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研究成果の概要（和文）：心臓老化に対して低分子量Gタンパク質の一つRhoAが心保護的に作用していること
を、心筋特異的RhoAコンディショナルノックアウト（cKO）マウスを作製して明らかにした。RhoAは心筋細胞内
でパーキンの発現を促進し、心筋エネルギー代謝に重要なミトコンドリアの機能維持に関与していた。また、
RhoA cKOマウスにアデノ随伴ウイルスベクター（AAV）を使って心筋でのパーキンの発現を補充すると心臓老化
を抑制することができた。

研究成果の概要（英文）：The main findings of this study were the cardioprotective effects of RhoA, a
 small GTPase, on cardiac senescence, which was certified by use of the originally generated 
cardiomyocyte-specific RhoA conditional knockout (cKO) mice. RhoA promoted the expression of Parkin 
in cardiomyocytes, and maintained the function of mitochondria in the heart. When reduced Parkin 
expression in the RhoA cKO heart was supplemented by the adeno-associated virus (AAV) system, 
cardiac senescence was almost completely recovered.

研究分野：生化学、循環器内科

キーワード： 心機能　ミトコンドリア　老化　RhoA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
学術的意義として、高齢者で増加している心機能低下、心不全に関する新たな分子メカニズムを解明することが
できた。心不全は現在でも5年生存率約50%という予後不良の病態であり、本研究の成果は超高齢社会の日本にお
いてこの病態を克服するための治療法開発の基盤として活用できる。例えば、心筋RhoAの発現が低下している心
不全患者に対して、AAVを用いて心筋へのRhoAあるいはパーキンの補充療法を開発していくことなどが考えられ
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。
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１．研究開始当初の背景 
 心機能低下（収縮障害および拡張障害を含む）から生じる心不全は現在においても国内外を問
わず、5 年生存率約 50%と予後不良の疾患である。日本循環器学会の調査によれば、日本での最
近の心不全による入院患者・死亡者数は、毎年 15％以上もの大幅な増加を示している。超高齢
社会を迎えた日本において、ヒトの「老化」は極めて大きな問題である。老化は心機能低下を引
き起こし心不全の原因となることから、心不全の増加が今後も持続することは確実である。しか
し、老化がどのように心機能を低下させるのかはほとんど分かっていない。 
 一方、一部の遺伝性疾患などを除いて、心不全に対する根本的な治療はまだ実用化されていな
い。現在、内科的な心不全治療としてβ–ブロッカーやアンジオテンシン変換酵素阻害薬などの
投与が一般的である。これらの薬剤は実際、心不全の治療成績において一定の成果を上げている。
しかし、今後ますます増加する高齢者の心機能低下・心不全に対応するためには、老化により心
機能低下・心不全が生じ、症状が悪化していくプロセスにおける心筋の様態を分子レベルで解明
することと、その知見に基づいた新たな治療法を開発することが循環器領域における重要課題
である。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、老化による心機能低下・心不全の発症を制御している分子メカニズムについ
て、細胞レベルから複数の動物モデル、患者サンプルまで幅広く実験を行うことで統合的に解明
することである。本研究では特に低分子量 Gタンパク質 RhoA およびその関連シグナル分子に
着目して研究を行う。 
 
 
３．研究の方法 
（1）心筋特異的 RhoAコンディショナルノックアウト（cKO）マウスの作製 
 Rhoa 遺伝子のエキソン 3 の両側に loxP配列を挿入した RhoA-floxマウス（C57BL/6系統）
と、心筋細胞特異的に Creリコンビナーゼを発現する Myh6-Creマウス（米国ジャクソン研究
所より導入）を掛け合わせて RhoA cKOマウスを作製した。Creリコンビナーゼを持たず、loxP
配列しか保有しないマウスをコントロールマウスとして使用した。これらのマウスは SPF 環境
で飼育した。上記マウスを使用する実験については、滋賀医科大学動物実験委員会の承認を得て
おり、ARRIVE ガイドラインなどのガイドライン・諸規則に則って動物福祉に留意しつつ実施
した。 
 
（2）心筋細胞培養 
 HL-1 心筋細胞を使用した。HL-1 細胞は 10%ウシ胎児血清を添加した Claycomb培地で培養
した。この細胞で RhoA をノックダウンするために、siRhoA（5’-GCAGAGAUAUGGCAAACAG-
3’）を、N-Myc をノックダウンするために、siN-Myc（5’-GCUCUUGCGGCCAGUAUUA-3’）
用いた。コントロールとしてスクランブル配列（5’-CAGUCGCGUUUGCGACUGG-3’）を用い
た。 
 
（3）心エコー解析、血圧・脈拍測定 
 この解析を行うため、マウスを 1%イソフルランで麻酔した。左室のディメンジョンや収縮能
は Vevo2100（VisualSonics 社製）で測定・解析した。マウスの血圧・脈拍は覚醒したまま、BP-
98-AL（Softron 社製）を用いて tail-cuff 法で測定した。 
 
（4）アデノ随伴ウイルスベクター（AAV）を用いたパーキンの心筋細胞での発現 
 AAV serotype 6 ベクターを用いてパーキンを、HL-1 心筋細胞またはマウス心臓に発現させ
た。AAV-パーキンベクターは Vector Builder 社で作製した。HL-1 細胞には培養液を介して、マ
ウスには尾静脈から注入（1x1011ウイルスパーティクル）することで投与した。 
 
（5）統計処理 
 データは平均±標準偏差で示した。グループ間の統計学的差異は t テストあるいは ANOVA を
利用して検定した。生存率の差はカプラン−マイヤー法を用い、log-rank テストで検定した。
p<0.05 で統計学的に有意と判定した。 
 
 
４．研究成果 
（1）Rho cKOマウスの早期死亡と心機能低下 
 RhoA cKOマウスはコントロールマウスと同様に異常なく出生したが、生後 10週頃より死亡 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
する個体が現れ、生後 1 年（52週）でほとんどの個体が死亡した（図 1A）。一方、コントロー
ルマウスはほぼ全例 1 年以上生存した。心臓の機能を心エコーで観察すると、RhoA cKO マウ
スでは、生後 10週頃より心機能の指標となる左室収縮率（LVEF）が低下し、1 年後には LVEF
が約 20%と生きていくのに非常に厳しい状態となっていた（図 1B）。 
 
（2）RhoA cKOマウス心臓での急速な老化進行と心筋線維化 
 上記のような RhoA cKOマウスの早期死亡、心臓機能低下が生じる原因を調べるため、心筋
組織で老化マーカー（p16 など）に免疫組織染色したところ、RhoA cKOマウスでは p16 など
の老化マーカーの発現が有意に増加していた（図 2A）。また、心筋の線維化も RhoA cKOマウ
スで顕著に見られた（図 2B）。 
 
（3）RhoA cKOマウス心筋ミトコンドリアの破綻 
 心筋の老化にミトコンドリア機能が関係していると報告されていることから（Lesnefsky E, 
et al. Circ Res. 2016）、心筋サンプルを電子顕微鏡でミトコンドリアの形態を観察すると、RhoA 
cKOマウス心筋では加齢に伴いミトコンドリアの形態が異常となり、55週齢ではほぼ全てのミ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



トコンドリアが形態的に破綻していた（図 3A）。ミトコ
ンドリアの形態維持にはマイトファジーによる調節が
必要であるが、RhoA をノックダウンした HL-1 心筋細
胞ではマイトファジーが有意に抑制されていた（図
3B）。 
 
（4）心筋ミトコロンドリア機能維持に関する分子レベ
ルでの解析 
 マイトファジーに関わる主要な分子としてパーキン
（Parkin）がある（Dorn GW. Biochim Biophys Acta. 
2016）。パーキンは E3ユビキチンリガーゼで、ダメー
ジを受けたミトコンドリアにユビキチン（Ub）の目印を付けてそのようなミトコンドリアを処
理するマイトファジーを促進している。RhoA cKO マウス心筋ではパーキンの発現はほぼ消失
し（図 4A）、ミトコンドリアのユビキチン付加も大きく減少した（図 4B）。さらに詳細な解析に
より、RhoA はパーキンの発現を抑制する N-Myc の発現を抑制してパーキンの発現を維持して
いること、RhoA をノックダウンした HL-1 細胞においてさらに N-Myc をノックダウンすると
パーキンの発現が回復することが分かった（図 5）。 
 
（5）RhoA cKOマウスにおける AAV ベクターを用いたパーキン補充療法 
 Rho cKOマウスの心機能回復と老化予防を目的として、RhoA cKOマウスに、AAV ベクター
を利用して、AAV–パーキンを 2回静脈内投与し、心臓でのパーキン発現量を人工的に増やした。
AAV–パーキンを投与した RhoA cKOマウスは、AAV ベクターのみを投与した RhoA cKOマウ
スと比較して、心機能が回復し、生存率も向上した（図 6A, B）。また、HL-1 細胞を用いた実験
で、RhoA をノックダウンすることで強く抑制されたマイトファジーが AAV-パーキンを投与す
ることで回復した（図 6C）。 
 
（6）ヒト心不全サンプルにおける RhoA の発現解析 
 心不全が生じる原因として、いくつかの遺伝子異常が見出されているが、原因不明なことも多
い。中年以降に発症した原因不明の重度心不全患者の心筋生検サンプルを用いて解析したとこ
ろ、重度心不全患者の心筋で RhoA およびパーキンの発現が低下していることを見出した（図
7）。 
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