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研究成果の概要（和文）：拡張型心筋症149家系の遺伝学的検査（次世代シークエンサー）を施行し、１家系に
おいて心筋型ミオシン軽鎖キナーゼ（cMLCK）をコードするMYLK3遺伝子の変異p.Pro639Valfs*15を検出した。
cMLCK活性が心不全の病態発症に及ぼす機序を解明すること、及び新たな治療標的分子を同定することを目的と
して本変異をノックインしたマウスやiPS由来心筋細胞を作製し、心不全病態発症機構を解析した。心筋におい
てcMLCK活性が低下すると、心筋型ミオシン調節軽鎖のリン酸化が阻害されsuper relax  stateと呼ばれる心筋
ミオシンII分子の割合が増加し、心筋収縮性が低下することを解明した。

研究成果の概要（英文）：Cardiac myosin light chain kinase (cMLCK) phosphorylates ventricular myosin 
regulatory light chain 2 (MLC2v) and regulates sarcomere and cardiomyocyte organization. However, 
few data exist regarding the relationship between cMLCK mutations and MLC2v phosphorylation, in 
terms of developing familial dilated cardiomyopathy (DCM) in whom cMLCK gene mutations were 
identified. The purpose of the present study was to investigate functional consequences of cMLCK 
mutations. By mutation screening of unrelated 149 DCM probands, a truncation variant of c1915-1 g>t 
(p.Pro639Valfs*15) was identified. We generated the knock-in mice with the familial DCM-associated 
MYLK3 frameshift mutation and the human induced pluripotent stem cell-derived cardiomyocytes from 
the carrier of the mutation. The knock-in mice showed reduced cMLCK expression due to 
nonsense-mediated messenger RNA decay, reduced MLC2v phosphorylation in the myocardium, and systolic
 dysfunction in a cMLCK dose-dependent manner. 

研究分野： 心筋症

キーワード： 拡張型心筋症　遺伝学的検査　次世代シークエンサー　肥大型心筋症　心不全　不整脈

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
拡張型心筋症の１家系に、心筋型ミオシン軽鎖キナーゼ（cMLCK）をコードするMYLK3遺伝子変異p.Pro639Valfs*
15を検出した。本変異が拡張型心筋症を発症させる分子機構を解明するため、ノックインマウスとiPS由来心筋
細胞を作製し、心不全病態発症の分子機構を解析した。結果、心筋においてcMLCK活性が低下すると心筋型ミオ
シン調節軽鎖のリン酸化が阻害され、super relax stateと呼ばれる心筋ミオシンII分子の割合が増加し、心筋
収縮性が低下することが明らかになった。さらに、開発したcMLCK活性化剤は、安全に血行動態を改善できる新
たな心不全治療薬となることが期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

 
(1) 肥大型心筋症は、幼小児期より心臓突然死を発症する特発性心疾患であり、若年者の突然死

の原因として最も頻度が高い。従って、その早期発見は突然死を予防する上で重要な課題で
ある。1990 年に肥大型心筋症の原因遺伝子：心筋ベータミオシン重鎖遺伝子を世界に先駆け
て報告したハーバード大学医学部遺伝学部門サイドマン研究室をはじめとして、世界中で肥
大型心筋症の原因遺伝子が検索され、心筋サルコメア構成蛋白をコードする 10 種類以上の
遺伝子の変異が病因として報告されてきた。研究代表者らも心筋トロポニン I遺伝子変異に
よる肥大型心筋症の大家系を見出し、詳細な臨床像を世界で初めて明らかにした（Fujino N, 
et al. Circulation. 2000）。また心筋トロポニン T遺伝子変異による肥大型心筋症は、中
年以降に収縮不全をきたして拡張型心筋症と類似の病態をとり、心不全に陥りやすいことを
解明した（Fujino N, et al. Am J Cardiol. 2002）。 
 

(2) 研究代表者は 2000 年から 2003 年まで米国ハーバード大学サイドマン研究室に留学して帰
国後、研究課題「肥大型、及び拡張型心筋症におけるフォスフォランバン、FKBP12.6 遺伝
子解析」（若手研究 B、平成 16〜18 年度）、「肥大型及び拡張型心筋症の病態解明：分子遺伝
学的、臨床機能解析的、両アプローチから」（基盤研究 C、平成 19〜21 年度）を遂行し、刺
激伝導系障害を伴う心筋症の原因遺伝子変異を特定し、変異保因者に早期にペースメーカ
ーまたは植込型除細動器(ICD)にて治療を行うことにより、心臓突然死を予防できる可能性
を示した（Fujino N, et al. Circulation. 2005）。研究課題「肥大型及び拡張型心筋症の
網羅的遺伝子解析によるテーラーメード治療の確立」（基盤研究 C、平成 22〜24 年度）では、
レニン・アンジオテンシン系遺伝子多型と肥大型心筋症の収縮不全進行との関連を示した。
更に、157 例の遺伝子変異確定肥大型心筋症例の解析にて、非ミオシン結合蛋白 C遺伝子変
異保因者（Non-MYBPC3）は「収縮不全合併の危険性」が高いことを示した（Fujino N, et 
al. Clin Cardiol. 2013）。これらの研究成果から肥大型心筋症の収縮不全に関与する遺伝
学的要因が見え始めてきたものの、従来の遺伝学的検査の手法では遺伝子変異検出に多く
の労力がかかり、遺伝子変異検出率の向上が大きな課題であることが判明した。そこで包括
的な前向き研究の遂行と同時に遺伝子変異検出率を向上させる目的で、研究課題「肥大型心
筋症全例登録による発症と予後に関与する要因および治療法解明に関する研究」（基盤研究
C、平成 26〜28 年度）を遂行した。全エクソーム解析（次世代シークエンサー）を開始し
て、2家系においてミオシン必須軽鎖遺伝子の変異 p.Arg94His を検出した（Fujino N, et 
al. J Cardiol. 2016）。この実績から次世代シークエンス解析は、第１に網羅的候補遺伝
子解析（パネル解析）を遂行し、本解析で遺伝子変異が未検出の大家系に対して、第 2に全
エクソーム解析を施行するのが最も効率の良い解析法であることが判明した。 

 

(3) 続けて「肥大型心筋症および類縁疾患の発症・進展・予後に関する分子遺伝疫学的研究」（基
盤研究 C、平成 29〜令和元年度）、そして本研究課題「分子疫学的コホート研究による遺伝
性心血管疾患のリスク層別化・病態解明・治療薬探索（基盤研究 B、令和 2〜令和 5 年度）」
を立案し、遂行した。これにより、肥大型心筋症のみならず、拡張型心筋症や二次性心筋症
を含めた心筋症、および家族性高コレステロール血症の遺伝学的検査を開始・継続し、その
臨床病型を明らかにすることとした。 

 
２. 研究の目的 
 
(1) 今回の研究の目的は、以下の３つである。遺伝性心血管疾患の登録観察研究を遂行し、臨床

的・遺伝学的パラメーターの記録と経過追跡により将来の心血管イベントリスクを層別化す
ること。次世代シークエンサーにより迅速かつ広範に遺伝学的検査を施行し、変異未検出例
において病因遺伝子変異を検出すること。特に重要と思われる遺伝子変異について、疾患特
異的 iPS 細胞や遺伝子改変ゼブラフィッシュを用いた機能解析を行い、病態解明と治療薬探
索の基盤とする。 
 

(2) 本研究グループでは、互いに血縁関係のない 149 の拡張型心筋症家系において遺伝学的検
査を施行した。その結果、１家系において、心筋型ミオシン軽鎖キナーゼ(cardiac-specific 
myosin regulatory light chain kinase, cMLCK)をコードする MYLK3 遺伝子の変異 c.1915-
1 g>t(p.Pro639Valfs*15)を検出した（Fujino N, et al.  ESC Heart Fail. 2019）。本遺
伝子変異は、健常者 200 名の 400 クロモゾームにおいて検出されず特に重要と思われた。
理由として、cMLCK は心筋細胞にのみ特異的に発現するキナーゼで、心筋型のミオシン調節
軽鎖をリン酸化することで心筋収縮性を生理的に制御することが知られていたが、ヒト心
不全への関与は不明だったからである。そこで cMLCK 活性が心不全の病態発症に及ぼす分



子機序を解明すること、及び新たな治療標的分子を同定することを目的として、研究を遂行
した。本研究は、金沢大学医学倫理委員会、および大阪大学医学倫理委員会により承認され
た。全ての対象者に対して文書を用いて説明し、同意を得た。 

 
３. 研究の方法 
 

cMLCK をコードする MYLK3 遺伝子のフレームシフト変異である c.1915-1 g>t 
(p.Pro639Valfs*15)をノックインしたマウスや iPS 由来心筋細胞を作製し、心不全病態の
発症機構を解析した。 

 
４. 研究成果 
 

心筋において cMLCK 活性が低下すると、心筋型ミオシン調節軽鎖のリン酸化が阻害され
super relax  state と呼ばれる心筋ミオシン II 分子の割合が増加して、心筋収縮性が低下
することが明らかになった。super relax  state とは弛緩期の心筋ミオシン II 分子のクロ
スブリッジの状態の１つである。２つのミオシン分子の ATP 加水分解活性部位とアクチン
結合部位が阻害された状態で互いに折り畳まれた状態であるため、張力の発生に関与でき
ない。さらに、異なる原因遺伝子変異による重症心不全患者の心筋組織で検討した結果、原
因遺伝子によらず多くの重症心不全患者の心筋組織で cMLCK 活性化が低下していることを
発見し、cMLCK 活性化剤が多くの重症心不全患者に有効である可能性を明らかにした。従来
の強心薬では、細胞内カルシウム濃度の増加を介した強心作用（calcitrope）による副作用
（虚血、不整脈、突然死）が臨床的に問題とされてきた。しかしながら、本研究グループが
開発した cMLCK 活性化剤は、このような従来の強心薬の副作用を回避しながら、安全に血
行動態を改善できる新たな心不全治療薬となることが期待される。また早期からの投与を
行うことで、心不全病態の発症や進展の予防に繋がることが期待される。 
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