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研究成果の概要（和文）：臓器低灌流状態や低酸素状態により肺と腎臓でMidkine (MK)が産生され、循環したMK
が心不全増悪を関与する。他方でMKが心筋保護的に作用する二面性を持つ。本研究ではMKと結合する核タンパク
質Nucleolinに着目し、①MKが作用する細胞膜Nucleolinを介したEGFR活性の上昇や心肥大活性化機序 ②MKと結
合し核内へ移行するNucleolinによる抗アポトーシス効果の二つを明らかにする。心臓特異的MK過剰発現マウ
ス、GAR domain欠損Nucleolin心臓特異的過剰発現マウスを用いて横行大動脈縮窄術後の心臓を解析して、心機
能に対するMKの役割を明らかにする。

研究成果の概要（英文）：Chronic kidney disease and chronic pulmonary disease are risk factors for 
heart failure. Organ hypoperfusion and hypoxia produce midkine (MK) in the lungs and kidneys, and 
circulating MK is responsible for the exacerbation of heart failure. On the other hand, MK 
reportedly has a role as a cardioprotective agent. In this study, we focus on Nucleolin, a nuclear 
protein that binds to MK, to elucidate two mechanisms: 1) how MK increases epidermal growth factor 
receptor (EGFR) activity and activates cardiac hypertrophy via surface Nucleolin, and 2) the 
anti-apoptotic effect of Nucleolin, which binds to MK and enters the nucleus. We analyze hearts 
after transverse aortic stenosis using heart-specific MK overexpressing mice and GAR 
domain-deficient Nucleolin heart-specific overexpressing mice to clarify the role of MK on cardiac 
function.

研究分野：循環器内科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々は、Midkine (MK)がEGFRを活性化し左室リモデリングの進展を促すことを報告したが、詳細な機序は不明で
あった。加えて、MKとNucleolinとの結合によって、EGFR活性が亢進することや左室リモデリングが進展するこ
とを明らかにした報告は皆無である。また、NucleolinがMKと結合後に核内に移行するが、核内Nucleolinによる
抗アポトーシス効果やMKとの関連性に関しては、報告がない。本研究ではMKとNucleolin複合体が心筋細胞障
害、心筋細胞保護のdual effectを発揮する機序に関して理解が深まるため、心不全の新規の治療法の開発につ
ながる重要な基盤研究となる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 高齢化に伴い慢性腎臓病、慢性呼吸機能低下を伴う心不全患者は年々増加しており、臓器連関
に伴う心不全の進展機序の解明が急務である。Midkine (MK) は生後すぐに発現が低下するが、
腫瘍組織や慢性腎臓病では再び発現が亢進し、AKT/PKB、ERK1/2 を活性化して腫瘍増殖や遠
隔転移に関与する成長因子である（J Clin Invest. 2009）。 
我々は、血中 MK 濃度が心不全重症度や心不全増悪と相関すること（J Card Fail 2010）、心不
全時に腎臓と肺で MK 発現が亢進すること、心臓圧負荷モデル（TAC）による心肥大と心機能
低下が心臓特異的 MK 過剰発現 (MK-TG) マウスで進行すること（Biochem Biophys Res 
Commun 2014）、腎障害で MK が分泌され心臓の上皮成長因子受容体（EGFR）に作用して心
機能の低下を促す（Hypertension 2016) ことを明らかにし MK 関連シグナルが慢性心不全に
対する新規治療法のターゲットとして有効である可能性を明らかにした。 
しかし、心筋梗塞、虚血再灌流、頻脈による心筋傷害に対しては、MK が心臓保護的に作用する
報告（Circulation. 2006, Heart Vessels. 2016）がなされており、 MK には心筋保護と心筋傷
害の相反する二つの役割を持っている可能性がある。 

Nucleolin は MK が結合する受容体のひとつである。Nucleolin は主として核内に存在し、
DNA 修復、NAD 依存性脱アセチル化酵素の制御、クロマチンの制御、Bcl-2 と 熱ショックタ
ンパク質などの転写に関与し、核内  Nucleolin の  過剰発現は抗  apoptosis 効果を持つ
（Proteomics. 2014, Am J Pathol. 2017,  Cardiovasc Res. 2011）。酸化ストレスで Nucleolin 
が細胞膜へ局在が変化し、リガンドと細胞膜 Nucleolin が結合すると核内に取り込まれる（Mol 
Cell Biol. 2002）。一方で、腫瘍細胞では、細胞膜 Nucleolin にリガンドが結合すると ERK1/2 
の活性化を促し腫瘍増殖や血管新生に寄与している（Oncogene. 2005）。従って、Nucleolin は
心筋細胞肥大、心筋保護の双方に作用している可能性がある。 
 MK が なぜ心筋保護効果と心筋傷害効果の相反する二つの効果に関与しているのか、また
Nucleolin にどのように作用しているかは不明である。MK と Nucleolin の細胞内シグナルへ
の作用機序の解明は、臓器連関に関与する MK を標的とした心不全治療法を開発する上で重要
である。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、心筋保護と心筋傷害メカニズムとして MK-Nucleolin-EGFR の関連性に着目して
いる。MK の dual effect を解明するために、細胞膜へ移行した Nucleolin による EGFR を介
する心筋傷害効果と、核内の Nucleolinによる抗 Apoptosis 効果に関する検討を行い、MK の
発現や血中濃度が亢進している慢性腎臓病、高齢者、慢性閉塞性肺疾患などを合併した慢性心不
全に対する新規治療を開発する。 
我々は、心臓、腎臓、肺などの臓器間の相互作用に MK が関与することに以前から着目し、

MK の心不全進展機構の解明を行ってきた。本研究は、MK による心保護、心筋傷害の二面性
の作用と、Nucleolin の機能に着目した研究であり、in vitro, in vivoとも世界に先んじた研究
である。これまで、MK による EGFR 活性化メカニズムや、MK をリガンドとする Nucleolin 
の意義を明らかにした研究は皆無である。本研究によって、我々がこれまで明らかにしてきた 
MK による心不全進展メカニズムに関する理解を深め、MK 関連シグナル伝達経路のどの領域
を薬剤ターゲットにしていくかを決定することが可能となるため、基礎研究から臨床基礎研究
へ応用することが可能となることが期待される。 
 
３．研究の方法 
（１）MK による EGFR 活性化機構の解明  
Nucleolin の GAR domain と EGFR との結合を介する心筋細胞肥大抑制効果を検討するために、 
培養心筋細胞と siRNA を用いて、EGFR、ERK1/2, AKT 活性, BNP-luciferase assay を行う。 
（２）核内 Nucleolin と細胞膜 Nucleolin の MK 刺激心筋に与える意義の違いの検討 
Nucleolin の局在による効果の違いを検討するために、核移行シグナル NLS を欠失した
Nucleolin （del-NLS-Nuc）や del-GAR-Nuc を培養心筋細胞に transfection し、MK 刺激下で
の Angiotensin II  による肥大と Doxorubicin による心筋細胞 Apoptosis に関する検討を行
う。心筋細胞肥大を顕微鏡的検討や BNP-luc, ANP-luc を用いた luciferase assay で、EGFR, 
ERK1/2, AKT 活性を Western blotting 法で行う。Apoptosis に与える効果に関して、real-
time PCR, Western blotting 法で HSP, BCL-2, BCL-xl の発現の評価し、Caspase 活性を 
ELISA 法と Western blotting 法で、Apoptosis 細胞の検出を TUNEL assay を行う。del-GAR-
Nuc では 心筋細胞肥大シグナルと Apoptosis  が抑制されており、del-NLS-Nuc では 
Apoptosis と心筋細胞肥大シグナルの双方の亢進が予想される。 
（３）del-GAR-Nuc 過剰発現マウスと MK-TG マウスの掛け合わせたダブルトランスジェニック
（DTG）マウスを用いて、TAC 手術を行い心機能、EGFR, AKT, ERK1/2 などの心筋細胞肥大シグ
ナルの解析を行う。同様に Doxorubicin 心筋症モデルを用いて、野生型マウス、MK-TG マウス



と DTG マウスの心機能評価と Apoptosis の検討を行う。 
（４）核内 Nucleolin の核内から細胞表面への移行に関する検討 
低酸素によって Nucleolin が核から細胞表面に移行すること、SUMO 化 E3 リガーゼである 
PIAS1 の siRNA によって Apoptosis が抑制されていることを確認した。Nucleolin の Sumo 
化、アセチル化に関する翻訳後修飾部位を、deletion mutant を用いて検討する。 
 
４．研究成果 
（１）MK による EGFR 活性化機構の解明  
MK と Nucleolin、Nucleolin と EGFR の結合を免疫沈降で確認し、MK 刺激によって Nucleolin 
と EGFR の結合が亢進することを確認した。臓器傷害時に、核や核近傍に位置する Nucleolin 
が細胞膜に局在が変化すること、心筋細胞では細胞表面に移行した Nucleolin と MK が結合す
る。 
siRNA-Nucleolin, 細胞膜 Nucleolin を阻害する AS1411 によって EGFR と Nucleolin の結
合が減弱し、EGFR, ERK1/2 活性が抑制された。また、Nucleolin の GAR domain を欠失すると 
（del-GAR-Nuc）、Nucleolin は EGFR と結合できず、ERK1/2 のリン酸化と BNP 発現が抑制され
た。 
 
（２）核内 Nucleolin と細胞膜 Nucleolin の MK 刺激心筋に与える意義の違いの検討 
del-GAR-Nuc では 心筋細胞肥大シグナルと Apoptosis  が抑制された。核内の Nucleolin が
作用する SIRT6, SIRT7 を siRNA を用いて抑制すると心筋細胞肥大が抑制された。 
 
（３）del-GAR-Nuc 過剰発現マウスと MK-TG マウスの掛け合わせたダブルトランスジェニック
（DTG）マウスの作成 
AS1411 を投与した予備動物実験では細胞肥大シグナルルが抑制されていたことから、Nucleolin 
が EGFR に作用できないため同様に肥大シグナルは抑制され、核内へ移行する Nucleolin が増
加した。 
 
（４）核内 Nucleolin の核内から細胞表面への移行に関する検討 
低酸素によって Nucleolin が核から細胞表面に移行すること、SUMO 化 E3 リガーゼである 
PIAS1 の siRNA によって Apoptosis が抑制されていることを確認した。 
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