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研究成果の概要（和文）：心臓特異的ミオシン軽鎖キナーゼ（cMLCK）変異が心筋症の原因か否かは不明であった。我
々は、肥大型心筋症1例においてミスセンス変異を、拡張型心筋症1例において欠失変異を同定した。キナーゼアッセイ
において、ミスセンス変異型cMLCKは野生型と比較して活性亢進を、欠失変異型は著しい活性低下を呈した。変異の同
定された家系においてエクソームシーケンスを行ったが、既知の心筋症遺伝子変異は検出されなかった。キナーゼ活性
亢進型cMLCK変異は肥大型心筋症を、一方失活型変異は拡張型心筋症の原因となり得ることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Recently, cardiac myosin light chain kinase (cMLCK) was cloned from the myocardia 
of patients with heart failure, although it is unknown whether mutations in cMLCK gene (MYLK3) causes 
cardiomyopathies. We identified a missense and deletion variant in hypertrophic cardiomyopathy (HCM) and 
in dilated cardiomyopathy (DCM), respectively. In vitro kinase assay demonstrated enhanced kinase 
activity in the missense mutant protein, while diminished activity in deletion mutant protein. Whole 
exome sequencing showed absence of known DCM causing mutations in pedigrees harboring the mutation. These 
findings suggest that enhanced cMLCK activity may cause HCM, while declined cMLCK activity may cause DCM. 
Our data will provide the new insights into mechanisms responsible for cardiomyopathies.

研究分野：循環器内科学、心不全

キーワード： genetics　cardiomyopathy　heart failure
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1. 研究開始当初の背景 

(1) 心不全患者は先進国で著しい増加傾

向がみられ、本邦においても 120-130 万

人の罹患者がいると推定されている。心

筋症は心不全の主要な原因疾患であり、

小児から老年まであらゆる世代で心不全

死を来すため、その原因解明と治療法の

開発が急務である。近年その病因が心筋

の収縮蛋白・骨格蛋白の遺伝子異常であ

ることが明らかにされたが、依然として

大半の心筋症患者における原因遺伝子は

不明である。申請者らは肥大型心筋症患

者 400例および拡張型心筋症患者 100例

を対象に原因遺伝子検索を精力的に行っ

てきたが  (Konno T et al., J Am Coll 

Cardiol 2003,  Eur Heart J 2004,  Clin 

Sci 2007)、申請者らのこれまでの解析の

結果、原因遺伝子変異が同定される割合

は拡張型心筋症では約 10%、肥大型心筋

症では約 50%である（図 1）。このため、

未知の原因遺伝子を同定し、新しい心筋

症発症機序の解明を目指す研究は極めて

重要な位置づけにある。 

 

(2) 心筋ミオシン軽鎖キナーゼ蛋白

（MLCK）は 2007年に、移植後摘出心にお

ける発現量が心不全の重症度と相関する分

子として、本研究協力者である瀬口らによ

り初めて同定された。また瀬口らは、 

MLCKは心筋サルコメア蛋白であるミオシ

ン軽鎖を基質とするリン酸化機能を有し、

ゼブラフィッシュにおいて MLCK 蛋白を

コードする MYLK3 遺伝子をノックダウン

すると拡張型心筋症に類似した心臓表現型

が認められること、を明らかにした (図

2：Seguchi et al. J Clin Invest 2007)。そこ

で申請者は、ミオシン軽鎖と同じくミオシ

ン・ファミリーに属するミオシン重鎖に着

目し、ミオシン重鎖変異マウスでは転写因

子 MEF2を介した胎児遺伝子の発現が、心

筋症発症に関わる重要な機序であることを

明らかにした (Konno T et al., Proc Natl 

Acad Sci U S A. 2010)。 

 

２．研究の目的 

(1) 申請者はこれらの研究成果に基づき、

MLCK をコードする MYLK3 遺伝子が、ヒ

ト心筋症の病因遺伝子ではないかとの仮説

を持つに至った。しかしながら、これまで

心筋症患者において MYLK3 遺伝子変異を

検索した報告はない。そこで本研究の第一

の目的は、心筋症患者における MYLK3 遺

伝子変異の有無を検索し、遺伝子異常と心

筋症の臨床病型との関係を明らかにするこ

とである。 

申請者らは、これらの MYLK3 遺伝子解

析結果に機能発現実験を追加することによ

り、心筋症・心不全の発症進展機序を全く

新規の分子レベルで明らかにし得ると考え

るに至った。すなわち、MYLK 変異による

心筋症の発症過程が明らかとなれば、心筋

症により引き起こされる心不全の新しい進

展機序を世界に先駆けて報告出来るものと

考えられる。そこで本研究の第二の目的は、

変異型MLCK活性を in vitroで測定し、野生

型と比較してキナーゼ活性異常の有無を確

認すること、更に MYLK3 遺伝子変異また

は野生型 MYLK3 遺伝子をゼブラフィッシ

ュ受精卵に導入することにより in vivoでの

心筋症発症過程を観察し、MYLK3遺伝子変

異による心筋症発症機序を解明することで

ある。 

 

３．研究の方法 

(1) MYLK3遺伝子変異の検索: 

 拡張型心筋症 130例・肥大型心筋症患者

発端者 400例において、informed consent

を得たのち、12誘導心電図、心臓超音波検

査、遺伝子診断用採血（EDTA血 10ml）を

実施した。具体的には遺伝子診断用に採取



した血液検体の末梢血白血球から genomic 

DNA を抽出し、PCR 法に引き続き高分解

融解曲線分析法を用いた高効率遺伝子変異

スクリーニングを行った。異常パターンを

認めたものに対して、DNA を精製した後、

オートシーケンサーを用いて DNA 配列を

調査した。遺伝子変異が見い出された場合

には、その家族に同意を得た後に、12誘導

心電図、心臓超音波検査、遺伝子診断用採

血を行って家系調査を実施した。 

 

(2) in vitroキナーゼアッセイ 

キナーゼである MLCK のリコンビナント

タンパク質の発現と精製を行うために、

HEK293T 細胞に、野生型または変異型

MYLK3 Flagコンストラクトをトランスフ

ェクトし、MLCK 蛋白質を発現させた後、

抗 FLAG抗体を用いて免疫沈降を行うこと

によりMLCK蛋白質を精製する。精製した

MLCK蛋白質とともに、基質としてマウス

心から精製したミオシン軽鎖を、カルシウ

ム依存性モジュレーターであるカルモジュ

リンとともにチューブ内に加え、in vitroで 

[γ-P32]ATP と反応させるキナーゼアッセイ

を行う。反応後、基質であるミオシン軽鎖

を SDS-PAGEにて分離し、乾燥を行った。

その後、オートラジオグラフィーによりリ

ン酸化されたミオシン軽鎖（20kDa）の検

出を行うことにより、野生型と変異型

MLCK活性の比較検討を行った。 

 

(3) ゼブラフィッシュを用いた in vivo機能

発現実験 

 MLCKに対するモルフォリーノオリゴを

用いて、変異型 MLCKゼブラフィッシュを

作成した。ゼブラフィッシュ受精卵へのモ

ルフォリーノオリゴの注入はマイクロイン

ジェクション法により行った。in vivoでの

心機能解析を効率よく行うために、心筋特

異的に蛍光蛋白質(GFP)を発現するゼブラ

フィッシュ(hspGFF3A) を用いた。 

 

４．研究成果 

(1) 遺伝子解析結果 

 530 例の心筋症発端者 (肥大型心筋症

400 例・拡張型心筋症 130 例) を対象に

MYLK3 遺伝子変異を検索し、肥大型心筋

症 1 家系において、MYLK3 遺伝子

missense変異を同定した。また、拡張型心

筋症 1 家系において MYLK3 遺伝子

truncation 変異を同定した。家系調査を行

った結果、truncation 変異の若年保因者 1

例を同定し、左室拡大傾向および心電図異

常を呈することを明

らかにした（右図）。

変異の同定された家

系においてエクソー

ムシーケンスを行っ

たが、既知の心筋症

遺伝子変異は検出さ

れなかった。 

 

(2) in vitroキナーゼアッセイ 

 肥大型心筋症で同定した missense 変異

型 MLCK は、野生型 MLCK と比較して有

意なキナーゼ活性の上昇を呈した（右図）。

一方、拡張型心筋症患者で同定した

truncation変異型 MLCKは、野生型 MLCK

と比較して著しいキナーゼ活性の低下を呈

した。 

 

(3) ゼブラフィッシュにおける in vivo心形

態・機能解析 

 MYLK3 遺伝子をターゲットとしたモル

フォリーノオリゴ (MO)を用いて、

truncation変異に類似した変異型 MLCKゼ

ブラフィッシュを作成した。高速動画記録

装置にてゼブラフィッシュの心拍を記録後、

心機能解析ソフトウェアを用いて心室壁

厚･心室径･心室短縮率を算出した。野生型

 
 

    

      

  

  

  

  

 

 



ゼブラフィッシュと比較して変異型MLCK

ゼブラフィッシュは心室が軽度拡大傾向を

示したが有意な左室拡大は認められず、ま

た心室収縮能の低下も認められなかった。 

 

 以上、遺伝子解析およびキナーゼアッセ

イの結果より、キナーゼ活性亢進型 cMLCK

変異は肥大型心筋症を、一方失活型変異は

拡張型心筋症の原因となり得ることが示唆

された。 
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