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研究成果の概要（和文）：本研究は心筋梗塞の病態理解のため、時間的・空間的なとランスクリプトーム解析を
行うことを目指した。心筋梗塞時の心臓内の時空間的遺伝子発現制御を調べるため、健常時お及び心筋梗塞後1,
 7, 14日目の心臓組織に対してシングル核RNA-seq及びspatial transcriptome解析を行った。その結果、梗塞後
の超急性期に虚血辺縁領域特異的にメカノストレスに反応する遺伝子群の発現上昇を認めた。また、これとは別
に、心臓線維芽細胞に対するシングルセルRNA-seqの解析結果から見出したHtra3という遺伝子が圧負荷, 虚血の
双方において心保護的役割を果たすことも明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to perform spatiotemporal transcriptome analysis to 
understand the pathophysiology of myocardial infarction. To investigate the spatiotemporal 
regulation of gene expression in the heart after myocardial infarction, we performed single-nucleus 
RNA-seq and spatial transcriptome analysis on heart tissue on days 1, 7, and 14 after myocardial 
infarction or sham surgery. These analyses revealed that the expression of mechano-stress-responsive
 genes were up-regulated specifically in the ischemic border zone during the acute phase of 
post-infarction period. In addition, we found that Htra3, a gene identified by single-cell RNA-seq 
analysis of cardiac fibroblasts, plays a cardioprotective role in both pressure overload and 
ischemia.

研究分野： 心不全

キーワード： 心不全　心筋梗塞　シングルセル解析　空間的遺伝子発現解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で認められたメカノストレス関連遺伝子やHtra3はいずれも心筋梗塞においては心保護的な役割を果たし
ており、新規治療ターゲットであると言える。また、本研究で取得したシングルセル・シングル核RNA-seqや
Spatial transcriptomeのデータが今後論文として公開されれば、今後他の研究にもpublic dataとして利用され
ることで、一層この分野の研究進展に資するものであると思われる。

※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 
心筋梗塞は血行再建治療後にも徐々に心筋細胞の脱落や間質線維化（リモデリング）が進行し
て慢性期に心不全を引き起こすため、医療的にも医療経済的にも非常に問題となっている。その
制圧のためにも細胞・分子レベルでのリモデリングや心不全に関する病態メカニズムの解明が
必要不可欠である。組織損傷の適応・修復機構は様々な細胞・分子が複雑に連関するダイナミッ
クな生命現象であり、近年ではシングルセル解析によってその理解は大きく進んだ。例えばシン
グルセル RNA-seq（scRNA-seq）解析により癌患者組織における悪性細胞の形質転換や非悪性
細胞（線維芽細胞など）との連携の様子が明らかになった（Tirosh et al. Science 2016; Purum 
et al. Cell 2017）。本研究申請者らは心不全病態研究にシングルセル解析技術を応用するため、
過去に技術開発・確立に取り組んできた。具体的には、マウス心臓から単離した心筋細胞や非心
筋細胞の scRNA-seq解析を行う技術，さらには心不全患者の単離心筋細胞に応用して分子病態
を解析する技術などを開発・確立してきた（Nomura, Ko et al. Nat Commun. 2018）。一方で心
筋梗塞後の心臓では刻々と病態を形成する各種細胞, シグナル分子が変化しており、また梗塞
巣・梗塞境界領域・非梗塞領域といった位置による違いも大きく影響するため、従来の scRNA-
seqだけでは分子病態の全容を明らかにすることはできず、時空間的遺伝子発現解析も求められ
る。過去には心筋梗塞を対象とした RNA-seqによる網羅的な解析も多く試みられてきたが、多
くがシングルセルレベルではないのに加えて、経時的に細かく解析されたものも少なかった。ま
た、RNA in situ hybridizationや免疫染色、さらには次世代シークエンサーを用いた空間的遺
伝子発現解析の報告もあるが、やはり網羅的解析でなかったり、解像度が足りなかったり、梗塞
巣のみに限局した解析であったりと、不十分であった。 
 
２．研究の目的 
上記の問題点に対して、本研究では主に時空間的に網羅的な遺伝子発現解析を行うことで、心
筋梗塞後の病態解明を目指した。本研究を通して得られる各種細胞のトランスクリプトームの
経時的変化や位置別トランスクリプトームの情報を解析することで、心筋梗塞後に生じるリモ
デリングや心不全において、具体的にどのタイミングでどの細胞種のどんな因子が重要である
かが明らかとなり、虚血性心不全の新規治療法を創出する基盤になり得ると考えた。 
 
３．研究の方法 
マウスの左冠状動脈前下行枝(LAD)
を結紮することで心筋梗塞モデルを
作成し、偽手術及び梗塞発症後 1, 7, 
14 日目と経時的に領域ごとに心筋細
胞のシングル核 RNA-seq（snRNA-seq）
を行った他、同様のタイミングで心
臓組織を採取して空間的遺伝子発現
解析（10X Genomics 社 Visium）も行
った。また、様々な解析を通して見出
して心保護因子の心筋梗塞における
役割の確認検証を行うため、マウス
心筋梗塞モデルを用いて追加の解析
を行った。 
 
４．研究成果 
 心筋細胞 snRNA-seqの結果から、同じ心筋細胞であっても遺伝子発現情報に基づいて解析する
と、いくつかの細胞集団に分かれることが分かり、特に心筋細胞集団 2（Cluster2）は梗塞後の
急性期において梗塞巣＋梗塞境界領域に多く認められており、他とは明らかに異なるものであ
った。また、Visiumを用いて行った空間的遺伝子発現解析では HE染色で認められた梗塞巣・梗
塞境界領域・非梗塞領域といった病理的特徴に沿った領域ごとに明らかに遺伝子発現情報の差
異を認め、かつ梗塞後のタイミングによっても遺伝子発現情報は異なっていた。両者の情報を統
合解析することで、心筋細胞 snRNA-seqで見られた Cluster2の細胞集団は空間的には梗塞境界
領域に存在することが明らかとなった。 
梗塞境界領域に着目して、重み付け遺伝子共発現ネットワーク解析（WGCNA）という手法を用い
ることで、同領域において中心的な役割を果たす遺伝子発現プロファイルを同定したところ、メ
カノストレス受容に関するような心筋サルコメア構成遺伝子（Csrp3, Ankrd1, Cryab 等）が多
く含まれていた。その何れも変異によって心筋症を生じうる重要な因子であり、梗塞後急性期に
おいてこれらの発現上昇が何を示唆するのかを調べるため、そのうちの一つである Csrp3 を
shRNAを搭載させたアデノ随伴ウイルスベクター（AAV9-shCsrp3）を利用してノックダウンして
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心筋梗塞モデルを作成して検証した。その結果、対象群と比較して梗塞後により顕著なリモデリ
ング拡大，心拡大，心機能低下を示したため、こうしたメカノストレス受容関連遺伝子の発現上
昇は心保護的であることが示唆された。 
 

 

 
 

また、心臓線維芽細胞の scRNA-seq解析の結果、同細胞集団の遺伝子発現ネットワークの中に

Htra3という機能未知の遺伝子が含まれていることが分かった。Htra3のノックアウトマウスを

作成し、心筋梗塞モデルにより機能検証すると、Htra3 ノックアウトマウスは有意に心機能が悪

いことが分かり、Htra3欠損線維芽細胞の scRNA-seqや免疫ブロッティングをはじめとした解析

により、Htra3は TGFβを分解することにより TGFβシグナルを抑制することが分かった。また、

Htra3の発現は心臓線維芽細胞にかなり限局して認められるが、Htra3欠損下で圧負荷や虚血の

ストレスが加わると、TGFβシグナルが過剰に活性化してしまうために間接的に心筋細胞にも

ROS 産生・DNA損傷蓄積といった影響が生じることが明らかとなった。こうして不全化した心筋

細胞は健常時には見られないような様々な老化関連炎症性サイトカインを発現しており、重症

度別の心不全症例を対象とした血清プロテオーム解析の結果、不全化心筋細胞から発現される

老化関連炎症性サイトカインの量は心不全予後を予測するのに有用であることが分かった。 
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