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研究成果の概要（和文）：新規の心筋症原因遺伝子として CARP 変異を同定し、その機能異常

を解明した。また、拡張型心筋症の原因となる ZASP 変異は、糖代謝に関わる酵素 PGM1 の

局在心筋異常を生じることを見出した。一方、心筋ミオシンフォスファターゼの抑制サブユニ

ット M21 は心筋における M110 のリン酸化を制御することを明らかにした。また、拡張型心

筋症モデルマウスを用いて、心筋収縮のカルシウム感受性制御による心不全病態抑制を示した。 
 
研究成果の概要（英文）：In this research, we have identified CARP mutations as the 
molecular basis of cardiomyopathy. We also found PGM1 as a binding partner of ZASP and 
revealed that DCM-associated ZASP mutations impaired the binding to PGM1. In addition, 
PGM1 was found to be localized to Z-disc upon metabolic stress of cardiomyocytes. On the 
other hand, we reveled that M21 enhanced the phosphorylation of M110. Finally, we 
demonstrated that calcium sensitizer could prevent the pathological changes in the hearts 
of a model mice for dilated cardiomyopathy. 
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１．研究開始当初の背景 
 原因不明の心筋疾患と定義されていた特
発性心筋症には、肥大型心筋症（HCM）、拡
張型心筋症（DCM）を始めとするいくつかの
臨床病型があるが、最近の分子遺伝学的研究
によって、一部の特発性心筋症でその原因が

遺伝子異常にあることが明らかにされて来
た。これまでに解明された心筋症原因遺伝子
は HCM で 15 種、DCM で 20 種あるが、こ
れらの遺伝子のいずれに変異が生じても、そ
れぞれ HCM あるいは DCM という共通病態
を呈する。一方、同じ原因遺伝子の異なる変
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異が HCM、DCM などのそれぞれ異なる心筋
症の病型や病態を呈することも明らかとな
っている。このことは、心筋症病態と個々の
原因遺伝子とは必ずしも１：１では対応しな
いことを示す。 
申請者らは心筋症患者、多発家系を対象に

した体系的遺伝子解析研究を実施し、これま
でに多くの原因遺伝子を特定してきたが、こ
とにZ帯タンパク遺伝子に見出される変異の
機能解析から、HCM は stiff sarcomere（硬
いサルコメア）病、DCM は loose sarcomere
（緩いサルコメア）病であるとの新たな概念
を提唱している。申請者らの研究で明らかに
なったＺ帯タンパクにおける心筋症病因変
異によるサルコメア硬度（stiffness）の増加
ないし減少は、それぞれ心筋ストレッチ反応
の亢進ないし低下をもたらすが、この機能変
化は心筋収縮の Ca 感受性が亢進ないし低下
した状態に繋がる。 
一方、申請者らは alpha-crystallin 変異や

FHL2 変異による機能変化は、サルコメアの
硬度や Ca 感受性の異常ではなく、シャペロ
ン機能異常、ことに虚血などのエネルギー代
謝ストレスに対するサルコメアＩ帯機能異
常をもたらすことを明らかにした。虚血性心
筋症では、心筋へのストレスが病態悪化要因
であることが知られていることから、代謝ス
トレス反応における I 帯機能に着目した心筋
症・心不全病態の修飾が新たな治療法、予防
法となる可能性がある。 
遺伝子異常に起因する特発性心筋症の研

究は希な疾患の病因と病態を解明するにと
どまらない。１つの遺伝子変異（遺伝子変異）
がもたらす多彩な病態形成機構（心筋症）を
理解することは、複数の病因が複雑に関わる
が類似の病態を呈するより一般的な疾患（心
不全）の病態の理解とその治療法の開発に通
じる。従って、未知の心筋症原因遺伝子の特
定を含めた心筋症の原因究明を行う一方、す
でに究明された知見にのっとって患者群を
分子病因で分類し、それぞれの分子病因の機
能修飾による治療・予防戦略を立案すること
が必要である。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、心筋症の分子病因と病態
形成機構の理解に立脚した心筋症・心不全病
態の治療戦略を開発することにある。具体的
には、(1)Z 帯構成要素間の機能連関に着目し
た心筋ストレッチ反応カスケードの解明と
その制御法の開発、(2)サルコメア機能連関
（ミオシン軽鎖のリン酸化）に着目した心筋
収縮の Ca 感受性制御法の開発、(3)心筋にお
けるＩ帯構成要素の機能連関に着目した心
筋ストレス反応制御法の開発、ならびに(4)
連鎖解析および既知の原因遺伝子との機能
連関を指標とした候補遺伝子アプローチに

よる新規心筋症原因遺伝子の発見を目的と
する。 
 
３．研究の方法 
(1)Z 帯構成要素間の機能連関に着目した心
筋ストレッチ反応カスケードの解明とその
制御法の開発：新規の心筋症原因遺伝子とし
て特定した ZASP は、第４エクソンおよび第
10 エクソンが心筋に特異的に発現し、これら
のエクソン内の変異が DCMの原因となるため、
酵母２ハイブリッド法によって心筋 cDNA ラ
イブラリーから ZASP に結合するタンパク遺
伝子を単離し、DCM 関連変異による結合性変
化の検討、心筋ストレス負荷時の当該タンパ
ク分布変化を検討する。 
(2)サルコメア機能連関（ミオシン軽鎖のリ
ン酸化）に着目した心筋収縮の Ca 感受性制
御法の開発：ミオシン脱リン酸化酵素（PPM1）
は、触媒サブユニット－M110/M130(活性化サ
ブユニット)－M20/M21（抑制化サブユニッ
ト）の複合体として存在するが、その結合様
式と機能制御は明らかではないため、動物細
胞２ハイブリッド系および tagを付加した融
合タンパク系を用いて、それぞれの結合ドメ
インを決定する。一方、心筋特異的に発現す
る抑制サブユニット M21 の存在が PP1M の活
性制御にいかなる影響を与えるかを生化学
的、細胞生物学的に解明する。また、M21 を
高発現するトランスジェニックマウスを作
製し、その病態を検討するとともに、心筋に
おける網羅的遺伝子発現解析で、M21 のター
ゲット遺伝子を同定する。また、M21 高発現
に伴って特異的にリン酸化の程度が変化す
るタンパクを同定する。 
(3)心筋におけるＩ帯構成要素の機能連関に
着目した心筋ストレス反応制御法の開発：拘
束型心筋症多発家系に見出されたＺ帯―Ｉ
帯タンパクであるミオパラディン（MYPN）の
終止変異について、生化学的な機能変化を検
討するとともに、ラット心筋細胞および
C2C12 細胞などの骨格筋系培養細胞株を用い
て、当該タンパクの分布変化、細胞形態変化
を解析する。 
(4)連鎖解析および既知の原因遺伝子との機
能連関を指標とした候補遺伝子アプローチ
による新規心筋症原因遺伝子の発見：既知の
原因遺伝子に変異がなく、またいずれの原因
遺伝子座とも連鎖しない HCM多発家系につい
て網羅的な連鎖解析を実施し、新規の HCM 原
因遺伝子座を同定するとともに、当該領域内
の遺伝子変異を検索する。一方、Ｚ帯ないし
Ｉ帯構成要素を中心として、既知の心筋症原
因遺伝子との機能連関を指標にして候補遺
伝子を選択し、これまでに収集した心筋症患
者のうち既知の原因遺伝子に変異が見出さ
れていない集団を対象に遺伝子変異を検索
する。また、見出された変異による機能変化
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を生化学的、細胞生物学的に解明する。さら
に、Ca 感受性制御による心筋症治療効果をマ
ウスモデルを用いて検討する。 
 
４．研究成果 
(1)Z 帯構成要素間の機能連関に着目した心
筋ストレッチ反応カスケードの解明とその
制御法の開発：酵母２ハイブリッド法を用い
て、心筋特異的に発現する ZASP の第４エク
ソンがコードするドメインに、糖代謝に関わ
る酵素である PGM1 が結合することを見出
した。また、pull-down 法を用いて、PGM1
のC末領域がZASPの第４エクソンおよび第
10 エクソンがコードするドメインのいずれ
にも結合すること、それらのエクソンに見出
された DCM 関連変異はいずれもが PGM1
結合性を低下させることを明らかにした。さ
らに、ラット心筋細胞を用いて、代謝ストレ
ス負荷時には PGM1 が細胞質から Z 帯に局
在を変化させることを発見した（図１）。こ
のことは、Z 帯が代謝ストレスのセンサーに
なっており、その異常が DCM の原因となる
ことを示す。 
 

図１ 心筋代謝ストレス時に PGM1 は Z 帯に局在する 
 
(2)サルコメア機能連関（ミオシン軽鎖のリン
酸化）に着目した心筋収縮の Ca 感受性制御
法の開発：M21 には C 末構造が異なる A 型
と B 型があるが、動物細胞２ハイブリッド法
および Pull-down 法を用いて、M21A は
M110, M21BはM130に結合することを明ら
かにした。また、細胞レベルで M21 を高発
現すると M110のリン酸化が変化することを
見出し、これが PP1M の発現抑制と Ca 感受
性亢進をもたらすメカニズムであると考え
られた。さらに、M21 トランスジェニックマ
ウスは心肥大、心筋細胞錯綜配列、突然死な
どの HCM 様病態を呈すること、M110 のリ
ン酸化が細胞レベルでの知見と同様に変化
したことから、PP1M の機能異常が HCM 病

態の原因であると考えられた。 
(3)心筋におけるＩ帯構成要素の機能連関に
着目した心筋ストレス反応制御法の開発：I
帯構成要素である MYPN に拘束型心筋症関連
変異を見出したが、ラット心筋細胞に変異
MYPN を導入すると、サルコメア整合性異常が
観察された（図２）。また、心筋細胞の分化
成熟に伴って MYPN は核内に移行するが、変
異 MYPN は核移行しないことを見出したこと
から、MYPN の局在異常が心筋症の原因となる
ことを明らかにした。 

図２ 変異 MYPN によるサルコメア整合性障害 
 
(4)連鎖解析および既知の原因遺伝子との機
能連関を指標とした候補遺伝子アプローチ
による新規心筋症原因遺伝子の発見：I 帯構
成要素である CARP に着目して心筋症関連
変異を検索したところ、HCM 関連変異を３
種、DCM 関連変異を３種見出した。HCM 関
連変異はいずれもが MYPN との結合性を増強
することを明らかにした。また、ラット心筋
細胞に正常 CARP を導入すると分化成熟に
伴って核から細胞質に移行するが、変異
CARP は核内ないし核膜周辺に留まること
を見出した（図３）。 

図３ HCM 関連変異による CARP の局在異常 
 
一方、DCM 関連変異では細胞内局在異常

は明らかではなかったが、ストレッチ反応関
連遺伝子群の発現制御が異常になることを
見出したことから、CARP 変異は異なる機能
異常によって、HCM 病態および DCM 病態
をもたらすと考えられた。これとは別に、候

m
yc

-C
A
RP

M
er

ge
D
A
PI

(b
lu
e)

+ α
-A

ct
in
in
(r
ed

)

WT P52A T123M I280V

10μm

*

*

*

*

*

*

GFP-Myopalladin a-Actinin Merge

Q
52

9X
W

T

5μm



 

 

補遺伝子アプローチによって、オブスキュリ
ン変異が HCM の原因となること、BMP10
変異が高血圧性心筋症の原因となること、
FHL2、ラミニンα４、インテグリンキナー
ゼ、フクチン変異が DCM の原因となること
を見出した。さらに、DCM モデルマウスで
ある LMNA 変異 knock-in マウスを用いて、
PDE阻害作用のないCa増感剤（SCH00013）
を投与することで、心不全発症遅延、DCM
病理像の進展抑制が可能であることを明ら
かにした。 
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