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研究成果の概要（和文）：本研究では、T細胞のHexokinase 1(HK1)をミトコンドリアから脱結合させることが
Th1細胞やTh17細胞の抑制を介し、圧負荷心不全進展を緩和させるか否かを明らかとすることを目的とした。微
小管重合阻害薬であるノコダゾールはHK1をミトコンドリアから脱結合させ、Th1細胞におけるミトコンドリア呼
吸を抑制し、IFN-γ等の炎症性サイトカインの産生も低下させた。大動脈縮窄手術による心不全モデルマウスに
おいても、ノコダゾール の投与は、マウスの心臓及び縦郭リンパ節内のエフェクターT細胞の減少やCD4T細胞か
らのIFN-γ産生の低下が観察され、心不全に伴う炎症を抑制する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We aimed to clarify whether uncoupling Hexokinase 1 (HK1) from mitochondria 
in T cells alleviates the progression of pressure overload-induced heart failure through the 
suppression of Th1 and Th17. The microtubule polymerization inhibitor, nocodazole, uncoupled HK1 
from mitochondria, inhibited mitochondrial respiration in Th1 and Th17, and reduced the production 
of inflammatory cytokines. In the mouse model of heart failure induced by transverse aortic 
constriction surgery, administration of nocodazole reduced effector T cells in the heart and medial 
lymph nodes and decreased IFN-γ production from CD4 T cells, suggesting that nocodazole may 
suppress inflammation associated with heart failure.

研究分野：循環器内科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
HK1をミトコンドリアから脱重合させることは、ミトコンドリア代謝を変化させることにより、Th1細胞やTh17細
胞からのサイトカイン産生を減少させ、圧負荷心不全進展を抑制することが示唆された。HK1をミトコンドリア
から脱重合させる微小管重合阻害薬は、圧負荷心不全の進展を抑える可能性が考えられ、高血圧性心疾患や大動
脈弁狭窄症等の後負荷が上昇し引き起こされる心不全に対する臨床応用が期待される。

※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 
 
圧負荷心不全の進展に T 細胞を介した免疫細胞の反応が強く関与している(Br J Pharmacol. 

2016; 174: 3914–25.）。Cytotoxic T lymphocyte associated antigen-4（CTLA-4）と呼ばれる T 
細胞共刺激分子の細胞外部分と IgG Fc 部分を結合させた融合蛋白（CTLA-4Ig）であるアバタ
セプトは、圧負荷心不全の進行を抑制することが明らかにされており (Nat Commun. 2017; 
8:14680. )、T細胞を標的とした治療は有望であると考えられるが、心不全治療への臨床適用は
未だされていない。ヘルパーT細胞には様々なサブセットが存在するが、最近、ヘルパーT細胞
の中でも Th1細胞や Th17細胞が圧負荷心不全の進展に関与することが分かってきており（Sci 
Rep. 2017 ; 7: 15998.）、これらの細胞の働きを抑制することが心不全の抑制に重要であると考
えられる。 
 HK1は解糖系の酵素として働くだけでなく、Voltage Dependent Anion Channel (VDAC)に
結合することにより、ミトコンドリアの代謝も調整している。申請者が HK1のミトコンドリア
結合部位を欠損させたマウス（HK1 exon1 deletionマウス）を用い、in vitroで CD4陽性 T細
胞の分化を調べたところ、このマウスでは野生型のマウスと比較し、Th17細胞への分化が低下
し、Th1細胞からの IFN-γ産生が低下していた(図 1)。上記の背景より HK1 を VDAC から脱
結合させることは Th1 細胞や Th17 細胞の分化やサイトカイン産生低下を介し、炎症を抑える
と推測されるが、圧負荷心不全の進展を抑制させるか否かは明らかではない。 

 微小管重合阻害薬は、HK1と競
合的に VDAC に結合する free 
tubulinを増加させることにより、
HK1 をミトコンドリアから脱結
合させることが知られているが(J 
Bioenerg Biomembr. 2008; 40: 
163–170)、この薬が、Th1細胞や
Th17 細胞の働きを抑制するかは
明らかにされていない。 
 
 
 
 
 
 
 

２．研究の目的 
 
 本研究の目的は T 細胞の HK1 をミトコンドリアから脱結合させることが圧負荷心不全の抑
制に有効か否かを明らかにすることである。このことを明らかにするために、HK1 がミトコン
ドリアから脱結合することによる T 細胞の代謝の変化を明らかにするとともに、薬物学的な
HK1のミトコンドリアからの離脱が、大動脈弓縮窄術 (TAC)による圧負荷心不全に及ぼす影響
を調査する。 
 
 
 
３．研究の方法 
 
  本研究では、T細胞の HK1 をミトコンドリアから脱結合させることが Th1・Th17 細胞の抑制を
介し、圧負荷心不全進展を緩和させるかどうかを明らかとし、HK1 をミトコンドリアから脱結合
させる薬を圧負荷心不全に対する治療薬としての臨床応用に展開するための基礎となる研究を
行う。これを明らかにするために、以下の実験を行う。 
 
①  HK1 をミトコンドリアから脱結合させる薬物の検索 
 
マウスの脾臓から単離した T 細胞に微小管重合阻害薬であるコルヒチンやノコダゾールを
投与し、ミトコンドリア分画及び細胞質分画の HK1 の発現をウェスタンブロットにて評価す
る。 
②  微小管重合阻害薬による CD4 陽性 T細胞からのサイトカイン産生量の変化を調べる 
  
 マウスの脾臓から単離した CD4 陽性 T 細胞をサイトカイン添加培養液での培養により、



Th1 細胞・Th17 細胞に分化させ、微小管重合阻害薬が、IFN-γや IL-17, IL-22 等のサイト
カイン産生を低下させるかを ELISA やｑPCR により評価する。 
 
③  微小管重合阻害薬投与による CD4 陽性 T細胞の代謝の変化を調べる 
 
  マウスから単離した CD4 陽性 T 細胞を CD3 及び CD28 抗体による刺激後に IL2 添加培養液
で 2-3 日培養し、微小管重合阻害薬の添加の有無による酸素消費速度 (OCR)や細胞外酸性化
速度 (ECAR)を XF アッセイにより評価する。 
 
④  微小管重合阻害薬による圧負荷心不全モデルマウスの心機能評価を行う 
 
微小管重合阻害薬の TAC モデルマウスへの効果を確認するために、TAC-微小管重合阻害薬
投与群、TAC-微小管重合阻害薬非投与群、sham-微小管重合阻害薬投与群、sham-微小管重合
阻害薬非投与群の 4群を作成し、心エコーによる機能評価を行う。 
 

⑤  微小管重合阻害薬投与マウスにおける T細胞機能の評価 
 
上記④で作成したマウスの心筋内及び縦隔リンパ節内の免疫細胞、特にヘルパーT 細胞の    
数や T 細胞サブセット(Th1 細胞、Th2 細胞、Th17 細胞、Treg 細胞)の組成、T 細胞からのサ
イトカイン産生能について免疫染色、フローサイトメトリーを用いて評価する。 
 
 
４． 研究成果 
 
1) HK1 をミトコンドリアから脱結合させる薬物の検索 
 
ノコダゾールは、ミトコンドリアに結合する HK1 の量を減少させた。一方コルヒチンを投与
した場合は明らかなミトコンドリア分画内 HK1 の減少は認めなかった。そのため、以降の実
験において HK1 をミトコンドリアから脱結合させる薬物として、ノコダゾールを使用した。 
 
2) ノコダゾールによる CD4 陽性 T細胞からのサイトカイン産生量の変化を調べる 
 
ノコダゾールが in vitro で分化させた Th1 細胞からの IFN-γ分泌、Th17 細胞からの IL-17
分泌を減少させることを、ELISA で培養液中のサイトカイン量を定量することにより確認で
きた。これは qPCR による mRNA レベルの測定においても同様の結果だった。 
 
3) ノコダゾール投与による CD4 陽性 T細胞の代謝の変化を調べる 
  
ノコダゾール添加により、in vitro で分化された Th1 細胞の OCR は低下したが、ECAR には
大きな違いは認められなかった。このことより、ノコダゾールによる HK1 のミトコンドリア
からの脱結合は、解糖系には大きな影響を与えずに、ミトコンドリア呼吸を低下させること
が示唆された。 
 

   
4)  ノコダゾールによる圧負荷心不全モデルマウスの心機能評価を行う 
 
TAC-ノコダゾール投与群、TAC-ノコダゾール非投与群、sham-ノコダゾール投与群、sham-ノ
コダゾール非投与群の 4群を作成し、心エコーによる機能評価を行った。TAC による壁厚の
増加や Fractional shortening の減少はノコダゾールの投与により緩和された。また、TAC
による左室重量の増加もノコダゾール投与により抑制された。 

 
 



 

4)  ノコダゾール投与マウスにおける T細胞機能の評価 

 
ノコダゾールの投与は TAC による心筋への CD3 陽性 T細胞浸潤を抑制した。また、ノコダゾ
ール投与群では、縦隔リンパ節内の CD3 陽性 T細胞中 CD25 陽性 T細胞の割合や IFN-γ陽性
細胞の割合が減少していた。この結果より、ノコダゾールは TAC に伴う T細胞の活性化を抑
制し、サイトカイン産生を減少させることが示唆された。 
 
今後の予定） 
ノコダゾールの投与により、Th1 細胞、Th2 細胞、Th17 細胞、Treg 細胞の割合がどのように
変化するかどうかは今後検証が必要である。また、今回の実験ではマクロファージ等他の
免疫細胞もノコダゾールの影響を受けていると考えられるため、HK1 をミトコンドリ
アから脱結合させることが知られている VDAC1 based peptideを過剰発現する CD4 T
細胞を作成し、同細胞を RagⅡ欠損マウス(成熟した T 細胞、B 細胞、NK 細胞を欠く
マウス)に移植し、TAC における圧負荷心不全の進展を抑制させることができるか検討
中である。 
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