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研究成果の概要（和文）： 
 本研究計画において、我々は、心不全におけるエンハンサーを解析する目的のために、ゼ
ブラフィッシュを用いた in vivo エンハンサーシステム、in vivo における虚血システム、
およびトランス制御因子の精製系の系を確立することができた。HB-EGF のエンハンサー
同定にはいくつか課題を残したものの、今後これらを組み合わせることにより、心不全の
病態解明と新規の治療法の開発につながることが期待される。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 In this research project, we were able to establish in vivo enhancer system using 
zebrafish, in vivo ischemia systems and purification system of trans-regulatory 
factors to purpose of analyzing the enhancer in heart failure.  Although identification 
of HB-EGF enhancer left some problems, combining these systems is expected to lead 
to the development of therapies and new pathogenesis of heart failure in future. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2010 年度 1,200,000 360,000 1,560,000 

2011 年度 1,000,000 300,000 1,300,000 

2012 年度 800,000 240,000 1,040,000 

総 計 3,000,000 900,000 3,900,000 

 

 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目： 内科系臨床医学・循環器内科学 
キーワード：(1)遺伝子 (2)核酸 (3)ゲノム (4)シグナル伝達 (5)循環器・高血圧 
 
１． 研究開始当初の背景 

 
 近年生活習慣変化に伴う急性・慢性心不全
患者増加は深刻で、現在の EBM に基づく治
療でも充分な治療成果が得られていない。ま
た基礎実験で数々集積された知見に基づく
臨床治療も大半は成功していない。この原因
の一つには培養心筋細胞（in vitro）での研究
成果に基づく EBM の限界も考えられ、解決
の為には心筋組織（in vivo）のシグナル伝達
や、組織全体の包括的な保護機序を検討する

必要がある。 
 心筋細胞は胎生期において活発に分裂・増
殖を行っているが、出生以後においてはその
能力は喪失し、分裂・増殖しない。心筋梗塞
などにより心筋細胞が消失した場合、収縮可
能な心筋細胞数は減少し、さらに心臓が持つ
ポンプ機能は低下する。残存心筋細胞は生理
的代償性肥大によってその機能を補うが、こ
れには限界があり、最終的に心臓は機能不全
に陥る。この心不全の発症には種々の遺伝子
発現が転写レベルで関与しており、その転写
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調節機構を解明することが、心不全の発症機
構解明、さらには心不全治療につながると考
えられる。 
 HB-EGF（ヘパリン結合性 EGF 様増殖因
子）は、ヒト末梢血より単離、培養されたマ
クロファージが産生、分泌する増殖因子とし
て同定された。申請者らはこれまでに
HB-EGF の様々な変異マウスの作成および
解析を行い、その結果心臓においては特異的
に重要な機能維持に働くことを明らかにし
た （ Yamazaki  et. al,  PNAS 
2003;163(3):469-47、Yamazaki et. al, J 
Cell Biol 2003;100(6):3221-3226）。心臓にお
いては、HB-EGF の発現は存在するが、臨床
不全心および圧負荷モデルの心臓でその発
現がきわめて高くなることが、近年報告され
ている。すなわち、我々の結果およびこれら
の知見より HB-EGF は心筋保護因子の１つ
であると現在は考えられている。一方、
HB-EGF の転写制御については、MAPK シ
グナルによる活性化、v-jun および c-jun など
がターゲットの候補として報告されてはい
るものの、現在までに心不全におけるその転
写制御については、シスエレメント、転写制
御因子を含めてまだ明らかになっていない
ことは多いと考えられる。シスエレメントに
おいては、プロモーター以外にも組織特異的、
あるいはストレス応答特異的な転写制御に
関わる領域が転写開始点の遠位に存在する
ことが知られており、それゆえ現在まで未同
定の機能領域が想定される。 
 
２． 研究の目的 

 
 本研究では、ゼブラフィッシュを用いた in 
vivo エンハンサー検出系をまず確立し、これ
を応用することにより、心保護因子 HB-EGF
の心不全エンハンサー領域を同定すること
を試みる。また、これと並行して、in vivo
において心不全を惹起する系を検討する。さ
らにシスエレメントを基点に転写制御因子
および複合体の同定することも視野に入っ
ており、これを達成するための最初のステッ
プとして、独自の精製系を組み合わせたDNA
結合タンパク質を精製する系を検討する。こ
れらを行うことにより、心不全の病態解明、
さらには治療への新たな治療への展開を図
る。 
 
３． 研究の方法 

 
(1) HB-EGFの心不全応答エレメントの
同定 
 
 転写制御のメカニズムを明らかにするた
めには、転写因子などの転写制御因子あるい
はプロモーターやエンハンサーなどのシス

エレメントを同定することが必須である。本
研究では、HB-EGFのエンハンサー領域のアッ
セイについて、ゼブラフィッシュを用いて行
うことを試みた（これは、マウスで予備実験
を行う場合に比べ、時間と予算が節約できる
ことが想定されたためである）。 
a. ゼブラフィッシュを用いた in 
vivoエンハンサーアッセイ 
 最初にエンハンサーアッセイを行う遺伝
子周辺を含む BACについて、ゼブラフィッシ
ュゲノムデータベースを用いて in silico 
cloningを行った。続いて、Red / ETという
λファージ由来の組み換え酵素を利用し、発
現の検出を容易にするために coding領域を
GFPに変換した BACを大腸菌内で作成した。
さらに、同様の方法を用いてゲノム側面に
Tol2エレメントを挿入し、BACコンストラク
トを完成させた。続いて、トランスポザーゼ
2（以下、Tol2）とともに BACクローンをゼ
ブラフィッシュ受精卵に導入した（Tol2シス
テムを用いると巨大 DNAの宿主染色体への挿
入が促進され、高い導入効率が得られる）。
本研究では、上記の方法により、ゼブラフィ
ッシュゲノム配列より HB-EGF領域をカバー
している BAC、およびマウスの HB-EGF領域を
カバーしている BACの coding領域を GFPに
置換したクローンを併せて作成し、実験に使
用した。 
b ゼブラフィッシュを用いた in vivo
虚血システムの構築 
 通常 HB-EGFの発現は低く抑えられている
と考えられる。しかしながら、エンハンサー
領域を導入した状態で、心不全を惹起する状
態を in vivoで作り出すことにより、鋭敏に
発現上昇を検出されることが期待された。実
際には、stage topインキュベータ上でガス
混合装置GM-8000を用いることにより5%酸素
濃度の虚血状態を作りだすことを試み（非虚
血状態は、酸素濃度 20％とした）、72 hpfの
ゼブラフィッシュを上記の条件で、60分およ
び 120分間処理を行った。 
 
（2）心不全応答エレメント結合蛋白質の精
製 
 
 特異的な DNA塩基配列に結合するタンパク
質を精製する手法として、合成ヌクレオチド
を結合したセファロースを用いた DNAアフィ
ニティークロマトグラフィーがある。エンハ
ンサー結合蛋白質を同定するためにまず行
う試みとして独自の精製系を組み合わせた
DNA 結合タンパク質を精製する系を検討した。
実際には、５‘ビオチン化 primerを用いて
PCR法によりプローブを作成し、
streptavidin beadsに直接結合させることに
より、pull-down用の beadsを作成した。制
御因子が含まれる核分画の精製については、

 



 

これまでにキナーゼの器質同定で培ってき
た独自開発のカスタムカラムと逆相 HPLCを
組み合わせた精製を行い、さらに上記の方法
で作成した beadsにより pull-downを行った
後に溶出を行い、最終的に SDS-PAGE、ウェス
タンブロッティングにより確認を行った。 
 
４． 研究成果 

 
(1) ゼブラフィッシュを用いた in vivo エ

ンハンサーアッセイ 
 

 この系については研究開始時にはまだ充
分に確立しているとはいえなかったので、最
初にパイロット研究を行った。実際には、心
臓特異的遺伝子Ｘにおいて coding 領域周辺
200 ｋｂをカバーする BACをスクリーニング
し、coding 領域内に GFP を挿入した。Tol2
エレメントを BACの側面に挿入し、Tol2とと
も に ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ の 受 精 卵 に
co-injectionした。その結果、内因性の遺伝
子発現から予想されるように、心臓の発生が
完成している 60hfpのステージで GFPの発現
が検出された。この事より in vivo BAC シ
ステムが workすることが明らかになった（心
臓特異的遺伝子Ｘを用いた studyの成果につ
いては、現在論文投稿中）。 
 続いて、 本実験においては、ゼブラフィ
ッシュゲノムのHB-EGF coding領域内をGFP
に変換した BACクローンの構築を試みた。と
ころが BAC の配列に不安定化が起こり、
positive なクローンを得るのに意外に時間
を取られる結果となった。これについては大
腸菌の菌株の検討および培養方法などを工
夫することにより乗り切ることができた。マ
ウスの HB-EGF 領域についてもゼブラフィッ
シュゲノムと同様に、遺伝子周辺を持つ BAC
クローンをスクリーニングし、coding 内を
GFP に変換した BAC クローンを構築した。続
いて、パイロット実験と同様に、それぞれの
クローンを Tol2の mRNAとともに、１細胞期
の受精卵にマイクロインジェクションした。
その後、蛍光顕微鏡下にて心臓の発生が完了
する 48-72 hpfの期間、観察を行った。その
結果、残念ながらマウス BACにおいては、ま
ったく GFPの発現を得ることができなかった。
また、ゼブラフィッシュ BACにおいても、全
体的に弱い発現が見えるのみであった。これ
と平行して、心不全を惹起する状態を、最初
にカテコラミン、あるいは抗癌剤であるドキ
ソルビシンなどで作り出すことを試みた。し
かしながら、endogenousのマーカー遺伝子の
発現上昇が見られないため、in vivo におけ
る虚血状態のモデル作成を試みた。72 hpfの
ゼブラフィッシュを 5%酸素濃度の条件で、60
分および 120 分処理し、そこから mRNA を抽
出して定量 qPCRを行ったところ、別の study

で虚血遺伝子として得られた遺伝子 Yの発現
が、虚血依存的に上昇することが確認された
（虚血依存性遺伝子 Yの studyの成果につい
ては、現在論文投稿中）。今後は、虚血状態
で HB-EGF の発現を見ることにより、エンハ
ンサー同定への足がかりとなることが期待
される。 
 
（2）心不全応答エレメント結合蛋白質の精
製 
 
 本研究計画ではトランス制御因子の同定
も視野に入れていたので、(１)のエンハンサ
ーエレメントの探索とは別に、ＤＮＡカラム
精製系について並行して進めた。ここでは、
心血管系に重要な転写因子である GATA4領域
を系の構築に使用した。実際には、５’biotin
付加 primer を用いて GATA4 領域の配列を合
成し streptavidin beads に直接結合させる
ことにより、pull-down 用の beads を作成し
た。組織より核タンパク質 150μgを抽出し、
続いて陽イオン交換カラムによる分離を行
い、さらに上記の方法で作成した beadsによ
り pull-downを行った後に溶出を行い、最終
的に SDS-PAGE、ウェスタンブロッティングに
より確認を行った。今回は抽出 buffer の塩
濃度を 0.15M および 0.75M の NaCl による核
可溶性画分への影響を調べた。その結果、細
胞質画分には、どちらの濃度でも GATA4が溶
出していないことが確認された。また、可溶
性、不溶性それぞれの画分については、0.75M
の方がきれいに精製されており、この系が
workされていることが確認された（図）。 

 
 HB-EGF のエンハンサーエレメントの同定
については、まだ検討する課題は多いものの、
ゼブラフィッシュを用いた in vivo エンハ
ンサーアッセイ検出系の検討、ゼブラフィッ
シュを用いた in vivo虚血システムの構築お
よびシスエレメントを用いた結合タンパク
の精製については今回の研究を通じて確立
することができたので、今後はこれらを組み
合わせていくことによりエンハンサーの役

 



 

割が明らかとなれば、心臓特異的な保護機構
の解明さらには、治療法の開発につながると
期待される。 
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