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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、肥大型心筋症におけるホスホリラーゼ異常スレオニンリン酸化の機
能的意義を明らかにし、新規心不全発症機序を解明することである。精製したWT-ホスホリラーゼ, ThrXAla-ホ
スホリラーゼ, ThrXAsp-ホスホリラーゼを用いて機能発現実験を行った。NADPH産生量を指標としたForward反応
では、ThrXAsp-ホスホリラーゼ活性はWT-ホスホリラーゼおよびThrXAla-ホスホリラーゼ活性と比較して有意に
低下した。ゲル泳動Reverse反応においても、Forward反応と同様にThrXAsp-ホスホリラーゼ活性低下が明らかと
なった。

研究成果の概要（英文）：We aimed to investigate the role of phosphorylase in the development of 
heart failure. In vitro forward assay showed that WT-phosphorylase activity was significantly 
decreased compared with ThrXAla phosphorylase and ThrXAsp phosphorylase. This association was also 
observed in the reverse gel assay.

研究分野： 循環器内科
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１．研究開始当初の背景 

申請者は肥大型心筋症患者で AMP 活性化

プロテインキナーゼ遺伝子変異を同定し、

この変異をマウスに導入するとホスホリ

ラーゼに特異的な異常スレオニンリン酸

化が生じることを見いだした。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、肥大型心筋症における

ホスホリラーゼ異常スレオニンリン酸化

の機能的意義を明らかにし、新規心不全

発症機序を解明することである。 

 

３．研究の方法 

リン酸化部位のスレオニンを負電荷を持

つアスパラギン酸で置換することにより、

スレオニン部位が恒常的にリン酸化され

た擬似状態となる。一方、スレオニンの

アラニンへの置換により、脱リン酸化さ

れたスレオニンの擬似状態となる。ホス

ホリラーゼの野生型および今回同定した

X番スレオニンの置換変異型のタグ融合

ホスホリラーゼ蛋白発現コンストラスト

を作成し、培養細胞にトランスフェクシ

ョン後、WT-ホスホリラーゼ, ThrXAla-

ホスホリラーゼ, ThrXAsp-ホスホリラー

ゼを精製した。 

 

４．研究成果 

NADPH産生量を指標にIn vitroにてmGP活

性を測定したところ (Forward 反応)、

ThrXAsp-ホスホリラーゼはWT-ホスホリ

ラーゼおよびThrXAla-ホスホリラーゼと

比較して有意にホスホリラーゼ活性が低

下することが明らかとなった。この傾向

は、試験管内にAMPを添加することにより

更に明確となった。Reverse反応（ゲルア

ッセイによるホスホリラーゼ活性測定

系）によって変異型ホスホリラーゼ機能

を解析したところ、Forward反応と同様に、

ThrXAsp-ホスホリラーゼはWT-ホスホリ

ラーゼおよびThrXAla-ホスホリラーゼと

比較して有意に活性が低下することが明

らかとなった。次世代シーケンス手法を

用いて、肥大型心筋症発端者30例を対象

に更なるAMP活性化プロテインキナーゼ

変異のスクリーニングを行ったが、同遺

伝子の変異は検出されなかった。以上の

結果より、肥大型心筋症におけるホスホ

リラーゼの新規スレオニンリン酸化は酵

素活性低下を来すことが明らかとなり、

心筋症・心不全発症進展との関連が示唆

された。 
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