
山形大学・学内共同利用施設等・理事

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）

１１５０１

基盤研究(C)（一般）

2020～2018

Sirt7 による非ヒストン核タンパク HMGB１ 制御機構の解明

Relationship between deacetylation of nuclear High-Mobility Group Box 1 and 
Sirt7 activation in failing heart

３０１６１６７３研究者番号：

久保田　功（Kubota, Isao）

研究期間：

１８Ｋ０８０５９

年 月 日現在  ３   ６ １０

円     3,500,000

研究成果の概要（和文）：核内 HMGB1は心筋細胞の恒常性制御機構に重要な役割を果たす。心不全の進展により
核内 HMGB1はアセチル化を受け、核外移行し、核内 HMGB1 の心筋保護作用が喪失する。心不全モデルでは脱ア
セチル化酵素Sirt7 の発現の低下を認めた。心不全患者でもSirt7発現の低下やHMBG1の核外移行を確認した。心
不全モデルを用い、Sirt7がHMGB1のアセチル化と心機能に与える影響を検討した。

研究成果の概要（英文）：HMGB1 is a DNA-binding protein associated with nuclear homeostasis and DNA 
repair. Decreased nuclear HMGB1 and Sirt7 expression were observed in the pressure-overload heart 
failure mouse model. Decreased nuclear HMBG1 and Sirt7 expression were also confirmed in patients 
with heart failure. Nuclear HMGB1 was acetylated and translocated to extracellular from 
intracellular as heart failure progresses, which attenuated the protective effect of nuclear HMGB1. 
We investigated the role of Sirt7 in deacetylation of HMGB1 and cardiac function in the heart 
failure model.

研究分野： 循環器内科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
核内 HMGB1は心筋細胞の恒常性制御機構に重要な役割を果たす。我々は核内 HMGB1のアセチル化が心筋細胞に与
える効果を検討し、心不全進展機構の解明を行ってきた。感染、糖尿病、虚血、圧負荷、加齢などのストレスに
よって、持続的にHMGB1 のアセチル化が生じている。HMGB1 の脱アセチル化機構の解明により、治療抵抗性の心
不全やリバースリモデリングを得るための治療法の開発に繋がる可能性がある。

※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 
 
 近年、高齢化に伴い緩徐進行性で無症候性の心不全や収縮機能の低下を伴わない（HFpEF）患
者が増加している。感染などの軽微な負荷によって症候性かつ治療抵抗性の心不全へと進展す
ることから、心臓老化の進展機序の解明と新規治療法の開発が急務である。ミトコンドリア機能
障害は細胞変性や Apoptosis を伴い、Huntington 病やパーキンソン病の進行（J. Clin. Invest 
2009, J Cell Sci. 2010)、加齢に伴う心不全の進展に関連する（Circ Res 2012, Nat Med 2007)。
ミトコンドリア障害に伴い酸化ストレスが亢進し、DNA 損傷や癌遺伝子の発現などによる過剰
な増殖刺激によって p53 依存性の老化シグナルが活性化する。 
High Mobility Group Box Protein 1（HMGB1）は、ヒストンや DNA に結合しクロマチン構造を
調節する非ヒストン核蛋白である（EMBO J. 2003）。また、核内 HMGB1 は傷害 DNA の塩基除去
修復作用や転写因子活性の調節作用を持っている。 
 我々は、ヒト心筋生検サンプルを用いて検討を行い、慢性心不全患者では HMGB1 の局在が核
内から核外へ移行していることを明らかにした。 
また、心筋梗塞時に HMGB1 が心臓保護作用を有すること（Cardiovasc Res. 2008）、大動脈縮窄
術（TAC）による圧負荷モデルにおいて心筋の DNA 傷害が HMGB1-TG マウスが抑制されているこ
と、HMGB1 がアセチル化によって核内から核外へ移行し胎児型遺伝子を発現し心筋機能障害をき
たすことを報告した（Cardiovasc Res. 2013）。さらに、核内の HMGB1 は 心筋保護タンパクで
ある HSPB1 の発現を促すことで心筋 Apoptosis を抑制することを明らかにした（J Mol Cell 
Cardiol. 2015）。従って、心筋細胞核内の HMGB1 が心筋細胞の恒常性の維持に作用していると
考える。 
 Sir2 はカロリー制限による寿命延長効果に関与する NAD＋依存性ヒストン脱アセチル化酵素
として機能し哺乳類ホモログとして Sirt1 から Sirt7 までが同定されている。 
Sirt1, 6, 7 が核内に存在し、肝細胞では加齢によって Sirt1, Sirt7 の発現が低下すること
（Mol Biol Cell. 2013）、Sirt6, Sirt7 ノックアウトマウスは HMGB1 ノックアウトマウスと
類似したフェノタイプをきたすことから我々は Sirt7 に着目した。心臓線維芽細胞の Sirt7 
は Autophagy により TGFβ受容体発現を制御し心筋梗塞後の心破裂に関与する（Circulation. 
2015）が、心筋細胞に与える役割は不明である。 
 HMGB1 がアセチル化を受け核外へ移行すると、HMGB1 による DNA 修復機構が障害を受け、ま
た心筋細胞からの胎児型遺伝子が発現し続ける状態に陥っている。レニンアンジオテンシンア
ルドステロン系（RAAS）阻害薬、βブロッカーを用いても HMGB1 のアセチル化は持続しており、
治療抵抗性の心不全や HFpEF の発症の誘因となっている可能性がある。そこで、Sirt7 が HMGB1 
脱アセチル化の機構と心筋細胞保護作用にどのように関与するかを明らかにすることができれ
ば、心不全患者に対する新規治療法の開発につながると考えた。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、HMGB1 と Sirt7 の相互作用に着目し、Sirt7 による HMGB1 のアセチル化に

与える効果を明らかにすることである。心不全において心筋細胞の Sirt7 の発現が減少するこ
と、アセチル化を受けると核内 HMGB1 が心筋保護作用を喪失すること、Sirt7 の発現を維持す
ることにより、HMGB1 のアセチル化が抑制され心機能が維持されることを明らかにする。 
我々は核内 HMGB1 のアセチル化や心筋細胞に与える効果に関して以前から着目し心不全進展

機構の解明を行ってきた。感染、糖尿病、虚血、圧負荷、加齢などのストレスによって、持続的
に HMGB1 がアセチル化しているため、HMGB1 の脱アセチル化機構の解明によって、治療抵抗性
の心不全やリバースリモデリングを得るための治療法の開発が期待できるため、in vitro, in 
vivo とも世界に先んじた研究といえる。 
本研究によって、我々がこれまで明らかにしてきた心筋細胞の恒常性制御機構に対する核内 

HMGB1 の意義に対する理解を深め、加齢に伴う心不全、治療抵抗性の心不全や HFpEF の進展機
序を明らかにしていくことが可能となる。HMGB1 のアセチル化に対する治療法の開発は、これら
の慢性心不全に対する新規治療標的分子の発見につながり、基礎研究を臨床研究へ応用するこ
とが可能となることが期待される。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) HNGB1 と Sirt7 の相互作用の検討 
 培養心筋細胞を用いて Sirt7 と HMGB1 との結合や 脱アセチル化に与える効果を Western 
blotting と免疫沈降法で検証する。Angiotensin II 刺激による心筋細胞肥大を顕微鏡的検討
や BNP-luc, ANP-luc を用いた luciferase assay で行う。EGFR, ERK1/2, AKT 活性を Western 



blotting 法、アセチル化で低下する HSPB1 promoter 領域への HMGB1 の結合を Chip assay 
で検討する。 Doxorubicin 刺激による心筋細胞アポトーシスに関する検討を、real-time PCR, 
western blotting 法で HSPB1, BCL-2, BCL-xl の発現の評価, Caspase 活性を Western 
blotting 法で、apoptosis 細胞の検出を TUNEL assay、DNA 傷害に与える効果を Comet assay 
と 8-OHDG の免疫染色法で行う。 
 
(2) Sirt7 による HMGB1 の脱アセチル化による Autophagy 制御について  
 先行研究では K 2, K11 のアセチル化によって核外に移行することが報告された。しかし 
Autophagy  制御タンパクである Beclin 1 と HMGB1 との結合に与える影響はあきらかでない。
そこで、アセチル化 HMGB1 に伴う Beclin 1 の結合や Sirt7 による脱アセチル化の意義に関し
て免疫沈降法、Western blotting を用いて検討を行い、Sirt7 と HMGB1 を介した Autophagy 
制御システムを明らかにする。また、K2, K11 の mutation を行い、Sirt7 による HMGB1 の制
御領域を明らかにする。 
 
(3) ヒト心筋細胞での HMGB1, Sirt7 の発現の評価 
 ヒト生検サンプルを用いた検討では、核内 HMGB1 の減少が心不全重症度や拡張能指標である 
E/E’ の上昇と相関していた。そこで、Sirt7 の発現を免疫染色法で検討し、心不全の重症度や
心機能との比較検討を行う。培養心筋を用いた実験、マウスを用いた検討では、Sirt7 の発現が 
ROS, Angiotensin II,  加齢によって低下していたことから心不全患者の生検サンプルでも同
様の傾向を認めることが予想される。 
 
(4) Sirt7 過剰発現マウスを用いた検討 
 心臓特異的過剰発現マウスに、TAC 手術, Doxorubicin 投与を行い、心臓エコーとカテーテ
ルを用いて心機能評価を行う。HMGB1 のアセチル化、肥大シグナルを Western blotting 法で検
討する。心臓のストレス下における autophagy の評価を Western blotting 法、電子顕微鏡を
用いて検討する。心筋細胞 apoptosis を TUNEL 法、caspase-3 の Western blotting で検討す
る。 
 
 
４．研究成果 
 
心不全患者で、最適な薬物療法を行っても、治療抵抗性でリバースリモデリングが得られない

患者がいる。治療にもかかわらず、様々な病態で HMGB1 のアセチル化が認められ、治療抵抗製
の一因になっていると仮説を立てた。そこで、HMGB1 の脱アセチル化を促す分子ターゲットして
脱アセチル化酵素の重要性に着目し、さまざまな脱アセチル化酵素の発現を圧負荷心不全モデ
ルを用いスクリーニングを行ったところ、Sirt7 の発現の低下を認めた。HMGB1 Tg マウス、Sirt7
ノックアウトマウスはどちらも低血糖をきたすことが知られており、機能的にも類似するメカ
ニズムが関与している可能性がある。Sirt7 が HMGB1 の脱アセチル化を促し、HMGB1 の DNA 傷
害修復機構やミトコンドリア機能を改善し、心筋細胞保護作用のみならずリバースリモデリン
グ作用を有するか検討を行った。その結果、HMGB1 と Sirt7 の作用、Sirt7 による心筋保護効果
を検討し、HMGB1 に Sirt7 が結合し HMGB1 脱アセチル化に寄与していること、Sirt7 が心筋細
胞肥大を抑制すること、重症心不全患者では Sirt7発現の低下やHMBG1の核外移行を確認した。
心臓特異的 Sirt7 過剰発現マウスを作成している。TAC、Angiotensin II 持続投与による心肥大
モデル、心筋梗塞モデル、ドキソルビシン投与になどによる心不全モデルの作成と心機能解析を
行う。 
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