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研究成果の概要（和文）：Wntシグナルが心筋遺伝子発言に重要であることが言われてきたが、最近非古典的Wntタンパ
クも成人幹細胞･前駆細胞の心筋遺伝子発現を増加させることが分かってきた。しがしながら下流のシグナルは不明で
あった。申請者は、血管内皮前駆細動をWnt5aで刺激するとヒストンリジンメチル化酵素とヒストンリジン脱メチル化
酵素の増加を認め、ヒストンのメチル化が変化することを見出した。マウスおよびラットの成人幹細胞・前駆細胞であ
る間葉系幹細胞（MSC）とマウスES細胞、ヒトMSCで確認を行ったところ、Wnt5aは造血幹細胞系でのみエピジェネティ
ック変化をきたした。

研究成果の概要（英文）：It has been shown that canonical Wnt as well as non-canonical Wnt signal is import
ant to induce cardiac genes. However underlying signal is not well elucidated. We found that non-canonical
 Wnt5a increase histone lysine methylases and demethylases in endothelial progenitor cells. This increases
 changed the pattern of methylated histone. These epigenetic changes has been found in hematopoietic stem 
progenitor cells in human, mouse, and rats, but not on ES cells and MSCs so far. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
再生医療による心血管疾患治療戦略におい

て、成人幹細胞･前駆細胞から効率よく心筋

細胞に分化させる方法は確立されていない。

こうした中、非古典的 Wnt タンパクが成人

幹細胞･前駆細胞の心筋遺伝子発現を増加

させることが分かってきたが、下流のシグ

ナルは不明であり、これを明らかにするこ

とで心筋再生の効率化をはかることが期待

される。申請者は Wnt5a 刺激で増加する遺

伝子を、マイクロアレイ法を用い EPC で検

討した。するとヒストンのメチル基を修飾

する種々の酵素が増加すること、ヒストン

のメチル化が変化することを見出した。し

たがって、非古典的 Wnt が、エピジェネテ

ィックなメカニズムを介して遺伝子の発現

を制御している可能性が示唆される。エピ

ジェネティック修飾による遺伝子発現調節

はいまだ十分に解明されておらず、したが

って、非古典的 Wnt とエピジェネティック

修飾が遺伝子発現調節に関わることを検証

し、効率のいい分化方法を見出そうと企画

した本研究は、将来の心臓血管生物学のみ

ならず幹細胞生物学に多大な貢献を果たす

ことと期待される。また、幹細胞生物学の

領域で、どのように心筋細胞の分化が制御

されるかということは一大命題であり、特

に骨髄由来幹細胞に代表される成人幹細胞

の心筋細胞への分化効率が増加すれば臨床

での有用性は高まり梗塞心や拡張型心筋症

などの心筋細胞への再生療法として発展す

ることが大いに期待できる。本研究では、

非古典的 Wnt のエピジェネティック変化に

よる心筋遺伝子の発現制御を検証した。 

 

（Wnt によるエピジェネティック変化）申請

者は EPC を用いた予備実験で、Wnt5a がリジ

ン脱メチル化酵素（KDM）の一つである

JMJD2B を増やすこと、転写抑制に働くメチ

ル化リジン 9 番を脱メチル化することを証

明した。KDM の一つである JMJD2 ファミリー

は、ジメチルもしくはトリメチル化された 9

番のリジン基の脱メチル化を起こし、転写

を活性化する。したがって、非古典的 Wnt

が、リジン脱メチル化酵素を増加し、ヒス

トンの構造を変化させることで遺伝子の発

現を制御している可能性が示唆される 

 
２．研究の目的 
本研究の主目的は、非古典的 Wnt タンパクに

よる幹細胞（主に成人幹細胞・前駆細胞）の

心筋分化シグナルを解明すること、特に非古

典的Wntがエピジェネティック的変化により

心筋遺伝子の発現を制御しているかどうか

を明らかにすることである 

 
３．研究の方法 
培養細胞を用い分子生物学的手法で実験を
行った（詳しくは成果参照） 
 
４．研究成果 

１）どのようなエピジェネティック修飾因子

が非古典的 Wnt によって増加するか 

マイクロアレイによる実験では、Wnt5aは EPC

において種々のエピジェネティック修飾因

子、すなわちヒストンリジンメチル化酵素

（MLL と NSD1）とヒストンリジン脱メチル化

酵素（JMJD2 ファミリー）の増加を認めてい

た。このことを確認するために RT-PCR およ

びウエスタンブロットを行い、遺伝子のみな

らず、タンパクレベルでも発現が増加してい

ることを確認した。さらに、非古典的 Wnt が

他の細胞種でもエピジェネティック修飾因

子を増加するかどうか、マウスおよびラット

の成人幹細胞・前駆細胞である間葉系幹細胞

（MSC）とマウス ES 細胞、さらにヒト CD34

陽性幹細胞で確認を行ったが、予想に反し、

造血細胞系幹細胞・前駆細胞でのみ同様の遺

伝子変化を認め、ES 細胞や MSC では認められ

なかった。 

２）非古典的 Wnt はエピジェネティック修飾



をきたすのか？そうであればどのようなも

のか？ 

クロマチンの活性化因子であるアセチル化

ヒストン H3とトリメチル化された H3リジン

４番、抑制因子であるトリメチル化された H3

リジン９番と 27 番の EPC における Wnt5a に

よる変化は蛋白発現レベルで確認した。面白

いことにトリメチル化された H3 リジン９番

のみが Wnt5a により減少しており、このこと

は、全体的なバランスでは Wnt5a 刺激で EPC

は遺伝子転写活性化に傾いていることを示

唆する。またこの事実は非古典的 Wnt が実際

にエピジェネティック修飾に関わっている

ことを支持する。実際の分化の過程において

は全般的なヒストンリジン基のメチル化様

式の変化よりはプロモーター部位の詳細な

解析が重要であると考えられる。したがって、

心筋遺伝子のプロモーターのエピジェネテ

ィック修飾様式をクロマチン免疫沈降法で

確かめた。すなわちクロマチンの活性化因子

であるアセチル化ヒストン H3 とトリメチル

化された H3 リジン４番、抑制因子であるト

リメチル化された H3 リジン９番と 27 番の

EPC における Wnt5a による変化を心筋遺伝子

のプロモーターのうち、TNNT2 のエピジェネ

ティック修飾様式をクロマチン免疫沈降法

で確かめた。また、心筋遺伝子以外のプロモ

ーター、eNOS や 2 型 VEGF レセプターは非古

典的Wntによりヒストンリジンのメチル化様

式が変化しないことが分かった。この現象が

EPC 特異的か他の細胞種（MSC とマウス ES 細

胞）でも同様かを確認したが、前項と同様に

造血幹細胞・前駆細胞でのみ認められた。 

３）心筋分化の過程で内因性ヒストン脱メチ

ル化酵素発現は内因性Wnt発現と相関して変

化するのか？ 

マウス成人幹細胞・前駆細胞の心筋分化誘導

実験（Koyanagi et al, PLoS ONE 4, e5765）

を用い実験を行った。また、成人幹細胞・前

駆細胞以外にもマウスの ES 細胞を用いて実

験を行った。内因性の古典的もしくは非古典

的Wnt発現が心筋分化の過程で増加すること

が ES 細胞（Liu et al 2007 Proc Natl Acad 

Sci U S A.;104:3859）および EPC（Koyanagi 

et al, Circ Res 2007;101:1139）で示され

ている。詳しくは、ES 細胞は一過性の古典的

Wnt 発現の後に非古典的 Wnt の増加、EPC の

場合は非古典的 Wnt の一過性の増加である。

したがって心筋分化の過程における内因性

Wnt の発現変化によりヒストン脱メチル化酵

素の発現が調節され、心筋分化に関わってい

る可能性がある。そこで ES 細胞および成人

幹細胞･前駆細胞を用い、ヒストン脱メチル

化酵素の発現変化を心筋分化の過程を経時

的に調べた。まず内因性 Wnt5a を抑制する目

的で、Fzd-2 タンパクを用いたところ、ES 細

胞でのWnt5aターゲット遺伝子であるJMJD2B

と JMJD2C が有意に抑制された。また、同様

に心筋細胞分化実験では有意に抑制された。

しかしながら、Wnt5a を加えるのみでは心筋

分化が促進されなかったので非古典的Wntは

ES 細胞の心筋分化には重要であるが唯一の

因子ではない可能性がある。このことに関し

ては更なる研究が必要。 

４）ヒストン脱メチル化酵素の心筋分化への

役割は？ 

前述のように研究代表者はWnt刺激により１）

ヒストン脱メチル化酵素であるJMJD2が増加

すること、２）トリメチル化された H3 リジ

ン９番が減少すること、３）心筋遺伝子が増

加すること、を見出した。したがってヒスト

ン脱メチル化酵素であるJMJD2ファミリーの

増加が、心筋分化に重要であることが示唆さ

れる。そこで我々は、JMJD2B と２Cの過剰発

現を行い、心筋分化が増加するか、エピジェ

ネティック修飾、特に心筋遺伝子のプロモー

ター領域の修飾様式が変化するかを確認す

る予定にしていたが、過剰発現実験モデルの



開発は細胞腫の問題のためかうまくいって

いない。ひとつの理由は JMJ タンパクの遺伝

子サイズが大きいため遺伝子導入が困難で

あったことが考えられる。そこで JMJ タンパ

クの働きを確認するために遺伝子抑制試験

も行っている。siRNA や shRNA 導入法も行っ

ているが、抑制レベルが高率でないためノッ

クアウトモデルを作成中である。現時点では

終了できていないが、この系で心筋分化誘導

実験を行えば、心筋分化における JMJD2 の直

接的な役割が明らかになる。 
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