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研究成果の概要（和文）：心筋細胞においてネクロプロートシス・シグナルの起動は、従来知られていた細胞膜
上のMLKLオリゴマーを介した細胞死のほかに、核に蓄積したリン酸化MLKLを介したRIP1/RIP3非依存性の細胞死
の機序が存在することが明らかとなった。また、慢性心不全の慢性的ストレス下で活性化されるネクロプロート
シス・シグナルは、リン酸化MLKLの介在板移行を誘導し、伝導障害や収縮機能障害の増悪を惹起していると考え
られた。

研究成果の概要（英文）：This study showed that phosphorylated MLKL (p-MLKL) translocated to nuclei 
by activation of necroptotic signals mediate cell death via a RIP1/RIP3-independent mechanism, while
 disruption of the cell membrane by p-MLKL translocated to the membrane occurs a RIP1 and/or 
RIP3-dependent mechanisms. In chronic heart failure, p-MLKL was found to additionally translocate to
 intercalated discs, where it may play a role in conduction and contraction abnormalities.

研究分野：循環器内科学

キーワード： 心不全　細胞死　ネクロプトーシス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、核に移行したリン酸化MLKLを介した新たなネクロプロートシスの機序が明らかにされ、慢性心
不全の病態で特徴的に加わる介在板リン酸化MLKL発現亢進の障害性も示された。さらにそうしたMLKLを介した心
筋障害の抑制にはRIP1/RIP3の阻害では不十分であり、MLKLを直接標的とした治療が必要であることが示唆され
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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
慢性心不全は、循環器疾患による死亡原因として国内外ともに最も重要な疾患である。しかし、
慢性心不全の進行を止めることは未だ困難であり、その主な原因として心筋細胞死がある。心筋
細胞死の機序としてアポトーシスが従来重視されてきた。しかし、近年の臨床病理学的研究では
重症心不全症例での心筋細胞死はネクローシスの形態を呈する心筋細胞死がアポトーシスより
もはるかに多いことが報告されている。我々はそうした心筋細胞死が、ネクローシスと同様の形
態を呈するプログラム細胞死のネクロプトーシスである可能性を考え、解析を進めてきた。これ
までにネクロプトーシスとネクローシスにおけるミトコンドリア透過性遷移の役割の違い、ネ
クロプトーシスとオートファジーとのクロストークなどを明らかにして報告してきた。さらに、
拡張型心筋症(DCM)症例の心筋生検標本の予備的な解析では、ネクロプトーシス・シグナルで重
要な役割を担うリン酸化 MLKL（mixed lineage kinase domain-like）の細胞内分布と心筋病態
との関連が示唆された。ネクロプトーシスにおける MLKL の機能としては、細胞膜移行のほかに
核への移行の意義についての研究が心筋細胞以外の細胞について報告が散見されるのみで、心
筋細胞に特徴的な構造である介在板への MLKL 移行に関する報告はなかった。 
 
２．研究の目的 
 
心筋細胞ではこの細胞種に特徴的な構造である介在板の構成蛋白が、ネクロプトーシス・シグ
ナルの制御に関与すると同時にネクロプトーシス・シグナルによって障害をうける場として慢
性心不全の進行に寄与している可能性を考え、心筋細胞のネクロプトーシス制御シグナルを、リ
ン酸化 MLKL の細胞内移行と介在板構成蛋白との関連に焦点を当てて解明することを目的とした。 
 
３． 研究の方法 
 
(1) 慢性心不全の進行と関連するリン酸化 MLKL 細胞内移行の解析 
DCM から得た心室筋生検サンプル、正常心筋の剖検サンプル、DCM のモデル動物であるδサ
ルコグリカン(DSG)欠損マウスの心筋を用い、心筋細胞におけるリン酸化 MLKL の発現レベル
とその分布を免疫組織化学的に評価し、心エコーで計測した左室機能ならびに心事故との関
連を解析した。 
(2) 心筋ネクロプトーシスにおける MLKL 核移行の機序と意義の解析 
ラット心筋細胞株である H9c2 細胞と変異 MLKL を用い、ネクロプトーシス・シグナル活性化
による MLKL の核移行の機序と意義を解析した。ネクロプトーシス・シグナルの活性化なら
びにその修飾は各シグナル蛋白のウエスタンブロット、細胞死は培養液中への LDH 逸脱量で
測定した。MLKL の核移行シグナル、核外移行シグナルの領域を推測し、それぞれに対して３
種の変異 MLKL を作成してネクロプトーシスへの影響を解析した。また、Ran-GTP/importin
経路による輸送の阻害に GppNHp を用いた。 
(3) 慢性心不全における MLKL の介在板移行と心機能障害との関連の解析 
DSG 欠損マウス、亜急性心不全モデルであるドキソルビシン心筋障害マウスを用い、介在板
蛋白であるデスミン、カドヘリンの発現の変化とネクロプトーシス・シグナル蛋白である
RIP1、RIP3 発現との関連を免疫組織学的に解析した。入手可能な複数の抗 RIP1 抗体、抗 RIP3
抗体の特異性について、マウス臓器のライセートならびに熱ショック後のマウス細胞のウェ
スタンブロットで評価を行い、最適なものを選択した。 
 
４．研究成果 
 
DCM 臨床例と同様に DSG 欠損マウスでは、リン酸化 MLKL の増加が、細胞質のほかにも核、介
在板に認められ、核のリン酸化 MLKL 発現レベルは左室拡張機能障害ならびに予後と関連するこ
とが示された。一方、介在板におけるリン酸化 MLKL 発現レベルは左室壁厚の減少と関連し、細
胞死ならびに左室リモデリングへの関与が示唆された。 
 H9c2 細胞を用いた検討では、ネクロプトーシス・シグナル起動によってリン酸化 MLKL は経時



的に核に Ran/importin 経路を介して移行し、その核移行は RIP1 活性依存性であること、MLKL
の核外移行シグナルは 280-284 アミノ酸領域に存在し、この領域の変異によって核内リン酸化
MLKL レベルは上昇し、細胞死が増加することを明らかにした。この核内リン酸化 MLKL よる細胞
死は、RIP1、RIP3 のいずれの活性にも依存しておらず、細胞膜障害を誘導する細胞質リン酸化
MLKL とは独立した機序であることが示された。 
介在板のリン酸化MLKLは、DCM臨床例と同様にDSG欠損マウスでそのレベル亢進が認められ、
介在板構造の障害への関与が示唆された。また、介在板でのカドヘリン発現の亢進と形態の変化
が観察され、心筋細胞間の伝導障害に寄与することが示唆された。ドキソルビシンで誘発の亜急
性心不全モデルではリン酸化 MLKL の介在板移行が見られなかったが、MLKL が直接的に左室収縮
障害に関与することが MLKL ノックアウトマウスでの成績から明らかにされた。ラット心筋なら
びにラット心筋由来である H9c2 細胞とは異なり、マウスの心筋細胞では RIP1 蛋白の発現は極
めて低く、MLKL リン酸化は RIP1 非依存性の RIP3 活性化によって誘導されるというこの動物種
の特徴が見いだされた。 
 以上の結果から、心筋細胞においてネクロプロートシス・シグナルの起動は、従来知られてい
た細胞膜上の MLKL オリゴマーを介した細胞死のほかに、核に蓄積したリン酸化 MLKL を介した
RIP1/RIP3 非依存性の細胞死の機序が存在し、さらに細胞死を介さない収縮機能障害をも誘導す
る可能性がある。また、慢性心不全の慢性的ストレス下では、リン酸化 MLKL の介在板移行が加
わり、伝導障害や収縮機能障害の増悪を惹起していると考えられた。これらの知見は、ネクロプ
ロートシスの抑制には RIP1/RIP3 の阻害では不十分であり MLKL を直接標的とした治療が必要で
あることを支持するものである。 
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