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研究成果の概要（和文）：臓器固定法、代謝物抽出法の工夫により、高感度な心臓メタボローム解析のプラット
フォームを構築した。心臓負荷下での心臓特異的LDHアイソフォーム欠失マウスの表現型解析から、心筋ミトコ
ンドリア呼吸を賦活する乳酸が、運動など心筋代謝ストレスに耐容するために重要なエネルギー基質であること
が示唆された。それらを説明する心臓代謝シグネチャとして、乳酸代謝の障害を契機とした「過還元状態（電子
の鬱滞）」を描出することに成功した。さらに、乳酸代謝は、細胞質とミトコンドリア間でNADHの還元当量を連
携する、リンゴ酸－アスパラギン酸シャトルとの協調的な作用を介し、ミトコンドリア呼吸を賦活していると考
えられた。

研究成果の概要（英文）：It has long been difficult to analyze energy metabolism with high precision 
in cardiac tissues, which show rapid metabolic turnover. We herein applied our optimized methodology
 for tissue fixation and metabolite extraction for depicting, with high sensitivity, cardiac lactate
 metabolism. We performed phenotypic analysis of LDH-deficient mice under multiple cardiac overload 
conditions and were able to show that LDH-deficient mice have impaired tolerance to increased 
afterload and/or exercise. Furthermore, we succeeded in depicting that the "hyperreduced state 
(electron congestion)" of the heart, triggered by impaired lactate metabolism, characterized the 
metabolic signature of LDH-deficient hearts and played central roles in inducing the cardiac 
dysfunction. Heart lactate oxidation was stimulating mitochondrial respiration via a concerted NADH 
recycling reaction with the malate-aspartate shuttle.

研究分野： 循環器病学

キーワード： 心臓　エネルギー代謝　乳酸
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研究成果の学術的意義や社会的意義
代謝回転の早い心臓組織においてエネルギー代謝を高精度に解析することは困難であったが、我々は、独自に最
適化した試薬投与方法、臓器固定・回収時間、代謝物抽出法により、高感度な心臓メタボローム解析を実現し
た。これらを、世界に先駆け樹立したLDHアイソフォーム心臓特異的欠失マウスの心臓疾患代謝解析に適用する
ことで、心臓病態を通底する疾患代謝の特徴の一つとして「過還元状態」の存在が示唆された。エネルギー基質
としての乳酸が持つ固有の役割が明らかとなり、今後、乳酸代謝を切り口とした病態理解、心筋ミトコンドリア
呼吸賦活法の開発への貢献が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
乳酸に対しては、従来、「筋疲労の原因物質」或いは「敗血症の予後増悪因子」といった、グ

ルコース代謝過程の老廃物たる悪評が既成概念化していた。しかし、ありとあらゆるエネルギー

代謝基質を取り込む「雑食な心臓」においては、心筋細胞は乳酸すらも積極的に取り込み、利用

することが近年報告された。心臓のエネルギー代謝は、一見すると、無秩序で選択性に乏しい代

謝様式の印象を与えてきた。しかし、近年の心臓エネルギー代謝研究が明らかにしたことは、あ

らゆる状況下で循環維持装置としての役割を全うするためにも、心臓においてはエネルギー代

謝基質の積極的使い分けが行われている、という事実であった。すなわち心臓の雑食性は、激し

く変化する外的環境および内的需要に呼応しながら正常な臓器機能を保つための、エネルギー

基質を巧妙に使い分ける適応戦略、と捉え直されている。 
乳酸は、血中に最も豊富に存在する代謝物の一つであるが、心臓乳酸代謝の詳細な解析が試

みられたことは無く、(i) 心筋細胞における乳酸代謝を可能たらしめる分子メカニズム、そして、
(ii) 心臓の代謝適応戦略における乳酸代謝の意義付けはこれまで不明であった。心筋に備わった
分子遺伝学的特徴および表現型の中で、乳酸代謝と強く関連する因子を探索する過程で、心筋に

特異的に発現する乳酸脱水素酵素（LDH）アイソフォーム Bに着目し、同アイソフォームが心
筋における乳酸利用調整のキー酵素であることを見出した。また乳酸は、心筋細胞におけるミト

コンドリア酸素呼吸の活性化作用を有していた。これら予備的知見に基づき、「莫大な酸素消費

と引き換えにしてまで、他の細胞にとっては老廃物に過ぎない乳酸を、敢えて積極的に代謝する

ようになった心筋細胞の適応戦略」を理解したい、と考えた。 
 
２．研究の目的 
心臓乳酸代謝へ遺伝子工学的に介入した「LDHアイソフォーム心臓特異的 KO（cKO）マウ

ス」を用いて、乳酸を代謝老廃物ではなく生理的代謝基質として捉え直し、心臓乳酸代謝可塑性

が臓器・個体の恒常性維持に果たす役割を解明することが、本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
(1) 単離マウス成獣心筋細胞の代謝フラックス解析 

8-10 週齢雄 C57BL6 野生型（対照）マウスおよび LDHアイソフォーム cKO マウス心臓にラン

ゲンドルフ灌流を行い、心筋細胞を単離した。単離心筋細胞はアッセイ培地（低緩衝能 Dulbecco

改変 Eagle 培地 + 25 mM ブドウ糖）に 10000 細胞/mLの密度で懸濁され、675 µL/ウェルがラミ

ニン（Invitrogen）コートを施した Seahorse XF24 V7 プレート（Agilent）に播種された。Seahorse 

XF代謝フラックスアナライザー（Agilent）を用いて、酸素消費速度、細胞外酸性化速度計測を

行った。 

(2) マウス表現型解析 

安静時、および薬物（イソプロテレノール塩酸塩（東京化成工業）0.1 μg/g 体重、腹腔内

投与）負荷時、経胸壁心臓超音波検査を実施し、左室駆出率を計測した。また、トレッドミル試

験による走行距離・時間を記録し、運動耐容能を評価した。 

(3) 組織固定、代謝物抽出 

浅吸入麻酔下に MMW-05 マイクロウェーブアプリケータ（室町機械）を用いてマウス心臓組織

へのマイクロ波フォーカス照射を行い、固定後の心臓組織からクロロホルム／メタノール抽出



により、水溶性画分の代謝物を回収し、乾燥濃縮した。 

(4) 代謝物の定量解析、および安定同位体ラベル法による乳酸代謝動態解析 

安静時の 8-12 週齢 LDHアイソフォーム cKOおよび対照マウスに、18 mM（pH 7.4）に調整さ

れた L-乳酸 13C（大陽日酸）300 µLを腹腔内投与した。5分、10分、30分時点でマイクロ波心

臓固定を行い、前項の方法で代謝物を抽出した。13C ラベル／非ラベル代謝物を LC-MS/MS で定

量した。 

(5) 高性能液体クロマトグラフィー（UPLC）、酵素発光法による NADH、NAD+定量 

UPLC（Waters）および NADH/NAD+ Glo Assay（Promega）により NADH/NAD+、を定量した。前

者では、分離用カラムに逆相 UPLCカラム 18C ODS（Acquity）を使用し、10 mM リン酸ナトリウ

ム（pH 6.9）と 10%アセトニトリルを溶媒としたグラジエント溶出を行い、検出には 260 nmの

吸光を用いた。後者では、マウス心臓代謝物抽出液に検出試薬混合液を添加後、15 分値の発光

を計測した。 

(6) 心筋炎モデルの樹立、解析 
コクサッキーウイルス、トリパノソーマ(MOI = 10:1)を用い、代表的心臓病態の一例として、

「心筋炎」を模倣する疾患モデルを樹立し、心臓の「過還元状態」が、心臓病態を通底する疾患

代謝の特徴であるかを検証した。 

 

４．研究成果 

10 mM乳酸ナトリウム添加前後で、単離マウス成獣心筋細胞の酸素消費速度は有意に上昇し、

乳酸による心筋ミトコンドリア呼吸の賦活が示唆された。LDHBは、LDHAに比べ乳酸酸化反応の

最大速度がおよそ 2倍上回り（VmaxLDHB＞VmaxLDHA）、KmLDHB = 1.079 mM（KmLDHAのおよそ 1/4）

は、生体内乳酸濃度（0–2.0 mM）を勘案するに、LDHBを主体とした乳酸酸化を説明する数値と

して妥当であった。研究開発期間の前半（R1-2年度）までに、(i) 薬剤負荷、(ii) トレッドミ

ル運動試験の 2 つの負荷モデル下で LDH アイソフォーム cKO マウスの表現型解析を進めた。そ

の結果、同マウス心においては乳酸代謝障害が背景となり、(i) イソプロテレノールの陽性変

時・変力作用に伴う心負荷によってエネルギー代謝不全が顕在化(p = 0.003)し、(ii) 運動負荷

耐容強度 (p = 0.027)が減弱していた。さらに、次に、これら表現型の背景にある代謝シグネチ

ャを理解したいと考え、代謝回転の早い心臓組織においても堅牢なデータ取得が可能となる方

法論構築を進めた。慶應大学との共同研究によって独自に最適化した臓器固定法、代謝物抽出法

を用いたことによって、旧来の心臓エネルギー代謝研究では成し得なかった、高精度・高感度な

心臓メタボローム解析プラットフォームの整備を達成した。また LDH アイソフォーム cKO マウ

ス心の後負荷／運動耐容能低下を説明する心臓代謝プロファイルを理解する目的で、13C 安定同

位体標識化合物を用いたマウス心代謝フラックス解析系を構築し、基盤データ取得を行った。さ

らに、心臓代謝プロファイルを発現代謝酵素のパターンと突合し理解するために、網羅的心臓遺

伝子発現解析系（RNA-seq）を構築し、データ取得を行った。 

研究開発期間の後半（R3-4年度）以降、心臓メタボロームおよびトランスクリプトームデー

タの統合解析から、LDHアイソフォーム cKO マウス心臓においては、NADH貯留により NADH/NAD+

が上昇（p = 0.002）し「過還元状態（電子の鬱滞）」が存在することが見出された。細胞質プー

ルの酸化還元状態を反映すると言われる乳酸／アラニン比のマウス系統間比較から、細胞質プ

ールにおける電子鬱滞の可能性が示唆された（p = 0.031）。なお、PDK を介した PDH複合体のリ

ン酸化・脱リン酸化調節が、この心臓過還元状態を駆動していることが明らかになった。糖に加

え、乳酸をも積極的に酸化する心筋細胞の細胞質では、余剰に生じる NADHを再酸化・再利用す



る機構の存在が示唆された。LDHアイソフォーム cKO マウス心においては、細胞質 MDH 活性まで

もが低下しており（p = 0.016）、心臓乳酸代謝がリンゴ酸−アスパラギン酸シャトルと協調的に

機能している傍証が得られた。同成果をまとめた論文は、公表に向けた編纂の段階にある。 

また心臓の「過還元状態」が、心臓病態を通底する疾患代謝の特徴であるかを検証すべく、

心筋炎モデルを樹立した。宿主心筋と病原体との相互作用が引き起こす心臓代謝変容について、

網羅的心臓遺伝子発現解析のデータを取得した他、病原体感染後のリアルタイム代謝フラック

ス解析の実験系を構築し、心筋炎モデルの酸素呼吸、嫌気的解糖の活性評価を進めた。心筋炎進

行の分子的背景の中でもシグナル因子を介した重症化カスケードについて解明した研究成果は

複数の学会（国内学会 3件、国際学会 3件）において公表しており、代謝シフト含めた遺伝子発

現 変 動 の 網 羅 的 解 析 結 果 を 学 術 論 文 と し て 公 表 す る こ と が で き た （ doi: 

10.1101/2023.02.27.530371）。 
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