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研究成果の概要（和文）：本研究では、これまでの我々の研究により明らかとなっていたANGPTL2抑制による心
筋細胞のミトコンドリアエネルギー代謝促進の分子機構として、ANGPTL2抑制が心筋細胞におけるミトコンドリ
ア呼吸鎖複合体IIを増加させ、呼吸機能を増進するとともに活性酸素種の産生を減少させることを明らかにし
た。さらに、新規同定したlncRNAであるCarenが、心筋細胞におけるミトコンドリア生合成の促進およびDNA損傷
応答活性化の抑制により心保護作用をもたらすことを解明した。また、心不全病態では心筋細胞のCarenが減少
すること、心筋細胞へのCaren発現補充が新規治療戦略として有効であることを示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we showed a molecular mechanism underlying the enhancement of
 mitochondrial energy metabolism in cardiomyocytes by ANGPTL2 suppression. Suppressing ANGPTL2 
expression in cardiomyocytes enhances mitochondrial respiratory function by increasing the 
respiratory chain complex II and decreases the production of reactive oxygen species. Moreover, we 
identified a novel lncRNA Caren and demonstrated that Caren functions in cardioprotection by 
enhancing mitochondrial biogenesis and inhibiting the activation of DNA damage response in 
cardiomyocytes. We also found that the expression level of Caren decreases in cardiomyocytes of 
failing heart and showed that re-expression of Caren in cardiomyocytes could be a novel therapeutic 
strategy against heart failure.

研究分野： 代謝・循環病態学、分子遺伝学

キーワード： 心不全　ミトコンドリア　エネルギー代謝

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果として、心筋細胞におけるミトコンドリアエネルギー代謝機能の改善が、心不全の新たな治療戦略
として有効であることを明らかにするなど、新規治療法開発につながる重要な基盤研究となった。さらに、本研
究の成果は、心筋細胞におけるミトコンドリアエネルギー代謝機能制御機構として、ANGPTL2抑制による呼吸鎖
複合体IIの活性促進や新規lncRNAであるCarenによるミトコンドリア生合成促進などの作用機序の解明といった
学術的意義も有する。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
心不全は、高血圧症や虚血性心疾患、心筋症などの様々な原因により生じた心機能低下による

末梢循環不全状態である。医学・医療技術の目覚ましい進歩にもかかわらず、心不全治療の多く
は対症療法であり、重症心不全は人工補助心臓や移植の他に治療法がないのが現状である。重度
の心不全患者においてはその 5 年生存率が約 50〜60%と低く、依然として非常に予後不良であ
る。さらに、心不全患者数は今後も世界規模で増加することが予想され、超高齢社会を迎えた本
邦においては特に高齢者の心不全患者数の増加が問題となっている。また、心不全は医療経済へ
の負担の観点からも健康長寿社会実現の大きな阻害要因となる。それ故、現在の対症療法的な治
療に加え、効果的な心不全の発症メカニズムに立脚した根本治療の新規開発が重要な課題とな
っている。 
心筋細胞における細胞内カルシウム濃度変化は、重要なセカンドメッセンジャーとして心筋

の収縮と弛緩を制御している。心筋細胞におけるカルシウム濃度制御機構は、主に筋小胞体から
のリアノジン受容体を介したカルシウムの放出と SERCA2a を介した取り込みにより行われる。
しかし、様々な原因によって心筋細胞における細胞内カルシウム濃度制御機構の機能不全が生
じると、十分な収縮・弛緩ができなくなることに加え、カルシウム依存性の細胞内シグナル伝達
分子の活性が変化し、心不全病態の発症につながる。代表的カルシウム依存性シグナル伝達分子
である calcineurin は、転写因子 NFAT を活性化させ、その標的遺伝子の発現誘導を介して病的
心肥大を引き起こす。また、通常、成体の心筋ではミトコンドリアにおける脂肪酸酸化を主体と
したエネルギー代謝を行っているが、病的心筋においては解糖を主体としたエネルギー代謝に
シフトし、ミトコンドリアエネルギー代謝が低下するなど心筋における代謝変容と心不全病態
発症との関連が以前より注目されている。 
我々は、これまでにアンジオポエチン様タンパク質 2（ANGPTL2）が、その生理的機能として

組織リモデリングを誘導することで様々な内的・外的ストレスによる組織の損傷を修復し、組織
の恒常性維持に関わることを明らかにした。しかし、持続的なストレスを受けた細胞から
ANGPTL2 の産生・分泌が増加し、過剰応答となった結果、慢性炎症、不可逆的な組織リモデリン
グが生じ、生活習慣病やがんの発症・進展が促進されることも明らかにした。最近、我々は、加
齢や高血圧などの圧負荷により calcineurin-NFAT 経路を介して心筋細胞における ANGPTL2 発現
が誘導され、その結果、心筋細胞における Akt-SERCA2a 経路を介した細胞内カルシウム濃度調節
機能および心筋ミトコンドリアエネルギー代謝の減弱による心機能低下が惹起され、心不全発
症・進展につながること、逆に心筋での ANGPTL2 産生及び分泌抑制が心保護作用を示すことを示
した。さらに、免疫原性が低く心筋感染指向性を持つアデノ随伴ウイルス（AAV6）を用い、shRNA
により ANGPTL2 産生および分泌を抑制する遺伝子治療法を開発し、経静脈的に組換え AAV6 ベク
ターを投与した圧負荷心不全モデルマウスの心機能低下を有意に抑制することに成功した。ま
た、運動により誘導される生理的心肥大が心保護作用を示すことは知られていたが、最近そのメ
カニズムの一つとして、microRNA である miR221/222 が重要であることが報告された。我々は、
ANGPTL2 が miR221/222 の標的であり、miR-221/222 による ANGPTL2 発現抑制の結果もたらされ
る Akt-SERCA2a 経路とミトコンドリアエネルギー代謝の活性化が、運動により誘導される心保
護作用の一つの分子機構であることを見出した。さらに、ANGPTL2 ノックダウンによりヒト iPS
細胞由来心筋細胞においても Akt-SERCA2a 経路やミトコンドリアエネルギー代謝経路が活性化
されることから、心筋における ANGPTL2 産生・分泌抑制戦略が、ヒト心不全病態発症・進展への
新規治療法として有用であることを見出した。 
 
２．研究の目的 
従来の心不全に対する根本治療を目指した治療戦略では、心筋細胞のカルシウム濃度調節機

能増強による心機能維持を目的としている。一方、我々はこれまでの研究成果よりカルシウム濃
度調節機能とミトコンドリアエネルギー代謝機能の両方を増進し、効果的に心機能を維持する
ことが期待できる分子機構を見出しており、その制御は心機能低下メカニズムそのものに立脚
した根本治療としての新規心不全治療戦略として期待される。本研究は、特に、心筋細胞におけ
るミトコンドリアエネルギー代謝制御に着目し、その制御機構や生理および病態生理における
意義を明らかにすることで、心不全に対する革新的治療法開発に向けた基盤研究を実施するこ
とを目的としたものである。 
 
３．研究の方法 
（1）ANGPTL2 シグナルを介したミトコンドリアエネルギー代謝制御機構の解明 
ANGPTL2 シグナル抑制によるミトコンドリアエネルギー代謝促進メカニズムを検討するため、

心筋特異的 Angptl2 欠損マウスの心臓組織もしくは単離心筋ミトコンドリアを用い、ミトコン
ドリア呼吸鎖複合体のウエスタンブロッティング解析を行った。また、心筋特的 Angptl2 KO マ
ウスの心筋、ANGPTL2 を siRNA によりノックダウンした初代新生児ラット心筋細胞やヒト iPS 細
胞由来心筋細胞を用い、succinate dehydrogenase（SDH）活性を指標とした SDH 染色を行い、呼
吸鎖複合体 II 活性を評価した。ミトコンドリア呼吸機能を評価するため、ANGPTL2 をノックダ
ウンした初代新生児ラット心筋細胞を用い、細胞外フラックス解析を行った。また、コントロー
ルおよび心筋特的 Angptl2 KO マウスの心臓組織よりミトコンドリアを単離し、mitochondrial 
permeability transition pore（mPTP）形成を評価した。さらに、ANGPTL2 をノックダウンした



初代新生児ラット心筋細胞よりミトコンドリア DNA を抽出し、リアルタイム PCR 解析によりミ
トコンドリア DNA 量を定量した。ミトコンドリア膜電位および活性酸素レベル測定では、ミトコ
ンドリア膜電位依存生の蛍光色素である TMRE または MitoSOX Red を用いて ANGPTL2 をノックダ
ウンした初代新生児ラット心筋細胞を染色し、蛍光顕微鏡を用いて同色素由来の蛍光強度を定
量した。 
 
（2）心筋細胞のミトコンドリアエネルギー代謝制御に関わる lncRNA の同定とその機能解明 
 全身で Caren を KO したマウスおよび全身もしくは心筋細胞特異的 Caren Tg マウスを用い、
大動脈縮窄（TAC）による圧負荷心不全マウスモデルを作製し、心機能解析、組織学的解析、心臓組織の遺
伝子発現解析およびウエスタンブロッティング解析、プロテオーム解析を行った。さらに、Caren の標的
遺伝子として同定した Hint1（histidine triad nucleotide-binding protein 1）KO マウスにつ
いても同様の解析を行った。Caren と心筋細胞のミトコンドリアエネルギー代謝制御との関連を
検討するため、全身で Caren を KO もしくは高発現する Tgマウスの心臓組織よりミトコンドリ
アを単離し、細胞外フラックス解析、BN-PAGE 解析、呼吸鎖複合体活性測定を行った。また、Hint1
によるミトコンドリアエネルギー代謝制御の可能性を検討するため、Hint1 を高発現するラット
心筋細胞株（H9c2）を樹立し、ミトコンドリア膜電位依存生の蛍光色素である TMRM を用いた膜
電位測定、細胞外フラックス解析を行った。さらに、Caren による Hint1 翻訳制御メカニズムを
検討するため、in vitro 翻訳アッセイを行った。また、Caren と Hint1 mRNA との相互作用を検
討するため、ビオチン化した Caren を用いた RNA プルダウンアッセイ、および Hint1 に対する
ビオチン化 DNA プローブを用いた RNA antisense purification（RAP）アッセイを行った。 
 
４．研究成果 
（1）ANGPTL2 シグナルを介したミトコンドリアエネルギー代謝制御機構の解明 
ANGPTL2 シグナル抑制によるミトコンドリアエネルギー代謝促進メカニズムを検討するため、

心筋特異的 Angptl2 欠損マウスの心臓組織もしくは単離心筋ミトコンドリアを用いてウエスタ
ンブロッティング解析によりミトコンドリア呼吸鎖複合体 I〜V のそれぞれの構成因子 1種類に
ついて発現量を検討した。その結果、心臓組織サンプルでは、野生型マウスと心筋特異的 Angptl2
欠損マウス間で各呼吸鎖複合体の構成因子の発現量に差を認めなかった。一方、単離心筋ミトコ
ンドリアサンプルでは、心筋特異的 Angptl2 欠損マウスにおいて、呼吸鎖複合体 II の構成因子
である SDH-B が増加していることを見出した。以上より、心筋細胞における ANGPTL2 シグナル抑
制は、呼吸鎖複合体 IIのアセンブリーを促進している可能性が考えられた。 
そこで、心筋特的 Angptl2 KO マウスの心筋、ANGPTL2 をノックダウンした初代新生児ラット

心筋細胞やヒト iPS 細胞由来心筋細胞における呼吸鎖複合体 II活性を評価した。その結果、心
筋特的 Angptl2 KO マウスの心筋や ANGPTL2 をノックアウトした心筋細胞では、コントロールに
比べ呼吸鎖複合体 IIの活性が増加していることが明らかとなった。呼吸鎖複合体 II の増加は、
ミトコンドリアの予備呼吸能亢進、電子伝達系において産生される活性酸素種の減少や細胞死
抑制につながることが報告されている。そこで、ANGPTL2 をノックダウンした初代新生児ラット
心筋細胞を用い、細胞外フラックス解析を行った。コントロールに比べ、ANGPTL2 をノックダウ
ンした心筋細胞では、基礎呼吸量、最大呼吸量および予備呼吸能が亢進していることが明らかと
なった。さらに、MitoSOX Red を用い活性酸素種レベルを評価したところ、ANGPTL2 をノックダ
ウンした心筋細胞では、活性酸素種レベルが有意に低下していた。また、ミトコンドリア機能不
全によるアポトーシス誘導メカニズムの一つである mPTP 形成と ANGPTL2 との関連を検討した。
コントロールおよび心筋特的 Angptl2 KO マウスの心臓組織よりミトコンドリアを単離し、mPTP
形成を評価したところ、両マウス間で mPTP 形成に差は認められなかった。 
次に、心筋細胞での ANGPTL2 シグナル抑制による呼吸鎖複合体 II の増加とミトコンドリア生

合成やミトコンドリア膜電位との関連を検討した。初代新生児ラット心筋細胞において ANGPTL2
をノックダウンし、ミトコンドリア DNA 量を定量したところ、コントロール細胞と比べてミトコ
ンドリア DNA 量に差は認められなかった。さらに、ミトコンドリア膜電位依存生の蛍光色素であ
る TMRE を用いて細胞を染色し、ミトコンドリア膜電位を検討したが、コントロール細胞と
ANGPTL2 をノックダウンした細胞間で差は認められなかった。 
以上より、ANGPTL2 シグナル抑制によって呼吸鎖複合体 II が増加することで、心筋細胞のミ

トコンドリア呼吸機能の増強および活性酸素種産生の減少がもたらされ、結果として心機能の
維持につながることが示唆された。今後、ANGPTL2 シグナルによる呼吸鎖複合体 II のアセンブ
リー制御機構を解明することが、ANGPTL2 シグナルを介した心筋細胞のミトコンドリアエネルギ
ー代謝制御機構を解明するうえで重要である。 
 
（2）心筋細胞のミトコンドリアエネルギー代謝制御に関わる lncRNA の同定とその機能解明 
これまでの研究成果より、ノンコーディング RNA である miR221/222 が、心筋細胞における

ANGPTL2 発現を抑制することでミトコンドリアエネルギー代謝活性化がもたらされ、心保護効果
につながることを明らかにした。ノンコーディング RNA は、様々な細胞機能の制御に関わってお
り、なかでも心臓における lncRNA（long non-coding RNA）の機能が近年注目されている。我々
は、ANGPTL2 シグナルを介したミトコンドリアエネルギー代謝制御機構解明研究過程において、
我々が同定し、心筋細胞に豊富に発現することを明らかにした新規 lncRNA が、miR221/222-



ANGPTL2 経路と同様に心筋細胞のミトコンドリアエネルギー代謝に関連していることを見出し
た。我々は、同新規 lncRNA を Caren（cardiomyocyte-enriched noncoding transcript）と命名
した。心筋細胞における Caren の発現量は、加齢や高血圧などの圧負荷ストレスへの暴露により
減少したことから、全身で Caren を KO したマウスおよび全身もしくは心筋細胞特異的 Caren Tg
マウスを用いて圧負荷心不全マウスモデルを作製し、心不全の発症・進展における Caren の機能
を検討した。その結果、野生型マウスに比べ、Caren KO マウスでは、心機能低下、心線維化の
増悪が認められ、心不全病態の進行が促進されていた。逆に、全身および心筋細胞特異的 Caren 
Tg マウスでは、心不全病態の進行が抑制されたことから、Caren が心保護作用を有することが明
らかとなった。 
Caren による心保護作用のメカニズムを検討したところ、Caren がミトコンドリア生合成を促

進する TFAM（mitochondrial transcription factor A）の発現を増加させることでミトコンド
リア生合成を促進し、活性酸素種の産生を増やすことなく心筋細胞におけるエネルギー産生を
増強させることを明らかにした。さらに、Caren の標的遺伝子として Hint1 を同定し、Caren が
Hint1 mRNA に結合することで、その翻訳を阻害することが明らかとなった。Hint1 は、DNA 損傷
応答経路活性化の鍵となる ATM（ataxia telangiectasia mutated）の活性化を促進することが
報告されている。さらに、近年、心筋細胞における DNA 損傷応答経路活性化が、心不全の発症・
進展に寄与することが注目されている。そこで、Caren と DNA 損傷応答活性化との関連を検討し
たところ、Caren は Hint1 の翻訳を阻害することで ATM を介した DNA 損傷応答活性化を抑制する
ことで心不全の発症抑制に寄与することが明らかとなった。また、我々は、Hint1 タンパク質の
増加に伴い心筋細胞のミトコンドリア機能不全がもたらされることを見出し、Caren は Hint1 の
翻訳阻害によりミトコンドリア 機能不全を抑制することが明らかとなった。以上より、加齢や
圧負荷ストレスによって心筋細胞における Caren の発現量が低下することで、Caren による心保
護作用が減弱し、心筋細胞におけるミトコンドリアエネルギー代謝機能低下や DNA 損傷応答活
性化が促進され、心不全の発症・進展につながることが明らかとなった（下図）。そこで、心不
全病態の進行に対する心筋細胞での Caren の発現補充の治療効果を検討した。野生型マウスを
用いて作製した圧負荷心不全マウスモデルに AAV6 を用いて Caren 発現を補充したところ、心筋
細胞におけるミトコンドリア数増加および DNA 損傷応答活性化の抑制が認められ、心機能低下
が抑制されるなど心不全病態の進行を抑制されることを確認した。以上より、心筋細胞での
Caren の発現補充が、心不全に対する新規治療戦略となる可能性が示唆された（下図）。 
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