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研究成果の概要（和文）： 

 心筋ミオシン制御軽鎖(MLC2)のリン酸化反応につき、その制御、機能ならびに病態との関
連につき検討した。心筋 MLC2 のリン酸化は、心筋型ミオシン軽鎖キナーゼ(cMLCK)が触媒
し、平滑筋型 MLCK(smMLCK)や ZIP キナーゼは関与しないことが明らかとなった。しかし
ながら、報告されている cMLCK が発現されていない動物種も存在することが抗体を用いた検
討で明らかとなり、別の cMLCK (iso)form の存在も示唆された。cMLCK は smMLCK とは
異なった生化学的分子性状を有していた。心筋ミオシンホスファターゼの心筋特異的トランス
ジェニックマウスでは、MLC2 リン酸化レベル低下と共に、心拡大、心機能低下がみられ、
MLC2 リン酸化は正常心機能維持にとって重要であることが示唆された。エンドセリンなどの
アゴニスト刺激により心筋培養細胞中に cMLCK の発現誘導がみられ、また高血圧心肥大など
でその発現、MLC2 リン酸化が変化することより、MLC2 リン酸化が種々の病態に関与して
いる可能性が示唆された。 

研究成果の概要（英文）： 
 The regulatory mechanism, function and the involvement in pathologic conditions of cardiac myosin 

light chain (MLC2) phosphorylation were investigated. Cardiac MLC2 was found to be phosphorylated 

by cardiac myosin light chain kinase (cMLCK), but not by smooth MLCK nor ZIP-kinase. However, 

cMLCK was not detected in several animal species, suggesting the existence of another (iso)forms of 

cardiac MLCK. Biochemical characteristics of cMLCK were different from those of smMLCK 

including the enzyme kinetics and the sensitivity for antagonists. The overexpression of cardiac myosin 

phosphatase in heart induced a reduction of MLC2 phosphorylation levels concomitant with a Ca2+ 

desensitization of contraction and decreased LV contractility, resulting in LV enlargement. Thus the 

phosphorylation of cardiac MLC2 plays a significant role in maintaining normal cardiac function. 

Agonist stimulation including endothelin-1 induced the expression of cMLCK and increased the 

phosphorylation level of MLC2. In addition, the expression of cMLCK and the phosphorylation levels 

of MLC2 were varied in several animal models, suggesting the phosphorylation of MLC2 might be 

involved in the several pathologic conditions in heart. 
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１．研究開始当初の背景 

ミオシン分子を構成する制御軽鎖(MLC2; 

Myosin Regulatory Light Chain)のリン酸化

反応は、平滑筋の収縮を惹起するトリガーと

なる分子反応である。Ca2+-カルモデュリン

(CaM)依存性に活性化された平滑筋ミオシン

軽鎖キナーゼ(smMLCK)が、平滑筋MLC2の19番

目のセリン残基をリン酸化すると、ミオシン

頭部に存在するATPaseがアクチン依存性に活

性化され、ミオシンがアクチンファイバー上

を滑り収縮が引き起こされる。また、リン酸

化ミオシンを脱リン酸化する酵素“ミオシン

ホスファターゼ(MP)”は、Rhoキナーゼのリン

酸化により活性制御を受け、この分子機構が

平滑筋収縮のCa2+感受性を制御し、さらにこの

異常が高血圧などの循環病病態に関与してい

ることなどが申請者らの研究を含めて明らか

となっている。 

しかしながら、心筋におけるMLC2リン酸化

の機能と病態との関連に関しては現在までほ

とんど認識されておらず、国内外を問わず研

究がなされていない。わずかに、心尖部から

心基部にかけてのMLC2リン酸化レベルの段階

的な変化が心収縮に見られるねじれに関与す

ること、MLC2リン酸化が心筋細胞肥大の際に

見られるサルコメア再構築に関与しているこ

となどが報告されているにすぎない。また心

不全の末期において、心筋MLC2リン酸化レベ

ルが低下していることも一部報告され、MLC2

リン酸化を上昇させることが新しい心不全の

治療につながる可能性も考えられる。 

以上より、心筋 MLC2リン酸化は、心筋収縮

の Ca2+感受性を亢進させ、強心作用に結びつ

く新しい分子機序であること、心機能を維持

する上で極めて重要な機能を有し、心不全の

分子病態としても関与している可能性がある

こと、その制御が新しい心不全の治療法とし

ても応用できる可能性があることなどが疑わ

れ、これらを解明することを目的に、本研究

を立案・遂行することとなった。 

 

２．研究の目的 

心筋ミオシン制御軽鎖(MLC2)リン酸化の心

臓における制御、機能、病態との関連を解明し、

その制御が心不全などに対する新しい治療法

になりうる否かを検討することを本研究の目

的とする。 

 

３． 研究の方法 

① 心筋ミオシンホスファターゼトランスジ

ェニックマウスの解析 

心筋ミオシンホスファター(cMP)を構成す

る調節サブユニット MYPT2の心筋特異的トラ

ンスジェニックマウスを作製したところ、触

媒サブユニットPP1cの発現過剰も同時に引き

起こされ、結果として心筋ミオシンホスファ

ターゼのトランスジェニックマウス(cMP-Tg)

が作製された。心筋 MLC2リン酸化レベルと心

機能の関連を解析する目的で、このマウスの

フェノタイプ解析を行った。 

 

② 心筋ミオシン軽鎖キナーゼの解析 

最近、心筋特異的ミオシン軽鎖キナーゼ

(cMLCK)の存在が報告された。本酵素は、今

研究プロジェクトである心筋 MLC2をリン酸

化する上で非常に重要な分子と考えられる。

しかしながら、cMLCKの分子性状はまだ十分

に解明されていない。そこで、cMLCKのリコ

ンビナント蛋白をバキュロウイルスのシス

テムを用いて発現・精製し、cMLCKの抗体を

作成するなどの方法も用いて、cMLCKの分子

性状を生化学的、免疫組織学的に解析した。 

 

③ 心筋特異的 cMLCKトランスジェニックマ

ウスの作製とフェノタイプ解析 

心筋における MLC2リン酸化の分化、発育

段階からの機能、cMLCKの生理機能を解析す

る目的で、コンベンショナルな cMLCKの心筋

特異的トランスジェニックマウス(cMLCK- 

Tg)を作製した。心筋特異的に発現するMHC

プロモーターにマウスcMLCKのcDNAのうち、

C端側に存在する制御ドメインと N端側の一

部を除いた領域の cDNAをつなぎ合わせてベ

クターを構築し、受精卵に注入することによ

り cMLCK-Tgを作製した。C端側の制御ドメ

インを導入していないため、constitutively 

active formとして機能すると想定した。 

 

④ In vivoにおけるcMLCKの機能と種々の

病態における役割 

種々の心疾患モデル、MLC2のリン酸化レ

ベルの異なる動物モデルを用いて、これら病

態や心機能と MLC2リン酸化レベルとの関連

を検討した。 

 

４．研究成果 

① ミオシンホスファターゼトランスジェニ

ックマウス(cMP-Tg)のフェノタイプ解析 

cMP-Tgでは野生型(Wt)に比して、心筋MLC2

リン酸化レベルの有意な低下が認められた。心

エコー上、左室壁の菲薄化と左室拡大、収縮能

低下が観察された。さらにカテーテルを用い計



 

 

測した収縮能、拡張能のパラメーターは総じて

低下しており、心拍出係数の低下、左室拡張末

期圧の上昇、左室収縮末期圧の低下が認められ

た。心室筋スキンドファイバーを用いた検討で

は、cMP-TgはWtに比し、収縮のCa2+感受性が低

下していた。また、RT-PCRによる解析では、BNP

と胎児遺伝子であるβ-ミオシン重鎖(MHC)の

メッセージの発現亢進がcMP-Tgに認められ、

cMP-Tgは前心不全状態であることが疑われた。

光学顕微鏡レベルでは有意な差は見られなか

ったが、電子顕微鏡を用いた観察では、サルコ

メアや筋小胞体の変性、筋線維構造のdisarray

がcMP-Tgに認められたことから、MLC2リン酸化

は正常なサルコメア構造の維持に必要である

ことも示唆された。 

以上より、MLC2リン酸化は、心筋収縮のCa2+

感受性を制御して、心機能維持に関与している

ことが判明した。 

さらに、腹部大動脈縮窄による圧負荷をかけ

ると、Wtの心臓が求心性心肥大を呈するのに対

して、cMP-Tgでは遠心性心拡大を呈し、MLC2

リン酸化が心負荷に適応する際にも機能する

ことが疑われた。 

 

② 心筋ミオシン軽鎖キナーゼ(cMLCK)の解析 

cMLCKと smMLCKの心室 MLC2(MLC2v)に対す

る Km値(μM)は、各々、7.44、 14.2、Vmax

値（nmol/min/mg）は、各々、6.06, 860であ

り、cMLCKは smMLCKと比較して MLC2vに対す

る親和性は高いものの、最大酵素反応速度は

約 1/100と低い値を呈した。MLCK活性を cell 

freeで試験管内で検討したところ、smMLCK活

性は完全に Ca2+/CaM依存性を示すが、cMLCK

は Ca2+/CaM非依存性にある程度の酵素活性が

見られ、その活性は Ca2+/CaM依存性に 3.5倍

上昇した。ヒト MLC2vにおける cMLCKのリン

酸化部位を同定するため、リン酸化の可能性

が疑われる、15番目と 19番目のセリン残基を

各々アラニンに置換した変異ミュータントを

大腸菌にて発現して精製し、試験管内でリン

酸化を検討したところ、15番目のセリンをア

ラニンに置換した MLC2vは cMLCKによるリン

酸化反応が全く認められないのに対し、19番

目の置換ミュータントは野生型と同レベルま

でリン酸化されることより、MLC2vの 15番目

セリン残基が cMLCKのリン酸化部位と同定さ

れた。smMLCK阻害薬 ML-9の cMLCKに対する効

果を検討したところ、smMLCKに対する効果と

は対照的に、cMLCKには阻害効果を有しないこ

とも明らかとなった。 

マウス心筋での cMLCK、smMLCKの発現量を

ウェスタンブロット法にて定量したところ、

cMLCKは smMLCKと比し、約 12.9倍多く発現さ

れていることが判明した。免疫蛍光染色によ

る細胞内局在の検討では、cMLCKは細胞質に瀰

漫性に局在することが示された。さらに、ラ

ット培養心筋細胞を用いて、アゴニスト刺激

による cMLCKの発現レベル調節を検討したと

ころ、エンドセリン-１、フェニレフリン刺激

において発現亢進が認められ、MRLC2vリン酸

化レベルも上昇した。 

cMLCKに対し 3種類の異なるエピトープを

有する抗体を作製し、種々の動物心筋におけ

る cMLCKの発現を検討した。cMLCKは、マウス、

ラット心筋では発現が確認されたが、牛、ブ

タ及び犬ではその発現は認められなかった。

また、マウスにおいて、cMLCKの発現が認めら

れない亜種 (mouse/cMLCK-)の存在も明らかと

なった。 

cMLCKの発現が認められるマウス(mouse/ 

cMLCK+)の左室乳頭筋を用い、電気刺激、細胞

外 Ca2＋濃度の変化による MLC2vのリン酸化レ

ベルを検討したが、これらの変化では MLC2v

の有意なリン酸化レベルの変化は見られなか

った。同様に、skinned後の Ca2＋濃度の変更

でも MLC2vのリン酸化レベルを検討したが、

そのリン酸化レベルは変化しなかった。以上

のことから、ex vivoでの MLC2vリン酸化は

Ca2＋濃度に依存しないことが示唆された。ま

た左室乳頭筋に、ML-7, ML-9及び SM-1などの

smMLCK阻害薬、及び Rhoキナーゼ阻害薬

Y-27632を作用させても、MLC2vリン酸化レベ

ルは変化しなかった。SM-1は ZIPキナーゼを

抑制することも報告されている。 

以上より、心筋におけるMLC2リン酸化には、

smMLCK、ZIPキナーゼや Rhoキナーゼは関与せ

ず、主に cMLCKが関わっていることが考えら

れた。 

 

③ 心筋特異的 cMLCKトランスジェニックマ

ウスの作製とフェノタイプ解析 

Constitutively activeな cMLCKフラグメ

ントのコンベンショナルなトランスジェニ

ックマウス(cMLCK-Tgマウス)を作製した。

４ライン作製し、その内２ラインを野生型マ

ウスと交配させ解析に用いた。導入した遺伝

子の過剰発現は心筋で確認されたが、Wtと

比して cMLCK活性の上昇は確認されず、また

心筋RLCリン酸化レベルもWtと変化はなく、

生命予後にも有意差を認めなかった。cMLCK

活性が見られなかった原因は不明であった。 

 

④ In vivoにおけるcMLCKの機能と種々の

病態における役割 

cMLCKが心筋に発現しているマウス(mouse/ 

cMLCK+)と発現していないマウス(mouse/ 



 

 

cMLCK-）の心筋 MLC2リン酸化レベルを検討し

たところ、mouse/cMLCK+では 49.6％、mouse/ 

cMLCK-では 32.6％と、有意に mouse/cMLCK-の

リン酸化レベルは低下していた。心筋 MLC2を

リン酸化することが報告されている smMLCKお

よび ZIPキナーゼの発現は、両群間で有意差

を認めなかった。mouse/cMLCK-において MLC2

をリン酸化している酵素は不明であり、この

点は引き続き検討する予定である。 

心筋の光学顕微鏡レベルでは両群間で有意

差を認められなかったが、電子顕微鏡による

解析では mouse/cMLCK-にて変形した不整形ミ

トコンドリアが多く、ミトコンドリアの分布

も疎であり、また筋小胞体もはっきりしなか

った。この所見からは cMLCKがサルコメアの

みならず、心筋代謝にも関与する可能性が考

えられるが、この点に関しては今後の見当が

必要である。  

肥大が認められる高血圧モデルラット SHR

の心臓における cMLCKの発現、MLC2vリン酸化

レベルは、WKYと比べ有意な差は認められなか

った。Dahl食塩感受性ラット(Dahl S)では、

非感受性ラット(Dahl R)に比べ、心筋 MLC2リ

ン酸化レベルに有意差はないものの高い傾向

がみられ、さらに Dahl Sにヒドロクロロチア

ジドを投与し降圧させた場合は、MLC2リン酸

化レベルの上昇がみられた。高血圧や心不全

の病態で RLCリン酸化レベルに違いがみられ、

MLC2のリン酸化が循環器病態に関与している

可能性が示唆された。 
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