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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアは細胞の生と死に関与する重要な小器官である。我々は、近年同定されたミ
トコンドリアにCa2+ を輸送するmitochondrial Ca2+ uniporter（MCU）、Ca2+ を排泄するミトコンドリアNa+/Ca2+交
換体（NCLX）両者の遺伝子欠損マウスを作出し、心血管病の病態機序におけるミトコンドリアCa2+輸送体の役割につい
て検討した結果、ミトコンドリアCa2+濃度維持機構の崩壊は、心血管病態の発症・進展に密接に関わっていることを見
出した。

研究成果の概要（英文）：Cardiovascular disease including heart failure is a one of the most important 
health problem owing to its significant morbidity and mortality. One of the most important factor causing 
heart disease including cardiac hypertrophy and heart failure is dysregulation of Ca2+ signaling. 
Recently, mitochondrial calcium uniporter (MCU) and mitochondrial Na+/Ca2+ exchanger (NCLX) was 
identified, and possessed mitochondrial Ca2+ signaling study in many different cells and organs. However, 
physiological and pathological roles of mitochondrial Ca2+ signaling in cardiovascular function are still 
unclear. To study the functional role of mitochondrial Ca2+ signaling in cardiovascular diseases, we 
developed NCLX and MCU-knockout mice. In this study using these mice, we found that the disruption of 
mitochondrial Ca2+ signaling contribute to the onset and progression of cardiovascular diseases.

研究分野： 循環器薬理学
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１．研究開始当初の背景 
日本における死亡要因の三大疾患として、

悪性腫瘍、脳梗塞、そして心疾患が挙げられ
る。特に、慢性心不全の患者数は 100 万を超
えると推定され、高齢化に伴いその数は増加
している。心不全患者の予後は悪く、QOL の
改善や医療費削減の観点から、より優れた治
療薬の開発が求められている。 
これまでの研究において申請者らは、

Na+/Ca2+交換体（NCX）の遺伝子改変マウスや
特異的阻害薬を開発・応用することにより、
食塩感受性高血圧や狭心症、ナトリウム利尿
や高カルシウム尿症に NCX を介する Ca2+輸送
が関与することを明らかにしてきた。また、
病的心肥大・心不全モデルマウスおよび培養
心筋細胞を用いて、心不全病態においてオー
ファン受容体であるsigma-1受容体が不活化
され、sigma-1 受容体/IP3 受容体を介した筋
小胞体からミトコンドリアへの Ca2+輸送が障
害されていること、さらに、sigma-1 受容体
アゴニスト（SA4503、fluvoxamine）は心不
全時のミトコンドリア Ca2+輸送障害を改善し、
心筋保護作用を示すことを明らかにしてき
た。最近の研究により、ミトコンドリアは ATP
産生の場としてだけでなく、アポトーシスの
制御、活性酸素種（ROS）の生成および Ca2+

の貯蔵庫としての役割が明らかになってき
ており、細胞の生死を司る重要なオルガネラ
として注目されている。特に、心臓において
ATP 産生と Ca2+調節はポンプ機能の維持に必
須であり、また一方、ROS の生成は心不全の
病態形成に密接に関わっている。このように、
ミトコンドリアの制御機構は心臓の機能維
持と病態生理を理解する上で重要であり、心
不全の創薬標的としても極めて興味深い。 
近年、ミトコンドリア Ca2+輸送体の分子実

体に関する研究が急速に進展しており、ミト
コンドリアのマトリクスに Ca2+ を輸送する
mitochondrial Ca2+ uniporter（MCU）が同定
された。また、ミトコンドリアには細胞膜と
異なる Na+/Ca2+交換体（NCX）が発現しており
（遺伝子名：NCLX）、主要なミトコンドリア
Ca2+排出系としてミトコンドリア Ca2+シグナ
ルに深く関わることが報告された。しかし、
心血管病（心肥大・心不全、血管肥厚・動脈
硬化、等）の病態機序におけるミトコンドリ
ア Ca2+輸送体（MCU、NCLX）の役割については、
現在まだ明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
MCU を介したミトコンドリアへの Ca2+ 輸送

を促進するタンパク質である mitochondrial 
calcium uniporter regulator 1 （MCUR1）
や 逆 に 抑 制 す る タ ン パ ク 質 で あ る
mitochondrial Ca2+ uptake （MICU）、制御タ
ンパク質とMCUとの複合体形成に必須なタン
パク質である essential MCU regulator 
（EMRE）も同定され、MCU の機能調節機構に
ついてはある程度理解されつつあるが、心血
管病の病態発症・進展機序におけるミトコン

ドリア Ca2+輸送体の役割については、現在ま
だ明らかにされていない。そこで、申請者ら
は、ミトコンドリア Ca2+制御機構とその破綻
による心血管病態機序を明らかにすること
を目的とし、研究を行った。 
 
３．研究の方法 
（1）NCLX 欠損マウスの作製 
 まず初めに、申請者らは、NCLX 欠損マウス
の作製を行った。NCLX の野生型ゲノム断片を
クローニングし、その exon 1,2 をネオマイ
シン耐性遺伝子 (neo) を挟んだ配列を挿入
した相同組換え用ベクターを作製した。ES 
細胞で相同組換えを行い、常法により遺伝子
欠損マウスを得た。野生型マウスおよび NCLX
ホモ欠損マウスより心臓、血管および腎臓を
摘出し、定量的リアルタイムPCRを行い、NCLX
ホモ欠損マウスの心臓、血管および腎臓にお
いて NCLX 遺伝子発現がほぼ完全に抑制され
ていることを確認した。このホモ欠損マウス
は、成獣まで成長した。作製した NCLX ホモ
欠損マウスの体重、収縮期血圧、心拍数、エ
コー、心重量等の測定を行った。 
 
（2）MCU 欠損マウスの作製 
 次に、申請者らは、MCU 欠損マウスの作製
を行った。MCU 欠損マウスの作製には、MCU
の野生型ゲノム断片をクローニングし、その
exon 5,6 をネオマイシン耐性遺伝子 (neo) 
を挟んだ配列を挿入した相同組換え用ベク
ターを作製した。ES 細胞で相同組換えを行
い、常法により遺伝子欠損マウスを得た。こ
のホモ欠損マウスは、胎生致死のため、ヘテ
ロ欠損マウスを使用することとした。作製し
た MCU ヘテロ欠損マウスの体重、心重量等の
測定を行った。 
 
４．研究成果 
（1）NCLX 欠損マウスの作製および心血管機
能解析 
申請者らは、NCLX 欠損マウスの作製を行っ

た。NCLX の野生型ゲノム断片をクローニング
し、その exon 1,2 を loxP 配列で挟み、ネ
オマイシン耐性遺伝子 （neo） を挟んだ配
列を挿入した相同組換え用ベクターを作製
した。ES 細胞で相同組換えを行い、遺伝子
欠損マウスを得た。 まず、NCLX ホモ欠損マ
ウスにおいて NCLX 遺伝子発現が抑制されて
いることを確認するため、NCLX ホモ欠損マウ
スおよび野生型マウスより心臓、血管および
腎臓を摘出してリアルタイム PCR を行い、
NCLX ホモ欠損マウスのこれら臓器において
NCLX 遺伝子発現がほぼ完全に抑制されてい
ることを確認した。NCLX ホモ欠損マウスは、
成獣まで成長した。NCLX ホモ欠損マウスの体
重は、野生型と比較して差異はみられなかっ
た。NCLX ホモ欠損マウスの無麻酔下での収縮
期血圧および心拍数は、野生型マウスと同程
度であった。また、心肥大の指標となる心重
量／体重比も両マウスでほとんど同じであ



り、心臓の形態変化は観察されなかった。
NCLX ホモ欠損マウスの無麻酔下での収縮期
血圧および心拍数は、野生型マウスと同程度
であった。また、心肥大の指標となる心重量
／体重比も両マウスでほとんど同じであり、
心臓の形態変化は観察されなかった。さらに、
超音波診断装置を用いてMモード心エコー法
により心機能を測定したが、左室駆出率（EF）
および左室内径短縮率（FS）ともに両マウス
間で有意な差はなく、NCLX ホモ欠損マウスの
心機能に異常は認められなかった。 次に、
野生型マウスにフェニレフリン（PE）を静脈
内に投与すると用量依存的な血圧の上昇が
見られた。同様に、NCLX ホモ欠損マウスに
PE を静脈内投与したところ、野生型マウスに
比較して低濃度 PE による血圧上昇が有意に
抑制された。 
 
（2）MCU ヘテロ欠損マウスの心血管系におけ
る機能解析 
作製した MCU ホモ欠損マウスは、胎生致死

のため、MCU ヘテロ欠損マウスを使用するこ
ととした。MCU ヘテロ欠損マウスの体重は野
生型と比較してほとんど差異はなかった。ま
た、心重量/体重比は両マウスで同程度であ
り、心肥大などの形態変化は見られなかった。 
 
これらの結果から、NCLX を介したミトコン

ドリア Ca2+輸送は、細胞内 Ca2+濃度調節に関
与していることが考えられ、心血管病態の発
症・進展に大きく寄与していることが明らか
となった。これらの成果は、MCU および NCLX
欠損マウスを用いて見出された新知見であ
る。 
本研究により、ミトコンドリア Ca2+濃度維

持機構の崩壊は、心血管病態の発症・進展に
重要な役割を果たすことが示唆されたが、そ
の詳細なメカニズムについては現在解析中
である。今後、Ca2+ imaging 法による血管平
滑筋細胞内局所 Ca2+濃度の測定、ミトコンド
リア酸素消費量やATP産生の測定によるミト
コンドリア機能解析、real-time PCR 法、 
western blot 法による Ca2+シグナル関連因子
の解析を行い、心血管病態発症・進展機構と
の関連メカニズムを解明していきたいと考
えている。 
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