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研究成果の概要（和文）：本研究は、PKG1αの特異的なシステイン(C42)酸化を介す細胞内局在化と基質相互作
用変化の分子機序およびその意義について解析した。ジスルフィド酸化型は、PKG1αの疎水性変化に関わり、リ
ン酸化機序によりホスホジエステラーゼ5阻害薬の反応性を制御することがわかった。また、チュベリン(TSC2)
上に同定したPKGリン酸化部位がTSC2を正に制御し、病的肥大を抑制する新規経路を共同で報告し、同リン酸化
部位がC42酸化により抑制されるレドックス依存性mTORC1シグナルを明らかにした。本研究の遂行により、サイ
クリックGMPシグナルの層別化と心不全治療におけるPKG1αの標的有用性を示すことができた。

研究成果の概要（英文）：Intracellular cGMP and the main effector PKG1α prevent pathological 
hypertrophy and heart failure. PKG is principally activated by cGMP binding to the regulatory site, 
but it can be stimulated with oxidation at C42 where is located near N-terminal dimerization domain.
 We found the redox modulation controls subcellular localization and protein-protein interaction to 
the substrates, independently of kinase activity. C42 oxidation resulted in enhancing colocalization
 with PDE5 and thus phosphorylate S92, which explains PDE5 inhibitor is responsive as the disease 
severity goes worse. Moreover, we found anew phosphorylation site in tuberin (TSC2) which negatively
 regulates the downstream mTORC1 signaling and thereby leads to suppress maladaptive hypertrophy. We
 also uncovered the phosphorylation site at TSC2 can be hampered by C42 oxidation. Our research 
works successfully contribute to provide a new concept into heart failure therapy leveraging 
cGMP/PKG signaling.

研究分野：循環器内科

キーワード： プロテインキナーゼG　心不全　システインレドックス　サイクリックGMPシグナルの層別化　病的心肥
大
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞内サイクリックGMPとプロテインキナーゼ(PKG1α)の活性化は、超高齢社会で蔓延する心不全の治療標的と
して期待されている。本研究は、活性レベルとは独立し、PKG1αの機能を制御することがわかってきた特異的な
システインレドックス調節機構に焦点をあてた研究であり、C42酸化による細胞内局在化と基質相互作用変化の
分子機序の解明により、その標的有用性と治療応用としての発展性を示すトランスレーショナルな臨床的意義の
高い研究である。

※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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 

 

１．研究開始当初の背景 

 超高齢社会において、蔓延が予想される心不全に対し最適な治療法の確立は急務である。従来の標

準治療と比べ、優越性が示された心不全治療戦略として、細胞内セカンドメッセンジャーであるサイクリ

ック GMP(cGMP)を介す心血管保護効果が期待されている。心血管組織に発現する PKG1αは、cGMP

の結合で惹起される構造変化によって活性化するホモ二量体のリン酸化酵素であり、cGMPシグナルの

主要なエフェクターとして中心的な役割を果たしている。そのため、cGMP レベルの増加戦略だけでな

く、PKG1α の活性化は心不全に対する有用な治療戦略として期待されているが、未だ標的とはされて

いない。近年、cGMP の共存がなくても、PKG1α のタンパク質二量化ドメインを構成するロイシンジッパ

ーの近傍で N 端側から 42 番目のシステイン残基(C42)が特異的に酸化されるだけでも、分子内ジスル

フィド架橋(SS 結合)を介す二量体化により機能が変化することが報告された 1。マウスから単離された腸

管膜動脈において、過酸化水素による血管弛緩反応が C42の酸化を予防すると抑制されることから、こ

の cGMP 非依存性の活性調節は細小血管レベルの血管弛緩に寄与し、僅かだが C42 の酸化が降圧

作用に関与することがわかってきた 2。一方、申請者は、心臓における C42 酸化が PKG 本来の抗肥大

作用を減弱させる(Loss-of-function)ことを

明らかにし 3、キナーゼ活性のレベルに依

らない機構として、①細胞膜への移行(細

胞内局在化)、ならびに②伸展刺激により

カルシウムを流入させる受容体活性型カ

ルシウムチャネル(TRPC6)との基質相互

作用(リン酸化)が変化するなど、PKG1α レ

ドックス制御を心臓で初めて報告した(図

1)。本研究では、PKG1α が疎水性や立体

構造を変えながら基質標的を空間制御す

る機構について解析することで、cGMP シ

グナルの層別化と PKG の標的有用性の

確立を目指す研究である。 

 

 

２．研究の目的 

以下の研究計画より、PKG1α レドックス制御機構を介す心不全での標的有用性を明らかにする。 

(1) PKG1α上の N端の基質相互作用を介した空間制御を解明する。 

(2) 基質を含めた細胞内局在化(膜移行)シグナルを蛍光可視化し、動態制御を明らかにする。 

(3) ラット心筋培養細胞やマウス心筋において、薬剤の反応性や基質リン酸化制御を解析し、抗肥大作

用における cGMPシグナルの格差を明らかにする。 

(4) PKG1α レドックス制御のバイオマーカーとしての確立と心不全治療への応用を目指す。 

 

 

３．研究の方法 

(1) リコンビナント PKG1αの作製 

細胞内局在化への PKG1α レドックス制御の関与を検討するため、ヒトの野生型 PKG1α および C42 を
セリンに置換したレドックス非感受性(C42S)の PKG1αコンストラクトを作製した。さらに、N端の構造変化
に起因した局在性変化を検討するため、二量体化ドメインのロイシンジッパーを変異させた PKG1αを作
製した。作製した遺伝子を導入した培養心筋細胞を用い、PKG1α の局在化シグナルの可視化と動態

図1 PKG1αレドックス制御機構の概要
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制御を解析した。 

 

(2) 単離心筋細胞を用いた免疫染色 

ランゲンドルフ灌流装置でアダルトマウスの心臓から単離した心筋細胞を用い、圧負荷誘導心肥大など
の病態モデルや活性刺激有無による内在性 PKG の局在変化と PDE5 との共局在について、レーザー
共焦点顕微鏡で観察評価した。 

 

(3) PDE5のリン酸化と活性レベルの解析 

野生型およびレドックス非感受性マウスの心筋組織および単離心筋細胞を用い、PKG1α レドックス制御
による PDE5 リン酸化への影響をウエスタンブロッティングで比較検討した。同様の心筋および心筋細
胞で PDE5 の活性レベルを ELISA で測定し、C42 酸化の有無で比較評価した。また、PDE5 阻害薬お
よび可溶性グアニル酸シクラーゼ活性化薬間での cGMP/PKG シグナル格差を PKG1α レドックス制御
の視点から比較検討した。 

 

(4) ラット心筋細胞を用いた網羅的リン酸化プロテオーム解析 

野生型およびレドックス非感受性 PKG1α を発現させたラット心筋細胞を用い、PKG 基質のリン酸化修
飾を質量分析計で網羅的に解析し、新規基質の同定と PKG1αレドックス制御による基質相互作用の応
用研究のための資料とした。 

 

(5) 細胞内シグナル伝達の格差評価と表現型解析 

上記(4)で同定した PKG 基質の中で、PKG1α レドックス制御によりリン酸化修飾に格差を認めた基質に
ついては、胎児ラット心筋細胞での予備検討を経て、リン酸化変異マウスを作製し機能解析を進めた。 

 

 

４．研究成果 

(1) PKG1αの細胞内局在の変化 

PKG は細胞質内に存在するリン酸化酵素として知られている。しかし、外的な刺激により一過性に膜へ
移行することが報告されている。申請者らの研究により、この細胞内局在の変化には、C42 を介すレドッ
クス制御機構が密接に関与していることがわかってきた 3。膜に移行した PKGは還元型のみである一方、
PKG 上の C42 が特異的に酸化されジスルフィド二量体化した PKG は細胞質内に安定化しており、酵
素活性レベルとは独立した細胞内局在化の機序を明らかにした 3,4。 

 

(2) PKG と PDE5の共局在とリン酸化修飾 

サイクリック GMP を加水分解する PDE5 は PKG の基質であり、PKG のリン酸化機序により酵素活性が
調整されている。申請者は、C42 を介すジスルフィド PKG 二量体が、PDE5 における S92 のリン酸化を
増強することを明らかにした。また、この親和性の増加は、レドックス制御性に変化する PKG との共局在
が増加することに起因することを明らかにした(図 2)。PKG 酸化による PDE5 リン酸化増強は、肺高血圧
症の治療薬である PDE5 阻害薬の反応性を変えることがわかり、今後の薬物治療への影響が予想され
る 4。 

 

(3) 新規 PKG基質チュベリン(TSC2)の表現型解析 
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図2 Summarized illustration for the relationship between PKG and PDE5



 

 

網羅的なリン酸化プロテオーム解析で、病的肥大との関連性が指摘されている機械的ラパマイシン標

的タンパク質mTORシグナルを負に制御しているTSC2上に新規リン酸化部位を同定したため(図 3A)、

その機能解析を行った。PKGを導入した胎仔ラット心筋細胞を用いた先行実験により、エンドセリン ET1

刺激による mTOR 下流の病的肥大シグナルが、既知の TSC2 の上流因子に関わらず、PKG による

TSC2 リン酸化が抑制されると、有意に進展されることがわかった(図 3B)。そのため、共同研究によりリン

酸化変異マウスを作製した上で表現型解析を行い、PKG/TSC2/mTORC1 シグナルによる新たな心肥

大抑制の機序とその生理的な意義を見出し、共著にて報告した 5。 

 

(4) PKG1α レドックス制御による基質相互作用変化 (TSC2 リン酸化) 

引き続き、上記で見出した TSC2 リン酸化部位における PKG レドックス制御の意義を検討した。胸部大

動脈縮紮による圧負荷誘導心肥大モデルにおいて、C42 を介した PKG の酸化は TSC2 のリン酸化を

抑制することで、mTORC1 シグナルを負に制御できず、PKG による病的肥大抑制効果が減弱すること

を明らかにした(図 3C)6。 

 

(5) PKG1α レドックス制御による cGMP/PKG シグナルの格差と心不全への臨床応用としての展望につ

いて、本研究から得られた結果成果の視点から総説として報告した 7。 
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