecular Devices 社製）を用いて測定した。 

 

第 7 項 データおよび統計解析 

統計解析は GraphPad Prism software, version 7（GraphPad Software, San Diego, CA, USA）

を用いて行った。データは平均値±標準偏差（SD）で表した。2 群間の統計解析は Student's 

t-test または Welch's t-test を用いて行った。多群の平均値の差は、Dunnett 検定または二元配

置分散分析、それに続く Tukey 検定を用いて評価した。統計的有意性の水準は p < 0.05 とし

た。 
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第 3 節 実験結果 

 

第 1 項 シスプラチンによる C2C12 筋管細胞における p53 の活性化 

シスプラチン処理した C2C12 筋管細胞において p53 が活性化しているかどうかを調べ

た。p53 および phospho-p53 のレベルは、シスプラチン処理後 6 時間で Vehicle 処理と比べ

て有意に上昇し、24 時間ではその差はさらに著明となった（図 9A および 9B）。さらに p53

の標的遺伝子である p21, TP53-induced glycolysis and apoptosis regulator（Tigar）および PUMA

の発現レベルも同様にシスプラチンによって上昇した（図 9C-9E）。これらの結果は、シス

プラチンによって C2C12 細胞の p53 が活性化したことを示している。 
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図 9 シスプラチン処理した C2C12 筋管細胞における p53 の発現 

（A および B）シスプラチンで 0.5、2、6、24 時間処理した C2C12 筋管細胞における p53（A）

と phospho-p53（B）のタンパク質発現量（n = 6）。（C-E）シスプラチンで 2、6、24 時間処理し

た C2C12 筋管細胞における p53 標的遺伝子 p21, Tigar および PUMA の mRNA 発現レベル（n = 

4）。数値は平均値±SD で表した。*p < 0.05, **p < 0.01, ****p < 0.0001 vs.Vehicle。 

 

 

第 2 項 シスプラチンによる解糖系低下に対する p53 阻害剤 PFT-α の効果 

シスプラチンを処置した C2C12 細胞に p53 阻害剤 PFT-α を添加した結果、ECAR レベ

ルが上昇し（図 10A）、解糖能（p < 0.01；図 10B）および最大解糖能（p < 0.05；図 10C）

が有意に上昇した。解糖予備能も増加傾向が認められた（図 10D）。これらの結果から、シ

スプラチンによる解糖能低下作用に対して、p53 の活性化が関与していることが示唆された。 
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図 10 シスプラチン処理 C2C12 筋管細胞における解糖系に対する p53 阻害剤 PFT-α の効果 

C2C12 筋管細胞を 50 μmol/L PFT-α で 30 分間処理した後、50 μmol/L シスプラチンで 24 時間処

理した。解糖 ECAR の評価は、基礎条件下においてグルコース、オリゴマイシン、解糖阻害剤 2-

デオキシ-D-グルコースを注入した後に行った。データは、シスプラチン＋PFT-α における ECAR

の時間経過（A）、解糖能（B）、最大解糖能（C）および解糖予備能（D）をシスプラチンと比較

して示した（n = 3）。数値は平均値±SD で表した。*p < 0.05, **p < 0.01 vs シスプラチン。 

 

 

第 3 項 シスプラチンによるミトコンドリア機能障害に対する PFT-α の効果 

シスプラチン誘発ミトコンドリア機能低下における p53 の関与について検討した。 

PFT-α 処理により、ミトコンドリア ATP 産生速度がシスプラチン単独処理に比べ約 1.3 倍増

加し、OCR 値で示されるミトコンドリア呼吸が回復した（図 11A および 11B）。また、PFT-

α はシスプラチンによって生成された細胞内活性酸素の発生を抑制し（図 11C）、ミトコン

ドリア量およびミトコンドリア膜電位を増加させた（図 11D および 11E）。したがって、シ

スプラチンによる活性酸素の発生およびミトコンドリア障害に対して p53 が関与している

可能性が考えられる。 
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図 11 シスプラチン処理 C2C12 筋管細胞におけるミトコンドリア機能に対する p53 阻害剤

PFT-α の効果 

C2C12 筋管細胞を 20 および 50 μmol/L PFT-α で 30 分間処理した後、50 μmol/L シスプラチンで

24 時間処理した。（A および B）ミトコンドリア ATP 産生速度（A）および OCR（B）は、基礎

条件下においてオリゴマイシンおよびロテノン／アンチマイシン A を順次注入した後、指示し

た時点で測定した。ミトコンドリア ATP 産生速度は、検証済みのアルゴリズムを用いて算出し

た（n = 3）。（C）細胞内 ROS 産生は CM-H2DCFDA を用いて測定した（n = 6）。（D および E）ミ

トコンドリア量（D）およびミトコンドリア膜電位（E）は、それぞれ MitoGreen および TMRM

試薬を用いてシスプラチン処理後に測定した（n = 4-6）。数値は平均値±SD で表した。*p < 0.05, 

**p < 0.01 vs シスプラチン。 

 

第 4 項 C2C12 筋管細胞における p53 標的遺伝子の発現に対する PFT-α の効果 

PFT-α は、p53 標的遺伝子のうちシスプラチン処理による PUMA の発現上昇を抑制した

（図 12A）。また、統計的に有意な差はなかったが、p21 のレベルも低下する傾向にあった

（図 12B）。しかし、PFT-α は Bax や Tigar の発現には影響を与えなかった（図 12C および

12D）。 
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図 12 C2C12 筋管細胞における p53 標的遺伝子の発現に対する p53 阻害剤 PFT-α の効果 

C2C12 筋管細胞を vehicle または 50 μmol/L シスプラチンで 24 時間処理した。PFT-α（20 および

50 μmol/L）はシスプラチン添加の 30 分前に添加した。p53 標的遺伝子 PUMA（A）、p21（B）、

Bax（C）、Tigar（D）の mRNA 発現レベル（n = 3）。数値は平均値±SD で表した。##p < 0.01, ###p 

< 0.001, ####p < 0.0001 vs. Vehicle。*p < 0.05, **p < 0.01 vs PFT-α 0。 
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図 13 C2C12 筋管細胞における筋萎縮関連遺伝子および MyHC タンパク質発現に対する p53

阻害剤 PFT-α の効果 

C2C12 筋管細胞を Vehicle または 50 μmol/L シスプラチンで 24 時間処理した。PFT-α（20 および

50 μmol/L）はシスプラチン添加の 30 分前に添加した。（A および B）Foxo4（A）および Atrogin-

1（B）の mRNA 発現レベル（n = 3）。（C）C2C12 筋管細胞における MyHC タンパク質発現量（n 

= 4）。数値は平均値±SD で表した。##p < 0.01, ####p < 0.0001 vs.Vehicle。**p < 0.01 vs PFT-α 0。 

 

 

第 6 項 C2C12 筋管細胞における MyHC アイソフォーム遺伝子発現に対する MitoQ と
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ることが明らかとなった。 

MitoQ は、速筋型 Myh2 については作用を示さなかった（図 14B）が、シスプラチンに

よって低下した遅筋型 Myh7 レベルを正常レベルまで改善し（図 14A）、速筋型 Myh1 およ

び Myh4 レベルも正常レベルの半分まで増加させた（図 14C および 14D）。一方、PFT-α は

いずれのアイソフォームに対しても改善作用を示さなかった（図 14E-14H）。 
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図 14 C2C12 筋管細胞における MyHC アイソフォーム遺伝子発現に対するミトコンドリア特

異的抗酸化剤 MitoQ および p53 阻害剤 PFT-α の効果 

C2C12 筋管細胞を vehicle または 50 μmol/L シスプラチンで 24 時間処理した。MitoQ（0.16, 0.4 

μmol/L）, PFT-α（20, 50 μmol/L）はシスプラチン添加の 30 分前に添加した。（A および E）Myh7、

（B および F）Myh2、（C および G）Myh1、（D および H）Myh4 の mRNA 発現レベル（n = 3）。

数値は平均値±SD で表した。#p < 0.05, ###p < 0.001, ####p < 0.0001 vs.Vehicle。*p < 0.05, **p < 

0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001 vs MitoQ 0 または PFT-α 0。  
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第 4 節 考察 

 

p53 は骨格筋の筋形成とサルコペニアの両方で重要な役割を果たすことが知られてい

る 99, 100)。通常のストレスのない状態では、p53 が筋分化を促す 101, 102)。一方、p53 は代謝ス

トレスに対する細胞の適応を媒介する転写因子であることから 103)、これまで筋萎縮と p53

のかかわりについて多くの研究がなされてきた。たとえば、高齢者や加齢動物の骨格筋にお

いて p53 mRNA の発現が増強している 104-107)、不動や除神経による筋萎縮モデルにおいて

p53 タンパク質の発現が増強する 108-111)などの報告がある。p53 の過剰発現は、老化形質の

発現や筋萎縮を引き起こし 108, 112)、筋肉特異的な p53 ノックアウトマウスは、不動化によっ

て誘発される骨格筋の萎縮に対して部分的に抵抗性であったと報告 108)されている。その一

方で、筋肉特異的な p53 遺伝子のノックアウトは老化による筋萎縮を抑制しないとの報告

113)や、p53 が持久運動時の骨格筋のミトコンドリア量と筋パフォーマンスの向上に関与す

るなどの報告 114)がある。このように筋萎縮に対する p53 の役割については、必ずしも一致

した結果が得られていない。また、シスプラチンによる骨格筋萎縮と p53 との関連について

は、これまで検討が行われていなかった。 

本研究において、シスプラチン処理をおこなった C2C12 筋管細胞において、p53 の活

性化が生じることが明らかとなった。第 1 章において、シスプラチンにより細胞内活性酸素

（H2O2）レベルが持続的に上昇することを明らかにしたが、H2O2は、C2C12 筋芽細胞のミ

トコンドリア透過性遷移孔開口と p53 活性化を引き起こすと報告されている 115)。活性酸素

は、ストレス応答キナーゼ apoptosis signal-regulating kinase 1（ASK1）を活性化し、さらに

ASK1 は JNK や p38 を活性化する 116)。例えば、ドキソルビシンは JNK-p38 および p53 を介

したシグナル伝達経路の活性化を介して心臓のアポトーシスを誘導し、H2O2 はこれらの経

路のメディエーターとして作用する 117)。また、TNF-α による C2C12 筋管細胞の萎縮モデル

実験において、JNK、p38 MAPK 活性化および p53 遺伝子の発現増強が生じると報告されて

いる 118)。以上より、C2C12 筋管細胞において、シスプラチンによる活性酸素の増加が、ASK1
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による JNK/p38 経路の活性化を介して、p53 活性化をきたした可能性が高いと考えられる。 

PFT-α は、p53 の転写活性抑制を指標として見いだされた化合物であり、p53 依存性の

アポトーシスを阻害する 94)。実際に、マウス心臓のドキソルビシン誘発アポトーシス 119)、

蝸牛および前庭有毛細胞のシスプラチン誘発アポトーシス 120)、様々な細胞でのアポトーシ

スを防ぐことが示されている。一方、Pifithrin-μ（PFT-μ）は、抗アポトーシスタンパク質 Bcl-

xL および Bcl-2 に対する p53 の親和性を下げることにより、p53 のミトコンドリアへの結合

を阻害する 121)。p53 のミトコンドリアへの移行を特異的に阻害する PFT-μ の神経保護的役

割は、PFT-α の作用よりも強い 97)。このことは、PFT-α が p53 機能の一部しか阻害できない

可能性を示唆するものであり、実験結果の解釈には注意を要する。 

また、PFT-α は、細胞内で p53 非依存性の活性を示すことも報告されている 122-125)。例

えば、PFT-α は強力な AhR のアゴニストとして作用することが明らかとなっている 125)。

AhR は Bax の転写を促進する 126, 127)ことから、本研究において、PFT-α がシスプラチンによ

る Bax の発現増加に影響を与えなかった理由として、PFT-α が AhR 活性化を介して Bax の

転写を促進した可能性が考えられる。さらにAhR活性化はROSを減少させる 122)ことから、

これが PFT-α による ROS 減少の一端を担っているのかもしれない。 

以上のように、PFT-α のオフターゲット作用の関与は否定できないものの、本研究にお

いて、PFT-α 処理により、シスプラチンによって誘導される PUMA の発現、活性酸素の発

生、ミトコンドリア量および膜電位の低下が改善することを確認した。これらの結果は、シ

スプラチンのミトコンドリア障害に対する p53 活性化の関与を強く示唆するものである。

さらに PFT-α はシスプラチンによる Atrogin-1 の上昇を半分程度まで抑制したことから、筋

萎縮制御因子の誘導おいても p53 活性化の影響が及んでいる可能性が考えられる。しかし

ながら、PFT-α は MyHC タンパク量の回復効果を示さなかった。そこで筋線維合成能を評価

する目的で MyHC mRNA 発現について測定した結果、シスプラチンはすべてのアイソフォ

ームの mRNA 発現を強く抑制することが明らかとなった。さらに MitoQ は、MyHC mRNA

発現量の低下を改善したのに対し、PFT-α は MyHC mRNA に対して全く効果を示さなかっ
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た。従って、MitoQ と PFT-α 両者の MyHC 合成能と分解能に対する効果の差が、MyHC タ

ンパク質量の結果の違いに反映したものと考えられる（表 3）。すなわち、シスプラチンに

よる筋管細胞のミトコンドリア障害と筋線維タンパク質分解には p53 の活性化が関与する

ものの、筋タンパク質合成能低下への関与はないと結論づけた。 

 

表 3 MitoQ と PFT-α の MyHC 合成能と分解能に対する効果の違い 

シスプラチン 

MyHC MyHC MyHC 

タンパク質分解 タンパク質合成 タンパク質量 

↑ ↓ ↓ 

MitoQ ○ ○ ○ 

PFT-α ○ × × 

 ○：有効，×：無効  

 

 

第 1 章における我々の研究では、C2C12 筋管細胞にシスプラチンを処理すると、解糖

能が低下することを見出した。メタボローム解析の結果からも、シスプラチンによる解糖系

経路の阻害が証明された。これまでの報告において p53 が解糖系を抑制することが明らか

にされており 62-65)、ヒト近位尿細管細胞における腎毒性の研究では、シスプラチンによって

活性化された p53 が解糖系経路を阻害することが示されている 66, 67)。本研究では、C2C12

筋管細胞に PFT-α を前処理することで、シスプラチンによる解糖能の低下が改善された。こ

のことは、シスプラチンによる解糖能の低下に p53 が関与し、筋萎縮因子の誘導のみなら

ず、筋力などに関わる代謝エネルギー産生に影響を与えている可能性が示唆される。しかし

ながら、今回は MyHC タンパク質量の減少メカニズムについての検討は行っておらず、今

後の研究において明らかにする必要がある。 

本研究で得られた総合的な結果に基づき、シスプラチンによる筋管細胞萎縮の機構モ

デルを提案する（図 15）。 

 



53 

 

 

 

図 15 シスプラチンによる筋管細胞萎縮の機構モデル 

 

 

すなわち、シスプラチンはミトコンドリア内で活性酸素を持続的に発生させ、p53 の活性

化を引き起こす。そして、活性化した p53 は Bax/Bcl-2 比を上昇させてミトコンドリアの

機能障害と持続的な細胞内 ROS の上昇をもたらし、最終的に筋タンパク質分解を亢進させ

る。一方、p53 はシスプラチンによる MyHC 合成抑制には関与しないことから、ミトコン

ドリア障害は p53 に依存しない別の経路で筋タンパク質合成を抑制すると考えられた。以

上より、シスプラチンによる筋萎縮を阻止するためには、分解亢進と合成低下の両者を同

時に抑制する必要があり、そのための具体的な戦略として、ミトコンドリアの保護が有望

と考えられる。  
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第 3 章 シスプラチン誘発筋萎縮モデルマウスに関する基礎的研究 

と補中益気湯の効果 

 

第 1 節 背景 

 

第 1 章および第 2 章では、C2C12 筋管細胞を用い、シスプラチンによる萎縮発症機序

について検討した。その結果、シスプラチンは、ミトコンドリアの機能障害によって活性酸

素を持続的に発生させ、筋線維タンパク質の分解亢進および合成阻害によって細胞萎縮を

起こすこと、さらにミトコンドリア障害、細胞内活性酸素上昇と筋線維タンパク質の分解に

p53 活性化が関与することが明らかとなった。そこで本章では、シスプラチンをマウスに投

与して筋萎縮モデルを作製し、骨格筋重量とその制御因子の経日変化ならびにミトコンド

リア障害との関連について検討した。 

さらに、シスプラチンによる骨格筋萎縮に対して有用な薬物学的治療手段を提案する

目的で、漢方薬である補中益気湯に注目した。補中益気湯は、重症筋無力症に対して筋機能

改善効果を有することが、中国の臨床試験における大規模な疫学調査において示唆されて

いる 128)。また動物試験では、尾部懸垂筋萎縮モデル 129)、マウス Colon 26 癌カヘキシアモ

デル 130)および筋萎縮性側索硬化症モデル 131)において、補中益気湯は腓腹筋重量の低下を

改善するとの報告がある。しかしながら、補中益気湯がシスプラチンによる筋萎縮を改善し

たという報告は臨床および基礎研究においてこれまでにない。 

そこで本章では、補中益気湯がシスプラチンによる筋萎縮を改善できるのではないか

と仮説を立て、以下の検討を行った。 

1) シスプラチン誘発筋萎縮モデルマウスの病態解明 

2) 補中益気湯のシスプラチン誘発筋萎縮に対する効果 
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第 2 節 材料・実験方法 

 

第 1 項 実験動物 

SPF の C57BL/6J 雄マウスをジャクソン・ラボラトリー・ジャパン株式会社より購入し、

5 日間以上検疫および馴化飼育した後、実験に用いた。週齢はシスプラチン投与時 8 週齢と

なる週齢で購入した。室温 20-26℃、湿度 30-70%、12 時間の明暗サイクルの下、マウス用

プラスティックケージ（230×310×155 mm）にオートクレーブ滅菌したペパークリーン（日

本エスエルシー株式会社、紙製）を敷き、1 ケージ当たり 1 匹収容し飼育した。本動物実験

は、株式会社ツムラの「動物実験倫理規程（承認番号：18-043-1、18-043-2、19-013）」に従

って実施した。 

 

第 2 項 薬剤投与 

シスプラチン（039-20093、033-20091；富士フイルム和光純薬株式会社）は、3 mg/10mL

で生理食塩水に溶解させ、10 mL/kg でマウスに腹腔内投与した。投与初日を Day0 とし、

Day0-3 まで 1 回/日、4 日間投与後 Day4、7、14 まで飼育・観察した。補中益気湯は株式会

社ツムラ製を使用した。補中益気湯は、日局オウギ（4），日局ソウジュツ（4），日局ニンジ

ン（4），日局トウキ（3），日局サイコ（2），日局タイソウ（2），日局チンピ（2），日局カン

ゾウ（1.5），日局ショウマ（1），日局ショウキョウ（0.5）の 10 種類の生薬を括弧内の割合

で混合した熱水抽出物であり、スプレードライ方式にて乾燥させたエキス粉末を用いた。1.5

または 3%補中益気湯混餌飼料は、補中益気湯および MF 飼料を用いて、オリエンタル酵母

工業株式会社にて作製し、シスプラチン投与開始 2 週間前（Day-14）より自由摂餌にて与え

た。対照群には同様にして作製した MF コントロール飼料を与えた。 

 

第 3 項 測定・解剖 

体重は、飼育期間中の平日に毎日測定した。摂餌量は、シスプラチン投与期間中に毎日、
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それ以外は 2 回/週測定した。自発活動量（Locomotor activity test）は、実験動物用自発活動

量センサー（NS-AS01；株式会社ニューロサイエンス）を用いて測定した。握力測定は Day7

および Day14 に、齋藤式マウス用握力測定装置（MK-380M；室町機械株式会社）を用い、

マウスを測定用の網の上に置き、尾を手で水平引いた時、動物が引いた力に耐え切れずつか

んだ網を離してしまうまでの握力を測定した。Day4、７、14 にイソフルランもしくはセボ

フルラン麻酔下にて開腹し、後大静脈切開による脱血致死後、腓腹筋を摘出し重量を測定、

さらに赤色部分と白色部分に分離し 132)、重量を測定した。一部分は液体窒素で凍結後、各

測定まで-80℃で保存し、一部分はホルマリン固定後、パラフィンブロックを作製し、免疫

染色に供した。 

 

第 4 項 RNA 抽出と RT-PCR 

腓腹筋を、QIAzol Lysis Reagent（79306；QIAGEN）を添加してビーズとともにマイクロ

スマッシュ（株式会社トミー精工）にて破砕を行った。クロロホルム（2120861；国産化学）

を加え混合し、遠心分離後に上清を回収した。回収した上清と同量の 70%エタノールを加

え混合し、RNeasy Mini Kit（74106；QIAGEN, Valencia, CA, USA）に付属する RNeasy Mini 

Spin Columns に添加、遠心を行った。その後、RNase-Free DNase Set（79254；QIAGEN）を

用いて DNase 処理を行った。RNeasy Mini Kit に付属する Buffer RPE をカラムに添加、遠心

を 2 回繰り返したのち、空の状態で遠心を行った。RNase free water にて溶出し、total RNA

を得た。抽出した RNA を約 100 ng/μL に希釈し、70℃で 5 分間インキュベートした後、4℃

に冷却した。その後、High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit（4368813；Thermo Fisher 

Scientific）を用いて、RNA を相補的 DNA（cDNA）に逆転写した。リアルタイム定量 PCR

アッセイは、TaqMan Fast Advanced Master Mix（4444557；Thermo Fisher Scientific）および遺

伝子特異的 TaqMan プライマー/プローブ（Thermo Fisher Scientific）と QuantStudio 7 Flex Real-

Time PCR System（Thermo Fisher Scientific）を用いて実施した。プライマー/プローブの情報

は表 4 に記載した。GAPDH の解析は内在性コントロールとして用い、mRNA 発現量は ΔΔCt
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法を用いて算出した。 

 

表 4 RT-PCR に使用するプライマー 

Target Gene name Assay ID 

GAPDH Gapdh Mm99999915_g1 

Atrogin-1 (Fbxo32) F-box protein 32 Mm00499523_m1 

MuRF1 (Trim63) tripartite motif-containing 63 Mm01185221_m1 

Myostatin Mstn Mm01254559_m1 

IGF-1 Igf1 Mm00439560_m1 

MyoD Myod1 Mm00440387_m1 

Myogenin Myog Mm00446194_m1 

Myh7 myosin, heavy polypeptide 7 Mm00600555_m1 

Myh2 myosin, heavy polypeptide 2 Mm01332564_m1 

Myh1 myosin, heavy polypeptide 1 Mm01332500_gH 

Myh4 myosin, heavy polypeptide 4 Mm01332541_m1 

PGC-1α Ppargc1a Mm01208835_m1 

SOD2 Sod2 Mm01313000_m1 

Rpph1 ribonuclease P RNA component H1 Mm04336066_s1 

ND1 NADH dehydrogenase subunit 1 Mm04225274_s1 

 

 

第 5 項 ミトコンドリア DNA レベルの測定 

腓腹筋をビーズとともにマイクロスマッシュ（株式会社トミー精工）で破砕を行った。

その後、QIAamp DNA Mini Kit（51304；QIAGEN）付属の Buffer ATL、Proteinase K を添加

し、完全に溶解するまで 56℃でインキュベートを行った。RNase A（17,500 U）（19101；QIAGEN）

を添加、混和後、Buffer AL を加えて 70℃で 10 分間インキュベートを行った。室温に戻し、

エタノール（96～100%）を加え、Kit 付属の QIAamp Mini Spin Column に添加し、遠心分離

を行った。Buffer AW1 を添加、遠心、Buffer AW2 添加、遠心を行ったのち、メンブレン乾

燥のため空の状態で遠心を行った。Buffer AE を添加し、遠心分離により溶出し、DNA を得

た。リアルタイム定量 PCR アッセイは、TaqMan Fast Advanced Master Mix および遺伝子特

異的 TaqMan プライマー/プローブと QuantStudio 7 Flex Real-Time PCR System を用いて実施
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した。プライマー/プローブの情報は表 4 に記載した。ミトコンドリア DNA（mtDNA）量と

して NADH dehydrogenase subunit 1（ND1）コピー数を測定し、ribonuclease P RNA component 

H1（Rpph1）で補正した。 

 

第 6 項 免疫染色 

Myosin（Skeletal, Slow および Fast）の免疫染色は、株式会社バイオ病理研究所にて実施

した。脱パラフィン後、オートクレーブにより 120℃、10 分間で賦活化し、スキムミルクに

てブロック後、Monoclonal Anti-Myosin（Skeletal, Slow または Fast）antibody produced in mouse

（M8421、M4276；Sigma-Aldrich）を 100 倍希釈したもので、4℃で一晩抗原抗体反応を行

った。ヒストファインシンプルステインマウス（M）および DAB 溶液で発色させた後に、

ヘマトキシリンで核染色を行った。筋線維の断面積は、ImageJ（https://imagej.nih.gov/ij/）で

算出した。 

 

第 7 項 データおよび統計解析 

統計解析は StatLight（Yukms Co. Ltd）もしくは GraphPad Prism software, version 7

（GraphPad Software, San Diego, CA, USA）を用いて行った。データは平均値±標準誤差（SE）

で表した。2 群間の統計解析は Student's t-test または Aspin-Welch t-test を用いて行った。一

方、複数群による多重比較には Tukey-Kramer 検定または Steel-Dwass 検定を用い、また 2 元

配置分散分析（Two-way ANOVA）では Bonferroni 法を用い、統計的有意性の水準は p < 0.05

とした。 
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第 3 節 実験結果 

 

第 1 項 シスプラチン誘発筋萎縮モデルマウスの病態解明 

C57BL/6J 雄性マウスを、生理食塩水投与群（Vehicle, n = 8）とシスプラチン 3 mg/kg 投

与群（Cisplatin, n = 8）に群分けし、体重、摂餌量、握力、腓腹筋量を測定した。体重は、シ

スプラチン投与 Day2 より対照群と比較して有意に低下し、Day6 に最低値となった。その

後回復する傾向を示したが、Day14 でも対照群に比べ有意な低下が持続していた（図 16）。

摂餌量は、Day3 で有意な低下が見られたが、その後回復した（図 17）。 

 

 

図 16 シスプラチン誘発筋萎縮マウスの体重推移 

数値は平均値±SE で表した（n = 8）。*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 vs. Vehicle 群。 
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図 17 シスプラチン誘発筋萎縮マウスの摂餌量推移 

数値は平均値±SE で表した（n = 8）。*p < 0.05, **p < 0.01 vs. Vehicle 群。 

 

 

腓腹筋重量は、Day4、7、14 のいずれにおいても有意な低下がみられ（図 18）、握力は、

シスプラチン投与 Day7 と Day14 において有意な低下が認められた（図 19）。以上の結果よ

り、シスプラチン投与後、筋萎縮が長期間にわたり持続することが明らかとなった。 

 

 

 

図 18 シスプラチン誘発筋萎縮マウスの腓腹筋重量への影響 

数値は平均値±SE で表した（n = 8）。*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 vs. Vehicle 群。 
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図 19 シスプラチン誘発筋萎縮マウスの握力への影響 

数値は平均値±SE で表した（n = 5-8）。*p < 0.05, **p < 0.01 vs. Vehicle 群。 
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図 20 腓腹筋における筋分解系に対するシスプラチンの作用 

（A）Atrogin-1、（B）MuRF1、（C）Myostain mRNA 発現レベル 

数値は平均値±SE で表した（n = 8）。*p < 0.05, **p < 0.01 vs. Vehicle 群。 
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十分である理由のひとつと考えられた。 

 

 

 

図 21 腓腹筋における筋合成系に対するシスプラチンの作用 

（A）Igf1、（B）MyoD、（C）Myogenin、（D）MyHC アイソフォーム mRNA 発現レベル 

数値は平均値±SE で表した（n = 8）。*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 vs. Vehicle 群。 
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図 22 腓腹筋におけるミトコンドリアに対するシスプラチンの作用 

（A）mtDNA、（B）Pgc-1α mRNA 発現レベル、（C）Sod2 mRNA 発現レベル 

数値は平均値±SE で表した（n = 8）。*p < 0.05, **p < 0.01 vs. Vehicle 群。 
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図 23 腓腹筋重量、赤筋重量および白筋重量に対するシスプラチンの作用 

（A）腓腹筋重量、（B）腓腹筋赤筋重量、（C）腓腹筋白筋重量 

数値は平均値±SE で表した（n = 10）。*p < 0.05, **p < 0.01, ****p < 0.0001 vs. Vehicle 群。 

 

 

第 2 項 補中益気湯のシスプラチン誘発筋萎縮に対する効果 

シスプラチン筋萎縮モデルマウスに補中益気湯を混餌投与し、その効果を検討した。シ
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ため体重当たりの腓腹筋量）に対する補中益気湯の効果について検討をおこなった。その結

果、シスプラチン投与により腓腹筋全重量の低下が認められたが、補中益気湯 1.5％および

3％混餌投与により有意に回復することがわかった（図 26A）。さらに、その効果は白筋よ

りも赤筋に対してより明確であり、補中益気湯投与3%投与により赤筋は有意に増加したが、

白筋は増加傾向を示すにとどまった（図 26B および 26C）。 
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図 24 シスプラチン誘発筋萎縮マウスにおける体重に対する補中益気湯の効果 

数値は平均値±SE で表した（n = 9-10）。HET：補中益気湯。*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 

Vehicle 群 vs. Cisplatin 群。 

 

 

 

 

図 25 シスプラチン誘発筋萎縮マウスにおける摂餌量に対する補中益気湯の効果 

数値は平均値±SE で表した（n = 8-10）。HET：補中益気湯。 
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図 26 シスプラチン筋萎縮モデルにおける腓腹筋重量、赤筋重量および白筋重量に対する補

中益気湯の効果 

（A）腓腹筋重量、（B）腓腹筋赤筋重量、（C）腓腹筋白筋重量 

数値は平均値±SE で表した（n = 9-10）。HET：補中益気湯。*p < 0.05 vs. Cisplatin 群。 

 

 

次に、腓腹筋パラフィンブロックを横断面で薄切し、MyHC アイソフォーム 7（Myosin7）

陽性遅筋線維の免疫染色を行い（図 27A）、赤筋部位の Myosin7 陽性遅筋線維の断面積を測

定した。対照群とシスプラチン群で Myosin7 陽性遅筋線維の断面積に差は見られなかった

が、補中益気湯投与群ではシスプラチン群と比較して有意な増加が認められた（図 27B）。

以上より、補中益気湯は、シスプラチン筋萎縮モデルにおいて、腓腹筋の遅筋線維を増加さ

せると考えられた。 
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図 27 シスプラチン筋萎縮モデルにおける遅筋線維断面積に対する補中益気湯の効果 

（A）免疫組織染色画像、（B）Myosin7 陽性遅筋線維の断面積 

数値は平均値±SE で表した（n = 8-10）。HET：補中益気湯。Bar : 50 μm。**p < 0.01 vs. 

Cisplatin 群。 
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群レベルまで回復した。補中益気湯投与群は、Day10-13 において活動量が増加する傾向を

示した（図 28）。Day13 に握力を測定したところ、シスプラチン群は対照群と比べ低下傾向

を示し、補中益気湯投与群で改善傾向が認められた（図 29）。 
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図 28 シスプラチン筋萎縮モデルにおける自発活動量に対する補中益気湯の効果 

数値は平均値±SE で表した（n = 9-10）。HET：補中益気湯。*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 

Vehicle 群 vs. Cisplatin 群。 

 

 

 

 

図 29 シスプラチン筋萎縮モデルにおける握力に対する補中益気湯の効果 

数値は平均値±SE で表した（n = 9-10）。HET：補中益気湯。 
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第 4 節 考察 

 

C57BL/6J 雄マウスにシスプラチン 3 mg/kg を Day0～Day3 まで連日腹腔内投与してシ

スプラチン誘発筋萎縮モデルを作製し、その病態解明を実施した。体重および腓腹筋重量、

筋萎縮関連遺伝子の推移から、Day0～Day7 を傷害期、Day8～Day14 を回復期と定義して、

検討をおこない、以下の点を明らかにした。 

1) シスプラチン投与 Day7 において腓腹筋の赤筋および白筋重量はともに低下し

たが、Day14 では赤筋は回復傾向にあるが白筋の萎縮は持続した。 

2) シスプラチン投与 Day4 および Day7 の傷害期において Atrogin-1 および

Myostatin mRNA の増加、Igf1 mRNA の低下が認められ、これらが萎縮に関与

した可能性が示唆された。 

3) mtDNA, Pgc-1α および Sod2 mRNA が傷害期に低下したことから、ミトコンド

リア障害が示唆された。 

4) 筋分化制御因子 MyoD mRNA は回復期まで持続的に低下したが、Myogenin 

mRNA は変化しなかった。 

骨格筋萎縮を起こす疾患において、加齢に伴うサルコペニア 37-39)や廃用性筋萎縮 40, 41)

ではミトコンドリア障害が関与していると報告されているが、シスプラチンによるミトコ

ンドリア障害と筋萎縮の因果関係については詳細に検討されていない。第 1 章ではシスプ

ラチンは C2C12 筋管細胞においてミトコンドリア障害に伴い ROS を産生し、それによるア

ポトーシスは回避されたものの細胞萎縮を起こすことを明らかした。本章においても、シス

プラチン投与マウスの腓腹筋において、ミトコンドリア関連因子である Pgc-1α ならびに

Sod2 の遺伝子発現および mtDNA の低下が認められたことから、腓腹筋のミトコンドリア

に機能障害が生じていることが示唆された。 

シスプラチン筋萎縮モデル動物におけるミトコンドリアの関与について、いくつかの
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研究において同様の結果が報告されている。シスプラチン投与したラットの長趾伸筋にお

いて Pgc-1α 発現の低下が示されており 24)、さらに、シスプラチン投与ラット前脛骨筋では

ミトコンドリア量の減少と Pgc-1α タンパク質発現の低下が認められている 27)。一方、加齢

に伴うサルコペニアにおいてもミトコンドリア障害の関与が報告されている 39, 40, 133)。加齢

に伴うミトコンドリア生合成の低下は、様々な刺激に対する Pgc-1α の反応性の欠如に起因

している可能性があり 134)、ミトコンドリアは加齢およびサルコペニアの中心的な制御因子

の一つであると考えられている。 

そこで、次にミトコンドリア障害と筋タンパク質制御因子との関連性について検討し

た。シスプラチンによるミトコンドリア関連因子の変動は Day4 および Day7 の傷害期にお

いて認められ、Atrogin-1 の増加時期と一致した。したがって、C2C12 筋管細胞の結果とあ

わせて考えると、シスプラチン投与傷害期ではミトコンドリア機能障害とともに ROS が発

生し、Atrogin-1 を誘導することで筋萎縮を起こしているものと推察された。さらに腓腹筋

では Myostatin の増加、筋合成に重要である Igf1 の低下が認められた。Myostatin は、骨格筋

に多く発現し筋量を負に制御する細胞外サイトカインであり、atrogenes のアップレギュレ

ーションと筋形成に重要な遺伝子（MyoD や Pax3 など）のダウンレギュレーションを引き

起こす 135)。今回の検討において、Atrogin-1 および Myostatin の増加が、ともに Day7 の傷害

期に強く認められたことから、Atrogin-1 の活性化に Myostatin が関与した可能性が示唆され

る。一方、IGF-1 は Akt を活性化することで FoxO／Atrogin-1 系を抑制するとともに mTOR

を介して筋タンパク質合成に関与し、筋管細胞において autocrine／paracrine に制御する機

能を有していることから、シスプラチンによる Igf1 の発現低下は筋萎縮に大きな影響を与

えていると考えられる 136)。しかしながら、Myostatin や IGF-1 とミトコンドリア障害との関

連については明確ではなく、今後の重要な検討課題の一つである。 

骨格筋は、見かけ上の色の違いから赤い筋線維（赤筋）と白い筋線維（白筋）に分類さ

れる 137)。この色の違いはミオグロビンの色素タンパク量の違いによるものであるが、赤筋

と白筋は、収縮速度の違いからそれぞれ遅筋と速筋として分類されることもある。腓腹筋は
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遅筋および速筋からなる混合筋であることから、既報 132)の様に、遅筋線維を多く含む赤筋

と速筋線維を多く含む白筋に分離して評価することは、より詳細なメカニズム解明につな

がると考えられる。 

本研究では、シスプラチン投与後、Day7（傷害期）において、赤筋重量および白筋重量

はともに低下したが、Day14（回復期）では、赤筋は萎縮の回復が認められるのに対し白筋

では回復はほとんど認められなかった。これらの結果は、Day4 において速筋 MyHC アイソ

フォーム遺伝子 Myh4 が低下したこと、またシスプラチンが C2C12 筋管細胞の遅筋 MyHC

アイソフォーム遺伝子 Myh7 と比較して Myh4 を強く抑制したことから、速筋線維の合成能

が低下していることが示唆された。すなわち、シスプラチンは、遅筋よりも速筋優位に強力

かつ長期的に大きな影響を及ぼしていると考えられた。 

速筋では遅筋に比べて MyoD の発現量が多く、Myogenin の発現量が少ない。一方、遅

筋では Myogenin をより多く発現している 138-140)。本研究ではシスプラチンが長期にわたっ

て腓腹筋 MyoD を低下させたが、腓腹筋 Myogenin には影響を与えなかった。すなわち、速

筋線維が多い白筋萎縮の長期化は、MyoD および MyoD/Myogenin 比の持続的減少が原因と

なっているかもしれない。 

本研究では、傷害期において、既報 76)と同様に Atrogin-1 の上昇が認められた。Atrogin-

1の過剰発現は、MyoDによる分化を抑制し、筋管形成を阻害することが報告されている 54)。

Day4 では MyoD mRNA には変化はないが、Atrogin-1 が増加したことにより MyoD タンパク

質が分解されて MyoD の筋分化作用が減弱している可能性もあり、白筋萎縮の一つの要因

となっていたかもしれない。 

一方、遅筋線維が多い赤筋は、傷害期に筋重量が低下したが、その後回復した。骨格筋

は筋タンパク質の分解と合成により恒常性が維持されており 141)、廃用性筋萎縮モデルでは

再負荷により、筋タンパク質合成系が亢進し、筋量が完全に回復する 142)。シスプラチン誘

発筋萎縮をはじめとする様々なモデルにおいて、運動が筋萎縮を予防できると報告されて

いるが 35, 143-145)、同様の効果を有する薬剤はいまだ見いだされていない。今後、筋萎縮の予
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防あるいは回復促進効果を有する薬物が開発されれば、骨格筋萎縮治療の有用な手段にな

りうると思われる。 

漢方薬の補中益気湯は補剤として知られており、体力や気力などの生体のもつエネル

ギーが低下したときに不足したものを補い、病態を回復させるとされている。「病後の体力

増強」や「食欲不振」や「感冒」などの効能効果をもつ医療用漢方製剤である。巽らは、老

年期慢性閉塞性肺疾患に伴う栄養状態の改善や体重の有意な増加を確認している 146)。また、

がん患者のがんに伴う疲労感に利用されてきた 147)。一方、筋萎縮に対しては、補中益気湯

が腓腹筋量の低下を抑制することが、臨床ならびに基礎研究にて報告されている 128-131)。本

試験においても、シスプラチンによる腓腹筋重量の低下を補中益気湯が改善させることを

明らかにした。さらに注目すべきは、白筋よりも赤筋の重量に対する効果が明確であり、赤

筋に多く分布している Myh7 陽性遅筋線維の断面積が増加する結果が得られたことである。

また興味深いことに、シスプラチン投与傷害期においては、補中益気湯の効果は見られなか

ったが、回復期において効果が認められた。しかしながら、本研究では補中益気湯の効果が

赤筋優位である点や回復期に効果を示すなどの特徴的な薬理作用に関し、その機序を明ら

かにすることができなかった。近年、尾部懸垂筋萎縮モデルにおいて、補中益気湯が

Myogenin や MyHC の低下を改善するとの報告があり 129)、今回のシスプラチン誘発筋萎縮

モデルにおいても筋線維タンパク質合成を促進した可能性が考えられる。 

本研究ではシスプラチンによるミトコンドリア機能障害に対する補中益気湯の効果に

ついても明確にできなかった。近年、基礎研究において補中益気湯がミトコンドリアの代謝

機能を改善すると報告されており 148)、また老化マウス肝臓のミトコンドリア新生を回復を

させる 149)ことからも、骨格筋のミトコンドリアに対しても補中益気湯が効果を示す可能性

がある。本研究では、補中益気湯は遅筋優位に作用していることからも、ミトコンドリアに

対して何らかの作用を示すことが考えられるが、この点は今後の検討で明らかにしたい。 

また本研究では、補中益気湯は傷害期における活動量に効果を示さなかったが、回復期

において赤筋重量の改善とともに握力や活動量の回復傾向を示した。このことより、握力は
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おもに赤筋の機能を反映していると考えられた。また自発活動量の増加は、骨格筋量や筋パ

フォーマンス改善の結果と考えられるが、逆に何らかの別の原因による自発運動量の増加

が、筋タンパク質合成系を亢進して筋量を回復させた可能性も否定できない。このように、

骨格筋量増加と運動量増加は、相互に作用している可能性が高く、慎重に評価する必要があ

る。 

補中益気湯は多成分製剤であり、多彩な作用を示す可能性がある。今後、さらなる補中

益気湯の作用メカニズム解明研究が必要となるものの、臨床における筋萎縮の治療薬とし

て提案できることを見出した。 
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総括 

 

シスプラチンは種々の癌治療に用いられている抗がん剤であるが、ごく最近、骨格筋萎

縮により癌患者の QOL や生命予後に悪影響を与えることが明らかとなってきた。マウスに

シスプラチンを投与すると、筋特異的ユビキチンリガーゼ Atrogin-1 ならびに MuRF1 の活

性化に伴い骨格筋萎縮が起こることが報告されているが、その分子メカニズムについては

不明な点が多い。一方、シスプラチンは骨格筋のミトコンドリア障害を引き起こすが、その

機序や筋萎縮との因果関係については検討がなされていない。そこで本研究では、シスプラ

チンによる筋萎縮メカニズムの解明が筋萎縮の予防や治療方法の確立につながる重要な意

味を持つと考え、シスプラチン誘発 C2C12 筋管細胞萎縮におけるミトコンドリア障害の役

割について検討した。また、シスプラチン誘発筋萎縮モデルマウスの病態を解明するととも

に、補中益気湯の有用性について検討した。 

 

1）シスプラチン誘発筋管細胞萎縮病態におけるミトコンドリア機能不全の関与 

C2C12 筋管細胞を用いた研究において、シスプラチンはアポトーシス細胞死を誘導す

ることなく細胞萎縮を惹起した。その機序として、ミトコンドリアおよび細胞内活性酸素

（ROS）の増加に伴い、Bax/Bcl-2 比を上昇させミトコンドリア機能を障害すること、さら

にそれが持続的なROS生成を助長することにより、FOXOシグナル経路を活性化し、Atrogin-

1/MuRF1 の転写活性化に至ることを解明した。さらに、シスプラチンは筋管細胞において

酸化的リン酸化のみならず解糖系も阻害すること、一方で ATP 産生低下は筋萎縮への関与

が少ないことを突き止めた。これまで知られていなかったシスプラチン筋萎縮のメカニズ

ムの一部が解明され、有益な結果であると考えられた。以上の結果より、ミトコンドリアの

保護や活性酸素の消去が、シスプラチンベースの化学療法に伴う筋萎縮を防ぐための有望

な戦略である可能性が示唆された。 
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2）シスプラチン誘発筋管細胞萎縮における p53 の役割 

p53 はミトコンドリア外膜上 Bax/Bcl-2 や解糖系を制御する役割を有している。そこで 

シスプラチンによるC2C12筋管細胞萎縮に対する p53の関与について検討した。その結果、

シスプラチンが Atrogin-1/MuRF1 mRNA を増加させる経路の多くは p53 転写活性に依存す

るが、MyHC mRNA の低下は p53 に依存しないことが明らかとなった。シスプラチンによ

る筋管細胞のミトコンドリア障害と筋線維タンパク質分解には p53 の活性化が関与するも

のの、筋タンパク質合成能低下への関与はないと結論づけた。 

 

3）シスプラチン誘発筋萎縮モデルマウスに関する基礎的研究と補中益気湯の効果 

In vivo 検討において、シスプラチン投与後 7 日までの傷害期において、摂餌量、体重と

ともに腓腹筋量が低下した。その後 14 日目まで体重の回復は見られたものの、速筋を中心

とした筋萎縮が持続的に生じることを確認した。傷害期において、Atrogin-1 および Myostatin 

mRNA の増加、Igf1 mRNA の低下が認められ、これらが萎縮に関与した可能性が示唆され

た。また、mtDNA、Pgc-1α および Sod2 mRNA が傷害期に低下したことから、ミトコンドリ

アの障害が示唆された。一方、回復期においては、MyoD mRNA の低下が認められ、筋萎縮

の持続に関与している可能性が示唆された。補中益気湯はシスプラチンによる腓腹筋の萎

縮を改善した。特に赤筋重量および遅筋線維断面積の増加が認められた。 

 

本研究の成果により、シスプラチンによる筋萎縮の発症には、活性酸素の発生と p53 活

性化によるミトコンドリアの機能低下の関与することが示唆された。ミトコンドリアを保

護することが、シスプラチン系化学療法による筋萎縮の予防・治療に有用であることが考え

られる。 
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