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研究成果の概要（和文）：GSK3βは心臓の生理と病理において中心的役割を果たしている。本研究では、GSK3βヘテロ
接合体ノックアウト突然変異 (GSK3β +/- KO)と同時に家族性DCM の遺伝的原因の一つである心筋トロポニンT (cTnT)
 ΔK210　ノックイン（KI）突然変異を導入したマウスを作成した。GSK3β +/- KO は、DCMマウスにおいて、心不全を
伴う左心室収縮機能の低下を抑えるとともに、心拡大、心筋線維化および心筋細胞アポトーシス等の心臓リモデリング
を抑えた。 本研究の結果は、ΔK210 cTnT 突然変異による家族性DCM においてGSK3β阻害が心臓保護的であることを
示唆している。

研究成果の概要（英文）：GSK3β plays a central role in both cardiac physiology and pathology. Herein ｗe 
generated a mouse model carrying a heterozygous knock-out mutation of GSK3β (GSK3β +/- KO) together 
with a ΔK210 knock-in mutation in cardiac troponin T (ΔK210 cTnT KI), which was proved to be one of the 
genetic causes of familial dilated cardiomyopathy (DCM). GSK3β +/- KO prevented the slow and rapid 
deterioration in left ventricular systolic function accompanying heart failure (HF) in DCM mice with 
heterozygous and homozygous ΔK210 cTnT KI mutations, respectively. GSK3β +/- KO also prevented cardiac 
enlargement, myocardial fibrosis and cardiomyocyte apoptosis and markedly reduced the expression of 
cardiac β-myosin heavy chain isoform, indicative of HF, in DCM mice with homozygous ΔK210 cTnT KI 
mutation. GSK3β +/- KO also extended the life-span of these DCM mice. This study suggests that the 
inhibition of GSK3β is cardioprotective in familial DCM associated with ΔK210 cTnT mutation.

研究分野：心臓生理学

キーワード： 拡張型心筋症　GSK3β　心臓リモデリング　心臓収縮機能　生命予後　心不全　ノックアウトマウス　
ノックインマウス
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１．研究開始当初の背景 
心血管病による死亡は全世界における
死亡の 30%を占めており、そのうちの８０％
は低・中収入国で発生している(24)。うっ血
性心不全は、体が要求する血液を心臓が送り
出すことができない状態であり、ほとんどの
心血管病の最終ステージである。うっ血性心
不全のリスクファクターは高血圧、心筋虚
血・梗塞、弁膜症、心筋症などである (21)。
拡張型心筋症（DCM）は、心室内腔の拡張と
収縮機能不全を特徴とする心筋疾患であり、
うっ血性心不全の主要な原因である。DCM
は最もよくみられる心筋症であり、遺伝子突
然変異、毒、虚血、ウイルス感染、自己免疫
など様々な原因で生じる (5, 10, 22)。サルコ
メア、核膜および細胞骨格の蛋白質をコード
する遺伝子における多くの突然変異が家族
性 DCM を引き起こし、全 DCM 症例の約４
０％がそれらによって説明されることが証
明されている (7)。 サルコメア蛋白質突然変
異の１つは、心筋トロポニン T遺伝子のエク
ソン１３に連続してコードされているリジ
ン４残基のうちの１つが除かれる AGA３ヌ
クレオチドの欠失突然変異によって生じる
(ΔK210と命名) (13)。この突然変異によって
心筋ミオフィラメント Ca2+ 感受性が低下す
ることが証明されており、その結果もたらさ
れる心筋収縮力の低下が DCM の病態形成を
導くと考えられる(23)。この突然変異を導入
した遺伝性 DCM ノックインマウスモデルは、
進行性の心室内腔拡張を発生し２ヶ月令に
達する前に突然死あるいは心不全によって
頻繁に死亡する(7, 19)。これは、 若令突然
死あるいは心不全死の高いリスクを有する
同じ突然変異に罹患したヒト家族構成メン
バーの臨床表現型に酷似している(13)。 
グリコーゲン合成キナーゼ 3 (GSK3) は、 
とという２つのアイソフォームを持つセリ
ン/スレオニン蛋白質キナーゼである。 その
名前はグリコーゲン代謝における役割に由
来しているが、最近の研究から、遺伝子発現、
肥大、発生、増殖、線維化やアポトーシスな
どの心臓における多くの生物学的プロセス
を制御する多機能酵素であることが明らか
にされている (4, 17)。マウスの全身における
GSK-3β ノックアウトは重篤な肝臓変性と心
筋細胞の過剰増殖による心室腔閉塞により
胎生致死となる(14)。しかし、マウスの心臓
における GSK-3β コンディショナルノック
アウトは、心筋梗塞後の心機能を改善し、心
筋細胞の増殖を促進し心筋リモデリングを
抑える (27)。マウス圧負荷誘発心不全モデル
において、ドミナントネガティブ GSK-3β の
心臓特異的過剰発現は、アポトーシスと線維
化の減少と収縮機能の増加を伴うよく代償
された心筋肥大をもたらす (9)。虚血/薬理学
的プレおよびポストコンディショニングの
心臓保護的効果は、ミトコンドリアの
permeability transition pore の制御に関わる
GSK3β の阻害に収束するように思われる (3, 
11, 12)。さらに、コクサッキーウイルス B３ 
感染は、GSK3β のチロシンキナーゼ依存性
“活性化”によって心筋細胞に細胞毒性効果
およびアポトーシスをもたらして DCM を引
き起こすことが報告されている(28)。しかし
ながら、心筋トロポニン T ΔK210突然変異に
よる家族性DCMの治療においてもGSK3β阻
害が有益であるのかどうかは不明である。 
 
２．研究の目的 
心筋肥大を抑制する GSK3β は心臓の生理と
病理において中心的役割を果たしている。本

研究は、心不全の主な原因である家族性拡張
型心筋症における GSK3β の役割を明らかに
するために行われた。 
 
３．研究の方法 
（１）本研究では、ΔK210 cTnT突然変異によ
る家族性 DCM における病態形成と突然変異
に対する GSK3β 阻害の効果を明らかにする
ために、GSK3β ヘテロ接合体ノックアウト
突然変異 (GSK3β +/- KO)と心筋トロポニン
T ΔK210 ノックイン突然変異(ΔK210 cTnT 
KI) を C57Bl/6 遺伝的背景上にもつモデルマ
ウスを作成した。そのために、まずヘテロ接
合体 ΔK210 cTnT KI 突然変異をもつ DCM 
マウス (DCM HT) を GSK3β +/- マウスと
交配し、GSK3β +/- DCM HT マウスを得た。
それをさらに DCM HT マウスと交配するこ
とで homozygous ΔK210 cTnT KI 突然変異を
もつ GSK3β +/- DCM マウス  (GSK3β +/- 
DCM HM)を得た。 Wild type (WT)、 DCM HT 
および  DCM HM グループをそれぞれ
GSK3β +/-, GSK3β +/- DCM HT および
GSK3β +/- DCM HM グループのコントロー
ルとして用いた。 

 
（２）ウエスタンブロット解析 :マウス 
(n=3-8 /group) に 300 l ヘパリンを腹腔内投
与 (300 IU/mouse) し、１０分後に 3% イソフ
ルレン吸入麻酔下に心臓を摘出した（麻酔深
度は後肢、前肢、耳の鈍ピンセットによる不
快なつまみ刺激がどのような運動反射の引
き起こさないことを確認することでチェッ
クした）。摘出心臓は酸素を通気した
Krebs-Henseleit 溶液 (in mM; 118 NaCl, 4.7 
KCl, 1.2 MgSO4, 1.2 KH2PO4, 25 NaHCO3, 2.5 
CaCl2, 0.5 EDTA-Na2, HEPES, 11 D-glucose 
containing 50 2, 3-butanedione monoxime) でラ
ンゲンドルフモードにて還流した。左心室約
100mg を心臓から切り出し、 １％プロテア
ーゼ阻害剤カクテルを含む 600 μL Laemmli 
サンプルバッファー 中でホモジェナイズし
-80˚C で保存した。使用直前にサンプルを２
サイクルの解凍と凍結（各１５分）を行った
のち 95˚C で 4 分加熱した。上清を 10,000 
rpm, 2 min、 4˚C で遠心分離し、蛋白質濃度
を BIO RAD protein assayで決定後、 以前に
記載したようにウエスタンブロット解析に
供された (25). 全 GSK3β 発現レベルはモノ
クローナル抗 GSK3β 抗体(BD Biosciences, 
San Jose, CA) を用いて決定した。GSK3β の
ser9における相対的リン酸化レベルは、スト
リ ッ ピ ン グ 後 に ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗
pGSK3β(ser9) 抗体 (Cell Signaling, Danvers, 
MA)で得られたシグナルをモノクローナル抗
GSK3β 抗体によるシグナルで正規化して決
定した。全 β-catenin発現レベルはモノクロー
ナル抗β-catenin 抗体(BD Bioscience, San Jose, 
CA)によって決定し、β-catenin の ser33/ 37/ 
thr41 相対的リン酸化レベルはポリクローナ
ル抗 p-β-catenin 抗体(Cell Signaling, Danvers, 
MA)によるシグナルをモノクローナル抗
β-catenin 抗体によるシグナルで正規化して
決定した。Akt の ser473 の相対的リン酸化レ
ベルはポリクローナル抗 pAkt 抗体シグマナ
ルを抗 Akt 抗体シグマナル(Cell Signaling, 
Danvers, MA) によるシグナルで正規化して
決定した。脳ナトリウム利尿ペプチド(BNP) 
の発現レベルは抗 proBNP ポリクローナル抗
体  (Abcam, Cambridge, MA)で決定した。 
GAPDH を蛋白質ローディングコントロール
として使用し、モノクローナル抗 GAPDH 抗
体 (Abcam, Cambridge, MA)で検出した。デー



タは Scion image for windows software (Scion 
Corporation, Meyer Instruments, Houston, TX, 
USA)で解析した。 
 
（２）心エコー : 胸部心エコー (M-mode) は
イソフラレン吸入麻酔下に測定した。麻酔導
入は分離チェンバーにて 2% イソフルラン
（100% O2） で行い、小さなノーズコーンを
もちいて 1-1.5% (100% O2) イソフルラン、流
速 1 L/minで麻酔を維持し、診断用超音波シ
ステム (Nemio SSA-550A) (Toshiba Medical 
Systems, Ohtawara, Tochigi, Japan)に装着した
14MHz リニアアレイプローブを用いて測定
した。各マウスの麻酔への露出時間は約１０
分であった (n=5-15 mice/ group)。 
（ ３ ） 組 織 化 学  : 摘 出 心 臓  (n=3-6 
mice/group) を酸素通気した Krebs-Henseleit 
solution で Langendorff mode 還流したのち、
10% ホルマリン中性緩衝溶液で固定した(7)。
ホルマリン固定心臓を心室中間レベルで横
に切断し、パラフィン包埋したのち 5 μm 切
片を作製し Masson trichrome 染色を行った. 
心筋線維化レベルの測定は、  Masson 
trichrome 染色切片イメージを x20でKeyence 
BZ-9000 (Keyence Corporation, Japan)  に取り
込み、 Image J program from NIHにて定量し
た。  
 
（４）左心室筋アポトーシスの検出 : 左心室
アポトーシスは,２ヶ月令マウスのパラフィ
ン包埋切片を用いて、CardioTacs staining kit 
(Trevigen, Gaithersburg, MD) を 用 い た
terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick 
end labeling (TUNEL) 染色によって検出した
（アポトーシスを起こした核は青く染まる）
(6 cardiac sections from different mice)。組織は
nuclear fast redにて対比染色した。アポトーシ
スした心筋細胞の数は切片内の心筋細胞総
数で正規化した。 
 
（５）ミオシンアイソフォーム含量の解析 :  
左心室筋溶解物(n=4-5 mice/group)中のミ
オシン重鎖(MyHC) 蛋白質アイソフォームを
6.5% SDS–PAGE にて分離し、 coomassie 
brilliant blue (CBB)染色後、β-アイソフォーム 
の相対的発現レベル (percentage of total 
MyHC) を決定した(7). データは Phoretix gel 
analysis software (Phoretix International, UK)を
用いた光学濃度スキャンによって解析した。  
 
（６）統計学 : データは mean±SEM で表示
した。統計学的有意性は Graph Pad Prism 
version 5 (Graph Pad Software, Inc., CA, USA)
を用いて、 ３以上のグループ間では two-way 
ANOVA につづく post-hoc Bonferroni test、２
グループ間においては unpaired Student's t-test、 
生 存 曲 線 解 析 に お い て は Log-rank 
(Mantel-Cox) test によって判定した。P<0.05 
を有意とみなした。 
 
４．研究成果 
（１）左心室筋における GSK3β 蛋白発現レ
ベルは、WT と DCM マウスの間で有意差は
なかった。GSK3β +/- KO は、WTと DCMマ
ウスどちらにおいても GSK3β 蛋白質発現レ
ベルを約５０％減少させていることが確認
された (Figure 1A)。２ヶ月令において、セリ
ン９がリン酸化によって不活性化された
GSK3βの全 GSK3βに占める割合は、DCMマ
ウスではWTマウスより有意に小さく、DCM
マウスではWTマウスよりも GSK3β がある
程度活性化されていることを示している 

(Figure 1B)。 

 
 
GSK3β +/- KO は DCMマウスにおける不
活性化された GSK3β の割合に有意な影響を
与えていないため、DCM マウスでは活性化
されたGSK3βの絶対量はGSK3β +/- KOによ
って約５０％低下しているはずである。これ
らの知見に一致して、GSK3βの直接の基質で
ある-cateninのリン酸化レベルが DCMマウ
スではWTマウスより有意に高く、GSK3β +/- 
KO によって有意に低下していた  (Figure 
1C)。さらに、GSK3β の上流キナーゼである
Akt のリン酸化レベル（i.e. 活性化レベル）
は、DCM マウスでは WT マウスに比べて有
意に低いことから、DCM マウスにおいて
GSK3は PI3K/Akt パスウェイのダウンレギ
ュレーションによって活性化されているこ
とが示唆される(Figure 1D)。  １カ月令の
DCM と WT マウス間においては、GSK3と
-catenin のリン酸化から推定される GSK3β 
活性に有意差は見られなかった。 
 
（２）Fig.2Aは、様々な遺伝子型マウスの１
か月令及び２ヶ月令における左心室 M-モー
ド新エコーの代表的イメージを示している。
纏めた心エコーデータは、LVEDD で評価さ
れる進行性の左室内腔拡張と EF（あるいは 
FS） および LVESDで評価される左心室収縮
機能の進行性の低下が DCM で見られること
を示している(Figure 2B-2G)。GSK3β +/- KO 
は、DCM マウスにおける左室内腔拡張の進
行を止めなかったが左心室収縮機能の進行
性の低下を抑えた。GSK3β +/- KO は、非
DCM マウスにおける左心室収縮機能、内径
および壁厚に有意な影響を与えず、またDCM 
 

 
 
マウスにおける左心室壁厚 (LVPWT and 
IVST)にも影響しなかった。 
生存曲線に対する Log-rank test は、８週
令前後で頻繁に致死的不整脈を発生するホ
モ接合体突然変異を有するDCM マウスの生
存期間を GSK3β +/- KO がわずかではあるが



有意に延長することを証明した (P=0.0049) 
(Figure 2H)。 

 
（３）２ヶ月令においてはすべての遺伝子系
グループのマウスの体重は同程度であり、
DCM HM グループではオスの体重はメスよ
り有意に重かった (Figure 3A)。 
 

 
 

WT, GSK3β +/-, DCM HT および GSK3β 
+/- DCM HT グループのマウスは同程度の心
重量 (HW/BW) と肺重量 (LW/BW) を示し
た (Figure 3B and 3C). DCM HM と GSK3β 
+/- DCM HM マウスはWTマウスより有意に
高い心重量を示した (Figure 3B). GSK3β +/- 
DCM HM マウスは DCM HM マウスより有
意に軽く小さな心臓を持っており、GSK3β +/- 
KO が DCM マウスにおける心拡大を抑制す
ることを示している(Figure 3B and 3D)。DCM 
HM マウスは肺重量もWTマウスより有意に
重く、うっ血性心不全であることを示してい
る (Figure 3C)。しかし、 GSK3β +/- DCM HM 
マウスの肺重量は DCM マウスより有意に低
く、WT マウスの肺重量と有意差がなかった
ことから、GSK3β +/- KO は DCM HMマウス
の心臓ポンプ機能を維持することによって
心不全の急速な進行を防いでいることを示
している。 
 
（４）WT と GSK3β +/- マウスの心臓では非
常に低レベルの線維化しかみられないが、
DCM マウスでは心筋線維化レベルの著しい
増加がみられた (Figure 4A and 4B)。 
 

 
 

GSK3β +/- KO は DCMマウスにおける
この病態生理学的心筋リモデリングを抑制
した。GSK3β +/- KO は DCMマウスで頻繁に
観察される心筋細胞アポトーシスも有意に
抑制した (Figure 4C and 4D)。 

 
（５）心不全の指標である β-ミオシン重鎖 
(β-MyHC) の発現は , WT マウスに比べて
DCM HM マウスでは顕著に増加していた。
GSK3β +/- KO は、DCM HM マウスにおける
β-MyHC の発現をWTマウスにおける発現と
有意差のないレベルまで低下させた (Figure 
5A and 5B).  
     

 
 

 
 
 
もう一つの胎児期遺伝子である BNP も WT
マウスに比べてDCM マウスでは有意に増加
しており、GSK3β +/- KO は DCM マウスに
おける BNP発現を有意に低下させた (Figure 
5C and 5D)。 
 
（６）長期追跡によって、 GSK3β +/- KO は
DCM HT マウス における進行性の左室収縮
機能低下、左室内腔拡張および左室壁菲薄化
を少なくとも５か月令まで抑制することが
明らかになった(Figure 6)。 
我々はまた、GSK3β +/- KO が非 DCMマウス
における年令依存性の左室収縮機能低下と
左室壁菲薄化を少なくとも８か月令まで抑
制することに気づいた。１か年令では、すべ
てのグループ間では BW, HW および LW に
有意差はなかった。 
 
（７）考察および結論 
本研究の主要な知見は、全身にわたる

GSK3β +/- KO が ΔK210 cTnT 突然変異によ
る家族性 DCM に対して心臓保護的に働くと
いうことであり、これは GSK3β の心臓特異
的 KOあるいは抑制がマウスの心筋梗塞後モ
デルおよび圧負荷誘発心不全モデルにおい
て有益であることを示した以前の研究と一
致している (9, 27)。本研究において我々は、
この突然変異をもつヒト患者の臨床表現型
をよく再現するノックインマウスモデル (7) 



を用いて、GSK3β+/- KO が有意に左心室収縮
機能を改善し、心拡大、心筋線維化、心筋細
胞アポトーシスおよび β-MyHC と BNP 発現
を低下させることを証明した。本研究におい
て、我々は、GSK3β +/- KO 突然変異ととも
に家族性 DCM の遺伝的原因であることが証
明された (13) ヘテロあるいはホモ接合体
cTnT ΔK210 KI 突然変異を持つモデルマウ
スを初めて作成した。ウエスタンブロット解
析により証明されたように、GSK3β +/- KO 
はこれらのDCMマウスにおいて全GSK3β蛋
白質発現を約５０％低下させた。GSK3βの抑
制性リン酸化を検出する抗 phospho-GSK3β 
ser9 抗体 (3) を用いたウエスタンブロット
解析により証明されたように、DCM マウス
では GSK3β 活性が WTマウスより有意に増
加していた。DCM マウスでは、GSK3βの直
接の基質であり GSK3β のキナーゼ活性を反
映すると考えられる β-catenin ser33/37/thr41 
リン酸化レベル (4, 18) もWTに比べて増加
していた。GSK3βの上流にあるインヒビター
である Akt のリン酸化 (i.e., 活性化) レ
ベルも DCM マウスでは有意に低下していた。
インシュリンは PI3K/Akt シグナリングの活
性化によって GSK3β を抑制するが、カテコ
ールアミンはインシュリン分泌を直接抑制
することができる(6, 8, 20)。心機能の低下は
交換神経系を代償的に活性化するため、その
ようなメカニズムで間接的に GSK3β の活性
化をもたらしている可能性がある。DCM HM 
マウスでは, ２ヶ月令で左心室収縮機能が急
速に低下し、心筋線維化、β-MyHC と BNP 発
現, 心重量 および肺重量が WT マウスより
有意に増加する。しかし、WT マウスに比べ
た肺重量の増加は高々３０％であり、通常
300% から 400% の肺重量増加をもたらす
重症うっ血性心不全の可能性は除外される。
この DCM HM マウスは、２ヶ月令前後でお
そらく致死的不整脈によって大半が突然死
する(7)。GSK3β +/- KO は、DCMマウスにお
ける左心室収縮機能を有意に改善し、心筋線
維化、心筋細胞アポトーシスおよび肺重量を
正常レベルまで低下させた。  

DCMマウスにおける GSK3β +/- KO の
心臓保護的効果は、左心室における β-MyHC
発現量の減少という形で現れている。心筋
MyHC は心臓における力発生に関与するサ
ルコメア収縮装置における分子モーターで
あり、93%のアミノ酸配列相同性をもつ α と
β と名付けられた２つのアイソフォームが存
在する(26)。β-MyHC は α-MyHC に比べて
ATPase活性が格段に低く、滑り速度は遅くパ
ワー出力も低い(1, 16)。 この２つのアイソフ
ォームの相対的発現レベルは心不全や心肥
大などの病的状態によって影響される。
α-MyHC は正常マウス心臓における優勢な
アイソフォームであり、 β-MyHC 発現レベ
ルはマウス不全心において有意に増加する 
(7). α-MyHC の相対的発現がほんの少し増加
するだけで心筋細胞のパワー出力が大きく
増強することが示されている(26)。GSK3β +/- 
KO が DCMマウスにおける α-MyHCの相対
的発現を直接的に増加させているのか、ある
いは間接的に増加させているのかは不明で
あり今後の課題である。 
心筋細胞アポトーシスは家族性 DCM の

顕著な病理学的特徴である(7)。GSK3β ノック
ダウンは、抗アポトーシス因子であるmyeloid 
cell leukemia-1 をアップレギュレートするこ
とによって、 TNFαにより誘発される心筋細
胞アポトーシスを防ぐことが示されている
(9)。 虚血再灌流障害において、虚血/薬理学
的プレおよびポストコンディショニングは、
mitochondrial permeability transition pore の開
口とそれにつづく心筋細胞アポトーシスを
抑制制御するGSK3βの阻害に収束する(3, 11, 
12)。これらの研究に一致して、我々は
GSK3β +/- KO が我々の DCM モデルマウス
における心筋細胞アポトーシスを抑制する
ことを見出し、心筋細胞アポトーシス抑制が
DCMマウスにおけるGSK3β +/- KOの心臓保
護的効果に関与している可能性を示唆して
いる。SB216763 あるいは  siRNA による
GSK-3 の阻害が、TGF-β1 によって誘導され
るヒト肺繊維芽細胞の筋線維芽細胞への分
化を抑制することが示されており、GSK3βが
線維化に対して直接の制御的役割をもつ可
能性が示唆されている(2)。我々の DCMマウ
スにおける GSK3β +/- KO の心臓保護的効果
に線維芽細胞分化の抑制が関与しているか
どうか今後の研究で明らかにする必要があ
る。 

 最後に、今回の研究は、ヒト患者の臨床
表現型をよく再現したΔK210 cTnT 突然変異
による DCM のノックインマウスにおいて全
身の GSK3β +/- KO が心臓保護的であり生存
に有益であることを証明した。今回の研究は、
心臓保護的効果が心筋細胞を介しているの
か、あるいは非心筋細胞を介しているのかを
区別することはできない。さらに、メカニズ
ムに関しては、心臓非特異的 GSK3β +/- KO
を考慮して考える必要がある。それにもかか
わらず、今回の研究の結果は、この突然変異
による家族性 DCM に対して GSK3β 阻害よ
る治療が期待できることを示している。 
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