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研究成果の概要（和文）：低酸素によって培養心筋細胞のミオシン調節軽鎖(MLC2v)のリン酸化が低下するこ
と、イヌの高頻度ペーシング心不全でもMLC2vのリン酸化が低下することを証明した。また、MYLK3遺伝子変異に
よるcMLCK蛋白質の部分欠損によりcMLCK活性が低下してヒトの心不全の原因となることを証明した。さらに
cMLCKを標的とした創薬を目指してcMLCKに特異的に結合する擬天然ペプチドを8種類同定し、そのうち１つで
cMLCK特異的に活性を阻害することが確認した。しかし活性を増加するペプチドは獲得できなかった。

研究成果の概要（英文）：Hypoxia significantly decreased the level of MLC2v phosphorylation in 
cultured neonatal cardiac myocytes. Canine failing hearts induced by high-frequency pacing also 
showed decreased level of MLC2v phosphorylation. Importantly, we identified the familial dilated 
cardiomyopathy associated with MYLK3 mutation. This truncating mutant cMLCK completely lacks the 
kinase activity, although it did not affect wild-type cMLCK activity. These results indicated that 
the depressed cMLCK kinase activity was associated with significant decrease in MLC2v 
phosphorylation and possibly with development of DCM in human. Finally, we tried to develop the 
specific modulators of cMLCK activity and identified 8 pseudo-peptides which can bind to cMLCK 
specifically with high affinity. We checked the effects of the 8 pseudo-peptides on the cMLCK 
activity and found that only one pseudo-peptide specifically inhibited cMLCK activity. However, we 
could not get the pseudo-peptide that can activate cMLCK.

研究分野： 循環器内科学・分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
心不全の重要な原因である虚血および低酸素によりミオシン調節軽鎖（MLC2v）のリン酸化が低下すること、そ
して大動物心不全モデルでも心筋細胞のMLC2vリン酸化が低下することを証明したことは心不全の病態発症の新
しい機序を解明したという点で意義が高い。さらに、cMLCK活性の低下がヒトにおいても実施に収縮性心不全の
原因になることを証明できたことは、実臨床においても極めて意義深く、収縮性心不全の新しい治療標的として
cMLCKが注目される研究と考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
慢性心不全(CHF)を有する症例は、国民の高齢化に伴い増加しており、その重症度は年々悪化

しているため、医学のみならず社会的問題と認識されつつある。その理由として、1) CHF の原
因は、心筋梗塞などの虚血性心疾患と、
高血圧・弁膜症・遺伝的・免疫的負荷に
よる非虚血性心疾患に大別されるが、虚
血性心疾患に起因する心不全は、非虚血
性心疾患に起因する心不全と比して予
後が悪いといわれていること、2)近年、
高齢化・動脈硬化に起因する虚血性心疾
患症例が増加していること、3) 近年、
従来の受容体遮断を中心とする薬物療
法に代わる新たな薬物治療の開発はな
く、従来の薬物による心不全治療が限界
にきていること、が挙げられる。CHF の
主な原因は、心筋梗塞に代表される虚血

性心疾患であるため、CHF 抑制には、発症後の心機能低下を助長する心筋壊死・心臓リモデリ
ング抑制が重要である。 
本申請者は、2007 年にヒト不全心筋の網羅的遺伝子発現解析より心筋型ミオシン軽鎖リン酸

化酵素（cMLCK）を発見した(J Clin Invest 2007;117: 2812-2824)。cardiac-MLCK によるミオ
シン軽鎖(MLC2v)リン酸化はサルコメア構造構築に関与することから、cardiac-MLCK 活性化が
心筋代謝・サルコメア構造構築を介して、心筋梗塞サイズ縮小・リモデリング抑制・心不全抑
制に関与すると考え、本研究を着想した。さらに近年、ミオシン ATPase の活性化剤 omecantiv 
mecarbil が開発され、収縮性心不全の臨床試験が実施されている。このことは、心筋収縮の基
本単位であるサルコメア構造に働きかける薬剤の重要性が認識されてきたと考えられる。 
 
２．研究の目的 
cMLCK は心筋代謝・収縮と強く連関することから、本研究は cMLCK-ミオシン軽鎖リン酸化シ

グナルと、虚血性を含む心不全におけるリモデリングとのかかわりを心筋代謝・収縮の観点か
ら検討することを目的とした。これまで、cMLCK と不全心とのかかわりについて検討した報告
は世界に類がなく、本研究は、基礎医学的にも、臨床応用の観点からも極めて革新的なものと
考えられる。さらに、サルコメア構造に働きかける薬剤候補として、cMLCK の活性を制御する
創薬シーズペプチドの開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
１） 培養心筋細胞での低酸素刺激に対する MLC2v リン酸化の影響の検討 

培養新生仔ラット心筋細胞に対して、低酸素刺激を与えて、cMLCK の基質である MLC2v の
リン酸化の変化を調べる。低酸素刺激は、これまでの経験から１％酸素、30 分とする。 

 
２）cMLCK 特異的活性制御ペプチドの開発 

RaPID システムに使用するための cMLCK を精製する。精製した cMLCK を用いて擬天然特殊
ペプチドライブラリーから cMLCK に特異的に結合する擬天然ペプチドを同定する。同定し
たペプチドを用いて cMLCK 活性を制御する活性がないかを cMLCK assay で検討する。cMLCK 
を活性化するようなペプチド・薬剤の開発を進めることにより、心疾患の心筋保護に関す
る基礎研究をおこなう。 
 

３）イヌ不全心での MLC2v リン酸化状態の検討 
不全心における MLC2v のリン酸化状態を検討するため、イヌの高頻度ペーシング心不全モ
デルを作製する。心エコー検査にて心不全に進展したことを確認後に左心室組織を採取し
て、リン酸化等の検討を行う。 
 

４）MYLK3 遺伝子変異によるヒト拡張型心筋症における cMLCK 活性の検討 
cMLCK をコードする MYLK3 の変異を原因とする拡張型心筋症家系をこれまでに同定してい
る。この遺伝子変異による cMLCK 活性の変化や心不全発症の機序について検討を行う。 

 
 
４．研究成果 
1) 培養心筋細胞における低酸素刺激に対する MLC2v のリン酸化 
培養心筋細胞に低酸素刺激（１％酸素、30分）を与えて、MLC2ｖのリン酸化状態を調べたと

ころ、リン酸化レベルが低下していた。 
 
2) cMLCK の特異的活性制御ペプチドの開発 
東京大学の菅教授が開発した RaPID システムを用いて、1013の多様性を有する擬天然特殊ペ



プチドライブラリーから cMLCK に特異的に結合する擬天然ペプチドを RaPID システムにて 8種
類同定した。この 8 種類のペプチドについて、cMLCK 活性に対する効果を測定するために
in-vitro cMLCK 活性測定系を確立した。評価の方法は ADP-Glo 法で行った。 
左図に示す通り、L3 ペプチドにおいて cMLCK の活性阻害作用を認めた。残念ながら、cMLCK

活性を賦活する作用を有するペプチドは同定できなかった。 
 
 
次に、L3 ペプチドの cMLCK 特異性を調べるために smMLCK に対する作用を評価した。評価の

方法はsmMLCKと MYL9を用いたキナーゼ反応に対するL3ペプチドの効果をADP-Glo法で測定し
た。上図の通り、L3ペプチドは smMLCK に対する活性阻害作用を示さなかった。以上より、RaPID
システムを用いて同定された L3 ペプチドは、cMLCK 特異的に活性阻害作用を有する擬天然特殊
ペプチドであることが明らかになった。近年、心筋収縮性を減弱する低分子化合物が遺伝性肥
大型心筋症の治療薬と成り得る可能性を示す報告が散見される。この L3ペプチドも cMLCK 活性
阻害を介して心筋収縮性を減弱させる可能性があり、今後は L3ペプチドも薬剤候補ペプチドと
成り得る可能性が考えられる。今後は薬剤への応用を想定して L3 ペプチドの細胞膜透過性の評
価を行う。細胞膜透過性が認められない場合は、細胞膜透過性ペプチドなどの付加を行ってい
く。さらに、cMLCK の共結晶構造解析を行う予定である。 

 
3) イヌ心不全モデルでの MLC2v のリン
酸化 
イヌの高頻度ペーシング心不全モデ

ルを作製した。右総頸静脈よりペーシン
グリードを挿入して、240ppm で 5 週間～
6 週間のペーシング刺激を行った。ペー
シング終了後の心エコー検査にて左心
室の拡大と左室駆出率（EF30～40%）の
著明な低下を確認した。左心室の心筋組
織を採取して、phos-tag PAGE による
MLC2v リン酸化の程度の観察を行ったと
ころ、正常心と比較して、不全心におい

て有意にミオシン調節軽鎖のリン酸化が低下していることが判明した。 
 
4) ヒトの遺伝性拡張型心筋症における MYLK3 変異の同定 
 
拡張型心筋症を家族性に発症する患者および近親者のエクソーム解析を実施した結果、MYLK3

（心臓特異的 MLCK）の遺伝子変異が原因遺伝子として考えられる家系を同定した。 
 
 
 
本遺伝子変異は MYLK3 遺伝子の exon 9 の splicing acceptor 部位の一塩基変異による exon 

skipping のため、MYLK3 mRNA のアミノ酸読み取り枠のずれを生じ（out of flame）、mRNA 上に
ストップコドンが新たに出現して MYLK3 合成が翻訳途中で停止して、酵素活性部位が途中から

欠損した MYLK3 が合成されていた(truncating 
mutation)。 
 
 
 
 
 
この truncating mutation を有する cMLCK のキ

ナーゼ活性を完全に喪失していたが、野生型
cMLCK のキナーゼ活性には影響しないことから、
心筋症発症の機序としてはハプロ不全が考えられ
た。 
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