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研究成果の概要（和文）：本研究は当初の計画を変更し，心筋や下肢骨格筋においてミトコンドリア機能を保護
する可能性が示されている硫化物の投与が，横隔膜機能不全へ及ぼす影響を明らかにすることを目的とした．ラ
ットに生理食塩水または硫化物を投与し，12時間の自発呼吸または人工呼吸を行った．その結果，人工呼吸器使
用直前の硫化物単回投与により，横隔膜萎縮および機能不全が抑制され，ミトコンドリア呼吸機能が維持される
とともに活性酸素種産生が抑制されることを示した．しかしながら，Calpain，Caspase-3およびCARS2に有意な
変化が見られたもののそのメカニズムを解明するには至らず，今後の課題である．

研究成果の概要（英文）：We investigated the hypothesis that H2S preconditioning will protect the 
diaphragm against ventilator-induced diaphragm dysfunction (VIDD). Rats were randomly assigned to 
one of four groups: 1) 12 h spontaneous breathing (SB) with saline (SB-SALINE); 2) SB with Na2S as a
 H2S donor (SB-H2S); 3) 12 h of mechanical ventilation (MV) with saline (MV-SALINE); 4) MV with Na2S
 (MV-H2S). Compared to both SB-SALINE and SB-H2S, MV resulted in significant diaphragm atrophy and 
contractile dysfunction. Importantly, treatment with Na2S prior to MV protected the diaphragm 
against VIDD. Further, 12 h of MV resulted in increased mitochondrial uncoupling as evidenced by a 
significant decrease in the mitochondrial respiratory control ratio in mitochondria isolated from 
the diaphragm of MV-SALINE animals. Importantly treatment with H2S protected diaphragmatic 
mitochondria against MV-induced uncoupling. Our findings support the hypothesis that H2S 
preconditioning protects the diaphragm against VIDD.

研究分野： 運動生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　主な呼吸筋である横隔膜は，人工呼吸器の装着などにより自発的な収縮を軽減すると，わずか半日で急激な萎
縮と機能不全を示す．呼吸筋の機能低下は易疲労感や生活活動量の低下をもたらすことから，横隔膜の機能を維
持/回復する方法の開発が課題となっている．本研究では，心筋や下肢骨格筋においてミトコンドリア機能を保
護する可能性が示されている硫化物の投与が，横隔膜機能不全へ及ぼす影響を明らかにすることを目的とした．
その結果，人工呼吸器使用直前の単回投与により，横隔膜萎縮および機能不全が抑制されることを示した．本研
究の成果は，横隔膜機能保護の新たな取り組みにつながることが期待できる．
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図 1. 横隔膜萎縮実験 

１．研究開始当初の背景 
骨格筋は，運動刺激に対して筋肥大や筋力向上などの適応を示す一方で，不活動には筋

萎縮（廃用性筋萎縮）や筋力低下を示す．一般に，骨格筋から連想されるのは腕や脚の筋肉
であることが多いが，呼吸筋も同じく骨格筋である．主な呼吸筋である横隔膜は，人工呼吸
器の装着などにより自発的な収縮を軽減すると，12 時間で 20%程度も萎縮し機能不全を呈
する．これは，他の骨格筋では 1 週間程度を要する大きな変化が横隔膜ではわずか半日で起
こることを意味する．呼吸筋の機能低下は易疲労感や生活活動量の低下をもたらすことから，
呼吸筋機能の維持・向上は腕や脚の筋肉と同様に重要であり，人工呼吸器装着後の呼吸機能
の維持・回復が課題となっている． 

申請者はこれまで，ラット横隔膜萎縮モデルを用い，横隔膜筋萎縮メカニズムをいくつ
か明らかにしてきた．しかしながら，従来のラット横隔膜萎縮モデルは萎縮実験後の生存が
困難であるため，横隔膜の廃用性萎縮メカニズムは徐々に明らかになりつつあるものの，そ
の後の回復過程は不明であった．そこで，基課題として，横隔膜の廃用性萎縮からの回復メ
カニズムを実験的に明らかにし，効果的な回復法の確立を目指す研究に取り組み，さらに，
横隔膜筋萎縮サンプルの分析とそのメカニズムの解釈に関する部分を発展させることを目
的として，本研究分野の第一人者であるフロリダ大学 Scott K Powers 教授と共同研究を実
施するに至った．我が国において横隔膜筋萎縮研究に取り組んでいるのは申請者らのみであ
り，研究を進めるにあたり，海外の研究者との情報交換は必須である．四肢骨格筋とは異な
る特徴が多い横隔膜研究遂行のため，世界で最も活発に横隔膜萎縮研究を推し進めているフ
ロリダ大学に蓄積された様々な工夫やノウハウを学ぶことは本研究を進める上で非常に大
きな意義を持つ． 

 
２．研究の目的 

本国際共同研究は，基課題で取り組む内容のうち，横隔膜萎縮筋サンプルの分析とその
メカニズムの解釈に関する部分を発展させることを目的とする．基課題の研究内容は，改良
型モデルを構築し萎縮からの回復期に焦点をあてたものであり，基課題で構築したモデルを
用いて，近年注目されているミトコンドリア機能不全に着目した分析を行うことで，萎縮か
らの回復メカニズムの解明を大きく発展させることが期待できると考えた． 

しかしながら，共同研究先で回復期に焦点を当てた改良型モデルを用いるのが困難であ
ったため，横隔膜の萎縮過程におけるミトコンドリア機能の関与へ対象を切り替え，心筋や
下肢骨格筋においてミトコンドリア機能を保護する可能性が示されている硫化物の投与が，
横隔膜機能不全へ及ぼす影響を明らかにすることを目的として研究に取り組むこととした． 

 
３．研究の方法 
（1） 横隔膜萎縮実験（図 1） 

4ヶ月齢のSprague-Dawley雌性ラットを，①自発呼吸群+生理食塩水（SB-SALINE），
②自発呼吸+硫化物（SB-H2S），③人工呼吸群+生理食塩水（MV-SALINE），④人工呼吸
+硫化物（MV-H2S）の 4 群に分け，麻酔下で気管切開後に挿管し，自発呼吸もしくは小
動物用ベンチレータを用いた人工呼吸を行った．また，頸静脈に麻酔維持用の，頸動脈
に血ガス測定および血圧モニタ用のカテーテルを留置するとともに，心電図と直腸温を
モニタし，バイタルの維持に努めた．なお，気管挿管直後に生理食塩水または硫化物
（Na2S，50µM/kg）を腹腔内投与した． 

（2） 横隔膜収縮能評価 
酸素化した Krebs 溶液内で電気刺激（1，15，30，60，100，160Hz）を行い，横隔膜

の収縮能力を評価した．なお数値は横断面積で標準化した． 

（3） ミトコンドリア呼吸機能評価 
先行研究に従って横隔膜ミトコンドリアを抽出し，液相酸素測定システムを用いてミ

トコンドリア呼吸比（RCR，state3/state4）を測定した． 

（4） 活性酸素種産生評価 
ミトコンドリア抽出サンプルを用いて，分光蛍光光度計による活性酸素種（H2O2）産

生評価を行った． 

（5） 横隔膜萎縮評価 
横隔膜の凍結組織切片（10µm）を免疫

組織化学法により多重染色し，筋線維タ
イプ（Type I，Type IIa，Type IIx）ごと
の筋線維横断面積を測定した． 

（6） タンパク質発現評価 
ウェスタンブロット法を用いてタンパ

ク質分解系および硫化物代謝経路のタン
パク質発現量を解析した． 



図 3. 横隔膜収縮能 
 

図 2. 筋線維横断面積 

図 4. ミトコンドリア呼吸機能 

４．研究成果 
骨格筋に対して硫化物を投与した例はこれ

までほとんど報告されていないことや，硫化
物は血管拡張能を持ち血圧を低下させるこ
とから，効果的な硫化物投与量および投与の
タイミングを検討するための予備実験を行
った．その結果，最小投与回数である横隔膜
萎縮実験直前の単回投与により十分な横隔
膜への保護作用が認められたため，最もシン
プルな単回投与を採用して研究を進めるこ
ととした． 
本研究は，硫化物の投与が横隔膜萎縮およ

び機能不全を抑制することを初めて示した
ものであり，単回投与で大きな抑制効果があ
ったことは驚くべきことである．しかしなが
ら，そのメカニズムを解明するには至ってお
らず，引き続き研究を続けていきたいと考え
ている． 

（1） 横隔膜萎縮および機能不全に対する硫化物
の効果 
先行研究と同様に，12 時間の人工呼吸器

使用により横隔膜は 20%程度減少したが，
硫化物の単回投与により萎縮はほぼ完全に
抑制された（図 2）．収縮特性では完全な保
護効果は示されなかったものの，硫化物の
投与により横隔膜の機能不全はほぼ抑制さ
れた（図 3）． 

（2） ミトコンドリア機能に対する硫化物の効果 
先行研究と同様に，12 時間の人工呼吸器

使用によりミトコンドリア呼吸比は低下し
たが，硫化物の投与によりミトコンドリア
呼吸比はほぼ完全に保護される結果となっ
た（図 4）．活性酸素種産生能も，先行研究
と同様に人工呼吸器使用で増加したが，硫
化物の投与により抑制された． 

（3） タンパク質発現に対する硫化物の効果 
タンパク質分解経路で主要な役割を果た

す calpain および caspase-3 の発現量は，
人工呼吸器使用により増加したが，その増
加は硫化物の投与により抑制された．一方
で，4-hydroxynoneal（4-HNE）の発現量
に大きな差は見られず，結果が一致しなか
っ た ． 硫 化 物 代 謝 経 路 に 関 与 す る
Cysteinyl-TRNA Synthetase 2（CARS2）
発現量は人工呼吸器使用で低下したが，そ
の低下は硫化物の投与により自発呼吸群と同程度に維持された．しかしながら，MPST
など他の硫化物代謝経路に関与するタンパク質に差は見られなかった．そのため，硫化
物の投与による横隔膜の保護メカニズムについては，今後更なる研究が必要であると考
えられた． 
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