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研究成果の概要（和文）：低分子量GTP結合タンパク質RhoA（以下、RhoA）は細胞骨格形成、細胞遊走など様々
な細胞内機能を制御している。RhoAが制御する細胞内シグナルが疾患については長年、研究されてきたが、RhoA
およびその下流で機能する分子の心臓での働きは不明な点が多い。本研究ではRhoAの標的分子であるRho関連キ
ナーゼに注目し、Rho関連キナーゼの心臓内での新規標的分子を明らかにした。マウス心不全モデルでは、Rho関
連キナーゼの活性化されることを確認した。Rho関連キナーゼ欠損マウスでは心不全が改善したことから、心不
全発症にRho関連キナーゼが関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：RhoA regulates various intracellular functions such as cytoskeleton 
formation and cell migration. Intracellular signals regulated by RhoA have been studied for many 
years for diseases, but the functions of RhoA and molecules functioning downstream therefrom in the 
heart are unclear.
In this study, we focused on Rho related kinase which is a target molecule of RhoA, and revealed 
novel target molecule in the heart of Rho related kinase. In the mouse heart failure model, it was 
confirmed that activation of Rho related kinase was activated. Since heart failure was improved in 
Rho related kinase deficient mice, it was suggested that Rho related kinase is involved in heart 
failure development.

研究分野：循環器内科
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

(1) 心不全は全身臓器に十分な血液量を供給
できない病態であり、その患者数は増加傾向
にある。患者調査（厚生労働省、2011 年度）
によると、心不全の主要疾患別入院患者数は
第２位、外来患者数は第３位であり、心不全
に罹患されている方は非常に多い。人口動態
統計（厚生労働省、2011 年度）の疾患別死因
では、心疾患による死亡は悪性新生物に次い
で第２位であり、予後不良の疾患として知ら
れている。 

心不全の原因疾患として、心筋症や弁膜症な
どの心臓疾患が知られているが、近年、糖尿
病・腎不全のような慢性疾患が心不全の原因
になることが注目されている。また、心不全
の息苦しさは、日常生活を大きく制限し、末
期心不全は非常に苦痛を伴うものであり、治
療の重要性が指摘されている。慢性心不全治
療薬として、主に利尿剤や交感神経β受容体
遮断薬が使用されているが、心筋での薬効は
不明な点が多く、心筋保護作用をもつ新規治
療薬の開発が望まれている。 

 

(2) 低分子量 GTP 結合タンパク質 RhoA（以
下、RhoA）は細胞骨格形成、細胞遊走など
様々な細胞内機能を制御しており、その機能
は高血圧、癌などの疾患発症に関与している
ことが知られている。RhoA が制御する細胞
内シグナルが疾患については長年、研究され
てきたが、RhoA およびその下流で機能する
分子の心臓での働きは不明な点が多い。 

 

２．研究の目的 

心臓は主要臓器を含めた体全体が必要とす
る血液量を送り、生体の恒常性を維持してい
る。心不全は心臓のポンプ機能が著しく低下
し、様々な臓器が機能不全に至る疾患である。
キナーゼは平滑筋、神経、がん細胞では多様
な生理機能を制御していることが明らかに
されているが、心臓におけるキナーゼの機能
は未だ不明な点が多い。申請者は、心不全時
に G タンパク質及び低分子量 RhoA が働き、
複数の Rho 関連キナーゼが活性化すること
を見出している。本研究の目的は、Rho 関連
キナーゼの新規標的分子を探索し、キナーゼ
による標的分子リン酸化の生理機能を解析
し、心不全における Rho 関連キナーゼの役割
を明らかにすることである。キナーゼを中心
とした心不全研究は独創性が高く、本研究の
結果は新たな心不全治療法に繋がることが
期待できる。 

 

３．研究の方法 

(1)アフィニティーを用いた標的分子の網羅
的探索 

Rho 関連キナーゼを GST 結合タンパク質と
して精製し、ビーズに結合させて固相化する。
ビーズと心臓の溶解質を混合し、キナーゼに
結合した分子を集める。従来の方法と異なり、
溶質液に脱リン酸化酵素阻害薬とγATP を加

えることにより、結合分子がキナーゼによっ
てリン酸化された状態で解析する。Rho 関連
キナーゼと結合し、かつリン酸化された分子
を質量分析法により同定し、リン酸化部位も
同時に決定する。 

 
(2) Rho 関連キナーゼの遺伝子欠損マウス作
製 

Rho 関連キナーゼには複数のアイソフォー
ムが報告されており、定量性ＰＣＲ法を用い
て、心筋細胞に高発現する Rho 関連キナーゼ
のアイソフォームを 2 種、明らかにした。2
種類のアイソフォームについて、それぞれ、
遺伝子欠損マウスを作製している。遺伝子欠
損マウスは tamoxifen を投与することにより
Rho 関連キナーゼが心筋特異的に欠損される
システムになっている。 

 
(3) アンギオテンシン II 負荷心不全モデル  
浸透圧ポンプを用いて、アンギオテンシン

II を 4 週間投与し、心臓超音波検査による心
機能評価、左室重量の測定などにより心不全
の発症について評価した。 

 
(4) 圧負荷心不全モデル 
マウス心不全モデルのスタンダードモデ

ル で あ る TAC 術 （ transverse aortic 
constriction）を行い、圧負荷心不全におけ
る Rho 関連キナーゼの働きについても検討を
行う。アンギオテンシン II 負荷モデルでは
比較的短期間（4 週間前後）の評価が主であ
るが、TAC 術モデルではより長期な評価する
（最大 1 年間）。長期に評価することにより
慢性心不全に認められる心拡大と Rho関連キ
ナーゼの評価を行う。 

 
(5) リン酸化の細胞生物学的意義の解明 
 Rho 関連キナーゼの新規標的分子のリン酸
化の働きについて、細胞生物学的手法を用い
て評価を行う。標的分子をクローニングし、
リン酸化部位をアミノ酸置換し、その影響に
ついて評価を行う。標的分子が転写因子の制
御に関わっている報告もあり、リン酸化によ
り心不全関連遺伝子の発現が促進もしくは
抑制されるかを検討し、また、その制御メカ
ニズムについても検討する。 
 
４．研究成果 
(1) Rho 関連キナーゼの新規標的分子 

Rho 関連キナーゼの心筋での発現を確認し
た。心筋細胞には、Rho 関連キナーゼの
isoform1 と isoform2 が発現していたが、
isoform3 は発現していないことを確認した
（図１）。 
次に、Rho 関連キナーゼの新規標的分子と

して、心不全発症に関わる遺伝子発現を促進
する転写因子調節タンパク質を同定した。リ
ン酸化部位は 2 箇所あり、各リン酸化部位に
対して特異的なリン酸化抗体を作成した。
Rho 関連キナーゼを過剰発現させた培養心筋



細胞では、2 箇所ともリン酸化修飾を受ける
ことをウエスタンブロット法により確認し
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
(2)心筋特異的 Rho 関連キナーゼ欠損マウス 
 心筋特異的 Rho関連キナーゼ欠損マウスを 
作製した。PCR 法およびウエスタンブロット
法により、心筋特異的に Rho 関連キナーゼが
欠損していることを確認した。 
 心筋特異的 Rho関連キナーゼ欠損マウスを
1 年間飼育したが、心重量および心駆出率は
コントロールマウスと有意な差は認めなか
った。 
 
 
(3) 圧負荷心不全モデル 
 Rho 関連キナーゼ欠損により非ストレス下
の心機能には影響がないことから、圧負荷ス
トレスによる心不全モデルを用いて、評価し
た。Wild type マウスと Rho 関連キナーゼ欠
損マウスにTAC術を施行し、4週後の心重量、
を評価した(図２)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

TAC 術により心肥大を認めたが、Rho 関連キ
ナーゼ欠損により、心肥大は抑制された。 
 心不全のマーカーである BNP 上昇も Rho 関
連キナーゼ欠損により改善を認めた。 
 
 
(4)アンギオテンシン II 負荷心不全モデル： 
 Rho 関連キナーゼ欠損により非ストレス下
の心機能には影響がないことから、アンギオ
テンシンＩＩを 4 週間投与し、Wild Type マ
ウス（15 匹）と心筋特異的 Rho 関連キナーゼ
欠損マウス（15 匹）を比較検討した。アンギ
オテンシン II の持続投与により Wild Type 
マウスの心重量は 1.5倍程度大きくなったが、
Rho 関連キナーゼ欠損マウスでは、心肥大の
傾向が抑制された（図３Ａ）。心機能の指標
となる FS も改善し（図３Ｂ）、また、血中 BNP
濃度の改善も認められ、心不全の改善傾向を
認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
心肥大の抑制に加え、心臓の線維化を

sirius red 染色により評価した。TAC 術およ
びアンギオテンシン II ともに心臓の線維化
を促進するが、Rho 関連キナーゼの欠損によ
り心臓の線維化も抑制された（図４Ａ，Ｂ）。 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(5)Rho 関連キナーゼと心不全発症メカニズ
ム 
標的キナーゼを GST 結合タンパク質として

精製し、ビーズに結合させて固相化後、ビー
ズと心臓の溶解質を混合し、キナーゼに結合
した分子を集めた。溶質液に脱リン酸化酵素
阻害薬とγATP を加えることにより、結合分
子がキナーゼによってリン酸化された状態
で解析する方法を申請者らは開発している
（PLoS One 2010 年）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Rho 関連キナーゼと結合し、かつリン酸化

された分子を質量分析法により同定し、リン
酸化部位も同時に決定する。心不全心の心筋
細胞では、転写因子の活性化が注目されてお
り、同定された分子のうち、特に転写因子も
しくはその関連分子のリン酸化に注目し、解
析した。解析の結果、複数の転写因子調節タ
ンパク質をリン酸化に関与している可能性
がある（図５）。 
今後は、細胞生物学的手法などを用いて、

リン酸化と心不全発症メカニズムについて
研究を進める予定である。 
 
(6)Akt と Girdin のリン酸化について 
 Rho 関連キナーゼと心不全の解析に加え、
Akt と心筋梗塞の関連についても解析を行っ
ている。研究の成果については、論文報告を
している。 
 Girdin は心臓線維芽細胞に発現しリン酸
化されることが確認し、Girdin のリン酸化は
心臓繊維芽細胞の増殖及び遊走能の制御を
介して、心筋梗塞後の組織修復に必要なコラ
ーゲンの産生に重要な役割を果たしている
ことを示した。Girdin SA マウスでは心筋梗
塞後の心臓破裂が高頻度で発生し、生命予後
が不良であり、Girdin のリン酸化のが阻害さ
れることによる心筋梗塞後の不十分な組織
修復が不良な生命予後につながると考えら
れた。近年、心臓筋線維芽細胞はコラーゲン
などの細胞外基質を産生し、傷害を受けた心
臓の組織修復に関与重要な役割を果たして
いると報告されており、Akt による Girdin の
リン酸化が心筋梗塞後の組織修復に重要な
役割を果たしていることが示唆された。最近、
Girdin は肝線維化、血管損傷後の新生内膜形
成、腎障害に関与していると報告されている
が、心臓での Girdin の発現について初めて
の報告であり、心臓線維芽細胞に発現してい
ることは間葉系細胞に発現している点で肝
臓や腎臓と同様である。in vitro では種々の
液性因子刺激による心臓線維芽細胞の増
殖・や遊走に Akt が関与することが知られて
いると報告されているが、心筋梗塞後の心臓
での心臓繊維芽細胞における Akt の役割は十
分に解明されていない。Girdin が Akt により
る Girdin リン酸化されることが心臓線維芽
細胞の増殖と遊走を制御していることを明
らかにした。 
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