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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアは絶えず細胞環境に応じてFissionとFusionを繰り返して形態を変化させる
ミトコンドリアダイナミクスを有している。本研究の目的は、ミトコンドリアダイナミクスが心臓の老化の原因となっ
ているかを明らかにすることである。心筋においてミトコンドリアのFissionを抑制すると、ミトコンドリア形態がFus
ionに傾き、オートファジーの低下に伴うミトコンドリアの質管理機構の抑制から異常ミトコンドリアの蓄積を来し、
その結果心機能低下・心臓の老化を惹起した。本研究の結果から、ミトコンドリアダイナミクスが心臓老化の治療ター
ゲットとなることが示唆された。

研究成果の概要（英文）： Mitochondria are dynamic organelles that constantly undergo fusion and fission 
to adapt to changes in the cellular environment. We investigated the role of Dynamin-related protein 1 
(Drp1), a GTPase that mediates mitochondrial fission in mediating cardiac senescence. Drp1 downregulation 
induced mitochondrial fusion, accumulation of damaged mitochondria, increased apoptosis and cardia 
dysfunction in vivo and in vitro. Drp1 downregulation also suppressed autophagy.
 Disruption of mitochondrial fission inhibits mitochondrial autophagy, and causes mitochondrial 
dysfunction, thereby promoting cardiac senescence and dysfunction. These results suggest that 
mitochondrial dynamics may be the target for the treatment of cardiac senescence.

研究分野：老化
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１．研究開始当初の背景 
加齢に伴い、ミトコンドリアにおけるエネ
ルギー（ATP）産生能の低下や、副産物であ
る活性酸素の産生が増加し、心臓の老化や心
疾患発生の原因となっている（Dutta D et al., 
Circ Res. 2012;110(8):1125-38.）。ただし、
老化に伴うミトコンドリア機能障害の詳細
なメカニズムについては、十分な検討がなさ
れていない。 
ミトコンドリアは、細胞環境に応じて別の
ミトコンドリアと融合する（Fusion）ことや、
逆に分離する（Fission）ことで、その形態
を変化させるミトコンドリアダイナミクス
を有する(Liesa M. et al, Cell Metab. 
2013;17(4):491-506.） 。 
 
 
 
 
 

 
心臓では、老化に伴いミトコンドリア形態
が Fusion に傾くことが知られているが
（Marzetti E . et al., Am J Physiol Heart 
Circ Physiol. 2013;305(4):H459-76.） 、
この Fusion がミトコンドリアの加齢性機
能低下の原因なのか、加齢に対する代償機構
なのかは不明である。 
オートファジーは、古くなった細胞質成分
やオルガネラをオートファゴソーム 
(Autophagosome)で隔離し、引き続きリソソ
ームと結合する（オートライソゾーム 
Autolysosome の形成）ことで、内容物を分
解除去する細胞内機構である（Klionsky DJ. 
et al., Science 2000; 290:1717-21）。 
 
 
 
 
 

 
ミトコンドリアもまた、オートファジーに
よる除去を介して質的管理を受けているが、
こうしたオートファジーによる ミトコンド
リアの除去機構の加齢性変化については、十
分な検討が行われていない。 
以上のような学術的背景を踏まえ、加齢に
伴うミトコンドリアの Fusion 増加は、オー
トファジーによる老化ミトコンドリアの排
除機能の抑制を介して、機能が低下したミト
コンドリアの蓄積を促進させ、アポトーシス
や酸化ストレスの増大から、結果心臓の加齢
性変化・心疾患発生の増加をもたらしている
との仮説を立てるに至った。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、心臓の老化の原因を検討し、
治療ターゲットを明らかにすることである。
心臓はミトコンドリアによるエネルギー産
生の依存度が高いことから、ミトコンドリア

の老化を抑制することが、心臓の老化防止に
つながる可能性がある。ミトコンドリアが加
齢に伴い形態を変化させることに着目し、ミ
トコンドリア形態の加齢性変化が、オートフ
ァジーによるミトコンドリアの質管理機構
を抑制し、老化したミトコンドリアの蓄積か
らその機能低下（老化）を惹起し、結果心臓
の老化を来しているのではないかという仮
説を立証する。 
 
３．研究の方法 
(1) 正常マウスを使用して、老化に伴うミト
コンドリアダイナミクスの変化が、オートフ
ァジーやミトコンドリアの加齢性機能障害
に及ぼす影響について、心エコー図法・電子
顕微鏡・組織化学染色法・生化学的手法を用
いて検討を行う。  
① 心エコー図法による心機能の経年的変化
の評価：心エコー図法を用いて、左室収縮末
期径、左室拡張末期径、左室駆出率、左室壁
厚を計測。心機能の経年的変化を検討する。  
② 組織染色による、経年的な組織学的変化
の検討：各月齢で採取した心臓組織サンプル
を用いて Wheat germ agglutinin (WGA)染
色・Picric Acid Sirius Red（PASR）染色・
TUNEL 染色・Senescence associated β Gal 
(SA-βGal) 染色を行い、心筋細胞のサイ
ズ・心筋線維化・アポトーシスおよび心臓老
化度の経年的変化を評価する。 
③ 電子顕微鏡による、ミトコンドリア形態
の経年的変化の評価：これまでの報告では、
老化に伴い心臓のミトコンドリア形態は 
Fusion に傾くことが知られているが
（Marzetti E . et al., Am J Physiol Heart 
Circ Physiol. 2013;305(4):H459-76.） 、
本研究においても、電子顕微鏡を用いてミト
コンドリアの形態を観察し、ミトコンドリア
の長径や面積を計測することで、ミトコンド
リアの形態が経年的に Fusion に傾くことを
確認する。  
④ ミトコンドリア機能や酸化ストレスの経
年的変化の評価：心筋からミトコンドリアを
単離し、ATP 産生能や complex assay による
ミトコンドリア機能を評価。また、過酸化水
素産生能評価による、酸化ストレスの経年変
化も検討する。 
⑤ 生化学的手法による、オートファジーの
経年的変化の評価：各月齢で採取した心臓組
織サンプルからタンパク質や mRNA を抽出
し、Western blot 法や Real-time PCR 法を
用いて LC3 や p62 等のオートファジー関
連因子の発現を計測することで、オートファ
ジーの経年的変化を検討する。 
(2) ミトコンドリアの Fusion 化が、ミトコ
ンドリア機能および心臓の老化に及ぼす影
響について、ミトコンドリアの加齢性形態変
化を模倣したマウス（心筋ミトコンドリアを 
Fusion に傾かせるような、心筋特異的 Drp1 
KO マウス）を用いて検討する。Drp1 は
GTPase の一種であり、ミトコンドリアの 



Fission に必須の因子である（Otera H, et al. 
J Biochem.2011;149:241-251） 。この Drp1 
をノックアウトすることで、ミトコンドリア
の形態を Fusion に傾かせる。Drp1 flox マ
ウスにαMHC-MerCreMer Tg マウスが交配さ
れたマウスを使用し、さらにタモキシフェン
を連日 5日間投与する。こうして心筋特異的
に Drp1 がノックアウトされたマウス
(Drp1-CKO) を作成する。この Drp1-CKO を使
用し、以下の実験を行う。 
① 心エコー図法による心機能評価。  
② WGA・PASR・TUNEL・SA-βGal 染色を行い、
Drp1 KO による心臓の組織学的変化（心筋細
胞肥 大・線維化・アポトーシス・老化の促
進）を評価する。  
③ 生化学的手法による、オートファジーの
評価。 
(3) Short Hairpin RNA アデノウイルスを感
染させ Drp1 をノックダウンした培養心筋細
胞を用いて、以下の実験を行う。 
① 電子顕微鏡や蛍光組織化学染色によるミ
トコンドリア形態の評価、TUNEL 染色による
アポトーシスや、ミトコンドリア cell 
viability を評価する。 
② ATP 産生能、swelling assay、JC-1 染色
によるミトコンドリア機能の評価を行う。 
③ LC3 や p62 に対する Western blot や、LC3
の蛍光組織化学染色によるオートファジー
の評価を行う。 
 
４．研究成果 
（1）正常マウス（C57BL6）を用いた実験に
より、以下の点を明らかにした。 
① 加齢に伴い、心収縮機能は低下し、左室
壁は肥厚し、左室内腔は拡大、心重量は増加、
心筋細胞は膨化し、アポトーシスの増加を認
めた。 
② 心臓からミトコンドリアを単離して行っ
た検査において、ATP 産生能や complex assay
によるミトコンドリア機能は低下し、過酸化
水素産生能の評価によるミトコンドリア由
来の酸化ストレスは増大した。 
③ ミトコンドリアの Fission に必須な
GTPase である Drp1 は、その活性型であるセ
リン 616 リン酸化型 Drp1（Ser616p-Drp1）発
現が加齢に伴い減少した。 
④ 電子顕微鏡評価により、加齢に伴いミト
コンドリアダイナミクスが Fusion に傾くこ
とが確認された。 
⑤ LC3 や p62 に関する Western blot による
評価により、オートファジーが加齢に伴い抑
制されていた。 
（2）ミトコンドリアダイナミクスを人為的
に Fusion に傾けた際の心臓老化や心機能が
どのような影響を受けるかを検討した。ミト
コンドリアの Fission に必須である Drp1 を
心筋特異的にノックアウトしたマウス
（Drp1-CKO）を作成した。Drp1-CKO において
は、期待通りミトコンドリアは Fusion に傾
いていた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
心臓のミトコンドリア機能は、コントロール
と比較し Drp1-CKO において低下していた。
Drp1-CKO はコントロールマウスと比較し、心
臓は肥大し心腔も拡大し、心筋の線維化が多
いという老化の表現型を示した。心エコー評
価により、Drp1-CKO では心機能も有意に低下
していた。以上の結果は、ミトコンドリアの
Fusion 化がミトコンドリア機能障害を介し
て心臓の老化・機能障害を来すことを示唆す
るものであった。 
 
 
 
 
 
 

 
さらにオートファジーに関する評価を行
った。Drp1-CKO はコントロールマウスと比較
し、LC3II/LC3I 比は低下し、p62 は増加し、
オートファジーが抑制されていた。電子顕微
鏡による評価では、コントロールマウスでは
ミトコンドリアを内包したオートファゴソ
ーム像が認められたものの、Drp1-CKO では同
様の所見は認められなかった。 
 
 
 
 
 
 

 
これらの結果は、ミトコンドリアの Fusion
化が、心筋におけるオートファジーを低下さ
せ、オートファジーによる異常ミトコンドリ
アの排除機構を抑制していることを示唆し
ていた。 
Drp1 short hairpin RNA アデノウイルス
を感染させることで Drp1 をノックダウンさ
せた培養心筋細胞では、short hairpin 
scramble RNAアデノウイルスを感染させたコ
ントロール心筋細胞と比較し、ミトコンドリ
アは Fusion に傾き、Fission が抑制されてい
た。この Drp1 ノックダウン培養心筋細胞で
は、ミトコンドリア機能が低下しており、ア
ポトーシスが増加し、細胞死が増大していた。
さらに Western blot 法を用いた検討では、



LC3II/LC3I比やp62発現の評価によるオート
ファジーが、Drp1 ノックダウンにより低下し
ていた。電子顕微鏡による評価では、ミトコ
ンドリアを内包したオートファゴソーム像
が Drp1 ノックダウンにより減少していた。
これらの結果は、Drp1-CKO マウス実験（in 
vivo）と一致したものであった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
以上、（1）（2）（3）の評価結果により、加
齢に伴い心筋のミトコンドリアは Fusion 
に傾き、Fission は低下した。こうした変化
は、老化ミトコンドリアのオートファジーに
よる排除機能の抑制をもたらし、機能低下し
たミトコンドリアの蓄積を促進させ、アポト
ーシスや酸化ストレスの増大から、結果心臓
の加齢性変化・心疾患発生の増加をもたらし
ていることが示唆された。 
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