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研究成果の概要（和文）：心不全は心ポンプ機能が破綻する臨床症候群であり、予後不良の重要な健康課題であ
る。低分子量GTP結合タンパク質RHOAは細胞遊走や細胞増殖を制御し、その標的分子であるRHOA関連タンパク質
キナーゼ（ROCK ）はタンパク質の病理学的なリン酸化を引き起こし、心血管疾患と深く関連することが報告さ
れている。プロテインキナーゼＮ(PKN)の機能は不明な点が多く、心不全におけるPKNの役割を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Heart failure is a complex syndrome that results from structural or 
functional impairment of ventricular filling or blood ejection. Protein phosphorylation is a major 
and essential intracellular mechanism that mediates various cellular processes in cardiomyocytes in 
response to extracellular and intracellular signals. We demonstrated that RHOA activates 2 members 
of the PKN family of proteins, PKN1 and PKN2, in cardiomyocytes of mice with cardiac dysfunction. 
Cardiomyocyte-specific deletion of the genes encoding Pkn1 and Pkn2 protected mice from pressure 
overload induced cardiac dysfunction. Furthermore, we identified MRTFA as a novel substrate of PKN1 
and PKN2 and found that MRTFA phosphorylation by PKN was considerably more effective than that by 
ROCK in vitro. Our results indicate that PKN1 and PKN2 activation causes cardiac dysfunction and is 
involved in the transition to heart failure, thus providing unique targets for therapeutic 
intervention for heart failure.

研究分野： 循環器内科

キーワード： 心不全
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、心筋特異的PKN1, PKN2欠損マウスが圧負荷やアンギオテンシンⅡに促進された心臓機能障害に抵抗
性を示すことを証明した。PKNが、MRTFAのリン酸化によりMRTFAとG-アクチンの結合を阻害し、SRFを介した心肥
大・線維化関連遺伝子を活性化することが機序と考えられた。PKNはMRTFAのリン酸化によりアクチン結合を介在
し、心臓肥大・線維化を制御していることが証明され、心不全の新たな病態の解明、治療標的になることが示唆
された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

細胞内では遺伝子発現、分子間結合、糖・脂質代謝などによりシグナルが伝達され、生体の恒
常性を維持している。分子間結合は主要な細胞内シグナル伝達であり、共有結合による分子間結
合に加え、非共有結合による分子間相互作用は様々な生理機能を調節している。プロテインキナ
ーゼによるタンパク質のリン酸化は非共有結合性のシグナル伝達の代表例であり、in vitro お
よび in vivo 手法を用いて多様な生理現象との関連が報告されてきた。プロテインキナーゼは
タンパク質をリン酸化し、タンパク質の構造・性質を大きく変化させ、タンパク質もしくはシグ
ナル伝達経路全体を活性化もしくは不活性化させている。 
何らかの原因によりプロテインキナーゼの酵素活性が低下し、タンパク質リン酸化のバラン

スが崩れると、正常な生理機能が抑制され、生体の恒常性維持が困難となる。反対に、過剰なリ
ン酸化は、細胞内に病的なシグナルを生じさせ、過剰な細胞増殖や細胞収縮を引き起こし、悪性
腫瘍や高血圧などの疾患を発症することが知られている。過剰なリン酸化は疾患発症に関与し
ていることから、プロテインキナーゼは治療のターゲットとしても注目されている。悪性腫瘍が
生じる消化管、肺、神経などの臓器ではプロテインキナーゼによるリン酸化について数多くの研
究がされてきたが、心臓におけるプロテインキナーゼの役割は不明な点が多い。 
 
 
２．研究の目的 

心不全は器質的もしくは機能的異常が生じて心ポンプ機能の代償機転が破綻してもたらされ
る臨床症候群である。近年、心血管疾患の治療は進歩してきているが、未だに心不全は予後不良
の疾患である。 

低分子量 GTP結合タンパク質 RHOAは細胞遊走や細胞増殖を制御し、その標的分子である RHOA
関連タンパク質キナーゼ（ROCK / Rho キナーゼ）はタンパク質のリン酸化を引き起こし、心血
管疾患と深く関連することが報告されている。プロテインキナーゼ N（PKN）は ROCKと同時期に
RHOAの基質として報告されたが、その機能は不明な点が多い。本論文では、心不全における PKN
の役割を明らかにすることを目的とした。 
 

 

３．研究の方法 

 Tamoxifen 誘導性心筋特異的 PKN1, PKN2 欠損(cmc-PKN1/2 DKO)マウスを作製し、大動脈弓部
を結紮する圧負荷心不全モデル(TAC)を用いて、心不全時の PKNの役割を検討した。 
 心機能の評価を心エコー検査により行い、心筋肥大や心臓線維化については病理学的手法に
より検討した。 
 
 
４．研究成果 
（１）マウス心筋細胞におけるアンギオテンシンⅡと圧負荷による PKN1 と PKN2の活性化 
心筋細胞における PKN の発現を検討するため、マウス心筋細胞から RNAを抽出し、qRT-PCR 法

により PKN1と PKN2 の発現を確認した。続いて単離したマウス心筋細胞に RHOA活性薬とアンギ
オテンシンⅡを加えると、PKN1・PKN2 のリン酸化亢進を認め、RHOA 阻害薬ではそのリン酸化が
有意に抑制した。 

RHOAを活性化させる G-proteinである G12/13を Tamoxifen誘導性心筋特異的に欠損させたマ
ウスに対し、大動脈弓部結紮する圧負荷心不全モデル(TAC)を作成すると、コントロールマウス
では PKN1 と PKN2 のリン酸化亢進を認め、G12/13 心筋特異的欠損マウスではそのリン酸化が有
意に抑制された。 
 
（２）心筋特異的 PKN1/PKN2 欠損マウスによる圧負荷誘発性心臓機能障害の抑制 
 Tamoxifen 誘導性心筋特異的 PKN1, PKN2 欠損(cmc-PKN1/2 DKO)マウスを作製した。ウエスタ
ンブロットにより、PKN1, PKN2 が欠損することを確認した。 
コントロールマウスと cmc-PKN1/2 DKO マウスに TACを行い、4 週間後に評価した。コントロ

ールマウスでは心重量の増加を認めたが、cmc-PKN1/2 DKOマウスではその増加の抑制を認めた。  
心臓エコー検査を用いて、心臓の左室収縮能を評価した。cmc-PKN1/2 DKO マウスではコント

ロールマウスと比較し、TAC による心収縮能の低下や左室重量の増加が抑制された。続いて、心
筋細胞の肥大と線維化を組織染色で評価した。TACによる心筋細胞の肥大と線維化を cmc-PKN1/2 
DKOマウスでは抑制していた。また血清 BNPの増加も有意に抑制していた。 
さらに、TAC8週後、12 週後についても評価し、心収縮能低下と心拡大が cmc-PKN1/2 DKO マウ

スでは抑制された。 
 
（３）PKNを介した MRTFA のリン酸化によるアクチン結合の抑制 
 PKN の活性化と心肥大・線維化の機序を明らかにするために、心不全関連遺伝子を制御する転
写因子である serum response factor (SRF)、その共役因子である myocardin-related 
transcription factor A (MRTFA)に着目した。Mycタグ PKNキナーゼドメイン、ROCKキナーゼ
ドメインをH9C2細胞に発現させ、ルシフェラーゼアッセイを用いて SRF活性を測定したところ、



その活性が増強した。アクチン重合が SRF の活性に関与しているという報告があるため、PKN、
ROCK、RHOA がアクチン重合に及ぼす影響を評価した。H9C2細胞に遺伝子導入し、F-アクチン/G-
アクチン比を測定すると、ROCK、RHOA ではアクチン重合が促進されたが、PKNではされなかった
ことから、PKNはアクチン重合を介さない SRF活性を制御する事が示唆された。 

In vitroの実験では MRTFAのアクチン結合部位である N末に GSTタグを付けたタンパク(GST-
MRTFA-NT)を作成し、GST-PKN-cat, GST-ROCK-catを添加すると GST-PKN-catで有意にリン酸化
され、また有意に MRTFAとアクチンの結合を抑制したことから、PKNは MRTFA をリン酸化するこ
とにより SRFの活性を制御することが示唆された。 
 
（４）PKNによる MRTFAのリン酸化部位 
 PKN によりリン酸化されるコンセンサス配列の結果から、MRTFA のアクチン結合部位である
Thr26, Ser41, Ser51, Thr57, Ser67 がリン酸化の候補部位とした。同部位をアラニン置換した
蛋白を用いて、生化学的手法によりリン酸化を評価したところ、Ser51, Thr57 のアラニン置換
では PKN によるリン酸化が有意に低下していた（図１）。 

PKNによる MRTFAの Ser51, Thr57 のリン酸化が MRTFA とアクチンの結合に及ぼす影響を評価
するため、GST-MRTFA-NT WT と GST-MRTFA-NT 51/57A のタンパク質を精製し、in vitro でのア
クチン結合実験を行った。その結果、GST-MRTFA-NT 51/57A では、PKNによる MRTFA とアクチン
の結合低下を抑制した。 

 

 
図１：MRTF-Aのリン酸化部位。論文②(Sakaguchi et al. Circulation 2019 年)より。 

 
 
（５）In vitro, in vivo における PKN1と PKN2 による MRTFA のリン酸化 
 PKN による MRTFA のリン酸化を評価するために、抗 pSer51 MRTFA リン酸化抗体と抗 pThr57 
MRTFA リン酸化抗体を作成した。ウエスタンブロットにより、リン酸化の強さを評価し、GST-
MRTFA-NT は PKNの容量依存性にリン酸化され、Ser51と Thr57いずれも PKNの方が ROCK より強
くリン酸化された。 
続いて in vivoでの PKNによる MRTFA のリン酸化を検討するために、TAC5日後、マウスの心

臓における MRTFA の Ser51 と Thr57 のリン酸化を調べた。TAC5 日後のコントロールマウスの心
臓では、MRTFA Ser51 と Thr57 がリン酸化され、cmc-PKN1/2 DKO マウスではそのリン酸化が抑制
されていた。 
 
（６）心筋特異的 PKN1/PKN2 欠損マウスによるアンギオテンシンⅡ誘発性心臓機能障害の抑制 
 他の心不全モデルを用いて PKN1 と PKN2 の役割を検討するため、アンギオテンシンⅡを介し
た MRTFA の Ser51, Thr57 のリン酸化を評価した。コントロールマウスより単離した心筋細胞で
はアンギオテンシンⅡの刺激により MRTFA のリン酸化が亢進されたが、cmc-PKN1/2 DKO マウス
から単離した心筋細胞ではアンギオテンシンⅡによる MRTFA のリン酸化が抑制された。 
次に、アンギオテンシン II 持続投与による心不全モデルでは、4 週間投与後に心機能評価を

行った。コントロールマウスでは心重量の増加、エコーでの心収縮能の低下を認めたが、cmc-
PKN1/2 DKO マウスではそれらの抑制を認めた。さらに、cmc-PKN1/2 DKO マウスではアンギオテ
ンシンⅡにより促進された心臓線維化の有意な抑制を認めた。 
 
（７）PKNを介した遺伝子発現 
 PKNが SRF と標的遺伝子との結合を制御するかどうかを評価するために、cmc-PKN1/2wt/wt マ
ウスと cmc-PKN1/2 DKO マウスの心臓に対して抗 MRTFA 抗体を用いたクロマチン免疫沈降を行っ
た。MYH7, Nppa, Ctgf, Tgfb1 のプロモーターと MRTFAとの結合は TAC5日後において促進され、
その結合は cmc-PKN1/2 DKO マウスにおいて抑制されていた。これらの結果から PKNの阻害は心



臓において MRTFA/SRF を介した遺伝子発現を抑制し、心臓機能障害を防ぐことが示唆された。 

 

心筋特異的 PKN1, PKN2 欠損マウスが圧負荷やアンギオテンシンⅡに促進された心臓機能障害

に抵抗性を示すことを証明した。これらは、低分子量 GTP 結合タンパク質 RHOAのエフェクター

タンパクである PKNが、MRTFA のリン酸化により MRTFA と G-アクチンの結合を阻害し、SRF を介

した心肥大・線維化関連遺伝子を活性化することが機序と考えられた（図２）。PKN-MRTFA-SRF を

介した遺伝子発現は心臓機能障害のシグナル伝達において重要な知見となり、PKN は心臓肥大・

線維化の制御に重要な役割を果たし、心不全治療の新たな治療標的となり得ると考えられた。 

 PKN1/2 は MRTFA のリン酸化によりアクチン結合を介在し、心臓肥大・線維化を制御している

ことが証明され、心不全の新たな病態の解明、治療標的になることが示唆された。 

 

図２：心筋内の PKNシグナルについて。論文②(Sakaguchi et al. Circulation 2019 年)より。 
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