
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成２４年 ４月 １日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）： 

重症心不全の治療抵抗性を診断するのに必要な臨床診断技術を開発するため、心不全病態解

析のためのエピゲノム統合データベース構築を目指し、クロマチン高次構造解析と病理研究を

組み合わせた基礎的検討を含めた臨床心臓エピゲノム研究を行った。従来の心不全動物モデル

を用いた病態解析のみならずヒト臨床最重症心不全の組織検体を用いて、ゲノム構造の病理学

的、分子生物学的にゲノムワイドな解析を行った。心不全病態における“持続的細胞記憶メカ

ニズム”を先駆けて提唱するとともに、エピゲノムの組織解析技術を独自に開発した。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Sustained gene activation, such as “cardiac fetal gene reactivation”, has an 
important role in the mechanism underlying exacerbations of chronic heart failure. 
However, the maintenance mechanism of its expressional activation has not yet been fully 
elucidated. We first found evidence for heterochromatin disruption in the nucleus of 
failing cardiomyocytes and paradoxical depression of cis-acting transcription factors, 
despite elevated levels of target cardiac fetal genes, suggesting that epigenetic gene 
regulation might be involved in this phenomenon. In addition, we newly developed in vivo 
chromatin immunoprecipitation assay, which has hardly been applied in the field of cardiac 
tissue. The proven alteration in transcriptional sensitivity by epigenetic gene 
modification was found to play a significant role in the “nuclear memory” mediating 
heart failure, raising the hope for the novel pathological understanding for chronic 
diseases. 
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１．研究開始当初の背景 
 

本邦死亡原因第 2位の慢性心不全は、罹患
人口の多さ、内科的心不全治療の限界、50%
といわれる 5年生存率、医療費の増大などの
理由から、基礎医学・臨床医学両分野より克
服に向けた研究が行われてきた。しかし心不
全の慢性期病態変化（特に難治性変化）の分
子機序解明についての検討は殆ど行われて
いない。難治性心不全の病態を理解し治療法
の開発を行うための基礎的研究基盤を築く
ことは、最重要課題の一つである。 

難治性重症慢性心不全の多くは人工心臓･
心臓移植を享受することができない。そのた
め未だ不明である心不全病態増悪の分子生
物学的機序の解明は急務である。慢性負荷さ
れるストレスシグナルは心筋細胞の遺伝子
発現プロファイルを変えることが広く知ら
れている。転写因子の活性化が強く影響する
一過性刺激とは異なり、慢性期にみられるこ
のような遺伝子発現活性化・抑制の維持には
クロマチンヒストンをはじめとする蛋白翻
訳後修飾や DNAメチル化などのエピジェネテ
ィックな機序を考慮しなければならない。 

申請者らはこれまで心臓・血管系細胞にお
ける新規機能分子のクローニングまたはメ
カニズムの解析をテーマに、常に新たな研究
ツール（蛋白精製法・Zebrafish実験系など）
を開発導入し成果を残してきた(Shintani Y. 
EMBO J 2006.; Seguchi S. J Clin Invest 
2007.)。なかでもヒト遺伝性心筋症モデルマ
ウスのクローニング解析においては、その責
任遺伝子・変異型 LAMR1が核内蛋白質 HP1α
と相互作用し核クロマチン構造のリモデリ
ングを惹起し心筋変性を来たすことを筆頭
著者として明らかにし(Asano Y. Nat Genet 
2004.)、エピジェネティックな因子が心筋細
胞においても生死を分かつ重要な分子メカ
ニズムとして機能していることを示した。さ
らに新規機能分子クローニングとして DNA損
傷応答に関与する核蛋白 ATMの心臓における
新規リン酸化基質として p32 を同定した
(Kato H. BBRC 2007.)。ヒト重症慢性心不全
病理組織において細胞核クロマチン構造の
崩壊を示唆する所見を見出し、不全期遺伝子
プロファイル変化が生じる機序として、不全
心筋細胞の核内ストレス応答シグナル伝達
と核クロマチンリモデリングに伴うエピジ
ェネティック制御機構の破綻が細胞機能低
下を導いているという仮説を立て、本研究を
企画立案するに至った。 
 
 
２．研究の目的 
 
 我々は遺伝性右室心筋症モデルマウスの
責任遺伝子同定をきっかけに、心筋細胞変性

の原因として Heterochromatin Protein 1（以
下 HP1）の介在とクロマチンリモデリングの
関係を明らかにした(Nat Genet. 2004.)。次
に培養細胞および不全心筋組織を用いて心
不全の慢性病態変化に伴う遺伝子発現変化
とクロマチンリモデリングに相関関係があ
ることを動物モデルで解明した。またヒト重
症慢性心不全の病態に連動して遺伝子発現
プロファイルが大きく変化すること(J Clin 
Invest. 2007.)、及びそのプロファイル変化
と心筋細胞核クロマチンの形態変化が密接
に関連することを報告した。しかしその変化
が惹起される分子メカニズムは十分解明さ
れていない。 
 本研究は、不全心筋細胞核クロマチン崩壊
の機序の解明、HP1 など鍵となる分子の機能
解析、エピジェネティック因子介入による細
胞機能低下阻止または細胞機能の回復を目
的などの基礎的分子機構の解明を行う。心不
全病態形成にエピジェネティック機序が密
接に関係するという概念を確立し、標的因子
の中から心不全病態の制御が可能な分子を
選択し、診断治療へ応用することを最終の目
標とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
申請者らの行った心筋症における細胞核

クロマチンリモデリング研究（図１, Asano 
et al. Nat Genet 2004）を発展させ、慢性
心不全遺伝子発現プロファイル変化を惹起
する細胞核クロマチンリモデリングとその
病態変化の関係を明らかにしてきた。 

  
図１. 心筋症心筋細胞核クロマチン構造変化       

     （Asano Y et al. Nat Genet 2004.36.123.） 

 
（１）心筋細胞のストレス応答により細胞核
クロマチン崩壊（クロマチンリモデリング）
が惹起される機序の解明 
 
マウス・ラット心筋細胞、心不全動物モデ

ル(マウス・イヌ)及びヒト慢性心不全組織を
用いて細胞核構造を比較解析する。 
 
① 培養心筋細胞における核クロマチン構
造変化の病態に伴う推移の解析  
 
図１に示すように核クロマチン構造の変

化はユークロマチン（転写活性化部位）とヘ

WT Mut 



 

 

テロクロマチン（転写抑制部位）領域の変化
として捉えられた。これらの構造変化が生じ
る機序を解明する。遺伝子転写活性化部位の
量的評価はこれまでの検討により RNA 
polymerase II fociを独自に開発した簡易解
析ソフトおよび公共のソフトウェアにより
カウント算出できることが判明している。不
全心筋細胞および心不全組織の核構造と病
態の変化を追跡し、病態変化との関係を明ら
かにする。 

 
② In Vivo不全心筋細胞における核クロマ
チン構造変化の病態に伴う推移の解析  
 

マウス心不全モデルおよびヒトへの応用
を考慮するため大動物イヌ心不全モデル（高
頻度ペーシング）及びヒト心筋生検組織サン
プルを用いて、電子顕微鏡標本を作製し、病
態変化に伴う心筋細胞の核内構造解析を行
う。心不全病態モデルはもとより心筋細胞を
用いたこれらに類似する検討はこれまで全
くない。病態進展機序理解のため mRNAレベ
ルおよび蛋白レベルのクロマチンリモデリ
ング因子変化時系列プロファイルを作成す
る。 
 
（２）心不全病態モデルにおけるエピジェネ
ティック修飾変化（ヒストン修飾・DNAメチ
ル化）の解明 
 
① クロマチン免疫沈降法 (ChIP法) によ
るヒストン修飾情報解析  
 

検討（１）と同条件下の細胞を用いて
GeneChip解析、ChIP-seq解析を行い、核ク
ロマチン構造変化に連動する遺伝子発現・転
写因子結合・ヒストン修飾を比較解析する。
既に心不全病態と強く相関する胎児性遺伝
子（ANP、BNP、βMHC）を選択し、プロモー
ター領域の preliminary な解析を終了した。
本検討に用いるヒストン修飾蛋白（H3K4-Me、
H3K9-Ac、H3K9-Me、etc.）に対する特異性の
高い抗体を用いた条件検討を行う。当該領域
DNA結合蛋白も同時に検討し、感受性の高い
遺伝子領域について転写調節領域、ゲノムコ
ード領域、遺伝子間隙領域にも検索部位を広
げて当該ゲノム領域の全体的の把握に努め
る。 
 
② DNA メチル化アレイ法による DNAメチル
化情報解析 
 

心筋細胞においても Dnmt3a、3bの発現が
認められているが（図２）、DNAメチル化情報
変化に関する検討はこれまで類がなく、得ら
れた結果は新規性に富むものと考えられる。
そこで（２）-①での検討と同じ領域におい

て、DNAメチル化アレイ解析法による DNAメ
チル化情報の変化の有無を明らかにする。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

図２. Mouse GeneChip 解析によるDnmt3aの組織別発現 
       分布比較ヒストグラム心臓における発現は比較的 

高値（中央値以上）で認められる。 

 
（３）心不全病態変化とエピジェネティック
修飾変化の関係 ―クロマチンリモデリング
因子の変化解析 
 
① 不全心筋における Heterochromatin 
Protein 1の機能解析 
 
心筋症モデルマウスの検討（Nat Genet 

2004.）から責任遺伝子核蛋白と特異的に結
合する翻訳後修飾を受けた HP1 を見出した。
病態に連関する HP1を含めたクロマチン関連
蛋白の翻訳後修飾についての報告は珍しく、
申請者ら独自の蛋白分離精製技術を用いて
HP1蛋白の修飾及び分子機能の解析を行う。
同時に心肥大不全期における HP1遺伝子発現
および修飾変化を解析する。また、HP1α,β,
γのサブファミリーの相補性と Euchromatin
領域における心筋細胞発現遺伝子の制御機
構について検討する。 
 
② 不全心筋における他のクロマチンリモ
デリング因子の探索とその機能解析 
 
心筋細胞における遺伝子発現活性化・抑制

条件下で発現変化を伴う蛋白の機能解析と
して、転写因子、DNA結合蛋白、ヒストン修
飾酵素などを対象に病態変化と関連する因
子のスクリーニング解析を行う。さらに候補
となる蛋白に関して ChIP解析を行い、遺伝
子発現に及ぼす機能解析を行い将来の心筋
細胞遺伝子発現制御機構への介入に応用す
る。 
 
（４）クロマチンリモデリング因子および
HP1 family分子の心筋細胞における機能解
析 
 
検討（３）において明らかとなった因子の

心筋細胞および心不全病態での役割を解析
するため、心筋細胞への導入・欠失実験によ
る検討を行い、細胞機能に及ぼす効果を解析
する。 

心臓  

 中央値              



 

 

４．研究成果 
 
（１）心筋細胞のストレス応答により細胞核
クロマチン崩壊（クロマチンリモデリング）
が惹起される機序の解明 
 

心筋細胞ストレス応答と核クロマチン構
造の変化、すなわちユークロマチン領域とヘ
テロクロマチン領域の変化を明らかにする
ことを目的として、マウス慢性心不全モデル
を作成し不全心筋から単離 adult心筋細胞を
用いた検討を行い、転写 focusを評価する目
的で RNA polymerase IIを標的とした免疫染
色を行った。 

不全心筋由来の単離心筋細胞とコントロ
ールとなる正常心筋細胞の RNA polymerase 
II focusを画像解析ソフトにてカウント解析
を行い、不全心筋細胞の RNA polymerase II 
focus が優位に多いことを明らかにした。同
時に心不全形成過程における不全心筋細胞
核クロマチン構造について時間経過ととも
に電子顕微鏡像構造比較し、ヘテロクロマチ
ン構造変換が病態進行に従って顕著になる
ことを示した。 
 In Vivo 不全心筋細胞における核クロマチ
ン構造変化の病態に伴う推移の解析：昨年マ
ウス心不全モデルにおける核クロマチン変
化の知見を透過型電顕画像解析により得て、
超高電圧電顕、CT-Tomography 解析へと進め
た。クロマチン構造変化の意義を心不全臨床
に応用し解析した。 
 
 
（２）心不全病態モデルにおけるエピジェネ
ティック修飾変化（ヒストン修飾・DNAメチ
ル化）の解明 
 

検討（１）と同様の細胞を用いてマイクロ
アレイ法による遺伝子発現解析を行い、エピ
ゲノム解析を行う上で比較できる遺伝子プ
ロファイルを作成した。 

心不全と強く相関する胎児性遺伝子（ANP、
BNP）の遺伝子内全ゲノム領域を対象に、核
クロマチン構造変化に影響を及ぼすと考え
られる転写因子・ヒストン修飾変化について
クロマチン免疫沈降法による解析を行った。
胎児性遺伝子プロモーター領域に特に遺伝
子転写活性化に寄与すると考えられるヒス
トン修飾（H3K4-Me、H3K9-Ac）が変化すると
ともに転写因子が結合集積すること明らか
にした。 

不全心筋組織を用いた DNAメチル化情報解
析を終了した。現在、ヒト心不全検体による
ChIP-seq（クロマチン免疫沈降法を用いた高
速 DNAシーケンサー解析）のデータとともに
統合プロファイルを作成中である。次世代シ
ーケンサーのデータ解析パイプラインを構

築した Linux サーバー(OS: CentOS 6.0, 
64bit, Intel core i7-2600 4core)とオープ
ンソースを中心とした特殊ソフトウェアの
導入により、データのクオリティチェック、
リファレンスマッピング、アプリケーション
ごとの解析の技術を確立し、膨大なデータ解
析に対応できる情報解析環境を本研究シス
テムに構築し稼働開始した。 
 
 
（３）心不全病態変化とエピジェネティック
修飾変化の関係 ―クロマチンリモデリング
因子の変化解析 
 
ヘテロクロマチン領域に存在し、histone 

H3K9me3 との結合が報告されている蛋白 HP1
にはα、β、γの 3つのアイソフォームが存
在し、多様な機能を担い遺伝子発現制御メカ
ニズムのひとつとして翻訳後修飾が示唆さ
れている。カラム分画化処理において病態に
連動する変化を認めた HP1について、翻訳後
修飾解析を行った。HP1α,β,γのサブファ
ミリーにおける HP1修飾変化を見出し、アミ
ノ酸変異体を用いた機能解析を行った。逆相
HPLC、アミノ酸変異体解析、質量分析により、
新規翻訳後修飾として、システイン残基を介
した分子間ジスルフィド結合を見出した。
HP1αの C133、HP1γの C177 が特異的修飾残
基として同定され、HP1βはジスルフィド結
合を形成しなかった。in vitro、in vivo と
もに、HP1γは容易に酸化されジスルフィド
ダイマーを形成するのに対し、HP1αは酸化
ダイマーは形成されず、その構造上の酸化感
受性の差異が示唆された。 
 
 
（４）クロマチンリモデリング因子および
HP1 family分子の心筋細胞における機能解
析 
 
血管内皮細胞からのスクリーニングによ

り、酸化状態にて分子間ダイマーを形成した
HP1γは転写共抑制因子 TIF1βと強固に結合
することが分かった。生化学的解析、転写レ
ポーター解析により、酸化状態下で、HP1γ
は TIF1βをクロマチン上に捕捉し、その転写
抑制機能を解除することが分かった。アイソ
フォーム特異的な酸化応答性は、HP1 の多様
な機能に寄与し、酸化環境下における遺伝子
転写制御に関わることが示唆された（図３）。 
心臓特異的発現を示す機能未知遺伝子を

同定し、その機能解析実験系を立ち上げ、基
礎的分子生物学的機序解析とともにヒト臨
床指標となり得るかについてのスクリーニ
ング解析を現在も行っている。 



 

 

    
図３. HP1ファミリー分子のシステインによるジスルフィド 

結合部位同定と生体内酸化作用による二量体形成 
によるエピジェネティック修飾と転写制御の模式図 

（Higo, Asano, et al. J Biol Chem. 2010.） 

 
 
（５）研究全体のまとめ 
 

循環器疾患における酸化状態における遺
伝子発現制御は重要である。本結果を踏まえ
病態変化における HP1の分子機能解析を進め、
新しいエピゲノム制御の機序を明らかにす
る予定である。昨年来進めている動物モデル
心不全、ヒト心不全におけるエピゲノム修飾
因子の解析をおこない病態進展との関係を
明らかにする予定である。 

エピジェネティクス研究の進展に伴い、
DNA やヒストン修飾など細胞固有のクロマチ
ンリモデリングによる遺伝子発現制御機構
が明らかとなった。転写因子制御の上流にて
作用するエピジェネティック制御は細胞内
記憶メカニズムとして重要な役割を果たし
ており、発生・分化、再生、癌などの研究分
野で盛んに研究が行われている。クロマチン
リモデリングは生理的発生・分化の過程で適
切な遺伝子発現変化に必要であるが、成長後
のヒトやマウスにおいても（終分化後の細胞
においても）、環境の変化に応じてクロマチ
ン修飾の変化が生じることが報告された。神
経系や免疫系において組織機能変化とエピ
ジェネティック修飾変化が相関することが
報告されたが、実験手法の複雑さから、慢性
疾患の病態変化や循環器領域における重要
性についての報告はない。しかし近年の解析
方法の進歩は様々な学問分野での研究を可
能にし、新しい着眼点として今後が期待され
ている。以上の成果について一部既に報告ず
みであるとともに、現在論文投稿中である。 
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