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研究成果の概要（和文）：本研究では、ミトコンドリアの品質維持を担うマイトファジーやミトコンドリアDNA
のメチル化制御機構及びそれに続く炎症を制御し、心不全治療に結び付けるべく、それらの分子機構を解明する
ことを目的とした。我々が同定したBcl2-L-13が圧負荷心においてもマイトファジー及びミトコンドリア分裂を
制御し、心臓のストレス応答に重要であることを示した他、ミトコンドリアDNAのメチル化制御機構について
は、圧負荷心におけるメチル化の変化を検出することに成功した。ミトコンドリアDNA分解不全に対しては、DNA
分解酵素を抑制するmicroRNAを同定し、心不全モデルマウスへのオリゴDNA製剤投与実験を行うに至った。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to elucidate the molecular mechanisms of mitophagy 
which is responsible for mitochondrial quality control, the methylation control mechanism of 
mitochondrial DNA, and subsequent inflammation, in order to develop the nobel treatment of heart 
failure. We demonstrated that Bcl2-L-13 mediates mitophagy and mitochondrial fission under pressure 
overload in the heart, indicating its importance in the cardiac stress response. In addition, we 
successfully detected changes in methylation in pressure-overloaded hearts, concerning the 
methylation control mechanism of mitochondrial DNA. In terms of mitochondrial DNA degradation, we 
identified microRNAs that suppress a DNA-degrading enzyme and conducted experiments involving oligo 
DNA administration to heart failure model mice.

研究分野：循環器内科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ミトコンドリア分解不全により、心筋細胞内にミトコンドリア(mt)DNAが蓄積することで炎症が惹起され、心不
全発症につながると考えられている。本研究では、圧負荷心において障害ミトコンドリア分解に関わる
Bcl2-L-13が恒常性維持に重要であることや、mtDNAのメチル化に変化がおこることを示し、心不全治療の標的に
なりうる可能性を示した。また、DNA分解酵素を負に制御するmicroRNAを、DNAオリゴ製剤の標的として投与実験
を行い、基礎的データを取得できた。これらは、ミトコンドリア分解のメカニズム解明という学術的意義のみで
なく、今後、新規心不全治療薬を開発するうえで非常に有意義な成果である。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
我が国では心不全による死者数は増加の一途であり、新規治療法や治療薬の開発が求められる
が、心不全発症進展機構には未だ不明な点が多く、新規治療標的となる分子機構の解明が期待さ
れる。心不全を含めた、神経変性疾患、自己免疫疾患、代謝性疾患、動脈硬化症、癌など、慢性 
疾患の発症において、無菌性炎症が重要な役割を果たすと考えられている。心不全患者にお 
いて、感染などの顕性炎症の合併の有無に関わらず、IL-6、TNFα、IL-1βに代表される炎 
症誘導性サイトカインの血中濃度上昇が報告されている。また心不全モデル動物を用いた研 
究によって、炎症性サイトカインが心不全の発症進展に寄与していることが明らかになり、 
炎症誘導性サイトカインの心不全における病態生理学的意義が認識されるようになった。そ 
こで、抗 TNFα抗体や抗 IL-1β抗体を用いた心不全に対する多施設臨床試験が実施されたが、 
予後を改善させるに至らなかった。これらの結果は、非常に複雑な疾患群である心不全では、 
炎症カスケードの下流を標的とした治療は十分ではないことを示唆している。 
ミトコンドリアは原核生物を由来とした、ATPを産生する重要な細胞内小器官である。しかし、
様々なストレスにより異常を来したミトコンドリアは ATP産生を低下させるのみならず、活性
酸素種（ROS）を産生し、DNA やタンパク質に傷害を与え、細胞の構造や機能に異常を来す。
そのため、ミトコンドリアの品質管理は正常な細胞機能の維持に不可欠である。ミトコンドリア
の品質管理に関与する細胞内分解システムの 1 つがオートファジーである。オートファジーで
は、細胞内容物や細胞内小器官が脂質二重膜で構成されるオートファゴソームにより隔離され
る。オートファゴソームはリソソームと融合し、内包物は酸性リソソーム酵素によって分解され
る。以前我々は、圧負荷条件下の心臓においてオートファジーが障害を受けたミトコンドリアを
排除することにより心筋細胞死を防ぎ、ミトコンドリアや心筋細胞の構造や機能、さらには心臓
組織の恒常性を維持することを報告した（Nat. Med. 2007）。ミトコンドリアは独自の DNA、
ミトコンドリア DNAを内包している。核 DNAは DNAメチルトランスフェラーゼ(DNMT)に
より CpG 配列にメチル基が付加されることによって修飾され、転写活性が調節されているが、
ミトコンドリア DNAの CpG配列は細菌の DNA と同様、ほとんどがメチル化されていない。
この違いにより、免疫系細胞は細菌 DNAやミトコンドリア DNAが侵入した場合にその非メチ
ル化 CpG配列を Toll様受容体（TLR）9によって認識し、炎症誘導性サイトカインを産生する。
我々は、心筋細胞内のオートファジーによるミトコンドリアの分解過程において、ミトコンドリ
ア DNA がオートリソソーム内で DNaseII によって十分に分解されずに残存し蓄積した後、
TLR9によって認識されることで自然免疫経路が活性化され、無菌性心筋炎症とそれに引き続く
心不全が誘導されることを明らかにした（Nature 2012, JACC:BTS 2019）。 
ミトコンドリア選択的オートファジーはマイトファジーと呼ばれる。マイトファジーに関連す
る分子として PINK1、Parkin が知られているが、Parkin ノックアウトマウスは軽微な表現型
しか示さず、Parkinを発現しない HeLa細胞でもマイトファジーは検出される。そこで、他の
マイトファジー関連分子が存在すると考え、酵母においてマイトファジーに必須分子である
Atg32 の分子的特徴を手がかりに in silico で検索し、哺乳類細胞における機能性ホモログとし
て Bcl2-L-13を同定した（Nat. Commun. 2015）。また、マイトファジーのみならずミトコンド
リアの断片化にも重要な役割を果たしていることを解明した。 
DNA のメチル化によるタンパク質の発現調節については最近研究が進められている。核 DNA
におけるメチル化は転写抑制に、非メチル化は転写促進に関連していることが明らかになって
いる。その反面、ミトコンドリア DNAのメチル化に関する研究は十分になされておらず、スト
レス下での心臓におけるミトコンドリア DNAメチル化の役割を示す報告はない。また、我々は
すでに、DNaseIIの心臓特異的強制発現によるミトコンドリア DNA分解促進マウスにおいて、
圧負荷誘導性心不全モデルにおける表現型が改善されることを見出している（未発表）ほか、
DNaseIIの発現調節に関わるmicroRNAを新たに同定した（未発表）。そこで本研究課題におい
ては、心不全発症における無菌性炎症の起源となるミトコンドリアに注目し、ミトコンドリアお
よびミトコンドリア DNAの分解、ならびにミトコンドリア DNAのメチル化制御など、炎症カ
スケードの上流を標的とした分子機構解明によって、心不全における無菌性炎症を根本から制
御し、心不全の発症進展を抑制できるか、という問いを検証する。 
 
２．研究の目的 
本研究では心臓におけるミトコンドリアの分解機構およびミトコンドリア DNAのメチル化 
制御機構を解明することにより、心臓におけるミトコンドリアへの介入による無菌性炎症の 
抑制的制御が心不全の発症進展を抑制する可能性について検討することを目的とする。最終 
的には心不全に対する新規治療分子標的の解明に繋げる。 
 
３．研究の方法 
(１) 心不全発症進展におけるマイトファジーの役割の検討 
 ① Bcl2-L-13 の全身ノックアウトマウスを作製し、さらに圧負荷誘導性心不全モデルを用い  
  て、その表現型を評価する。 



 ② 上記のモデルマウスの心臓におけるミトコンドリアの形態や機能について詳細に解析する。 
  また、オートファジー活性、特にマイトファジー活性について評価する。 
 
(２) ミトコンドリア DNA メチル化の心不全への関与の検討 
 ① 複数の心臓病態モデル（圧負荷におけるリモデリング（心肥大期、心不全期）中のミトコン 
  ドリア DNA メチル化の変化を評価する。 
 ② ミトコンドリア局在性 DNMT1 ノックアウトマウスを作製し、ミトコンドリア DNA のメチル 
    化を評価する。さらに心臓圧負荷モデルを作製し、心臓におけるミトコンドリア DNA のメチ 
  ル化およびその表現型を評価する。 
 
(３) DNaseII によるミトコンドリア DNA 分解促進による心不全抑制効果の検討 
  DNaseII の発現を抑制する microRNA に対する anti-microRNA を発現する AAV や LNA オリゴを 
 用いて、心不全病態モデル動物におけるミトコンドリア DNA 量や、炎症・心機能など治療効果 
 の評価を行う。 
  
４．研究成果 
(１)心不全発症進展におけるマイトファジーの役割の検討Bcl2l13 floxマウスとβ-Actinプロ
モーター下に Cre recombinase を発現するトランスジェニックマウスを交配し、Bcl2-L-13 全身
ノックアウトマウスを作製した。Bcl2-L-13 のタンパク質は完全に消失していた（図 1）。10 週
齢のマウスでは、心機能の低下は認めなかったため、横行大動脈結紮（TAC）による圧負荷スト
レスにおける Bcl2-L-13 の機能を見ることとした。TAC4 週後に心エコーを施行したところ、野
生型マウスでは心肥大を示すものの左室短縮率（FS）は保たれていたのに対し、Bcl2-L-13 ノッ
クアウトマウスでは、FS の有意な低下が見られた（図２）。表現型に至るメカニズムを解析する
ために、Bcl2-L-13 の既知の機能であるミトコンドリア分裂及びマイトファジー誘導につき検討
を行った。ミトコンドリア形態の評価については、電子顕微鏡での観察で各サンプルにつき少な
くとも 500 個のミトコンドリアを測定した。その結果、野生型マウスでは、TAC により短いミト
コンドリアの割合が増加するのに対し、ノックアウトマウスでは長いミトコンドリアの割合が
増加しており、Bcl2-L-13 の欠失によりミトコンドリア分裂が抑制されたと考えられた（図３）。
また、TAC により惹起されたマイトファジーを蛍光免疫染色で評価した。抗 ATP synthase 抗体
でミトコンドリアを染色し、抗 LC3B 抗体でオートファゴソームを染色することで、共局在点を
マイトファジーとして計数した。野生型マウスでは、TAC により有意なマイトファジーの増加が
見られたが、ノックアウトマウスでは、増加は見られず、マイトファジーが抑制されていると考
えられた（図４）。さらに、心筋抽出液中の ATP 濃度を測定したところ、ノックアウトマウスで
は、TAC により ATP レベルの有意な低下が見られた。これらの結果より、Bcl2l13 ノックアウト
マウスでは、ミトコンドリア分裂及びマイトファジーが抑制されたことにより、障害ミトコンド
リアが蓄積し、ATP 産生が低下したことで心機能低下を生じたことが示唆された。この結果は、
Bcl2-L-13 が圧負荷に対するストレス応答に重要な働きをしていることを示している。 
 
図１．Western blotting による Bcl2-L-13     図２．TAC 4 週後の心エコー図 
ノックアウトの確認 
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図３．TAC 5 日後の心筋細胞における      図４．蛍光免疫組織染色によるマイト
ミトコンドリア径の電子顕微鏡による評価     ファジーの評価 
                         
 
 
 
                      
 
 
 
 
 
 
 
電子顕微鏡で評価したミトコンドリア径の分布     TAC5 日後の左室切片を蛍光免疫染色 
をバイオリンプロットで示した。           し、単位面積あたりのマイトファジー  
                          を測定した。***P<0.001 
 
 
(２) ミトコンドリア DNA メチル化の心不全への関与の検討 
まず、DNA メチル化の評価法として golden standard である Bisulfite sequence 法でマウス心
不全モデルのミトコンドリア DNA（mtDNA）メチル化を評価した。mtDNA に 287 か所存在する CpG
配列のうち 30 か所を評価に用いた。マウスサンプルとしては、偽手術群の他、肥大心のサンプ
ルとして TAC1 週間後の左室サンプルを、不全心のサンプルとして TAC4 週間後の左室サンプル
を用いた。しかしながら、全サンプル間で mtDNA メチル化の頻度に有意な差は認めなかった。評
価するメチル化の個所が少ないことが、有意な差を得られない原因と考え、次に次世代シークエ
ンシングを用いた mtDNA メチル化の評価を行うこととした。次世代シークエンシングを用いる
ことによって、287 か所中 271 か所（94.4%）のメチル化を評価することが可能であった。TAC 1
週間後、TAC 4週間後の左室サンプルを評価したが、偽手術群との間に有意な差を認めなかった。
そこで、表現型が強調される可能性を考えて、mtDNA メチル化に関与するミトコンドリア局在性
DNMT1ノックアウトマウスを作製し、圧負荷に対するmtDNAメチル化の変化を検討した。しかし、
TAC2 週後に評価した mtDNA メチル化の割合は野生型マウスと DNMT1 ノックアウトマウスの間で 
有意差を認めなかった（図５）。 
 
図５．DNMT1 ノックアウトマウスにおける TAC 後心の次世代シークエンシングを用いた 
   mtDNA メチル化の評価 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６．Me-DIP による TAC 心における mtDNA メチル化の評価 
                   
 
 
                  IgG で沈降したサンプルの値を 1とし、mtDNA 抗体によ 
                  り沈降したサンプルでのメチル化の値を示した。 
                  ２か所の D loop、COX2、tRNA-Gln、125rRNA それぞれに 
                  おけるメチル化の程度を示す。 
               
 
 
 
 



これらの結果のように、種々の刺激を用いても mtDNA メチル化の変化を同定できない原因とし
てミトコンドリア DNA の分解を考えた。そこで、細胞内分解系の阻害剤を投与したうえで TAC に
よるミトコンドリア DNA メチル化の評価を行った。mtDNA メチル化の評価にはメチル化 DNA 免疫
沈降法（Me-DIP）を用いた。その結果、TAC による mtDNA メチル化の増加を認めた（図６）。 
以上の結果より、mtDNA メチル化の評価には、その分解抑制が重要である可能性が示唆された。
今後、DNA 分解酵素のノックアウトマウスを用いることにより、検出効率を上げることを検討し
ている。 
 
（３）DNaseII によるミトコンドリア DNA 分解促進による心不全抑制効果の検討 
我々は、以前の検討におけるスクリーニングで、DNaseII の発現を抑制する microRNA を複数同
定した。また、DNaseII は TAC 後に心不全を呈すると発現が低下することを見出している。そこ
で、DNaseII 発現を低下させる microRNA の抑制により DNaseII の発現を上昇させることができ
れば、心不全を抑制できると考えた。同定した microRNA-X に対する anti-miR を産生する AAV を
作製し、圧負荷誘導性心不全モデルマウスに投与することとした。しかしながら、AAV では心不
全の抑制効果は見られず、また miRNA の抑制効果も認めなかった。心筋細胞へのデリバリーの問
題や、炎症を逆に惹起する可能性などを考えてターゲットへの高親和性・体内での高安定性・低
毒性を兼ね備えた LNA を用いることとした。再度マウス心不全モデルに投与するも、やはり心不
全の抑制効果は認めなかった。今後は、別の候補である microRNA-Y に対する anti-miR を作製し
て同様の実験を行い、LNA による新たな心不全治療の開発に結び付けていく。 
 
 今回の研究成果により、Bcl2-L-13 によるミトコンドリアダイナミクスの制御が圧負荷に対す
る心機能維持に重要な役割を果たしていることが示唆された。また、mtDNA のメチル化について
も、ストレスによるメチル化の変化を同定する道筋をつけることができた。これらの結果は、今
後ミトコンドリア分解不全から炎症の惹起及び心不全につながるカスケードを抑制する新たな
治療に結び付く重要なものであると考えられる。また、LNA オリゴ投与による心不全治療への取
り組みにも引き続き力を注いでいこうと考えている。 
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