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研究成果の概要（和文）：心筋症の分子病因と病態形成機構の解明と治療・予防戦略の策定を目

的とした。①肥大型心筋症を起こす CARP 変異は伸展刺激なしに心筋細胞で核内移行を示した。

②拡張型心筋症を起こすネブレット変異はサルコメア整合性を障害した。③拘束型心筋症、肥

大型心筋症、拡張型心筋症を起こすミオパラジン変異はサルコメアおよび介在版を障害した。

④拡張型心筋症を起こす BAG3 変異は心筋細胞のアポトーシスを促進した。⑤ミオシン脱リン

酸化酵素による心筋収縮の Ca 感受性制御機構を解明した。⑥ラミン変異マウスを用いて Ca
増感剤による拡張型心筋症の発症予防効果を示した。

研究成果の概要（英文）：Identification of novel disease genes for cardiomyopathy and 
functional analyses of various cardiomyopathy-associated mutations were performed. We 
identified novel disease genes for cardiomyopathy, such that CARP mutations in 
hypertrophic cardiomyopathy, nebulette mutations and BAG3 in dilated cardiomyopathy, 
and myopalladin mutations in hypertrophic cardiomyopathy, dilated cardiomyopathy and 
restrictive cardiomyopathy. Functional studies of the cardiomyopathy-associated mutations 
revealed that CARP mutations increased binding to titin and enhance the nuclear 
translocation. Nebulette mutations impaired sarcomerogenesis and BAG3 mutations 
increased susceptibility to stress-induced apoptosis. Myopalladin mutations impaired 
sarcomerogenesis. In addition, we revealed a molecular mechanism for calcium sensitivity 
of cardiac contraction by heart-specific small subunit of myosin phosphatase, M21. 
Moreover, it was demonstrated that a chemical enhancing calcium sensitivity of muscle 
contraction, SCH00013, could prolong the survival prognosis of dilated cardiomyopathy in 
lamina/C mutation knock-in mice, suggesting that the regulation of calcium sensitivity is a 
novel therapeutic/preventive strategy for heart failure associated with cardiomyopathy
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１．研究開始当初の背景
従来原因不明の心筋疾患とされていた特

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、申請者らを含む国内外の
研究者による最近 10 数年間の遺伝学的研究
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。すなわち、HCM は心筋サ
ルコメアや Z帯を構成する要素をコードする
遺伝子の変異に起因し、DCM はサルコメア、
Z 帯ないしサルコレンマ構成要素の遺伝子変
異に起因し得る。また、拘束心筋症(RCM)、
不整脈原性右室心筋症(ARVC)、左室緻密化
障害(LVNC)などの HCM, DCM 以外の心筋
症の一部にもサルコメア、Z 帯あるいはサル
コレンマの遺伝子異常が見出される。従前の
研究で解明された心筋症原因遺伝子は、
HCM で 20 種、DCM で 25 種を数えるが、
それらの原因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
共通病態を呈し、突然死や難治性心不全を来
たし死の転帰をとることがある。一方、同じ
原因遺伝子の異なる変異が HCM、DCM、
RCM、LVNC などの異なる心筋症病型や病
態を呈することも明らかとなっている。この
ことは、心筋症病態と原因遺伝子とは必ずし
も 1:1 対応ではないことを示し、それぞれの
分子病因（遺伝子変異）がいかなるメカニズ
ムで心筋症・心不全病態をもたらすのかにつ
いての研究が国内外で進められている。
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
までに多くの新規原因遺伝子を特定してき
た。最近数年間だけに限っても、世界に先駆
けて特定した HCM 原因遺伝子は４種、DCM
原因遺伝子は 9 種あり、また個々の原因遺伝
子内に見出された変異がどのような機能変
化を生じるかを明らかにした。申請者らはこ
れらの先駆的研究、ことに Z 帯構成要素変異
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。さらに最近では、心筋細胞
のストレッチ反応において核内に移行する I
帯－核シャトリング転写補因子 CARP の解
析から、ストレッチ反応の亢進が HCM 病態
形成に関わることを見出した。一方、国内外
の研究グループは、サルコメア変異の機能解
析から HCM 関連変異および DCM 関連変異
はそれぞれ心筋収縮の Ca 感受性の亢進およ
び低下を来たすと報告している。

申請者らの独自の研究で明らかになった

Ｚ帯構成要素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。ま
た、心不全時には心筋の Ca 感受性が低下し
ていることが報告されている。さらに、申請
者らは Ca 感受性を亢進する新規の心筋特異
的タンパク M21 を同定している。これらの
ことは、心筋ストレッチ反応制御あるいは
Ca 感受性制御による心筋症・心不全の病態
修飾（治療ないし予防）が可能であることを
示唆する。
一方、申請者らはαB-crystallin 変異、

FHL2 変異、Cypher/ZASP 変異による機能
変化は、サルコメア硬度や 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Ｉ
帯機能異常をもたらすことを明らかにした。
高齢者の心疾患では心筋へのストレスが悪
化要因であるが、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。これとは別に、現時点で遺伝子異常が判
明しているのは、明らかな家族歴を有する症
例に限ってみても HCM では約 60%、DCM
では約 20%であり、未知の原因遺伝子が存在
する。
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だけ
にはとどまらない。前述のように、１つの遺
伝子変異（病因変異）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・予防法の開発に通じる。

２．研究の目的
本研究では、申請者らのこれまでの心筋症

の分子病因と病態形成機構の解明基盤に立
脚した心筋症・心不全病態の治療・予防戦略
を策定することを目的として、Z 帯－I 帯機
能連関に着目した心筋ストレッチ反応カス
ケードおよび心筋ストレス反応カスケード
の解明とその制御法の開発、サルコメア機能
連関に着目した心筋収縮の Ca 感受性制御法
の開発、Ca 感受性亢進による心肥大と心筋
細胞死の分子機序の解明、ならびに連鎖解析
および候補遺伝子アプローチによる新規心
筋症原因遺伝子の同定と心筋症発症機構の
解明を行う。



３．研究の方法
本研究計画では、（１）Z帯－I帯構成要素

間の機能連関に着目した心筋ストレッチ反
応機構の解明と制御、（２）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
御機構の解明と制御、（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
レス反応機構と制御、（４）心筋症の新たな
病因と発症機構の解明を４つの柱とする。 
このため、Z 帯および I帯構成要素に着目

し、要素間結合に係るタンパクの同定と心筋
負荷に対応する各要素間の機能連関を実証
するとともに、心筋収縮の Ca 感受性制御を
含めたこれら要素間の機能連関を機能修飾
する方法を開発する。このような機能連関修
飾は心筋症の主要病態である心不全や致死
性不整脈等に対する治療ないし予防戦略と
なると考えられるが、その効果を細胞レベル
ならびにモデル動物を用いた in vivo レベル
で検証する。 

４．研究成果 
Z 帯－I 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機構の解明と制御 
 肥大型心筋症はストレッチ反応の亢進、逆
に拡張型心筋症はストレッチ反応の低下と
して捉えることが出来る。心筋のストレッチ
反応には、Ｚ帯‐Ｉ帯連関が中心的な役割を
果たしていることから、そこに関わる要素の
機能や要素間の結合について検討した。ネブ
レットは心筋におけるアクチン線維の整合
性を規定する分子であるが、欧米人及び日本
人集団を対象とした遺伝子解析から、心筋症
発端患者に見出された４種類の変異（K60N, 
Q128R, G202R, A592E）について、トランス
ジェニックマウスを用いて、in vivo での機
能異常を検討したところ、いずれのミスセン
ス変異とも心筋症に合致した病理組織像と
病態を呈した。特徴的な変化は、これらの遺
伝子改変マウスにおいて、変異ごとに程度は
異なるものの、Ｚ帯構成要素（MLP, ZASP, 
ACTN2, MYPN 等）やＩ帯構成要素（cTnI, cTnT, 
aTM 等）の発現低下が観察されたことである。
また、ラット心筋由来細胞株 H9c2を用いて、
正常もしくは変異ネブレットを導入し、間歇
的伸展負荷をかけたところ、正常ネブレット
は核周辺から末梢に移動してＺ帯構成に関
わるのに対して、変異ネブレットでは末梢へ
の移動が遅延していた。このことは、Z 帯‐
Ｉ帯連関がストレッチ反応としての Z帯再構
成（リモデリング）を担っていること、また
ネブレットがこのストレッチ反応において
主要な役割を果たすことを示す。一方、本研
究の過程で心筋症発端患者にネブレット遺
伝子の１塩基欠失変異を認めた。この変異は
フレームシフトによってネブレット分子の
Ｃ末部分（Ｚ帯領域）が欠損するものであり、

患者はヘテロ接合であった。家系解析を実施
したところ、家系内の複数の発症者が当該変
異を保有していないため、この変異は心筋症
の原因ではないことが判明した。すなわち、
ネブレットのＺ帯領域欠損分子の存在は、心
筋機能に大きな影響を与えないことが明ら
かとなった。 
 これとは別に、Z帯構成要素である ZASP の
変異が拡張型心筋症の原因となることを報
告しているが、なかでも心筋に強く発現する
ドメインの変異は PGM1 結合性が低下するこ
と、代謝ストレス時には PGM1 が Z 帯に移行
することを見出し、代謝ストレス反応の異常
が拡張型心筋症の病態形成に関わると考え
られる。これらの ZASP 変異を有する患者は
不整脈を伴うことが知られており、その原因
は不明であったが、ZASP 変異が存在すると心
筋 Na チャネル（Nav1.5）の機能低下が生じ
ること、ZASP 変異があっても Nav1.5 との直
接結合性の変化は生じないことを細胞レベ
ルで明らかにした。これらのことから、ZASP
は Z帯複合体形成を介して Nav1.5 の機能制
御に関わるものと考えられた。 

ミオシン軽鎖のリン酸化に着目した心筋収
縮の Ca 感受性制御機構の解明と制御 
 ミオシン軽鎖のリン酸化制御が心筋の収
縮制御に関わること、この制御にはミオシン
脱リン酸化酵素 MLCP が関与することを以前
に報告している。また、MLCP のラージサブユ
ニットは骨格筋では MYPT2（M130）、平滑筋で
は MYPT1（M110）であり、スモールサブユニ
ットは M20 であることが知られている. 
我々は心筋 MLCP が M110 と心筋特異的に発現
する M21（M21-A および M21-B の２種類のア
イソフォームがある）によって構成されるこ
とを以前に示しているが、MLCP の機能制御に
おけるリン酸化の役割は不明であった。本研
究では、MYPT1 は主に M21-A、MYPT2 は主に
M21-B と結合することを明らかにした。また、
MYPT1 の Ser-852 が M21-A との結合に必須で
あること、M21-A が存在すると MYPT1 の
Thr-696 がリン酸化されること、このリン酸
化は Rho キナーゼ（ROCK）によって阻害され
ることを明らかにした。さらに、M2が ROCK
に結合し、その活性を亢進することを見出し
た。このことは、M21 による心筋収縮制御が
MYPT1およびROCKとの結合に依存することを
示すが、当該結合に必要な最小ドメインとし
て S-852 周辺を同定した。 

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機構と制御 
前述したように、Z 帯構成要素である ZASP

が PGM1 との結合を介して心筋代謝ストレス
反応に関与しているが、I帯構成要素である
FHL2 やαクリスタリンも心筋代謝ストレス



反応に関わる。これらの要素の変異はいずれ
も拡張型心筋症の原因となるが、我々は原因
遺伝子変異が未知の症例において、αクリス
タリンに結合する BAG3 に２種類のミスセン
ス変異（R218W, L426P）を見出した。その機
能解析を実施したところ、変異 BAG3 を導入
したラット心筋細胞ではサルコメア整合性
異常と BAG3 の核内集積が観察されたが、そ
れと同時に、低血清培養下でのアポトーシス
の亢進を認めた。さらに、正常もしくは変異
BAG3 遺伝子を安定に発現する H9c2 細胞株を
樹立し、これを用いて、ドキソルビシンへの
感受性を検討したところ、変異 BAG3 はアポ
トーシスを亢進することが確認された。これ
らのことは、I 帯構成要素である BAG3 が、代
謝ストレス反応としての心筋細胞死を抑制
する機能を担うことを示す。 

心筋症の新たな病因と発症機構の解明
心筋症の原因としては、サルコメア変異が

主体であることが明らかになっている。そこ
でわが国における肥大型心筋症症例の体系
的なサルコメア遺伝子解析を実施したとこ
ろ、遺伝性肥大型心筋症発端患者の約 45%に
サルコメア収縮要素の変異が検出された。ま
た、変異陽性者のうち約 5％は複数のサルコ
メアに同時に変異を有しており、それらの症
例は単一変異例よりも重症の傾向にあった。
さらに、変異の分布には大きな地域差が認め
られた。 
一方、変異が見出されない症例を対象とし

た候補遺伝子解析によって、前述のネブレッ
ト変異以外に、ミオパラジン変異が心筋症の
原因となることを明らかにした。特記すべき
ことは、同一の変異が異なる心筋症病型に観
察されたことである。なかでも Y20C 変異に
ついては、トランスジェニックマウスを用い
た解析で、この変異が肥大型心筋症様病態と
心筋リモデリングの促進を来すことが明ら
かになった。さらに、ミオパラジンの CARP
結合ドメイン内のミスセンス変異は、CARP 結
合性を大きく変えた。一方、CARP 結合ドメイ
ンはインタクトであるが、ネブレット結合ド
メインやアクチニン結合ドメインを欠損す
る終止変異については、患者心筋組織ならび
にラット心筋細胞を用いた解析で、サルコメ
ア整合性異常と低血清培養下での心筋細胞
のアポトーシスをもたらすことが明らかに
なった。このことは、ミオパラジンもネブレ
ットや BAG3 同様に心筋の代謝ストレス反応
の維持に関わることを示す。 

これらとは別に、以前に肥大型心筋症の原
因となる CARP の３種類のミスセンス変異
（P52A, T123M, I280V）を報告しているが、
これらの変異による心筋収縮機能への影響
をラット心筋細胞を用いた組織構築系を用
いて検討した。その結果、T123M 変異は収縮

力を増強すること、P52A および I280V 変異は
収縮力には影響しないが細胞内での分解が
亢進すること、I280V 変異は弛緩時間の延長
をもたらすことが明らかになった。このこと
は、CARP 変異は心筋の収縮・弛緩機能にそれ
ぞれ異なる作用をもつことを示すことから、
３種類のミスセンス変異に共通する機能変
化である核移行亢進とタイチン N2A領域結合
増強が心肥大をもたらす共通機構であるこ
とを示唆する。 
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