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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、１）ミトコンドリア DNA のコピー数の制御が重要であるのか否かについて明ら

かにし、２）ミトコンドリア DNA のコピー数の変化が細胞内ストレスに対してどのようなネッ

トワークで核への情報伝達が可能となるのか、さらには、３) ミトコンドリア DNA を後天的に

増加させる方法の確立を目的とした。 

まず、ミトコンドリア DNA コピー数の制御が重要であることの証明のために、Twinkle 過剰

発現マウスを用いて、リモデリング抑制されているかどうかを検証した。ミトコンドリア DNA

ヘリカーゼである Twinkle の過剰発現により、心筋梗塞後のリモデリングが抑制され、TFAM 過

剰発現と同様に心筋梗塞後生存率が著しく改善した。しかし、これらのマウス心筋のミトコン

ドリアDNAの転写、および複製はTFAMマウスで抑制されていたのに対し、Twinkleマウスでは、

転写複製が増加していることが明らかとなった。これらの結果から、心筋の抗リモデリング作

用に関しているのは、ミトコンドリア DNA の量であることが示された。さらに申請者は、ラッ

ト心筋細胞にリコンビナント Tfam を投与することで、直接細胞内特にミトコンドリアに取り込

まれ、その結果、ミトコンドリア DNA が増加することを明らかにした。一方、アンジオテンシ

ン II およびエンドセリン-1 の刺激に対する NFAT の活性化の測定系によって、肥大シグナルを

仔ラット心筋細胞に付加することにより、NFAT が活性化すること、TFAM 導入によりミトコンド

リア DNA を増加(〜1.8 倍)した状態では、これらの NFAT 活性化がほぼ完全に抑制され、その下

流である MCIP の発現も低下、さらにファロイジン染色により細胞肥大も抑制されることが示さ

れた。以上の結果から、TFAM 導入によるミトコンドリア DNA の増加は、肥大シグナルに対する

NFAT の活性化を抑制することで抗リモデリング効果を発揮していることが明らかとなり、リコ

ンビナント TFAM は今後新たな心不全治療手段として可能性を有することが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
In the present study, we aimed to the three points;  

1) To determine whether mitochondrial DNA copy number is an direct factor for the regulation of 

remodeling after myocardial infarction.  

2) To clarify the underling mechanisms how the copy number of mitochondrial DNA regulate 

intercellular remodeling signal induced by Angiotensin II or endotherine-1. 



3) To establish a method to increase mitochondrial DNA. 

First of all, it was verified whether the cardiac remodeling is ameliorated by using Twinkle 

overexpression to determine the role of mitochondria DNA. Overexpression of Twinkle, a mitochondrial 

DNA helicase, suppressed cardiac remodeling after myocardial infarction as well as Tfam transgenic 

mice. As a result, the survival rate of mice after infarction was dramatically improved just as observed in 

Tfam mice. However, the transciption and replication of mitochondria DNA is decreased in Tfam 

transgenic mice whereas increased in Twinkle transgenic mice. From those data, we speculated the 

importance and the impact of mitochondria DNA copy number as a protector against cardial remodeling. 

In order to establish a method to increase mitochondria DNA by exogenously administered Tfam, we 

prepared recombinant human TFAM protein by GST fusion gene purification protocol. Recombinant 

TFAM was recruited into mitochondria of cardiac myocytes, and there were no morphological changes 

in mitochondria observed by electron microscopy. 

A treatment with TFAM dose-dependently increased the mtDNA copy number maximum about 2-folds, 

and inhibited mitochondrial reactive oxygen species generation. 

Next, we examined Tfam and increased mitochondria DNA on the intracellular signaling for 

pathological cardiac hypertrophy and remodeling. 

Next we investigated the effects of TFAM on the nuclear factor of activated T cell (NFAT) signaling, 

which is a major transcriptional factor regulating pathological hypertrophy and remodeling. TFAM 

inhibited NFAT nuclear translocation induced by angiotensin II (AngII) and endothelin 1 (ET-1) 

significantly. TFAM also suppressed AngII and ET-1-induced NFAT transcriptional activity and 

NFAT-dependent gene expression. Finally TFAM inhibited subsequent morphological hypertrophy of 

cardiac myocytes induced by AngII  and ET-1. In addition, intravenously administered recombinant 

TFAM was recruited into the myocardium in mice, and increased the myocardial mtDNA copy number 

about 1.8-folds. Conclusion: Recombinant TFAM increases the mtDNA copy number, and attenuates 

AngII and ET-1-induced hypertrophy of cardiac myocytes via inhibiting NFAT signaling. Recombinant 

TFAM might be useful as a novel therapeutic strategy for cardiac hypertrophy and failure. 
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１．研究開始当初の背景 

 

種々の治療法の開発・発展によって、慢性

心不全の予後は改善してきている。しかしな

がら、重症例の予後は未だに不良であり、患

者の高齢化、急性期治療の発達により、その



罹患率は増加の一途をたどっている。患者の

多くは心不全増悪による入院を反復し、QOL

は著しく障害され、最終的には死に至り、医

療経済においても今後負担が増え続けるこ

とが予想される。心不全の病態形成に関与す

る心筋リモデリングの基盤的な分子機序の

さらなる解明とそれに基づく新たな治療法

の開発は、重要な研究課題であると考えられ

た。 

 
２．研究の目的 
 

本研究では、下記の 3 点を主たる目的とす

る。 

１）ミトコンドリア DNA のコピー数の制御が

重要であるのか否かについて明らかにする。

２）ミトコンドリア DNA のコピー数の変化が

細胞内ストレスに対してどのようなネット

ワークで核への情報伝達が可能となり、抗リ

モデリングに作用するのかを明らかにする。 

３) ミトコンドリア DNAを後天的に増加させ

る方法を確立する。 

 

３．研究の方法 

 

(1) Twinkle の過剰発現による心筋リモデ

リングの解析 

マウスは心筋梗塞後 4 週間経過したのちに、

生存率を解析し、生存していたマウスにつ

いては、心エコー、圧データおよび組織像

について観察を行った。 
 

(2) リコンビナント Tfam タンパクの精製 

GST でラベルした immature および mature 

form Tfam を精製した。 

 

(3)心筋細胞ミトコンドリア DNA の細胞内

ネットワーク応答の解析 

培養ラット心筋細胞への Tfam 導入による

mtDNA 増加によって、Angiotensin II 

(Ang-II)およびEndothelin-1 (ET-1)に対す

る細胞内応答について明らかにした。 
 
４．研究成果 
(1) Twinkle 過剰発現マウスにおける心筋梗
塞後リモデリング評価 
 
 

 

Twinkle 過剰発現マウスに、心筋梗塞を作成

したところ、心筋組織において心筋細胞の肥

大および間質の繊維化は有意に抑制され、

（上図）その予後は、Tfam マウス同様に劇的

に改善した（下図） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

TwinkleおよびTfamの過剰発現マウスにおけ

る心筋での mtDNA の転写は、Twinkle で増加

し、Tfam では、不変〜やや減少していた。 

（次図） 



これらの結果より、Tfam と Twinkle は、全く

異なる機序により mtDNA を増加しているが、

その表現系である抗リモデリング作用は共

通していることが示された。 

 

(2) リコンビナント Tfam による細胞内のリ

モデリングシグナルへの影響 

 

リコンビナント Tfam を作成し、心筋細胞培

養液に添加したところ、細胞内（一部はミト

コンドリア）内に局在し、12-24 時間をピー

クに mtDNA コピー数の増加を認めた。 

 

 

さらに、それらは、上図に示すように、Ang-II 

および ET-1 による NFAT の活性化を抑制する

ことが明らかとなり、mtDNA の増加が、細胞

内肥大およびリモデリングのシグナルに関

与していることが示された。 

また、今後は、さらにリコンビナント Tfam

の実用化にむけた研究が必要である。 
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