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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアDNA分解の責任分子であるDNase IIに着目して検討をおこなった。
DNase II活性調整機序については、mRNAの転写後調整機序が関与していることを見出したが、詳細を検討中であ
る。DNase II活性増強による心不全治療効果の検討について、心筋特異的DNase II過剰発現マウスを作成し、そ
の表現型について検討をおこなった。また、人の不全心筋における検討で、ヒトの心不全心筋におけるDNase II
発現が低下傾向にあること、心不全の心筋においてリソソーム内の核酸蓄積と考えられる所見があることを見出
した。さらに心不全患者由来iPS細胞を作製し、詳細を検討中である。

研究成果の概要（英文）：We investigated the role of DNase II, which is a responsible molecule for 
degradation of mitochondrial DNA, in the pathogenesis of heart failure.  As for the regulatory 
mechanism of DNase activity, we identified that the activity is regulated via post-translational 
mechanism, and now we are investigating the detail. As for the therapeutic implication of DNase II 
for heart failure, we created cardiac-specific DNase II transgenic mice, and evaluated the 
phenotype.  In addition, we evaluated the role of DNase II in human heart failure pathophysiology 
using human cardiac tissue sample of heart failure patients, and found that the expression of DNase 
II in failing heart is decreased compared with non-failing heart.  We also found that DNA is 
deposited in cardiomyocytes in patients with heart failure.      

研究分野： 循環器内科学

キーワード： DNase II
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１．研究開始当初の背景 
心不全は、あらゆる心疾患の終末像であり、
現存の治療法では5年生存率は約50％以下と
癌と同様に極めて不良であり、しかも患者数
は増加傾向にある。現在の治療法は薬物治療
と非薬物治療に大別され、薬物療法は主にカ
テコラミンやレニン・アンギオテンシン・ア
ルドステロン系といった神経体液性因子を
調整する薬剤が使用されているが、その治療
効果は頭打ちであり、この 15 年以上、予後
を改善しうる新規治療法が出現していない
状況にあり、上記の患者数増加かつ予後不良
という心不全のおかれている状況と併せて
考えると、予後改善につながる新規治療法の
創出は喫緊の課題である。 
心臓に圧負荷や容量負荷などの血行力学的
負荷が持続的にかかり続けると、次第に心収
縮力の低下、心内腔の拡大を来たし、心不全
状態となる。この過程にどのような分子機序
が関与しているのかを明らかにし、それを治
療ターゲットとすることで、心不全の発症抑
制や進行予防を行うことが期待できる。これ
までに、様々な研究において、心筋の慢性炎
症が上記の過程に重要な役割を果たしてい
ると考えられてきたが、その詳細な機序は不
明であった。私は以前から、心不全における
慢性炎症の役割およびその機序について研
究をおこなってきた（Hikoso et al. Circ Res 
2009;105:70-79、 Higuchi, Hikoso et al. J 
Biol Chem 2003；278:20770-20777、Hikoso et 
al, Circulation 2004;110 (17):2631-2637）。
そして、最近、心筋において、オートファジ
ーで十分に分解されなかった mtDNA が、Toll 
like receptor 9 を介して慢性炎症を惹起し、
心不全を発症する原因となることを見出し
た （ Oka, Hikoso et al, Nature 
2012:485:251-5）。さらにこの研究のなかで、
心不全の心筋においては、mtDNA 分解の責任
分子である DNase II の活性が、ストレスに
適応している状態である心肥大期よりも低
下していることを見出した（下図）。 
 

すなわち、心筋でのストレス応答過程におけ
る DNase II の活性低下が、心筋の慢性炎症
を介した心不全発症の鍵を握っており、その
活性低下を抑制することもしくは人為的に
活性を増強させることが心不全発症抑制に
有効であることが示唆された。 
 
２．研究の目的 
本研究では、mtDNA 分解の責任分子である
deoxyribonuclease II(DNase II)に着目し、
心不全において DNase II の活性不足により
mtDNA の分解不良が生じる機序を検討すると
ともに、これを制御する方法を考案し、DNase 
II 活性を維持することにより心筋の慢性炎
症を抑制して心不全発症を防ぐ方法を開発
する。また、この方法の心不全発症防止に関
する Proof of Concept を得るため、マウス
心不全モデルや心不全患者の疾患特異的 iPS
細胞由来心筋細胞などを用いて検討をおこ
ない、DNase II の創薬ターゲットとしての妥
当性について明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１） 心不全における DNase II 活性低下

の原因の解明 
 心肥大期、心不全期における DNase II
の発現量の変化を、マウス圧負荷心不全
モデルの心筋 mRNA およびタンパク量の
定量により評価する。 
 mRNA 量およびタンパク量の変化をもた
らす機序について検討する。 

（２） DNase II 活性増強による心不全治
療効果の検討 
 以下の 2 種類の DNase II 発現トラ
ンスジェニックマウスを作製し、表現型
を検討した。 
 心筋特異的プロモーターであるα

Myosin Heavy Chain (αMHC)プロモー
ターの下流にDNase II遺伝子を組み込
んだトランスジーンを用いたトランス
ジェニックマウス 

 CAGプロモーターの下流にloxP配列で
挟まれたスペーサー配列を持ちその下
流にDNase II遺伝子を組み込んだトラ
ンスジーンを有するトランスジェニッ
クマウスとタモキシフェン誘導性に心
筋特異的に Cre recombinase を発現す
るトランスジェニックマウスを交配し、
タモキシフェン誘導性に心筋特異的に
DNase II を発現するトランスジェニッ
クマウス 

（３） ヒトの心不全における DNase II 活
性低下の意義の解明 

 重症心不全患者の心筋組織を入手し、不
全心筋における DNase II の発現状況に
ついて western blot 法にて検討をおこ
なった。また、重症心不全患者の心臓組

図 1．マウス圧負荷(TAC)心不全モデル心
筋における DNase II 活性の変化 
 心肥大期（TAC 後 1 週間）では DNase 
II 活性の亢進が認められるが、心不全期
（TAC 後 10 週間）では活性が低下して
いる。 



織を DNA 染色し、心不全の心筋における
ミトコンドリア DNA の蓄積の有無、程度
の評価をおこなった。 
 ある疾患を持つ患者の体細胞から
iPS 細胞（疾患特異的 iPS 細胞）を作製
しそこから目的の細胞種に分化させる
ことにより、当該患者の遺伝的背景を保
持したヒトの疾患モデル細胞を作製可
能である。ヒトにおける心不全の発症過
程における DNase II 活性低下の意義の
解明のため、以下の検討をおこなう。 
 大阪大学医学部附属病院で診療を
受けている心不全患者の血液を採取す
る。 
 血液から単核球を分離し、培養する。 
 培養した単核球に初期化因子
（Oct3/4,SOX2, Klf4,c-Myc）を遺伝子
導入し、 iPS 細胞を作製する。 
 樹立したiPS細胞を心筋細胞に分化
させ、表現型を検討するとともに、その
際の DNase II 活性、mtDNA の蓄積につい
て比較する 

 
４．研究成果 
① 心不全における DNase II 活性低下の原

因の解明 
 野生型マウスを用いて横行大動脈縮窄
による圧負荷モデルを作製した。このモ
デルでは、圧負荷後 1週間で心肥大を呈
し、4週間で心不全状態となる。 
本モデルの心肥大期、心不全期の mRNA
発現量を qRT-PCR 法で定量したところ、
sham 手術群と比較して圧負荷群では、心
肥大期には mRNA 量の増加を認めたが、
心不全期には明らかな増加は認めなか
った。 
 同様にタンパク量について、同じくマウ
ス圧負荷心不全モデルの心肥大期、心不
全期の心筋からタンパク質を抽出し
western blot 法で検討したところ、mRNA
量と同様に、sham 手術群と比較して圧負
荷群では、心肥大期には DNase II タン
パク量の増加を認めたが、心不全期には
明らかな増加は認めなかった。 
 以上より、心肥大期から心不全期にかけ
ての DNase II の発現量低下が活性低下
につながっていると考えられ、その原因
は mRNA 量の変化に起因しているものと
考えられた。 
 続いて、mRNA 量の変化の機序を検討した
ところ、転写レベルではなく転写後の機
序が関係していることが判明した。現在、
詳細を検討中である（未発表）。 

② DNase II 活性増強による心不全治療効
果の検討 
 心筋特異的プロモーターであるα
Myosin Heavy Chain (αMHC)プロモータ
ーの下流に DNase II 遺伝子を組み込ん
だトランスジーンを構築し、マウス受精
卵にインジェクションすることにより、

個体を得た。体細胞ゲノムの解析により、
トランスジーンがゲノムに組み込まれ
ていることを確認し、交配により個体数
を確保したうえで、心筋での DNase II
の発現量を western blot で検討したと
ころ、トランスジーンを持たない個体と
比較して著明な DNase II の発現量増加
を認めた。また、DNase II 活性を single 
radial enzyme diffusion 法で検討した
ところ、トランスジーンを持つ個体にお
いてDNase活性が著明に増加しているこ
とを見出した。 
定常状態の心機能を心エコー法で確認
したところ、定常状態における心機能は、
トランスジーンを持つ個体と持たない
個体で有意な変化は認めなかった。 
 「方法」に示した方法を用いて、タモキ
シフェン誘導性に心筋特異的に DNase 
II を発現するトランスジェニックマウ
スを作製した。タモキシフェンを投与す
ることにより、心筋に DNase II が過剰
発現することを見出した。上記と同様に
定常状態の心機能を心エコー法で確認
したところ、タモキシフェンで DNase II
を過剰発現させたマウスとさせなかっ
たマウスの間では、心機能に有意な変化
を認めなかった。 
 これらのマウスに、横行大動脈結紮によ
る圧負荷モデルを作製し、現在表現型を
検討しているところである。 

③ ヒトの心不全における DNase II 活性低
下の意義の解明 
 ヒトの心不全心筋における DNase II 発
現が低下傾向にあることを確認できた。
また、同じく、ヒト左室収縮機能低下症
例の心筋において、リソソーム内への核
酸蓄積と考えられる所見を見出した。 
 大阪大学医学部附属病院で診療を受け
ている若年発症の拡張型心筋症による
心不全症例のゲノム解析から、既知の心
筋症原因遺伝子変異を有する患者を3症
例同定した。 
 これらの患者のうち、まず 1症例から同
意を得て血液を採取し、初期化因子
（Oct3/4,SOX2, Klf4,c-Myc）を搭載し
たセンダイウイルスベクターにより遺
伝子導入をおこない、iPS 細胞様のコロ
ニーを得た。 
 当該コロニーの細胞の初期化因子の発
現を確認し、iPS 細胞であることを確認
した。 
 iPS 細胞から心筋細胞への分化誘導のた
め、条件検討を行った。まずは、健常人
由来のiPS細胞を用いて検討をおこない、
beating する心筋細胞様細胞が得られた
ため、同様の条件で患者由来 iPS 細胞の
心筋細胞への分化誘導を行っていると
ころである。 
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