
熊本大学・大学院生命科学研究部（医）・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７４０１

挑戦的萌芽研究

2017～2016

エピゲノム制御の観点から心不全病態分子基盤解明に挑む

Elucidation of molecular basis of heart failure development from the point of 
view of epigenome regulation.

９０３１２３２１研究者番号：

尾池　雄一（Oike, Yuichi）

研究期間：

１６Ｋ１５４４５

年 月 日現在  ３ １０ １４

円     2,700,000

研究成果の概要（和文）：遺伝子トラップ法を用いて同定された胎児期心臓で高発現するcardiac specific 
long non-coding RNA X(CSLR-X)について心不全病態における分子機能解明を行った。心筋細胞由来CSLR-Xの機
能解析のため心筋特異的CSLR-X過剰発現、心筋特異的CSLR-X 欠損マウスを作製し解析を行い、心組織及び心機
能に関して明らかな表現型を認めなかった。またCSLR-Xと複合体を構成する構成因子探索のため全身性強制発現
CSLR-X Tg、CSLR-X KO、野生型マウスの心組織を用いてproteome解析を行い、複数の候補タンパクを同定した。

研究成果の概要（英文）：We investigated molecular mechanisms of cardiac specific long non-coding RNA
 X (CSLR-X), which was identified among embryonic cardiac specific expressed-clones of long 
non-coding RNA with gene trap approach, under heart failure development and progression. To assess 
whether cardiac phenotypes observed in CSLR-X KO (KO) mice were attributable to loss of 
cardiomyocyte-derived CSLR-X, we have established cardiac specific overexpressed CSLR-X Tg (Tg) mice
 and cardiac specific CSLR-X conditional KO (CKO) mice. Tg and CKO mice showed no differences of 
cardiac morphology and cardiac function compared with their littermate wild-type mice, respectively.
 And to identify mechanisms underlying the effect of CSLR-X on cardiac function, we performed the 
proteome analysis of whole heart tissues using KO, CAG-CSLR-X Tg and wild-type mice and identified 
several candidate proteins.

研究分野： 循環器病態学

キーワード： 心不全　ノンコーディングRNA
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研究成果の学術的意義や社会的意義
lncRNAは存在が認識され間もないため、機能解析は主に培養細胞を用いて行われており、生体での機能解明の報
告は数少ない。さらに、細胞質lncRNAの作用機構は核内lncRNAよりも、作用機構が十分に明らかになっていな
い。本研究によって得られる成果により、心肥大・心不全の病態形成に関わる世界初の細胞質lncRNAの作用機構
が明らかとなり、予後不良の疾患である心不全へのlncRNAという新たな観点からの新規治療法開発の基盤研究と
しての可能性が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
本邦では生活習慣の多様化および高齢化社
会に伴って高血圧に罹患する患者が増加し、
それに起因する圧負荷心肥大の管理が重要
な課題となっている。心肥大は生体の要求に
応じた代償反応として生理的に重要な機構
であるが、最終的には心不全という心機能破
綻に繋がる現象と捉えられる。現在、心不全
の 5 年生存率は平均して 50〜60%と依然とし
て非常に予後不良の症候群である。この心不
全の病態形成には心筋肥大、アポトーシス、
線維化といった心筋リモデリングが重要な
役割を持っていることが明らかになってお
り、心筋肥大の病態形成に関わる分子機構や
その促進因子の解明が進んでいるものの、抑
制因子に関する情報は極めて少なく、特に長
鎖ノンコーディング RNA（long non-coding 
RNA; lncRNA）の関連した研究はほとんど行わ
れていない。心不全の病態に関わる新規 lncRNA
の同定は、心不全における新規治療・予防法
開発に期待される。 

変異 lox を用いることによりレポーター遺伝子
を任意の遺伝子に変換可能な可変型遺伝子トラ
ップ法は、スプライスアクセプターとレポー
ター遺伝子をランダムにゲノムに挿入、内在
性の遺伝子内に挿入時に産生されるレポー
ター遺伝子の融合 RNA を 5’RACE 等で同定
することにより未知遺伝子を単離する手法
であり、この方法により新規遺伝子の単離と
同時にその遺伝子破壊マウスによる新規遺伝子
の機能解析もできる利点がある。また、遺伝子ト
ラップの際にはレポーター遺伝子として β-geo
が挿入されるため、単離した遺伝子の発現の
局在を容易に解析することが可能となる。心
肥大、心不全病態においては、胎児期に強く
発現する遺伝子が再発現し機能することが
知られている。 
本研究では、心肥大、心不全の病態形成に

関わる心臓特異的な新規遺伝子の単離・同定
を目的に、マウス胎児期に心臓で強く発現す
ることを指標に遺伝子トラップ法を行ったと
ころ、トラップされたクローンの中からマウ
ス胎児において心臓特異的に発現するクロ
ーンを複数同定した。引き続き、そのトラッ
プベクターの挿入部位の同定を行い、lncRNA
である cardiac specific long non-coding RNA 
X(CSLR-X)領域に挿入されていることを明ら
かにした。CSLR-X ノックアウトマウス及び
その野生型同腹仔を用いた横行大動脈
banding による圧負荷心不全（TAC; 大動脈縮
窄術）モデル解析より、CSLR-X が心不全の
病態形成に対して保護的に作用する可能性
が見出された。 
 
２．研究の目的 

エピゲノムに制御に関わっているノンコ
ーディングRNAの機能解明という新たな観
点より心負荷への代償機構としての心肥
大・心臓リモデリングとその応答破綻であ
る心不全病態形成における新規 CSLR-X 

RNA の分子機構の解明を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）CSLR-X の機能解析ための CSLR-X 関
連遺伝子改変マウス作製とそれらの心機能
解析 
（２）CSLR-X と複合体を構成する構成因子
の探索のための網羅的解析 
（３）CSLR-X のヒトホモログの同定 
 
４．研究成果 
（１）CSLR-X の機能解析ための CSLR-X 関
連遺伝子改変マウス作製とそれらの心機能
解析：心臓特異的 CSLR-X 過剰発現マウス
（MHC- CSLR-X Tg）を作製し、心臓におい
て CSLR-X の高発現を認める系統 3 ラインを
樹立した。ライン樹立を行い、TAC モデル作
製後の経時的に心エコーおよび組織解析、心
不全関連遺伝子（ANP、BNP、Myh7、Serca2）
の発現変化を解析した。MHC-CSLR-X Tg
マウスは同腹仔の野生型と比べ、外見上、明
らかな表現型を認めず、心エコー、組織解析、
心不全関連遺伝子の明らかな発現変化を認
めなかった。次に、MHC-CSLR-X Tg マウス
を用いて TAC モデルを作製し、術後 6 週で心
エコーによる解析の結果を行ったところ、
MHC-CSLR-X Tg マウスは同腹仔の野生型
に比べ、明らかな心機能低下の抑制を認めた。
以上より、心臓における CSLR-X は心不全病
態形成において心保護作用が示唆された。 
（２）CSLR-X と複合体を構成する構成因子
の探索のための網羅的解析：CSLR-X と複合
体を構成する構成因子探索のため、全身性強
制発現 CSLR-X トランスジェニックマウス
（CAG-CSLR-X Tg）、CSLR-X KO マウスの
心臓組織を用いて、プロテオーム解析を行い、
複数の候補タンパクを同定した。その中で最
も 変 動 を 認 め る Hint1(histidine triad 
nucleotide-binding protein1)は CSLR-X KO の
心臓においてタンパクの発現上昇を認め、
CAG-CSLR-X Tg の心臓においてはタンパク
の発現低下を認めた。いずれのマウスにおい
ても Hint1 mRNA の発現変化は認めなかった。
以上より、CSLR-X は Hint1 の発現制御を転
写レベルではなく、翻訳レベルで抑制してい
ることが示唆された。 
Hint1 のマウス個体における心機能を含めた
表現型を解析するために、Hint1 欠損マウス、
心筋特異的 Hint1 欠損マウス（Hint1CKO; 
MHC-Cre）マウス、心筋特異的 Hint1 強制
発現(MHC-Hint1Tg)マウスを作製し、Hint1
欠損マウス、Hint1CKO; MHC-Creは樹立で
きたが、MHC-Hint1Tg のライン樹立は出来
なかった。 
（３）CSLR-X のヒトホモログの同定：マウ
スゲノム上でCSLR-Xに隣接する coding遺伝
子として 5’側に Hmgb2 と 3’側に Sap30 が存
在する。ヒトゲノム上においてもマウスと同
様に coding 遺伝子として HMGB2 と SAP30
が隣接して存在し、データベースによるとそ



れらの遺伝子間に 6 種類の lncRNA 転写産物
の存在を認めている。いずれも塩基配列上は
CSLR-X との相同性はない。 
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