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研究成果の概要（和文）：本研究では心筋リモデリングにおけるTom/Tim複合体の役割を解明することを目的と
した。梗塞後不全心筋においてTim44が減少し、それに伴いミトコンドリアSODの低下とタンパクカルボニル化の
増加を認めた。Tim44の過剰発現マウスでは左室拡大および心機能低下が軽減し、ミトコンドリアSODの増加およ
びタンパクカルボニル化の低下を認めた。一方でTim44のノックアウトマウスでは左室拡大および心機能低下が
増悪し、ミトコンドリアSODが低下しタンパクカルボニル化が増加した。Tim44はミトコンドリアSODの取り込み
を制御することで心筋リモデリングに保護的に機能していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we iaimded to eludicate the role of Tom/Tim complex in 
cardiac remodeling. In post-infarted hearts, Tim44 protein levels were decreased. Overexpression of 
Tim44 attenuated left ventricular dilatation and dysfunction, increaseed mitochondiral SOD, and 
decreased protein carbonylation. In contray, Tim44 knokout demonstrated the opposite effects. These 
data indictate that Tim44 play a protective role in cardiac remodeling by incraseding import of SOD 
into mitochondia.

研究分野：循環器内科学

キーワード： 心不全　ミトコンドリア　蛋白取込　酸化ストレス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により心筋リモデリングの病態理解が進むのみならず、ミトコンドリア取り込み機能の役割が明らかにな
り、新たな心不全治療戦略に発展する可能性を有している。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
研究の学術的背景 

薬物療法・非薬物療法の進歩によって心不全の予後は改善してきたが、慢性心不全の 5 年生
存率が 70％、重症心不全の 2年生存率は 50%程度といまだ予後不良である。我が国における心
不全患者数は高齢化に伴い毎年新たに約 10-20万人ずつ増加し、2030年には 130万人に達する
と推計されており、心筋リモデリング、心不全の病態解明と新たな治療戦略の開発は重要な研究
課題である。心不全・心筋リモデリングの形成・進展に、心筋細胞におけるミトコンドリア機能
障害が中心的な役割を果たしていることが明らかにされてきた。しかしながら、ミトコンドリア
機能制御による心不全治療はいまだに確立されていない。 
ミトコンドリアの機能はエネルギー産生のみでなく、アミノ酸・脂質代謝、ヘム合成、細胞内シ
グナル伝達と多岐にわたる。ミトコンドリア内に約 1500 の蛋白が存在するが、その 99％は核
DNA にコードされている。Tom 複合体はミトコンドリア外膜に存在する膜蛋白複合体であり、
Tom20、Tom22、Tom70が受容体、Tom40がチャネルとして機能し、核 DNAにコードされたミ
トコンドリア蛋白の細胞質からミトコンドリア内への輸送を制御している。近年、Tom複合体に
よる蛋白輸送メカニズムが明らかとなり、Tom20、Tom22 はプレ蛋白を認識し Tom40 を介して
マトリックスへ輸送すること、Tom70 はミトコンドリア局在シグナルを有する蛋白質をミトコ
ンドリア内膜に輸送することが報告されている（Nat Rev 2010）（図１）。さらに Tom複合体はミ
トコンドリア内での蛋白のソーティングにも関与しており、その欠損はミトコンドリア蛋白の
ミスフォールディングをひきおこし（Cell 2013）、ミトコンドリア形態や酸化ストレスの産生と
関連することも知られている（Nat Rev 2010）。つまり、Tom複合体によるミトコンドリア蛋白輸
送機構はミトコンドリア機能維持、細胞機能維持において極めて重要な役割を果たしている。こ
のような知見は、Tom 複合体機能低下によるミトコンドリア蛋白輸送の障害が、ミトコンドリ
ア機能障害を引き起こし心筋リモデリング・心不全の形成・進展に関与する可能性を支持する
ものである。さらに、Tom 複合体安定化によりミトコンドリア蛋白輸送が正常化されることに
よりミトコンドリア機能およびエネルギー代謝を維持し、心不全の病態を改善できることが期
待される。 
 
 

 
２．研究の目的 
あらゆる心疾患の終末像である心不全の病態基盤は心筋細胞肥大・細胞死や間質線維化から

なる心筋リモデリングであり、この心筋リモデリングの発症・進展にミトコンドリア機能障害が

深く関与している。Tom複合体はミトコンドリア外膜に存在する膜蛋白複合体であるが、ミトコ

ンドリアへの蛋白輸送を制御し、ミトコンドリア機能維持、細胞機能維持において極めて重要な

役割を担っている。本研究の目的は、Tom 複合体機能低下に起因したミトコンドリア蛋白輸送

異常によるミトコンドリア機能制御の破綻が心筋リモデリング・心不全の形成・進展に関与す

るという仮説を検証するとともに、Tom 複合体の安定化によるミトコンドリア機能の保持とい

う独自のパラダイムに基づく新たな心不全の治療法の開発を目指すものである。 
 
３．研究の方法 
平成 29年度の計画 
１．心不全形成過程における Tom複合体機能およびミトコンドリア機能の解析 
心不全マウスモデルを用いて、Tom複合体の蛋白発現とミトコンドリア機能障害、心筋リモデ
リング・心不全重症度との関連について検討する。また、Tom複合体異常に伴いエネルギー代謝

 



に関わるミトコンドリア蛋白量が変化するかを解析する。 
１）心不全モデルマウスの作成：左冠動脈結紮による心筋梗塞後心不全モデルマウスと横行大動
脈縮窄による圧負荷心不全モデルマウスを使用する。これらの心不全モデルは我々の研究グル
ープで確立している。（研究業績 No.2,3,19,23,29,31,34-36）。 
２）心筋リモデリング・心不全重症度の評価：①心不全重症度：死亡率、心エコー、血行動態測
定、心臓および肺重量測定 ②心筋組織学的評価：心筋細胞肥大、間質線維化、アポトーシス 
３）心筋 Tom 複合体蛋白の評価：①Tom20、Tom22、Tom40、Tom70 の蛋白発現（ｳｪｽﾀﾝﾌﾞﾛｯﾄ
（WB）法）②遺伝子発現（RT-PCR 法）③蛋白複合体形成（BN-PAGE 法、免疫沈降（IP）法） 
４）心筋ミトコンドリア機能の評価：①Citrate synthase(CS)活性 ②ミトコンドリア複合体（COX）
活性 ③ミトコンドリア DNA コピー数 ④心筋組織 ATP content (生化学的アッセイ) ⑤心筋組
織酸化ストレスレベル： 1)ミトコンドリア分画におけるスーパーオキサイド（Mitosox）、2)透過
性処理した組織およびミトコンドリア分画における H2O2（Amplex Red）⑥ミトコンドリア形態：
電子顕微鏡によるミトコンドリア形態およびミトコンドリア形態制御蛋白（Drp-1、Fis1、Opa1、
Mitofusion1/2の発現、Drp-1のリン酸化） 
５）ミトコンドリア蛋白輸送関連因子の解析：蛋白輸送シャペロンであるHeat shock protein（HSP）
を解析する ①HSP40、HSP60、HSP70、mtHSP70の蛋白発現（WB法） ②局在（免疫染色法） 
６）エネルギー代謝関連ミトコンドリア蛋白の発現量の評価：①クエン酸回路関連蛋白
（Aconitase）②脂肪酸酸化関連蛋白（Acetyl-CoA synthetase）、③電子伝達系関連蛋白（COXⅡ） 
２．心筋細胞障害モデルにおける Tom複合体機能およびミトコンドリア機能の解析 
心不全の病態に深く関与している神経体液性因子、細胞障害因子による影響を培養心筋細胞
を用いて評価する。 
１）培養心筋細胞障害モデルでの検討 
アンジオテンシン II、α受容体刺激薬、過酸化水素や TNFαを培養心筋細胞に添加し、細胞障
害モデルを作成し１．３-６）と同様の項目を評価する。また、アポトーシスを cleaved PARP、
cleaved caspase-3（WB法）、TUNEL染色にて評価する。 
２)心筋細胞障害モデルのミトコンドリア機能における Tom複合体の役割の検討 
上記１）で Tom 蛋白の発現およびミトコンドリア機能に変化があった場合、Short hairpin(sh) -
adenovirus（Ad）を用いて、変化した Tom蛋白をノックダウンした心筋細胞におけるミトコンド
リア機能を２．１）と同様の方法で評価する。 
３．Tom複合体異常によるミトコンドリア蛋白変化の網羅的・定量的解析 

Tom蛋白異常により引き起こされるミトコンドリア蛋白の変化をプロテオミクスにて網羅
的・定量的に解析する。sh-Adにより、上記１の３）にて変化した Tom蛋白をノックダウンし
た培養心筋細胞のミトコンドリア分画を単離し、質量分析を用いたプロテオミクス解析を行
い、Tom蛋白異常に起因して輸送が障害されるミトコンドリア蛋白を同定する。同定された蛋
白を TCAサイクルに関する蛋白群、脂質酸化に関する蛋白群、電子伝達系に関する蛋白群、酸
化ストレスに関する蛋白群、ミトコンドリア膜構成蛋白群など蛋白機能別に評価することで、
Tom蛋白がミトコンドリア蛋白輸送に与える影響を検討する。 
４. 心筋細胞障害モデルにおける Tom複合体相互作用の解析 
心筋細胞障害モデルにおいて Tom複合体の相互作用を BN-PAGE法、IP法にて解析する。

Tom複合体相互作用の低下がミトコンドリア蛋白輸送機能に影響するか検討する。 
 
平成 30年度以降の研究計画 
１. Tom複合体を介したミトコンドリア蛋白輸送機構のミトコンドリア機能および心筋リモデ
リングに対する役割の検討 
心不全において複数の Tom蛋白が変化した場合、H29年度２．２）でミトコンドリア機能低
下をきたした Tom蛋白の心筋特異的ノックアウトマウスを用いて心不全モデルを作成し、ミト
コンドリア蛋白輸送機構のミトコンドリア機能と心筋リモデリングにおける意義を検討する。 
１）心臓特異的 Tom蛋白ノックアウトマウスの作成 
CRISPR-Cas9システムを用いて、心臓特異的 Tom蛋白ノックアウトマウスを作成し、心筋梗
塞、圧負荷による心筋リモデリング、心不全モデルを作成する。 
２）心臓特異的 Tom蛋白ノックマウスにおけるミトコンドリア蛋白の解析 
ノックアウトマウスの心筋ミトコンドリア分画を用いて、プロテオミクス解析で変化したミト
コンドリア蛋白の発現量をWB法にて評価する。 
３）心臓特異的 Tom蛋白ノックマウスにおけるミトコンドリア機能、心不全重症度評価 
心筋特異的 Tom蛋白ノックアウトマウスにおいて、ミトコンドリア機能障害、心不全重症度を
H29年の１．２）４）５）と同様の方法で評価する。 
２. Tom複合体安定化によるミトコンドリア蛋白輸送機構およびミトコンドリア機能保持によ
る心不全治療効果の検討 



心筋特異的 Tom蛋白過剰発現マウスがミトコンドリア蛋白輸送機構、ミトコンドリア機能を
保持し、心筋リモデリング・心不全を改善するかを検討する。αMHC-promotorを用いて心筋特
異的 Tom蛋白過剰発現マウス作成し、上記２）、３）と同様にミトコンドリア蛋白、ミトコン
ドリア機能、心筋リモデリングを評価する。 
３. 新たな心不全治療ターゲットとしてのミトコンドリア蛋白の解析 
 心筋細胞障害モデルにおいて、プロテオミックスで減少を認めたミトコンドリア蛋白をノッ
クダウンもしくは過剰発現し、ミトコンドリア蛋白の適正化によりミトコンドリア機能障害、
アポトーシスが改善するかを検証し、心不全治療の新たなターゲットとなりうるミトコンドリ
ア蛋白を模索する。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

４．研究成果 
本研究では心筋リモデリングにおける Tom/Tim 複合体の役割を解明することを目的とした。梗
塞後不全心筋において Tim44 が減少し、それに伴いミトコンドリア SOD の低下とタンパクカル
ボニル化の増加を認めた。Tim44 の過剰発現マウスでは左室拡大および心機能低下が軽減し、ミ
トコンドリア SOD の増加およびタンパクカルボニル化の低下を認めた。一方で Tim44 のノック
アウトマウスでは左室拡大および心機能低下が増悪し、ミトコンドリア SOD が低下しタンパク
カルボニル化が増加した。Tim44 はミトコンドリア SOD の取り込みを制御することで心筋リモデ
リングに保護的に機能していると考えられた。 

 

病態モデルにおける
Tom蛋白異常の検出

Tom蛋白を介したミトコンド
リア蛋白輸送機構の意義と
制御メカニズムの解明

Tomの安定化による
新たな心不全治療法の開発

・心筋梗塞モデル、圧負荷モデル
・心筋細胞障害モデル
・Tom異常とミトコンドリア機能の
解析
（研究協力者：池田、岡部）

・心筋培養細胞におけるTomノックダウン
・心筋特異的Tomノックアウトモデルの解析
（研究分担者：筒井、井手）
（研究協力者：池田、岡部）

・心筋特異的Tom過剰発現モデル
・ミトコンドリア蛋白輸送機構の
正常化による効果の検証
（研究分担者：筒井、井手）
（研究協力者：池田、岡部）

＜発現機序の解析＞ ＜制御機構の解明＞ ＜心不全治療への応用＞

図３ 研究計画と研究体制

ミトコンドリア蛋白輸送機構の
心筋リモデリングにおける意義の解明と治療への応用
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