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研究成果の概要（和文）：今回、私たちはMst1が制御性T細胞のマスター転写因子であるFoxp3をリン酸化するこ
とを見いだした。また、Mst1によるリン酸化がFoxp3の機能を制御していることも示すことができた。さらに、
実験的自己免疫性心筋炎マウスモデルの慢性期には拡張型心筋症の表現型を示すことも確認できた。これらの結
果から、Mst1が心筋炎が拡張型心筋症に移行するのを予防する新しい治療標的になるものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：We have previously shown that Mst1 phosphorylates FoxO1, a forehead 
transcription factor, thereby modulating cell survival of cardiomyocytes through induction of 
nuclear translocation of FoxO1. In this study, based on this finding, we explored that the role of 
Mst1 on Foxp3, another forehead transcription factor which regulates the function of regulatory T 
cell (Treg), and found that Mst1 modulates the progression of post-myocarditis dilated 
cardiomyopathy through phosphorylating Foxp3 through modulating Treg-mediated immune system.

研究分野：循環器内科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
近年、本邦において拡張型心筋症を原疾患

とした心不全の死亡率が顕著に増加している。

本症は①遺伝子異常、②ウイルス感染、③自己

免疫異常、の 3 つが主たる原因と考えられてい

るが、いまだに自己免疫異常に基づく心筋の炎

症から拡張型心筋症へ至る機序についてはほと

んど解明されていない。 

Mst1は様々な基質をリン酸化して細胞内シグ

ナルを制御し様々な細胞の機能を調節している。

我々はこれまでに Mst1 を心筋特異的に過剰発

現させると心筋細胞のアポトーシスが亢進し、拡

張型心筋症に類似した表現型を示すこと 1 や、

虚血などのストレスにより活性化した Mst1 がオ

ートファジーを抑制して心筋細胞内の蛋白品質

管理を低下させ、心機能を悪化させていることを

明らかにしてきた 2。その一方、Mst1の活性化分

子RASSF1Aの心筋特異的欠損マウスでは心臓

の圧負荷に対して心筋保護的な表現型を示す

のに対し、RASSF1A の全身欠損マウスでは正

反対の表現型を示すことから、申請者らは Mst1

の機能は細胞の種類に応じて異なった作用を

有している可能性を見いだした 3。 

最近、Mst1 の先天的欠失が原発性免疫不全

症の原因であること 4や、Mst1欠損マウスでは自

己免疫疾患様症状を呈すること 5が示されるなど、

Mst1 が免疫反応を制御する重要な因子のひと

つであることが示唆されるようになった。しかし、

その詳細な分子機序については不明のままで

ある。 

自己免疫性心筋炎をはじめとする自己免疫

異常による疾患では制御性 T 細胞の機能異常

を認めるが、制御性 T 細胞のマスター転写因子

である Foxp3 の活性低下に起因していることが

多い。フォークヘッド型転写因子のひとつである

Foxp3 は、免疫系の過剰な反応に伴う疾患の進

展を抑制するのに重要な働きを有している制御

性T細胞の主要制御因子であるが 6、このFoxp3

がどのように活性化されて制御性 T 細胞の機能

を調節しているのか、その上流にある機序に関

してもほとんど分っていない。 

我々は Mst1 がフォークヘッド型転写因子

FoxO1/3 をリン酸化して細胞死や寿命を制御し

ているとの報告 7と、Foxp3 と FoxO1/3の間には

相同性の高い配列があることに着目し、Foxp3 も

Mst1 のリン酸化による制御を受けている可能性

が高いことを見いだした。 

 

２．研究の目的 

本研究計画は、Mst1 が心不全の病態と自己

免疫異常の両方に関わっていることと、Foxp3が

Mst1によってリン酸化される可能性が高いことを

踏まえて、自己免疫異常を基盤とする拡張型心

筋症の発症および病状進展機序に Mst1 による

Foxp3 のリン酸化を介した機能制御が重要な働

きを担っているのではないかという仮説を検証す

るための研究を行う。 

 

３．研究の方法 

 (1) Mst1による Foxp3のリン酸化部位の確定：    

① リコンビナント蛋白の作製：pCold-GSTベ

クターにマウス Foxp3 cDNAをインサート

してコンピテントセル(BL21)にてリコンビ

ナント蛋白を発現させ、グルタチオンア

ガロースビーズを用いて精製した。 

② キナーゼアッセイ：活性型Mst1キナーゼ

と GST-Foxp3 をバッファーと混合した上

で 30分間 30ºCにて反応させた。 

③ SDS-PAGE・ゲル切り出し：リン酸化反応

終了後、サンプルバッファーと kinase 

reaction mixを混合して 95ºC、10分間ボ

イルした。ネガティブコントロールとして、

無反応のGST-Foxp3とMst1をサンプル

バッファーと混合して 95ºC、10 分間ボイ

ルした。10%ゲルにサンプルをアプライし

て電気泳動を行った。泳動終了後にゲ

ル染色を行い、ゲル切り出しを行った。 

④ 質量分析：質量分析装置による解析ス

ペクトルのピークの高さの比でリン酸化/

非リン酸化を比較した。 



(2) Mst1によるFoxp3のリン酸化部位を特異的 

  に認識するリン酸化抗体の作成：上記で得 

  られたリン酸化部位を含む 10アミノ酸から 

  成るリン酸化 Foxp3ペプチドを合成し、ウサ 

  ギに 4回免疫を行い、7週間後に採血して 

  抗体の精製を行った。 

(3) 内在性の Foxp3がMst1によりリン酸化さ 

  れるかどうかの検討：上記 2で作成した 

  Mst1によるFoxp3のリン酸化部位を特異的 

  に認識するリン酸化抗体を用い、内在性の 

  Mst1が実際に Foxp3をリン酸化するかどう 
  かについて検討する。 
(4) Foxp3の転写活性および制御性 T細胞の 
  細胞機能に対してMst1のリン酸化が与え 
  る影響についての検討 

① Mst1による Foxp3のリン酸化が生体内の

細胞機能に与える影響を検討するため、

Mst1による Foxp3のリン酸化部位をアラニ

ンに変異させたリン酸化抵抗性の Foxp3変

異体（A-変異体）、グルタミン酸に変異させ

た恒常的リン酸化模倣性の Foxp3変異体

（E-変異体）、ならびに野生型 Foxp3をコー

ドしたレンチウイルスを作成する。 

② Jurkat細胞に Foxp3を強制発現させると制

御性 T細胞に類似した表現型を有する T

細胞に分化する 8。このことを踏まえ、擬似

制御性 T細胞を作成する目的で野生型な

らびに変異体の Foxp3レンチウイルスを

Jurkat細胞に感染させる。活性化した制御

性 T細胞では Foxp3は IL-2の産生を抑制

するため、これらの細胞におけるFoxp3のリ

ン酸化の IL-2転写活性に対する影響を

IL-2 promoter reporter assayで検討す 

(5) Mst1欠損マウスを用いた実験的自己免疫 

  心筋炎後に拡張型心筋症へ進行する過程 

  におけるMst1 - Foxp3経路の関与につい 

  ての検証 

① 遺伝子組換え動物の作成：Mst1-floxed マ

ウスと YFP-Cre Foxp3 ノックインマウスを交

配することによって、制御性 T 細胞特異的

Mst1 欠損マウスを作成する。また、

CRISPR/Cas9 システムを用いて、上記方

法 1 にて同定した Mst1 による Foxp3 のリ

ン酸化部位をアスパラギン酸に置換するこ

とにより、Foxp3 ノックインマウス（Mst1 によ

るリン酸化模倣型、Foxp3-KI-pMst1）を作

成する。 

② 実験的自己免疫性心筋炎→拡張型心筋

症モデルの作成：マウスの実験的自己免

疫性心筋炎モデルは 7 週齢の野生型

BALB/cマウスに 0.2mgの Freundアジュバ

ントでエマルジョン化した αMHC ペプチド

を皮下注射して作成する。このモデルでは、

発症から 8 週間以上経過すると拡張型心

筋症に類似した表現型を示す。8 週間後

に血圧・脈拍・心機能評価を行い屠殺し、

心筋の病理学的変化につき免疫染色法な

どを用いて検討する。 

 

４．研究成果 

(1) Mst1 による Foxp3 のリン酸化が Foxp3 の

転写活性および制御性 T 細胞の細胞機

能に与える影響およびその機序の解明：
32P-ATP、GST-Foxp3 リコンビナント蛋白と

Mst1リコンビナント蛋白を用いて in vitroキ

ナーゼアッセイを施行したところ、Foxp3は

Mst1によってリン酸化されることが明らかと

なった。この結果を受けて、質量分析法を

用いた Foxp3の Mst1によるリン酸化部位

の同定を試みたところ、複数の候補が認め

られた。その中で、種間を越えて保存され

ているリン酸化部位を探索したところ、1 箇

所の有力な候補（以降”Foxp3-pX”とする）

を見いだした。 

(2) HEK293細胞にGFP-Foxp3プラスミドを遺

伝子導入し、shRNA-Mst1 の共導入を行

った群と行っていない群との間で、Mst1に

よる Foxp3のリン酸化について評価を行っ

た。上述した方法で作成した Mst1 による

Foxp3のリン酸化部位 Foxp3-pXを特異的

に認識するリン酸化抗体を用いてウェスタ

ンブロッティング法を施行したところ、



GFP-Foxp3 プラスミドを遺伝子導入した

HEK293細胞では、内在性のMst1依存性

に Foxp3-pXのバンドの発現増加が認めら

れた。 

(3) マウス Foxp3 cDNA（野生型、Foxp3-pXの

A-変異体および E-変異体）を RV4 ベクタ

ーにインサートし、4 種類のパッケージプラ

スミドと共に 292T 細胞へ共導入して 3 種

類のレンチウイルスを作成した。これら野

生型ならびに変異体の Foxp3 レンチウイ

ルスを Jurkat 細胞に感染させて擬似制御

性 T 細胞を作成した。野生型 Foxp3 を導

入した Jurkat細胞ではMst1依存性に IL-2

転写活性が抑制された。A-変異体 Foxp3

を導入した Jurkat細胞ではMst1の有無に

かかわらず IL-2 転写活性が抑制されなか

った一方で、E-変異体 Foxp3 を導入した

Jurkat細胞ではMst1の有無にかかわらず

恒常的に IL-2 転写活性が抑制されてい

た。 

(4) Jackson Laboratory 株 式 会 社 か ら

Mst1/Mst2-floxed マウスおよび YFP-Cre 

Foxp3 ノックインマウスを購入し、制御性 T

細胞特異的Mst1欠損マウスを作成してい

る。現在、BALB/c との戻し交配を行って

いる最中（Ｆ４）である。 

(5) pX330ベクターに、Foxp3-pXの D変異を

コードした guide RNA にインサートして

Cas9 発現ベクターを作製した。その上で、

Cas9発現ベクターを受精卵にインジェクシ

ョンした。ファウンダーマウスをダイレクトシ

ーケンスによってスクリーニングして、目的

通りの変異が導入されている個体を選択

し、次世代(F1)マウスを作成した。現時点

で F2 まで得られている。 

(6) 野生型 BALB/c マウスに αMHC ペプチド

を皮下注射することによって実験的自己

免疫性心筋炎マウスモデルを作成した。8

週間後に心エコー検査にて心機能評価を

行ったところ、著明な左室収縮能の低下を

認めた。また、病理学的検討により、心室

筋の脱落・壊死や心室壁の著明な線維化

など拡張型心筋症に類似した表現型を認

めた。 
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