
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３１２０１

基盤研究(C)（一般）

2015～2013

ミトコンドリア保護による筋原線維性ミオパシーの新規治療法の開発

New therapeutic approach of myofibrillar myopathy by mitochondrial protection

３０４２５７０６研究者番号：

三部　篤（Sanbe, Atsushi）

岩手医科大学・薬学部・教授

研究期間：

２５４６０１０５

平成 年 月 日現在２８   ６ １７

円     3,900,000

研究成果の概要（和文）：BCL-2関連athanogene(BAG)3は、アポトーシス抑制因子であるBCL-2と結合する特徴を有し、
細胞保護作用を示すことが知られている。我々は、筋原線維性ミオパチー(MFM)モデルマウスを用いて、心筋でのBAG3
の変化を検討した。その結果、MFMマウス心筋では、BAG3量が顕著に増加していた。この意味を検討する目的で、心筋
細胞を用いて、BAG3をノックダウンしたときの変化を検討した。その結果、BAG3をノックダウンすると心筋細胞ではア
ポトーシスと思われる細胞死が増加した。すなわち、BAG3は、MFMでの心筋細胞障害を抑制する代償機構として心筋細
胞で増加すると考えられる。

研究成果の概要（英文）：It is hypothesized that BCL-2 associated athanogene (BAG) 3 can play an important 
role in cytoprotective effect of BCL-2, antiapoptotic factor, by direct protein-protein interaction. We 
examined changes in BAG3 level in myocardium in myofibrilallar myopathy (MFM) mouse model. In MFM mouse 
heart, marked increase in BAG3 level was detected. In order to analyze the role of BAG3 in 
cardiomyocytes, knockdown approach using si-RNA targeting to BAG3 was performed. The knockdown of BAG3 
enhanced apoptotic cell death in cardiomyocytes. These results suggest that BAG3 may play a protective 
role in cardiomyocytes.

研究分野：薬理学
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１．研究開始当初の背景 
 低分子ストレスタンパク質（heat shock 
protein: HSP）ファミリーは、熱ショックに
より誘導されるストレスタンパク質の内、分
子量が比較的小さいタンパク質群(分子量
15-30 kDa)が属し、生物界に普遍的に存在し
ている。低分子HSPは分子内に約 80アミノ
酸残基からなるα-クリスタリンドメインを
有し、その多くがタンパク変性を防ぐシャペ
ロン様活性を有することが知られている。幾
つかの低分子 HSP において、そのアミノ酸
変異、特にα-クリスタリンドメイン内の点変
異は、筋原線維性ミオパシー(Myofibrillar 
myopathy: MFM)などの神経筋疾患、白内障
などの眼疾患、遺伝性末梢性運動性ニューロ
パ シ ー （ Distal hereditary motor 
neuronopathy: HMN）およびシャルコー・
マリー・トゥース病（Charcot-Marie-Tooth 
disease: CMT 病）などの神経変性疾患の原
因であることが知られている。これらの病態
を詳細に解析する目的で、遺伝子改変マウス
が作製され、病態解析および治療法の開発が
試みられている。 
 低分子HSPの一つである α-Bクリスタリ
ン（CryAB、別名 HSPB5）は、水晶体の構
成成分として見いだされたが、心筋細胞に
も非常に多く存在する。また骨格筋、神経
等でもその遺伝子発現は認められる。その
ため、比較的普遍的に生体内に存在し、ス
トレスタンパク質として機能していると考
えられている。CryAB関連MFMは CryAB
の 120 番目アルギニン→グリシン点変異
（Arg120Gly）などにより発症する。この
疾患は、細胞内に筋細胞における中間フィ
ラメント構成成分であるデスミンおよび
CryAB を含む不溶性凝集体を形成する特
徴を持ち、CryAB Arg120Glyタンパクを心
臓特異的に過剰発現しているトランスジェ
ニック（TG）マウスでその病態が再現され
る。CryAB Arg120Gly TGマウス心筋では、
不溶性凝集体の蓄積に伴ってミトコンドリ
ア障害、ミトコンドリアのチトクローム C
の細胞質への遊離、カスパーゼ 3の活性化
およびアポトーシスと思われる TUNEL 陽
性心筋細胞死が起こってくる。すなわち、
CryAB関連MFM病態の進行にはミトコン
ドリア障害とアポトーシスが深く関わって
いることが示唆される。 
２．研究の目的 
 我々は、ミトコンドリアの ATP 感受性カ
リウムチャネル開口作用を持つニコランジ
ルを CryAB Arg120Gly TGマウスに投与す
ると、ミトコンドリア保護効果を示し、その
時の CryAB 関連 MFM 病態が軽減すること
を明らかにしている。さらに、ニコランジル
のMFM心筋保護効果は、MFM病態がすで
に発症し、心機能が低下した状態から薬物投
与を開始しても認められた。そのため、ニコ
ランジルのMFM治療薬としての臨床応用が
期待できると考えられる。このニコランジル

の効果をさらに詳細に検討するため、新生児
ラット心筋細胞にアデノウイルスベクター
を用いて、CryAB Arg120Glyを過剰発現さ
せたMFM in vitroモデルを作製した。この
心筋細胞では、TG マウスと同様に、細胞内
に不溶性凝集体が蓄積し、アポトーシスによ
る心筋細胞死が起こる。この In vitro MFM
モデルに、ニコランジルあるいはニコランジ
ルと同じくミトコンドリアの ATP 感受性カ
リウムチャネル開口作用を持つジアゾキシ
ドを作用させると、細胞保護効果を示した。
さらにミトコンドリアの ATP 感受性カリウ
ムチャネル阻害薬である 5-ヒドロキシデカ
ン酸ナトリウム(5-HD)を処置することによ
り、ニコランジルやジアゾキシドの細胞保護
効果は消失した。すなわち、ニコランジルや
ジアゾキシドの心筋保護効果は、ミトコンド
リアの ATP 感受性カリウムチャネルの開口
が関わっていることが考えられる。また、病
態の進行と共に細胞内のミトコンドリアに
おけるアポトーシス抑制因子 BCL-2 が低下
し、その一方でアポトーシス誘導因子 BAX
が増大する。そのため、不溶性凝集体による
ミトコンドリアの BCL-2の低下、BAXの増
大は心筋細胞にアポトーシスと考えられる
細胞死を誘発させると考えられる。さらに、
ニコランジルやジアゾキシドは、BCL-2の低
下および BAXの増大を抑止し、MFMに有効
で有ることを証明している。しかし、BCL-2、
BAX の調節機構に対するニコランジルの作
用機序は不明な点が多い。本研究では、ミト
コンドリア保護薬の MFM病態における抗ア
ポトーシス作用の作用機序、特にアポトーシ
ス抑制因子 BCL-2 およびアポトーシス誘導
因子 BAX の増減に関する詳細な分子機構を
解析することにより、MFM の新規治療法の
開発を目指した。 
３．研究の方法 
 本研究では、CryAB Arg120Gly を心筋特異
的に過剰発現させた TG マウスおよび新生児
ラット心筋細胞にアデノウイルスベクター
を用いてCryAB Arg120Gly遺伝子を過剰発現
させた CryAB 関連 MFM in vitro モデルを
用い、これらの変異タンパク質によるミト
コンドリア障害およびアポトーシスの発生
に対するミトコンドリア ATP 感受性カリウ
ムチャネル開口作用の関与および BCL-2、
BAXの変化を検討した。また、それぞれの遺
伝子特異的に作製された siRNAを用いて、タ
ーゲット遺伝子をノックダウンさせたとき
の表現型も解析した。具体的には、心筋細胞
は、SD 系新生児（生後 1−3 日齢）ラットの
心臓を単離し、トリプシン、コラゲナーゼ処
理後に 0.1%ゼラチンでコートしてあるプレ
ート上に接着させ、心筋細胞を培養した。心
筋細胞培養液は 10%牛胎児血清を含む
D-MEMを用いた。培養 24時間後に、血清を
含まない D-MEMに培養液を置換後、CryAB、
CryAB Arg120Gly、BAG3、BCL2、BAXおよ
び BCLxl などの遺伝子を含むアデノウイル



スベクター（10 M.O.I）を加え、4日間培養を
行った。また、上述の遺伝子（CryAB, BAG3, 
BCL2, BAX, BCLxlなど）特異的な配列で作
製した si-RNA を用いて、それぞれの遺伝子
のノックダウンを行った。その後、細胞生存
率は MTT 法およびアポトーシスの検出は
TUNEL 法、annexinV 法にて検討し、細胞内
不溶性凝集体量はフィルター法を用いて定
量した。 
４．研究成果 
 新生児ラット心筋細胞に MFMの原因とな
る CryAB Arg120Glyを発現させると、ミト
コンドリアの BCL2 関連 athanogene 3 
(BAG3)タンパク質レベルが上昇した。この
結果は、CryAB R120Gを心筋特異的に過剰発
現しているトランスジェニック(TG)マウス
の心筋でも認められた。また、ニコランジル
の処置で、BAG3 タンパク質量は、さらに増
加した。この心筋 BAG3の増大の生理的意義
を検討するために、BAG3 を特異的に阻害す
る siRNAを作製し、BAG3をノックダウンし
た心筋細胞における CryAB R120G 過剰発現
の影響を検討した。その結果、BAG3 を選択
的にノックダウンしたラット新生児心筋細
胞では、CryAB R120G 誘発アポトーシスが
増大した。すなわち、BAG3 は心筋保護作用
を有し、CryAB R120Gによる心筋障害に対す
る代償機構で増大している可能性が考えら
れる。さらに BAG3をノックダウンしたとき
にはアポトーシス抑制因子である BCL-2 の
ミトコンドリア含量が減少していた。BAG3
は BCL-2 と直接結合することが知られてい
るため、BAG3が BCL-2の調節因子としてア
ポトーシスの発生に深く関わっている可能
性がある。また、ニコランジルなどの ATP
感受性カリウムチャネル開口薬が BAG3 の
作用を介して心筋保護作用を示している可
能性が考えられた。 
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