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研究成果の概要（和文）：医学の進歩にもかかわらず大動脈弁狭窄症の発症を抑制する薬物療法はない。大動脈
弁狭窄症の発症には、大動脈弁硬化と左室肥大が関与する。我々はユビキチン転移酵素ITCHおよびCircular RNA
 ITCHに注目して検討を行った。circular RNA ITCHの標的であるmiR214は予想に反して、大動脈弁狭窄症で著名
な変化を認めなかった。そこで、ITCHに注目して検討を行いITCHはDvlを標的蛋白質とし、Wnt/βカテニン経路
を介して左室肥大を抑制することを発見し、報告した。人大動脈弁サンプルでは、ITCHの発現が低下しており、
ITCHの機能低下が大動脈弁硬化に関与することを発見した。

研究成果の概要（英文）：Left ventricular hypertrophy and aortic valve calcification are associated 
with the development of aortic stenosis. We examined the role of circular ITCH and ITCH on the 
development of aortic stenosis. Unexpectedly, expression level of miR214, a target of circular ITCH,
 was not changed after left ventricular hypertrophy induced by transverse aortic constriction. Thus,
 we focused on the ubiquitin E3 ligase ITCH, but not circular ITCH, and found that ITCH attenuates 
left ventricular hypertrophy through Wnt/β catenin signaling pathway. Furthermore, mRNA expression 
level of ITCH in aortic valve was lower in patients with AS than in those without it. These findings
 suggest a pivotal role of ITCH in the development of aortic stenosis and identify ITCH as a 
potential treatment target for preventing aortic stenosis.

研究分野：循環器領域

キーワード： ITCH E3 ligase　cardiac hypertrophy　aortic stenosis

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ユビキチン転移酵素ITCHが大動脈弁狭窄症発症(左室肥大や大動脈弁硬化)に関連することを示した。左室肥大に
関しては、心筋特異的ITCH過剰発現マウスを用いて、ITCHがWnt/βカテニン経路を介して、野生型マウスに比較
して心肥大を抑制し、心機能を改善することを示した。大動脈弁硬化に関しては、人大動脈弁サンプルを用い
て、大動脈狭窄症の発症に、ITCHの機能低下が関与することを示した。また、ITCHがRunx2の発現を抑制するデ
ータを得た。本研究により得られた新たな知見から、ITCHが左室肥大と大動脈弁硬化に対する新たな治療標的と
なりうる可能性が示唆された。

※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 

生活様式の変化や人口の高齢化に伴い大動脈弁狭窄症は増加傾向にある。医学の進歩に

もかかわらず、有効な薬物療法が確立しておらず、依然として死亡率の高い疾患である。こ

れまで、大動脈弁狭窄症の適切な動物モデルが少なく、病態解明や新たな薬物治療の開発に

は至っていない。大動脈弁狭窄症は、先天性二尖弁を除けば、多くが加齢・動脈硬化による

加齢性大動脈弁狭窄症である。大動脈弁の硬化および大動脈弁狭窄に伴う左室圧負荷によ

る左室肥大が主な形態的変化である。これらの形態変化に共通の病態を解明することで、新

たな薬物開発につながると考えられる 

ユビキチン転移酵素 ITCH は 113ｋDa のタンパク質で、標的タンパク質を認識する WW

領域、HECT領域を含めた４つの領域から構成される。WW領域は、標的タンパク質の PPXY

配列を認識し、HECT領域が直接ユビキチンを標的蛋白質に付加する。標的蛋白質と相互作

用することで細胞内の恒常性維持・シグナル伝達・細胞死・細胞形態を調節する機能を有す

る。Circular RNAは、恒常的に細胞内に発現しており、近年その役割が注目を集めている。

従来はスプライシングエラーによる産物と考えられていたが、miRNA と同様に転写調節に

関与することが報告された。Circular ITCHは、種々の癌細胞において、ITCHの 3’非翻訳領

域近辺に寄り添うように発現しており、miR7 や miR214 といった発がん性 miRNA を吸着

し、ITCHの転写を促進する。 

ITCHは様々なタンパク質を標的とし、Circular ITCHは様々な miRNAを標的とするが、

我々は Dishevelled protein (Dvl)と miR214に注目した。DvlはWnt/β catenin 経路の主要な調

節因子である。Wnt/β catenin 経路は大動脈弁の石灰化、左室肥大において重要な役割を担

うと報告された。Dvlは Dvl１・Dvl2・Dvl3の 3種類が存在するが、Dvl1心筋特異的過剰発

現マウスは左室肥大を来し、Dvl１ノックアウトマウスは左室肥大を抑制することが報告さ

れた。また、miR214は、EZH2を介して心肥大を促進することが報告された。 

 

 

２．研究の目的 

大動脈弁狭窄症において細胞内のシグナル伝達を担うタンパク質がユビキチン修飾を受け

ることに注目した。ユビキチン転移酵素 ITCHは、Dvlと相互作用することでWnt/β catenin 

経路を介して左室肥大や大動脈弁硬化を抑制する可能性がある。また、Circular ITCH を過

剰発現することで、ユビキチン転移酵素 ITCHの発現も増加し、miR214や Dvlの発現を抑

制する可能性がある。ITCHや Circular ITCHを調節することで Wnt/β catenin経路を中心と

した複数のシグナル伝達系を介して、強力に大動脈弁の硬化や心肥大を抑制し、大動脈弁狭

窄症や心不全発症を抑制すると仮説をたてた。本研究の目的は、大動脈弁狭窄症発症におけ

るユビキチン転移酵素 ITCH と Circular ITCHの役割や機能を検討するである。 

 

３．研究の方法 

左室肥大に関する実験系と大動脈弁硬化に関する実験系の二つに分けて研究を行った。 

〇左室肥大に関する実験系 

新生仔ラット心筋細胞と H9C2 心筋細胞による細胞実験および心臓特異的 ITCH 過剰発現マウス



を用いた動物実験を行った。 

細胞実験において、免疫沈降法を用いて、ITCH と Dvl の相互作用を検討した。同様に、ユビ

キチン化の評価を行った。心肥大刺激として、Wnt3a 刺激、Angiotensin II 刺激、Endothelin-

1 刺激を行った。心肥大の評価として、Myh7 のｍRNA 発現や免疫染色で細胞サイズを計測した。

心筋細胞に ITCH を過剰発現や knockdown することで、ITCH の機能が心筋細胞肥大に与える影響

を検討した。 

 動物実験においては、大動脈縮窄手術により左室肥大を誘導した。心筋特異的 ITCH 過剰発現

マウスと野生型マウスを用いて、左室肥大を比較検討した。心臓超音波検査を行い、心収縮能を

比較検討した。また、大動脈縮窄手術後の生存率を比較検討した。 

 

〇大動脈弁硬化に関する実験系 

豚間質細胞による細胞実験を行った。Osteogenic medium による刺激を行った。 

人大動脈弁サンプルを採取し、マイクロアレイで遺伝子発現を解析した。 

 

４．研究成果 

〇左室肥大に関する成果 

左室肥大のモデルとしてマウスに大動脈縮窄手術を施行した。手術後 28 日で評価を行ったとこ

ろ、野生型マウスでは、Circular ITCH の標的である miR214 は発現量が 1.4 倍と有意ではあっ

たが、著名な変化を認めなかった。また、ITCH の mRNA レベルでの発現を検討したが、心肥大刺

激で著変なく、心肥大に関しては Circular ITCH による ITCH の転写調節への関与が少ない可能

性が示唆された。一方、ITCH や ITCH の標的タンパク質である Dvl１や Dvl２は既報通り、大動

脈縮窄手術後に有意な増加を示した。そのため、左室肥大に関しては Circular ITCH ではなく

ITCH に注目して検討を行う方針とした。 

ユビキチン転移酵素 ITTCH は、心筋細胞において Dvl１・Dvl2・Dvl3 と相互作用を認めた。ITCH

を心筋細胞に過剰発現すると、心肥大刺激（Wnt3a 刺激・AngII 刺激・ET-1 刺激）に対して、心

筋細胞肥大を抑制した。逆に siRNA で ITCH を knockdown すると、心肥大刺激後に心筋細胞肥大

が増悪した。心筋特異的 ITCH 過剰発現マウスは、大動脈縮窄手術後に生存率が高率で心機能が

保持された。以上から、ITCH は左室肥大を抑制し、心不全発症を予防する可能性が示唆された。 

〇大動脈弁硬化に関する成果 

人大動脈弁サンプルを用いて、マイクロアレイで遺伝子発現を解析した。大動脈弁狭窄症症例と

大動脈弁閉鎖不全症の大動脈弁を比較した。ユビキチン転移酵素 ITCH は、大動脈弁狭窄症の弁

サンプルでは有意な発現の低下を認めた。本結果より、人において大動脈弁狭窄症発症において、

ITTCH の機能低下が関与する可能性が示唆された。豚大動脈弁間質細胞に、Osteogenic medium

刺激を行うと Runx2 の発現が亢進し、大動脈弁石灰化が惹起される。Runx2 は ITCH の基質であ

る。豚大動脈弁間質細胞にユビキチン転移酵素 IITCH を過剰発現したところ、Runx2 の発現が蛋

白質レベルで抑制された。これらの結果を踏まえて、ITCH が大動脈弁硬化を抑制する可能性が

あり、実験を継続中である。 
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