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研究成果の概要（和文）：心房細動はもっと頻度の多い不整脈であり、高頻度に脳梗塞（心原性脳塞栓）を合併
し、本邦における寝たきりの約20%の原因となっている喫緊の社会程課題となっている。今回、臨床試験で、循
環ミトコンドリアDNAが健常者に比べて心房細動患者、発作性心房細動患者に比べて慢性心房細動患者で高いこ
とを見出した。培養細胞及びマウス実験で、高頻度刺激によりミトコンドリアDNAがDAMPとして放出されるこ
と、ミトコンドリアDNAはTLR9を介して炎症反応を惹起することを明らかにした。以上から、ミトコンドリアDNA
がメタボリックストレスと炎症を結び付けることで、心房細動の発症・重症化に関与することが明らかとなっ
た。

研究成果の概要（英文）：Atrial fibrillation (AF) is the most common type of arrhythmia and is a 
major social issue in Japan as it frequently leads to cardioembolic stroke and accounts for 
approximately 20% of bedridden patients. In this clinical trial, we found that circulating 
mitochondrial DNA (mtDNA) levels were higher in patients with chronic AF than in healthy controls 
and patients with paroxysmal AF. In vitro and in vivo experiments using cultured cells and mice, we 
demonstrated that high-frequency stimulation induces the release of mitochondrial DNA (mtDNA) as a 
DAMP and that mtDNA triggers an inflammatory response via TLR9. These findings suggest that mtDNA 
links metabolic stress and inflammation, contributing to the development and progression of atrial 
fibrillation (AF).

研究分野： 循環器内科

キーワード： 心房細動　ミトコンドリア　セルフリーDNA　バイオマーカー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
心房細動はもっと頻度の多い不整脈であり、高頻度に脳梗塞（心原性脳塞栓）を合併し、本邦における寝たきり
の約20%の原因となっている喫緊の社会程課題となっている。今回、循環ミトコンドリアフリーDNAが心房細動発
症、及び慢性化のバイオマーカーとなること、そのメカニズムを明らかにしたことが学術的に高く評価できる。

※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 

高齢患者が多く高いmortality・morbidityを示す心房細動は、超高齢化社会を迎えた我が

国では喫緊の解決課題である。心房細動の非侵襲的治療としては抗凝固薬などの合併症予

防薬があるだけで、根本的な心房細動治療薬はない。そこで、創薬シーズ発掘につながる

分子レベルでの基礎研究の展開が強く求められる。心房細動は糖尿病や肥満などの合併が

多いこと、高齢者に多いこと、などの臨床データから、メタボリック症候群関連疾患に分

類されその基盤となる「慢性炎症(自然免疫)」との関連が古くから示唆されている。実

際、炎症マーカーである高感度CRP・IL-6高値が心房細動発症リスクであることから、炎

症は心房細動の原因であることはすでに確信に至っている。一方、心房細動自身が炎症を

惹起することも明らかとなり、炎症は心房細動の結果ともいえる。すなわち、炎症は心房

細動の原因および結果であり、心房細動の発症と重症化（慢性化）の両方に関与すると考

えられる。しかし、この心房細動と慢性炎症の双方向性の関係の分子機構はほとんど分か

っていない。申請者は、missing pieceの鍵は、「高齢者における発症の指数関数的増

加」・「心房細動が心房細動を起こす（AF beget AF）が関与する慢性化・重症化」を説

明できる『自律的・自己増幅的機構』にある、との仮説をたてた。そこで、自己増幅的 

vicious cycle「循環ミトコンドリアDNA→自然炎症→心房細動→循環ミトコンドリア

DNA」という新規経路に着目した。 

 

２．研究の目的 

本研究計画では、本経路「循環ミトコンドリアDNA→自然炎症→心房細動→循環ミトコン

ドリアDNA」の解析を通して、自律的・自己増幅的機構という視点から、心房細動の発

症・重症化機構にブレークスルーをもたらすことを目的とする。 

 

３．研究の方法 

①心房細動患者、非心房細動患者および健常ボランティアの末梢血中の cfDNA 測定 

若年健常ボランティアと心房細動患者、および心房細動患者と年齢をマッチさせた非心房

細動患者の血漿サンプルから cfDNA を抽出し、Qubit dsDNA HS Assay を用いて cfDNA

総量を定量した。また検量サンプルと合わせて GAPDH および NADH に対する定量的

PCR(qPCR)を行い、核由来 cfDNA とミトコンドリア由来 cfDNA のコピー数の絶対定量を

行った。 

②in vivo/in vitro 心房高頻度ペーシングモデルにおける cfDNA 測定 

野生型マウスにおいて血管内カテーテル電極を用いて２時間心房高頻度ペーシングを行い、

疑似的心房細動状態を作り出し、ペーシング後血漿サンプルを取得後、①と同様に cfDNA

総量および核由来 cfDNA とミコトンドリア由来 cfDNA のコピー数の定量を行った。培養

マウス心房筋細胞(HL-1 細胞)においても 24 時間高頻度ペーシングを行った後に、培地中

より cfDNA を抽出し、同様の評価を行った。 

③ミトコンドリア由来 cfDNA による炎症惹起メカニズムの検討 

マウス肝臓より核 DNA とミトコンドリア DNA を抽出し、超音波発生機を用いて DNA を

破断し疑似的な核由来 cfDNA およびミトコンドリア由来 cfDNA を作成した。それら疑似

的 cfDNA を培養マウスマクロファージ細胞(J774.1 細胞)に暴露し、その炎症性サイトカイ



ン産生を qPCR を用いて評価した。またマウス

心臓及び肝臓から抽出したミトコンドリア

DNA のメチル化を検討するために次世代シー

クエンサーを用いてバイサルファイトシーク

エンスを行った。 

 

４．研究成果 

合計 158 人の患者および健常ボランティアか

ら血漿サンプルを取得し、若年健常コントロ

ール 28 例、高齢非心房細動患者 76 例、発作

医性心房細動患者 26 例、持続性心房細動患者

28 例で血中 cfDNA に関して比較検討を行っ

たところ、cfDNA 総量は心房細動患者群で非

心房細動患者群と比較して有意に高値であり、年齢の増加、心房細動病勢の進行に伴って

cfDNA は増加することが示された（図１）。核由来 cfDNA、ミトコンドリア由来 cfDNA

のコピー数に関しても同様に非心房細動患者群より心房細動患者群で高値であり、やはり

年齢の増加、心房細動病勢の進行に伴ってコピー数が増加する傾向が見られ、特にミトコ

ンドリア由来 cfDNA でその増加は有意であった（図２）。このヒトにおける検証の結果よ

り AF により cfDNA が血中に放出

されていることが示唆され、in 

vivo および in vitro にて検証を行

った。HL-1 細胞に高頻度ペーシ

ングを行うと、時間依存的に

cfDNA の放出の増加が生じ、核由

来・ミトコンドリア由来 cfDNA

どちらも同様に増加した（図

３）。また野生型マウスにおいて

心房高頻度ペーシングを行うと、

血中 cfDNA は増加したが、核由

来 cfDNA では増加は見られず、ミトコンドリア由来 cfDNA の増加が見られた（図４）。

これら結果より、AF により cfDNA が血中に放出されると考えられたが、この放出された

cfDNA が AF の病態にどのように寄与しているかが不明であった。 

AF における cfDNA の病的意義を検討するために、前述した高頻度ペーシングを施した心

房筋細胞の培地から抽出し

た cfDNA を in vitro におい

て、マクロファージ細胞に

暴露したところ、用量依存

的に IL-1β, IL-6 の発現量が

増加することを見出した

（図５左）。そこで核由来、

ミトコンドリア由来 cfDNA

に関して個々に検証するた



め、肝臓から抽出した核およびミト

コンドリア DNA から作成した疑似的

cfDNA をマクロファージ細胞に暴露

したところ、ミトコンドリア由来疑

似的 cfDNA が有意に炎症性サイトカ

インの産生を促した（図５右）。ミト

コンドリア由来 cfDNA が炎症を惹起

するメカニズムとして TLR-9 を介し

た機序を想定し、ミトコンドリア由

来疑似的 cfDNA をマクロファージ細胞に TLR-9 阻害薬(ODN2088)と共に暴露したとこ

ろ、ミトコンドリア由来疑似的 cfDNA による炎症性サイトカイン産生効果は TLR-9 阻害

によりキャンセルされた（図６左）。TLR-9 は非メチル化 CpG を認識することが知られて

おり、マウス心臓および肝臓におけるミトコンドリア DNA のメチル化の程度をバイサル

ファイトシークエンスで評価したところ、それぞれ 99.6％および 99.7％のシトシンが非メ

チル化シトシンであった。そこで、ミトコンドリア由来疑似的 cfDNA をキットを用いて

人工的にメチル化を行った後にマクロファージ細胞に暴露したところ、炎症性サイトカイ

ン産生は有意に抑制された（図６右）。これらの結果をまとめると、心房細動は血中

cfDNA の増加をもたらし、放出された cfDNA の中でもミトコンドリア由来 cfDNA はメ

チル化されていないた

め TLR-9 を介してマク

ロファージにおける炎

症性サイトカイン産生

を促し、全身性炎症お

よび心房における慢性

炎症を惹起し、 AF 

begets AF の悪循環を

形成し AF における

「自律的・事故増幅的

機構」を担っていると

考えられた。 

 

本研究結果により、循環 cfDNA、特に循環ミトコンドリア由来 cfDNA は AF における

「自律的・事故増幅的機構」を

もたらす重要分子と考えられ、

循環 cfDNA が治療標的分子と

なりうることが示唆された。

cfDNA の血中放出阻害や、本研

究でも用いた TLR-9 阻害が心

房細動の悪循環を根本的に断ち

切る治療手段となりうる可能性

が示唆され、同作用点に着目し



た心房細動治療薬の開発が望まれる。 

また本研究により cfDNA は臨床において心房細動の有用なバイオマーカーとなりうるこ

とが示唆された。特に心房細動は無症状症例も多く、脳梗塞や心不全などの重篤な合併症

を発症する前に診断し抗凝固療法などの合併症予防を早期に開始することが重要である。

発作性心房細動では普段（非発作時）は心房細動を呈していないことから診断が難しいと

されており、その点において cfDNA は発作性心房細動診断に有効である可能性が考えら

れた。 
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