
九州大学・医学研究院・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、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）

１７１０２

基盤研究(B)（一般）

2021～2019

心筋リモデリングにおけるスルフィレドキシンによるミトコンドリアレドックス制御機構

Regulation of mitochondrial redox by sulfiredoxin in cardiac remodeling

７０２６４０１７研究者番号：

筒井　裕之（Tsutsui, Hiroyuki）

研究期間：

１９Ｈ０３６５５

年 月 日現在  ４   ５ ３１

円    13,400,000

研究成果の概要（和文）：圧負荷により心筋のスルフィレドキシン（Sulfiredoxin：SRX）発現の一過性の上昇
と慢性期の低下、タンパクカルボニル化の増加を認めた。SRX-KOマウスでは左室リモデリングが進行し、タンパ
クカルボニル化が増加した。また、細胞死のシグナルであるcleaved caspase 3の増加を認めた。培養心筋細胞
においてSRXノックダウンにより、過酸化水素による酸化ストレス刺激によりミトコンドリア呼吸能の低下を来
していた。一方で、心筋特異的SRX過剰発現マウスでは圧負荷モデルにおける心肥大、心機能障害が軽減した。
さらに、その変化には酸化ストレス、細胞死シグナルの改善を認めた。

研究成果の概要（英文）：Sulfiredoxin was transiently increased and decreased in chronic phase after 
pressure overload, accompanied by an increase in protein carbonylation. SRX knockout mice showed 
development of LV remodeling and an increase in protein carbonylation and cleaved caspase 3. In 
cultured cardiomyocytes, SRX knockdown enhanced H2O2-induced mitochondrial dysfunction. On the other
 hand, cardiac-specific SRX overexpression mice exhibited attenuation of LV remodeling. Furthermore,
 these changes were accompanied by suppression of oxidative stress and cell death signaling.

研究分野： 循環器内科学

キーワード： 心不全　スルフィレドキシン　酸化ストレス　ミトコンドリア

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究からSRXは心不全の進展過程において相対的に低下をきたし、その低下により心筋細胞の酸化ストレス、
ミトコンドリア機能障害、アポトーシスを引き起こして心筋リモデリングの発症・進展に関与することが示され
た。SRXが新たな心不全治療ターゲットになるうることが示唆された。

※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 
あらゆる心疾患の終末像である心不全の生命予後は極めて不良であり、心不全の病態解明と新
たな治療戦略の開発は循環器領域において最も重要な研究課題である。心不全の病態基盤は心
筋細胞肥大・細胞死・間質線維化からなる心筋リモデリングであるが、その形成・進展にはレド
ックス（酸化還元）制御異常およびミトコンドリア機能障害が密接に関与している。我々は、現
在まで一貫して心筋リモデリング・心不全の形成・進展におけるミトコンドリア機能障害および
レドックス制御異常の役割を解明する研究に取り組んできた。特に心不全に陥った心筋ではミ
トコンドリア DNA が酸化されミトコンドリア機能が低下することで、心筋リモデリングが引き
起こされることを明らかにした（Circ Res 2000, 2001, Circulation 2001）。また、NADPH 
oxidase 4 が心筋の主要な酸化ストレスの産生源であり、心筋リモデリングの進展に深く関与す
ることを報告した（Circ Res 2013, J Clin Invest 2016）。しかしながら、レドックス制御による
心不全治療はいまだ確立していない。心筋リモデリングにおけるレッドクス制御の中心的な蛋
白を同定し、新たなレドックス制御機構を解明することで、現在の標準治療を上回る効果的・効
率的な新規心不全治療法を確立することが求められる。 
 スルフィレドキシン（SRX）は、ATP を利用して抗酸化酵素であるペルオキシレドキシン（Prx）
のシステインを還元する酵素であり、心臓に多く発現することが知られている。特に、SRX は
ミトコンドリア内で発生する活性酸素の約 90%の消去を担う Prx3 の抗酸化活性の制御を介し
てミトコンドリアのレドックス維持において中心的な役割をはたす基盤分子 key molecule であ
る。我々は Prx3 がミトコンドリアの酸化ストレスを軽減することで、心筋リモデリングを抑制
する主要な抗酸化酵素であることを報告した（Circulation 2006）。また、Prx3 はレドックスの
みならず、ミトコンドリア機能、ミトコンドリア生合成、アポトーシスを制御して細胞機能維持
において重要な役割を担っている。酸化された Prx3 のシステインであるスルフェン酸（Prx-
SOH）は、チオレドキシン（Trx）により容易に還元されるが、過剰酸化されたスルフィン酸（Prx-
SO2）は活性酸素が減少しても Trx では還元されず、SRX のみで還元される。したがって、SRX
はPrx3を介してミトコンドリアのレドックス制御において極めて重要な役割をはたしていると
想定される。さらに、SRX は酸化的な蛋白翻訳後修飾の１つである蛋白グルタチオン化を直接
的に抑制することで細胞機能を維持する。グルタチオン化は、酸化ストレスに応答してチオール
タンパク質の活性や機能を制御する重要なレドックスメカニズムの１つと考えられている。特
に、ミトコンドリア複合体Ⅰはグルタチオン化によりその活性が低下することが報告されてい
る。不全心筋において複合体Ⅰの活性は低下することから、その活性制御にグルタチオン化が関
与している可能性が示唆される。さらにミトコンドリア機能に重要な複合体 complex である
supercomplex 形成に関与する可能性がある。また、SRX はミトコンドリア蛋白を含めた様々な
蛋白のグルタチオン化をコントロールしているが、我々は予備実験で心筋細胞の SRX がミトコ
ンドリアダイナミックスおよび機能に密接に関連する Drp1 の活性を負に制御することを見出
した。このような知見は「SRX が Prx3 のみならずミトコンドリア機能に関わる様々な蛋白のレ
ドックス制御においても重要な役割をはたし、その障害は心筋リモデリング・心不全の形成・進
展に関与する」という本研究計画の着想の正当性を支持するものである。しかしながら、心筋リ
モデリングにおける SRX に関する研究は今まで取り組まれていないため、SRX の役割や病態に
おける意義は不明である。また、SRX 機能の保持が心筋リモデリング・心不全に対して予防・
治療効果をもたらすのかもあき らかでない。 
 
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るが、その形成・進展には心筋細胞のミトコンドリアでの活性酸素の過
剰状態である酸化ストレスが密接に関与している。ミトコンドリア内に発生する活性酸素のほ
ぼ全ての消去を担っているのが抗酸化酵素ペルオキシレドキシン 3（Prx3）である。さらに、ス
ルフィレドキシン（SRX）は、不活性型 Prx のシステイン-スルフィン酸を還元する酵素であり、
Prx3 および SRX は心臓に多く発現しており、心筋細胞のミトコンドリアレドックス制御のみ
ならずミトコンドリア機能やアポトーシス制御の基盤分子と考えられる。また、SRX は蛋白の
酸化的な翻訳後修飾であるグルタチオン化を直接的に制御している。本研究の目的は、『SRX の
機能低下に起因するPrx3活性低下および蛋白グルタチオン化亢進による細胞内レドックス制御
の破綻が、酸化ストレスの亢進とミトコンドリア機能異常を引きおこし、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、SRX 機能安定化によるレドッ
クス適正化を介した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
の予防・治療法の開発を目指すものである。 
 
３．研究の方法 
3-1．SRX による心筋細胞 Prx3 活性・蛋白グルタチオン化制御機構の解析 
心筋 SRX の Prx3 活性および蛋白グルタチオン化制御機構をあきらかにするため、ラット培養心



筋細胞に si-RNA を導入して SRX をノックダウンし、 Prx3 活性、蛋白グルタチオン化、酸化ス
トレス、ミトコンドリア機能への影響を評価する。また、Prx3 ノックダウンによりグルタチオ
ン化が変化するかを検証する。 
１）SRX 蛋白の発現 （ウエスタンブロット法（WB法）） ２）Prx3 発現・機能解析：Prx3、酸化
型 Prx3（Prx3-SO2）発現 （WB 法） ３）グルタチオン化評価：全分画･ミトコンドリア分画に
おける蛋白グルタチオン化 （WB 法）、Complex I、Dpr1 のグルタチオン化（免疫沈降法） ４）
ミトコンドリア機能の評価： ①電子伝達系複合体酵素活性（生化学アッセイ）、Supercomplex
形成（Blue native-page 法） ②ミトコンドリア呼吸能：state 3、state 4、RCI (O2 flux 
analyzer） ③TCA サイクル酵素活性（クエン酸合成酵素） ④ミトコンドリア膜電位（JC-1 染
色） ⑤アポトーシス（TUNEL 染色）、Caspase-3 （WB 法） ⑥ミトコンドリア生合成：TFAM、PCG-
1α （WB 法） ５）酸化ストレスの評価： ①心筋細胞内活性酸素測定（Amplex red 法） ②TBARS、
HNE、Carbonyl 化解析 （WB 法） 
3-2．心筋細胞障害モデルにおける SRX およびミトコンドリア機能の解析 
in vitro でミトコンドリア機能障害、酸化ストレスにより細胞障害をきたすことが知られてい
る培養心筋細胞モデルを用いて SRX の役割を解析する。さらに、SRX 遺伝子のノックダウンと
SRX 遺伝子の導入実験により、心筋細胞障害に対する効果をあきらかにし、Prx3 活性、蛋白グル
タチオン化、酸化ストレス、ミトコンドリア機能に対する影響も合わせて解析する。 
3-3．心筋細胞 SRX 遺伝子発現修飾による心筋細胞障害制御の解析  
ラット培養心筋細胞に si-RNA を導入して、心筋細胞 SRX 遺伝子をノックダウンし、上記２）の
細胞障害マーカーを検討することによって、心筋細胞障害が増強するかどうか評価する。また、
ラット培養心筋細胞にアデノウィルスにより SRX 遺伝子導入し、上記２）の細胞障害マーカーを
検討することに よって、心筋細胞障害が抑制されるかどうかを検討する。同時に４）Prx3 発現・
機能、５）蛋白グルタチオン化、 ６）ミトコンドリア機能、７）酸化ストレスを評価する。 
3-4．心不全における心筋 SRX および酸化ストレス・ミトコンドリア機能の検討 
心不全モデルマウスを用いて、SRX 蛋白発現量の変化と心不全の重症度、酸化ストレス、ミトコ
ンドリア機能障害との関連について検討する。 
3-5．SRX の心筋リモデリングおよび酸化ストレス・ミトコンドリア機能に対する作用 
SRX 遺伝子欠損マウスを用いた検討 
①上記１と同様に、SRX 欠損マウス、過剰発現マウスの心筋リモデリングおよび酸化ストレス・
ミトコンドリア機能を解析する。 
②SRX 欠損マウスマウスに、上記１と同様の方法で、心不全モデルを作成し、 野性型マウスに
比し、心筋リモデリング・心不全の発症・進展が促進されるかを検討する。 
 
４．研究成果 
野生型マウスに大動脈縮窄（TAC)による圧負荷モデルを作成し、心筋におけるサルフィレ土岐信
（Sulfiredoxin：SRX）発現の一過性の上昇および慢性期の低下を確認した。また、それに伴い
酸化ストレスの指標であるタンパクカルボニル化が増加した。SRX の病態での役割を評価するた
めに、野生型マウスおよび SRX ノックアウト（SRX-KO)マウスに TAC による圧負荷モデルを作成
し、心筋リモデリング、心不全の評価を行った。SRX-KO マウスでは左室が拡大し、左室壁厚が
増加、左室駆出率（LVEF)が低下した。この変化には酸化ストレスの指標であるタンパクカルボ
ニル化の増加を伴っていた。さらに、組織学的に心筋細胞肥大、間質線維化、アポトーシスの増
大を伴っており心筋リモデリングの悪化が認められた。また、細胞死のシグナルである cleaved 
caspase 3 の増加を認めた。培養心筋細胞において siRNA により SRX をノックダウンすると、
SRX が低下することが確認された。この状態では、過酸化水素による酸化ストレス刺激によりフ
ラックスアナライザーによる評価でミトコンドリア呼吸能の低下を来していた。さらに、心筋組
織においてアポトーシスシグナルである cleaved caspase 3 の増加が増加した。一方で、心筋特
異的 SRX 過剰発現マウスでは圧負荷モデルにおける心肥大、心機能障害が軽減した。さらに、そ
の変化には酸化ストレス、細胞死シグナルの改善を認めた。 
これらの知見から SRX は心不全の進展過程において相対的に低下をきたし、その低下により心
筋細胞の酸化ストレス、ミトコンドリア機能障害、アポトーシスを引き起こして心筋リモデリン
グの発症・進展に関与することが示された。 
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