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研究成果の概要（和文）：急性心筋梗塞や合成麻薬であるＭＤＭＡ中毒で引き起こされる心臓の収縮機能低下の分子機
序を解明するために、ミトコンドリア障害に着目して研究した結果、下記を明らかにした。
１．ラットおよびヒトの心筋細胞のミトコンドリアにはカルシウム依存性タンパク質分解酵素であるカルパインが存在
し、これが心筋梗塞時に活性化してミトコンドリアの呼吸を司るタンパク質を分解し、心機能を低下させる。
２．ラットＭＤＭＡ中毒モデルでは、オートファジーの亢進によりオートリソソームが増加するが、ＭＤＭＡ代謝で産
生される活性酸素種がこのリソソーム膜を傷害し、内部の消化酵素を漏出させる結果、心筋線維が傷害され、心機能が
低下する。

研究成果の概要（英文）：The aims of this study was to clarify the molecular mechanisms of cardiac 
dysfunction, especially of mitochondria dysfunction, on acute myocardial infarction or a designer drug 
MDMA poisoning, and new findings were as follow;
1. Mitochondria of both rat and human cardiomyocytes have a calcium-dependent protease caplain. Acute 
myocardial infarction-activated mitochondrial calpain cleaves mitochondrial functional proteins, 
resulting in cardiac dysfunction.
2. In rat heart, MDMA causes lysosome destabilization following activation of the autophagy-lysosomal 
pathway, through which released lysosomal proteases damage myofibrils and induce cardiac dysfunction.

研究分野：法医学
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１．研究開始当初の背景 
心臓突然死の多くは急性心筋梗塞等の虚血
性心疾患による。一方、合成麻薬 MDMA は乱
用に関連した突然死が社会問題化し心臓突
然死が注目されている。法医実務上、心臓突
然死の診断は困難であり、診断・治療には病
態の分子機構の解明が必須である。
Mitochondria（Mt）の障害はエネルギー供給
不足、ROS 増生、および細胞死実行から心不
全や心筋梗塞等による突然死の病態に重要
な役割を担っている。最近、Mt、小胞体、
lysosome 等の細胞内小器官の間の情報伝達
が、細胞障害、細胞死から心不全等の病態に
深く関わることが見出された。しかし、虚血
性心疾患、あるいは MDMA 等による薬物中毒
の病態への関与に関してはほとんど未解明
である。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究は、急性心筋梗塞および MDMA
中毒の動物モデルにおいて、心筋の Mt と他
の細胞内小器官間の情報伝達の観点から心
不全や心臓突然死の分子機構を解明し、診断
に活用することを目的とした。 
 
３．研究の方法 

心筋梗塞進展の研究では、 

（１）Mt の subfraction を行ない、カゼイ
ンを基質としたザイモグラフィー法により
Mt-calpain の局在を同定した。 

（２）単離 Mt へのカルシウム溶液の添加あ
るいは冠状動脈結紮による虚血再灌流を負
荷したラット心臓から単離した Mt に、膜透
過 性 カ ル パ イ ン 蛍 光 基 質 ペ プ チ ド
t-BOC-LM-CMACを添加してMt-calpainの活性
を測定した。 

（３）さらに、上記の単離 Mt のウェスタン
ブロッティングを行い、Mt呼吸鎖関連タンパ
ク質の分解を観察し、Mt-カルパインの基質
を同定した。 

（４）Mt-calpain の mPTP 開口への関与を、
calpain 阻害剤添加により検討した。 

MDMA 中毒の研究では、 

（１）MDMA を単回投与したラットの急性中毒
モデルを用いて心収縮能を心エコーで評価
した。 

（２）LC3、カテプシン等のウェスタンブロ
ッティングにより、autophagy 誘導の経時的
変化を観察した。 

（３）autophagy 阻害剤、lysosome 阻害剤を
用いて autolysosome 傷害が心機能低下、Mt
機能不全に関与しているのか検討した。 

（４）Autophagy 誘導に関わるシグナル経路
をウェスタンブロッティング法で明らかに
した。 

（５）単離 Mt を用いて、Complex I の活性測
定により Mt 呼吸鎖能を、520 nm の吸光度測

定により mPTP 開口を調べた。 

 

４．研究成果 

（１）急性心筋梗塞におけるミトコンドリア
障害について 

細胞質内に存在するカルシウム依存性プロ
テアーゼであるcalpainは虚血再灌流後の細
胞質内カルシウム過剰により活性化し、細胞
骨格タンパク質を分解することにより
necrosis に寄与する。本研究で私達は、
calpainが心筋細胞のMtマトリクスにも存在
することを初めて見い出した（図 1）。 

 

図1 ラット心筋単離Mtのザイモグラフとウェスタンブ

ロット。S は細胞質分画、Mt は Mt 分画で、Mt には

m-calpain のみ存在することが明らかとなった。（文献

11 より引用） 

 
 
Mt-calpain は虚血再灌流後の Mt 内カルシウ
ム過剰により活性化し（図 2A）、Mt 呼吸鎖の
Complex Iのサブユニットを限定分解して（図
3B-E）Complex I を不活性化する結果（図 3A）、
mitochondria permiability transition pore 
(mPTP)を開口すること（図 2B）が示された。 
 
 



図2 ラット心筋単離Mtにカルシウムを添加したときの

calpain 活性（A）あるいは Mt膨化（mPTP 開口を反映す

る）（B）に対する calpain 阻害剤の影響。Mtカルシウム

過負荷により、calpain 活性化と mPTP 開口が引き起こさ

れるが、calpain 阻害剤によりブロックされた。（文献

11 より引用） 

 

 

図3 ラット心筋単離Mtにカルシウムを添加したときの

Complex I 活性低下、Complex I のサブユニット SD6 の

限定分解と calpain 阻害剤の影響。カルシウム添加だけ

でなく、外因性の m-calpain でも ND6が分解された（D）。

NDUFV2, DAP13, NDUFS7 などのその他のサブユニットは

分解されなかった（C）。 

 

 
Calpain 阻害剤の心筋梗塞抑制効果はよく知
られているが、本研究の結果は calpain が虚
血再灌流後の細胞骨格破綻だけでなく、Mt 障
害を引き起こし、心筋梗塞進展に貢献するこ
とを示唆している。 

 
（２）MDMA 急性投与後の心収縮低下における
Mt と lysosome のクロストーク 

最近、MDMA 代謝の際に産生される活性酸素種
（ROS）が lysosome 膜を傷害する結果、漏出
した lysosome 消化酵素が Mt を傷害し、Mt の
ROS 産生を加速させ、さらに lysosome 膜傷害
を引き起こすというクロストーク説が示さ
れた。本研究で私達は、MDMA はオートファジ
ーを誘導し（図 4）、増加した autolysosome
が MDMA により産生された ROS により不安定
化し、内部の消化酵素が漏出する結果、Mt や
心筋線維を傷害し（図 5）、心収縮機能低下を
引き起こすことを明らかにした。 

 

 

図 4 オートファジーマーカーLC3と autolysosome 内の

消化酵素 cathepsin-D の MDMA 投与後の経時変化。両者

とも投与後 1 時間から誘導が認められた。（文献 4 より

引用） 

 

 
 

 

図 5 MDMA投与による cathepsin の誘導および心筋傷害

に対するオートファジー阻害剤の影響。MDMA 投与による

cathepsin の誘導はオートファジー阻害剤で抑制された

（A）。MDMA 投与後の心筋細胞を電子顕微鏡で観察すると、

核周囲の空胞形成、心筋線維の溶解、毛細血管内外にミ

エリン様構造物を認めた（B）。また、心筋収縮の調節タ



ンパク質である心筋トロポニンＩ（cTnI）の限定分解が

認められ（C）、これはオートファジー阻害剤やリソソー

ム酵素阻害剤により抑制された（D）。（文献 4より引用） 

 
 

 
図6 MDMA投与による心収縮能低下とオートファジー阻

害剤およびリソソーム酵素阻害剤の影響。心エコーで

MDMA 投与後のラット心臓の収縮機能を評価したところ、

収縮能が低下していることが明らかとなり、これをオー

トファジー阻害剤やリソソーム酵素阻害剤が改善した。

（文献 4より引用） 
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