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研究成果の概要（和文）：悪液質は悪性腫瘍などの基礎疾患により引き起こされ、筋肉量の減少を特徴とする複
合的代謝異常症候群である。悪液質では筋肉量の低下により様々な生活動作が制限されるだけでなく、腫瘍に対
する治療へも悪影響を及ぼす。本研究では悪液質に対する新たな治療として、すでに臨床で用いられているフェ
ブキソスタットの効果を筋肉細胞の悪液質モデルと動物モデルにおいて検討した。細胞レベルでは細胞毒性のあ
る活性酸素の低下が示され、動物実験では体重や筋肉重量の低下が抑制され、筋肉内での炎症の低下も示され
た。

研究成果の概要（英文）：Cachexia due to the malignant tumor was a multifactorial syndrome defined by
 an ongoing loss of skeletal muscle mass. This condition is associated with progressive functional 
impairment as well as poor responses to the therapy against malignant tumors. We evaluated the 
effect of febuxostat, which is clinically used for hyperuricemia, for the cachexia in the model 
using the cells of skeletal muscles and the animals. This study showed that febuxostat effectively 
inhibited generation of reactive oxygen species with cytotoxicity in the cells’ model of cachexia. 
In addition, administration of febuxostat to the animal model led a significant improvement in the 
body weight and muscles weight with decrease of marker of oxidative stress and inflammation. 

研究分野： 整形外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
悪性腫瘍による骨格悪液質は骨格筋委縮による機能障害を引き起こすが、その病態は依然として不明であり、確
立された治療もない。悪性新生物は本邦の死亡原因の第1 位であるため、悪液質による骨格筋減少により非常に
多くの患者がADL制限を余儀なくされ、家族の負担も多大なものである。本研究では、悪液質の筋細胞モデルと
動物モデルにおいてfebuxostatの有用性が示された。本薬剤は現在臨床で高尿酸血症に適応されており、本研究
の結果をもとに臨床応用につなげ患者ADLの向上に貢献したい。

圃瓢



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）『悪液質は癌などの基礎疾患により引き起こされ、脂肪量減少の有無に関わらず、筋肉量
の減少を特徴とする複合的代謝異常症候群』と、2006 年ワシントンで開催された consensus 
conference で初めて定義（通称ワシントン定義）された [1]。その病態機序は不明な点が多く、
様々な要因が複雑に関与することから研究も困難であったが、これにより研究の方向性は示さ
れた感がある。しかし治療に関しては原疾患の治療以外に有効な方法はなく、悪性新生物は本
邦の死亡原因の第 1 位であることからも、非常に多くの悪性腫瘍患者や、その家族が多大な負
担を強いられている。現在、悪液質は腫瘍内科など癌治療専門医により評価・加療されるが、
高カロリー補液などの栄養療法では改善できず、薬物治療で食欲を促しても筋肉減少は抑制さ
れず、さらに筋力強化訓練や評価も不十分と思われる。このように悪性腫瘍に関連した悪液質
は医療のみならず大きな社会問題であり、この分野の研究を進めることや、悪液質を克服する
有効な治療を開発することは非常に意義深いものと考える。 

 
（２）整形外科医は運動器を扱うプロフェッショナルであり、現在加齢に伴う運動器疾患に対
する診断治療に関して、運動器不安定症の前段階としてロコモティブシンドローム（ロコモ）
の概念を発信し、本邦で加速度的に増加する高齢化、超高齢化社会における運動器疾患に対峙
すべく研究を行っている。特にロコモの 2 大疾患のうち骨粗鬆症については薬物治療により飛
躍的な効果を挙げた。一方、もう一つのロコモの代表疾患である加齢性筋肉減少症（サルコペ
ニアは骨粗鬆症に遅れはとったが、その病態機序や治療の開発に向けて多くの研究結果が示さ
れている。さらに整形外科では以前よりギプス固定などの安静加療に伴う骨格筋の廃用性委縮
に対しても多くの経験がある。なかでも活性酸素種・フリーラジカル（ROS/FR）が骨格筋障
害の中心的役割を担っていることが示されており、直接的にリン脂質の過酸化障害から筋細胞
を障害することや、損傷された筋細胞から IL-6 や TNF-α などの炎症性サイトカイン（マイオ
カイン）が病態を引き起こすことが明らかにされている [2]。 
 
（３）また悪性腫瘍疾患の病態進行において、腫瘍細胞が自身や周囲の環境へ影響を及ぼすこ
とが重要な機序の一つであり、その際に ROS/FR は重要な因子であることも示されている 
[3-5]。形質転換、腫瘍の増大や浸潤、悪性度の進行といった各々の病態機序に重要な役割を果
たすことが多数報告されている。さらに悪性腫瘍の例において切除標本や血清の評価から
ROS/FR に関連したマーカーの増大が報告されており、全身性あるいは局所における病態に
ROS/FR が関与していることは疑いようがない [6]。これらの事実から、骨格筋悪液質におい
ても ROS/FR が原因の一つとなっている可能性が強く疑われ、治療標的の候補と考えられる。 
 
２．研究の目的 
（１）今後も悪性腫瘍患者が増加することは不可避であり、分子標的薬などの新しい腫瘍治療
が腫瘍罹患後の生命予後を延ばすことが予想される。同時に悪性腫瘍に関連した悪液質による
骨格筋減少が患者の日常生活レベルを低下させる期間も長くなり、患者家族に強いる負担も多
大なものになることが予想される。このことからも癌治療の進歩に伴って、ADL のレベルを維
持する手段を持つべく新たな治療方法を検討する必要がある。 
 
（２）上述したように骨格筋減少において ROS/FR は主要な要因と考えられている。我々はこ
れまでに動物での下肢の駆血モデルや筋皮弁モデルを用いて骨格筋の治療研究を行い、
ROS/FR による筋細胞の脂質過酸化障害や炎症性サイトカイン発現の増大を示すことに加えて、
フリーラジカル除去剤であるエダラボンや炎症マーカーの遺伝子発現を一手に担う転写因子
NFκB に対する合成二重鎖 DNA を投与することで、骨格筋の有意な保護効果を報告してきた 
[7,8]。これまでの経験を活かして悪性腫瘍による骨格筋悪液質に対する抗酸化治療と抗炎症治
療について検討することが本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
（１）悪液質モデルマウス：5 週齢オス C3H マウスを用いた。この背部皮下にマウス骨肉腫細
胞高肺転移株（LM8）を 1.0×107 個を接種（n=16）し、正常群（n=16）と比較検討した。ま
た腫瘍接種後後に 2 回/週の間隔で飲水量と食餌摂取量を測定し、腫瘍接種後 4 週で体重を測定
後に、前脛骨筋と腓腹筋を摘出して筋湿重量を測定し、以下の実験のために 4%パラフォルム
アルデヒドによる固定と液体窒素での凍結保存を行った。また転移巣を評価するために肺も摘
出して 4%パラフォルムアルデヒドにて固定した。これらを腫瘍接種が行われない正常コント
ロールと比較検討した。 
 
（２）薬剤の投与：当初は二重鎖合成 DNA を用いた NFκB による抑制効果を検討することを
計画した。まず合成二重鎖DNAを5mg/mlで腫瘍接種後24時間にて腹腔内へ1回投与したが、
体重や筋湿重量ではコントロール（合成一重鎖 DNA 10mg/ml 投与）との差が認められず、さ
らに薬剤を投与しなかった群（各 n=8）との差も認められなかった。この理由として合成二重
鎖 DNA が投与後速やかに分解されることが考えられた。そこで FR/ROS の主要な発生源の一
つであるキサンチンオキシダーゼに注目し、これを選択的に阻害する febuxostat を用いて検討



を行った。Febuxostat は飲水ボトル中に溶解して投与し、薬剤非投与群、febuxostat 5μg/ml
投与群（n=10）、febuxostat 25μg/ml 投与群（n=10）で比較検討した。 
 
（３）免疫組織化学的評価：4%パラフォルムアルデヒドで固定した腓腹筋をパラフィン包埋し
た後に 4μm に薄切した切片を用いて酸化ストレスマーカーである 8-OHdG を評価した。
8-OHdG の評価は光学顕微鏡下に濃染された核をカウントした。 
 
（４）キサンチンオキシダーゼ活性：凍結保存しておいた腓腹筋を凍結破砕後に RIPA buffer
を用いてタンパクを抽出して測定を行った。キサンチンオキシダーゼは、プリン塩基、ヒポキ
サンチン、キサンチンが尿酸へと変化するときに酸化触媒するが、その際に過酸化水素が放出
されるため、これを比色検出する。実験では市販の測定キット（Xanthine Oxidase Assay Kit, 
Sigma-ardrich, MO）を用いた。 
 
（５）ELISA：上記の手技にてタンパクを抽出後に、TNF-α と IL-6 発現を市販のキット（BD 
Bioscience, Franklin Lakes, NJ）を用いて測定した。 
 
（６）骨格筋悪液質の in vitro モデルの作成：C2C12 を 96 穴プレートに 10%FBS 下に各 1×104

個を播種し、24 時間後に分化用培地へ変更し、さらに 24 時間後に LM8 で conditioned medium
に曝露した。Conditioned medium は LM8 を 10%FBS 下に 80% confluent まで培養し、その
後 FBS を含まない培地で 72 時間後に回収して作成した。 
 
（７）In vitro モデルでの薬剤の投与と ROS 測定：Febuxostat を 3µM もしくは 30µM で前投
与した（各 n=5）。コントールは PBS のみを投与したものを、また conditioned medium に暴
露しなかった 4 群間で比較検討した。ROS 測定は 2,7-dichlorofluorescin diacetate (DCFDA)
が細胞内に取り込まれた際に ROS により蛍光物質である DCF へ変換されるために、それを蛍
光プレレートリーダーで測定することで評価した。 
 
４．研究成果 
（１）LM8 接種による悪液質動物モデルの確立：LM8 接種後に体重
（正常 25g vs 腫瘍接種 21g、図 1）は有意に低下し、筋湿重量も前
脛骨筋（正常 44.5mg vs 腫瘍接種 35.7mg）、腓腹筋（正常 118.7mg 
vs 腫瘍接種 91.6mg）ともに有意な低下を認めた。また 8-OHdG の
免疫組織化学的評価においてもLM8接種マウスでは骨格筋の核が濃
染される比率は有意に多かった（75 % vs 62%）。キサンチンオキシ
ダーゼも有意に高く（15μU/mg vs 10μU/mg）、炎症性サイトカイン
は TNF-α（12 pmol/mg vs 10 pmol/mg）は高い傾向で、IL-6（1.2  
pmol/mg vs 0.73 pmol/mg）は有意に高値であった。 
 
（２）骨格筋悪液質 in vitro モデルの確
立：LM8 conditioned medium に刺激後 2，
6，24 時間（各 n=5）で DCF-DA assay に
て ROS を評価し、コントロールに比して
ROS は各時期において 93.3%、55.1%、
83.7%と有意な増加を認め、腫瘍が骨格筋
細胞へ直接的に作用することが示された。 
 
（３）Febuxostat の骨格筋細胞における
保護効果：LM8 conditioned medium の刺
激により増大した ROS は febxostat 3µM
あるいは 30µM を 24 時間前に前投与する
ことで、刺激後 6 時間以降での ROS 発生
が有意に抑制された。また febxostat 30µM
の前投与では刺激後 2 時間から ROS 発生
を有意に抑制した（図 2）。 
 
（４）悪液質動物モデルにおける febuxostat 投与の効果：LM8 摂取による有意な体重減少と
筋湿重量の低下は、febuxostat 5μg/ml 投与、febuxostat 25μg/ml 投与により、体重は 23.19g、
23.69g、筋湿重量は前脛骨筋が 40.8mg、41.9mg、腓腹筋が 104.9mg、106.5mg と有意に抑制
された。また飲水量と食餌量に関しては febuxostat 5μg/ml 投与群では悪液質モデルと差はな
かったが、febuxostat 25μg/ml 投与群では摂取量は有意に多く、ヒト換算での最大量である
febuxostat 25μg/ml の投与により栄養面での改善も期待される結果であった。一方、肺転位に
関しては febuxostat の投与の有無に関わらず、LM8 を接種したマウスでは全例に認められ、

図 1：肉眼的所見 

図 2：In vitro モデルでの DCF-DA assay 
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腫瘍細胞への抑制効果は認めないと考えられた。 
 
（５）悪液質動物モデルの骨格筋に対する
febuxostat 投与の効果：まず xanthine 
oxidase 活性に関しては LM8 摂取にて有
意に増大したが、febuxostat の投与により
febuxostat 5μg/ml 投与群では 9.1U/mg 
febuxostat 5μg/ml 投与群では 8.1U/mg と
有意に抑制されていた。このことから
febuxostat の全身投与は骨格筋での
ROS/FR に対して効果的であると考えら
れた。実際に骨格筋において酸化ストレス
マーカーである 8-OHdG の有意な低下も
認められた（図 3）。さらに骨格筋における
炎症性サイトカインの発現に関しても
febuxostat には直接的な抗炎症作用はないにも関わらず、febuxostat 5μg/ml 投与群、
febuxostat 25μg/ml 投与群のいずれにおいても有意な低下を認めた。 
 
（６）本研究のまとめ：骨肉腫高肺転位株を皮下に投与したモデルにおいて、骨格筋では酸化
ストレス障害に暴露されていることが示された。また骨格筋内での炎症性サイトカインの高発
現も示された。このことから ROS/FR 産生もしくは炎症性サイトカインの抑制が悪性腫瘍疾患
における筋委縮の治療戦略として考えられたが、二重鎖合成 DNA 技術を用いた NFκB の抑制
では困難であった。そこで ROS/FR 抑制のために選択的キサンチンオキシダーゼ阻害剤である
febuxostat を用いて抑制効果を検討した。この薬剤では抗腫瘍効果は認められなかったが、体
重減少と骨格筋湿重量の低下は有意に抑制し、また飲水量と食餌量も febuxostat 25μg/ml 投与
では改善を認めた。その機序として腫瘍により刺激された骨格筋では ROS/FR が増大するが、
febuxostat は骨格筋細胞において直接的な抗酸化効果を認めることが示された。また全身投与
でも骨格筋内の xanthine oxidase 活性の低下、さらに骨格筋内における酸化ストレスマーカー
とも有意に抑制したことから、febuxostat 投与は骨格筋組織においても抗酸化作用から筋保護
効果を示したと考えられた。また間接的に炎症を抑制することも筋委縮の抑制機序の一つであ
ることが考えられた。Febuxostat は臨床において高尿酸血症に適応されている薬剤であり、次
に悪性腫瘍患者において高尿酸血症を示すものを対象とした臨床研究を行い、febuxostat 悪液
質に対する治療へと発展させ、患者 ADL の向上に貢献したい。 
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図 3：8-OHdG の免疫組織化学的評価 
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