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研究成果の概要（和文）：腎臓病において、心臓リモデリングが観察されることが知られているが、我々はその
肥大に先立って腎臓と血中のミッドカイン濃度が亢進することを見出した。その上昇はGPCR依存性に細胞内シグ
ナルの活性を促、ＭＡＰＫ活性の亢進、ＡＮＰなどような胎児型遺伝子発現の亢進と心肥大に関与していた。さ
らにミッドカインノックアウトマウスで腎臓病モデルを作成すると、これらの細胞内シグナルや心臓肥大が野生
型マウスと比べて抑制されており、心不全の進展が抑制されていることを超音波心臓図で確認した。これらのこ
とから、腎臓から発現するミッドカインが心臓リモデリングの進展に関与していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：It has knwon that cardiac remodeling is observed during chronic kideny 
disease. We found that levels of midkine in the kidney and serum has beed increased before 
remodeling occured. Circulating midkne modulates intracellular signaling through GPCR, and induces 
cardiac hypertrophy, including increased ANP expressions. 

研究分野： 循環器内科学
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１．研究開始当初の背景 
日本での心血管病による死亡はその 30.8%

を占め、心不全で死亡する症例数が増加して
いる。加齢、糖尿病、慢性腎臓病、慢性呼吸
不全は、自覚症状がない早期の心不全、いわ
ゆる隠れ心不全の危険因子と考えられてい
る。近年、高齢化や慢性腎臓病、慢性呼吸機
能低下の患者が増加していること、心不全が
顕在化すると治療が困難なため、自覚症状の
ない心不全の進展機序の解明が急務となっ
ている。 
 上皮成長因子受容体 (EGFR）は、上皮成長
因子などの ligand により 2 量体となりチロシ
ンキナーゼドメインがリン酸化され下流に
シグナルを伝えるチロシンキナーゼ型受容
体 で あ り 、 下 流 シ グ ナ ル と し て
Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) - 
p90RSK, Phosphoinositide-3 Kinase - Akt など
が知られている。Angiotensin II (Ang II), 
Endothelin 1(ET1) などにより EGFRが間接的
に活性化されるが、我々は、その下流に位置
する MAPK-RSK シグナルの亢進によって心
肥大や心不全の進行を惹起することを報告
している。（Circ Res 2012, Circ Res 2008, Cir 
2006）。また MAPK-p90RSK の活性化は、
-catenin /TCF, NFAT, GATA4 の転写活性が亢
進したり、ヒストン H3S10 リン酸化とエピジ
ェニック修飾が起こることで、心臓機能障害、
血管平滑筋増殖を促すなど重要な役割を果
たしている（Nat Rev Mol Cell Biol. 2008, J 
Biol Chem. 2012）。その一方で、心臓老化や心
不全の進展に関して、EGFR の活性化機構に
は、不明な点も多い。そこで、チロシンキナ
ーゼ活性を変化させる細胞外因子について
心不全患者血清を用いて検討を行い、Midkine 
(MK)に着目した。血中濃度 MK 濃度が心不全
増悪と相関すること、MK 濃度が心不全患者
の予後を規定する独立した因子であること
を見出した。MK は胎生期に肺、腎臓、脳で
強く発現し、神経細胞の分化、平滑筋細胞の
遊走と増殖に関与する細胞外分泌タンパク
である（Cancer Lett. 2004）。成人期には、慢
性腎臓病で発現が亢進すること、低酸素で誘
導される転写因子 HIF family によって MK 発
現が亢進し、循環 MK は腎肺連関に関与する
ことが示唆されている（J Clin Invest. 2009）。 

MK は胎生期に肺、心臓、腎臓、脳で強く
発現し、神経細胞の分化、平滑筋細胞の遊走
と増殖、心筋細胞分化に関与する細胞外分泌
タンパクである（Cancer Lett. 2004）。成人期
には、慢性腎臓病、低酸素状態によって、腎
臓、肺、心臓で発現が亢進し、肺循環障害や
臓器障害を引き起こすことから、循環血液中
のMKは腎肺連関に関与することが示唆され
ている（J Clin Invest. 2009）。腫瘍細胞では
MK が膜貫通チロシンホスファターゼ (PTP) 
や LDL 受容体様タンパク (LRP)に結合後、
MAPK, p90RSK 活性が亢進することで、抗
apoptosis 作 用 や 細 胞 増 殖 作 用 を 示 す
（Neurosci Res. 2003）。我々は、マウスに大動

脈縮窄術 (TAC) を行い MK の発現が腎臓と
肺で亢進し、心腎肺連関に MK が関与する可
能性を見出した。また、心臓特異的 MK 過剰
発現 (MK-TG) マウスを作成し、圧負荷によ
る心肥大と心機能低下が野生型マウスに比
べ早期に出現することを明らかにした。MK
の心筋細胞への作用機序が不明であるため、
MK 刺激による TKR 活性に関して array assay
を行い、MK 刺激で EGFR 活性が特にリン酸
化されていることを見出した。最近、Nucleolin
が EGFR と協調作用することが報告され、
EGFR, Nucleolin と MK の相互作用が、細胞内
シグナル伝達経路とエピジェネティックス
制御に関して重要な役割を持つ可能性があ
る。 
 
２．研究の目的 
慢性腎臓病、慢性呼吸不全は、心不全の危

険因子である。低酸や酸化ストレスによって
腎臓や肺から Midkine (MK)が分泌され、心臓、
肺動脈血管平滑筋に存在する上皮成長因子
受容体活性を亢進し、心筋細胞肥大と機能障
害、右心負荷の亢進を制御している可能性が
あると考えている。本研究の目的は、慢性腎
臓病でのMKによる心血管機能障害の分子機
構を明らかにし、心腎連関の治療と予防への
新たな治療目標を解明することである。その
ために、以下の目標を掲げ、達成していく。 
①MK による EGFR 活性の亢進と MK によ

る細胞障害、細胞増殖を引き起こす分子メカ
ニズムの解明 
②MK による遠隔臓器相互作用（心腎肺連

関）を介した心機能障害機序の解明 
③臓器虚血時におけるMK発現亢進のメカ

ニズムとその臓器障害を予防、治療する方法
の解明 

 
３．研究の方法 
①培養心筋細胞を用いて、MK による心筋細
胞障害や平滑筋細胞増殖を引き起こす分子
メカニズムを解明する。そのために、培養心
筋細胞を用いて、MK による刺激後の
ERK1/2-p90RSK 活性、 PI3K-AKT 活性、
JAK/STAT 活性を Western blotting 法で検討す
る。肥大や増殖作用を明らかにするために、
胎児型遺伝子発現を BNP-luc plasmid を用い
た reporter assay で、心筋細胞サイズを測定し
MKによる心筋細胞肥大を in vitroで明らかに
していく。 
②野生型マウスを用いて腎機能障害モデル
（5/6 腎臓摘出手術)を行い、心臓リモデリン
グを評価するとともにチロシンキナーゼ活
性に関する array assay を行い EGFR の関与を
明らかにする。 
③培養心筋細胞を用いて、MK による EGFR
活性の亢進を評価する。そのために、培養心
筋細胞を用いて MK 刺激による EGFR 活性の
変化とそのメカニズムの解明を SiRNA, 
inhibitor を用いて検討するとともに、
MK-EGFR シグナルが心筋細胞肥大にどの程



度関与するか luciferase assay, western blotting, 
心筋細胞サイズの変化を評価する。 
④MK ノックアウトマウスにも野生型マウス
と同様に腎機能障害モデルにおける心筋保
護作用を評価する。血圧の変化を tail cuff 法
で評価する。 
⑤野生型マウスへMK受容体阻害薬を投与し、
腎機能障害時における心臓リモデリングに
対する保護効果を超音波心臓図、Western 
blotting, 胎児型遺伝子発現レベル、組織変化
を評価することで検討する。 
 
４．研究成果 
定常状態において、ノックアウトマウスと

野生型マウス間に体重・心機能・生存率の差
は認めなかった。腎摘野生型マウスにおいて
は血中MK濃度および腎臓でのMK産生がシ
ャム群に比べ優位に亢進していた。腎摘ノッ
クアウトマウスは腎摘野生型マウスに比べ
腎摘後の心肥大形成が有意に抑制され、生存
率も腎摘野生型マウスと比較して腎摘ノッ
クアウトマウスで有意に良好であった。心臓
抽出蛋白で Receptor tyrosine kinase Array を行
うと、いくつかのチロシンキナーゼ活性が亢
進していることを発見した。その中でも上皮
成長因子受容体 (Epidermal growth factor 
receptor: EGFR)のリン酸化が腎摘後にもっと
も亢進していたことから、MKによってEGFR
を介する心肥大シグナルに焦点をしぼって
検討を続けた。心肥大シグナルであるERK1/2, 
AKT のリン酸化は腎摘野生型マウスにおい
て亢進していたが、腎摘ノックアウトマウス
では ERK1/2, AKT のリン酸化が抑制されて
いた。新生児仔ラット心筋細胞を MK で刺激
したところ、EGFR, ERK1/2, AKT のリン酸化
が亢進していた。また、luciferase assay では、
心肥大のマーカーである胎児型遺伝子 BNP
の発現が MK 刺激により亢進していた。形態
学的にもMK刺激により心筋細胞の肥大が観
察されたが、EGFR インヒビターの前投与ま
たは EGFR siRNAの前処置によりMK刺激に
よる BNP の発現・心肥大は有意に抑制された。
また、EGFR transactivation のインヒビターで
ある TAPI-2 を前投与したが、MK による BNP
の発現・心肥大には変化がなかった。これら
のことから、MK は EGFR シグナルを介して
心筋細胞に作用し、ERK1/2・AKT のリン酸
化を介し心肥大形成に関与することが示唆
された。MK 抑制は慢性腎臓病における心肥
大、さらには心リモデリング抑制のための新
たな治療ターゲットと成り得る可能性が示
唆された。 
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