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研究成果の概要（和文）：心筋梗塞後の不全心筋においてTim44が減少し、心筋細胞に対する過酸化水素刺激で
もTim44が減少した。Tim44のheterozygous KOではベースラインでの心機能は変化しなかったが心筋梗塞後の心
機能低下が増悪した。アデノウイルスを用いたTim44の過剰発現は過酸化水素による心筋細胞死を軽減させるこ
とが明らかとなった。Tim44の減少は心筋梗塞後の不全心筋において心筋細胞死に関与している可能性が示唆さ
れ、Tim44の過剰発現は心筋細胞死を軽減させることで心筋保護的に機能する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In failing hearts after myocardial infarction　(MI), Tim44 was decreased 
compared to sham-operated mice. In cardiomyocytes, Tim44 was decreased by administration of H2O2. 
Heterozygous Tim44 knockout （KO） mice did not show cardiac dysfunction at baseline. After MI, 
heterozygous Tim44 KO mice exhibited cardiac dysfunction compared with WT mice. Overexpression of 
Tim44 in cardiomyocytes ameliorated H2O2-induced cell death in cardiomyocytes. These results suggest
 that, in failing hearts after MI, the decrease in Tim44 is related to cardiomyocytes death and 
cardiac dysfunction and overexpression of Tim44 prevents cardiac dysfunction by attenuating 
cardiomyocytes death.

研究分野： 循環器内科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は不全心おけるミトコンドリア機能障害の機序解明やTim44の役割の解明を行うことで心不全および心筋
リモデリングの病態基盤の解明を明らかにするとともに、機序解明により新規治療法の開発に発展する可能性が
ある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
我が国における心不全患者は毎年約 30 万人ずつ増加しており、日本の高齢化に伴いさらに増加
することが予想される。これまで薬物治療・非薬物治療の進歩によって心不全の予後は改善して
きた。しかし、慢性心不全の最重症であるステージ D の 1 年後の死亡率は 50-60%となってお
り、未だに予後不良であり、新規治療法の開発が求められている。心不全において神経体液調節
性因子に対する治療は確立しているが、ミトコンドリアなどの細胞内小器官（オルガネラ）をタ
ーゲットとした治療戦略は皆無である。近年、心筋リモデリングの発症・進展にミトコンドリア
機能障害が関与することが明らかにされている。近年、ミトコンドリアタンパク取り込み機構が
ミトコンドリア機能維持に重要であることが明らかとなってきた。ミトコンドリアには 1500 を
超えるタンパク質が存在するが、ミトコンドリア DNA はわずか 13 タンパクしかコードしてい
ない。ミトコンドリアタンパクの 99%は核 DNA から合成されミトコンドリア内へ輸送される。
タンパクはミトコンドリア膜に局在する TOM 複合体、TIM 複合体、PAM 複合体を通過しミト
コンドリア内に取り込まれる(図 1)。Tim44 は腎疾患や悪性腫瘍においても重要な役割を果たす
ことら知られている。このような背景から『Tim44 によるミトコンドリア機能異常が心筋リモ
デリングの発症・進展に関与する』という仮説を検証する本研究を立案するに至った(図 2)。 
 
 
 
 

 
２．研究の目的 

本研究の目的は、『心不全の病態形成に Tim44 によるミトコンドリア機能制御異常が関与する』という

仮説を検証するとともに『Tim44 の制御によるミトコンドリア機能をターゲットした心不全治療』という独自

のパラダイムによる心不全の治療法の開発を目指すものである。 

 
３．研究の方法 (図 3) 
(1)心筋リモデリングにおける Tim44 およびミトコンドリア機能評価 
マウスの左冠動脈を結紮し心筋梗塞を作成後 1、3、7、14、28 日に下記①-⑥を評価することで、
心筋リモデリングにおける Tim44、ミトコンドリア機能、心筋細胞死との関連を明らかにする。 
①心不全重症度評価：死亡率、心エコー(左室径、左室駆出率など)、体重、臓器重量(心臓、肺) 
②心筋組織学的重症度：心筋細胞肥大(WGA 染色)、間質線維化(MT 染色)、アポトーシス (TUNEL
染色)、細胞障害(HE 染色) 
③心筋組織酸化ストレスレベル：4HNE・カルボニル化タンパク (ウェスタンブロット(WB 法))、
TBARS 
④Tim44 評価：Tim44 の発現 (RT-PCR 法、WB 法) 
⑤ミトコンドリア機能評価：呼吸能 (Flux-analyzer)、複合体系形成(Blue-native page 法)、
ATP content(生化学 assay)、ミトコンドリア電子伝達系の活性評価 
⑥心筋細胞死:cleaved caspase-3（WB 法）、Celltiter blue assay 
 
(2)心筋細胞障害モデルにおける Tim44 およびミトコンドリア機能評価 
新生仔ラット培養心筋細胞に H2O2 (100mM, 24h)を投与し、上記 1.③～⑥と同様の項目を評価
する。 



 
(3)心筋リモデリングにおける Tim44 の役割の解明 
我々が作成した homozygous Tim44 ノックアウト（KO）マウスは胎生致死であった。一方、
heterozygous Tim44KO マウスは Tim44 のタンパク発現が野生型に比べて半減していたが、心臓
の形態および機能には異常を認めなかった。この heterozygous KO マウスに対して心筋梗塞を
作成し 28日後に上記１.①～⑥を評価し、心不全における Tim44 の役割を解明する。 
 
(4)心筋リモデリングにおける Tim44 の役割の解明 
上記２の H2O2 による心筋障害モデルにおいて siRNA による Tim44 のノックダウンを行い、上記
1.③-⑥を評価する。 
 
(5)心筋リモデリングにおける Tim44 によるミトコンドリア制御機構の解明 
不全心筋において Tim44 によりミトコンドリア取込みが制御される因子を同定する。 
 
(6)Tim44 過剰発現による心筋細胞障害およびミトコンドリア機能障害抑制効果の検証 
心筋細胞において adenovirus を用いて心筋細胞に Tim44 を過剰発現し、酸化ストレス、ミトコ
ンドリア機能および心筋細胞死を評価する。 
 
 

 
４．研究成果 
(1)梗塞後心筋で Tim44 の発現が減少した 
左冠動脈結紮モデルにおいて Day28 において Tim44 の発現は有意に減少した (図 4)。 また、心筋細
胞に対する過酸化水素投与でも同様に Tim44 のタンパク量が減少した。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
図 4 梗塞後心筋での Tim44 の発現 (**p<0.01) 
 
(2)Tim44 のノックアウトは心筋梗塞後リモデリングを増悪した 
Tim44 のノックアウトは心筋梗塞後非梗塞部心筋で左室駆出率の低下および左室拡大を増悪し、心筋
重量を増悪した(図 5)。同様に siRNA を用いた Tim44 のノックダウンは過酸化水素投与による心筋細胞
死を増悪した。  
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5 Tim44 のノックアウトによる左室駆出率および心筋重量(**p<0.01)  
 
(3)Tim44 の過剰発現は過酸化水素による心筋細胞死を抑制した 
アデノ随伴ウイルスを用いた Tim44 の過剰発現は心筋梗塞後の心筋リモデリングを軽減した(図
6)。同様に Tim44 の過剰発現は心筋細胞において心筋細胞死を減少した。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 6 Tim44 の過剰発現による左室駆出率および心筋重量(**p<0.01) 
 
(4)まとめ 
上記より Tim44 は梗塞後心筋の非梗塞部において発現が減少していた。Tim44 は梗塞後心筋にお
いて心筋細胞死を増悪することで心筋リモデリング増悪に関与する可能性が考えられた。また
アデノ随伴ウイルスによる Tim44 過剰発現は心筋細胞死を抑制することで心筋リモデリング増
悪を軽減し、Tim44 は梗塞後心筋において新規治療ターゲットとなりうる可能性が示唆された。 
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