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研究成果の概要（和文）：心筋細胞の分化過程においては様々な分化誘導因子の発現を伴うことが知られている
が、それらはクロマチン上でエピジェネティックな遺伝子発現制御により厳密に制御されると予想される。本研
究ではマウスES細胞の心筋分化過程において、クロマチンリモデリング因子ARIP４が分化誘導因子群の発現や分
化の進行に影響を及ぼすことを明らかにした。また発生時期の胎児心臓組織においてARIP4がp62と結合すること
から、ARIP4のタンパク量およびクロマチンへの結合がp62により制御されていると考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we demonstrate that the chromatin remodeling factor, ARIP4 
played an essential role for cardiomyocyte differentiation of mouse embryonic stem (ES) cells. The 
reducing of protein levels of ARIP4 or an ectopic expression of ATPase mutant of ARIP4 suppressed 
the ES differentiation to the cardiomyocyte. Interestingly, genome-wide analysis clearly showed that
 ARIP4 mainly localized near the promoter region and the region was inactivated through the ATPase 
activity of ARIP4. Furthermore, endogenous ARIP4 interacted with p62 in mice embryonic hearts. Since
 p62 is well known as a selective autophagy receptor, it is suggested that p62 monitors the cellular
 energy levels and regulates the protein levels of ARIP4 during the cardiomyocyte differentiation. 
These data strongly suggest that ARIP4 acts as a key regulator for the cardiomyocyte differentiation
 through the modulation of chromatin structure with monitoring the energy level during cell 
differentiation.

研究分野：分子生物学
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  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究による心筋分化過程の分子レベルでの解明は、心筋再生医療の発展に大きく貢献する。このような、細胞
内のエネルギー状態をモニターするエピジェネティックなプロモーター制御の分子メカニズムの解明は、細胞内
エネルギー代謝の変化に関わる遺伝子発現制御機構を理解するだけでなく、代謝経路が大きく変化する癌化のメ
カニズム解明のための極めて重要な手掛かりとなると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
心筋細胞では恒常的な拍動を維持する必要があり、その分化過程で未分化細胞での嫌気的解

糖系代謝から ATP を効率よく産生する酸化的リン酸化へと代謝経路が移行することが必須と

なる。効率の良いエネルギー産生系へと移行するための細胞内の急激な変化には、細胞分化に

伴うエピジェネティックな遺伝子発現制御が関与していると考えられる。ARIP4(AR 

interaction protein 4)はATP依存的クロマチンリモデリング因子様のSNF2ドメインを有し、

核内受容体に結合しその標的遺伝子の発現を抑制する機能を持つ。我々の作製した心臓特異的

ARIP4欠損マウスは心室中隔欠損、心室心筋の肉柱形成異常、心筋層の菲薄化など、ヒトの遺

伝性疾患である心筋緻密化障害に類似した特徴を示す。これらの知見から、ARIP4が心筋細胞

の分化、特にエネルギー代謝経路の確立及び心筋組織の構築に極めて重要な因子であると予測

された。 
 
２．研究の目的 
心筋細胞の分化過程では、拍動の維持に必要なエネルギーを効率良く獲得するために、代謝

経路の急激な変化が起こっている。本研究ではこの分化過程に関与する ARIP4 を中心とした

クロマチン上でのエピジェネティックな制御に注目し、その分子制御機構を解明する。 
 
３．研究の方法 
本申請研究では以下の方法で心筋分化過程で起こるエピジェネティックな変化とそれに関わ

る ARIP4を中心とした分子制御機構について実験を進めた。 

〔平成 28年度〕 マウス野生型 ES細胞（129系統由来 EB3 ES cells）を心筋分化誘導し、経

時的に RNAを抽出し、ARIP4および心筋分化マーカー群の発現の時間的変化を qPCRにて検

出した。次に野生型 ES細胞に ARIP4 shRNAベクターを導入し、ARIP4ノックダウン ES細

胞株（ARIP4 KD）の樹立を行い、心筋分化誘導を行い拍動開始までの時間、心筋の発生・分

化に関与する関連因子の発現変動について野生型 ES 細胞と比較を行った。さらにマウス ES

細胞の ROSA26 遺伝子座に薬剤誘導性発現ベクターを簡便に導入できる細胞株（EBRTcH3 

cells）および ARIP4発現ベクターを使用し、ARIP4過剰発現誘導細胞株の樹立を行なった。

ARIP4 の機能欠損変異体としてクロマチン構造変換に必要な ATPase 変異体を用い、野生型

ARIP4発現誘導細胞株と同時に作製を行った。 

〔平成 29年度〕 これまでの心筋分化誘導法では内胚葉・中胚葉・外胚葉すべての細胞系列が

誘導され、心筋細胞へ分化する割合は全体の 10%程度であり、効率のばらつきも大きいことが

問題であった。心筋分化誘導の効率を安定化のために、クロマチン構造変換因子 ARIP4 と核

内で協調的に働くと予測される心臓主要転写因子群（心筋幹細胞分化誘導因子）に着目し、竹

内純准教授の協力でそれら因子群を心筋幹細胞で強制発現できる細胞系の構築を行った。また

ARIP4がオートファジーレセプターp62と核内で結合し機能することから、E10.5のマウス胎

児心臓組織を用いた ARIP４抗体で免疫沈降を行い vivoでの p62との結合を確認した。 

〔平成 30 年度〕 ARIP4 のクロマチン上での制御機構を明らかにするために、まず初めにヒ

ト培養細胞を用いた ChIP-seq によりゲノムワイドな結合を検索した結果、プロモーター領域

で ARIP4 が心筋分化に関わる転写因子と共に発現制御を行っていることが予測された。次に

心筋特異的 ARIP4ノックアウトマウス胎仔心臓組織を用いて RNAの抽出を行い、心筋分化過

程に関わると推測される遺伝子の発現量の変化を qPCR にて確認し、更に RNA-seq によりク

ロマチン構造の変化を検討した。個々の因子については免疫染色で組織での発現を確認した。 
 
４．研究成果 



野生型 ES細胞において、心筋前駆細胞マーカー因子である Islet1及び心筋細胞マーカー因

子である Actc1 の発現は分化誘導開始から 12 日目までの間に急激に上昇することが確認され

た。一方樹立した ARIP4 KD ES細胞 では embryoid bodyの拍動開始までの時間が遅延また

は拍動が見られないものが多く観察され、心筋分化に異常が生じていると考えられた。また

ARIP4 KD ES細胞では Islet1の発現のピークが野生型と比べ 2日程早く、また Actc1のピー

ク時の発現量が２〜４倍程度上昇した（図 1）。この結果から、本来複数の段階を経る未分化細

胞の分化過程において、ARIP4欠損がも

たらすエピジェネティックな制御異常

により、順序立った分化の進行が妨げら

れたのではないかと推測された。次に野

生型 ARIP4 発現誘導株及び ATPase変

異体 (ARIP-KA) 発現誘導株を心筋分

化誘導させたところ変異体の発現誘導

により拍動が顕著に妨げられ、心前駆細

胞マーカーの発現は野生型における発

現時期と大きく異なることが確認され

た(図 2)。これらの結果から、ATPase

変異体過剰発現系では ARIP4 の機能が

転写の制御に影響し、心筋の分化が抑制

されたと考えられた。またこれまで知ら

れている心筋分化誘導因子群は個々が

中胚葉誘導に関与するが、それぞれは他

の中胚葉系分化細胞の誘導も促進する

ため心筋特異的な分化を促す因子とし

ては不十分であると考えられてきた。しかし連携研究者と構築した細胞系を用いた分化誘導の

観察から、特定の因子の協調的な働きにより心筋分化を促進するだけでなく他の分化系統を抑

制することが明らかになった。培養細胞を用いたゲノムワイドの研究から、ARIP４は全ゲノ

ムに対して約 5000カ所の結合が見られ、その 80%以上がプロモーター近傍に結合することが

わかっており、今後この新たな分化誘導系を用いた ChIP-seqにより、ARIP4が標的とする分

化誘導因子群の制御領域や各因子の分化段階におけるクロマチンへの結合時期を明らかにする

予定である。 

また、心臓発生時期のマウス胎児心臓組織からの抽出液を用い ARIP4 抗体にて免疫沈降を

行なった結果、ARIP4が心臓発生時期に p62と結合していることが明らかとなった(図 3)。p62

は細胞内のエネルギー状態を感知して ARIP4 の蛋白量を調節する因子であることから、心臓

発生時期のエネルギー代謝経路が大きく変化する時期に ARIP4 の核内タンパク量は p62 によ

り調節され ARIP4 のクロマチン上での機能を制御

することが予想された。さらに ARIP4欠損マウスの

心臓組織から RNAを抽出し、qPCRにて ARIP4標

的遺伝子の候補を検索したところ、優位に Notch1

シグナル経路の複数の因子の変動がみられ、Notch1

のプロモーター領域に ARIP4 が結合する可能性が

1:
ARIP4 knock down mES
(

shARIP

#1       #2        #3 Control

Anti-ARIP4

Anti-GAPDH

0

100

200

300

400

500

600

700

800

Day0 Day2 Day4 Day6 Day8 Day10 Day12 Day14

Actc1 mRNA

control ARIP KD(#2)

-5

0

5

10

15

20

25

30

Day0 Day2 Day4 Day6 Day8 Day10 Day12 Day14

Islet1 mRNA

control ARIP4 KD(#2)



見出された。また心臓特異的 ARIP4欠損マウス心筋組織の免疫染色で、Notch1関連因子の局

在に変化が見られることも確認された。このマウス心筋では特に肉柱心筋の増殖が大きく障害

されていることから、ARIP4の欠失により肉柱形成に重要な心内膜と心筋間の情報伝達を担う

Notch1および Notch1関連因子の機能に異常が生じた結果であると考えられた。 
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