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研究成果の概要（和文）：RNA代謝という新たな観点から心肥大メカニズムの解明に迫り、新たな心肥大関連因
子の探索を行った。肥大刺激下の新生仔マウス培養心筋細胞を対象とし、次世代シークエンサーを用いた2つの
アプローチからBtg2の標的遺伝子の探索を行ったところ、RNA・タンパク合成に関連する遺伝子が標的候補遺伝
子として挙げられた。イメージングサイトメトリーを用いた肥大刺激に対する細胞の形態評価に加え、細胞内の
肥大誘導因子であるカルシウム動態の評価系を樹立し、InVitroでの候補遺伝子の機能解析を進めた。またゼブ
ラフィッシュを用いた心臓のライブイメージングを行い、InVivoでの肥大刺激に対する表現型の検討を進めた。

研究成果の概要（英文）：For exploratory research aimed at regulatory mechanisms of cardiac 
hypertrophy through new perspective of RNA metabolism, we applied two genome-wide analyses to reveal
 targets of negative regulator of RNA metabolism, Btg2, in cardiomyocytes. We performed RNA sequence
 and RNA immunoprecipitation using Btg2 specific antibody coupled with high throughput sequencing 
(RIP-seq) to obtain genome-wide binding profiles of Btg2. From these analysis, 52 genes were listed 
for candidate Btg2 targeted genes in cardiomyocytes, which are related to metabolism of RNA and 
protein synthesis. To perform molecular functional analysis of these candidate genes, we establish 
analysis method to measure intracellular calcium dynamics using imaging cytometry. We are now 
working on verification of cardiac phenotype and gene expression under hypertrophic stimulation 
using zebrafish. These candidate genes through our exploratory research are expected to be new 
regulatory factor of cardiac hypertrophy.

研究分野： 心不全
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研究成果の学術的意義や社会的意義
従来心筋肥大に関する分子メカニズム解明の焦点は、遺伝子発現やタンパク合成であった。しかし、肥大刺激に
対するmRNAの安定性の変化（RNA代謝の変化）については未知の部分が多く、次世代シークエンサーを用いて、
Btg2を介したmRNAの安定性の網羅的解析は、従来とは全く異なったアプローチで心筋肥大の分子メカニズムに迫
るものと考えられる。またRNA代謝という観点での研究は、RNAの質的・量的制御のメカニズムを通し、心臓の恒
常性を維持していくメカニズムの解明にも今後つながっていくことが期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
心筋細胞は、神経体液性因子の慢性的な亢進状態や圧負荷による代償機構により、心筋肥大

を来す。心筋肥大は心室リモデリングをもたらし、心臓の線維化、心腔拡大および収縮能の低
下を来し、心不全の重要な原因の 1 つとなっている。現在、薬物・非薬物治療では改善が困難
なステージに進行した重症心不全患者においては、最終的な治療法は心臓移植のみであるが、
ほとんどが長期移植待機を要するのが現状である。我が国においても、左室補助人工心臓
（LVAD）による移植への橋渡し（Bridge to transplant）も普及しつつあるが、感染症や脳血
栓などの合併症などの問題点を多く抱えている。さらなる心肥大のメカニズムの解明および薬
物による予防法・治療法の開発が必要とされている。 
心筋細胞の肥大化メカニズムとして、肥大刺激による RNA・タンパク合成の亢進が大きく

関与している。タンパク量がオートファジー、ユビキチン・プロテアソーム系などで制御され
ることは広く研究されているが、心筋細胞の RNA 量制御に関してはほとんど未解明である。
しかし、我々は心筋細胞において RNA 分解制御因子である Btg2 を介して、RNA 分解による
心筋肥大抑制用を示したように、心筋における RNA 代謝機構による遺伝子発現量・タンパク
合成量の制御に着目したアプローチの重要性について多く報告されている。 
 
２．研究の目的 
 
我々は、心筋細胞において Btg2 による RNA 代謝機構を介した心筋肥大抑制作用を明らかに

した。さらにこの研究を発展させ、RNA 代謝という新たなアプローチから、心筋肥大のメカ
ニズムに迫り、心筋肥大に関連する新たな分子・シグナル伝達を明らかにし、その機能解析か
ら心疾患治療ターゲットを探索すること、を挙げた。 
本助成事業においては、下記項目を経て新たな心肥大関連因子の探索を目的とした。 
（１） mRNA 制御因子 Btg2 の標的候補遺伝子の網羅的探索 
（２） Btg2 標的遺伝子の同定 
（３） 生化学解析、細胞イメージング、動物モデルを用いて Btg2 標的遺伝子の機能解析 
（４） ヒト生体試料の遺伝子解析および臨床情報を含めた解析 
 
３．研究の方法 
 
（１）次世代シークエンサーを用いた網羅的解析による Btg2 の標的遺伝子の絞り込み 
①RNA-seq を用いて遺伝子発現変化量より標的遺伝子を絞り込む 
心筋細胞において、肥大刺激に応答し、様々な遺伝子の発現が上昇するが、Btg2 による強力

な mRNA 分解活性により、mRNA の質的・量的管理制御が働いている。新生仔マウス培養心
筋細胞に対して shRNA を用いて Btg2 をノックダウンし、フェニレフリン刺激下において遺
伝子発現変化を、次世代シークエンサーを用いた RNA シークエンスにより網羅的に解析し、
mRNA 発現量が上昇している遺伝子を Btg2 標的遺伝子として絞り込みを行う。 
②RIP-seq を用いて Btg2 を介して RNA 分解制御複合体が結合する標的遺伝子を絞り込む 

RNA 分解制御は、RNA 結合タンパクと RNA 分解制御複合体が標的 mRNA に結合すること
で起こるが、Btg2 は RNA 分解制御複合体と結合し、分解活性を活性化している。新生仔マウ
ス培養心筋細胞に対し、フェニレフリン刺激下において Btg2 に対する特異的抗体を用いて、
Btg2 を免疫沈降し、同時に回収される RNA を対象とし、次世代シークエンサーを用いたシー
クエンスを行い（RIP-seq）、網羅的に解析し、Btg2 標的遺伝子として絞り込みを行う。 
 
（２）Btg2 の標的遺伝子の同定 
①標的候補遺伝子の安定性の評価 

Btg2 強制発現に伴う RNA 分解亢進により、RNA の半減期短縮（RNA の不安定化）が生じ
る一方、Btg2 ノックダウンにより RNA 分解抑制により半減期延長（RNA の安定化）が生じ
る。上述の方法により絞り込まれた標的遺伝子を対象とし、Btg2 の存在の有無により、mRNA
の半減期の変化を評価し、Btg2 の直接的な標的遺伝子として同定していく。 
 
（３）生化学解析、細胞イメージング、動物モデルを用いた Btg2 標的遺伝子の機能解析 
 同定された Btg2 標的遺伝子について、培養心筋細胞における生化学的、分子生物学的解析
を行い、心筋肥大との関連性を評価していく。 
我々が確立したイメージングサイトメトリーを用いた心筋細胞の細胞イメージング解析を用

いて、遺伝子の強制発現およびノックダウンによる心筋細胞の形態・構造変化を評価する。ま
た、肥大誘導因子である細胞内のカルシウムイオンの動態をイメージングサイトメトリーを用
いて評価する。 
 また標的遺伝子改編ゼブラフィッシュを作製し、我々が確立したイメージングサイトメトリ
ーを用いたゼブラフィッシュの心機能評価法を用いて、In vivo における標的遺伝子と心機能と
の関連性を評価する。 
 



（４） ヒト生体試料の遺伝子解析および臨床情報を含めた解析 
 大阪大学附属病院には全国からの重症心筋症症例が集積し、300 症例を超す全エクソー
ムデータ、及び移植心 50 検体以上の RNA シークエンス発現データを取得している。これ
らデータベースに加え、心不全患者の臨床情報を踏まえて、Btg2 の発現と心不全の病態と
の関連性を評価していく。 
 
４．研究成果 
当初研究計画に則り、新生仔マウス培養心筋細胞を対象とし mBtg2 をノックダウンし、フ

ェニレフリン刺激に伴う遺伝子発現を、RNA シークエンスを用いて網羅的に解析した。RNA
発現量が上昇している遺伝子は 209 遺伝子同定できた。リン酸化関連タンパク、リボソーム関
連タンパク、アセチル化関連タンパクをコードする遺伝子が上位を占めており、フェニレフリ
ン刺激に対し、RNA・DNA 合成を促す因子を標的としていることが考えられた。新生仔マウ
ス培養心筋細胞に対してフェニレフリン刺激下に細胞質を回収し、Btg2 に対する特異抗体を用
いて免疫沈降を行ったところ、Btg2 の濃縮と、RNA 分解複合体構成因子も共沈降されてきて
いることを確認した。免疫沈降を行ったサンプルよりRNAを回収し、RNAシーケンスにより、
結合 mRNA を網羅的に解析した。結果、標的候補遺伝子は、398 遺伝子同定できた。リン酸
化タンパクやリン酸化酵素関連タンパクをコードする遺伝子が上位を占めていた。これら 2 つ
の網羅的解析方法から共通して挙げられた標的候補遺伝子は 52 遺伝子であった。これら遺伝
子の発現量変化、半減期を評価し、
標的遺伝子として同定すること
を試みたところ、shRNA を用い
て Btg2 をノックダウンすると、
フェニレフリン刺激により
mRNA 発現量が増加し、遺伝子
の半減期が延長することが確認
できた。（右図）引き続き、標的
候補遺伝子の中より標的遺伝子
を同定し、これら分子の心筋細胞
における機能評価および心肥大
との関連性を評価していく。 
我々が確立したイメージングサイトメトリーを用いた心筋細胞の細胞イメージング解析を用

いて、遺伝子の強制発現およびノックダウンによる心筋細胞の形態・構造変化を評価する。ま
た、イメージングサイトメトリーを用いて肥大誘導因子である細胞内のカルシウムイオンの動
態を、単一細胞レベルでかつ細胞種を識別して、多検体可能な評価系を樹立した。我々は、Cas9
ノックインマウスから抽出した新生仔マウス培養心筋細胞を対象とし、CRISPR/Cas9 システ
ムを用いた標的遺伝子の遺伝子編集技術は樹立しており、標的候補遺伝子のノックアウトは簡
便に行える。今後、Btg2 標的遺伝子として同定されてきた遺伝子をノックアウトし、細胞形態、
肥大刺激への応答性、カルシウム動態の評価を、引き続き行っていく予定である。 
ゼブラフィッシュに対しTol2トランスポゾンベクターを用

いて遺伝子導入させ、心室筋特異的に Btg2 を過剰発現させた
（cmlc2p-zBtg2-2A-mCherry）ゼブラフィッシュラインを有
しており、心臓に GFP が発現するゼブラフィッシュライン
（hspGFF3A）と掛け合わせ、mCherry 陽性群／陰性群の 2
群間で、心機能評価を行った。ベースライン（4pdf）では、
mCherry 陽性群で、壁菲薄化・心拡大を認める傾向を（右図；
上段 mCherry 陽性群、下段 mCherry 陰性群、Scale bar：
50µM）認め、引き続き、形態評価および肥大刺激に対する応
答性の評価を継続中である。また肥大刺激による心不全モデ
ルの作成、および Btg2 標的候補遺伝子改編モデルを作成し、
肥大との関連性の評価を予定している。 

Btg2 の発現およびその他遺伝子の発現プロファイルの作成に加え、心不全患者の臨床情
報を踏まえて、Btg2 の発現と心不全の病態との関連性を評価し、心不全の重症化の予防・
治療法の開発を目指し、心不全重症化の原因探索やメカニズム解明を引き続き行っている。 
 本助成事業を通して、RNA 分解制御という新たなアプローチから、心肥大の分子メカニズ
ム解明を試みている。肥大刺激に対し、RNA・タンパク合成の方向に強力に動いているが、と
同時に恒常性を維持するために、量的・質的制御を RNA レベルでも受けていることを見出だ
した。合成と分解のバランスが破綻した際に、心肥大へと向かっていくことが予想され、現在
挙げられてきている候補遺伝子を、InVitro、InVivo の両面から心肥大との関連性の評価を進
めている。 
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