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研究成果の概要（和文）：内皮細胞実験、マウス実験を通じて、Rho-associated kinase (ROCK)相同体のROCK2がeEF1A
リン酸化を介してeNOS mRNAの3’-UTRと結合することで、eNOS mRNAを不安定化すること、またROCK2がFHLを介して心
肥大を制御することが判明した。
臨床研究では、白血球ROCK活性が血管機能を反映し、心血管イベント発症を予測するバイオマーカーとして有用である
ことを明らかにした。　
これらトランスレーショナル研究により、ROCK2が心血管疾患における新たな治療ターゲットとなり得ること、また白
血球ROCK活性が血管機能バイオマーカーとして有用であることを示した。

研究成果の概要（英文）：From endothelial cellular and murine experiments, we have revealed that ROCK2, one
 of ROCK isoforms, could destabilize eNOS mRNA via ROCK2-mediated phosphorylation of eEF1A and binding of 
ROCK2 with 3'-UTR of eNOS mRNA. In addition, we have further found that ROCK2 could regulate cardiac hyper
trophy via modulation of FHL2.
From clinical studies, we have revealed that leukocyte ROCK activity could reflect vascular function and c
ould be quite a useful biomarker to predict cardiovascular events.
Therefore, we concluded from such a translational study that ROCK2 could be a promising target in patients
 with cardiovascular diseases and leukocyte ROCK activity could be a useful biomarker to evaluate vascular
 function. 
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１．研究開始当初の背景 

高血圧，脂質異常症，糖尿病，喫煙，加

齢，メタボリック症候群などの冠危険因

子や生活習慣病によって血管内皮機能

障害が惹起され，動脈硬化が発症・維

持・進展することで脳血管障害や心筋梗

塞など生命予後に直接影響する重篤な

疾患が出現する．最近，血管平滑筋およ

び内皮における Rho-associated kinase 

(ROCK)活性の亢進が脳心血管疾患の発

症や進展に貢献しているとの報告がな

されている．刺激により活性化された

RhoAを介して ROCKは活性化され，更

に下流の標的蛋白を活性化することで

ROCKは脳心血管障害に関与する．特に，

Y-27632 やファスジルといった ROCK

阻害剤の開発により，ROCKが血管炎症，

動脈硬化，心肥大，虚血性脳血管障害，

血管攣縮などの病態において様々な役

割を担っていることが明らかとなって

きた．これまでに我々は，酸化ストレス

モデルである喫煙者における血管

ROCK 活性の亢進，ROCK 活性と内皮

機能障害との相関，年齢による血管弾性

の亢進は ROCK を介したものであるな

ど報告したが，それらのメカニズム解明

を目的としたマウス in vivo研究，また

細胞を用いた in vitro研究でも成果を得

た．ROCKには ROCK1と ROCK2の相

同体とがあり，全体では 62%，キナー

ゼドメインでは 92%の相同性を持つた

めに両者の機能的役割は似ていると考

えられていたが，最近ROCK1とROCK2

の機能的相違点の重要性に関する新た

な知見が報告されている．これまでの

ROCK阻害剤では ROCK1と ROCK2の

選択的阻害はできず，また高濃度下では

PKAや PKCといった他のセリンスレオ

ニンキナーゼをも阻害してしまうため，

特に in vivoにおける ROCK相同体の役

割を検討することは非常に困難であっ

た．遺伝子改変動物のシステミック

ROCK1，ROCK2 ノックアウトマウス，

内皮細胞特異的 ROCK1，ROCK2 ノッ

クアウトマウスは，脳心血管疾患におけ

る ROCK 相同体のそれぞれの役割や作

用機序を明らかにする目的において極

めて有用である．実際，臨床研究におい

て ROCK 阻害剤が脳梗塞，肺高血圧，

冠攣縮性狭心症に有効であると報告さ

れているが，それぞれの病態でどちらの

相同体がどのように作用しているか未

だ明らかとなっていない． 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は，トランスレーショナル研究

によって ROCK 活性の亢進がどのように動

脈硬化の発症・維持・進展に影響を与えてい

るかを検討することである．遺伝子改変動物

を用いた研究により，ROCK1と ROCK2のど

ちらの相同体が脳心血管疾患に関与してい

るのか，ROCK活性の亢進は疾患の原因なの

か結果なのかの検討も可能となる．臨床研究

では，白血球および血管 ROCK活性を評価し，

冠危険因子と ROCK活性との相関や，薬剤や

生活習慣改善といったインターベンション

が ROCK 活性にどのような影響を与えるの

かを検討する． 

In vitro 実験の目的は，ROCK1 および

ROCK2 ノックアウトマウスより培養した内

皮細胞を用いて，ROCK1もしくは ROCK2が

どのようなシグナルや機序を介して eNOSの

発現やリン酸化を制御し，血管内皮機能に影

響を及ぼしているのかを検討することであ

る．また in vivo実験の目的は，それらのマウ

スを対象に内皮依存性である脳虚血再灌流

障害モデルを用いた実験を行い，各 ROCK相

同体の in vivo における血管内皮機能に対す

る役割を評価することである．臨床研究では，

海外共同協力者であるハーバード大学 James 



K. Liao らと共同で開発した新規抗体を用い

て測定される白血球 ROCK活性，そしてプレ

シスモグラフにより測定される血管 ROCK

活性をバイオマーカーとして検討すること

で，白血球および血管 ROCK活性を臨床応用

することの有用性も確認する． 

 

３．研究の方法 

1) ROCK1およびROCK2ノックアウトマ

ウスより培養した内皮細胞を用いた in 

vitro検討 

A. 対象 

遺伝子改変マウスであるシステミック

ROCK1 ノックアウト (ROCK1+/-)，

ROCK2 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス

(ROCK2+/-)，およびコントロールマウ

ス． 

B. 方法 

ノックアウトマウス，コントロー

ルマウスより培養した内皮細胞

を使って，eNOS promotor assay，

eNOS mRNA stability の評価，

MAPK，ERK1/2，MAPK，Akt，

PI3K などのシグナルと ROCK1

あるいは ROCK2との関係，シグ

ナル制御の機序を検討する．また，

3’-untranslated lesion of eNOS 

mRNAに接着する 51kD蛋白が存

在し，eNOS mRNA stabilityを制御

しているのだが，その蛋白の機能

も検討． 

 

2) ROCK1およびROCK2ノックアウトマ

ウスを用いた一過性脳虚血再灌流障害の

in vivo検討 

A. 対象  

遺伝子改変マウスであるシステミック

ROCK1 ノックアウト (ROCK1+/-)，

ROCK2 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス

(ROCK2+/-)，およびコントロールマウ

ス． 

B. 方法 

フィラメントを用いて中大脳動脈を 2

時間完全閉塞し，22時間の再還流後に

脳梗塞領域を評価する一過性脳虚血再

還流障害モデルを用いて脳虚血領域を

評価する．また対象マウスの大動脈を

用いて血管内皮機能を評価検討する． 

 

3) 臨床研究における，血管および白血球

内 ROCK活性の検討 

A. 対象  

心血管病リスクを有さない健常人群

100 例，冠危険因子を有する明らかな

心血管合併症を有さない軽症動脈硬化

症例群 200例を目標に行った． 

B. 方法 

a) プレシスモグラフ（Hokanson system：

現有設備） 

ROCK阻害剤ファスジルの前腕動脈内

直接投与による前腕血流量(FBF)の増

加率(%)をもって血管 ROCK 活性を評

価する． 

b) 白血球 ROCK活性 

海外共同協力者の James K. Liaoと共同

開発した抗体（myosin-binding subunit 

of myosin light chain phosphatase；リン

酸化抗体）を用いて末梢単核球におけ

る ROCK活性をWestern Blot法によっ

て測定．この抗体の特異性が高いこと

は既に確認している．また，血管と白

血球における ROCK 活性が強い相関

関係にあることも報告している 2． 

 

４．研究成果 

＜研究成果内容＞ 

In vivo 研究では、ROCK2 KO マウスが、

ROCK1 KOおよびWTマウスと比して脳虚血

領域が低下すること、その機序が ROCK2 阻

害による内皮細胞 eNOSの発現亢進によるこ



とを明らかにした。In vitro研究では、ROCK2

による eEF1A1 のリン酸化を介した

ROCK2-eEF1A1-eNOS mRNAの 3’-UTRの結

合による eNOS mRNAの不安定化が、その機

序であることを明らかにした(投稿準備中)。

さらに、マウス心肥大モデルを用いて、

ROCK2 が FHL2 を介して心肥大を制御して

いることを明らかにした(FASEB J. 2013)。 

 

臨床研究では、侵襲的な血管 ROCK活性が非

侵襲的な白血球 ROCK 活性と強く相関する

ことを明らかにし(Arterioscler Thromb Vasc 

Biol. 2011)、以降は非侵襲的な白血球 ROCK

活性を中心に検討した。高血圧患者における

検討では、エプレレノン(アルドステロン阻害

薬)、ロサルタン(アンジオテンシン II 受容体

拮抗薬)の投与により血管内皮機能障害は改

善したが、ニフェジピン(Ca拮抗薬)の投与で

は改善を認めなかった。一方、エプレレノン、

ニフェジピンの投与により ROCK 活性は低

下したが、ロサルタンでは低下しなかった。

これらより、ROCK活性は血管機能を反映す

るバイオマーカーとしては有用であるが、内

皮機能検査とは異なった血管機能を示すこ

とを明らかにした(Clin Pharmacol Ther. 2012)。

さらに、ROCK活性が、心血管イベント発症

を予測するバイオマーカーとしても有用で

あることを明らかにした(Hypertension. 2013)。 

 

＜研究成果の意義・重要性＞ 

動脈硬化の発症と進展において、ROCK2 が

メディエーターとして重要な役割を担って

おり、新たな治療ターゲットとなり得ること

をトラスレーショナル研究によって示した。

バイオマーカーとしても、白血球 ROCK活性

が心血管イベント発症予測に有用であるこ

とを示した。現在の ROCK活性評価はラボユ

ーズと限定的であるため、さらなる簡易的

ROCK活性測定の開発が期待されており、現

在検討中である。 
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