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研究成果の概要（和文）：閉経における血管老化動脈硬化進展の分子機序を検討した。培養血管平滑筋細胞を使
った研究においてエストロゲン受容体を阻害したところ、マイトファジー低下による異常ミトコンドリアの蓄積
から細胞老化が進展した。正常マウスに卵巣摘除を行った研究でも、マイトファジー低下から異常ミトコンドリ
アが蓄積し血管老化が進展した。エストロゲン補充によりマイトファジーと血管老化は回復したが、これらは
Atg5やAtg7には非依存性であり、Rab依存性であったことから、オルタナティブオートファジがこのマイトファ
ジーの主体であると考えた。

研究成果の概要（英文）：Mitochondria plays a crucial role to regulate cellular senescence, which 
undergo mitophagy to maintain mitochondrial quality. Female C57BL6 mice with ovariectomy (Ovx) 
showed lower plasma estrogen level and fewer number of mitophagy, mitochondrial dysfunction and 
accelerated arterial senescence compared to C57BL6 with sham operation. Whereas protein expression 
of arterial LC3II/LC3I was not different between the 2 groups, that of Rab9 was significantly lower 
in Ovx than in sham mice. Administration of Estradiol (E2) to Ovx increased Rab9 and mitophagy, 
improved mitochondrial function and retarded arterial senescence. 
In vitro experiment using HUVEC and VSMC demonstrated that E2 retarded cellular senescence and 
increased Lamp2 dots which co-localized with Rab9 and TOMM20 dots assessed by Immunohistochemistry, 
which was abolished by knockdown of Rab9. Rab9-induced alternative autophagy plays a crucial role in
 mediating Rab9-dependent mitophagy and retarding vascular senescence.

研究分野： 循環器病、老年病
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研究成果の学術的意義や社会的意義
閉経に伴う血管老化・動脈硬化の進展機序にRab9-依存性オルタナティブオートファジーを主体にしたマイトフ
ァジーの低下が関与することが本研究により明らかとなった。現在、閉経女性に対してホルモン補充療法が施行
されるが、様々な副作用の問題がある。今回の我々の研究成果は、ホルモン補充療法に代わる新たな治療方法の
確立に寄与できるものと考えている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景：加齢とともに血管が老化し動脈硬化が進展するが、女性においては
閉経後にこうした変化が加速度的に進展し心血管疾患イベントを生じることが問題になってい
る。ミトコンドリアで産生される活性酸素は血管の老化・動脈硬化進展の主因の一つであり、
ミトコンドリアに異常が蓄積するとさらにこの産生が増大する。近年、異常ミトコンドリアは
オートファジーによる選択的ミトコンドリア除去機構である「マイトファジー」により排除さ
れることが明らかとなってきた。マイトファジーを介してミトコンドリアの質を良好に維持す
ることが、血管の老化や動脈硬化防止につながる可能性がある。 

 

２．研究の目的：閉経における血管老化・動脈硬化進展の分子機序を明らかにし、治療ターゲ
ットを検討すること。 

 

３．研究の方法 

(1) in vitro 研究： 
・培養血管平滑筋細胞（VSMC）および血管内皮細胞（HUVEC）を使用。細胞培養培地をエストロ
ゲンフリーにする、もしくはエストロゲン受容体阻害薬 ICI を投与し、閉経状態を再現した。 
・オートファジー/マイトファジーを、電子顕微鏡や免疫組織化学染色さらに Western blot に
て評価した。 
・ミトコンドリア機能を、Mito-Sox Red、JC-1、TMRE、Amplex Red Assay、H2O2 productionassay
で評価した。 
・siRNAを用いた knock down 実験を行った。 
・エストラジオールを添加したレスキュー実験を行った。 
(2) in vivo 研究： 
・雌 12週齢の C57BL6 マウスを使用。卵巣摘除を行った群（Ovx）と sham 手術群の二群を作成
し実験を行った。 
・オートファジー/マイトファジーを、電子顕微鏡や免疫組織化学染色さらに Western blot に
て評価した。 
・ミトコンドリア機能を、H2O2 productionassay で評価した。 
・Ovx マウスにエストラジオールを投与したレスキュー実験を行った。 
 

４．研究成果 
in vitro研究においてエストロゲン受容体を阻害し閉経状態を再現したところ、ミトコンドリ
ア機能障害、ミトコンドリア由来酸化ストレス増大、Senescence-associated βGalactosidase
染色の増強、p53, PAI-1発現の増強を認め、細胞老化が促進された。これらは、エストラジオ
ール（E2）投与により回復した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

TMRE Mito-Sox Red 



さらに免疫組織化学染色や電子顕微鏡による検討により、その要因としてマイトファジーの低
下による異常ミトコンドリアの蓄積であることが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
閉経状態再現に伴う血管・細胞内マイトファジーの低下やエストロゲン補充による回復は、Atg7
を knockdownしても観察されるものの、Rab9 knockdown により影響を受けたことから、今回の
モデルにおいて影響をうけたマイトファジーは、Atg7/LC3 非依存性で Rab9 依存性のオルタナ
ティブオートファジ発現抑制が主体であり、Atg7依存性で LC3Iから IIへの変換が必須のコン
ベンショナルオートファジーの関与は低いことが判明した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



C57BL6マウスに卵巣摘除を行った in vivo 研究でも同様に、血中エストロゲン濃度の低下に伴
い、血管におけるマイトファジー低下から異常ミトコンドリアが蓄積し酸化ストレス増大から
血管老化が進展した。in vivo, in vitro 実験ともに、エストロゲン補充によりマイトファジ
ーは回復し、血管老化が抑制された。 
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