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研究成果の概要（和文）：我々は、心臓および骨格筋の発達に必須であるENHと呼ばれる足場タンパク質を検討してい
る。ENHは、心肥大の発達に必須であることを示している。逆に、ENHスプライス変異体は、心肥大を防ぐことができる
。
本研究では、足場タンパク質ENHのスプライシング機構を研究しました。我々は、in vivoで心肥大を予防する能力試験
するスプライス変異ENHトランスジェニックマウスを作製する。最後に、我々はENH1, キナーゼおよびL型カルシウムチ
ャネルによって構成される複合体シグナル伝達の下流に下流のシグナル伝達事象を分析しました。我々の研究は、ENH
は、心臓肥大の開発のキープレーヤーであるという考えを維持する。

研究成果の概要（英文）：Scaffolding proteins are essential for the transmission of intracellular 
signaling. Scaffolding proteins gather signaling proteins and their targets at precise subcellular 
locations to maximize the efficiency of the signal transduction. We are studying a scaffolding protein 
called ENH that is essential for the cardiac and skeletal muscle development. We have previously shown 
that ENH is essential for the development of cardiac hypertrophy but some ENH splice variants can on the 
contrary prevent cardiac hypertrophy. In the present study, we studied the splicing mechanisms of ENH. We 
generate a splice variant ENH trangenic mice to study in-vivo its ability to prevent cardiac hypertrophy. 
Finally, we analyzed the downstream signaling events downstream to the complex signaling composed by 
ENH1, the protein kinase D and the L-type calcium channels. Our work sustain the idea that ENH is a key 
player in the cardiac remodeling leading to heart hypertrophy.

研究分野： 細胞情報伝達機構
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１．研究開始当初の背景 
PDZ-LIM タンパク質は N 末端に PDZ ドメイン
と C末端に１〜３個のLIM ドメイン（Zn フィンガ
ーの一種）を有する細胞内シグナル分子群を
細胞骨格に繋ぎ止める足場タンパク質である。
特に、心臓分化, 免疫応答及び発癌抑制へ
の関与が指摘され、同タンパク質内への変異
は心疾患の発症を誘導する。特に、連携研究
者の黒田が 1996 年に見いだした PDZ-3LIM
タンパク質 ENH1 は、心臓に多く発現し、LIM
ドメインを介して PKCと結合し、PDZ ドメイン
を介してサルコメアのαアクチニンと結合する。 
次に発現量の多い脳において、連携研究者
の黒田が N 型カルシウムチャネルと相互作用
することを示し、精神疾患発症と関連すること
も判明した。さらに、神経芽腫細胞において
ENH1 は転写抑制因子 Id2 を細胞質へ繋ぎ
止めることで Id2 依存的神経分化を抑制する
ことも判明している。 
 
２．研究の目的 
PDZ-LIM タンパク質ファミリーは N 末端に
PDZ ドメインおよび C 末端に LIM ドメインを１
〜３有する細胞内シグナル分子群の足場タン
パク質である。近年、我々は主に心臓で発現
する PDZ-3LIM タンパク質 ENH1 が、サルコメ
ア上で PKCε，PKCβ，PKD1，L 型カルシウ
ムチャネルおよびαアクチニンと結合して心
肥大化シグナルとして作動し、心肥大状態マ
ウスと正常マウスを比較して LIM ドメインを欠
いた内在性スプライス変異体 ENH4 が誘導さ
れると同シグナルを抑制することを見いだした。
本研究では、同スプライス変異体の発現調節
機構および ENH1 を含むシグナル分子複合
体からの心肥大化シグナルの伝達機構を明ら
かにしたい。 
 
３．研究の方法 
 
①心筋細胞内における ENH1 及び ENH4 の
スプライス変異体の発現調節機構の解析： 
我々は ENH 遺伝子の exon 組成を分析しま
した。心臓出生前及び出生後の発達中の
ENH スプライス変異体の発現を、RT-qPCR
を、RT-PCR により測定しました。同様の
実験は、骨格筋の発生および筋芽細胞株
C2C12 で行いました。ENH 遺伝子のスプラ
イシング機構内の識別されたスプライシン
グ因子の役割を試験するために、我々は、
これらの要因を過剰発現されるかまたは
siRNA によりノックダウン。 
 
② ENH4 発現ベクターを組み込んだト
ランスジェニックマウスの創出： 
インビボ心臓肥大を防止する ENH3 の能
力を試験しました。 
 

○3  ENH1-PKCε-PKD1-L 型 Ca チャネル複
合体の下流に位置する心肥大化誘導機構に
含まれる分子群の同定 
ENH1-PKCe-PKD1-L 型カルシウムチャネル複
合体の機能は、新生児ラットから単離された
心筋細胞の初代培養において試験しました。
肥大マーカーはウエスタンブロット、
RT-qPCR を、及びイメージングによって測定
しました。転写活性は、ルシフェラーゼレポ
ーター遺伝子で測定しました。イオンチャネ
ル活性は、パッチクランプによって測定しま
した。 
４．研究成果 
① 心筋細胞内における ENH1 及び ENH4
のスプライス変異体の発現調節機構の解析 
心臓の発生中に ENH1 と LIM レス ENH スプラ
イスバリアント（ENH2-3-4）との間のスプラ
イシングスイッチの時間的変化を示しまし
た。 LIM レススプライスの変化は、発現がま
た発生段階依存性であることが判明した変
異体である。 ENH スプライス変異体の発現は、
骨格筋細胞においても同様に変化します。 
C2C12 細胞では、心筋細胞への分化は ENH1 の
発現を必要としている。 ENH4 または ENH1 
siRNA の発現は C2C12 細胞の分化を防止して
いる。 
我々は、ENH スプライスバリアントの変化に
必須の役割を果たして2スプライシング因子
を同定する。過剰発現または siRNA のノック
ダウンの両方の要因は、ENH スプライス変異
体の発現を変化させる。 
② ENH3 発現ベクターを組み込んだト
ランスジェニックマウスの創出 
我々はトランスジェニックマウス ENH3 の創
設者を生成することができました。交配は、
F1 世代を生成しました。F1 世代は F2世代に
産む導入遺伝子と交配の発現を示しました。
私たちは、ENH の LIM レス変異体について、
最初のトランスジェニックマウスを得まし
た。我々は、生体内で心肥大を防止する ENH3
の能力を検討します。 
○3  ENH1-PKCε-PKD1-L 型 Ca チャネル複
合体の下流に位置する心肥大化誘導機構に
含まれる分子群の同定 
ENH1-PKCε-PKD1-L型Caチャネル複合体
の下流の事象を検討しました。2 つの転写調
節因子は、ENH1-PKCε-PKD1-L 型 Ca チャ
ネル複合体の新たな標的として同定されま
した。両方の転写調節因子は、心臓肥大の調
節において重要な役割を果たす。 
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