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研究成果の概要（和文）：ゲノムにはおよそ 20,000個の遺伝子が存在している。転写因子やエ

ピジェネティック因子は遺伝子の選択を行う重要な因子である。これらの因子の異常によって

先天性心疾患がおこる。しかし、これらの因子が心発生中にどの遺伝子を選択・制御している

か全く不明であった。今回、先天性心疾患の原因となる転写因子のゲノム上の存在領域を次世

代シークエンサーによって同定し、これらの転写因子が制御している遺伝子群を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Human genome has over 20,000 genes. Transcription factors and 

epigenetic factors including histone modifiers, are pivotal factors for gene expression. 

Mutation in these genes causes congenital heart diseases. But it was still unclear which 

genes are regulated by these transcription factors. Here, we identified these transcription 

factors-binding genomic regions using next-generation sequencer, and the target genes that 

are regulated by these factors. 
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１．研究開始当初の背景 

先天性心疾患は全出生児の約１％に発症
する最も発症率の高い先天性疾患の１つで
ある。Nkx2-5、Tbx5、GATA4 の３つの転写因
子の変異はヒトにおいてもマウスにおいて
も先天性心疾患の原因となることが明らか
になっているが、これらの転写因子の変異に
よる先天性心疾患発症メカニズムはほとん
ど明らかになっていない。この理由として、
これら３つの転写因子はそれぞれ相互作用
して機能していることは明らかになってい
るが、ゲノムワイドな標的遺伝子座は不明な
ままであり、どのような因子と共に転写を調
節しているかについても不明であることが
あげられる。 

 先天性心疾患の発症メカニズムを理解し、
新たな治療法開発の基盤を確立するために
は、これらの転写因子の機能を明らかにする
必要がある。そのためには、ゲノムワイドな
標的遺伝子とその領域におけるヒストン修
飾パターンを同定し、どのようなエピジェネ
ティック因子と協調的に転写制御を行って
いるのか明らかにすることが必須である。 
 

２．研究の目的 

先天性心疾患は新生児の約１％に発症す
る頻度の高い疾患であり、転写因子やエピジ
ェネティック因子の異常変異が発症原因の 1

つである。しかし、転写因子やエピジェネテ
ィック因子の変異が先天性心疾患を引き起
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こすメカニズムはほとんど明らかになって
いない。本研究によって先天性心疾患発症メ
カニズムが明らかになれば、先天性心疾患に
対する新たな治療法を開発する基盤となる。 
 そこで、心臓発生の基盤として機能する転
写因子がどのようなエピジェネティック因
子と相互作用し、どこのゲノム領域の転写制
御をどのように行うのか明らかにする。研究
期間内には以下のことを明らかにする。 

A.  マウス胚の心臓における転写因子
Nkx2-5、Tbx5、GATA4 のゲノムワイドな結
合領域を ChIP-Seq法によって同定する。 

B. マウス胚の心臓で転写因子 Nkx2-5、Tbx5、
GATA4と相互作用する因子、特にエピジェネ
ティックな転写調節に関わる因子を免疫沈
降法によって同定する。 

C. 転写因子や関連するエピジェネティック
因子による転写調節メカニズムを明らかに
するため、siRNAを用いてそれぞれをノック
ダウンし、標的遺伝子に与える影響を検討す
る。 

 

３．研究の方法 

転写因子 Nkx2-5、Tbx5、GATA4のゲノムワ
イドな標的領域の ChIP-Seq法による同定。 

これまでに心発生に関与する転写因子のゲ
ノムワイドな標的領域の解析はされていな
い。Nkx2-5、Tbx5、GATA4 はそれぞれ相互
作用し心発生を協調的に制御しており、ヒト
における先天性心疾患の原因遺伝子である
ことが明らかになっている。まず、これらの
先天性心疾患関連転写因子のゲノムワイド
な標的領域を同定する。 

 

i) マウス胎仔心臓を用いてNkx2-5、Tbx5、
GATA4の抗体によってクロマチン免疫沈降を
行い高速シークエンサー (SOLiD) によって
結合領域を同定する。同定できた領域はさら
にReal-time PCRによって確認する。抗体の特
異性は胎仔心臓を用いた免疫沈降、またリコ
ンビナントタンパク質を用いて検証する。 

ii) 高速シークエンサーによって同定された
転写因子の結合領域の特徴をコンピュータ
ーを用いて解析する。具体的にはまず有意な
結合領域をMACSや Findpeaksなどのツール
によって同定し、その領域と転写開始点
（TSS）とが相関するか検討する。またプロ
モーターや遺伝子領域内など、どのようなゲ
ノム領域に転写因子の結合領域があるか検
討する。次に結合領域に含まれる特異的な
DNA 配列を同定し、既知の転写因子の DNA

結合モチーフや新規な DNA 結合モチーフが
含まれる結合領域の割合を求める。次にそれ
ぞれの標的遺伝子がどの転写因子の組み合
わせによって制御されているか明らかにす
るため、Nkx2-5、Tbx5、GATA4 の結合領域
の重なりあわせを検討する。 

iii) マウス胎仔心臓の RNA を高速シークエ
ンサーで解析し、遺伝子の発現パターンを同
定し、ChIP-seqによって得られた結合領域と
の相関関係を検証する。具体的には、遺伝子
の発現強度と転写因子の結合している遺伝
子との間で相関関係があるのか検討する。 

B. 転写因子 Nkx2-5、Tbx5、GATA4 と相互
作用するエピジェネティック因子の免疫沈
降法による同定。 

i) マウス胎仔心臓を用いてNkx2-5、Tbx5、
GATA4の抗体によって免疫沈降を行いウエス
タンブロット法によって結合因子の同定を行
う。結合因子の候補として、ヒストン修飾酵
素やRNA結合性タンパク質、クロマチンリモ
デリング因子があげられる。また、共免疫沈
降するヒストン修飾の検討も行い、結合する
ヒストン修飾因子とヒストン修飾パターンが
相関するか検討する。 

ii) 同定された結合因子が同じ複合体に含ま
れるのか、異なる複合体に含まれるのか検証
するために心臓核抽出液を密度勾配遠心に
より分画し、ウエスタンブロット法によって
検討する。 

C. 初代培養心筋細胞の siRNAノックダウン
のシステムによる転写因子-エピジェネティ
ック因子転写調節メカニズムの解明。 

i) マウス胎仔心筋細胞において転写因子や
相互作用するエピジェネティック因子が標
的遺伝子をどのように発現調節しているか
明らかにするために、転写因子やエピジェネ
ティック因子を siRNA によってノックダウ
ンし、RNA-seqによって遺伝子の発現変動を
検出する。発現変動する遺伝子と転写因子の
結合領域が相関するか検討する。 

ii) B で同定されたエピジェネティック因子
が転写因子の標的ゲノム領域への結合自体
に影響を与えているか検討するために、エピ
ジェネティック因子をノックダウンし、転写
因子の ChIP-seqを行い、結合領域が変化する
か検討する。 

 

 
４．研究成果 
心臓発生の基盤として機能する転写因子と
エピジェネティック因子による転写制御メ
カニズムを明らかにすることにより、先天性
心疾患の発症機構を理解し、新たな治療法開
発の基盤を確立することを目的とし、A. 転
写因子 Nkx2-5、Tbx5、GATA4 のゲノムワイ
ドな標的領域の ChIP-Seq 法による同定。B. 

転写因子 Nkx2-5、Tbx5、GATA4 と相互作用
するエピジェネティック因子の免疫沈降法
による同定。C. 初代培養心筋細胞の siRNA

ノックダウンのシステムによる転写因子-エ
ピジェネティック因子転写調節メカニズム
の解明。の 3点について、研究を行った。 

 A. 転写因子 Nkx2-5、Tbx5、GATA4 のゲノ



 

 

ムワイドな標的領域の ChIP-Seq 法による同
定。においては、マウス胎仔心臓を用いて、
これらの転写因子が結合する標的ゲノム領
域を同定した。B. 転写因子 Nkx2-5、Tbx5、
GATA4 と相互作用するエピジェネティック
因子の免疫沈降法による同定。においては、
マウス胎仔心臓の核抽出液を用いて、転写因
子に対する抗体で免疫沈降を行い、共免疫沈
降してくるエピジェネティック因子を探索
した。その結果、これまでに相互作用するこ
とが明らかになっているヒストンメチル化
酵素 Whsc1 などが相互作用していることが
明らかになった。C. 初代培養心筋細胞の
siRNAノックダウンのシステムによる転写因
子-エピジェネティック因子転写調節メカニ
ズムの解明。については、マウス胎仔心臓か
ら得た初代培養心筋細胞で転写因子のノッ
クダウンを行い、RNA-seqによって発現変動
する遺伝子を同定した。以上の結果より、先
天性心疾患の原因となる転写因子が、どのよ
うに転写を制御し、正常な心発生に寄与して
いるか明らかにするための基盤を築くこと
ができた。 
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