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研究成果の概要（和文）：近年、心不全発症により障害を受けた心筋細胞は断片化DNAの蓄積だけでなくDNA損傷
応答（DDR）活性化を認めており、DDRに誘導される炎症性サイトカインによって心不全の病態悪化促進が明らか
となっている。しかし、心不全病態発症、進展において心筋細胞のDDR活性化を制御する詳細な分子機構は十分
に解明されていない。本研究ではDDR関連遺伝子改変マウスを用いた心不全病態モデルマウスの検討で、心筋細
胞のHint1発現を減少させることによって心不全病態形成におけるDDR活性化を抑制し、心保護作用を明らかにし
た。またDDRが原因とされるアドリアマイシンの心毒性の抑制にもHint1発現減少の有効性を認めた。

研究成果の概要（英文）：Recently, cardiomyocytes that have developed heart failure show not only 
accumulation of fragmented DNA but also DNA damage response (DDR) activation is observed, and 
inflammatory cytokines induced by DDR exacerbate the development of heart failure. Although it has 
been clarified that DDR activation of cardiomyocytes plays an important role in the development of 
heart failure pathology, the detailed molecular mechanism that regulates DDR activation in 
cardiomyocytes is not fully elucidated. In this study, the analysis of heart failure model mice 
using DDR-related gene-modified mice revealed that reducing the expression of Hint1 in 
cardiomyocytes suppresses DDR activation in the development of heart failure and has a 
cardioprotective effect. Furthermore, reducing Hint1 expression was found to suppress the 
cardiotoxicity of adriamycin caused by DDR.

研究分野： 心不全

キーワード： 心不全　DNA損傷応答

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は、依然として予後不良の疾患である心不全に対してDDR活性化抑制という新たな観点からの予防
や新規治療法開発に繋がる可能性が期待される。さらに、近年、高齢化によって循環器疾患とがんを合併する患
者が多く認められ、化学療法の進歩によりがんの治療率は格段に向上しているが、それに伴って薬剤による心毒
性という副作用が問題となっている。本研究の成果はDDR活性化が原因とされるアドリアマイシンの心毒性の軽
減にも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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

生活習慣の多様化により高血圧の増加を背景に心不全患者数は年々増加傾向にある。医学技
術の目覚ましい進捗にも関わらず、心不全の予後は未だ不良であり、超高齢化社会時代を迎えた
本邦では健康長寿社会実現のために心不全の有効な予防・治療法開発が重要な意義を持つ。重症
化した心不全は心臓移植以外に根本的な治療がないのが現状である。そのためには心不全病態
の発症・進展機構の分子基盤解明が急務である。 
心不全の病態生理学的機序を考える上で重要な事実は哺乳類の心臓内の心筋細胞のほとんど

は最終分化した成熟細胞であり、心機能の低下した心不全のように心筋に損傷を受けた場合、心
筋細胞の再生、自己修復ができない点である。実際、拡張型心筋症の末期心不全の心筋細胞には
断片化 DNA が認められ、アポトーシスによる心筋細胞の消失・脱落による心筋細胞数の減少が
拡張型心筋症患者の心不全の悪化に関わっている可能性が報告されている（Narula J et al., N Engl 
J  Med. 1996）。心筋細胞の断片化 DNA は、ラット、マウスの上行大動脈狭窄による圧負荷心不
全モデル(TAC)においても確認されている。近年、Higo T らは心不全の心筋細胞において DNA
損傷だけでなく DNA 損傷応答（DNA damage response; DDR）活性化も見出し、心不全を発症し
た心筋細胞において一本鎖 DNA 切断が蓄積しており、修復されず蓄積した一本鎖 DNA 切断が
DDR を活性化し、さらに NF-kB シグナルを介して炎症性サイトカインの活性化を認めた。さら
に DDR を制御する Ataxia Telangiectasia Mutated（ATM）遺伝子の欠損マウスを用いて TAC モデ
ルを作製、検討したところ、ATM 欠損により持続的に DDR を遮断することで心不全悪化の抑
制を認めた。このことから心不全病態発症および進展において DNA 損傷による一本鎖 DNA 切
断の蓄積と ATM を介した DDR 活性化が重要な役割を果たしていると報告した（Higo T et al., 
Nat Commun. 2017）。この報告より心不全病態において DDR 活性化を抑制することが心不全の
新しい治療法として繋がる可能性が考えられた。興味深いことに、ヒト心不全の心筋細胞を電子
顕微鏡レベルで観察するとアポトーシスでもネクローシスでもない断片化DNA陽性心筋細胞が
認められ（Kanoh M et al., Circulation. 1999）、さらに断片化 DNA 陽性心筋細胞は予後の良好な
肥大型および拡張型心筋症に同頻度の存在が報告された（Koda M et al., J  Pathol. 2003）。このこ
とから心筋細胞の DDR 活性を抑制することによって、心不全病態発症、悪化を抑制・阻止でき
る可能性が示唆されるが、心不全病態形成において DDR 活性化を制御する詳細な分子機構は十
分に解明されていないのが現状である。 
また、高齢化と生活習慣の欧米化によって循環器疾患とがんを合併する患者が多く認められ

るようになった。近年、化学療法の進歩によりがんの治療率は格段に向上しているが、それに伴
って薬剤による副作用が問題となっており、生命予後や QOL を左右する大きな要因となってい
る。腫瘍循環器学の化学療法の副作用に関しては、アドリアマイシンの DDR を介した心筋障害
の進展による心毒性が大きな問題となっている。しかし、その分子病態は不明な点が多く、心毒
性の発症メカニズムの基礎的検討が必要である。 
このように、心不全病態形成おいて DDR 不活性化による抗心不全作用のメカニズムは十分に

解明されておらず、DDR 不活性を介した心不全病態進展の遅延あるいは阻止に関する新たな治
療戦略の開発が急がれる。 

 
２．研究の目的 

準備研究にて同定された心不全病態形成に関与する DDR 制御関連遺伝子を軸に、遺伝子改
変マウスを用いて DDR 不活性化による心不全病態発症および進展の抑制のメカニズムを明らか
にする。さらに DDR 活性化による心筋障害が原因とされる抗がん剤アドリアマイシン（一般名:
ドキソルビシン）の重大な副作用である心毒性の抑制効果についても検討を行う。これらを明ら
かにすることで DDR 不活性化を介した心不全病態進展の遅延あるいは阻止に関する新たな治療
戦略の開発に繋がる研究基盤の可能性を見出す。 
 
３．研究の方法 
本研究の準備研究においてマウス横行大動脈縮窄圧負荷心不全（Transverse aortic constriction; 

TAC）モデルを用いた発現解析により下記の 3 種類の DDR 制御関連遺伝子を同定した。 
(1) Hint1（Histidine triad nucleotide-binding protein 1） 
遺伝子トラップ法より心臓に豊富に発現を認める lncRNA Caren を同定し、Caren 関連遺伝子改変
マウスを用いた TAC 術後の心機能解析から心不全病態形成に関して Caren は心保護作用をもつ
ことを見出した。さらに、Caren 関連遺伝子改変マウスの心組織を用いたプロテオーム解析より
変動を認める複数の遺伝子を同定した。その中で最も変動を認める Hint1 は、以前の報告より
DDR の ATM 制御に関与すること、また Hint1 発現減少により放射線照射誘導性 DNA 障害によ
る DDR 活性化の抑制が明らかになっている（Li H et al., J .Cell Biol. 2008, Wei X et al., Oncol Lett.  
2018）。また、全身性に Caren を強制発現させた CAG-Caren Tg マウス及び心筋特異的に Caren
を強制発現させたMHC-Caren Tg マウスを用いた TAC モデルの検討において、どちらの Tg マ
ウスにおいても対照群（同腹仔の野生型）に比べ、抗心不全作用を認めるとともに Hint1 タンパ
ク発現の明らかな減少を認めた。一方、Caren KO マウスを用いた TAC モデルの検討では、野生



型に比べ、心不全のさらなる悪化を認め、Hint1 タンパク発現の明らかな上昇を認めた。以上の
結果より心不全病態形成に関して Hint1 の発現減少により心保護作用を示すことが見出された。
以上をふまえ、Hint1 に関する研究方法としては、心筋特異的 Hint1 過剰発現マウスの作製
（MHC-Hint1 Tg）およびラット心筋細胞 H9c2 細胞にレンチウィルスを用いて HINT1 強制発現
細胞を作製し、XFe24 extracellular flux analyzer（Seahorse Bioscience）によるミトコンドリア機能
解析を行った。また、マウスバイオリソース European Mouse Mutant Archive （EMMA）より
C57BL/6N 背景の遺伝子改変の凍結精子（Hint1tm1b(EUCOMM)Wtsi；EM05220）を購入し、Hint1 遺伝
子改変マウスの作製、導入を行った。Hint1 遺伝子欠損マウス（Hint1 KO）の樹立に関しては、
EMMA より購入した凍結精子及び Cre/lox-mediated recombination システムを利用し、C57BL/6N
の卵に Cre mRNA を導入し作製を行った。また、Hint1 conditional KO マウス（Hint1 cKO）の樹
立に関しては、凍結精子と Flp/Frt-mediated recombination システムを利用し、C57BL/6N の卵に
Flp mRNA を導入し作製を行った。そして Hint1 cKO をMHC-Cre Tg と交配し、心筋特異的 Hint1
欠損マウス（MHC-Cre; Hint1 cKO）を作製、樹立を行った。Hint1 KO マウスとMHC-Cre; Hint1 
cKO を用いて TAC モデルを作製し、小動物用超音波測定装置 Vevo2100（FujiFilm VisualSonics）
による心機能解析、心臓組織解析、mRNA、タンパク発現解析、心臓からミトコンドリアを抽出
し、ミトコンドリア機能解析を行った。また、MHC-Cre; Hint1 cKO を用いてドキソルビシン投
与し（25mg/kg, 腹腔内投与）、心筋症モデルマウスを作製後、心機能解析を行った。また、ヒト
心筋における発現解析を行うため、当大学医学部細胞病理学分野に保管されているヒト剖検で
死因が慢性心不全、非慢性心不全の検体症例の心組織をそれぞれ 10-15 症例準備し、免疫染色解
析およびパラフィン切片からの抽出した RNA による qRT-PCR 解析を行った。 
(2) Hmgb2（High-mobility group protein B2） 
非ヒストン核タンパクである Hmgb2 は近年 DDR の ATM-p53-p21 経路の関与が報告されている
（Kim HK et al.,Mol Cells 2018）。準備研究として TAC 術後の心臓において Hmgb2 の発現上昇
を認め、さらに Hmgb2 KO マウスを用いた TAC モデル解析ではホモマウス（Hmgb2-/-）は野生
型に比べ肺水腫を伴う著明な心機能低下と p53 活性化の上昇を認めた。このことより Hmgb2 は
心不全病態形成において DDR の抑制を介した心保護作用の可能性が示唆された。以上をふまえ、
Hmgb2 に関する研究方法としては、心筋特異的 Hmgb2 マウスの作製（MHC-Hmgb2 Tg）を行
った。また、ドキソルビシン投与による心筋症モデルマウスを作製し、心機能を検討した。 
(3) Trp53cor1（Tumor protein p53 pathway corepressor 1, lincRNA-p21） 
p53 の転写標的分子、長鎖遺伝子間 non-coding RNA である Trp53cor1 は TAC 術後左室腔側の心
筋組織限局的に高発現を認め、Trp53cor1KO マウスを用いた TAC 解析（術後 6 週齢）では野生
型に比べ肺水腫を伴う著明な心機能低下を見出した。Trp53cor1 の解析は in vitro の研究がほとん
どであり、生体における心不全病態形成の研究はなく、近年 Trp53cor1 は DDR により発現誘導
され、DNA 障害との関与が報告されている（Huarte M et al., Cell 2010, Dimitrova N et al., Mol Cell. 
2014）。このことより Trp53cor1 は心不全病態形成において DDR の抑制を介した心保護作用の
可能性が示唆された。以上をふまえ、Trp53cor1 に関する研究方法としては、全身性 Trp53cor1 
欠損マウス（Trp53cor1 KO）を用いて TAC 作製を行い、心機能解析、心臓組織解析、mRNA、
タンパク発現解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) Hint1  
C57BL/6N 系統マウスを用いて心不全病態形成における Hint1 の発現解析を行ったところ、心組
織における Hint1 のタンパク発現は TAC 術後 2, 4, 8 週にかけて明らかな増加を段階的に認め、
Hint1 が心不全病態に関与していること見出した。心不全病態形成における Hint1 の発現増加の
意義を調べるために、心筋細胞において Hint1 の発現増加による心機能への影響の検討を行っ
た。まず、C57BL/6N 系統の心筋特異的 Hint1 過剰発現マウス（MHC-Hint1 Tg）マウスの作製
を 2 度行ったが、個体の樹立はできなかった。次にラット心筋細胞株 H9c2 に Hint1 を強制発現
させた細胞株を作製し、ミトコンドリア機能解析を行ったところ、強制発現群は対照群に比べ、
ミトコンドリア機能低下を認め、心筋細胞での Hint1 の発現増加は心機能を低下させる可能性が
示唆された。逆に、Hint1 の発現低下による心機能への影響を検討するため、C57BL/6N 系統の
Hint1 KO マウス作製した。Hint1 KO のホモマウス（Hint1-/-）は、出生後、明らかな異常を認め
なかったが、離乳後、同腹仔の野生型（Hint1+/+）、ヘテロ（Hint1+/-）に比べ明らかな体重減少
を認めた。129 系統の Hint1 KO マウスのホモは野生型に比べ明らかな体重減少の報告があり（Su 
T et al., Proc Natl Acad Sci USA. 2003）、同様の結果だった。当初 10-12 週齢のホモと野生型に
TAC モデル解析を行う予定だったが、ホモは大動脈のサイズが小さいため、横行大動脈の縮窄
に関して野生型と同程度の縮窄の作製が不可と判断し、体重比較で野生型と差異を認めないヘ
テロ（Hint1+/-）を用いて検討を行った。TAC 術後のヘテロの心機能は、同腹仔の野生型に比べ、
心機能低下の明らかな抑制を認めた。また、ヘテロは体重当たりの心重量、肺重量の増加抑制、
心肥厚の抑制、心筋細胞肥大の抑制、心臓マーカーの発現抑制を認め、心臓における Hint1 減少
は抗心不全作用を示した（Nat Commun. 2021）。さらにヘテロは、野生型に比べ ATM リン酸化
の明らかな減少を認めており、DDR 活性の抑制も示唆された。さらに心筋細胞特異的に Hint1 を
欠損させるために心筋特異的 Hint1 KO（MHC-Cre; Hint1 cKO）マウスを作製し、MHC-Cre; 
Hint1F/F と Hint1F/F を用いて TAC モデルを作製し、解析を行った。TAC 術後のMHC-Cre; Hint1F/F



の心機能は、対照群である同腹仔の Hint1F/F に比べ、明らかな心機能低下の抑制を認めた。以上
から心不全病態形成において、心筋細胞の Hint1 の発現上昇を抑制することで心保護作用を示す
ことが示唆された。さらに、心筋細胞における Hint1 の欠損による DDR 誘導性の心筋障害の抑
制について検討を行った。MHC-Cre; Hint1 cKO マウスを用いてドキソルビシン投与による心筋
症モデルマウス（Shinmauchi T et al., J CI Insight, 2017）を作製し、ドキソルビシン投与後 5 日目
に心機能解析を行ったところ、MHC-Cre; Hint1F/F の心機能は Hint1F/F と比べ、心機能低下の明
らかな抑制を認めた。以上より、心不全病態形成における Hint1 の発現制御は DDR 活性化を抑
制し、心不全病態の進展抑制だけでなく、ドキソルビシンの心毒性による心機能低下を抑制する
可能性が示唆された。また、慢性心不全、非慢性心不全の剖検症例の心組織を用いて免疫染色に
よる HINT1 タンパク発現とパラフィン切片からの抽出した RNA を用いて心不全マーカーであ
る BNP の発現について解析を行った。BNP の高い症例では心筋組織の HINT1 タンパク発現が
高く、BNP の低い症例については HINT1 タンパク発現を低く認めた。このことより、マウス TAC
術後の心臓における Hint1 の発現上昇と同じように、ヒト心不全において心機能低下（BNP 上
昇）の症例で HINT1 の高発現を見出した。今回のマウスとヒトの研究成果より、心不全病態発
症、進展において Hint1 発現を低下させることにより DDR 活性化抑制という新たな観点からの新規
治療法開発の可能性が期待される。さらに DDR が原因とされるアドリアマイシンの副作用である
心毒性の軽減にも期待されると考える。 
また、DDRにより活性化される ATM-53-p21経路について、ラット H9c2とマウス P19CL6の
心筋培養細胞株を用いて検討を行った。それぞれの細胞株で Hint1 siRNAと control siRNA 、Hint1
強制発現ベクターとコントロールベクターを用いて p53、p21の発現解析を行ったが、マウス個
体の心臓で示した Hint1と DDR活性化関連の結果とは異なる結果となった。今後、培養条件等
の検討を行い、in vivoと in vitroの結果の再評価が必要である。 

 
(2) Hmgb2 

 Hmgb2 と DDR 制御の関連を検討するため、Hmgb2 KO マウスを用いてドキソルビシン心筋
症モデルを作製し検討した。ホモマウス（Hmgb2-/-）は同腹仔の野生型と比べ、左室収縮率、拡
張末期左室径について明らかな差を認めなかった。このことからドキソルビシン誘導性の DDR
活性化による心筋障害において Hmgb2 は関与していない可能性が示唆された。 
アミノ酸配列で Hmgb2 と 80%以上の構造的相同性を持つ同じファミリーの Hmgb1 は DDR 制

御に関連しており（Takashi T et al., JACC Basic transl Sci. 2019）、さらに様々な病態モデルにお
いてHmgb1とHmgb2は相補的に細胞内局在の変動が報告されている。Hmgb2だけでなくHmgb1
の核内、核外への複雑な局在変化によって DDR が制御されている可能性も考えられる。今後、
Hmgb1 と Hmgb2 の細胞内の局在の観点から Hmgb2 と DDR 制御のさらなる検討が必要である。 
(3)Trp53cor1 

C57BL/6N を用いて心不全病態形成における Trp53cor1 の発現解析を行ったところ、心組織の
Trp53cor1 mRNA 発現は TAC 術後 6 週に sham 群に比べ、明らかな発現増加を認めた。心不全病
態における Trp53cor1 の発現増加の意義を調べるために、全身 Trp53cor1 欠損マウス（Trp53cor1 
KO）を用いて TAC モデル作製を行った。準備研究にて、TAC 術後 6 週においてホモマウスは
同腹仔の野生型に比べ、肺水腫を伴う著明な心機能低下を見出していた。その後、TAC モデル
作製、解析を 2 度試みたが、ホモと野生型の心機能低下について差異を認めず、再現性が得られ
なかった。最近、Xie Z らのマウス心筋細胞 HL-1 を用いた in vitro の研究（Xie Z et al., Mol Med 
Rep. 2018）では、Trp53cor1 の発現抑制によってドキソルビシン添加による Wnt/-catenin を介し
た cardiac senescence の抑制が報告された。本研究期間中、in vivo の結果より心不全病態における
Trp53cor1 発現上昇の意義については明らかにならなかった。Trp53cor1 は多彩な分子機構を有す
る lncRNAであることから、今後Trp53cor1 は lncRNA の観点から解析検討が必要と考えられる。 
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