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I. 緒言 

 

骨格筋ミトコンドリアの呼吸は他の組織のミトコンドリアに比較して

極めて動的に変動する。なぜなら、骨格筋組織の安静時と収縮時における

酸素需要は劇的に異なるためである。このように特徴的な有酸素代謝を行

う骨格筋組織には酸素結合タンパク質であるミオグロビン（Myoglobin; 

Mb）が存在している。（Garry et al., 1998） 

Mbは酸素との親和性が高く、筋細胞内において高濃度に存在すること

によって酸素の貯蔵機能を担う（Popel, 1989）。そして、細胞内が低酸素

化した場合にMbは結合酸素を細胞内へ放出する（Braunlin et al., 1986）。

この機能に加え、Mbは酸素と結合した状態で細胞内を拡散することによ

って、細胞外から細胞内への酸素流入を促進している（Wittenberg, 2003）。

これらの酸素の貯蔵および促通拡散が Mb の主要な機能であると考えら

れてきた。そのため、ミトコンドリアへの酸素運搬にMbは直接的に関与

しないと考えられてきた。 

筋細胞内の酸素代謝における Mb の重要性は古くから議論されてきて

おり、その中でもMbノックアウト（Mb-/-）マウスに関わる報告はMb研

究に多大な影響を及ぼした。Garry et al.（1998）はMbを生体内からノッ

クアウトしても寿命や繁殖能力、運動能力に影響が表れないと報告した。

その後に続く研究によって Mb-/-マウスには、毛細血管の増加、抗酸化タ

ンパク質の増加、ミトコンドリアに関連する遺伝子発現が増加するなどの

代償作用が生じると報告された（Grange et al., 2001; Meeson et al., 2001）。

つまり、生体内においてMbは何らかの役割を果たすことは示唆された一

方、Mb の具体的な役割が不明であったため、酸素代謝機構における Mb

の重要性は低く見積もられたままであった。そして Mb-/-マウスの生理学
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的な表現型に大きな欠損が見られなかった事実は、具体的なMb機能を解

明していく速度を鈍化させた。 

それに対して、新たな測定技術を用いた近年の報告では、酸素代謝に関

わるMbの役割に新たな視点が提供されている。まず、筋収縮の開始と同

時に亢進するミトコンドリアの酸素需要に応じて Mb は即時的に酸素を

解離することが明らかとなり、ミトコンドリアの酸素需要量の増加に応じ

て Mb からの酸素供給量が上昇することが報告された（Takakura et al., 

2010）。また、in vivoにおけるMbの拡散速度は低く、Mbによる酸素の促

通拡散機能は細胞内の酸素分圧が極端に低下した状態でないと細胞外か

らの酸素流入にほとんど貢献しないことが示された（Lin et al., 2007）。こ

れらの知見は Mb が細胞外から細胞内への酸素の流入を促進する役目よ

りも、ミトコンドリアへ酸素を供給する役割に重きがあることを示唆して

いる。実際にMbの酸素結合機能を阻害するとミトコンドリアの呼吸活性

が低下するという古くからの報告もある（Wittenberg and Wittenberg, 1987）。

したがって、これらの先行研究はMbがミトコンドリア呼吸に直接的に関

与していることを示唆している。しかしながら、細胞質の浮游タンパク質

である Mb はどのようなメカニズムを介してミトコンドリアの酸素需要

の亢進に応じた脱酸素化を可能にしているのかは不明であった。そこで本

研究では、細胞質のみに局在するMbが、拡散速度が低いにも関わらずミ

トコンドリアの酸素需要に応じて即時的に酸素を解離する仕組みの 1 つ

として、Mbがミトコンドリアに近接もしくは接着するという仮説を立て

た。 

筋細胞のミトコンドリアにはミトコンドリア以外の細胞区画に局在す

ると考えられてきたタンパク質も存在する。モノカルボン酸トランスポー

ターである MCT1 はミトコンドリア内膜に局在し、マトリックス側へエ
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ネルギー基質を取り込んでいる（Hashimoto et al., 2006）。サイトカインシ

グナルカスケードを構成する因子の 1 つである Stat3 は複合体 I

（NADH-coenzyme Q reductase: complex I）と相互作用し、その酵素活性を

亢進させミトコンドリアの酸素消費速度を上昇させると報告されている

（Wegrzyn et al., 2009）。また、Mbのホモログであり神経細胞やグリア細

胞特異的に発現するニューログロビン（Neuroglobin; Ngb）もミトコンド

リアに局在し、アポトーシスを抑制する役割を担っている（De Marinis et 

al., 2013）。これらの先行研究から、筋細胞内におけるMbはミトコンドリ

アに局在し、ミトコンドリアが担う生理機能を修飾する役割を果たすので

はないかという仮説を立てた。 

本研究ではMbとミトコンドリアの関連性に着目し、Mbが筋細胞に存

在する意義を再定義することを目的とした。Mbがミトコンドリアに局在

しているか否かを検証し、ミトコンドリアに局在するMbが担う役割を検

証した。
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II. 先行研究 

 

1. ミトコンドリアの構造 

ミトコンドリアは直径が 1 µm程度であり、外膜、内膜という 2層の膜

構造を有する。ミトコンドリアはこれらの膜間のスペースおよびマトリッ

クスと呼ばれるの 2 つの空間を有する。アデノシン 3 リン酸（ATP; 

adenosine triphosphat）合成の鍵をにぎる電子伝達系のタンパク質、ATP合

成酵素は全て内膜に局在するタンパク質である。呼吸基質の酸化とこれに

伴った ADPの酸化的リン酸化は内膜上で行われる。また、ATP合成の駆

動力として、膜を介した水素イオン（H+; proton）の電気化学的ポテンシ

ャル差が形成されるため、溶質やイオンの透過性に対する内膜の抵抗性は

きわめて高い。この内膜とは対照的に、溶質に対する外膜の透過性は高い。

これは外膜で物質輸送をコントロールしている電位依存性陰イオンチャ

ネル（VDAC; voltage dependent anion channel）によるものである。したが

って、タンパク質などの巨大分子を除くと膜間腔は基本的に細胞質と同じ

空間と考えられる（Pedersen, 1978）。 

外膜と内膜は多重層リポソームに見られるような単調な関係ではなく、

クリステと呼ばれる複雑な折りたたみ構造をなす。また、このミトコンド

リア膜は状態変化に伴って構造が変化する（Pedersen, 1978）。 

ミトコンドリアの主たる機能は ATP の合成であり、ミトコンドリアに

は ATP 合成に関わるタンパク質が多数存在する。具体的には 1）ATP 合

成酵素の各サブユニット、2）電子伝達系酵素のサブユニット、3）呼吸基

質、ヌクレオチド、リン酸などの内膜輸送担体、4）脂肪酸の !酸化に関

連した諸酵素、5）トリカルボン酸（TCA; tricarboxylic acid）回路の諸酵

素、6）自己複製のマシナリー、7）核の DNAにより合成されたタンパク
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質をミトコンドリア内に取り込む複合体などが存在する。また、ミトコン

ドリアマトリックス内のタンパク質濃度は 560 mg/ml と見積もられてお

り、非常にタンパク質含有量の多い細胞内小器官である（Svedruzic and 

Spivey, 2006）。 

 

2. エネルギー供給機構 

生体が使用するエネルギーは ATP という高エネルギーリン酸結合体の

分解時に放出されるエネルギーを利用している。つまり、様々な生理現象

を絶やさず、また運動などのエネルギー需要が高まる場合に ATP を再合

成する必要である。また、大部分の ATP はミトコンドリアで再合成され

ている。そのため、ミトコンドリアは生体のエネルギー需要を満たすため

に不可欠な細胞小器官である。ATP の再合成経路はいくつか存在する。

ミトコンドリアはクエン酸回路（トリカルボン酸回路 = TCA回路、Krebs

回路）と電子伝達系が機能することによって ATPを再合成している。 

電子伝達系はミトコンドリア内膜に存在しており、TCA 回路で生じた

還元型ニコチンアデニンジヌクレオチド（NADH; reduced nicotinamide 

adenine dinucleotide）や還元型フラビンアデニンジヌクレオチド（FADH2; 

reduced flavin adenine dinucleotide）から電子を受け取り、いくつかの中間

産物を経て最終的に酸素分子を還元する。電子伝達系には 4つの複合体が

存在し、これに加えてユビキノンやシトクロム c（cyto c; cytochrome c）

が存在する（Figure II-1）。 

 

A. 複合体 I（NADH-coenzyme Q reductase: complex I） 

complex Iはミトコンドリアの電子伝達において最初のステップを触媒

している（Brandt, 2006）。ウシでは 45のサブユニットから構成され、全 
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Figure II-1. Oxidative phosphorylation in the  mitochondria (Mishra and 
Chan, 2014). 

 Electron transfer at mitochondrial inner membrane take two 
pathway, one is through complex I-III-IV, the other is II-III-IV. 
Eventually, electrons are transferred to complex IV and reduced 
O2 to produce H2O with pumping H+ to the intermembrane 
space. Complex V imports H+ in intermembrane space to 
produce ATP from ADP.  e-: electron, H+: proton, cyt c: 
cytochrome c, ATP: adenine triphosphate, ADP: adenine 
diphosphate, NADH: reduced nicotinamide adenine 
dinucleotide, NADH+: oxidized nicotinamide adenine 
dinucleotide, FADH2: reduced flavin adenine dinucleotide, FAD: 
oxidized flavin adenine dinucleotide  
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てを合わせると 1000 kDa近くの複合体となり電子伝達系上では最も大き

い複合体を形成している。7つのサブユニットはミトコンドリア DNA

（mtDNA; mitochondrial DNA）によってコードされており、疎水性部分を

形成している。また、構造学的、系統発生学的なことを考慮すると complex 

Iは 3つの異なる領域から構成されている。NADHの酸化を行う脱水素酵

素ドメインと補酵素 Q（CoQ; coenzyme Q）を還元する水素化ドメインか

らなるユニット、マトリックスに突き出たアームユニット、そしてミトコ

ンドリア内膜に埋め込まれており、プロトンを汲み出す働きをするトラン

スポーターユニットが複合体の構成ユニットである（Friedrich and 

Böttcher, 2004）。 

complex Iは以下の反応を触媒する。 

NADH + Q + 5H+ " NAD+ + QH2 + 4H+ 

Qはユビキノンであり、反応の過程で還元される。また、反応後の 4H+ は

膜間腔へと汲み出される。 

 

B. 複合体 II（succinate dehydrogenase: complex II） 

哺乳類の complex IIはヘム bを含んでおり、ユビキノンの還元を触媒し

ミトコンドリア内膜に埋め込まれた 2つの疎水性ドメイン SdhC（14.2 kDa）

と SdhD（12.8 kDa）がある。これらの内膜中のドメインは生物種間では

アミノ酸配列の相同性が 20%以下である。マトリックス側に突き出した

親水性ドメインには酸化型フラビンアデニンジヌクレオチド（FAD; 

oxidized flavin adenine dinucleotide）と共有結合する SdhA（64から 79 kDa）

と鉄－硫黄クラスタータンパクを含むサブユニットSdhB（27から31 kDa）

が存在する（Cecchini, 2003）。 

complex IIは以下の反応を触媒する。 
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コハク酸 + Q " フマル酸 + QH2 

この複合体は TCA回路と電子伝達系を直接つないでおり、コハク酸の酸

化によって生まれた電子をユビキノンに伝達している。 

 

C. 複合体 III（ubiquinol-cytochrome c oxidoreductase: complex III） 

complex III は 3 つの酸化還元を行う補欠分子団であるサブユニットを

有している。1つが電位の高い bH（b566）ヘムと電位の低い bL（b562）の 2

つのヘムを含むサイトクロム bと、2つ目がサイトクロム c1（cytochrome c1: 

cyto c1）、そして 2Fe-2S クラスターを含む鉄－硫黄クラスタータンパク質

の 3つである（Berry et al., 2000）。この他に電子伝達やプロトンの汲み出

しに直接関連しないが複合体の構造維持、酵素活性の調節、複合体を形成

する際の結合領域になると考えられているサブユニットが7から8個存在

する（Schafer et al., 2007）。 

complex IIIは以下の反応を触媒する。 

QH2 + 2 cyto c3+ + 2H+ # Q + 2 cyto c2+ + 4H+ 

complex Iおよび IIから生じた、還元型ユビキノンから電子を受け取り、

cyto cに伝達するのがこの複合体の主な役割である。そして、それに付随

してマトリックスから膜間スペースへ H+を輸送している。 

 

D. 複合体 IV（cytochrome c oxidase: complex IV） 

complex IV は電子伝達系の最後に位置して酸素分子が還元されるのを

触媒しており、プロトンを膜間腔に汲み出しミトコンドリア内膜を介した

電気化学ポテンシャルの維持に貢献している。この複合体は 13のサブユ

ニットから成り 2つの複合体が交互に重なり合うように、さらに複合体を

形成している（Figure II-2）。複合体のうちサブユニット Iは低スピンヘム 
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Figure II-2. Structure of complex IV (Helling et al., 2008). 

Respiratory complex IV is constructed of 13 subunits. 
Subunit I-III (COXI-COXIII) facilitate electron 
transport and are encoded by the mtDNA. The Other 
subunits encoded by the nuclear DNA have a role to 
stabilize its complex and would be phosphorylated or 
glycosylated to help transferring electrons. 
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であるヘム aと Feと Cuの 2種類の金属を中心に保持するヘム a3を含ん

でおり、触媒反応を担う重要なサブユニットである。このサブユニットの

ヘム a3 に最終的に電子が集められ、酸素分子が還元される（Lenaz and 

Genova, 2010）。complex IVは cyto cから伝達された電子をサブユニット

IIの CuAで最初に受容する。サブユニット IIの CuAからヘム aの Fe、

次にヘム a3 の Fe および Cu 原子へと伝わりヘム a3 から酸素分子へ電子

が伝達される（Belevich et al., 2006）（Figure II-3）。以下の反応の触媒を行

っている。（Helling et al., 2008） 

4cyto c2+ + 8H+ + O2 " 4cyto c3+ + 4H+ + 2H2O 

このように最終的に酸素分子に H+を供与し H2Oが作り出される。この過

程で膜間腔へ H+が輸送される。 

H+が膜間スペースに汲み出されることによって、内膜を隔て H+濃度勾

配が形成される。この濃度勾配によって H+が膜間スペースからマトリッ

クス内へ流入する時に、内膜に結合した ATP合成酵素が ADPと無機リン

酸（Pi; inorganic phosphorus）から ATPを合成する。この ATP合成酵素が

FoF1ATP合成酵素（FoF1ATPase; FoF1ATPsynthase）という複合体である。

これは、Foと F1の 2 つのサブユニットからできており、Foサブユニット

は内膜中でプロトンチャネルを形成している。Fo部分から H+が流入する

と、F1 が回転し ATP を合成する。このように、H+の流入によって ATP

が合成される過程を酸化的リン酸化と言う。 

 

3. ミトコンドリアへの酸素運搬 

毛細血管まで運搬された酸素はその後、赤血球から離脱し血漿、毛細血

管壁、間質液、サルコレンマを通過し、最終的に筋細胞内のミトコンドリ

アに到達する。この過程は酸素の分圧勾配に依存する。 
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Figure II-3.  Electron and Proton flow in complex IV (Belevich et al., 
2006). 

 Subunits I (left) and II (right) are depicted in the phospholipid 
membrane, together with docked cytochrome c. Proton transfer 
from the N-side of the membrane via the D-pathway leads to 
E278. E278 donates protons, both to the haem a3/CuB site to 
produce water from reduced O2, and for pumping across the 
membrane. Spheres around D-pathway are crystallographically 
observed water molecules. E278: asparagine 278, D124: 
asparagine acid 124, N-side: negatively charged side, P-side: 
positively charged side. 
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Kroghの拡散概念では、血液はヘモグロビン（Hb; hemegobin）の溶液と

して考えられており、Hbにおける化学反応と拡散との相互作用は無視さ

れている。また、酸素拡散は Hbからミトコンドリアまでの拡散経路を通

して一様（拡散係数が一定）で、毛細血管の空間的分布も均質と仮定され

ている（Honig et al., 1984）。そのため、Kroghの概念では、毛細血管から

筋細胞への酸素分圧勾配（!PO2; delta PO2）は緩やかである（Honig et al., 

1984）。しかし、その後、赤血球から酸素が放出されるために必要な!PO2

は Kroghが考えているより大きいことが示された。血液から組織の間に

は、酸素輸送体が無いため、大きな!PO2は血液から組織への酸素運搬に

重要な役割を担っている（Honig et al., 1984）。細胞に達した酸素は拡散に

よってミトコンドリアへ流入するが、細胞質とミトコンドリアの間の

!PO2は非常に低い（1$10‐2 torrのオーダー）。そこで、細胞質中にある

Mbが酸素の貯蔵、運搬約を担い、酸素拡散を促進していると考えられて

いる。また、さらに近年ではMbがミトコンドリアに対して積極的に酸素

を供給していることが示されている（Takakura et al., 2010）。（Belevich et al., 

2007）   

4. 新規にミトコンドリアに局在することが示されたタンパク質 

A. MitoNEET 

MitoNEET は 2 型糖尿病の治療薬 pioglitazone のターゲットタンパクと

して見つかった（Colca et al., 2004）。MitoNEETはジンクフィンガーと呼

ばれるドメインがあり、鉄を含むタンパク質である。ミトコンドリア外膜

に局在しており、ミトコンドリア移行ドメインは N末端側の 1から 32番

目までのアミノ酸配列に含まれていることが分かっている。さらに

MitoNEETノックアウトマウスの心筋ミトコンドリア呼吸の state 3は野生

型マウスと比較して有意に低値を示した（Wiley et al., 2007）。このように
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ミトコンドリア呼吸に影響を与えるタンパク質は新規に発見されてきて

おり、どのようにしてミトコンドリア呼吸に貢献しているかの解明が待た

れる。 

 

B. 乳酸脱水素酵素（LDH; lacteate dehydrogenase） 

骨格筋ミトコンドリアにおいて従来は細胞質のタンパク質であると考

えられてきた LDHが局在しており、電子伝達系の complex IVと複合体を

形成していることが示されている。ミトコンドリア内の LDHはモノカル

ボン酸トランスポーター1（MCT1; monocalbonacids transporter 1）と相互作

用している。さらに MCT1 はシャペロンタンパクである CD147 および

complex IVと共局在することが示されている。ミトコンドリア内に乳酸シ

ャトルは乳酸をピルビン酸に変換し、そのままマトリックス内に取り込む

エネルギー基質として利用できる装置が備わっていることが示された

（Hashimoto et al., 2006）。ミトコンドリアの乳酸シャトルに関する研究に

おいては、その乳酸シャトルがミトコンドリアの呼吸機能などに与える影

響を直接的に示す研究は行われていない。しかしながら、骨格筋ミトコン

ドリア特異的にエネルギー代謝を調節するであろう複合体が存在する可

能性を示したという点で意義のある研究である。また、ミトコンドリアの

乳酸シャトルは脳細胞においても存在することが明らかになっている

（Hashimoto et al., 2008）。 

 

C. シグナル伝達および転写活性化 3（Stat3; signal transducer and activator of 

transcription 3） 

心筋と肝臓においてではあるが、従来はサイトカインシグナルの下流因

子で細胞質もしくは核に局在すると考えられていた Stat3がミトコンドリ
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アに局在することが明らかとなった（Wegrzyn et al., 2009）。Stat3はミト

コンドリア内において complex Iと相互作用しており、Stat3をノックアウ

トした培養細胞におけるミトコンドリア呼吸は有意に低下している

（Figure II-4）。そのメカニズムとして Stat3と相互作用している complex I

の酵素活性が減少したことが挙げられており、さらに Stat3 とは相互作用

していない complex IIの酵素活性も Stat3-/-において有意に低下している。

Stat3 が複合体の酵素活性を調節するにはアミノ酸配列の 727 番目である

セリン残基がリン酸化する必要があると示されている。 

これらのように従来はミトコンドリア以外の細胞区画に局在すると考

えられてきたタンパク質がミトコンドリアに局在し、さらに共局在する複

合体の活性を調節することによって、ミトコンドリアの呼吸活性が調節さ

れていることが明らかになっている（Wegrzyn et al., 2009）。 
 

5. Mbの構造と物性 

Mbは骨格筋に存在する分子量約 17000（ヒト：17450（Antonini, 1965）, 

1965）、ウマ：18800（Antonini, 1965）、マウス：17800（Nakatani, 1988））

の単量体で、1分子あたりにプロトヘム（テトラピロール環）1個を含む。

対して Hbはヘム環を 4個含んでいる。これが Mbと Hbの構造上の違い

である。ヘムタンパクは鉄ポルフィリン錯体を含み、ヘムという活性中心

を持つ（Figure II-5）。哺乳類のMbは 153個のアミノ酸残基からなる 1本

のポリペプチドであり、その立体構造は X 線結晶解析によって明らかに

されている（Kagen and Freedman, 1973）。 

Mbは Aから Hの 8つ %-ヘリクス構造を持ち、7箇所で屈曲して球状構

造をしている。ヘムは E らせん空間と F らせん空間（ヘムポケット）に

挟まれている。ヘム鉄の配位子は 4つがピロール環の窒素と結合している。 
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Figure II-4. Decreased rates of O2 consumption in Stat3–/– heart 
mitochondria (Wegrzyn et al., 2009). 

Mitochondria were incubated with pyruvate/malate 
(substrates for complex I; upper panels), and they were 
incubated with succinate (substrate for complex II; 
lower panels). Mitochondrial O2 consumption in the 
Stat3-/- heart was significantly compromised. 
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Figure II-5. 3D structure of Mb (Colors are revised). 
(http://commons.wikimedia.org/wiki/
File:Myoglobin.png#mediaviewer/File:Myoglobin.png) 
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残りの第 5配位座は F8 Hisのイミダゾール残基と結合し、第 6配位座は

鉄が 2価の時に酸素と結合する。脱酸素化ミオグロビン（Deoxy-Mb; 

deoxygenation myoglobin）は第 6配位座が無いために鉄原子の移動が起こ

る。そのため、酸素化と非酸素化の状態でMbタンパクは形状が部分的に

変化する（Kagen and Freedman, 1973）。 

Mb の酸素解離曲線は Hb とは異なり、直角双曲線状を示すことから酸

素に対する親和性は Hbのそれより高い（Theorell, 1934）。またMbは Hb

のようにヘム間の相互作用（Hbの 4つのヘム鉄のうち 1つに酸素が結合

すると、他の酸素親和性が増大すること。ホモトロピック効果の典型）や

ボーア効果などのアロステリック効果を示さないが、その酸素平衡機能は

温度の上昇に対し右偏する（Antonini, 1965）。さらに、Mbは Hbと同様に

2価鉄（Fe2+）状態では一酸化炭素（carbon monoxide; CO）と結合するが、

その親和性は Hb より低い。これは、Mb 分子中の遠位 His が立体的に鉄

と COとの結合を阻害しているためである（Kagen, 1973）。鉄が酸化され

メトMb（met myoglobin; ヘム鉄が Fe3+）に成ると、Fe2+時の機能を失い、

その代わり、CN‐、F‐、N3
‐、などと結合する。これらの誘導体の吸収は

Hbに類似している（Kagen and Freedman, 1973）。 

 

6. Mbの機能 

これまでに考えられてきたMbの機能には酸素貯蔵（Theorell, 1934）、

酸素の促通拡散（Wittenberg, 1970）、酸素運搬（Wittenberg and Wittenberg, 

1975）、細胞内酸素濃度の均等化（Gayeski et al., 1985）、酸化的リン酸化へ

の貢献（Wu et al., 1972; Doeller and Wittenberg, 1991）などが挙げられる。

また、これらに加えてMbは一酸化窒素（NO; nitric monoxide）との結合

能（Ordway and Garry, 2004）、抗酸化機能（Flogel et al., 2004）を持ってい
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ることが報告されている。 

 

A．酸素貯蔵機能 

Mbの酸素親和性はHbのそれより約 5倍高く、P50（飽和度 50%時の PO2）

は 5 torr 未満と非常に低い（酸素解離曲線が直角双曲線を示す）ため、

Mb は酸素貯蔵の役割を担っていると考えられてきた（Theorell, 1934）。

これらは特に潜水中に無呼吸状態になる哺乳類と、鳥類に顕著である。こ

れらの動物では運動中の活動筋において、Mbが貯蔵していた酸素を動員

する（Ordway and Garry, 2004）。これらの動物種が他と比較して 10-30倍

のMbを持つことからもMbが酸素の貯蔵機能を担うと考えられる（Noren 

and Williams, 2000）。（Tamura et al., 1978） 

組織中に存在する酸素は主として 2種類存在している。溶存酸素とMb

と結合した酸素（Mb-O2）である。Mb-O2量は溶存酸素量の約 30 倍以上

であり（Wittenberg and Wittenberg, 1989）、特に心筋の場合には 100倍にま

で達する（Wittenberg and Wittenberg, 1987）。溶存酸素とMb-O2の割合に

ついては研究者間で異なっているが、Tamura et al.（1978）は心筋の溶存

酸素とMb-O2の割合は 3 µM : 100 µM（心筋のMb含量を 200 µMとし、

その 50%が酸素と飽和している場合）と報告している。 

以上のことから、筋細胞内の酸素のほとんどが Mb と結合しており、

Mbは筋細胞内の酸素貯蔵役を担っていると考えられる。このMbに蓄え

られた酸素は、高強度の筋収縮によって毛細血管が閉塞され、酸素供給が

制限されるような状況において利用されるだろうと考えられている

（Popel, 1989）。 
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B．酸素促通拡散機能（Jurgens et al., 1994） 

筋細胞内でMb-O2が拡散することによって、Mbに結合している酸素の

拡散につながることを Mb による酸素促通拡散（Myoglobin facilitated 

oxygen diffusion）という（Wittenberg, 1970）。Mbの拡散速度は溶存酸素の

それの 1/10 ~ 1/20足らずであるが（Ellsworth and Pittman, 1984; Jurgens et 

al., 1994; Papadopoulos et al., 1995）、Mb-O2の濃度は溶存酸素の 30倍以上

であるため、両者の酸素流量はほぼ同程度か（Wittenberg and Wittenberg, 

1989）あるいはそれ以上だと考えられている（Kennedy and Jones, 1986）。

促通拡散による酸素流量が溶存酸素の流量を越えるためには 3 つの条件

が必要であると考えられている。a）Mb が十分な濃度で存在していなけ

ればならない（Federspiel, 1984）。b）Mbは完全に酸素と結合していなけ

ればならない（Gayeski and Honig, 1983）。c）Mbは筋細胞内で自由に移動

し拡散しなければならない（Wittenberg and Wittenberg, 1989）。a）と b）

の条件は心筋や骨格筋で確認されているが、c）の条件については Mb の

rotational diffusionが報告されている（Livingston et al., 1983）ものの未だ明

確な結論に至っていない。Livingston et al.（1983）は、Mb-O2が可動性に

優れていることから、低い筋細胞内 PO2が Deoxy-Mbの存在を可能にし、

それによって生じた Oxy-Mbの勾配とMb-O2の rotational diffusionによっ

て筋細胞内の酸素拡散が生じると示唆されている。 

しかしながら、in vitro 実験によってMb 存在下における酸素拡散速度

が高いことが示されているものの（Johnson et al., 1996）、近年では生理条

件下（in vivo 実験）でのMb の拡散機能が細胞内酸素運搬に有効である

かどうかについては疑問視されている（Wang et al., 1997; Papadopoulos et 

al., 2001; Lin et al., 2007）。 
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C．酸素運搬機能 

ここで述べるMbによる酸素運搬（Myoglobin mediated vectorial oxygen 

transport）とは、Mb が毛細血管から筋線維内への酸素流入を促進させる

役割のことである（Wittenberg and Wittenberg, 1975）。この酸素流入量は

Mbが筋内に存在することによって筋細胞内 PO2が下がり、筋細胞内外の

PO2の差が大きくなることに依存する。また、これはMbの酸素促通拡散

によって成しえるものと考えるべきである（De Koning et al., 1981; 

Braunlin et al., 1986; Wittenberg and Wittenberg, 1989）。De koning et al. 

（1981）は鳥の砂嚢を用い、COによるMb機能の阻害の有無によって酸

素運搬が変化するかを数学的に検討した結果、Mbが機能している場合に

細胞内への酸素流入量が多かったことから Mb が酸素運搬を促進してい

ると示唆した。また、Braunlin et al.（1986）は子猫の乳頭筋においてMb

機能を阻害した結果、筋細胞内の PO2が上昇したことから、Mbが筋細胞

内への酸素流入に関与していることを示唆した。Wittenberg and Wittenberg

（1975）は、Mb の存在は筋束の酸素摂取量を促進させるが、Mb の酸素

結合能力が阻害された時、筋細胞内の酸素分圧（PO2; oxygen partial pressure）

が 50 torrに上昇し、毛細血管と筋細胞の間の&PO2が小さくなるために細

胞への酸素拡散が制限されることを示唆した。 

 

D．細胞内酸素濃度の均質化 

Mbはいくつもの動物種において筋細胞内で酸素分圧を緩衝する役割を

果たす。筋活動が増加した場合に ATP の濃度を緩衝する機能を持つクレ

アチンフォスフォキナーゼと同様に、Mbが酸素濃度を緩衝する役割があ

る（Meyer et al., 1984; Hochachka, 1999）。結果として毛細血管からミトコ

ンドリアへの酸素流入の増加が引き起こされるという劇的な変化をよそ



 - 21 - 

に、細胞内の酸素濃度は比較的一定で均質に保たれる。 

Gayeski and Honing（1983）は個々の筋細胞Mbの酸素分圧（PMbO2）を

cryomicrospectroscopyによって測定した。その結果、個々の筋線維の縦断

面積および、横断面積の PMbO2のばらつきも少なく、&PMbO2（PMbO2の勾

配）もわずかであったことから、Mbは組織内の酸素分布を均等にする働

きをしていると彼らは示唆している。 

 

E．酸化的リン酸化の促進機能 

complex IVの代謝回転を維持するために必要な PMbO2は > 0.5 torrであ

る（Gayeski et al., 1987）。このように低い PMbO2 の条件下でミトコンド

リアへの酸素流量を多くするためには、ミトコンドリア内で高いレベル

の還元状態が維持されていなければならない（Wittenberg and Wittenberg, 

1989）。筋細胞内の酸素はほとんどMbと結合しており、Mbの促通拡散

以外の付加的な酸素流量はほとんど得られない。摘出された心筋細胞に

おけるミトコンドリアの酵素の代謝回転に必要な PO2は高くても 1 torr

である（Wittenberg and Wittenberg, 1985）。生体内では運動強度に比例し

て、PMbO2は低下するが、この低い PMbO2はミトコンドリアの酵素の代

謝回転に最低必要な PO2 をほとんど上回ることはない。Wittenberg and 

Wittenberg（1987）は complex IVの代謝回転に必要な PO2の 20 ~ 200倍

に達するような条件下で、Mb の一部に CO を結合させると V
．

O2が 2/3

に減ることを示した。またこの呼吸の低下は CO-Mb の量の割合と直線

相関の関係にあった。 

 

F．NOとの結合能力、抗酸化機能 

最近の研究では、酸素との結合以上に重要な機能がある可能性が示され
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ている。その一つとして、NO との結合能力がある。NO は細胞機能に対

して、好影響も悪影響も与える分子である。血管拡張機能に加えて、

complex IVの活性を抑制し、ミトコンドリア呼吸を阻害する機能を持って

いる（Poderoso et al., 1998; Brunori, 2001; Shiva et al., 2001）。Brunori（2001）

は、Mbは心筋や酸化能の高い骨格筋で NOを除去するという重要な機能

を担っているのではないかと示唆した。その後の Flogel et al.（2001）によ

る研究によって、この理論が支持されている。しかしながら、Mb-/-におい

て NO 増加に伴った cGMP 増加に関しては相反する結果が得られている

（Grange et al., 2001; Mammen et al., 2003）。 

Mbは心筋での酸化ストレスの減少にも有意に貢献することが報告され

ている。Flogel et al.（2004）は、単離したMb-/-の心筋に過酸化水素とスー

パーオキサイドを冠動脈注入することにより酸化ストレスに暴露した。そ

の結果、野生型の心筋に比べて Mb-/-マウスの心筋が酸化ストレスにより

大きい影響を受け、心筋の収縮力が抑制された（Flogel et al., 2004）。また、

最大左心室圧（LVDP; left ventricular diastolic pressure）に関しても、Mb-/-

マウス群においてのみ減少した。（Mammen et al., 2003） 

 

G. Mbの存在場所 

Mbは主に心筋細胞や骨格筋細胞内に存在している。筋の赤色化の程度

は筋におけるMb濃度の高低に依存する。ヒトの場合、筋線維レベルでも

有酸素的代謝に優れている遅筋線維は速筋線維より Mb を多く有する

（Nemeth and Lowry, 1984; Kunishige et al., 1996）。さらに筋線維の縦断的

組織化学切片から、Mb分子は I帯に多く存在していることが確認されて

いる（Kawai et al., 1987）。 
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7. Mbに関する対立エビデンス 

A. Mbの拡散速度 

Mbの拡散係数に関する研究は in vitroにおけるMbの拡散係数を測定す

るところから始まった。Riveros-Moreno and Wittenberg（1972）はMbの拡

散係数（DMb; diffusion coefficient of Mb）を分光光度計を用いて測定し、

Mb以外のタンパク質が存在しないバッファー中においてDMbは 11.3$10-7 

cm2 s-1であることを示した。また、Gros（1978）は同様の方法を用いて、

バッファー中の Mb 濃度を複数設定して DMbを測定した結果から DMbは

12$10-7 cm2 s-1であることを示した。（Gros, 1978） 

近年では測定手法が進化し、in vivoにおける DMbも測定が可能になった。

Papadpoulos et al.（2001）はヒラメ筋と心筋において蛍光プローブを付与

したMbをマイクロインジェクションし、フォトブリーチング法（FRAP: 

fluorescence recovery after photobleaching）を用いて DMbを測定した。その

結果、ヒラメ筋においても心筋においても拡散の速度に関係なく、DMb

は約 2.0$10-7 cm2 s-1であった。また、Jurgens et al.（1994）が紫外線酸化法

を用いて DMbを測定した場合には、ラットの横隔膜の DMbは 1.7$10-7 cm2 

s-1 であると示された。また核磁気共鳴法（NMR; nuclear magnetic 

resounances）によって灌流中の心筋の DMbを測定した場合には約 4.2$10-7 

cm2 s-1であることが示された（Lin et al., 2007）。したがって、生体内にお

けるMbの拡散係数は以前考えられていたよりも 1/2から 1/10程度あるこ

とが明らかにされてきている。（Jurgens et al., 1994） 

（Riveros-Moreno and Wittenberg, 1972; Papadopoulos et al., 2001） 

B. ミトコンドリアへの酸素供給 

Mbの主な機能は酸素の貯蔵機能であると言えるだろう。これはMbと

酸素との親和性が高く、細胞内が低酸素状態に陥った場合にのみ結合酸素
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を解離するという考えからきている。しかしながら、近年この概念とは異

なるエビデンスが示されてきている。 

足底屈運動中に活動筋における Mb の脱酸素化動態は特に運動開始時

において V
．

O2 の立ち上がりと同様であることが示された（Chung et al., 

2005）。つまり、運動開始時の酸素需要に対して Mb が酸素を解離しミト

コンドリアへの酸素供給に貢献していることが示唆された。また下肢灌流

法を用いて近赤外線分光法（NIRS; near infrared spectroscopy）によりMb

だけの脱酸素化動態を測定した場合にもミトコンドリアの酸素需要が亢

進すると即時的に Mb が酸素を解離するという結果が得られている

（Takakura et al., 2010）。また筋収縮の強度が高まるにつれて、ミトコンド

リアの酸素需要量が高まるのに応じて、Mbからの酸素供給量が増加する

（Takakura et al., 2010）。これらの知見から、Mbは細胞内の酸素濃度が著

しく低下した場合のみならず筋収縮つまり、ミトコンドリアの酸素需要が

亢進した場合にも酸素を供給することが示された。 

 

8. ヘムタンパク間の相互作用 

A. Mbとサイトクロム b5（cytochrome b5; cyto b5）の相互作用 

ヘムを持つタンパク質同士が相互作用し、タンパク間の電子伝達を行っ

ていることが明らかになっている。Mbと cyto b5は 1対 1の割合で結合し

metMbに対して cyto b5が電子を供与する。また、pHが低い環境下でMb

と cyto b5の相互作用が起こりやすいことが示されている（Livingston et al., 

1985）。加えて、Mbのアミノ酸配列における 47、50、98番目のリジン残

基が cyto b5の 43、44、60番目の残基と接続しているのではないかと示唆

されている（Livingston et al., 1985）。metMbは酸素と結合出来ないため、

cyto b5は metMbに電子を付与して還元し酸素結合が可能な状態にすると
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いう生理的な役割を持っていると考えられている。Xiong et al.（2010）は

Mbのヘムに含まれる金属の種類を変えたり、タンパク質自体にミューテ

ーションを起こした場合に cyto b5との間で起こる電子伝達がどのように

変化するかを検証している。また、Mbと cyto b5が相互作用する時の位置

関係も詳細に示している。（Xiong et al., 2010） 

 

B. cyto b5と cyto cの相互作用 

cyto b5はMbのみではなく cyto cとも相互作用すると示されている。cyto 

b5は膜組織に結合するためミクロソームやミトコンドリア外膜に局在し

ていると言われている（Spatz and Strittmatter, 1971; Nisimoto et al., 1977）。

そして、cyto cに対する電子の供与対としての役割を担っている。cyto c

と cyto b5の相互作用は以下のような方法で生体の生理機能に貢献してい

る。動物のミトコンドリアの膜間腔において亜硫酸塩の酸化を担っており

（Johnson and Rajagopalan, 1977）、酵母菌のミトコンドリア膜間腔におい

ては乳酸の脱水素酵素として機能している（Briquet et al., 1982）。また、

cyto cがミトコンドリア外膜の cyto b5と complex IVの間におけるシャト

ルとして機能することがあるが、その生理学的意義は未だに明らかになっ

ていない（Bernardi and Azzone, 1981）。 

（Nisimoto et al., 1977） （Spatz and Strittmatter, 1971; Xiong et al., 2010） 

C. cyto cとMbの相互作用 

In vitroの系において Oxy-Mbは cyto cを還元するということが示され

ている（Wu et al., 1972）。またMbと cyto cの相互作用は酸素によって阻

害されることが示されており、それは酸素の量依存的に影響を受けること

が示されている（Yamazaki et al., 1964）。ただし、Mbと cyto cは物理的に

結合することはないことが示されており、in vitro においてもこれらの 2
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つのタンパク質が複合体を形成しなかったと報告されている（Wu et al., 

1972）。 

 

9. ミトコンドリアのタンパク質取り込み装置 

1000 以上あると考えられているミトコンドリアタンパク質のうち 99%

は核 DNAにコードされており、細胞質において前駆体タンパクとして合

成される（Schmidt et al., 2010）。これらの前駆体タンパクはミトコンドリ

ア移行シグナル配列を有しており、細胞質のシャペロンである熱ショック

プロテイン 70（cHsp70; cytosolic heat shock protein 70）やミトコンドリア

取り込み刺激因子（MSF; mitochondrial import stimulate factor）がシグナル

配列を認識し結合する（Mihara and Omura, 1996）。cHsp70やMSFと結合

した前駆体タンパクはミトコンドリア外膜のタンパク質トランスロカー

ゼ（Tom; translocase of the outer mitochondrial membrane）のレセプターで

ある部分複合体の Tom20-Tom22もしくは Tom70-Tom37に受け渡される。

これらのレセプターと取り込みを担う膜貫通型の Tom40 が相互作用し、

膜間腔へ前駆体タンパク質が取り込まれる。複合体の動的な変化、相互作

用を補助しているのが Tom6と Tom7である（Pfanner and Meijer, 1997）。

ミトコンドリア内膜を介したマトリックスへのタンパク取り込みを行っ

ているのがミトコンドリア内膜のタンパク質トランスロカーゼ（Tim; 

translocase of the inner mitochondrial membrane）である。この複合体の中で

も特に欠かせないサブユニットが Tim23と Tim17である。ミトコンドリ

ア内膜の膜電位は Tim23 の二量体形成を保持していると考えられている

（Neupert, 1997）。Tim23-Tim44もしくは Tim23-Tim17の部分複合体がミ

トコンドリアマトリックスの Hsp70（mtHsp70; matirix heat shock protein 70）

と相互作用し、タンパク質を取り込んでいる。そして取り込まれたタンパ
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ク質のシグナル配列が末端にある場合にはミトコンドリアプロセッシン

グペプチド分解酵素（MPP:  mitochondrial processing peptidase）がシグナ

ル配列のみを切り取る。その後、折りたたまれミトコンドリアタンパク質

として機能するに至る（Pfanner and Meijer, 1997）。 
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III．研究目的及び検討課題 

 

筋細胞内の酸素輸送担体である Mb とミトコンドリアの関連性を示唆

する先行研究はいくつか存在する。それらは細胞内のMbが酸素を供給す

ることによってミトコンドリアの酸素消費に貢献しているというもので

ある。本研究ではMbとミトコンドリアがより直接的な関連性を有すると

いう仮説を立てた。生体内のMbは拡散速度が遅く、かつ細胞質のみに局

在するにも関わらずミトコンドリアの酸素需要に即時的に応答し、酸素を

解離することが可能である。この即時的な応答を可能にする仕組みとして

Mb がミトコンドリアに近接もしくは接着しているという仮説を立てた。

したがって本研究では、Mbがミトコンドリアに局在するか否かを第一に

検証することとした。仮にミトコンドリアにMbが局在しているのであれ

ば、Mbはミトコンドリアの生理機能を維持もしくは亢進させるための役

割を果たしていると考えられる。本研究ではミトコンドリアに局在する

Mbの役割を解明するための検証も実施した。 

本論文での検討課題の概要を以下に記すとともに、Figure III-1に概略図

として示した。 

 

1. ミトコンドリアに局在するMbの特徴（実験 I） 

筋細胞の酸素代謝においては Mb とミトコンドリアの間に有機的な関

連があると近年の研究によって示唆された。しかしながら、細胞質に局在

する Mb がミトコンドリアの酸素需要の亢進に即時的に応答することが

可能であるメカニズムは不明であった。そこで実験 Iでは、ミトコンドリ

アの酸素需要をMbが即時的に感知する仕組みとして、Mbがミトコンド 
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骨格筋においてMbとミトコンドリアは直接的な関連性を持つか否か、そして
その関連性が細胞生物学的にどのような重要性を有しているかは不明 

Mbはミトコンドリアに局在し、呼吸鎖複合体のcomplex IVの酵素活性を亢進
させることでミトコンドリアの酸素消費速度を上昇させている。また、骨格
筋の分化過程においてミトコンドリア呼吸を効率化させる役割も担っている。 

実験 II 

Mbを過剰発現させた筋管細胞において
ミトコンドリアが示す表現型  

一過性にMb遺伝子を改変した筋芽細胞
のミトコンドリアが示す表現型  

実験 III 

【ミトコンドリアにMbが局在する意義を検討】 

実験 I 

ミトコンドリアに局在するMbの特徴 

【相互作用の有無を検討】 

Figure III-1.  Contents of the present study. 
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リアに近接もしくは接着しているのではないかという仮説を立てた。この

仮説を組織学と生化学の手法を用いて検証した。 

 

2. Mb を過剰発現させた筋管細胞においてミトコンドリアが示す表現型

（実験 II） 

実験 I では Mb とミトコンドリアの直接的な相互作用の有無を検証し、

Mbはミトコンドリア内にも局在することが示された。次なる検証として

ミトコンドリアに局在する Mb（Mito-Mb）が担う機能を明らかにする必

要がある。したがって、実験 II では Mb を安定的に過剰発現させる培養

細胞株を構築し、この細胞株を筋管まで分化誘導した後にミトコンドリア

の呼吸機能（酸素消費速度、呼吸鎖複合体の酵素活性）を分析した。なお、

実験 IにおいてMbは呼吸鎖複合体の complex IVと相互作用していること

が示されたため、ミトコンドリア呼吸に関わる指標を分析した。 

 

3. 一過性に Mb 遺伝子を改変した筋芽細胞のミトコンドリアが示す表現

型（実験 III） 

実験 II では、筋細胞が分化する過程に起こるミトコンドリア呼吸能力

の亢進を Mb が促進する可能性が示唆された。しかしながら、実験 II で

用いたモデルはミトコンドリアの呼吸調節機構において、Mbが単一分子

レベルで果たす機能を具体的に解明できていない。したがって、実験 III

では一過性に Mb の遺伝子発現を操作した筋芽細胞におけるミトコンド

リアの呼吸機能（酸素消費速度、呼吸鎖複合体の酵素活性）を分析した。

Mbの一過性遺伝子改変モデルには過剰発現モデルと発現抑制モデルを用

い、Mbの発現量の増減がミトコンドリアの呼吸機能を亢進もしくは抑制

するか否かを検証した。 
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IV．ミトコンドリアに局在するMbの特徴（実験 I） 

 

1. 目的 

骨格筋において Mb はミトコンドリアの急激な酸素需要の高まりに応

じ、即時的に酸素を供給する役割がある（Chung et al., 2005; Takakura et al., 

2010）。しかしながら in vivoでのMbの拡散速度は in vitroの研究で見積も

られていた速度よりも遅いと報告された（Lin et al., 2007）。細胞質に局在

する拡散速度の遅い Mb がミトコンドリアの酸素需要の亢進に即時的に

応答して脱酸素化する仕組みは不明であった。 

Mbとミトコンドリアの機能的な関連性は古くから研究されてきている。

Mb の酸素結合機能を阻害するとミトコンドリア呼吸活性が低下したり

（Wittenberg and Wittenberg, 1987）、in vitroにおいて肝臓から抽出したミ

トコンドリアにMb-O2を加えると酸素消費が亢進したりする（Postnikova 

et al., 2009）という報告がある。 

実験 IではミトコンドリアとMbの関連性をこれまでとは違う観点から

分析することとした。細胞内における移動速度が遅いMbがミトコンドリ

アと近接もしくは接着し、物理的に相互作用していることによってミトコ

ンドリアの酸素需要の急進的な増加に対して酸素を供給することが可能

であるという仮説を立てた。本研究の目的はMbがミトコンドリアに局在

するか否かを検証し、局在しているのであればミトコンドリアのMbはど

のような特徴を有するかを分析することである。 

 

2. 方法 

本実験は金沢大学動物実験規約に則って計画され、倫理委員会の承認を

得た（承認番号 AP-101817）。 
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A. 被験動物 

被験動物には、11から 12週齢（体重: 282–375 g）のWistar 系雄性ラッ

ト（三共ラボサービス, 日本）を用いた。ラットは室温 23 ± 2°C、12時間

の明暗周期（7:30-19:30）の環境下で飼育し、標準飼料（オリエンタル酵

母, 日本）と飲料水を自由摂取させた。 

 

B. 免疫蛍光抗体染色のための組織標本 

本研究では、免疫組織分析のための組織固定に腹大動脈からの下肢灌流

固定を行った。麻酔下のラットの腹壁を恥骨結合部位から剣状突起まで切

開し、腹大動静脈を分離した。胸腔を切開して、塩化カリウム（1M KCl）

を 2 ml心臓に注射し、安楽死処置を行った。この時点をエンドポイント

とした。その直後、腹大動脈の右腸腰血管との分岐点より上流の位置を切

開し、送液用のポリエチレン製のカテーテル（PE90, Clay Adams, USA, 内

径: 0.86 mm, 外径: 1.27 mm）を切開部位に挿入し、縫合糸で固定した。ま

た、直ちに腹大静脈を切開した。灌流液には Krebs-Henseleit buffer（118 mM 

NaCl, 4.7 mM KCl, 1.2 mM KH2PO4, 1.8 mM CaCl2, 20 mM NaHCO3, 15 mM 

dextrose）を用い、Flow-through 方式で灌流することによって脱血を行っ

た。灌流液は 37°Cに保温し、常時 95%O2 + 5%CO2ガスによってバブリン

グを行った。さらに、血液の凝固を防ぐために、灌流液にはヘパリン（1000 

U/l）を添加した。送液流量は 15 ml/minに設定した。20分間脱血し、排

出液から血液が混ざっていないことを確認してから、灌流液を固定液に切

り換えた。固定液は 4%PFA 固定液（4% パラフォルムアルデヒド

（paraformaldehyde; PFA） in 0.1 M リン酸バッファー（phosphatebuffer; PB, 

pH 7.2）を使用した。10分間固定液を送液し、下肢が硬直したことを確認

後、被験筋を摘出した。さらに 4%PFA固定液中で浸漬固定（一晩, 4 °C）
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を行った。その後、10%スクロース/0.1 M PBSと 20%スクロース/0.1 M PBS、

30%スクロース/0.1 M PBSに、それぞれ 4 °C一晩浸漬した。 

得られた組織サンプルは筋長に対して 3等分になるように横断し、筋腹

部を分析に使用した。組織サンプルを試料台に乗せ、OCT コンパウンド

で包埋した後、すぐに液体窒素であらかじめ冷却させたイソペンタンの中

で急速凍結させた。得られた試料はその後の分析まで-80 °C下で保存した。 

 

C. 免疫蛍光抗体染色 

OCT コンパウンドしたサンプルをミクロトーム（CM1510S, Leica, 

Germany）によって厚さ 6 µmに薄切りし、スライドガラスに付着させた。

組織切片の付いたスライドガラスを抗原賦活化剤（Retrieve-All Antigen 

Unmasking System, SIGNET, USA）に浸し、92 °Cで 10分間反応させるこ

とによって抗原賦活化処理を行った。処理終了後、リン酸緩衝液生理食塩

水（PBS; 137 mM NaCl, 8.1 mM Na2HPO4, 2.68 mM KCl, 1.47 mM KH2PO4）

で洗浄した。洗浄後、さらに 30分間 0.3% Tween-20/PBSに浸し、30分間

膜浸透処理を行った。その後、メタノールに 1 分間浸し、PBS で十分洗

浄した。ブロッキング試薬（1% BSA/0.1% Tween-20/PBS）をスライドの

切片に滴下し、30分間反応させた。一次抗体はMouse monoclonal [MG-1] 

to Mb（ab66024, Abcam, UK）と Rabbit polyclonal antibody to VDAC-I/Porin

（ab15895, Abcam, UK）を使用した。二次抗体には Alexa Flour 488 goat 

anti-muse IgG（H+L）（A11001, Molecular Probes, USA）と Alexa Flour 568 

goat anti-rabbit IgG（H+L）（A11011, Molecular Probes, USA）を用いた。一

次抗体はそれぞれ 100倍、300倍に希釈して使用し、一晩反応させた。二

次抗体はどちらも 200倍に希釈し、室温で 60分間、反応させた。反応後、

PBSで洗浄し核染色封入剤（Dapi-Fluoromount-G, Southern Biotech, USA）
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を滴下し、カバーグラスで切片を覆った。これを蛍光顕微鏡（CKX41, 

Olympus, Japan）で観察し、顕微鏡デジタルカメラ（DP71, Olympus, Japan）

で撮影しデータとして取り込んだ。 

 

D. 電子顕微鏡観察 

摘出した腓腹筋を固定液（4% PFA、0.05% グルタルアルデヒド

（glutaraldehyde; GA）、0.1 M PB、pH 7.4）に室温で 90分間浸した。筋を

0.1 M PBで 15分間インキュベーションし、これを 3回繰り返した。筋腹

部をブロック状に切り取り、50%と 70%のエタノール内において、それぞ

れ 4°Cで 20分間インキュベーションして脱水処理した。エタノールと樹

脂（LR White: London Resin, Berkshire, UK）を 50:50に混合した溶液に 4°C

で 1時間浸潤させた。混合液は 20分ごとに交換した。次に、LR Whiteに

4°C で 3時間浸潤させ、LR Whiteは 1時間ごとに交換した。浸潤後に樹

脂を新しくし、50°C で一晩インキュベーションした。ブロックは 80 nm

にスライスし、ニッケルグリッド上に設置した。Rabbit polyclonal antibody 

to Mb（sc-25607, Santa Cruz, USA）を 1% BSA-PBSで 1000倍希釈した溶

液に切片を反応させた（90分, 室温）。その後 1% BSA-PBS溶液で 3回リ

ンスした後に 10 nm の金コロイド粒子と結合した二次抗体（Anti Rabbit 

IgG; British BioCell International）と室温で 1時間インキュベーションした。

PBSにてリンスを行った後 2% GA-0.1M PB溶液に移した。移したグリッ

ドを 2% uranyl acetateで 15分間インキュベーションすることで乾燥させ、

染色した。蒸留水でリンスしてから Lead stain solution （Sigma-Aldrich, 

USA）に室温で 3分間インキュベーションすることで二次染色を実施した。

透過型電子顕微鏡（JEM-1200EX; JEOL, Japan）を用いて、80 kVの加速電

圧下でグリッドの観察を行った。観察画像は CCD カメラ（VELETA, 
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Olympus soft Imaging Solutions）で撮影し、デジタル画像として取り込ま

れた。 

 

E. ウエスタンブロッティングのための組織標本 

ペントバルビタールナトリウム（50 mg/kg; ネンブタール注射液、大日

本製薬、日本）を腹腔内投与し、麻酔下において、ヒラメ筋（sol; m. soleus）

と足底筋（pla; m. plantaris）、腓腹筋（gas; m. gastrocnemius）、心筋（hrt; 

myocardium）を摘出した。心筋を摘出した時点をエンドポイントとした。

タンパク質の検出および生化学的分析のためのサンプルについては血液

や結合組織を取り除いた後、湿重量を秤量し、液体窒素で瞬間凍結した。

分析まで-80 °Cで凍結保存した。 

 

F．ウエスタンブロッティングのためのサンプル調製 

サンプル調製法については、Hashimoto et al.（2006）のサンプル調製法

を参考にし、一部改変して次のように実施した。 

氷上で融解させた組織サンプル（300~1400 mg）に対して、19 倍量の

Solution A（250 mM Sucrose, 5 mM NaN3, 2 mM HEPES-Na, 1 µM Pepstatin A, 

10 µM Leupeptin, 20 mM HEPES-Na, pH 7.4）を加え、テフロンホモジナイ

ザーによってホモジナイズを行った。得られたサンプルを遠心分離装置

（Centrifuge 5415R, Eppendorf, Germany）を用いて遠心分離（600g, 10分, 

4°C）を行った。そこで得られた上澄みを一部取り分け細胞全体の画分

（Total）とした。残りの上澄みを更に遠心分離（10000g, 30分, 4°C）した。

そこで得られた上澄みを分注した。沈殿は Solution Aで 3回洗浄してから

再懸濁した。両者を再び遠心分離（10000g, 30分, 4°C）した。遠心した上

澄みには 0.75倍量の Solution B（1.167 M KCl, 58.3 mM Na4P2O7･10H2O, 
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pH7.4）を加えた。その後、超遠心分離（230000g, 120分, 4°C）した上澄

みを細胞質分画（Cyt）とした。再懸濁してから遠心したサンプルの沈殿

を Solution C（1 mM EDTA, 10 mM Tris, pH 7.4）で 3回洗浄し、1% NP-40 

Solution Cで再懸濁した。それを、遠心分離（1100g, 20分, 23°C）し、そ

の上澄みをミトコンドリア画分（Ｍito）とした。 

 

G．ウエスタンブロッティング 

サンプルは 15% SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE;

SDS-polyacrylamide gel electrophoresis）によって分子量ごとに分離された。 

泳動終了後、トランスファー装置（HorizBlot At6677, ATTO, Japan）を用

いてセミドライブロッティングを行い、タンパク質をポリフッ化ビニリデ

ン膜（polyvinylidene difluoride Membranes; PVDF膜, ATTO, Japan）に転写

した。転写後のメンブレンを 10分間振とうさせ、5% スキムミルク（5%

スキムミルク/0.1%TBS-T）でブロッキングを行った。ブロッキングは室

温で 60 分間とした。Mb の検出には Rabbit polyclonal antibody to Mb

（sc-25607, Santa Cruz, USA）を、VDAC の検出には Rabbit polyclonal 

antibody to VDAC-I/Porin（ ab15895, Abcam, UK）を、二次抗体には

Anti-rabbit IgG, HRP-Linked Whole Ab Donkey（Peroxidase-Linked Secondary 

Antibodies, GE healthcare, England）を使用した。!-Actinの検出にはMouse 

monoclonal antibody to !-Actin（ab8226, Abcam, UK）を一次抗体として用

い、二次抗体には Anti-mouse IgG, HRP-linked Whole Ab Sheep

（Peroxidase-Linked Secondary Antibodies, GE healthcare, USA）を使用した。

一次抗体は 0.1%TBS-Tで 1000倍に希釈し、4˚Cで一晩インキュベートし

た。また、二次抗体は 0.1%TBS-T を用いて 2500 倍に希釈し、室温で 60

分間インキュベートした。二次抗体の反応後のメンブレンを TBS-T でよ
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く洗浄し、検出を行った。シグナルの検出にはECL plus試薬（GE healthcare, 

USA）を使用した。ECL plus による化学発光を化学発光検出装置

（MicroChemi, Berthold, Germany）の検出ソフト（Gel Capture, Belthold, 

Germany）を用いて検出し、画像の取り込みを行った。 

 

H. 免疫沈降のための組織標本およびサンプル調製 

免疫沈降のための組織標本はウエスタンブロッティングと同様の方法

で採取、保存された。またサンプル調製もウエスタンブロッティングと同

様の方法でミトコンドリア画分の分画を行った。ただし、サンプル調製に

は Solution D（20 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, 250 mM sucrose, 50 mM NaF, 5 

mM Sodium pyrophosphate, 1 mM DTT, 4 mg/l leupeptin, 50 mg/l trypsin 

inhibitor, 0.1 mM benzamidine, 0.5 mM PMSF, pH7.4）を Solution Aおよび

Solution Cの代替として用いた。そして、最後に 1% NP-40 Solution Cを用

いて再懸濁するところを、1% Triton-X 100 Solution Dを用いて再懸濁した。 

 

I. 免疫沈降法による各タンパク質の精製 

上記の方法で得られたミトコンドリア画分のタンパク質 100 µgを 1000 

µl の PBS に加えた。そこに免疫沈降用のビーズであるダイナビーズプロ

テイン G（Invitrogen, USA）を 20 µl加えインキュベーションした（4°C, 60 

分）。専用のマグネット、ダイナマグ（Invitrogen, USA）を用いてビーズ

を除去し、2 µgの Normal mouse IgG（sc-2343, Santa Cruz, USA）をサンプ

ルに加えインキュベーションした（一晩, 4°C）。サンプルとは別にもう一

つマイクロチューブを用意し、1000 µlの PBSにダイナビーズを 40 µlと

Rabbit polyclonal to Mb を 2 µg もしくは Mouse monoclonal antibody to 

COXIVを 2 µgを加えインキュベーションし（一晩, 4°C）、各抗体-ビーズ
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複合体を調整した。調製した抗体-ビーズ複合体をダイナマグで回収し、

1000 µlの PBSで一度洗浄した。遠心分離（7000g, 30秒, 4°C）によって

Normal mouse IgGを除去したサンプルを抗体－ビーズ複合体に加えインキ

ュベーションした（一晩, 4°C）。また、非特異的に結合するタンパク質を

除去したサンプルに、再度Normal mouse IgGを加えたチューブも用意し、

同様の条件でインキュベーションした。反応終了後、ダイナマグを用いて

抗原－抗体－ビーズ複合体もしくは Normal mouse IgG-タンパク質複合体を

回収し、1000 µlの PBSで一度洗浄した。それを 25 µl の SDSサンプルバ

ッファーによって溶出した。溶出したサンプルをボイルし（5分, 96℃）、

その後のウエスタンブロッティングに用いた。ウエスタンブロッティング

は上記に記した方法と同様の手順で行った。また、cyto cの検出にはMouse 

monoclonal antibody to cytochrome c（sc-13156, Santa Cruz, USA）、GAPDH

の検出にはMouse monoclonal antibody to GAPDH（ab8245, Abcam, UK）の

抗体を用いた。 

 

J. 画像解析と定量 

取り込んだデジタル画像は、Image J（NIH, USA）を用いて定量解析し

た。グレースケール画像はソフトが有する濃度階調特性中にある濃度で画

素を形成する。定量数値として用いた値は選択した範囲におけるグレー値

の濃度の合計であった。本研究において検出したバンドは、選択した範囲

のバックグラウンドを差し引いた値とした。 

 

K. 統計処理 

全ての統計量は平均値±標準偏差で表した。異なる骨格筋の間における

ミトコンドリア画分のタンパク検出量を検定するにあたり、対応のある一
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元配置の分散分析をおこなった。分散分析の結果、平均値に有意差が認め

られた場合には Tukey-Kramerの post-hocを行った。なお、有意水準は 5%

未満とした。 

 

3. 結果 

A. 腓腹筋の免疫蛍光抗体染色画像 

Mbの緑色、ミトコンドリアマーカータンパクである VDACの赤色蛍光

を GasD の縦断切片で確認した。GasD では Mb の緑色蛍光が充分に確認

できる筋線維とほとんど確認できない筋線維が存在した。（Figure IV-1A, 

B, C）。Merge画像において黄色部分が確認された。GasDの画像において

四角に囲まれた部分を拡大した画像を示した。拡大画像において Mb も

VDAC も縞模様のように分布していることが観察された。また、黄色部

分も同様に筋状に観察された（Figure IV-1D, E, F）。 

Mbの緑色、ミトコンドリアマーカータンパクである VDACの赤色蛍光

を各筋の横断切片で確認した。GasDでは Mbの蛍光がほとんど確認でき

ない筋線維も存在した。GasSでは、Mbの蛍光が確認できる筋線維が極め

て少なかった（Figure IV-1G, J）。VDACの蛍光はどの筋においても筋線維

全体で確認された。VDAC の蛍光強度は GasD で強く、GasS では弱い傾

向が見られた（Figure IV-1H, K）。Merge画像における黄色部分はいずれ

の筋においても確認された。黄色部分はMbの蛍光が確認された筋線維に

は確認できたが、蛍光が弱い筋線維ではほとんど確認できなかった

（Figure IV-1I, L）。 

 

B. 腓腹筋深層部の電子顕微鏡観察画像 

GasDの筋線維鞘直下型（subsarcolemmal: SS）ミトコンドリアと筋原 
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Figure IV-1.  Histochemical images of myoglobin and mitochondria in rat 
skeletal muscles. 
A-F: Immunofluorescent imaging of Mb and VDAC-I in the 
longitudinal sections of GasD. Mb is green (A, D), VDAC 
(mitochondrial marker) is red (B, E), co-localization of Mb with 
mitochondria is yellow in the merged images (C, F). Magnified 
images of GasD (D-F) are the squared areas in images A-C.  
G-L: Immunofluorescent imaging of Mb and VDAC in the cross-
sections from GasD and GasS. Mb (G, J), VDAC (H, K), co-
localization of Mb with mitochondria (I, L) are represented as 
with longitudinal sections images. Scale bars are 50 µm and 25 
µm in the magnified images of longitudinal section of GasD. 
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線維間（intermyofibrillar: IMF）ミトコンドリアを電子顕微鏡にて観察した。

大部分のMbは細胞質に局在していることが確認された（Figure IV-2A, 

D-F）。また、SS, IMFのどちらのミトコンドリアにおいてもMbが局在し

ていることが確認された。その局在はミトコンドリア内部にも確認された

（Figure IV-2B-C, E-F）。 

 

C. 遠心分離サンプルのタンパク質およびミトコンドリア画分のMb 

各筋サンプルを遠心分離によって核以外の細胞全体（Total）、細胞質

（Cyt）、ミトコンドリア（Mito）画分に分画した。Mb、VDAC、!-Actin

の各タンパク質を検出した。どの筋においても全ての画分からMbが検出

された。ミトコンドリアマーカータンパク質である VDAC は細胞質画分

から検出されなかった。その一方で、細胞質のマーカータンパク質である

!-Actin はいずれの筋においてもミトコンドリア画分から検出されなかっ

た（Figure IV-3A-D）。下腿三頭筋の各筋のミトコンドリア画分から検出

されるMbの量を比較した。Solと GasDは GasSに比べて検出量が有意に

高値を示した（Figure IV-3E）。 

 

D. Mbと COXIVとの相互作用の検証 

GasD のミトコンドリア画分から Mb と COXIV を免疫沈降したサンプ

ルと抗原を持たない nIgG を用いて免疫沈降を行ったサンプルから

COXIV, Mb, GAPDH, cyto cの検出を行った。その結果Mbの免疫沈降サ

ンプルから COXIV が検出された。また、COXIV の免疫沈降サンプルか

ら Mb が検出された。しかしながら、nIgG の免疫沈降サンプルからは

COXIV 及び Mb が検出されなかった。また、いずれの免疫沈降サンプル

からも GAPDHと cyto cは検出されなかった。これらの結果はMbと 
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Figure IV-2.  Electron microscopic imaging of Mb in mitochondria. 
Mb immunogold labeling in GasD tissue shows mitochondrial 
localization of Mb. M; mitochondrion, MF; myofibril,  Z; z-disc. 
A: The wide view around sarcolemma (bar = 2 !m). B-C: Magnified 
views of subsarcolemmal mitochondria (bar = 500 nm). 
D: The wide view of myofibril (bar = 2 !m). E-F: Magnified view of 
intermyofibrillar mitochondria (bar = 500 nm). Sections are 80 nm-
thin. 
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Figure IV-3.  Detection of myoglobin in the mitochondrial fraction and 
comparison of the mitochondrial myoglobin content of the 4 rat 
calf muscles. 
A-D: Mitochondrial marker protein (VDAC), cytosolic marker 
protein (!-Actin), and Mb in the entire tissue (Total), cytosolic 
fractions (Cyt), and mitochondrial fractions (Mito) from each 
muscle (Sol [A], GasD [B], Pla [C], and GasS [D]) were 
determined by immunoblots. 
E: The amounts of Mb and VDAC were determined. Mb/VDAC 
were calculated based on bands intensity. The data from the 4 
rats are presented as mean ± SD. n = 4. *P < 0.05 vs. GasS.



 - 44 - 

COXIVが相互作用しており、さらにその相互作用が非特異的ではない可

能性が高いことを示唆している（Figure IV-4）。 

 

4. 考察 

本実験では Mb がミトコンドリアと直接的な相互作用を持つか否かを

検証した。Mbは骨格筋細胞内においてミトコンドリアに局在し、さらに

呼吸鎖複合体で最終的に酸素の還元を担う complex IVと相互作用するこ

とが示唆された。これらの結果から、Mbはミトコンドリアに直接的に影

響を与える因子の一つである可能性が示唆された。 

 

A. ミトコンドリアのMb（Mito-Mb）が局在する場所とその量 

本実験では、組織学的手法と生化学的手法を用いた分析によって、Mb

が細胞質だけではなくミトコンドリアにも局在することが明らかとなっ

た。縦断切片の免疫染色画像において Mb と VDAC が共局在を示す黄色

部は縞模様状に観察された。この縞状の部分は I帯だと推察される。先行

研究でも心筋のＩ帯には Mb とミトコンドリアの局在が多いことが示さ

れている（Kawai et al., 1987）。このことは本実験が提供した電子顕微鏡画

像からも裏付けることができる。Figure IV-2Eでは I帯付近にミトコンド

リアが局在し、さらにミトコンドリアの I帯側にMbが多く局在している

ことが分かる。したがって、IMFミトコンドリアとMbの相互作用は I帯

付近に豊富であり、このことは ATP の再合成と何らかの関係があると推

察される。 

IMF ミトコンドリアだけでなく、SS ミトコンドリアにも Mb の局在は

確認された（Figure IV-2B, C）。つまり、骨格筋ミトコンドリアは細胞に

Mbが発現していれば細胞内のどの区画に局在しているかに関わらずMb 
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Figure IV-4.  Detection of myoglobin and mitochondrial proteins in 
immunoprecipitates of mitochondrial myoglobin or COXIV. 
Mb and COXIV were immunoprecipitated from detergent-
solubilized mitochondrial fractions. CON; control sample 
(entire heart tissue sample). 
A: Mb was detected in the immunoprecipitates of Mb and 
COXIV, but not in those from nIgG. B: COXIV was detected in 
the immunoprecipitates of COXIV and Mb, but not in those 
from nIgG. C-D: GAPDH and cytochrome c (cyto c) were not 
detected in immunoprecipitates.  
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を取り込むと推察される。ウエスタンブロッティング法では、速筋と遅筋

のどちらのタイプの筋においてもミトコンドリア画分からMbを検出し

た。したがって、Mito-Mbはどの筋組織においても広く存在していると推

察される。 

ミトコンドリアあたりの Mb 量は遅筋タイプの筋ほど豊富である傾向

が確認された（Figure IV-3E）。つまり、筋組織の有酸素代謝能力とMito-Mb

の量は正の相関関係にあることが考えられる。 

 

B. Mbと呼吸鎖複合体のサブユニットとが相互作用する意義 

遅筋タイプの筋には Mito-Mb が豊富であることが示され、さらに

Mito-Mb は呼吸鎖複合体の 1 つであり、最終的に酸素の還元を担う

complex IVのサブユニット COXIVと相互作用することが示唆された。こ

の結果は Mito-Mb がミトコンドリアの呼吸機能に直接的に関与している

ことを示唆している。Mbは補欠分子団であるヘムを含んだタンパク質で

あり、酸素結合タンパク質として古くから知られてきた。ヘムは鉄イオン

を含んでいることから電子伝達に貢献しているのではないかということ

が考えられる。また、Mbの酸素結合能は呼吸機能と関連性を持つのでは

ないかという 2点を想起させる。つまり、Mito-Mbはミトコンドリア呼吸

を調節する因子の 1つとして機能すると推察される。 

 

5. 要約 

実験 IではMbが骨格筋ミトコンドリアと直接的な相互作用を有するか

否かを検証した。Mbは細胞質だけではなくミトコンドリア内にも局在し、

呼吸鎖複合体の complex IVと相互作用していることが示された。この結

果から、Mbがミトコンドリアの呼吸調節に関わる可能性が示唆された。 
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V. Mbを過剰発現させた筋管細胞におけるミトコンドリアの表現型（実験

II） 

 

1. 目的 

実験 Iにおいて、Mbはミトコンドリアの呼吸調節に関与する可能性が

示唆された。従来の研究では、Mbはミトコンドリアへ酸素を供給するこ

とで間接的にミトコンドリアの酸素消費に貢献すると示唆されてきた。実

験 IIでは、Mbが酸素の還元酵素である complex IVと相互作用するとい

う実験 Iで得られた成果に着目し、Mbがミトコンドリアの酸素消費を直

接規定する因子の 1つであるという仮説を立て、検証を行う。Mbが骨格

筋ミトコンドリアにもたらす影響を検証するため、筋細胞由来の培養細胞

に遺伝子操作を施してMbの過剰発現モデルを構築する。実験 IIにおい

て使用する培養細胞 C2C12は筋芽細胞、もしくはそれを分化誘導した筋

管細胞として培養することが可能である。実験 IIでは生体の筋組織に近

い筋管細胞を用いる。本実験の目的は筋細胞においてMb発現が増加する

とミトコンドリアの呼吸機能が亢進するか否かを分析し、ミトコンドリア

に局在するMbが呼吸調節に寄与するかを明らかにすることである。 

 

2. 方法 

Ａ. 培養細胞及び培養条件 

マウスの筋細胞由来である C2C12細胞を、遺伝子導入のホスト細胞と

した。C2C12は 10%ウシ胎児血清（fetal bovine serum: FBS）と 50 'g/ml

ペニシリン/ストレプトマイシン（Sigma, USA）を加えた高グルコース含

有 Dulbecco’s Modified Eagle Medium（DMEM）を培地（Med I）として培
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養した。培養細胞を保存するインキュベータ内は常に 5% CO2、37°Cに維

持した。 

培養ディッシュの面積の 70%を細胞が占めるまで増殖してから、培養

中の細胞をトリプシン-EDTA（和光純薬、日本）を用いてディッシュから

剥がし、新たなディッシュに撒き直しながら継代培養し、筋芽細胞

（myoblasts）を増殖させた。ディッシュに播種した細胞が 100%コンフル

エントまで増殖した時点で上記培地の 10% FBSを 2%ウシ供与血清（donor 

bovine serum: DBS）に変更した培地（Med II）を用いて培養し、筋管

（myotubes）へと分化誘導した。分化誘導期間は 1週間とし、培養 4日目

に培地を新鮮なものに交換した。培養終了後、生化学分析用の細胞は液体

窒素にディッシュを付けることによって凍結し、実験に使用するまで

-80°Cにて保存した。ミトコンドリア呼吸の測定は生細胞を用いて行った。 

 

B. Mb安定発現培養細胞株の構築 

マウスMb cDNAの C末端に Flagタグ配列が追加された遺伝子と、内

部リボソーム浸入部位（interanl ribosomal entry site: IRES）を介して緑色蛍

光タンパク質（green fluorescent protein: GFP）の cDNAの遺伝子をコード

するプラスミドベクターである pReceiver-M46を購入した

（EX-Mm03786-M46, GeneCopoeia, USA）。プラスミドはヌクレオフェクシ

ョン法を用いてC2C12に導入された。培養したmyoblastを 100万個/100 'l 

Ingenio Electroporation Solution（Mirus, USA）になるよう再懸濁し、プラ

スミドを 10 'g加えた。ヌクレオフェクション用キュベット（NEPAキュ

ベット, ネッパジーン, 日本）に 100'lのプラスミド入り細胞懸濁液を注

入した。キュベットを Amaxa Nucleofector System（Lonza, Switzerland）に

セットし、C2C12用の遺伝子導入プロトコールによって遺伝子導入を実
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施した。その後、遺伝子導入した細胞を 10 cmディッシュに播種して培養

した。導入した遺伝子を安定的に発現させる細胞をネオマイシン耐性、お

よび GFPの緑色蛍光の有無を元に選別して増殖させた。最終的にMb-Flag

の発現をウエスタンブロッティングにて確認し、発現が確認された細胞株

をMb安定発現株とした。この細胞株を分化誘導し、筋管にした細胞を

Mb過剰発現筋管として本実験に使用した。また、薬剤耐性を示すものの

Mb-Flagの発現が確認されない細胞株をMock細胞とし、対照群として用

いた。 

 

C. 生細胞における GFPの緑色蛍光観察 

IRES配列を介して発現する GFPの緑色蛍光を蛍光顕微鏡（CKX41, 

Olympus, Japan）で観察し、顕微鏡デジタルカメラ（DP71, Olympus, Japan）

で撮影しデータとして取り込んだ。 

 

D. ウエスタンブロッティングのためのサンプル調製 

遠心分離法によって分画サンプルを調製する場合には、凍結した細胞を

実験 Iにおいて使用した Solution Dに馴染ませてからセルスクレーパー

（BD Falcon, USA）を用いて回収した。また、細胞全体のサンプルを調製

する場合には RIPAバッファー（25 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1% Sodium 

deoxycholate, 0.1% SDS, pH 7.6）を細胞に馴染ませてからセルスクレーパ

ーで回収した。回収した細胞はバイオマッシャー（ニッピ, 日本）を用い

て、ペッスルホモジナイザーによりホモジナイズされた。その後、27Gの

注射針内を 10往復させて細胞を破砕した。分画サンプルを調製する遠心

分離プロトコールの大部分は実験 Iと同様であった。変更点としては以下

の 1点である。実験 IIにおける細胞質画分（Cyt）は実験 Iにおいて超遠
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心を実施する前段階の画分とした。RIPAバッファーを用いてホモジナイ

ズされたサンプルは 600g, 10分, 4°Cで遠心分離を行い、回収した上清を

細胞全体のサンプルとして用いた。 

 

E. 免疫沈降法 

ウエスタンブロッティング用のサンプルを得る方法と同様の方法で免

疫沈降用のホモジナイズサンプルを得た後に、実験 Iと同様の方法で免疫

沈降を行った。免疫沈降に用いるタンパク質の量は 1000 'gとした。タン

パク質の精製にはAnti-DYKDDDDK抗体（#2368, Cell Signaling Technology, 

USA）を 10 'g使用した。免疫沈降によって調製されたビーズ-抗体-抗原

複合体は 500 mg/mlの Flagペプチド（和光純薬, 日本）溶液 50 'lによっ

て再懸濁され室温で 1時間、ボルテックス装置を用いて振盪培養し、

Mb-Flagタンパク質の溶出を行った。このサンプルをウエスタンブロッテ

ィング用に調製し、標的タンパク質の検出を行った。 

 

F. ウエスタンブロッティング法 

ウエスタンブロッティングは実験 Iと同様の方法で実施した。ただし、

ブロッキングは 4%ブロックエース溶液（4%ブロックエース/0.1%TBS-T）

で行った。Mb-Flagの検出には Anti-DYKDDDDK antibody（#2368, Cell 

Signaling Technology, USA）、COXIVの検出にはMouse monoclonal antibody 

to COX IV（ab14744, Abcam, UK）、各呼吸鎖複合体のサブユニットの検出

には Total OXPHOS Rodent WB Antibody Cocktail（ab110413, Abcam, UK）

を使用した。シグナルの検出には ECL prime試薬（GE healthcare, USA）

を使用した。 
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G. ミトコンドリア呼吸活性の測定（Kuznetsov et al., 2009） 

ミトコンドリア呼吸活性の測定は Kuznetsov et al.（2009）を参考にして

行った。測定にはポーラログラフ型酸素センサーを搭載した Oxygraph-2k

（Oroboros, Austria）を用いて測定した。測定は全て 37°Cで常時撹拌しな

がら実施した。測定チャンバー内を Respiration Buffer（0.5 mM EGTA, 3 

mM MgCl2･6H2O, 20 mM taurine, 10 mM KH2PO4, 20 mM HEPES, 1 g/L BSA, 

60 mM potassium-lactobionate, 110 mM mannitol, 0.3 mM dithiothreitol, pH 

7.1, adjusted with 5N KOH）で満たし、電極が安定してからチャンバー内に

サンプルを入れ測定を開始した。まずジギトニンを 50 'g/mlになるよう

に加えて細胞の膜透過処理を行った。次に 1 M glutamate、1.2 M malateを

加えて complex I-III-IVの電子伝達経路を介した state 4呼吸を測定した。

そこに、0.5 M ADPを加えることによって同様の経路を介した state 3呼吸

を測定した。その後 0.5 mM rotenoneを加えて complex Iを阻害してから、

complex IIを介した呼吸を惹起するために 1 M succinateを加えた。さらに、

complex IIIを阻害するために 1 mM Antimicyne Aを加えた。最後に cyto c 

の還元剤である TMPD（20mM）を 200 mM ascorbateと同時に加えること

で complex IVのみを介した酸素消費を測定した。 

 

H. CS活性の測定 

ミトコンドリア呼吸活性を測定したサンプルをホモジナイズバッファ

ー（20 mM Tris, 40 mM KCl, 2 mM EGTA, 250 mM sucrose, pH 7.4）によっ

て再懸濁し、ウエスタンブロッティングサンプルを得る方法と同様の手順

でホモジナイズした。CS活性の測定は Spinazzi et al.（2012）の方法に従

った。1.5 mlのディスポセルに H2Oを 310 'l、200 mM Tris（pH 8.0）を

500 'l、10 mM acecyl CoAを 30 'l、1 mM DTNBを 100 'l、希釈サンプル
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を 10 'lの組成となるように注入した。セルを 37°Cに保たれた分光光度

計（Lamda25, Perkin Elmer, USA）に移し、412 nmにおける吸光度を 3分

間測定し、これをサンプルのベースラインとした。測定終了後、10 mM

のオキザロ酢酸溶液を 50 'l加え、412 nmの吸光度を 3分間測定した。

CS活性は DTNBのモル吸光係数 13.6 $ 103 cm-1 M-1を用いて算出した。

（Spinazzi et al., 2012） 

I. Real time qPCR法を用いた mtDNA/nDNAの算出 

細胞のトータルDNAはDNeasy blood and Tissue kit（Qiagen, Netherland）

を用いて抽出した。リアルタイム PCRは Platinum SYBR Green qPCR 

Supermix-UDG（Takara Bio, Japan）を用いて行った。 

mtDNA特異的なプライマーの配列は次の通りである。 

Forward: 5’-TTCGCAGTCATAGCCACAG-3’ 

Reverse: 5’-AGATGAAGTGGAAAGCGAAG-3’ 

nDNA特異的なプライマーの配列は次の通りである。 

Forward: 5’-TGCCATCCCATCACAACAAG-3’ 

Reverse: 5’-GCCAATACACAGGTCACAGAG-3’ 

それぞれの DNAの相対量は CT法によって定量した。 

 

J. 呼吸鎖複合体酵素活性の測定（Spinazzi et al., 2012） 

呼吸鎖複合体活性の測定は Spinazzi et al.（2012）の方法に従った。ホモ

ジナイズサンプルは CS活性の測定と同様の方法で得られた。 

complex Iの測定方法は次の通りである。1.5 mlのディスポセルに H2O

を 774 'l、 0.5 M potassium phosphate buffer（pH 7.5）を 100 'l、50 mg/ml fatty 

acid-free BSAを 60 'l、10 mM KCNを 30 'l、10 mM NADHを 10 'l、希釈

サンプルを 20 'lの組成となるように注入した。セルを 37°Cに保たれた
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分光光度計に移し、340 nmにおける吸光度を 2分間測定し、これをサン

プルのベースラインとした。測定終了後、10 mM decylubiquinoneを 6 'l

加え、340 nmの吸光度を 2分間測定した。complex Iの活性は

decylubiquinoneのモル吸光係数 6.2 $ 103 cm-1 M-1を用いて算出した。 

complex IIの測定方法は次の通りである。1.5 mlのディスポセルに H2O

を 681 'l、 0.5 M potassium phosphate buffer（pH 7.5）を 50 'l、50 mg/ml fatty 

acid-free BSAを 20 'l、10 mM KCNを 30 'l、400 mM succinateを 50 'l、

0.015% DCPIPを 145 'l、希釈サンプルを 20 'lの組成となるように注入し

た。セルを 37°Cに保たれた分光光度計に移し、600 nmにおける吸光度を

10分間測定し、終わりの 2分間をサンプルのベースラインとした。測定

終了後、10 mM decylubiquinoneを 4 'l加え、600 nmの吸光度を 3分間測

定した。complex IIの活性は decylubiquinoneのモル吸光係数 19.1 $ 103 cm-1 

M-1を用いて算出した。 

complex IIIの測定方法は次の通りである。1.5 mlのディスポセルに H2O

を 765 'l、 0.5 M potassium phosphate buffer（pH 7.5）を 50 'l、1 mM oxidized 

cytochrome c を 75 'l、10 mM KCNを 50 'l、5 mM EDTAを 20 'l、2.5% 

（vol/vol） Tween-20を 10 'l、希釈サンプルを 20 'l入れた。セルを 37°C

に保たれた分光光度計に移し、550 nmにおける吸光度を 2分間測定し、

これをサンプルのベースラインとした。測定終了後、10 mM decylubiquinol

を 10 'l加え、340 nmの吸光度を 2分間測定した。complex IIIの活性は

cytochrome cのモル吸光係数 18.5 $ 103 cm-1 M-1を用いて算出した。 

complex IVの測定方法は次の通りである。1.5 mlのディスポセルに H2O

を 650 'l、100 mM potassium phosphate buffer（pH 7.0）を 250 'l、1 mM 

reduced cytochrome c を 50 'l入れた。セルを 37°Cに保たれた分光光度計

に移し、550 nmにおける吸光度を 3分間測定し、これをサンプルのベー
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スラインとした。測定終了後、希釈サンプルを 20 'l加え、550 nmの吸光

度を 3分間測定した。complex IVの活性は cytochrome cのモル吸光係数

18.5 $ 103 cm-1 M-1を用いて算出した。 

 

K. 統計処理 

全ての統計量は平均値±標準偏差で表した。安定発現株とMockの各群

間の差の検定には対応のない t検定を行った。有意水準は5%未満とした。 

 

3. 結果 

A. Mb過剰発現筋管の特徴 

Mb安定発現株の特徴を生細胞イメージングと生化学的手法によって分

析した。Mb安定発現株を分化誘導して得られた筋管からMbのレポータ

ー遺伝子である GFPの緑色蛍光が観察された（Figure V-1A）。Mb-Flagは

遠心分離によって得られたミトコンドリア画分から検出された（Figure 

V-1B）。このことは、Mb-Flagがミトコンドリアにも局在していることを

示している。さらに、ミトコンドリア画分のMb-Flagを免疫沈降によって

抽出したサンプルから COXIVが検出された。野生型の C2C12から得られ

たミトコンドリア画分を Flag抗体を用いて免疫沈降したサンプルからは

COXIVは検出されなかった（Figure V-1C）。したがって、Mb-Flagは安定

発現株の筋管においてミトコンドリアに局在し、さらに complex IVのサ

ブユニット COXIVと相互作用しているという特徴を持つ。 

 

B. Mb過剰発現筋管のミトコンドリア呼吸能力とそれに関わる指標 

Mbを過剰発現させた筋管細胞のミトコンドリアの表現型を分析した。ミ

トコンドリアの酸素消費速度は GlutamateとMalateを基質とする complex  
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Figure V-1.  Characterization of Mb stably expressing myotubes. 
A: Fluorescent image of living stable cell line showed 
tube like morphology of Mb overexpressing myotubes 
and fluorescence of reporter GFP were confirmed in 
differentiated stable cells. 
B: Mb-Flag expression was probed by immunoblots 
and Mb-Flag were detected in any fraction. These 
fractions were also probed for cytosol-specific !-Actin 
and mitochondria-specific VDAC expression to 
estimate subcellular fraction purity. 
C: Mb-Flag was immunoprecipitated from Mb stably 
expressing myotubes. COXIV was detected in the 
immunoprecipitates but not in that of C2C12, 
indicating that Mb-Flag binds complex IV. 
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I-III-IVの電子伝達経路を介した呼吸、Succinateを基質とする complex 

II-III-IVの電子伝達経路を介した呼吸、Ascorbateと TMPDを基質とする

comple IV依存的な呼吸いずれにおいても酸素消費速度を上昇させた

（Figure V-2A）。Mb過剰発現筋管の CS活性はMockに比較して有意に低

値を示した（Figure V-2B）。mtDNAのコピー数はMb過剰発現筋管とMock

の間に有意な差は認められなかった（Figure V-2C）。Mb過剰発現筋管に

おける酸素消費速度の亢進には、CS活性の上昇による呼吸基質の増加や

ミトコンドリア量の増加は直接的な原因ではないことが明らかになった

ため、呼吸鎖複合体を構成する各酵素の活性を測定した。その結果、Mb

過剰発現筋管の呼吸鎖複合体の酵素活性はいずれの複合体においても有

意に亢進していることが認められた（Figure V-2D）。さらにその呼吸鎖複

合体酵素活性の亢進は複合体 1つあたりの機能の亢進によるものであり、

酵素の量が増加したことによるものではない。なぜなら、各呼吸鎖複合体

を構成するサブユニットの量にはMb過剰発現細胞とMockの間に有意な

差が認められなかったためである（Figure V-3）。 

 

4. 考察 

本実験ではMbが安定的に発現した筋管を用いて、Mbの発現量が増加

した筋細胞におけるミトコンドリアの表現型を分析した。Mbの発現が増

加した筋管ではミトコンドリアによる酸素消費速度が上昇し、呼吸鎖複合

体を構成する 4つの複合体の酵素活性が亢進した。また、呼吸基質を供給

する TCAサイクルの律速酵素である CSの酵素活性は減少した。 

Mbを過剰発現させた筋管においてミトコンドリアの酸素消費効率が向

上した原因を考察する。Mbの過剰発現筋管のミトコンドリアによる酸素 
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Figure V-2.  Mitochondrial respiratory capacity and volume in Mb stably 
expressing myotubes. 
A: Mitochondrial O2 consumption in Mb stably expressing 
myotubes consume O2 faster than mock cells in each 3 pathways 
of electron transfer. n = 8, *: p < 0.05. 
B: Citrate synthase (CS) activity in Mb overexpressing cells was 
suppressed compared with mock. n = 8, *: p < 0.05. 
C: mtDNA copy number was not altered by Mb overexpression. 
n = 4 and 6. 
D: Enzymatic activity of each respiratory complex was 
ameliorated in Mb stably expressing myotubes. n = 7 and 8, *: p 
< 0.05, mean ± SD. 
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Figure V-3.  Comparison of the number of mitochondrial respiratory 
complexes. 
Amount of each mitochondrial respiratory complex was 
determined by immunoblots. NDUFB8 (complex I), 
SDHB (complex II), UQCRC2 (complex III), COXIV 
(complex IV), ATP5A (complex V; ATP synthase) and !-
Actin for the loading control were detected in whole cell 
lysate of Mock or Mb overexpressing myotubes. No 
significant difference was observed in this analysis vs. 
Mock (n = 5, mean ± SD.).  
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消費速度は CS活性で除した場合に上昇した（Figure V-2A）。呼吸基質の

生成を触媒する TCA回路の律速酵素である CS活性が減少したことは、

細胞内で生成される呼吸基質が減少したことを意味する。その一方、呼吸

鎖複合体を構成する 4つの複合体は 1つあたりの機能が向上していた。

Mbは complex IVと相互作用している（Figure V-1C）と考えられるので、

complex IVの活性のみが上昇すると仮説を立てたが、実験結果はその仮説

を一部支持していなかった。 

今回用いたモデルはMbの発現量が恒常的に増加した細胞であった。こ

の細胞に増殖/分化期間を含めて約 10日以上の長期間培養を施した後に

分析を実施し、ミトコンドリアの呼吸機能が対照細胞に比べて向上するこ

とが明らかになった。この知見は、骨格筋細胞が増殖/分化を経る過程に

おいてミトコンドリアが効率的な呼吸調節機構を獲得していくことにMb

が貢献し、酸素消費速度を亢進させることに寄与することを示唆している。 

生体組織に近い条件においてMbを過剰発現させると骨格筋ミトコン

ドリアにどのような影響が及ぶかを分析するためにMb過剰発現筋管モ

デルを用いた。しかしながら、本研究で用いたMb安定発現株は生体と大

きく異なる点がある。それは C2C12が筋管へと分化する前の筋芽細胞の

段階からMbが発現している点である（Figure V-4A）。Mbは筋細胞が分

化を開始してから発現し始めることが示されており（Singh et al., 2014）、

この現象を我々も確認した（Figure V-4B）。したがって、通常の骨格筋細

胞内におけるMb発現様相とMb安定発現株のMbは発現開始の時期が異

なっていることを前提にデータを解釈する必要がある。つまり、より生体

に近い状態でMb過剰発現の影響を分析するためには、筋細胞の分化誘導

開始期においてMbの過剰発現が誘導されるようなモデルを用いること

が最適であると考えられる。 
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Figure V-4.  Expression pattern of Mb-Flag in gene modified C2C12 
and expression pattern of Mb in WT-C2C12. 
A: Mb-Flag expressed either in Mb overexpressing 
myotubes or myoblasts confirmed by immunoblots. 
B: Mb were detected only in C2C12 myotubes, not in that 
of myoblasts.  
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これらの知見に加えて、Mbは脂肪酸と結合することが可能であること

が示されており、生体内において脂肪酸輸送を担いミトコンドリアへの脂

肪酸供給に寄与していると推察されている（Shih et al., 2014）。我々は糖

尿病ラットモデルの筋細胞内ではMb濃度が減少するという結果を得て

いる（Figure V-5）。したがってMb濃度が減少し、ミトコンドリアへの脂

肪酸供給が低下することによって、糖尿病の病態の 1つである筋細胞内で

の過剰な脂質の蓄積（van Herpen and Schrauwen-Hinderling, 2008）が起こ

る可能性がある。そこで、Mb過剰発現筋管において CS活性が減少した

ことは興味深い。Mbの安定発現株の培養初期（増殖期および分化初期）

では、ミトコンドリアの呼吸亢進とそこへのエネルギー基質供給が同時に

亢進したために糖質や特に脂質の酸化が相乗的に増加したと考えられる。

それによって起こる細胞内のエネルギー基質の枯渇を避けるための適応

として、培養期間の中期から後期（分化中期から後期）にかけて CS活性

が低下し、呼吸鎖複合体活性への基質供給の低下が生じたと推察される。 

 

5. 要約 

実験 IIではMbが過剰発現した筋管におけるミトコンドリアの呼吸機

能を分析することを目的とした。Mb過剰発現筋管の酸素消費速度は亢進

し、この表現型は呼吸鎖複合体を構成する複合体の 1つあたりの機能が向

上したことに由来すると考えられる。これらの知見から、通常の骨格筋細

胞でも細胞が分化していく過程において、ミトコンドリアが呼吸機能を獲

得することにMbが寄与していると推察される。 
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Figure V-5.  [Mb] in sedentary or type 2 diabetic rats. 
[Mb] in whole cell lysate was assessed by spectrophotometer. 
[Mb] in diabetic rats have shown that significantly lower 
concentration than that in sedentary (n = 4 (sedentary) and 11 
(diabetes), mean ± SD. *: P < 0.05 vs. sedentary). (unpublished 
observation) 

!"#

□$%&'&()"*+$
■$,-".&)&#$

/0
.1
$23

3
45
67
8

9$

9:;$

9:<$

9:=$

9:>$

9:?$

9:@$

9:A$

9:B$

9:C$

%45 D*)

E
E

E



 - 63 - 

VI. 一過性にMb遺伝子を改変した筋芽細胞におけるミトコンドリアの表 

現系（実験 III） 

 

1. 目的 

実験 IIでは、筋細胞が分化する過程においてミトコンドリアが効率的

な呼吸調節機構を獲得するのにMbが寄与する可能性が示唆された。しか

しながら、ミトコンドリアの呼吸調節におけるMbの分子レベルでの役割

を詳細に検証するためには異なるモデルが必要であった。 

実験 IIで得られた結果の解釈を規定する要因の 1つとして培養細胞の

増殖/分化期間に適応が生じた可能性がある。また、C2C12は分化の前後

でミトコンドリアの特徴が大きく変化する（Franko et al., 2008）。そのた

め、本来は発現しないはずのMbを強制発現させた筋芽細胞を基に分化誘

導した筋管細胞は in vivoにおける生命現象とは異なる影響を受けた可能

性もある。したがって、実験 IIIでは一過性のMb遺伝子改変モデルを用

いて、Mbがミトコンドリアの呼吸機能に及ぼす影響を分析する。一過性

のMb遺伝子改変モデルではプラスミドベクターの導入によるMbの過剰

発現の誘導に加えて、siRNAを同時に導入することによってMbの過剰発

現を相殺することも可能である。C2C12の筋芽細胞においてMb遺伝子の

発現を一過性かつ特異的に増減させることによって、Mbが単一分子レベ

ルで調節する細胞機能を観察することが可能となる。 

本実験では、一過性にMbの遺伝子操作を実施し、Mbの発現量に依存

して表出する C2C12内のミトコンドリアの表現型を分析する。仮説とし

てはMbが相互作用する complex IVに関わる機能に変化が起こると考え

られる。 
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2. 方法 

Ａ. 培養細胞と培養条件 

実験 IIと同様の方法で細胞培養を行った。実験 IIIで用いた細胞は全て

myoblastsだったので、分化誘導は行わなかった。培養した細胞は 100% コ

ンフルエントになった状態でディッシュごと凍結させて、各生化学分析に

用いるまで-80°Cで保存した。ミトコンドリア呼吸の測定には生細胞を用

いた。 

 

B. 一過性遺伝子改変モデルの作出 

実験 IIで用いたMb-Flagと GFPを同時発現させるプラスミドを一過性

の遺伝子改変モデルの作出にも用いた。Mbの遺伝子改変の対照モデルと

して GFPのみを発現させる筋芽細胞を GFP発現ベクター（pmaxGFP, 

Amaxa, Switherland）を用いて作出した。Mb siRNAは siRNA自動設計ツ

ールサイト siDirect（http://sidirect2.rnai.jp/）のアルゴリズムを利用して構

築した。設計した siRNAはMbの open reading frame（ORF）領域内の配

列である GATAAGTTTGACAAGTTCAに由来している。設計した siRNA

の合成は Nippon Gene（日本）に委託した。また、特定の遺伝子を干渉す

ることのないコントロール siRNA（control-siRNA）も Nippn Geneから購

入した。遺伝子導入のプロトコールは実験 IIと同様であった。細胞 100

万個あたりにMb-Flag発現ベクターは 5 'g、GFP発現ベクターは 2 'g、

各種 siRNAは 40 pmol導入した。一過性の遺伝子改変モデルを全てで 6

グループ構築した。Mb-Flagベクターのみ（Mb+, -）、Mb-Flagベクターと

control-siRNAの同時導入（Mb+, si-Con+）、Mb-FlagベクターとMb-siRNA

の同時導入（Mb+, si-Mb+）、GFPベクターのみ（GFP+, -）GFPベクター

と control-siRNAの同時導入（GFP+, si-Con+）、GFPベクターとMb-siRNA
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の同時導入（GFP+, si-Mb+）。以上の 6グループを解析の対象とした（Table 

VI-1）。 

 

C. ウエスタンブロッティングのためのサンプル調製 

細胞の回収方法、ホモジナイズ方法および遠心分離のプロトコールは実

験 IIと同様であった。 

 

D. ウエスタンブロッティング法 

実験 IIと同様の方法を用いて、標的タンパク質を検出した。 

 

E. CS活性の測定 

実験 IIと同様の方法を用いて測定した。 

 

F. ミトコンドリア呼吸活性の測定 

実験 IIと同様の方法を用いて測定した。ただし、ジギトニンは myoblasts

にとって毒性が強かったため、添加する試薬から除外した。 

 

G. 呼吸鎖複合体酵素活性の測定 

実験 IIと同様の方法を用いて測定した。 

 

3. 結果 

A. 一過性Mb遺伝子改変筋芽細胞の特徴 

各種プラスミドと siRNAを導入した細胞の特徴を生化学的手法を用い

て分析した。（Mb+, -）と（Mb+, si-Con+）からMb-Flagタンパク質が検出

された。それに対して（Mb+, si-Mb+）ではMb-Flagの発現が著しく抑制 
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された。GFP発現ベクターと各 siRNAを同時に導入したいずれの細胞か

らもMb-Flagは検出されなかった（Figure VI-1A）。遠心分離法を用いて

（Mb+, -）からミトコンドリア画分（Mito）と細胞質画分（Cyt）を分画

した。Mb-Flagはいずれの画分からも検出され、このことは一過性Mb過

剰発現モデルにおいてもMb-Flagがミトコンドリアに局在することを示

している。一過性 GFP発現モデルにおいてはどの画分からもMb-Flagは

検出されなかった（Figure VI-1B）。CS活性は 6つの遺伝子改変グループ

において有意な差は認められなかった（Figure VI-1C）。 

 

B. 一過性遺伝子改変筋芽細胞のミトコンドリア呼吸活性 

Mbの発現量に応じて、ミトコンドリアの酸素消費速度が直接的に影響

を受けるか否かを分析するために、6つの遺伝子型を持つ筋芽細胞を同じ

siRNAを導入した群ごとに 3つのグループに分類した。各グループ内に

おいてMb-Flagと GFPのベクターを導入した群の酸素消費速度を比較し

た。（Mb+, -）と（GFP+, -）の complex I-III-IVを介した state 4における酸

素消費速度は、（Mb+, -）が（GFP+, -）に比較して有意に高値を示した。

また、state 3も（Mb+, -）が（GFP+, -）に比較して高い傾向を示した（p = 

0.075）（Figure VI-2A）。（Mb+, si-Con+）が（GFP+, si-Con+）に比べて complex 

I-III-IVを介した state 4、state 3呼吸および complex IVのみを介した呼吸

の酸素消費速度が有意に高値を示した（Figure VI-2B）。（Mb+, si-Mb+）と

（GFP+, si-Mb+）のいずれの酸素消費経路においても有意な差は認められ

なかった（Figure VI-2C）。これらの結果をまとめると、筋芽細胞において

Mbが増加するとミトコンドリアの呼吸は亢進し、Mbの発現を抑制する

とMb量の減少に依存して呼吸の亢進も相殺されてしまうということで

ある。 
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Figure VI-1.  Characterization of transiently Mb expressing myoblasts. 
A: Mb-Flag expression was probed by immunoblots. Mb-Flag 
expression was confirmed in Mb vector transfected myoblasts, 
whereas it was significantly decreased in Mb vector and Mb-siRNA 
double transfected myoblast. VDAC and !-Actin were detected as 
loading control and these proteins expression was not altered by any 
gene modification even in GFP vector transfected myoblasts. 
B: Mb-Flag was detected in any fraction, indicating that transiently 
expressed Mb also localized in mitochondria. GFP transfected 
myoblasts have shown no blot in any fraction. 
C: CS activity did not show any significant differences in each 
subject. n = 6, mean ± SD. 
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Figure VI-2.  Comparison of O2 consumption in transiently gene modified myoblasts. 
A: Transient Mb expression by Mb vector transfection (Mb+, -)
ameliorated O2 consumption of myoblasts. State 4 respiration via complex 
I-III-IV was ameliorated and state 3 respiration also inclined to be 
enhanced (p = 0. 075). B: Mb overexpression by Mb vector and control-
siRNA transfection (Mb+, si-Con+) also ameliorated O2 consumption of 
myoblasts. State 4, state 3 and complex IV dependent respiration were 
significantly promoted. C: Mitochondrial O2 consumption in Mb 
suppressed model by Mb vector and Mb-siRNA transfection (Mb+, si-Mb
+) have shown no significant difference compared with GFP vector and 
Mb-siRNA transfected myoblasts (GFP+, si-Mb+). n = 5-8, mean ± SD. *: 
p < 0.05 vs. GFP at same respiratory state.  
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state3と state4を基に計算する（state3 / state4）ミトコンドリアの呼吸交換

比（respiratory control ratio; RCR）を同様の群間で比較したところ、いず

れの群間においても有意な差は認められなかった（Figure VI-3）。Mb-Flag

のベクターを導入したグループは RCRが低い傾向にあった。 

 

C. 一過性遺伝子改変筋芽細胞における呼吸鎖複合体の酵素活性 

一過性Mb過剰発現筋芽細胞において呼吸が亢進した仕組みを同定す

るために呼吸鎖複合体の酵素活性を 6つの遺伝子型で比較した。complex I、 

II、IIIの酵素活性はいずれのグループ間にも有意な差は認められなかった

（Figure VI-4A-C）。complex IVの酵素活性において、（Mb+, -）と（Mb+, 

si-Con+）は（Mb+, si-Mb+）に対して有意に高値を示した。また、（Mb+, 

si-Con+）は（GFP+, si-Con+）と比較して有意に高値を示した（Figure VI-4D）。

したがって、complex IVの酵素活性はMb量依存的に調節されることが示

され、この酵素活性の変化がミトコンドリアの呼吸機能の亢進に影響を与

えていると考えられる。 

また、酵素活性の変化は複合体の量が変化したことに由来するものでは

ないと考えられる。各呼吸鎖複合体のサブユニットのタンパク質をウエス

タンブロッティングで検出したところ、いずれの遺伝子型の間にも有意な

差は認められなかった（Figure VI-5）。そのため、Figure VI-3Dで確認され

た酵素活性の変化は酵素一つあたりの機能が亢進したことによる変化で

あると考えられる。 

 

4. 考察 

本実験ではプラスミドベクターと siRNAの導入によって一過性のMb

遺伝子操作を行い、Mbの過剰発現および発現抑制モデルにおけるミトコ 
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Figure VI-3.  RCR (respiratory control ratio) in transiently gene 
modified myoblasts. 
RCR was calculated based on state 3 and 4 respiration. 
No significant difference was observed in each analysis, 
however, RCR in Mb gene transfected myoblast (with 
any siRNA) tend to be lower than that of GFP (assessed 
by T-test, n = 5-8, mean ± SD.).  
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Figure VI-4.  Comparison of enzymatic activity of respiratory chain complexes. 
A-C: Transient gene modification have not altered enzymatic activities 
of complex I (A), II (B) and III (C). 
D: The complex IV activity in Mb expressing myoblasts (Mb+, si-Con
+) is higher than that of GFP expressed (GFP+, si-Con+). In addition, 
the complex IV activity in Mb overexpressing myoblasts (Mb+ and 
Mb+, si-Con+) was significantly higher than that of Mb suppressed 
(Mb+, si-Mb+). n = 5 and 6, *: p < 0.05 vs. “Mb+, si-Mb+”, †: p < 
0.05 vs. “GFP+, si-Con+”, mean ± SD. 
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Figure VI-5.  Comparison of the number of mitochondrial respiratory complexes in 
transiently Mb gene modified myoblasts. 
Amounts of each respiratory complex was not altered by any gene 
modification.  
A: Representative images of each subunit of respiratory complexes in 
gene modified myoblasts. 
B: Amount of each mitochondrial respiratory complex was determined 
by immunoblots. NDUFB8 (complex I), SDHB (complex II), 
UQCRC2 (complex III), COXIV (complex IV), ATP5A (complex V; 
ATP synthase) and !-Actin for the loading control were detected in 
whole cell lysate of each gene modified myoblasts. No significant 
difference was observed in this analysis (assessed by ANOVA, n = 5 
and 6, mean ± SD.).  
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ンドリア呼吸機能の表現型を評価した。その結果Mbの発現量が増加する

とミトコンドリアによる酸素消費速度と呼吸鎖複合体の complex IVの酵

素活性が亢進し、発現の増加を抑制するとミトコンドリアの酸素消費およ

び complex IVの酵素活性の亢進が相殺された。したがって、Mbは骨格筋

ミトコンドリアの complex IVの酵素活性を上昇させることで、ミトコン

ドリアの酸素消費を亢進させる役割を果たすことが明らかとなった。 

 

A. Mbが complex IVの酵素活性を上昇させるメカニズム 

Mbは COXIVと相互作用することが本研究で示されている（Figure 

IV-4A, B, Figure V-1C）。そのため、Mbが他の複合体ではなく complex IV

の酵素活性を亢進させるのは合理的である。この現象がどのようなメカニ

ズムを介して起こるのかを考察する。 

Mbは in vitroにおいて ferricytochrome cを還元する機能を持つことが示

されている（Wu et al., 1972）。しかしながら本実験において、Mbが cyto c

を還元したとは考えにくい。なぜなら本実験における complex IVの酵素

活性の測定方法は、cyto cが酸化される速度を算出している。Mbの過剰

発現筋芽細胞においてはその速度が増加した。したがって細胞内において

Mbは cyto cを還元することはなく、恐らく complex IVが cyto cを還元す

る機能を強化していると推察される。Mbは金属イオンを有する cyto b5

と電子伝達を行うことが可能であることから（Livingston et al., 1985; 

Xiong et al., 2010）、同じく金属イオンを含む complex IVへの電子伝達を担

っているのではないかと推察する。しかしながら、これらを示すデータや

先行研究は存在しないため、今後の更なる研究が必要である。 
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B. Mbが complex IVと相互作用する必要性 

もしMito-Mbが complex IVへの電子伝達を担うのであれば、complex IV

と相互作用することは合理的である。Mbと cyto c間の電子伝達は酸素の

濃度が高いと減少してしまうというデータが示されている（Yamazaki et 

al., 1964; Wu et al., 1972）。これは、deoxy-Mbの方がMb-O2に比べて cyto c

を還元する機能に優れるためだと考えられている。complex IVはMbに比

べて酸素の親和性が高いため、complex IVと近接したMbは酸素と結合出

来ないと考えられる。したがってMito-Mbが complex IVと相互作用する

ことは、Mito-Mbが酸素と結合するのを防ぎMbの電子伝達機能を亢進さ

せているのではないかと考えられる。 

 

5. 要約 

実験 IIIでは、Mito-Mbが分子レベルでどのような役割を果たしている

かを解明することを目的とした。Mbの発現量を増加させると complex IV

の酵素活性とミトコンドリアの酸素消費速度が亢進した。Mbの増加によ

ってミトコンドリアが得た呼吸機能の亢進は、Mbの発現を抑制すると相

殺された。これらのことからミトコンドリアの complex IVはMb依存的

に調節されており、この相互作用はミトコンドリアによる酸素消費を調節

する仕組みの 1つであると考えられる。 
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VII. 討論 

 

筋細胞に発現するMbは、細胞内での酸素貯蔵や細胞内への酸素流入を

促進する役割を果たすと考えられてきた。しかしながら、Mb-/-マウスは生

理機能に深刻な障害をきたさないという報告により、Mbが細胞内に存在

する意義が問われることとなった。その後、研究手法が進歩したことから、

複数の研究によって生体内ではミトコンドリアの酸素需要に応じてMb

が酸素を供給し、Mbの脱酸素化はミトコンドリアの酸素需要と共役して

いることが示唆された。本研究では、ミトコンドリアとMbの関連性は先

行研究によって示唆されてきたよりも密接であると仮定し、Mbがミトコ

ンドリアの呼吸調節に直接的に関わる因子の 1つであるという仮説を立

て、それを検証した。 

 

1. ミトコンドリアに局在するMbの重要性（Rossignol et al., 1999） 

本研究ではMbがミトコンドリアに局在し、さらにミトコンドリアの呼

吸機能に直接関与していることを示した。Mb発現ベクターのみの遺伝子

導入およびMb発現ベクターと control siRNAを同時に遺伝子導入した一

過性のMb過剰発現モデルは、対照細胞に比べて state 4の有意な上昇が認

められた（Figure VI-2A, B）。このことはMbの過剰発現によってミトコ

ンドリアによる酸素消費のベースラインが上昇したことを示している。そ

れを支持するデータとして、RCRはMb遺伝子操作群と対照群に有意な

差は認められなかったものの、Mb過剰発現細胞において低い傾向にある

（Figure VI-3）。呼吸のベースラインが上昇するのは、Mb量の増加が生ず

ると complex IVの酵素活性が定常的に高い水準を維持することに由来す

ると推察される。Mbの増加がもたらした基底状態におけるミトコンドリ
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ア呼吸の亢進は、糖質や脂質の酸化を促進し、生命活動を維持するために

より多くのエネルギー基質が必要となる表現型の獲得に寄与したと推察

される。この表現型を恒常的に維持したモデルが実験 IIにおいて用いた

筋管である。筋管モデルにおいて CS活性が減少した（Figure V1-B）原因

の 1つとして、ミトコンドリアによる過剰なエネルギー基質の消費を抑制

するために基質酸化の律速酵素の 1つである CSを減少させる適応が誘発

されたと推察される。まとめると、Mbは complex IVを修飾することによ

ってミトコンドリアの呼吸機能を根本から改善し、ATPの再合成とそれ

に伴うエネルギー基質の酸化を促進していると考えられる。これはMbが

筋細胞におけるエネルギー代謝調節において基幹的な役割を担うこと示

唆している（Figure VII-1）。 

Mbと同様に、従来はミトコンドリア以外の細胞区画に局在すると見な

されてきたタンパク質が筋細胞において呼吸調節機能を担っていること

が報告されている。Stat 3は炎症の誘発に関わる転写因子であるものの、

心筋においては complex Iと相互作用することで酵素活性を上昇させ酸素

消費も亢進させる（Wegrzyn et al., 2009）。この先行研究と本研究の成果を

考慮するとエネルギー需要が高く、その変動が激しい筋組織のミトコンド

リアは呼吸を調節するために特徴的な機構を獲得したと推察される。

Rossignol et al.（1999）は心筋と骨格筋のミトコンドリア呼吸は他の組織

に比べて、complex IVの酵素活性に依存的であることを示している。実験

IIIによって、Mbは complex IVの酵素活性を特異的に修飾していること

が示された。したがって、骨格筋細胞内においてMbが complex IVの酵

素活性を調節することは、骨格筋ミトコンドリアが complex IV依存的な

呼吸を示すメカニズムの 1つなのではないかと推察される。 
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Figure VII-1.  Schematic diagram of mitochondrial respiration in myocyte. 
A: It has been assumed that Mb localized in cytoplasm and bind 
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release oxygen in response to the increase of oxygen demand of 
mitochondria at the onset of muscle contraction. However, any reports 
provide data which reveal direct interaction of Mb with mitochondria. 
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enzymatic capacity in Mb overexpressing myotubes, although CS 
activity was compromised, suggesting that Mb expression could 
contribute to the acquisition of  efficient respiratory capacity. 
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ミトコンドリアに局在するタンパク質の多くはミトコンドリアに移行

するためのアミノ酸配列を有しており、その配列を介してミトコンドリア

に取り込まれる（Schmidt et al., 2010; Becker et al., 2012）。Stat 3もMbもそ

のアミノ酸配列を含んでいない。そのためMbは細胞質にも局在し、Mb

全体に占めるミトコンドリアに局在する割合は低い（Figure IV-3A-D）。

進化の過程においてミトコンドリア特異的に発現するための配列を失っ

たか、もしくは初めからその配列を保持せずに後天的にミトコンドリアに

取り込まれる仕組みを獲得したのかは不明である。本研究ではMbがミト

コンドリアに取り込まれる仕組みの解明には取り組めなかった。ミトコン

ドリアによるMbの取り込みが分子レベルで精密に調節されていること

を示すことができれば、ミトコンドリアに局在するMbが細胞システムの

1つとして重要であると示すことが可能であろう。 

また本研究の解釈を制限する点として、今回用いた過剰発現モデルでは

細胞質とミトコンドリアの両方の細胞区画においてMbが増加している

点が挙げられる。ミトコンドリアに局在するMbの影響をより特異的に検

証するためには、ミトコンドリアに局在するアミノ酸配列とMbの配列を

持つ合成タンパク質をコードする遺伝子を導入した上でミトコンドリア

の表現型を検証する必要があるかもしれないと考えられる。 

 

2. 筋細胞にMbが存在する意義; 酸素代謝の観点から 

ミトコンドリアに局在するMbはどのような機能を担うかを検証した

実験 II, IIIによって、ミトコンドリアに局在するMbは complex IVの酵素

活性を修飾する機能を担っており、分化の過程ではミトコンドリアが呼吸

調節機構を効率化することに貢献していると推察される。従来の先行研究

と本研究から得られた知見を総合して、Mbが細胞質とミトコンドリアの
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どちらにも局在する意義を考える場合に酸素の運搬機能ではなくミトコ

ンドリア呼吸の調節機構に着目することで、新しい視点から論じることが

できる。 

ミトコンドリアの complex IVは NOと結合すると、酸素の還元機能が

阻害されてしまう（Brunori, 2001）。その一方でMbも NOと結合すること

が可能であり（Flogel et al., 2001）、NOの細胞内での活動を制限すること

でミトコンドリア呼吸が阻害されるのを防いでいると考えられていた

（Brunori, 2001）。しかしながら、Mbは NOを除去するだけが NO代謝に

おける唯一の機能ではないことが示された。脱酸素化したMbは NO2を

還元することで NOを産生することが可能である（Rassaf et al., 2007）。つ

まり、Mbは NOを除去する機能と産生する機能の両方を有していると報

告されている。細胞内の酸素濃度を考慮したとしても、生体内において

Mbは NOの除去と産生の両方を担うと考えられている（Kamga et al., 

2012）。そして、Mbによる NO産生は虚血状態に陥った心臓組織におい

てミトコンドリア呼吸を阻害し、活性酸素種の発生を抑制することによっ

て、細胞死を防ぐことが明らかになった（Hendgen-Cotta et al., 2008）。し

たがってこれらの先行研究と本研究で得られた知見を総合すると、細胞が

正常な状態ではMbは complex IVと相互作用することにより酵素活性を

亢進させ、酸素消費を促進している。その一方で、細胞が低酸素状況に陥

った場合に細胞質のMbは脱酸素化しつつ、NO2から NOを産生し、その

NOが complex IVと結合することで細胞内の酸素不足による活性酸素の

発生を抑制している。つまり、Mbはミトコンドリア呼吸のアクセルとブ

レーキの両方を調節することが可能なタンパク質であり、ミトコンドリア

の内側及び細胞質からミトコンドリア呼吸を調節する機能を担っている。
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Mbが筋細胞内に存在する意義はミトコンドリア呼吸の亢進と抑制を複数

のメカニズムを介して調節することであると推察する。 

 

3. 細胞分化過程におけるミトコンドリアの可塑性 

Mb過剰発現筋管においてはミトコンドリアによる酸素消費速度が亢進

しており、さらに 4つの呼吸鎖複合体の酵素活性が上昇していることが示

された（Figure V-2A, D）。その一方でMb過剰発現筋管における CS活性

は減少し、mtDNAのコピー数も減少傾向であった。この CS活性の減少

は、Mbの過剰発現がもたらした基底状態の酸素消費の亢進によってエネ

ルギー基質である糖質、脂質が過剰に分解されることを防ぐための適応で

あると考えられる。では、呼吸鎖複合体の酵素活性が complex IVのみな

らず complex Iから IIIも上昇したのはなぜか。この表現型をもたらした

原因として機能不全に陥ったミトコンドリアを分解する機構の 1つであ

るマイトファジーが関与していると考えた。ミトコンドリアによる呼吸が

正常である細胞においてマイトファジーは抑制される（Okamoto, 2014）。

これはマイトファジーを誘発させる仕組みの 1つである PINK1-Parkinを

介した経路に着目することで理解できる。PINK1はミトコンドリアの膜

電位が高いとミトコンドリアのマトリックスに取り込まれて分解される

（Yamano and Youle, 2013）。この時に Parkinは細胞質に拡散し、ミトコン

ドリアに凝集することはないため E3-ubiquitine Ligase である Parkinが誘

発するミトコンドリアタンパク質のユビキチン化は起こらず、マイトファ

ジーも起こらない（Matsuda et al., 2010）。しかしながら、ミトコンドリア

膜電位が減少すると PINK1がミトコンドリア外膜のタンパク質トランス

ロカーゼである Tomに引っかかったような状態となる。その結果 Parkin

をミトコンドリアに凝集させ、最終的にマイトファジーを誘発する
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（Okatsu et al., 2013）。つまり、ミトコンドリアの膜電位が正常に保たれ

ていればマイトファジーの対象とはならず、逆に膜電位に異常をきたすと

そのミトコンドリアを分解するための機構が働くのである。ミトコンドリ

ア膜電位は 4つの呼吸鎖複合体がプロトン（H+）をマトリックスから膜

間腔へ汲み出す機能とATP合成酵素がH+をマトリックス側へ流入させる

機能に概ね依存している。したがって、Mbの過剰発現によってMb量が

増加したミトコンドリアでは complex IVによる H+の汲み出しが増加し、

膜電位が消失しにくい特性を得たと考えられる。つまり、機能不全として

見なされるミトコンドリアの割合が減少したと考えられる。そのため、マ

イトファジー機構がより迅速に機能不全ミトコンドリアに動員されたの

ではないかと推察される。したがって、Mbの過剰発現によって機能不全

の度合いが深刻なミトコンドリアが優先的に分解され、機能不全に陥って

いないミトコンドリアが相対的に増加し、Mbが酵素活性を修飾しない呼

吸鎖複合体の活性も上昇したのではないかと推察する。これが complex IV

以外の呼吸鎖複合体活性が上昇している原因の 1つであり、mtDNAのコ

ピー数も減少傾向であるという結果が得られた原因でないかと考えられ

る。 

 

以上のように、本研究では酸素結合タンパク質であるMbが骨格筋ミト

コンドリア呼吸を調節する因子の 1つであることを示し、Mbが呼吸を調

節する仕組みの一部を明らかにした。Mbはミトコンドリアの complex IV

と相互作用し、酵素活性を上昇させることで酸素消費を亢進させているこ

とが示された。さらに、Mb発現が恒常的に増加することで complex IV以

外の呼吸鎖複合体活性も亢進し、CS活性の抑制に由来して呼吸基質の供

給が少ないにも関わらず酸素消費速度を亢進させることが明らかとなっ
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た。したがってMbはミトコンドリア呼吸の調節を担い、骨格筋の代謝特

性を規定する重要な因子であることが示唆された。 
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VIII. 総括 

 

本研究ではMbの細胞内における存在意義を再定義するために、ミトコ

ンドリアと Mb が直接的な関連性を有しているか否かを検証し、さらに

Mb 遺伝子改変モデルを用い、ミトコンドリアの呼吸調節機構における

Mbの役割を検証した。 

各実験から得られた主な知見は以下の通りである。 

 

1. ミトコンドリアに局在するMbの特徴（実験 I） 

Mbが骨格筋ミトコンドリアに局在するか否かを組織学と生化学の手法

を用いて検証した。その結果、Mbは細胞質だけでなくミトコンドリア内

にも局在し、呼吸鎖複合体の complex IVと相互作用することが示された。

また、有酸素代謝能力が優れている筋ほどミトコンドリアに局在するMb

が多いことが示された。したがって、ミトコンドリアに局在するMbはミ

トコンドリアの呼吸調節に影響を及ぼすことが示唆された。 

 

2. Mbを過剰発現させた筋管細胞においてミトコンドリアが示す表現型  

（実験 II） 

ミトコンドリアに局在する Mb がミトコンドリアの呼吸調節機構に及

ぼす影響を検証するために、Mb安定発現細胞株を構築し、それを分化誘

導して筋管状になった細胞のミトコンドリアを分析した。その結果、Mb

が過剰発現した筋管ではCS活性が低下したために呼吸基質の供給が減少

すると考えられるものの、酸素の消費速度は亢進した。また complex Iか

ら IVの酵素活性が亢進したものの、それぞれの複合体の量は変化してい
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なかった。したがって、Mbの過剰発現は各呼吸鎖複合体の 1つあたりの

酵素活性を亢進させると考えられる。これらの結果から、筋細胞が分化す

る過程に起こるミトコンドリア呼吸機能の亢進は Mb 量が増加すること

によって促進されることが示唆された。 

 

3. 一過性に Mb 遺伝子を改変した筋芽細胞のミトコンドリアが示す表現

型（実験 III） 

ミトコンドリアに局在する Mb が分子レベルでどのような役割を果た

しているかを明らかにするために、筋芽細胞を用いて一過性のMb遺伝子

改変モデルを構築し、ミトコンドリアの呼吸機能を分析した。ミトコンド

リアによる酸素消費速度は Mb 過剰発現モデルにおいて亢進した。また、

Mb の発現を抑制すると酸素消費速度の亢進が相殺された。加えて、

complex IVの酵素活性はMb過剰発現で亢進し、発現抑制によって減少し

た。筋管の場合と同様に各複合体の量は変化しなかったため、complex IV 

1 つあたりの機能が亢進または減少したと考えられる。したがって、

complex IVの酵素活性を修飾することがミトコンドリアにおけるMb分子

の役割であり、酵素活性を亢進させた結果として、ミトコンドリアの酸素

消費速度の上昇をもたらすと考えられる。 

 

以上の検証結果から、Mbは complex IVの酵素活性を亢進させ、ミトコ

ンドリア呼吸活性を亢進させること、さらに分化過程においては complex 

IV 以外の酵素活性の上昇にも寄与し、ミトコンドリアの呼吸調節機構の

効率化に貢献していることが示唆された。 
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