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研究成果の概要（和文）：心臓のポンプ機能低下の原因となる組織の形態構造変化（リモデリング）が誘導され
る機構を解析し、正常の心筋細胞では環境ストレス適応に働くタンパク質同士が、異常な複合体を形成すること
で、環境変化に過敏に反応するようになり、心筋細胞の萎縮・硬化や、ミトコンドリアの過剰分裂による細胞老
化が誘導されることを明らかにした。また、病態特異的なタンパク質間相互作用を抑える薬の探索を行い、降圧
薬や抗喘息薬に心不全治療効果があることを新たに見出した。この機構が、COVID-19による心筋重症化にも関連
することを見出し、新たな治療候補薬の特定にも貢献した。

研究成果の概要（英文）：We investigated the molecualr mechanisms of morphological and structural 
changes (remodeling) of mouse hearts, a cause of heart failure, and newly found that proteins that 
work for environmental stress adaptation in normal cardiomyocytes form an abnormal protein complex. 
The formation of abnormal protein complexes in the heart became hypersensitive to environmental 
changes and induced atrophy and stiffness of myocardium and cell senescence due to excessive 
division of mitochondria. In addition, we performed drug screening for suppressing these 
pathology-specific protein-protein interactions, and found that cilnidipine, an antihypertensive 
drug, and ibudilast, anti-asthma drug, have a therapeutic effect on heart failure. We also found 
that this mechanism was also associated with cardiac aggravation after COVID-19, and contributed to 
the identification of new therapeutic candidate drugs.

研究分野： 薬理学、生理学

キーワード： 心不全　ミトコンドリア　タンパク質間相互作用　創薬
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研究成果の学術的意義や社会的意義
心不全の原因となるタンパク質複合体形成に着目し、その形成機構の解析を行いつつ、複合体形成を阻害する薬
を、国が有効性・安全性を保証する既承認薬の中から見出すという取り組み（エコファーマ）は医療応用を指向
した画期的な創薬研究である。特に研究者が注目したミトコンドリア品質管理は、心臓だけでなく、ALSなど
様々な難治性疾患の原因にも関連するメカニズムであり、臨床研究者がいち早くこの知見をキャッチアップして
医療応用につなげてくれることを期待したい。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
心臓は、生まれてから死ぬまで拍動し続ける頑健な臓器であり、その機能低下は死に直結する。

心肺機能維持は全身の運動能力を保持するために必要不可欠であり、ひいては健康長寿社会の
実現にもつながる重要課題である。我々はこれまで、高血圧や虚血（低酸素）などの負荷により
誘発される心臓の形態構造改変（リモデリング）の機構を研究し、創薬標的となりうる心臓リモ
デリングの仲介分子を同定し、これを負に制御する戦略から慢性心不全の修復を目指してきた。
具体的には、細胞膜上に存在する transient receptor potential canonical (TRPC) 3 チャネルや
プリン作動性の G タンパク質共役受容体 P2Y6R が心臓の線維化（硬化）を制御する分子となる
こと、薬理学的にこれら標的分子を阻害することで心不全を予防・治療できることを見出してき
た（EMBO J, 2006; JBC 2007, 2010; EMBO J, 2008; PNAS 2009, 2011; Science Signal, 2016; 
Sci. Rep., 2016a, 2016b, 2017; JCI insight 2017）。しかし、実際に臨床応用を意識し、心拍出
能が半分以上（EF < 40）低下した慢性心不全マウスに持続投与を行った結果、TRPC3 や P2Y6R
阻害により心臓リモデリングは部分的に修復されるものの、心機能はなかなか改善しないこと
がわかってきた。すなわち、心臓の形態構造的な修復だけでは慢性心不全の心機能を十分に修復
することができない。言い換えると、修復の「プロモーター」的役割を担うことを示唆している。 
一方で、ストレスに対して心臓が適応から不適応へと情報を変換する機構をレドックスシグ

ナルの視点から明らかにしてきた。具体的には、心臓が代償性の心肥大から非代償性の心拡張に
形態構造を変化させる過程において内因性の活性酸素や親電子物質が過剰に生成され、活性酸
素が癌遺伝子産物である低分子量 G タンパク質 H-Rasを酸化修飾依存的に活性化することで心
筋細胞の早期老化を誘導すること、求核性の高い活性イオウ種を低用量投与し続けることで慢
性心不全の進行が軽減されることを報告した（Nature Chem. Biol, 2012）。より詳細な解剖学的
解析を行ったところ、心筋梗塞マウス心臓の中でも特に梗塞周辺領域において強く心筋早期老
化が誘導されていること、心筋早期老化が起こる前段階でミトコンドリアが有意に分裂してい
ることを見出した。この知見を基に、低酸素ストレス誘発性の心筋ミトコンドリア過剰分裂と早
期老化を抑制する既承認薬のスクリーニングを行い、降圧薬シルニジピン（ジヒドロピリジン系
L/N 型 Ca2+チャネル阻害薬）がミトコンドリア過剰分裂とそれに続く代謝障害（乳酸蓄積）や
心機能障害を強く抑制する作用をもつことを見出した。Ca2+拮抗薬は心機能低下作用があるた
め心不全には禁忌と考えられていたが、心筋梗塞 1 週間後の安定期から臨床適用量のシルニジ
ピンを投与したマウスにおいて、心機能の部分的な回復が確認された（Science Signal, 2018）。
以上の結果は、ミトコンドリア品質管理異常を正常化することが不全心筋の自己修復能を高め
る鍵となる（言い換えると、修復の「イニシエーター」的役割を担う）ことを示唆している。 
申請者は、心筋早期老化の前段階で起こるミトコンドリア過剰分裂が、ミトコンドリア分裂促進
GTP 結合タンパク質 dynamin-related protein 1 (Drp1) とアクチン結合タンパク質 filamin と
の相互作用によって誘発され、シルニジピンが Drp1-filamin タンパク質間相互作用を抑制する
ことでミトコンドリア機能を保持することも最近明らかにしている。しかし、①心臓リモデリン
グ時にアクチン再構築が起こるものの、Drp1-filamin 相互作用とアクチン再構築との直接的な
因果関係はなく、Drp1-filamin 相互作用が病態時に誘導される機構や意義については未だ不明
である。また、②filamin には Drp1 のグアニンヌクレオチド交換因子（GEF）活性があること
は薬理学的に証明できたものの、filamin には GEF ドメイン配列が存在しないため、filamin が
Drp1 の GTP 結合活性を高める機構についても明らかでない。さらに、③心臓リモデリングと
ミトコンドリア過剰分裂に伴う代謝障害の進行を同時に抑制することで、慢性心不全の心臓が
十分に機能修復するかについても定かでない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、申請者の学術的問いを探究する切り口としてミトコンドリア（Drp1）－細胞骨

格（filamin）間相互作用を介して惹起されるミトコンドリアの『代謝様式変換（代謝リプログ
ラミング）』に着目し、Drp1-filamin 相互作用の形成と Drp1 活性化の分子制御機構解析を起点
に代謝リプログラミングとの因果関係を示すことで、その病態生理学的意義を読み解くことを
目的とした。さらに、心臓リモデリング（主に線維化）と代謝リプログラミングを同時に抑制す
ることで慢性心不全の心筋が修復されるかどうか検証した。これにより、心筋の自己修復能改善
を主眼とする新たな創薬戦略の構築を目指した。 
ミトコンドリアの品質管理の研究は近年目覚ましく進んでおり、新たな創薬標的としての期

待も高まっている。しかし、呼吸代謝の中枢であるミトコンドリアに直接作用する薬は細胞への
影響があまりにも強く、これまでにも成功例がない。申請者はミトコンドリア品質管理を制御す
る周囲環境に着目し、生理的に重要とされているアクチン細胞骨格との相互作用が病態時の心
筋組織で増強していることに注目した。アクチンに Drp1 の GTPase 活性促進作用があること
は報告されているものの、アクチンを過剰発現させても Drp1 活性化やミトコンドリアの分裂促
進効果は観察されない。一方、申請者は filamin を過剰発現させるだけで Drp1 活性化を伴うミ
トコンドリア過剰分裂が誘発されることを見出している。これらの知見は、Drp1 とアクチンと



の緩い相互作用が生理的条件下における適切なミトコンドリア分裂（品質管理）に重要であり、
filamin 発現増加によるアクチン再構築（リモデリング）が Drp1 活性を必要以上に増加させる
ことで病的なミトコンドリア過分裂を起こしている可能性が考えられる。本研究では、心臓リモ
デリング時の filamin 依存的なアクチン再構築がミトコンドリアの代謝リプログラミングを起
こす引き金になるという独自の仮説をたて、慢性期の心不全病態の本態解明と新たな治療（機能
修復）戦略の構築を目指した。 

 
３．研究の方法 
本研究では以下の３つについて検討を行った。 
① Drp1-filamin 複合体形成の分子機構の解析 
Filamin は Drp1 の GEF として機能しうるものの、共通の GEF ドメインは一次配列中に保存さ

れていない。そこで、遺伝子導入が簡便でミトコンドリア動態解析のしやすい HeLa 細胞株を用
いて、Drp1-filamin の結合親和性増大と Drp1 活性化の分子機構解析を行う。Drp1-filamin 複合
体は低酸素ストレス刺激によって誘導されるが、ヒト filamin 心筋症の原因遺伝子変異である
filamin-C (p.A1539T) 変異体を Drp1 と共発現させると無刺激時においてもミトコンドリア分
裂が誘導され、これがシルニジピン処置によって抑制されることを見出している（図 3）。
Filamin-C の Ala1539 は配列中央部の Ig 様 Rod ドメインに位置しており、アクチン結合部位と
は離れている。そこで、このドメイン断片のみを Drp1 と共発現させ、Drp1 の GEF 活性をもつか
どうか検討する。GEF 活性が観察された場合、さらに Ala1539 周辺のアミノ酸変異体を用いて
Drp1 との親和性を検討し、Drp1 の GTPase ドメインと filamin の Rod ドメインの相互作用様式
を計算科学的に導き出す（分子科学研究所・奥村久士准教授と連携）。この結果を基に、低酸素
ストレスなどの負荷により Drp1-filamin 相互作用が増強する機序についても明らかにする（＊
システイン SH基の酸化修飾が関わると予想し、CS変異体の作成を進めている）。GEF 活性がなか
った場合には、アクチンとの３者複合体の足場という視点から Drp1 活性化の機序を示す。 
 
② 心臓における Drp1-filamin 複合体形成の生理的意義の解析 
低酸素や虚血ストレス刺激により心筋細胞で filamin タンパク質の発現量が増加することか

ら、病態特異的な相互作用と考えているが、正常の心線維芽細胞には filamin-A が多く（心筋細
胞の 100 倍程度）発現している。しかし、心線維芽細胞のミトコンドリア形態は極めて普通であ
り、発現増加だけが Drp1 との相互作用を増強させる機序になるとは考えにくい。そこで、正常
時の心線維芽細胞と低酸素ストレス刺激下の心線維芽細胞を用いて、内因性 Drp1 と filamin-A
の細胞内共局在の差異を、免疫電顕法を用いて比較検討する（生理研保有の透過型電子顕微鏡
（TEM）を使用）。ミトコンドリア代謝機能については、基生研保有の代謝フラックス解析装置を
用いて比較検討を行う。特に野生型 filamin-C 発現細胞の呼吸能と filamin-C (A1539T)変異体
発現細胞のそれを比較することで、Drp1-filamin 複合体形成と代謝リプログラミングとの関連
を明らかにする。 
細胞レベルでの解析と並行して、filamin 心筋症モデルマウスを用いた解析も行う（ヒト

filamin-C 変異ノックインマウスはドイツの研究グループから入手済み）。まず、本マウスが肥
大型心筋症を発症する週令における心筋ミトコンドリア形態観察と Drp1・filamin・アクチン再
構築の免疫電顕観察を行い、その相関関係を明らかにする。これと並行して、申請者がすでに保
有する拡張型心筋症モデル（MLP 欠損）マウスや薬剤誘発性心筋症マウスの心臓におけるオルガ
ネラ形態や代謝機能を調べることで、Drp1-filamin 複合体形成と最も関連する心筋可塑性（肥
大・拡張・萎縮）とその誘導機構を明らかにする。 
 
③ Drp1-filamin 複合体と心臓の自己修復能との関連解析 
すでに九大薬・王子田彰夫教授と共同研究を開始し、Ca2+チャネル阻害作用を持たず、Drp1-

filamin 複合体阻害作用だけ保持するシルニジピン誘導体（CIL-X）の合成に成功している。心
筋梗塞 1 週間後のマウスに CIL-X を投与した結果、投与 4 週間後に心機能が 20％回復すること
も確認できている。そこで、心不全発症後 5週間以上経過した各種心不全モデルマウスに CIL-X
投与を開始し、その後の心機能回復率を経過観察する。CIL-X投与4週間後の心臓組織を採取し、
代謝フラックス解析を行い、心機能回復率と代謝機能変化との関連を明らかにする。十分な心機
能回復が得られなかった場合、CIL-X と同時に TRPC3 チャネル阻害薬を併用し、心臓リモデリン
グ進行を同時に抑制することで心機能修復効果が得られるかどうか検討する。 
 
４．研究成果 
食事や大気中には微量の環境親電子物質が含まれており、その累積によって疾患発症リスク

が増加する可能性が指摘されている。有機水銀は水俣病の原因としてよく知られている環境親
電子物質の一つであり、普段我々が摂取するマグロや鯨にも微量の有機水銀が含まれている。神
経障害を発症しない微量のメチル水銀を飲水させたマウスに大動脈狭窄を行ったところ、マウ
スの生存率が劇的に低下した。メチル水銀曝露マウス心臓では、ミトコンドリアが著しく分裂し



ており、これは Drp1-filamin 相
互作用阻害剤（シルニジピン）を
投与することで抑制された。メチ
ル水銀は Drp1 の Cys624 のポリ
イオウ鎖からイオウを奪い取る
ことで Drp1 の GTP/GDP 交換因子
である filamin との相互作用を
増強させた。以上より、環境親電
子センサーとしてのタンパク質
ポリイオウ鎖の新たな役割が示
された（図１）。 
心筋萎縮の治療に関する研究

も行った。ドキソルビシン（DOX）
は様々な悪性腫瘍に有効な抗腫
瘍作用を示す一方で、食欲不振や
吐き気、運動不足によって廃用性
筋萎縮様症状も起こしうる。
TRPC3 と Nox2 がマクロファージ
に多く発現していることに着目
し、Raw264.7 細胞株のドキソル
ビシン誘発性細胞死を指標に、
1280 種類の既承認薬の中から
TRPC3-Nox2 機能共役を抑制する
化合物の探索を行った。その結
果、ヒットした 8化合物のうち、
イブジラスト（気管支拡張薬）が
最も強く抑制することを見出し
た。イブジラストはドキソルビシン投与による TRPC3-Nox2 複合体形成とそれに伴う Nox2 タン
パク質発現増加、酸化ストレス障害、マウス体重量・組織重量の低下を顕著に抑制した（図２）。
以上の結果は、TRPC3-Nox2 複合体が抗がん剤投与による筋組織萎縮の原因となり、薬理学的に
これを抑制することが個体機能低下を軽減する新たな治療戦略となることを示唆している。 
ミトコンドリアの異常分裂をもたらす病態特異的タンパク質間相互作用（Drp1-filamin 複合

体）の結合部位およびシルニジピンの作用部位の探索を行った。シルニジピンは、Drp1 の GTPase
ドメインと結合し、filamin の Rod2 ドメインとの結合を阻害しうることを見出した。さらに、
Drp1-filamin 複合体形成は、糖尿病モデルマウスの骨格筋や肝臓ミトコンドリアでも誘導され、
ミトコンドリア形態異常に伴って全身の糖代謝異常が起こることを見出した。 
TRPC3-Nox2 タンパク質間相互作用と筋疾患リスクとの関連についても研究を行った。Covid-

19 重症化・後遺症
のリスク因子とし
て、抗がん剤やタ
バコ、高血糖、心血
管病などが疫学的
に報告されてい
る。これらリスク
因子を心筋細胞に
曝露させたとこ
ろ 、 共 通 し て
angiotensin 
converting 
enzyme (ACE2)受
容体の発現増加が
起こること、その
機序としてTRPC3-
Nox2複合体形成が
関与することを新
たに見出した。さ
らに、昨年スクリ

 

図１ 環境親電子物質曝露による Drp1 タンパク質脱硫黄化を

介したミトコンドリア過剰分裂と心筋のストレス抵抗性の減弱 

 

図２ マクロファージ細胞株 Raw264.7 を用いた TRPC3-Nox2 複合体形成阻

害薬イブジラストの同定とその抗がん剤誘発性筋萎縮の抑制効果。 



ー ニ ン グ で 同 定 し た
TRPC3-Nox2 複合体形成阻
害活性をもつ既承認薬の
中から SARS-CoV-2 ウイル
ス感染に伴う ACE2 内在化
も抑制できる既承認薬を
特定することに成功した
（図３）。 
一方、心臓の線維化を仲

介する TRPC3/6 チャネル
が他の組織でも線維化誘
導を仲介するか明らかに
するため、非アルコール性
肝炎（NASH）モデルを TRPC
欠損マウスと掛け合わせ
て肝形態機能評価を行っ
た。その結果、 TRPC3, 
TRPC6 それぞれを欠損させ
たマウスでは、野生型と同
様に NASH 症状が観察さ
れ、有意な抑制効果は認められなかった（図４）。この結果から、肝臓の線維化において、TRPC3/6
チャネルの関与は小さいことが示唆された。 
病態特異的なミトコンド

リア分裂の引き金となる
dynamin-related protein 
(Drp) 1 とアクチン結合タン
パク質filaminが結合する領
域情報を基に、医薬基盤研・
水 口賢 司グ ループ に in 
silico 解析を依頼して、シル
ニジピンが結合しうる Drp1
タンパク質部位を予測して
いただいた。予測データを基
に Drp1 の 1 アミノ酸変異
（mutagenesis）変異体を用
いた評価を行った結果、
GTPase ドメインに含まれる
特定のアミノ酸１残基がシ
ルニジピンとの結合に重要
であることを見出した。シル
ニジピン非感受性 Drp1 発現
細胞では、低酸素ストレス曝
露によるミトコンドリア過
剰分裂および細胞障害がシ
ルニジピン処置で抑制され
なくなることも確認された。Drp1-filamin 複合体形成は心不全のみならず、重度の高血糖を伴
う糖尿病での臓器障害や、デュシェンヌ型筋ジストロフィーにおける骨格筋萎縮、骨髄由来マク
ロファージの M1 分化に伴う炎症応答や炎症性腸疾患の進行に関わることもマウスで明らかにし
た。 
さらに、心不全の重症化リスクと Drp1 活性との関係についても検討した。心不全と最も関連

あるリスク因子である喫煙に着目し、ラット新生児心筋細胞にタバコ副流煙を曝露させたとこ
ろ、著しいミトコンドリア分裂を伴う細胞老化が誘導されることを見出した。これらの心筋スト
レス応答は、シルニジピン処置および Drp1 または filamin のノックダウンによって有意に抑制
された。興味深いことに、タバコ副流煙曝露は Drp1 の C 端に存在す Cys624 のポリ硫黄鎖を脱
硫黄化（＝かさ減り）させることで Drp1 活性を増大することが明らかとなり、ここに親電子性
をもつ酸化型グルタチオン（GSSG）を投与し、Cys624 をグルタチオン化（＝かさ増し）すること
で心筋老化が抑制されることを明らかにした。 

 
図３ TRPC3-Nox2 複合体形成を阻害し、かつ SARS-CoV-2 の ACE2

受容体依存的細胞内侵入を阻害する既承認薬クロミプラミンの同定。 

 

図４ 肝臓の炎症と線維化に TRPC3/6 チャネルは関与しない？

TRPC3 欠損または TRPC6 欠損マウスにコリン欠乏＋高脂肪食を与

え、NASH モデルを誘発させたところ、肝臓における脂肪蓄積、線

維化、炎症マーカーの発現増加は抑制されなかった。 
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