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研究成果の概要（和文）：心筋細胞において、ネクローシスとは大きく異なり、ネクロプトーシスではミトコン
ドリア透過性遷移(MPT)が直接的な心筋細胞死の機序として大きな役割を担っていないが、MPTとも関連するオー
トファジーがネクロプトーシスシグナルにより修飾され、ネクロプトーシスの一部はオートファジー抑制による
ものであることが明らかとなった。また、ネクロプトーシスがオートファジーを抑制する機序として、p62-RIP1
結合の増加によりp62とLC3-IIの結合が減少すること、またオートファゴソームとリソソームとの融合が阻害さ
れることが重要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study showed that, in contrast to its role in necrosis, mitochondrial 
permeability transition (MPT) does not directly trigger cell death in necroptosis of cardiomyocytes 
and that necroptotic signals significantly inhibit autophagy, which is potentially modulated by MPT,
 leading to exaggeration of necroptotic cardiomyocyte death.  Sequestration of p62 from p62-LC3-II 
interaction by increased p62-RIP1 interaction and inhibition of fusion of autophagosomes with 
lysosomes were proposed to be mechanisms by which necroptotic signals inhibits autophagy.

研究分野： 循環器病学
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１．研究開始当初の背景 
従来、細胞死は受動的あるいは事故的な細

胞死(accidental cell death)であるネクロ
ーシス(necrosis)と能動的あるいはプログ
ラムされた細胞死であるアポトーシス
(apoptosis)に分類され、両者には形態的に
も大きな違いがあることが示されていた。し
かし近年、アポトーシスのように細胞内シグ
ナルによってプログラム化されていながら
ネクローシスの形態をとる細胞死が存在す
ることが明らかになり、ネクロープトシス 
(necroptosis)と呼ばれている。心筋梗塞や
心不全における心筋細胞死にはネクローシ
ス、アポトーシスがそれぞれどの程度関与し
ているのかについて、これまで数多くの研究
がなされてきたにも関わらず未だ確立した
答えが得られていないが、その理由としてネ
クロープトシスの評価がされていなかった
ことが挙げられる。 
我々は、これまでネクローシスの機序と

して重要なミトコンドリア透過性遷移孔
(mitochondrial permeability transition 
pore [mPTP])の開口に注目し、心筋細胞に
おける mPTP の制御機構を蛋白キナーゼ、特
に glycogen synthase kinase-3 (GSK-3)
に焦点を当てて解析を進めてきた。ネクロ
ープトシスにはアポトーシスと共通した細
胞内シグナルの起動があり、またネクロー
シスと共通して細胞内 ATP の減少が寄与す
ることから、mPTP がネクロープトシスに大
きく関与している可能性が考えられる。ま
た、蛋白質管理ならびにエネルギー代謝の
ための分子リサイクルに重要なオートファ
ジー(autophagy)が注目され始めていたが
ネクロプトーシスとの関連についての報告
はなかった。 
 
２．研究の目的 
(1)近年新たに同定された細胞死の基本的

機 序 で あ る ネ ク ロ ー プ ト シ ス 
(necroptosis)において、ネクローシス 
(necrosis)の機序として注目されてきた
mPTP の開口がどのような役割を有するかを
心筋細胞を対象として解明すること、(2)ネ
クロプトーシスシグナルとオートファジー
トの関連を解析しの関連に焦点を当てて解
析し、新たな心筋保護法への手がかりを得る
ことを目的とした。 
 

３．研究の方法 
(1) 培養心筋細胞（H9c2 細胞）を用い、
TNF-/zVAD 処置によりネクロプトーシスを
誘導し、mPTP 開口とネクロプトーシスとの関
連、ネクロプトーシスに関与するシグナル分
子の解析を行った。 
(2) 培養心筋細胞にネクロプトーシスを誘
導した際のオートファジーへの影響を、オー
トファジー制御蛋白の発現、オートファゴソ
ーム、オートリソソームの可視化(tandem 
RFP-GFP-LC3 protein)、により解析した。 

(3)ラットの冠動脈閉塞再灌流により心筋梗
塞を作成し、心筋梗塞領域における mPTP 制
御蛋白、ネクロプトーシス制御蛋白ならびに
オートファジー制御蛋白の相互関連を解析
した。 
 
４． 研究成果 
(1) TNF-/zVAD 処置により誘導した心筋細

胞のネクロプトーシスは、mPTP の直接的
阻 害 薬 で あ る cyclosporine A, 
sanglifehrin A によって抑制されず、ま
た mPTP 開口を促進する GSK-3に対する
3 種類の阻害薬 SB216763, lithium 
chloride, and AR-A014418)、さらには
p38MAPK 阻害薬 (SB203580)のいずれに
もネクロプトーシスの抑制効果が見ら
れなかった。これらのことから、mPTP
は心筋細胞のネクローシスとは異なり
ネクロプトーシスでは直接的な細胞死
誘導に寄与していないと考えられた。 

(2) 心筋細胞のネクロプトーシス誘導は、
LC3-II の蓄積、オートファゴソームから
オートリソソームへの変換の障害、また
オートファゴソームとLAMP2の共局在の
抑制を伴っていた。ネクロプトーシス誘
導によるオートファジー障害は、オート
ファジー阻害薬の追加によってさらに
増悪することはなく、一方オートファジ
ー促進薬であるrapamycin処理によりネ
クロプトーシスによる細胞死が軽減す
ることが観察された。さらに、その
rapamycin の効果は Atg5 のノックダウ
ンによって減弱したことから、オートフ
ァジー促進を介したものであることが
確認された。ネクロプトーシスがオート
ファジーを抑制する機序についての解
析では、オートファジー制御の主要なシ
グナル分子である Akt, p70s6K, AMPK, 
ULK1, Akt のリン酸化に変化がみられず、
一方、LC3-II と p62 の結合が減少し、そ
れと同時に p62-RIP1 結合の増加が認め
られた。さらに rapamycin は p62-RIP1
結合を抑制していた。以上の成績から、
ネクロプトーシスの誘導は p62-RIP1 結
合によって p62-LC3-II 相互作用が減少
し、その結果オートファジーの抑制をも
たらし細胞死を増悪していることが示
唆された。 

(3) ラットの急性心筋梗塞モデルを用い、心
筋梗塞サイズの規定因子として再灌流
時のAkt活性化レベルが重要であること、
またこの in vivo のネクロプトーシス誘
導モデルにおいても p62-LC3-II 相互作
用が再灌流後に有意に増加しているこ
とが確認された。 
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