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研究成果の概要（和文）：重症心不全の新たな診断・治療法の開発は喫緊の課題であり、幹細胞から心筋細胞への分化
機序の解明が果たす役割は大きい。我々は、心筋細胞の分化過程で重要な因子を同定するための網羅的遺伝子発現解析
からE3リガーゼであるAsb2を同定した。Asb2は発生の早い段階から心臓予定領域で発現を認め、その後も心筋・骨格筋
に特異的な発現を認めた。データベースの解析から、Asb2がSmad9と結合することを突き止め、さらにSmad9の分解を介
してBMPシグナルを調節することでAsb2が正常な心筋細胞の分化に重要な役割を果たすことを明らかにすることができ
た。

研究成果の概要（英文）：Heart failure is one of the leading causes of death in Japan and the novel 
diagnosis and treatment are strongly awaited. To overcome this issue, we aimed to elucidate the molecular 
mechanisms of cardiac induction in embryonic stem cells (ES cells). Comprehensive gene expression 
analysis using ES cells identified Asb2, which is thought to be an E3 ligase. Further analysis revealed 
that Asb2 is specifically expressed in the heart and skeletal muscle during development. In silico data 
base suggested potential interaction between Asb2 and Smad9, and we confirmed that Asb2 is the E3 ligase 
for Smad9 and leads it to proteasomal degradation. Our data suggested that Asb2-dependent Smad9 
degradation plays important role in the development of the heart through quantitative regulation of Smad9 
and thus the regulation of BMP signaling.

研究分野：循環器内科学
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  ２版



１．研究開始当初の背景 

心不全はあらゆる心疾患の終末像であるが、心筋細

胞が終末分化細胞であるがゆえに根治療法は移植以

外にないのが現状であり、新規治療・診断法の開発

は喫緊の課題であり続けている。その一つとして再

生医療があげられ、ES 細胞、iPS 細胞の開発以来、

臨床応用への期待が高まっているが、これには心筋

細胞の分化メカニズム、心臓の発生メカニズムの解

明が必要であった。我々はマイクロアレイ法による

網羅的遺伝子発現解析を通して心臓特異的ミオシン

軽鎖キナーゼを同定するなど、同手法を先駆けて導

入し、同分野をリードしてきた。そこで ES 細胞を

心筋細胞へ分化させ、その過程における遺伝子発現

を網羅的に解析した。その結果、心筋細胞特異的に

発現することが知られている種々の遺伝子と極めて

類似した発現パターンを示す遺伝子を絞りこむこと

で、心臓/骨格筋特異的に発現する E3 リガーゼであ

る Asb2を同定することに成功した。E3リガーゼは

ユビキチンプロテアソーム系を介した基質分解へ導

くことが知られているが、折しも心筋発生において

は、時宜を得たシグナルのシャットダウンの重要性

が示唆され始めていた。そこで我々は Asb2 による

その基質分解が心筋細胞分化、心臓発生において重

要な役割を示すと考えた。 

 

２．研究の目的 

歴史的に心筋分化、心臓発生においては種々の転写

因子の発現が重要とされてきたが、近年、時宜を得

たシグナル抑制も同様に重要であることが示されて

きた。我々が同定した E3リガーゼである Asb2はそ

の基質の分解を促進することが予想される。そこで

我々は、Asb2による基質の量的な抑制が持つ心筋分

化、心臓発生における役割を解明すること、また

Asb2 による心筋細胞分化への影響を調べることを

目的とした。 

 

３．研究の方法 

我々は Asb2 の役割を解明するため、まずその発現

について基礎的検討を行った。具体的には ES 細胞

の分化過程における Asb2 の発現について、またマ

ウス胚における発現の局在について検討を行った。

次に、Asb2が E3リガーゼとして働く際にいかなる

タンパク質を基質として分解しているのかを検討し

た。これについては、まず既存のデータベースを検

索し、さらに細胞レベルで実際にユビキチン化やプ

ロテアソームによる分解がもたらされるかを検討し

た。さらに、in vivoにおける Asb2の役割を調べる

ため、ゼブラフィッシュを用いた表現型解析を行っ

た。また遺伝子改変により Asb2 ノックアウト ES

細胞を作成し、さらなる機能解析を予定した。 

 

４．研究成果 

(1)Asb2は心臓・骨格筋に特異的に発現する 

ES 細胞をハンギングドロップ法で心筋細胞へ誘導

し、遺伝子発現を検討した。Asb2はNkx2.5やGata4

といった心筋細胞特異的な転写因子と極めて類似し 

た発現パターンを示した。また、心筋細胞への分化

能が知られている P19CL6細胞においても同様に心

筋細胞誘導に応じた Asb2 の発現上昇を認めた。そ

こでさらに、マウス胚における発現をWhole moutn 

in situ hybridizationで確認したところ、E6.5 とい

う早期から心臓予定領域で発現が認められ、その後

も心臓において（発生中期以降では体節・骨格筋に

おいても）特異的な発現を示すことがわかった。 

 

(2)Asb2は Smad9を基質とする 

E3 リガーゼはその基質分解を介して生理的役割を

果たすと考えられる。そこでわれわれはまず in silico

データベースから結合タンパクを検索した。その結

果、二つの独立したデータベースにおいて、BMPシ

グナルの伝達因子である Smad9 が候補として挙げ

られていた。実際に細胞実験で確認したところ、



Asb2が Smad9をユビキチン化し、プロテアソーム

による分解へ導くことが示された。 

 

(3)Asb2は心筋細胞分化、心臓発生に重要である 

Asb2 の心臓発生における役割を調べるためゼブラ

フィッシュによる検討を行った。Morpholino Oligo

を用いたノックダウンでは、MO-Asb2によって心室

壁の菲薄化と心室の拡大、収縮の低下が認められた。

Asb2のノックダウンは、すなわち Smad9の集積と

同じであると考え、Asb2と Smad9をともにノック

ダウンしたところ、表現型はレスキューされた。 

 

(4)Asb2ノックアウト ES細胞の作製 

Asb2の心筋細胞分化過程における役割、さらにその

後の心臓における役割を解明するため、ノックアウ

ト ES 細胞の作成を行った。予めデザインしたベク

ターを用いてまず片側アレルの相同組み換え体を得、

さらに残るアレルについても相同組み換えを得る計

画であったが、最終的に得られたクローンを詳細に

検討したところ野生型アレルが残存していることが

判明したため、やむなく計画を中止とした。 
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