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研究成果の概要（和文）： 

 ペルオキシナイトライト（ONOO-）は，関節リウマチに伴う筋力低下の要因の一つであるこ

とが示唆されている．しかしながら，ONOO-が骨格筋に及ぼす生物学的な作用は十分明らかに

されていない．そこで本研究では，ONOO-ドナーである 3-morpholinosynonimine (SIN-1)が，

マウスの足部から採取した単一筋線維の収縮機能に及ぼす影響を検討した．その結果，ONOO-

は筋小胞体 Ca2+放出チャネルの酸化的修飾を引き起こすことで，骨格筋の機能低下を誘引する

ことが示唆された． 

 

研究成果の概要（英文）： 

     Peroxynitrite anion (ONOO-) has been proposed to be one of the principal causes of 

the muscle wasting and weakness observed in rheumatoid arthritis. However, the 

biological effects of ONOO- on skeletal muscle remains poorly understood. The present 

study investigated the effects of ONOO- donor 3-morpholinosynonimine (SIN-1) on the 

contractile properties of intact fibres from a mouse foot muscle. Our results suggest that 

ONOO- induces the skeletal muscle dysfunction due to an irreversible oxidation of 

sarcoplasmic reticulum Ca2+ release channels. 
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１．研究開始当初の背景 

 関節リウマチ (RA) 等の関節疾患は，介護
保険が適用される主要な原因である．RA で
は，関節障害に加え，筋力が著しく低下する
ために，介護や支援の必要性が増大する．し

たがって，RA に伴う筋機能低下の要因を明
らかにし，効果的な筋力低下防止プログラム
を確立することは喫緊の課題である．これま
で申請者らは，RA モデル動物であるコラー
ゲン誘発性関節炎マウスの骨格筋において
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認められる筋力の低下が，筋量の減少よりも，
むしろ固有張力（単位断面積当たりの張力）
の低下に起因することを明らかにし，ペルオ
キシナイトライト（ONOO

-）による筋タンパ
ク質の酸化的修飾がそのメカニズムに関与
することを示唆した．しかしながら，ONOO

-

が骨格筋の機能に及ぼす影響については十
分明らかにされていない． 

 

２．研究の目的 

本研究では，ONOO
-による酸化ストレスが，

関節リウマチにおける骨格筋機能低下の要
因であると仮説し，その基礎的研究として，
ONOO

-が筋線維の機能に及ぼす影響とその
メカニズムについて検討した． 

 

３．研究の方法 

本研究は，札幌医科大学動物実験委員会の
承認を受け実施された．なお，一部の実験は，
北ストックホルム動物実験倫理委員会の承
認を受け，カロリンスカ研究所の筋生理学研
究室（Prof. Håkan Westerblad）において実施
された． 

 

（1）単一筋線維の採取 

 NMRI系あるいは C57BL/6系マウスから短
趾屈筋を採取し実験に供した．単一筋線維の
採取には，実体顕微鏡下で切り出す方法と，
コラゲナーゼにより単離する方法を用い，そ
れぞれを目的に応じて使用した． 

 

（2）単一筋線維における収縮機能及び細胞
内 Ca

2+濃度（[Ca
2+

]i） 

ONOO
-が張力及び細胞内 Ca

2+ハンドリン
グに及ぼす影響を検討するために，供与体で
ある 3-morpholinosydnonimine (SIN-1) 溶液へ
単一筋線維を曝露し，強縮（70 Hz）時の張力
および[Ca

2+
]iを経時的に測定した．なお，

[Ca
2+

]iの測定には，Ca
2+蛍光指示薬である

indo-1 を用いた． 

 

（3）筋小胞体 Ca
2+放出チャネル（RyR）の酸

化還元動態 

 ONOO
-が筋機能に及ぼす作用のメカニズ

ムを検討するために，筋線維を SIN-1溶液へ
曝露した後，RyRにおけるグルタチオン化及
びニトロシル化の量をWestern blotting法によ
り解析した． 

 

（4）ミトコンドリアのスーパーオキシド生
成及び膜電位 

 ONOO
-がミトコンドリアの機能に及ぼす

影響を検討するために，SIN-1 溶液へ筋線維
を曝露し，蛍光指示薬である TMRE を用いて
ミトコンドリア膜電位を，一方，MitoSox Red

を用いてミトコンドリアのスーパーオキシ
ド生成量の変化を経時的に測定した． 

 

４．研究成果 

（1）ONOO
-が骨格筋の収縮機能及び [Ca

2+
]i

に及ぼす影響 

筋線維を 0.2 mM SIN-1 へ曝露する前と，
120 分間曝露した時点における最大張力およ
び Ca50（最大張力の 50％を発揮するために必
要な[Ca

2+
]i）に差異は認められなかった．し

かしながら，曝露時間を延長すると，180±20 

(mean±SE, n=5) 分後に強縮時の[Ca
2+

]iととも
に張力は消失した．一方，安静時の[Ca

2+
]iは，

曝露前の値と比べ漸増的に増加した．また，
収縮機能が停止した後も筋線維を SIN-1 へ曝
露し続けると，すべての筋線維は拘縮を起こ
した．なお，SIN-1 によるこれらの作用は，
0.1 mM 以上の濃度で誘引され，Ca

2+が存在し
ない溶液中においても観察された．これらの
知見から，筋線維を ONOO

-へ長時間曝露する
と，筋小胞体からのCa

2+放出機能が阻害され，
収縮機能が停止することが明らかとなった．
また，ONOO

-の曝露により生じる安静時
[Ca

2+
]iの増加は，筋小胞体からの Ca

2+漏出あ
るいはCa

2+取り込み能力の低下に起因するこ
とが示唆された． 

 

（2）還元剤が ONOO
-誘因性の筋機能低下に

及ぼす影響 

 ONOO
-による細胞内 Ca

2+ハンドリング機
能の低下が，筋小胞体タンパク質におけるチ
オール基の酸化により生じると仮説し，還元
剤であるジチオトレイトール（DTT）の作用
を検討した．筋線維を 0.5 mM SIN-1 溶液へ
60 分間曝露すると，強縮時[Ca

2+
]iの低下及び

安静時[Ca
2+

]i の増加が認められたが，1 mM 

DTT 溶液への 15 分間の曝露により，それら
は SIN-1 溶液へ曝露する前の値まで回復した．
しかしながら，その効果は一時的なものであ
り，さらに 30 分ほど生理食塩水への曝露を
継続すると，強縮時の[Ca

2+
]i は消失し収縮機

能は停止した．したがって，ONOO
-による筋

小胞体 Ca
2+放出機能の低下には，チオール基

の酸化が部分的に関与していることが示唆
された． 

 

（3）ONOO
-が RyRの酸化還元動態に及ぼす

影響 

前述の知見は，ONOO
-による酸化ストレス

が，筋小胞体の Ca
2+ハンドリング能力の低下

を誘引し，筋機能の低下を招くことを示すも
のであるが，その分子機構は不明である．そ
こで我々は，ONOO

-による筋機能低下のメカ
ニズムについて，酸化還元動態に対する感受
性の高い RyRに焦点をあて検討した．その結
果，RyRのニトロシル化の量に変化は認めら
れなかったが，グルタチオン化の量が低下す
ることが明らかとなった．先行研究において，
グルタチオン化の量の低下は，遊離チオール



 

 

基の不可逆的な酸化的修飾とともに生じる
ことが示されている．したがって，ONOO

-

による筋小胞体からのCa
2+放出機能の低下は，

RyRにおいて，酸化的修飾が増大することに
より生じると考えられる． 

 

（4）ONOO
-がミトコンドリアのスーパーオ

キシド生成に及ぼす影響 

本研究の結果から，SIN-1 を曝露した筋線
維において MitoSox Red の蛍光値の蛍光強度
が SIN-1 への曝露時間に依存して増大した．
先行研究において，ONOO

-はミトコンドリア
呼吸鎖における複合体 III の働きを抑制しス
ーパーオキシド生成を増大させることが示
されている．また，安静時[Ca

2+
]i の増加は，

ミトコンドリアにおけるCa
2+濃度の増大を招

くことで，スーパーオキシドの生成を誘引す
ることが報告されている．したがって，前述
した RyRの酸化的修飾には，ONOO

-自体によ
る酸化ストレスとともに，これらのメカニズ
ムを介したミトコンドリア由来の酸化スト
レスが関与することが示唆された． 

 

（5）ONOO
-がミトコンドリアの膜電位に及

ぼす影響 

 ONOO
-はその濃度や曝露時間に依存して，

細胞のアポトーシス及びネクローシスを引
き起こすことが示されている．また，アポト
ーシスの要因の一つとして，ミトコンドリア
内における酸化ストレスの増大が挙げられ
る．本研究では，長時間の SIN-1 への曝露に
より，TMREの蛍光強度が増加したことから，
ミトコンドリアにおけるアポトーシス経路
の活性化が，ONOO

-誘因性の筋細胞死に関与
することが示唆された．また，ONOO

-による
ミトコンドリア呼吸の抑制は，ATP の合成を
阻害することで，最終的に筋線維の硬直型の
拘縮を誘引すると考えられる．本研究におい
て筋収縮機能停止後に認められた緩徐進行性
の拘縮は，この考えを支持するものである． 

 

（6）今後の展望 

本研究の結果から，ONOO
-による筋小胞体

の Ca
2+放出チャネルの酸化的修飾が，骨格筋

の機能低下を誘引する因子であることが示
唆された．先行研究において，我々は RA モ
デルマウスで観察される著しい筋力の低下
が，ONOO

-による筋タンパク質の酸化的修飾
を伴うことを示していることから，本研究で
得られた知見は，RA で認められる筋機能の
低下に，ONOO

-による酸化ストレスが関与す
る可能性を示唆するものである．近年，運動
あるいは物理療法により，骨格筋における抗
酸化能力の向上が図られることが示されて
いることから，今後は，抗酸化ストレスの向
上という観点から，RA における安全で効果
的な筋力強化方法について検討していく． 
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