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研究成果の概要（和文）：心筋ミトコンドリアの品質異常（過剰分裂）が心臓の恒常性破綻の引き金になってい
ることを見出した。分裂促進Gタンパク質Drp1の活性化因子としてFilamin Aを同定し、病態時特異的に形成され
るDrp1-Filamin-Actin複合体がミトコンドリア異常分裂を介して心機能を低下させることを明らかにした。さら
に活性イオウによるDrp1のポリイオウ化修飾がFilaminとの相互作用を負に制御すること、環境親電子物質によ
りDrp1の脱イオウ化が促進されることでミトコンドリアの異常分裂さらには心不全のリスク上昇につながること
が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We found that abnormal quality control (hyperfission) of cardiac 
mitochondria triggered the disruption of cardiac homeostasis. We identified that filamin A act as a 
guanine nucleotide exchange factor for Drp1, mitochondrial fission-accelerating factor. Pathological
 interaction of Drp1-filamin-actin at mitochondrial fission induced mitochondrial 
hyperfission-associated myocardial senescence, resulting in cardiac dysfunctions. Reactive 
sulfur-dependent polysulfidation of Drp1 negatively regulated the interaction with filamin A, and 
environmental electrophiles such as a methylmercury promoted depolysulfidation and activation of 
Drp1. Depolysulfidation of Drp1 by electrophiles increased cardiac fragility to mechanical load 
through filamin-dependent mitochondrial hyperfission.

研究分野： 生理化学

キーワード： レドックス　心臓リモデリング　ミトコンドリア品質　活性イオウ

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
心疾患による死亡者数は年間約20万に上がり、これはがんに次ぐ死因となっている。心不全患者の5年生存率は
未だ50%であり、新しいコンセプトに基づいた薬の開発が必要とされている。我々は心筋ミトコンドリアの品質
異常が心機能低下の引き金になることを見出し、ミトコンドリアの品質を改善する既承認薬シルニジピンを同定
した。さらに、シルニジピンは環境化学物質曝露による心疾患リスク上昇に対しても改善効果を示すことをマウ
ス動物実験モデルから明らかにした。これらの成果はミトコンドリア機能保護という新しいコンセプトに基づい
た心不全治療薬開発に貢献すると期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

心臓は様々な外的ストレスに対して適応する柔軟性と頑健性を持ち合わせた組織である。し
かしながら、慢性的なストレスが加わり続けると組織機能が徐々に破綻していき、心不全へと
至るリスクが上昇する。近年、様々な環境因子の複合曝露（Exposome）による生体レドック
ス動態の変化が疾患リスクを規定する要因になると提起されている。環境化学物質の多くは電
子を好む親電子物質として作用する。水俣病の原因物質であるメチル水銀に神経毒性を発症す
る閾値用量よりも50倍も低い濃度で曝露されたヒトは心筋梗塞発症リスクが2.5倍増加すると
の疫学調査結果が報告されている。申請者は神経毒性を発症しない低濃度のメチル水銀に曝露
したマウスの心疾患リスクを調べ、１）メチル水銀曝露マウスの心機能は一見普通であるが、
圧負荷刺激に対して顕著に脆弱になる、２）メチル水銀曝露マウスの心筋ミトコンドリアは異
常分裂をしていることを見出した。これらのことから、親電子物質による心筋ミトコンドリア
異常が心疾患リスク上昇につながると予想された。 

 

 

２．研究の目的 

（1）ミトコンドリア過剰分裂を介した心筋細胞の早期老化機構。心筋細胞の老化現象は加齢
に加え、様々な心疾患時に確認されており、心筋細胞の機能低下を引き起こす一因と考えられ
ている。しかしながら心筋細胞老化を誘導する分子メカニズムについては詳しくわかっていな
い。一方、エネルギー産生器官であるミトコンドリアは、分裂と融合を繰り返しながら自身の
形態をダイナミックに変化させる。この動的形態変化はミトコンドリアの品質管理に重要であ
り、その異常は心疾患を含む様々な疾患に関連すると示唆されている。本研究課題では、心筋
ミトコンドリア分裂の制御機構解析を通じて心筋ミトコンドリア異常による心筋早期老化機構
を解明することで、心臓の恒常性破綻機構について理解することを目的とした。 

 

（2）環境親電子物質による心疾患リスク上昇機構。環境親電子物質であるメチル水銀を神経
毒性が起こらない低濃度でマウスに曝露したところ心疾患リスクが増加することが明らかとな
った。この時、心筋ミトコンドリアの異常分裂が確認されたことからミトコンドリア品質異常
が心疾患リスク上昇につながると予想された。そこで本研究では、環境親電子物質により心筋
ミトコンドリア品質が変化するメカニズムをミトコンドリア分裂促進因子 dynamin-related 

protein 1 (Drp1)のレドックス修飾の観点から解き明かすことを目的とした。 

 

 

３．研究の方法 

・心筋梗塞処置マウスの心機能解析 

6 週齢の C57BL/6J マウスを三種混合麻酔下で外科的に冠動脈を結索することで心筋梗塞モ
デルを作製した。心筋梗塞 1 週間後に浸透圧ポンプを用いて薬剤を投与し、心エコー装置を用
いて経時的に心機能を測定した。 

 

・メチル水銀曝露マウスの心機能解析 

5 週齢の C57BL/6J マウスに 10 ppm の水銀を含む水を自由飲水により 1 週間投与した。一
部のマウスから心臓を摘出し、電子顕微鏡解析や組織切片解析用にサンプルを調整した。その
後、三種混合麻酔下で大動脈を 27G ニードル幅に結索する大動脈狭窄術を用いて圧負荷刺激を
行った。その後、心エコー装置を用いて経時的に心機能を測定した。 

 

・Drp1 の機能解析 

 Drp1 の GTP 結合能は GTP-agarose を用いた pull-down 法により評価した。Drp1 リン酸化
は S616 と S637 それぞれのリン酸化特異的抗体を用いたウエスタンブロット方で評価した。
Drp1 ポリイオウ化は CN-biotin を用いた biotin-switch 法により評価した。 

 

・ミトコンドリア形態解析 

ミトコンドリアは mitotracker green、もしくは ATP 合成酵素サブユニットの免疫染色によ
り可視化した。画像解析により細胞あたりの平均ミトコンドリア長を測定し、その長さから細
胞のミトコンドリア状態を Vesicle、Intermediate、Tubule の 3 つに分類した。 

 

 

４．研究成果 
（１）ミトコンドリア過剰分裂を介した心筋細胞老化 
心筋梗塞処置 4 週後に確認される心筋細胞老化がどのようなメカニズムを介して起こっている
のかを検証するために、心筋梗塞後 1週での心筋形態の解析を行った。その結果、梗塞部周辺
領域で心筋ミトコンドリアの過分裂を確認した。この時、Drp1 の活性化と共に、低酸素ストレ
スマーカーである HO-1, HIF1の発現上昇が確認できた（図 1A,B）。そこで、低酸素ストレス
がミトコンドリアの過剰分裂を誘導するかについて検討したところ、1%低酸素刺激により Drp1
活性化、ミトコンドリア過剰分裂が誘導された（図 1C, D）。心筋細胞老化が確認できる心筋梗



塞 4週の時点では低酸素ストレスマーカ
ーの発現は定常レベルにまで戻ってい
ることから、低酸素再酸素化刺激を行っ
たところ、心筋細胞老化が顕著に誘導さ
れた（図 1E）。以上の結果から、心筋梗
塞初期に起こる低酸素誘導性の Drp1活
性化（ミトコンドリア分裂）が心筋細胞
老化の引き金になることを明らかにし
た。 
 
 
（２）病態時特異的な Drp1-filamin 相
互作用によるミトコンドリア分裂制御 
低酸素刺激依存的に Drp1 が活性化さ

れるメカニズムについて検討を行い、低
酸素刺激依存的に Drp1 と相互作用する
新規分子としてアクチン結合蛋白質
filamin を同定した。両者は低酸素刺激
条件下がドット状に共局在し、細胞分画実験からミトコンドリア画分で相互作用していること
が明らかとなった。次に相互作用ドメインについて検証を行った。Drp1は N末から GTPase, MID, 
Var, GED ドメインによって構成される。このうち GTPase ドメインが filamin との相互作用部
位であることが分かった。一方、filamin は N末のアクチン結合ドメインと 24個の IgG ドメイ
ンから構成されている。このうち、IgG16-23 から成る Rod-2 領域が Drp1 との相互作用部位で
あることが分かった。Drp1は filaminと相互作用することで活性が上昇した。そのメカニズム
について検証を行い、filamin は Drp1 に対して GEF (guanine nucleotide exchange factor)
活性を有することが分かった。 

Drp1-filamin 相互作用が低酸素誘導性ミトコンドリア分裂に与える影響について検討を行
った。まず filamin 発現抑制の効果について調べたところ、filamin 発現抑制により低酸素誘
導性ミトコンドリア分裂および再酸素化刺激による心筋細胞老化は抑制されることが明らかと
なった。さらに Drp1 の局在について調べたところ、Drp1 は低酸素刺激依存的にミトコンドリ
ア断片上でドットを形成するが、filaminを発現抑制することでドット形成が抑制された。 
 
（３）Drp1-filamin相互作用を抑制する既承認薬シルニジピンの同定と心機能改善効果 
 低酸素誘導性ミトコンドリア分裂を抑制する化合物を既承認薬の中から探索し、ジヒドロピ
リジン系カルシウム拮抗薬の 1 つであるシルニジピンを同定した（図 2A）。他のジヒドロピリ
ジン系化合物ではミトコンドリア分裂の抑制効果は確認されなかった。シルニジピンは低酸素
誘導性の Drp1-filamin 相互作用を抑制することが明らかとなった。シルニジピンによる
Drp1-filamin相互作用の抑制が心不全の改善につながるかをマウスモデルで検証した。臨床現
場では心機能が低下してから治療薬が処方されることを考慮して、心筋梗塞後 1週たち、心機
能が十分低下した状態から
シルニジピンを投与した。そ
の結果、シルニジピン投与後
2～3 週間かけて心拍出量が
徐々に回復することが分か
った（図 2B）。一方、対照群
として使用したアムロジピ
ン投与では心機能の回復は
見られなかった。シルニジピ
ン投与マウスでは、梗塞部周
辺領域でのミトコンドリア
過剰分裂および心筋老化が
有意に減少し、左室リモデリ
ングも抑制されていた。以上
の結果より、シルニジピンが
Drp1-filamin 相互作用を抑
制することで心筋早期老化
を抑制し、心機能低下を改善
させることをマウスで実証
した。 
 
（４）環境親電子物質による Drp1のレドックス修飾 
 メチル水銀曝露による心筋ミトコンドリアの過剰分裂が Drp1 に与える影響について検討を
行ったところ、Drp1の活性化が促進されることが明らかとなった。一方、ミトコンドリア融合



促進因子群（Mfn1, Mfn2, OpaI）の発現に変化は見られなかった。メチル水銀による Drp1活性
化機構として注目したのが Drp1 の翻訳後修飾である。Drp1 は高いレドックス感受性を持って
おり、その中心となるのがシステイン 624 番で S-ニトロシル化やスルフェニル化を受けること
が報告されている。我々は親電子物質の新たな消去系としてシステインの過イオウ付加体（活
性イオウ）に着目して来た。過イオウ付加はシステインやグルタチオンの低分子のチオール基
だけでなくタンパク質にも起こることが知られており、このタンパク質のポリイオウ化修飾は
新たな翻訳後修飾として注目されている。我々は Drp1のポリイオウ化修飾について検討を行い、
Drp1 は Cys624 がポリイオウ化修飾されることで自身の活性を負に制御していることを見出し
た。そしてメチル水銀は Cys624 のポリイオウ鎖からイオウを引き抜くこと（脱イオウ化）によ
って Drp1の活性化を誘導することが明らかとなった。Cys624をセリンに置換すると Drp1の脱
イオウ化ミミック体として Drp1 の活性が恒常的に高まっていた。一方、Cys624 を bulky なア
ミノ酸であるトリプトファンに置換するとメチル水銀による活性化が見られず、ポリイオウ化
ミミックのドミナントネガティブ体になることが明らかとなった。 
 
（５）Drp1ポリイオウ化修飾による Drp1-filamin相互作用の制御 
 Drp1 のポリイオウ化-脱イオウ化サイクルによって活性が調節されるメカニズムとして
filaminとの相互作用に着目した。Drp1-filamin との相互作用はメチル水銀刺激依存的に上昇
した。一方、Drp1 C624Wではメチル水銀依存的な filaminとの相互作用が見られなかった。ま
た、Drp1-filamin 相互作用を抑制するシルニジピン処置、さらには filamin 発現抑制によりメ
チル水銀誘導性のミトコンドリア分裂が抑制されたことから、Drp1 のポリイオウ化サイクルは
filaminとの相互作用調節を介して自身の活性を制御していることが明らかとなった。 
 
（６）メチル水銀による心疾患リスクにおける Drp1レドックス修飾の役割 
メチル水銀曝露マウスでの圧負荷刺激脆弱性に Drp1 のポリイオウ化修飾が関与しているかを
明らかにするために、メチル水銀曝露マウスに活性イオウを投与した。その結果、メチル水銀
曝露マウスの心臓で見られる Drp1 の脱イオウ化および活性化は活性イオウの投与により抑制
された（図 3A）。これと一致するように活性イオウ投与により、メチル水銀曝露マウスの圧負
荷脆弱性は改善された（図 3B）。 
 ヒト iPS 心筋細胞を用
いてメチル水銀曝露によ
る物理刺激脆弱性につい
て評価を行った。メチル水
銀に曝露した iPS 心筋細
胞は物理刺激に対して顕
著に脆弱になることが明
らかとなった。活性イオウ
を投与すると物理刺激脆
弱性は改善された。また、
シ ル ニ ジ ピ ン で
Drp1-filamin 相互作用を
抑制したり、Drp1 のポリ
イ オ ウ 化 ミ ミ ッ ク 体
C624W を導入しても物理
刺激脆弱性が改善された
ことから（図 3C）、メチル
水銀による Drp1 脱イオウ
化を介したミトコンドリ
ア品質異常が心筋細胞の
物理刺激脆弱性に関与す
ることが明らかとなった。 
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