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研究成果の概要（和文）：慢性心不全症例の心筋生検組織を用いて、心不全症例では細胞増殖及び成長のmaster
 regulatorとして知られている哺乳類ラパマイシン標的蛋白質(mTOR)が恒常的に活性化していることを解明し
た。さらに、心筋細胞を用いた検討では、ネクロプトーシスシグナル活性化が心不全に対して保護的に働いてい
るオートファジーを抑制すること、mTOR活性阻害薬はネクロプトーシスシグナルを抑制しオートファジーを回復
させることが明らかとなった。mTOR活性阻害薬のこれらの効果は、RIP1の抑制的リン酸化を介していた。以上の
結果から、mTORの恒常的活性化は心不全治療の新たな標的であると思われた。

研究成果の概要（英文）：Significant roles of mTOR complex 1 (mTORC1)  in heart failure have been 
shown in animal models of heart failure. However, contribution of mTORC1 to pathogenesis of human 
heart failure has not been characterized.  By use of endomyocardial biopsy specimens, we found that 
mTORC1 activity was higher in patients with heart failure than in controls. Furthermore, autophagy 
in cardiomyocytes was impaired by activation of necroptotic signals via suppression of autolysosome 
formation.  Inhibition of mTORC1 by rapamycin restored the autophagic flux in cardiomyocytes.  The 
effect of rampamycin was mediated by novel inhibitory phosphorylation of RIP1 and led to 
cardiomyocyte protection from necroptosis.  Taken together, the findings suggest that aberrant 
mTORC1 activation is a therapeutic target in heart failure.  

研究分野： 循環器内科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　mTORC1が恒常的に活性化する遺伝子疾患である結節性硬化症の腎腫瘍に対してmTORC1阻害薬は保険適応を取得
している。申請者らは、非虚血性拡張型心筋症例において心筋mTORC1活性が顕著に亢進し、病理学的変化や予後
と密接に関係していることを明らかにしており、mTORC1活性調節は心不全治療の新たな標的であると考えた。
　オートファジー機能不全が心機能低下へ導く分子機構は不明なままである。本研究により解明されたオートフ
ァジーとネクローシスの直接的分子機構連関は新たな心不全治療法開発への足がかりになる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
受容体遮断薬、アンジオテンシン変換酵素阻害薬等の神経体液性因子の修飾による心不
全治療は一定の成果を挙げた。しかし、慢性心不全症例の 5 年生存率は 50〜60％と今な
お不良であり、新たな治療法の開発が課題となっている (Vasc Health Risk Manag 
2008;4:103)。 
 哺乳類ラパマイシン標的蛋白質(mTOR)は、2 つの複合体(mTORC1, mTORC2)として存
在し、増殖、代謝の調節に重要な役割を果たすことが知られている。mTORC2 は Akt の活
性化を介して mTORC1 を活性化し、mTORC1 はリボソームの活性化によりタンパク合成
を促進する一方で、心不全に対して保護的に働くオートファジーを抑制する。最近、我々
は mTORC2/Akt/mTORC1 経路の短時間の活性化が虚血再灌流障害による細胞死に対して
保護的に働くことを明らかにした (Circ Res 2014;114:1268)。一方、mTORC1 阻害薬が成
因の異なる心不全モデルにおいて心機能を改善すること (Circulation 2004;109:3050, Sci 
Transl Med 2012;4:144ra102, Sci Transl Med 2012;4:144ra103, Nat Genet 2014;46:635)を
考慮すると、mTORC1 経路の恒常的活性化はむしろ心不全を増悪させる可能性がある。 
  
 最近の申請者らの臨床例における最近の報告はその仮説を支持している。 
1) mTORC1 活性抑制蛋白である tuberous sclerosis complex(TSC)の遺伝子異常により

mTORC1 が恒常的に活性化する結節性硬化症に合併した拡張型心筋症例において、
mTORC1 阻害薬投与により左室機能が正常化した(Eur Heart J 2015;36:2338)。 

2) 左室機能低下症例（臨床例）の心筋生検組織では、mTORC1 活性が顕著に亢進してお
り、心筋細胞の脱落による置換性線維化と密接な関係があった(Circulation 2014, 
abstract)。 

 
 しかし、mTORC1 の恒常的活性化が左室機能障害をもたらす分子機構は明らかにされて
いない。オートファジーは心不全において保護的に働いていることが知られており(Nat 
Med 2007;13:619)、mTORC1 恒常的活性化によるオートファジーの過剰な抑制が機序の
一つとして想定される。さらに、mTORC1 恒常的活性化はリボソームへ過剰な負荷をかけ
ることが予想されるが、心不全とリボソーム過剰負荷との関係を検討した報告はない。 
 
 
２．研究の目的 
 
mTORC1 活性の過剰な亢進によるオートファジー機能低下もしくはリボソームストレス
がネクローシス、心筋代謝異常、ER ストレス及びミトコンドリア機能異常を惹起する可
能性を検証する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
1) ネクロプ

トーシス
とオートファジーの分子機構連関 

 mTORC1 活性調節によるオートファジー機能亢進及び低下が RIP1/RIP3 依存性ネクロ
プトーシスに与える影響を解明する。オートファジーが RIP1/RIP3 結合に与える影響を網
羅的に解析するとともに、蓄積した異常タンパクと RIP1/RIP3 の関係に注目する。 



 
2) ミトコンドリア透過性遷移孔(mPTP)とオートファジーの分子機構連関 
 mTORC1 依存性オートファジー機能低下による mPTP 構成蛋白の発現と複合体形成へ
の影響、mPTP 機能への効果を明らかにする。特に、申請者らが mPTP 開口制御に重要で
あることを明らかにしてきた GSK3(J Biol Chem 2014;289:29285)のオートファジーによ
る修飾に注目する。 
 
 
３．研究の方法 
 
[実験1] 心筋細胞におけるネクロプトーシス誘導機構の検討 
10％牛血清添加DMEM 中でH9c2 ラット心筋芽細胞を培養した。培養液に溶媒（Vehicle）、
TNF-α（TNF、50 ng/ml）、pan-caspase 阻害薬であるZ-Val-Ala-DL-Asp-fluoromethylketone
（zVAD、20 mM）、TNF とzVAD（TNF/zVAD）を添加した。 
 
[実験2] ネクロプトーシス誘導刺激がオートファジーに与える影響の検討 
1) Vehicle、TNF、zVAD、あるいはTNF/zVAD 添加8 時間後に細胞を回収し、LC3 とp62 の
蛋白量をウェスタンブロット法で定量した。リソソーム機能阻害薬として、液胞型H+ 
-ATPase 阻害薬であるbafilomycin A1（100 nM）を用いた。 
2) tandem RFP-GFP-LC3 プラスミドを導入し、24 時間後にVehicle、TNF、zVAD、
TNF/zVAD、mTORC1 活性阻害によりオートファジーを活性化させるrapamycin（10 nM）、
あるいはTNF/zVAD + rapamycin を添加した。薬剤添加1、4、8 時間後にLC3 のドット数
を蛍光顕微鏡で観察した。 
 
[実験3]  mTORC1阻害薬がネクロプトーシスに与える影響 
mTORC1活性阻害薬であるrapamycinがネクロプトーシスを抑制する分子機構をRIP1の活
性制御に注目して検討した。 
 
 
４．研究成果 
 
[実験1] 
TNF/zVAD では、vehicle と比較して有意にネクローシスが増加したが（60.6±2.7％ vs. 
16.6±4.3％）、TNF 単独では増加しなかった（29.1±4.8％）。TNF/zVAD によるネクロー
シスはRIP1 活性阻害薬であるnecrostatin-1（29.4±4.0％）及びRIP3 発現抑制（27.7±2.0％）
により完全に抑制された。一方、2種類のmPTP開口抑制薬はTNF/zVADによるネクローシ
スに影響を与えなかった。 
 
[実験2] 
TNF/zVAD では、vehicle と比較して LC3-II の蛋白量が有意に増加していた。TNF/zVAD 
による LC3-II 増加は bafilomycin A1 によるリソソーム機能阻害の影響を受けなかったこ
とから、TNF/zVAD がリソソームによるオートファゴソーム分解機構に障害を与えた可能
性が示唆された。tandem-RFP-GFP-LC3 導入実験では、TNF/zVAD 添加 4、8 時間後に
オートファゴソーム LC3 が有意に増加したが、全 LC3 量に対するオートファゴソーム
LC3 量の割合は vehicle 群と同様であった。Rapamycin は、TNF/zVAD の有無にかかわ
らず、全 LC3 量に対するオートファゴソーム LC3 量の割合を低下させた。一方で、RIP1
阻害薬である necrostatin-1 は TNF/zVAD 存在下において、全 LC3 量に対するオートファ
ゴソーム LC3 量の割合を低下させた。以上の結果から、TNF/zVAD は RIP1 活性化により
オートファゴソームからオートリソソームに進行する過程を障害している可能性が示唆さ
れた。 



 
[実験 3] 
TNF/zVAD は RIP1-Ser166 のリン酸化を増加させたが、RIP1-Ser320 のリン酸化に影響を
与えなかった。Rapamycin あるいは Ku 添加により TNF/zVAD による RIP1-Ser166 のリン
酸化レベルが部分的に低下し、RIP1-Ser320 のリン酸化レベルが増加した。一方、PF 添
加により RIP1-Ser166 リン酸化レベルは rapamycin あるいは Ku 添加と同程度まで低下し
たが、RIP1-Ser320 リン酸化レベルには影響を与えなかった。Rapamycin は TNF/zVAD に
よるネクローシスおよび RIP1-RIP3 結合を軽減したが、抑制的リン酸化部位を置換した
RIP1-Ser320Aプラスミド導入細胞ではrapamycinによる効果は消失していた。以上の結果か
ら、rapamycin は RIP1-Ser320 の抑制的リン酸化を誘導し、RIP1 活性化によるオートフ
ァジー障害を抑制する可能性が示唆された。 
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