
様式Ｆ-１９ 
 

 

科学研究費助成事業（学術研究助成基金助成金）研究成果報告書 

 
平成２５年 ５月 １６日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）：心筋症および不整脈の病因・病態形成における Z 帯構成要素の機能

連関に着目し、Ｚ帯機能の構築と伝導機能維持の分子機序を解明するとともに、治療薬のシー

ズともなる機能修飾低分子化合物を探索することを目的とした。主な研究成果は以下の通りで

ある。Z 帯構成要素である ZASP の変異は拡張型心筋症と不整脈をもたらすが、不整脈発症メ

カニズムとして、ZASP 変異特異的に心筋 Na チャネル（SCN5A）の機能不全をもたらすこと

を明らかにした。また、T 管や Z 帯に分布する SLMAP の２つのミスセンス変異が Brugada

症候群の原因となることを明らかにしたが、いずれの変異とも SCN5A の細胞内輸送障害によ

る機能不全を生じることを解明した。さらに、Brugada 症候群患者に SCN3B 変異を同定した

が、この場合にも SCN5A の細胞内輸送障害による機能不全を生じていた。一方、SCN5A、

SCN3B、SLMAP、ZASP間の結合を検討したところ、SCN5Aと SCN3Bは結合するが、SLMAP

も ZASP も SCN5A との直接の結合は認められず、マクロ複合体を構成することで SCN5A 機

能を制御すると考えられた。また、正常ないし変異 SLMAP を導入した HEK 細胞を用いて、

SCN5A の細胞内輸送障害機構を検討したところ、siRNA によって SLMAP の発現を抑制する

と、変異の存在下にのみ細胞内輸送が是正された。一方、COP 阻害剤、EDTA、熱処理などは

SLMAP 変異に起因する細胞内輸送障害を是正できなかった。これらとは別に、新規の心筋症

原因遺伝子として多数のミオパラジン変異を同定し、その機能異常を解明した。さらに、M21

トランスジェニックマウスでは MYPT1 のリン酸化が亢進していること、Rho キナーゼ阻害剤

の投与で病態が改善することを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated functional role of Z-disc in the 

molecular pathogenesis of cardiomyopathy and arrhythmia to develop a novel strategy for 

the diseases via modifying the Z-disc function. It was deciphered that mutations in ZASP 

caused cardiomyopathy accompanied by ventricular arrhythmia via impairing the function 

of INa through affecting expression of cardiac sodium channel Nav1.5. In addition, we 

revealed that the mutations in SLMAP gene encoding for a Z-disc protein of unknown 

function. It was found that SLMAP mutations impaired INa function via inhibiting 

intracellular trafficking of Nav1.5. Moreover, we also revealed that a SCN3B mutation 

inhibited intracellular trafficking of Nav1.5 and affected INa function. These observations 

have indicated that the intracellular trafficking of Nav1.5 is in part controlled by Z-disc 

elements. On the other hand, we found that a heart-specific small subunit of myosin 

phosphatase, M21, localized at Z-disc and increased the phosphorylation of a large subunit 

of myosin phosphatase, M110, which resulted in increased calcium sensitivity of cardiac 

muscle contraction. Inhibition of binding between M21 and M110 suppressed the 

phosphorylation of M110. M21 also bound to a Rho-kinase and enhanced its kinase activity, 

suggesting that inhibition of rho-kinase would be useful in modulation of calcium 

sensitivity of cardiac muscle contraction. 
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１．研究開始当初の背景 

心筋機能異常に起因する心筋症はしばし
ば不整脈を合併し、これに基づく突然死を来
す。心筋症の原因は従来不明であったが、近
年の遺伝学的解析により、サルコメア要素や
Ｚ帯構成要素の遺伝子異常が病因となるこ
とが明らかとなっている。一方、特に誘因な
く突然死を来す不整脈についても、チャネル
分子の遺伝子異常が原因となることが判明
している。また、最近ではチャネル異常が心
筋症の原因となることやＺ帯構成要素異常
が不整脈の原因となることが明らかにされ
るなど、心筋症と不整脈には原因論上のオー
バーラップがある。すなわち、申請者らを含
む国内外の研究者らによる病因変異の探索
から、Ｚ帯が心筋の収縮機能制御のみならず、
刺激伝導機能においても重要な役割を果た
すことが判明している。しかしながら、それ
ぞれの病態発現において遺伝子異常が寄与
する分子機序については不明な点が多い。 

申請者らは、Ｚ帯構成要素異常が心筋症や
不整脈などの原因となることを世界に先駆
けて解明したが、遺伝子変異に起因する疾患
には一般に根治療法がなく、有効な治療・予
防法も少ない。一方、申請者らは、ミオシン
軽鎖のリン酸化と心筋収縮力を制御する
M21 がＺ帯に局在すること、M21 高発現マ
ウスは心筋症に加えて伝導障害を来すこと、
原因不明の不整脈患者にＺ帯構成要素であ
るTCAPやSLMAPの変異が見出されること
など、従来は予想されなかったＺ帯機能に関
する新知見を集積している。そこで、Ｚ帯異
常がいかなる分子機序で心筋疾患の病態発
現に至るのかを検討することで、Ｚ帯機能解
明の新展開をはるとともに、得られた知見に
基づく治療戦略を開発出来ないかとの着想
に至った。 

 

２．研究の目的 

心筋症は心筋収縮制御異常による心不全
を主徴とするが、しばしば不整脈による突然
死を来す。心筋症の原因は不明であったが、
遺伝子異常が病因となることが近年解明さ
れている。ことに申請者らは、世界に先駆け
てＺ帯構成要素の種々の遺伝子異常が心筋
収縮制御異常を通じて心筋症の病態形成に

至ることを解明した。また、Ｚ帯要素異常が
不整脈の病因となることを明らかにしたが、
Ｚ帯異常が伝導障害を来す分子機序は明ら
かでない。本研究では、申請者らのこれまで
の知見から導かれるＺ帯構成要素の機能連
関に着目し、Ｚ帯機能の構築と伝導機能維持
の分子機序を解明するとともに、治療薬のシ
ーズともなる機能修飾分子を探索する。 

 

３．研究の方法 

本研究では、Ｚ帯機能の解明とその修飾法
の開発を目的とし、M21 高発現マウスの心筋
における遺伝子発現・タンパクリン酸化の解
析と病態解析、正常・変異Ｚ帯構成要素によ
るチャネル機能変化の解析、Ｚ帯構成要素の
結合を修飾する分子の探索を行う。 

 
４．研究成果 
M21 高発現マウスの心筋における遺伝子発
現・タンパクリン酸化の解析と病態解析 

 M21 トランスジェニックマウスを複数系
統樹立したが、高発現系統では心筋収縮の
Ca 感受性亢進と肥大型心筋症様病態が観察
されるのに対し、低発現系統ではそのような
変化は認めなかった。そこで、高発現系統と
低発現系統でマウス心筋における遺伝子発
現をコントロールとともに網羅的に検討し
たところ、高発現系統のみで発現変化する遺
伝子が 39 種、低発現系統のみで発現変化す
る遺伝子が 5 種、両者に共通して発現変化す
る遺伝子が 39 種あった。これらの遺伝子群
を機能別にグループ化したところ、インスリ
ンシグナル系および細胞接着系の遺伝子群
の発現が共通して亢進していた。 

 

正常・変異Ｚ帯構成要素によるチャネル機能
変化の解析 

 Z 帯構成要素である ZASP の変異が拡張型
心筋症の原因となることが判明しているが、
これらの変異のうち心筋に高発現する ZASP

アイソフォームに共通するドメインに存在
する変異を有する患者は高頻度に不整脈を
合併する。そこで ZASP 変異を導入したラッ
ト心筋細胞における電気生理学的な検討を
行った結果、心筋 Na チャネル（Nav1.5）の
機能低下を来たすことが判明した。変異の有



無によらず ZASP と Nav1.5 との直接結合は
観察されないことから、ZASP や Nav1.5 は
大きな複合体を形成するものと考えられた。  

一方、Z 帯や I 帯に分布する機能未知の
SLMAP について、不正脈患者における変異
を検索したところ、Brugada 症候群患者集団
に２種類のミスセンス変異（V269I, E710A）
を見出した。ついで、H9c2 細胞、HEK293

細胞を用いた検討で、変異SLMAPはNav1.5

の細胞内輸送を障害することが判明した。さ
らに、電気生理学的に Nav1.5 機能の低下を
確認した。また、変異の有無によらず SLMAP

と Nav1.5 には直接の結合は観察されなかっ
たことから、SLMAP は Nav1.5 複合体の細
胞内輸送に関わると考えられた。この細胞内
輸送障害は、温度変化や小胞体機能阻害剤な
どでは解消できなかったが、SLMAP の発現
抑制によって解除可能であった。 

 

Ｚ帯構成要素の結合を修飾する分子の探索 

 M21 は MYPT2 遺伝子の選択的スプライ
シングによって生成されるため、MYPT2

（M130）と同一の配列を有する。また、平
滑筋型 M20 も同様に MYPT2 の選択的スプ
ライシングで生成される。これらの M130 お
よび M20 はいずれも心筋で発現するため、
M21 の心筋細胞内分布は、抗体を用いての検
討することが出来なかった。しかしながら、
M21 トランスジェニックマウスでは His-tag

を付加した M21 遺伝子を導入しており、
His-tagを検出することでM21の局在が検討
である。そこで、His-tag 抗体を用いた組織
染色を行ったところ、M21 は Z 帯に局在して
いた。一方、M21 と MYPT1（M110）およ
び MYPT2（M130）との結合を生化学的に検
討し、M21 は M110 の 853Thr を含む約 20

アミノ酸で構成されるドメインに結合する
ことが判明した。また、この結合は 852Ser

に特異的に依存したが、 852Ser および
853Thr のリン酸化による結合性の変化はな
かった。これらのことは、低分子（ペプチド）
を用いた競合阻害によって M21 による収縮
制御が可能となることを示唆した。 
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