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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリア特異的オートファジーによるミトコンドリア分解（マイトファジー）
を起点としたミトコンドリア恒常性維持システムを解析し、心不全治療への応用を目指した基礎的検討を行っ
た。新規ミトコンドリア分裂、マイトファジー誘導分子BCL2L13を発見し、その機構解析を行った。またマイト
ファジーやオートファジーの過程に関わる因子FKBP8、TSC2、TLR9の遺伝子改変動物についても病態モデルを用
いた解析を行い、その機能を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The accumulation of damaged mitochondria is involved in the pathogenesis and
 progression of heart failure. However, the precise role and molecular mechanism is not elucidated. 
We identified BCL2L13 as a novel mitophagy receptor on outer mitochondrial membrane. BCL2L13 binds 
to LC3 through the WXXI motif and induces both mitochondrial fragmentation and mitophagy not only in
 HEK293 cells but in isolated rat neonatal cardiomyocytes. Furthermore, we generated and analyzed 
cardiac-specific deficient mice of BCL2L13, TSC2 and FKBP8, and we revealed cardio-protective role 
of TSC2 and FKBP8.

研究分野：循環器内科学

キーワード： ミトコンドリア　心不全
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 私たちはこれまで心筋細胞におけるオー
トファジーについての研究を行い、血行動態
負荷や老化に伴う心筋細胞内の変性ミトコ
ンドリア増加に対し、オートファジーによる
ミトコンドリアクリアランス能が相対的に
充分ではないため、変性ミトコンドリアが蓄
積し、心不全を発症させることを報告した
(Nakai et al. Nature Medicine 2007, 
Taneike et al. Autophagy 2010)。さらに、
圧負荷心においてオートファジー性分解の
不全による遺残ミトコンドリア DNA 蓄積が、
無菌的心筋炎症並びに心不全を惹起するこ
とを見いだした(Oka et al. Nature 2012)。
すなわち mitophagy によるミトコンドリアの
完全な分解除去が、心不全発症抑制に重要な
役割を果たしていることを明らかにしてき
た。しかしながら、酵母における Atg32 (Dev 
Cell 2009)、赤芽球におけるNix (PNAS 2007)、
神経細胞における Parkin (JBC 2009)など
mitophagy 必須分子はこれまでいくつか報告
されてきたものの、心筋細胞を含む一般的な
mitophagy 分子機構は未だ不明である。以前、
私は種々のストレスによるミトコンドリア
膜透過性遷移と膜電位喪失は Cyclophilin D 
(CypD)依存性 pore によって発生することを
報告しており (Nakagawa et al. Nature 
2005)、この膜電位喪失が mitophagy 誘導に
繋がると考えられているが、その分子機構に
関しては未だ明らかではない。また近年注目
されているミトコンドリア fusion/fission
による形態変化において、fission を起こし
たミトコンドリアは mitophagy による分解を
受けやすいとされているが、その意義や分子
機構の全貌は不明である。 
以上より、mitophagy を起点としたミトコ

ンドリア恒常性維持システムの解明により、
変性ミトコンドリア蓄積と心不全発症を制
御可能との仮説を立てた。本研究では、
mitophagy を中心にその制御機構の多面的解
析による分子機構の理解を通して、新規心不
全治療分子標的を明らかにすることを目指
す。 

 
２．研究の目的 
 心不全症例では心筋細胞内のミトコンド
リア形態異常を伴うことが多いが、その制御
機構については不明な点が多い。我々はこれ
まで、心筋細胞におけるオートファジー性ミ
トコンドリア分解(mitophagy)の重要性を報
告してきた。本研究では、私たちが新たに見
いだしたミトコンドリア fission および
mitophagy 誘導因子である Bcl 関連蛋白質の
解析を始めとし、mitophagy を起点としたミ
トコンドリア恒常性維持システムを多面的
に解析し、心不全治療への応用を目指した基
礎的検討を行う。本研究を通して心疾患にお
けるミトコンドリア形態異常の責任分子を
同定することで、その介入による心不全治療
の可能性を探究し、新たな心不全治療分子標

的の探索を目指す。 
 
３．研究の方法 
心不全発症における心筋細胞 mitophagy の分
子機構の解明 
酵母では mitophagy 特異的必須分子である

Atg32 が同定されているが(Dev Cell 2009)、
哺乳類細胞における mitophagy 関連分子とし
て血球細胞における Nix (PNAS 2007)や神経
細胞におけるParkin(JBC 2009)が報告されて
いるのみである。心筋細胞を含めた一般的
mitophagy においては、LC3 結合分子である
他の未知の分子がその役割を担っている事
が示唆される。mitophagy 分子機構を明らか
にするため、以下の検討を行った。 
（１） Atg32 と類似構造を持つ蛋白質の解析 
マウスのミトコンドリア蛋白質データベー
スの中から Atg32 と類似構造（一回膜貫通型
蛋白質、LC3 と結合する WXXL(I)モチーフの
存在など）を有する蛋白質を検索・抽出し、
LC3 を bait とする酵母 two-hybrid 法を用い
て、LC3 との結合の有無を評価する。 
（２）酵母 two-hybrid 法による網羅的解析 
マウス心臓 cDNA から酵母 two-hybrid 法に用
いるライブラリを作製し、LC3 結合蛋白質を
酵母 two-hybrid 法を用いて検索、同定する。 
（３）同定分子の機能解析 
 上記検討に於いて同定した因子の過剰発
現もしくは欠失による mitophagy への影響を
単離培養心筋細胞において前項の検出系に
よって検討し、その機能を明らかにする。ま
たミトコンドリア呼吸鎖機能や活性酸素種
産生、細胞死への影響を検討する。 
（４）mitophagy 関連分子への介入による心
不全治療の検討 
以上の結果を元に、心筋の mitophagy を増加
させることにより心不全の進行を抑制でき
るかどうかを検討する。網羅的検索にて明ら
かにした心筋特異的 mitophagy 制御因子につ
いて、心筋特異的薬剤誘導性発現トランスジ
ェニックマウス、心筋特異的欠損マウスを作
製する。以上の遺伝子改変マウスを用いて圧
負荷心不全モデル、心筋梗塞後心不全モデル
を作製解析することにより、心不全における
mitophagy の役割を明らかにし、治療へ効果
を検討する。 
 
４．研究成果 
心不全症例では心筋細胞内のミトコンドリ
ア形態異常を伴うことが多い。しかしながら
その制御機構には不明な点が多い。心筋細胞 
内におけるミトコンドリアの融合・分裂やオ
ートファジー性分解（マイトファジー）に関
わる新規因子の網羅的探索を行った。ミトコ
ンドリア特異的オートファジーであるマイ
トファジー必須分子として、酵母においては
Atg32 が同定報告されているものの、哺乳類
細胞における Atg32 の機能的ホモログは同定
されていなかった。私たちは細胞死関連因子
として知られる BCL2 関連蛋白質の一つであ



る BCL2L13 をマイトファジー関連因子の候補
として発見同定した。BCL2L13 は Atg32 と同
様にミトコンドリア外膜上に発現している
膜一回貫通型タンパク質であり、WXXL/I モチ
ーフを有する。下図の電子顕微鏡写真に示さ
れるように、HEK293A 細胞において、BCL2L13
過剰発現によりミトコンドリアは分裂する
が、逆に siRNA を用いたノックダウンにより
ミトコンドリア伸長が認められた。 

 
この分裂誘導には BCL2L13 に存在する BH ド
メインが関与しており、BH ドメイン欠失変異
体ではミトコンドリア形態変化は誘導され
なかった。さらに BCL2L13 は LIR モチーフを
介してオートファジー関連蛋白質である LC3
と結合し、ミトコンドリア特異的オートファ
ジーを誘導することを明らかにした。LIR モ
チーフの変異体 BCL2L13 はミトコンドリア分
裂を誘導可能であったが、下図黄色の mKeima
（ミトコンドリア）と LysoTracker(リソソー
ム)の共局在で示されるマイトファジーは誘
導されなかった。既報で示されたような、
BCL2L13 によるアポトーシス性細胞死誘導能
は本条件下では認められなかった。 

 
また Atg32 欠損酵母はマイトファジー誘導
能を喪失しているが、BCL2L13 強制発現によ
り、マイトファジー誘導刺激によりマイトフ
ァジー分解産物である遊離 mCherry の出現

（赤矢印）が認められた。すなわち BCL2L13
は Atg32の哺乳類細胞における機能的ホモロ
グであることが明らかとなった。 
以上の結果から、BCL2L13 はミトコンドリア
の分裂を誘導するとともに、ミトコンドリア
外膜上にて LC3と結合することでマイトファ
ジーレセプターとしての機能を果たすこと
が示された。すなわち酵母で Dnm1 および
Atg32 の分子が果たしている役割を一つの分
子で担っていた。（雑誌論文⑨⑩⑫） 
続いて、上記の検討にて同定した BCL2L13
の心筋細胞における評価を行った。BCL2L13
過剰発現アデノウイルスベクター及び
BCL2L13 遺伝子抑制 shRNA 発現アデノウイル
スベクターを初代培養新生仔ラット心筋細
胞に感染させ、48 時間後に BCL2L13 の発現及
びノックダウンについてウエスタンブロッ
トにて評価した。心筋細胞においても継代培
養細胞と同様に BCL2L13 の過剰発現によりミ
トコンドリアの fragmentation が誘導され、
BCL2L13 のノックダウンによりミトコンドリ
アの伸長が観察された。この結果より
BCL2L13 は心筋細胞においてもミトコンドリ
アダイナミクスに重要な役割を果たすこと
が示唆された。引き続き、BCL2L13 の過剰発
現及び knockdown 下において、酸化ストレス
や GPCR アゴニストなど種々のストレスに対
する心筋細胞の応答性変化について検討を
行う。さらに心臓組織における BCL2L13 の生
理学的および病態的意義を評価するために、
Cre-loxP システムを用いた心筋特異的遺伝
子改変動物の作出を行った。targeting 
vector を作製し、相同組み換え体の ES 細胞
をスクリーニングし、ES 細胞クローンのイン
ジェクションにより、floxed allele を持つ
マウスを得た。本マウスを心筋特異的 Cre リ
コンビナーゼ発現マウスと交配し、目的の遺
伝子改変マウスを得た。 
さらに我々はオートファジー制御機構に着

目し、心筋細胞特異的 TSC2 欠損マウスを作
成解析した。その結果 TSC2-mTORC1 を介した
シグナル伝達機構が、心筋細胞のミトコンド
リア品質や形態（下図電子顕微鏡写真）に影
響を及ぼすことで心機能維持に機能してい
ることを明らかにした。（雑誌論文⑧） 

 
我々はマイトファジー後にミトコンドリア
分解不全が起きると、自然免疫レセプターで
ある TLR9 を介した炎症反応ならびに心不全
が惹起されることを報告している。TLR9 欠損
マウスを用いて、心筋梗塞後における TLR9
の機能解析を行った。その結果、TLR9 は心筋
梗塞後の炎症反応に関与していないものの、



TLR9 欠損マウスでは野生型マウスと比し、有
意に心筋梗塞後心破裂が惹起されることが
明らかとなった（下図）。この分子機構とし
て、TLR9 が心臓線維芽細胞の増殖と分化誘導
を介して、心保護的に作用していることが示
唆された。（雑誌論文⑥） 

次にマイトファジーのほ乳類機能的ホモ
ログ候補として BCL2L13 と共に同定した
FKBP8 についても、Cre-loxP システムによる
心筋細胞特異的欠損マウスを作製・解析を行
った。同マウスは横行大動脈縮窄圧不可刺激
によって、下図の心臓超音波検査結果に示す
とおり、対照群と比し容易に心機能低下と心
不全状態に陥った。FKBP8 がストレス応答に
おいて、異常タンパク質集積を阻害すること
で、心臓保護的に機能していることを明らか
にした。（雑誌論文②） 
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