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研究成果の概要（和文）：　ラット培養心筋細胞及び心筋梗塞モデルを用いて、ミトコンドリア(MIT)機能、形態、品
質制御因子(融合(OPA1)、分裂(Drp1)、ミトファジー(Parkin))の関連を検討した。培養細胞へのノルエピネフリン投与
は細胞死を増強し、断片化MITを増加させたが、Drp1、Parkinの減弱が認められ、障害MIT除去機構不全が認められた。
低酸素再酸素化障害では細胞死増加、MIT膜電位低下及び断片化を認め、Drp1、Parkinの増加が認められた。GLP1作動
薬はこれらを改善しATPを保持した。
　心筋梗塞後心不全モデルでは脂肪酸のEPAが心不全を軽減し、OPA1を維持しMIT形態・機能を改善した。

研究成果の概要（英文）：Mitochondrial quality control factors, such as fusion factor, OPA1; fission 
factor, Drp-1; mitophagy-related factor, parkin, have critical roles to mediate mitochondrial morphology 
and function. The present study examined the regulation of these factors using neonatal cultured myocytes 
and myocardial infarction (MI) model. Norepinephrine (NE) increased myocytes death and fission 
mitochondria, though Drp-1 and parkin expressions were not incremented. Hypoxia/reoxygenation (H/R) 
increased myocytes death, and GLP-1 analogue significantly attenuated. H/R enhanced fragmented and 
membrane potential- dissipated mitochondria, in association with decreased ATP content. GLP-1 analogue 
attenuated these morphological and metabolic damages, and attenuated H/R-induced Drp-1 and parkin 
enhancements.
 In vivo MI experiments. Dietary EPA attenuated post-MI remodeling and preserves mitochondrial morphology 
and function in association with OPA-1 preservation.

研究分野：循環器内科学

キーワード： 心不全　ミトコンドリア　品質管理因子
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１．研究開始当初の背景 
(1)心不全はさまざまな心疾患の終末像であ
り、治療法の改善にも関わらず今だ予後不良
の病態である。心筋細胞は収縮・弛緩による
ポンプ機能を維持するため、その 3割をミト
コンドリアが占める細胞であり、このミトコ
ンドリアにおいて 90%以上の ATP が産生さ
れている。そのため、その機能維持は心不全
の治療ターゲットとしてきわめて重要だと
考えられる。 
(2)ミトコンドリアはエネルギー産生の場で
あるとともに、レドックス制御や、Ca ホメ
オスターシスにも関与し、細胞生死に関わる
細胞内小器官である。近年、ミトコンドリア
機能に関連してそのクオリティーコントロ
ールが重要視されている。 
(3)ミトコンドリアは常時、機能低下を来した
部位を分裂(fission)させ、障害ミトコンドリ
アをミトファジーにて取り除く。また新たに
biogenesisされたミトコンドリアなど健常ミ
トコンドリアは融合(fusion)し均質化が保た
れる、といった一連の現象を繰り返しており
ミトコンドリアクオリティーコントロール
と呼ばれている。ミトコンドリアクオリティ
ーコントロール関連因子として fission には
Drp-1、Fis-1が、fusionにはmitfusin1/2、
OPA1が、biogenesisには PCG1αが、ミト
ファジーには Parkin、PINK1の関与が報告
されている。しかし疾患とミトコンドリアク
オリティーコントロールに関わる研究は主
に神経変性疾患におけるものが多く、各種循
環器疾患との関わりは解明されていない。そ
こで、心不全の病態進展におけるミトコンド
リアクオリティーコントロール因子の動態
を明らかにし、ミトコンドリア保護・機能維
持を目指した治療ターゲット開発に関わる
基礎的検討を行う 
 
２．研究の目的 
(1) 新生仔ラット培養心筋細胞を用いて心不
全時、障害増悪に関わる因子(酸化ストレス、
神経体液性因子)を付与しミトコンドリア障
害、形態学的変化を観察し、ミトコンドリア
クオリティーコントロール因子の変動を検
討する。 
(2)心不全の最大原因である虚血再還流障害
を模した低酸素再酸素化障害を培養心筋細
胞に加え、ミトコンドリア障害、ミトコンド
リアクオリティーコントロール因子の変動
を検討する。さらにミトコンドリア融合因子
の保持を介した、心筋保護薬の検討も行う。 
(3)ラット心筋梗塞後リモデリングモデル及
び培養心筋細胞を用い、ミトコンドリア脂肪
酸組成の変動と、ミコンドリア機能・形態・
クオリティーコントロール因子への影響を
検討し脂肪酸のミトコンドリア保護薬とし
ての可能性を検討する。 
 
 
 

３．研究の方法 
(1) 新生仔ラット心筋細胞を培養した。ミト
コンドリア酸化ストレス付与として H2O2 100 
µM、ミトコンドリ ATP 感受性 Kチャネル開口
薬である Diazoxiside 100, 500 µM を 24 時
間投与した。また電子伝達系阻害を行う
antimysinA は 5－100 µM、2 時間の投与で検
討を行った。心筋細胞 necrosis は培養上清
の LDH 活性で検討し、apoptosis は DAPI 染色
による核の形態変化、Caspase3 活性により検
討した。ミトコンドア膜電位、及び断片化は
TMRM 染色で検討し、ミトコンドリア由来 ROS
産生は MitSOXred 染色で検討した。ミトコン
ドリアクオリティーコントロール因子の中
で PCG1αは real time PCRでmRNA発現
を検討し、fusion、fission、mitophagy関連
因子は蛋白発現をWesternblotで検討した。 
(2) 低酸素再酸素化刺激はアネロパックケ
ンキを用い、5 時間の低酸素刺激ののち 30
分再酸素化を行った。ミトコンドリア障害、
ミトコンドリアクオリティーコントロール
因子検討は(1)と同様に行った。さらに、イン
クレチン作動薬である GLP-1analogue とし
て Exendin 4(50 nmol/L)の障害に対する 
影響、ミトコンドリアクオリティーコントロ
ール因子に対する影響を検討した。 
(3)雄性 SDラットの左冠動脈を結紮し、心筋
梗塞モデルを作成した。EPAは心筋梗塞作成
時より経口投与した。心筋梗塞後リモデリン
グは心エコーによる心機能評価、組織学的検
討 を 行 っ た 。 ミ ト コ ン ド リ ア 長 は
Mitotracker red を用いて染色した。ミトコ
ンドリアを単離し、酸素消費量によるミトコ
ンドリア機能評価を行い、ミトコンドリアク
オリティーコントロール因子の蛋白発現を
検討した。培養心筋細胞にたいする直接作用
の検討では水溶性EPAを必要とするためNa
塩を 10-50 nmol/Lの濃度で投与した。 
 
４．研究成果 
(1)①ミトコンドリア ROS 産生の指標である
MitoSOXred は H2O2 負荷群において明らかに
増加し、ミトコンドリア膜電位指示薬である
TMRM の蛍光減弱を来した。しかし、diazoxide
投与細胞では、既報の濃度を元に検討したが、
意外にもミトコンドリア ROS 産生、膜電位と
もに有意な変化を認めなかった。また電子伝
達系阻害を行う antimysinA は 100 µM、2 時
間の投与で顕著な細胞死が誘導され、より低
濃度での検討を行った。5-10 µM、2時間でも
充分に顕著な MitoSOX 蛍光増強と、膜電位の
消失を来した。一方ミトコンドリア量の指標
とされる Tom20 は逆に増加していたが、染色
上での形態学的ミトコンドリア量と解離し
ており、細胞障害に伴う細胞内他蛋白減少と
の相対比によるみかけの増加を疑っている。 
 
②100 nM 6 時間 angiotensin II 負荷では明
らかなミトコンドリア膜電位低下を認めな
いものの、24 時間負荷で明らかに低下した。
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(3) ①
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心筋細胞において断片化ミトコンドリアの
減少を
示した
②イコサペンタエン酸
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害に与える影響を検討したが、低濃度―高濃
度に関わらず細胞障害増強を来した。
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