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研究成果の概要（和文）： 
 ネクローシス性細胞死はシクロフィリン D (CypD)依存性ミトコンドリア膜透過性遷移（MPT）

を介している。本研究では、アポトーシスとネクローシスとのシグナルクロストークが存在す

るとの仮説に基づき、それらの心筋細胞死ならびに心不全への細胞内情報伝達機構を、アポト

ーシス性細胞死に重要な役割を果たす apoptosis signal-regulating kinase 1(ASK1)と CypD

に注目して検討した。両者間に分子間結合を認め、CypD 依存性 MPT 誘導機構に ASK1 が関与し、

両者のクロストークが心不全進展へ関与する可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 Necrotic cell death is mediated through the mitochondrial permeability transition (MPT) 

dependent on cyclophillin D (CypD). The aim in this study is to clarify the intracellular 

signalling mechanism of the cardiomyocyte cell death and progression of heart failure 

on the hypothesis that the signal crosstalk between apoptotic and necrotic pathways exists. 

We took note of CypD and apoptosis signal-regulating kinase 1 (ASK1). ASK1 can bind to 

CypD. ASK1 is related to the CypD mediated through the MPT. The crosstalk between ASK1 

and CypD may be involved in progression of heart failure. 
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１．研究開始当初の背景 

現在、慢性心不全の生命予後は 5年生存率

50％以下と他の慢性疾患と比しても極めて

悪く、主要先進国において最も頻度の高い死

因の１つである。慢性心不全症例に対する治

療は現在のところ薬物治療が主であるが、重

症例は治療抵抗性が高い。これは心不全発症

機構が究明されておらず、根本的治療法が確

立されていないことに起因する。 

心筋細胞死にはアポトーシス、ネクローシ

ス、オートファジー性細胞死が含まれる。ア

ポトーシスの分子機構が広く研究されてい

る一方で、ネクローシス性細胞死は単なる受

動的細胞死と捉えられ、その分子制御機構は

長らく不明であった。しかし我々は虚血再灌

流障害における非アポトーシス性心筋細胞

死の分子機構としてシクロフィリン D 

(cyclophillin D, CypD が必須分子であるこ

とを CypD ノックアウトマウスを用いて示し

てきた。ネクローシス性心筋細胞死は、CypD

依存性ミトコンドリア膜透過性遷移（MPT）

がその本態と考えられた。また、Apoptosis 

Signal-regulating Kinase 1 (ASK1)はアポ

トーシス性細胞死だけでなく、ネクローシス

性細胞死に関与していることを ASK1 ノック

アウトマウスを用いて示してきた。しかしな

がら、これまでにネクローシス性心筋細胞死

が心不全発症進展に影響を及ぼしているこ

と、その分子機構を明確に証明した研究は殆

ど無かった。 

 

２．研究の目的 

本研究は心不全進展に寄与している心筋

細胞死の中でも、未だその分子機構が未解明

な非アポトーシス性心筋細胞死（ネクローシ

ス）に焦点を当て、アポトーシス性刺激とネ

クローシスとのシグナルクロストークが存

在するとの仮説に基づき、ネクローシス性心

筋細胞死の細胞内情報伝達機構の解明と心

不全進展への関与を明らかにすることを目

的とする。 

 

３．研究の方法 

本研究では、アポトーシスとネクローシス

とのシグナルクロストークが存在するとの

仮説に基づき、それらの心筋細胞死ならびに

心不全への細胞内情報伝達機構を、アポトー

シス性細胞死に重要な役割を果たす ASK1 と

CypD に注目して検討した。 

 

（１）心不全発症における CypD の役割につ

いての検討 

CypD ノックアウトマウスを用いて、圧負荷

による心不全モデルを作製し、CypD 依存性非

アポトーシス性心筋細胞死の心不全発症へ

の関与について明らかにする。心臓超音波法

にて観察し心不全発症の有無を評価する。血

行動態測定、心重量測定などの生理学的評価

を行う。 

 

（２）CypD と ASK1 の分子間相互作用につい

ての検討 

CypD と ASK1 の分子間相互作用を免疫沈降

法にて検討する。今後その相互作用が活性酸

素種による ASK1 活性化に影響されるか否か

を検討する。また種々の ASK1 変異体を作製

しその分子間相互作用を検討する。 

 

（３）マウス心筋細胞における ASK1 依存性

非アポトーシス性心筋細胞死の検討 

まず野生型、CypD ノックアウト、ASK1 ノ

ックアウト成獣マウスから心筋細胞を単離

培養し、活性酸素種による MPT 誘導を検討す

る。CypD ノックアウト成獣マウスの心筋細胞



に恒常活性体 ASK1 を感染させ、同様の検討

を行う。非アポトーシス性細胞死はミトコン

ドリア膜電位の喪失ならびに核形態により

評価する。ミトコンドリア膜電位は MPT 依存

性の蛍光色素である TMRE を用いた。また核

形態は Hoechst33258 を用いて染色を行い評

価する。 

（４）ASK1 恒常活性体発現による心不全分子

機構の検討 

薬剤誘導性に ASK1 恒常活性体を心筋特異

的に発現する遺伝子改変マウスを既に作成

済みである。このマウスはタモキシフェン投

与により約２週間で心不全に陥ることを見

出しているが、その心不全誘導機構は未だ不

明である。この遺伝子改変マウスを CypD ノ

ックアウトマウスと交配し、CypD 依存性心筋

細胞死が活性型 ASK1 依存性心不全の原因で

あるか否かを検討する。作製後、タモキシフ

ェンを投与し、経時的に心臓超音波法で観察

検討することで、心不全発症が CypD 依存性

であるか否かを検証する。 

 

（５）CypD 依存性 MPT 分子機構の検討 

CypD 依存性 MPT 誘導機構に ASK1 が直接的

には関与していない可能性も否定できない。

そ こ で CypD を ベ イ ト と し て yeast 

two-hybrid 法により CypD 結合タンパク質の

検索を行う。 

 

（６）心筋細胞死に関わるその他の分子機構

の検討 

 心筋細胞に対する IKK beta/NF-kappaB 経

路、MTK1 活性化やカルパインの役割、オート

ファジーと加齢ならびに心不全との関連性

などを検討する。 

 
４．研究成果 

（１）心不全発症における CypD の役割につ

いての検討 

 CypD ノックアウトマウスを用いて、圧負荷

による心不全モデルを作製した。心臓超音波

法等により、圧負荷にて CypD ノックアウト

マウスでは野生型に比して心不全が抑制さ

れることを見出した。 

 

（２）CypD と ASK1 の分子間相互作用につい

ての検討 

免疫沈降法にて CypD と ASK1 との分子間結

合を認め、その結合は過酸化水素負荷依存性

に結合が増強された。また、CypD と ASK1 ド

ミナントネガティブ体との間では、分子間結

合を認めなかったことから、活性型 ASK1 が 

CypD と結合すると考えられた。 

 

（３）マウス心筋細胞における ASK1 依存性

非アポトーシス性心筋細胞死の検討 

過酸化水素負荷（活性酸素種）による MPT

誘導を検討した。活性酸素種にて野生型成獣

マウス単離培養心筋細胞では MPT誘導を認め

るものの、CypD ノックアウトマウス心筋細胞、

ASK1 ノックアウトマウス心筋細胞では、MPT

誘導を認めなかった。しかしながら、CypD KO

マウス心筋細胞にアデノウイルスにて恒常

活性体 ASK1 を過剰発現させると MPT が誘導

されたことから、CypD 依存性 MPT 誘導機構に

ASK1 が関与する可能性が示唆された。 

 

（４）ASK1 恒常活性体発現による心不全分子

機構の検討 

In vivo では、圧負荷にて CypD ノックアウ

トマウスでは野生型に比して心不全が抑制



される。薬剤誘導性に ASK1 恒常活性体を心

筋特異的に過剰発現させると約２週間で心

不全に陥るが、この薬剤誘導 ASK1 恒常活性

体過剰発現遺伝マウスと CypD ノックアウト

マウスを交配させ、CypD がノックアウトされ

た状態で、薬剤誘導性に ASK1 恒常活性体を

心筋特異的に過剰発現させると、心臓超音波

法等によりその心不全発症が抑制されるこ

とを見出した。そのことから、その心不全の

発症に CypD が関与していることが示唆され

た。 

 

（５）CypD 依存性 MPT 分子機構の検討 

 CypD をベイトとして新規 CypD 結合タンパ

ク質検索を試みた。 

 

（６）心筋細胞死に関わるその他の分子機構

の検討 

 また、IKK beta/NF-kappaB 経路は圧負荷に

対して心筋細胞保護に関わること、MTK1 の活

性化はアポトーシス、心不全を誘導すること、

心筋特異的オートファジーが抑制された

Atg5 ノックアウトマウスでは加齢とともに

心機能が低下し心不全に至ったことから、オ

ートファジーは細胞死ではなく、細胞機能保

持に関わること、心筋特異的カルパイン４ 

ノックアウトマウスを用いて、カルパインは

心筋保護的に働き、膜の修復に重要な役割を

果たすことを明らかにした。  

 

以上、CypD と ASK1 間に分子間結合を認め、

CypD 依存性 MPT 誘導機構に ASK1 が関与し、

両者のクロストークが心不全進展へ関与す

る可能性が示唆された。 
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