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研究成果の概要（和文）：本研究では分解系特にタンパク質分解系としてのカルパイン、オート

ファジー、DNA分解系としてリソソームDNA分解酵素の心不全発症における役割を検討した。

カルパインは細胞保護的因子であることが明らかとなった。またオートファジーは老化におけ

る心機能維持に重要な働きをしていることを見出した。さらに DNA 分解酵素はミトコンドリ

ア DNA を分解することにより心臓における炎症反応を制御していることを見出した。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the role of degradation systems in the 

genesis of heart failure. Our results indicate that calpain plays a cardioprotective role and 

autophagy is important to maintain cardiac function during aging. Furthermore, DNase II 

regulates inflammatory responses in the heart by degrading mitochondrial DNA. 
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１．研究開始当初の背景 

慢性心不全は 5 年生存率約 50％と予後の悪
い疾患であり、また有病率は 65 歳以上では
10％と多い上に近年増加傾向にある。未曾有
の高齢化社会に突入する中で心不全に対す
る有効な治療法の開発は国民健康を考える
上で急務である。心不全の治療法を開発する
にあたって、心筋リモデリングの過程に関与
する分子機構を同定することが極めて重要
である。これまでに我々はアポトーシス、ネ
クローシスなどの心筋細胞死の増加がリモ
デリングの進行に重要な役割を果たしてい

ることを報告してきた。これらの細胞死の制
御に関しては従来、遺伝子発現制御すなわち
転写、翻訳という mRNA やタンパク質などの
合成による調節が中心と考えられてきた。し
かし細胞内にはこれらの合成系とともに
様々な細胞内分解機構が存在しており、分解
による調節も細胞死の制御に重要であると
考えられる。 
カルパインはCa依存的に基質を限定分解す

るプロテアーゼである。カルパインには数多
くのアイソフォームが存在することが知ら
れているがそのなかでも -及び m-カルパイ
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ンは組織普遍的に存在し、生命にとって必須
な機能を担っている。それらカルパインはア
イソフォーム特異的でプロテアーゼ活性を
持つラージサブユニット(calpain 1あるいは
2)と共通の安定化に関与するスモールサブ
ユニット(calpain 4)からなるヘテロダイマ
ーである。カルパインは心臓において虚血再
灌流時や心不全時などカルシウムオーバー
ロード時に心筋細胞の細胞骨格分子を分解
することにより細胞死を惹起し細胞障害に
働く責任分子として知られていた。しかしカ
ルパイン阻害薬を用いた薬理学的研究が主
であり、その病態生理学的意義は不明であっ
た。 
心不全は加齢に伴って発症率が増加する疾

患であり、日本では高齢化社会の進行により、
慢性心不全の発症が年々増加の一途を辿っ
ている。加齢臓器では変性タンパク質や傷害
を受けたミトコンドリア等の細胞内小器官
が蓄積しており、これらが加齢による臓器機
能の低下に関与している。またタンパク質や
細胞内小器官の細胞内蓄積には、分解が低下
することが関与していると考えられている。
細胞内分解系の一つがオートファジーであ
り、飢餓時のエネルギー供給のみならず、タ
ンパク質や細胞内小器官の品質維持に寄与
している。オートファジーは加齢によって活
性が低下することが報告されているととも
に、線虫やショウジョウバエでは寿命との関
連性が報告されている。 
心不全と炎症との関連性は示唆されている

が、不全心において病原微生物が検出される
例は少なく、炎症惹起分子機構は不明である。
ミトコンドリアは細菌由来である故、その
DNAは Toll-like receptor 9(TLR9)依存性に
炎症を惹起する非メチル化 CpG配列を多く含
む。また心臓においてミトコンドリアは血行
力学的ストレスにより変性し、オートファジ
ーを介してリソソーム酵素により分解され
る。Deoxyribonculease 2(DNase II)はリソ
ソーム酸性 DNA分解酵素である。 
 

２．研究の目的 

本研究の目的は、心不全発症機序における細

胞内分解経路の役割を明らかにし、新たな心

不全治療標的分子を同定することである。ま

ずタンパク質分解経路としては、オートファ

ジー、カルパイン系、ユビキチン・プロテア

ソーム系がある。本研究の第一の目的は、こ

れらの細胞内蛋白質分解経路とくにオートフ

ァジーやカルパインが心筋細胞死を介して心

不全発症に関与しているかどうかを明らかに

することである。特にオートファジーに関し

ては老化における役割を検討する。第 2 の目

的は心筋リモデリング特に炎症過程における

DNA 分解経路の役割について、心筋特異的

DNase II 欠損マウスを用いて検討をおこな

う。 

 

３．研究の方法 

(1)カルパインの心不全における役割 

①特異的カルパイン欠損マウスの作成 

まず常法によりカルパイン４遺伝子のイント

ロン６と 9 に loxP 配列を挿入した floxed カ

ルパイン４マウスを作製した。floxedカルパ

イン４マウスと alpha myosin heavy chain 

promoterの下流に Cre recombinaseを組み込

んだトランスゲニックマウスを交配し、心筋

特異的カルパイン欠損マウスを得た。 

②心臓表現型の解析 

心機能は心臓エコー法にて評価した。組織学

的には HE染色、Masson trichorome染色、電

子顕微鏡的検討を行った。アポトーシスは

TUNEL 法により評価した。たんぱく質発現は

ウエスタンブロット法により行った。 

③血行力学的負荷の作成 

常法によりマウス横行大動脈縮窄し左室圧負

荷モデル(transverse aortic constriction, 

TAC)を作製した。またマウスにイソプロテレ

ノールを浸透圧ポンプ(50mg/kg)にて投与し

た。 

④膜安定性の評価 

マウスにエババンスブルー色素を TAC3 時間

前に経静脈的に投与し 24 時間後に心臓より

凍結切片を作製し色素の取り込みを評価した。 

 
(2)オートファジーの心老化における役割 
①オートファジーの評価 
オートファジー活性の分子マーカーである
LC-3の発現を Western blottingにて評価し
た 
②Atg5心筋特異的欠損マウスの作成 
オートファジーの進行に必須の遺伝子であ
る Atg5の心筋特異的欠損マウスを floxed 
Atg5マウスと a-ミオシン重鎖プロモーター
依存性に心筋細胞特異的に Cre recombinase
を発現するトランスゲニックマウスを交配
することにより心筋細胞特異的 Atg5欠損マ
ウスを作製した。 
③心筋リモデリングマーカーの生化学的解
析 
mRNA（ANP, BNP, skeletal ｂ-actin）を
RT-PCR法により測定した。 
 (3)DNA分解の役割 
①心筋細胞特異的 DNase II欠損マウスの作
製 
DNA蓄積と心不全、炎症の関連性を検討する
ため、floxed Dnase2a マウスと a-ミオシン
重鎖プロモーター依存性に心筋細胞特異的
に Cre recombinaseを発現するトランスゲニ
ックマウスを交配することにより心筋細胞



 

 

特異的 DNase II欠損マウスを作製した。 
②マウスに横行大動脈縮窄による圧負荷手
術を施行した。 

③心臓表現型の解析 

カルパインの項と同様に行った。 
③心組織において DNA染色剤の PicoGreenと
リソソームマーカーである LAMP2aあるいは
オートファゴソームマーカーである LC3に対
する抗体を用いた蛍光免疫染色法を施行し
た。 
④蓄積 DNAの起源を検討するため、チミジン
アナログである 5-ethynyl-2-deoxyuridine 
(EdU)を術前に腹腔内投与することよりミト
コンドリア DNAを特異的に標識した。 

⑤オートファジーの関与を検討する為、成獣

単離心筋細胞においてミトコンドリア脱共役

剤 carbonyl cyanide m-chlorophenyl 

hydrazoneを用いてオートファジーを誘導し

RT－PCR法により IL-6 mRNA発現量を測定し

た。 

 

４．研究成果 

(1)カルパインの心不全における役割 

心筋特異的カルパイン４欠損マウスは正常

に生まれ、外見上異常を認めなかった。心臓

組織においてカルパイン１、２に対するウエ

スタンブロットを行ったところカルパイン 4

だけではなくカルパイン１，２タンパク質も

発現が著明に低下していた。従ってカルパイ

ンは心臓の発生、生後の成長には関与してい

ないことが明らかとなった。 

カルパイン４欠損マウス心では心エコーで

評価した心機能、また体重、血圧、脈拍、心

重量、肺重量などの生理学的指標は対照群に

比し有意差はなかった。そこで TAC による圧

負荷に対する効果を検討した。対照群では TAC

後一週間で心肥大を示すのみで心機能低下を

来さなかったがカルパイン４欠損マウスでは

左室拡張末期径、収縮末期径の増加、左室短

縮率の低下を認めた。また心重量、肺重量の

増加を示し、カルパイン４欠損マウスは圧負

荷後に心不全を来していた。組織学的検討で

は著明な線維化を認めた。心筋細胞の横断面

積は両群間に差はなく、カルパインは心肥大

には関与していないことが示された。 

さらに他の刺激に対するカルパインの効果

を検討するためイソプロテレノール負荷を行

った。イソプロテレノール負荷に対しても圧

負荷と同様に心臓表現型を示した。 

対照群ではエババンスブルー色素の心筋細

胞への取り込みは生じなかったがカルパイン

４欠損マウス心では有意な取り込みが認めら

れ、細胞膜障害を示唆した。 

本知見は今までの報告とは異なるものであ

る。今までの検討は非特異的阻害薬や非生理

的な発現量を示すトランスゲニックマウスを

使用して得た知見であることも一因であろう

と考えられる。現在カルパインをターゲット

にした薬物の開発が進められているが本研究

の知見より適応に慎重な姿勢が求められる。 

 
(2)オートファジーの心老化における役割 
野生型マウスの心臓において LC-3の発現を
評価したところ、加齢に伴いオートファジー
活性が低下していた。次に、オートファジー
の進行に必須分子である Atg5の心筋特異的
欠損マウスを長期的に観察したところ、正常
に出生し、10週齢までは明らかな異常を認め
なかった。しかし、Atg5欠損マウスは 6ヶ月
齢頃から死亡する個体がみられ、平均生存期
間は 46週であり、対照群と比し有意に短縮
していた。10ヶ月齢において組織重量を評価
したところ、心重量、肺重量、心重量／脛骨
長比、肺重量／脛骨長比が Atg5欠損マウス
で有意に増加していた。また、10ヶ月齢にお
ける心臓超音波法による検討では KOは対照
群と比較して有意に心拡大および心収縮力
低下をきたしていた。さらに 10ヶ月齢の心
臓で、組織学的評価において心筋細胞断面積
と線維化の増加、および生化学的評価 ANP, 
BNP, skeletal ｂ-actin ｍRNAの有意な上
昇を認めた。これらの結果より、10ヶ月齢の
Atg5欠損マウスでは心機能低下および心不
全を発症していることが示された。また、電
子顕微鏡による観察を行ったが、KOの心臓で
はミトコンドリアの配列、大小不同やクリス
タの崩壊などの形態異常が認められた。KOの
10ヶ月齢で観察される心臓リモデリングの
原因を明らかにするため、心機能や構造が正
常に保たれている 3ヶ月齢の心臓についても
電子顕微鏡による観察を行ったところ、すで
に 10ヶ月齢と同様のミトコンドリア異常を
認めた。この形態異常が機能に影響を及ぼし
ているのかどうかを調べるため、ミトコンド
リア呼吸鎖機能を評価したところ、3ヶ月齢
の KOの心臓で有意に低下していた。ミトコ
ンドリアは細胞内における主たる活性酸素
種の産生源であることから、酸化ストレスマ
ーカーである heme oxygenase-1の mRNAやミ
トコンドリア分画における
4-hydroxy-2-nonenalを 3ヶ月齢の心臓にお
いて評価したところ、Atg5欠損マウスにて増
加していた。また、心不全の原因の一つとし
て心筋細胞死があげられるため、心筋細胞ア
ポトーシスを評価したところ、Atg5欠損マウ
ス心にて増加を認めた。この結果から、心臓
におけるオートファジー欠損により、ミトコ
ンドリアの形態異常やミトコンドリア呼吸
鎖機能の低下、酸化ストレスの増加、心筋細
胞死の増加が引き起こされ、心機能低下や心
不全を呈した可能性が示唆された。 



 

 

 
(3)DNA分解の役割 

野生型マウスに TACによる圧負荷手術を施

行し、術後 1 週の心肥大期及び 10 週の心不

全期においてその心表現型を解析した。免疫

組織染色法では、不全心にのみに CD45、CD68

陽性炎症細胞浸潤を認めた。不全心にのみ

PicoGreenと LAMP2a並びに PicoGreenと LC3

の共局在を認めた。これは心不全期における

オートリソソーム内 DNA蓄積を示唆する。肥

大期では DNase II 活性は対照群に比し上昇

していたが不全期では差を認めなかった。 

定常状態において対照群（Dnase2aflox/flox; 
Cre (-)）と比し有意な心表現型の差を認め

なかった。しかし、圧負荷 DNase II 欠損マ

ウス–は有意に高い死亡率を呈し、術後 10 日

目では心臓超音波法上、拡張末期ならびに収

縮末期左室内腔径の増加、左室内径短縮率の

低下、心重量・肺重量の増加を認め、心不全

を呈していた。また心組織内細胞浸潤と線維

化も認めた。 

圧負荷 DNase II 欠損マウスにおける心不

全発症の分子機構解明の為、術後２日目にお

いて解析したところ、CD45、CD68、Ly6G陽性

炎症細胞浸潤、IL-6, IL-1b mRNA発現の有意

な増加を認めた。電子顕微鏡上、オートリソ

ソーム内に存在するミトコンドリア様構造

物を認め、さらに免疫電子顕微鏡法では同構

造物内に抗 DNA抗体陽性シグナルが観察され

た。圧負荷 DNase II欠損マウスにおいて EdU

と LAMP2a、EdUと LC3の共局在を認め、蓄積

DNA がミトコンドリア由来であることが示唆

された。 

オートファジーの関与を検討する為、成獣

単離心筋細胞においてミトコンドリア脱共

役 剤  carbonyl cyanide m-chlorophenyl 

hydrazone を用いてオートファジーを誘導し

IL-6 mRNA発現量を測定した。DNase II欠損

心筋細胞においてのみ IL-6 mRNA発現は増強

し、オートファジー阻害剤 3-methyladenine

負荷によりその発現は抑制され、刺激剤

rapamycinにより増強した。従って DNase II

欠損心筋細胞において炎症細胞の関与無し

にオートファジー依存性に炎症が惹起され

ることが明らかとなった。 

さらに TLR9の関与を検討するため、DNase 

II欠損マウスと TLR9欠損マウスを交配した。

TAC 術後 10 日目において DNase II 欠損マウ

スに比して、ダブルノックアウトマウスでは

心機能の改善、炎症細胞浸潤の抑制が観察さ

れ、炎症反応発症に TLR9 経路が関与してい

ることが明らかとなった。 

野生型マウスの圧負荷術後心不全におけ

る TLR9 経路の関与を検討する為、TAC 後 10

日の TLR9 欠損マウスを解析したところ、対

照群に比して心機能が維持され、一般的圧負

荷後心不全においても TLR9 経路が関与して

いることが示された。 

以上よりオートファジー性分解を免れたミ

トコンドリア DNA の蓄積および TLR9 経路が

不全心における炎症反応に関与しているこ

とが明らかとなった。 
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