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研究成果の概要（和文）：コモン疾患の遺伝的リスクを調べ、個別化医療を展開する手段としてゲノムワイド関
連解析(GWAS)が精力的に行われている。GWASの副次的成果として、新たな疾患経路が判明し、新たな創薬の標的
が見つかることが期待された。我々は、最も頻度が高く、合併症の脳梗塞(心原性脳塞栓)による寝たきりが社会
的問題となっている不整脈、心房細動を対象に3世代にわたりGWASを行い、14の心房細動感受性1塩基多型(SNPs)
を同定した。これらの機能解析から、心房細動の新たな創薬標的の同定を目標に研究を行った。酸化ストレス、
筋変性、交感神経の分化、などに関わるSNPsが新たな心房細動創薬のシーズであることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Genome-wide association study (GWAS) has been introduced as a tool to 
examine genetic risk of common diseases and to deploy personalized medicine. As a by-product of 
GWAS, it is also expected to identify novel pathogenic pathways and thus novel druggable targets. 
Atrial fibrillation (AF) is the most frequent arrhythmia and associated cerebral infarction 
(cardiogenic embolism) is the main cause of disability. We performed 3 GWASs for AF, and found 14 
AF-sensitive single nucleotide polymorphisms (SNPs) in Japanese population. Against these 14 SNPs, 
we performed functional assay to identify novel druggable targets. There are SNPs associated with 
oxidative stress, myolysis, or differentiation of sympathetic nerve. These findings provide novel 
pathogenic pathways of AF, and are suggested to a potential targets of AF drugs.

研究分野： 循環薬理学

キーワード： 心房細動　ゲノムワイド関連解析　1塩基多型
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１．研究開始当初の背景 
コモン疾患の遺伝的リスクを調べ、個別化

医療を展開する手段としてゲノムワイド関

連解析(GWAS)が精力的に行われている。

GWAS はこの主目的に加えて、副次的成果

として新たな疾患経路が判明し、新たな創

薬の標的が見つかることが期待された。

GWAS は 2002 年に第 1 例が報告されてお

り、すでに 15 年以上経過するが、残念な

がらこの副次的目的は成果を出せておらず、

創薬につながった例はほとんどない。 
 
２．研究の目的 
我々は、最も頻度が高く、合併症の脳梗塞

による寝たきりが社会的問題となっている

不整脈、心房細動を対象に 3 世代にわたり

GWAS を行い、14 の心房細動感受性 1 塩

基多型(SNPs)を同定した。そこで、これら

の SNPs の機能解析から、心房細動の新た

な創薬標的の同定を目標に研究を行った。 
 
３．研究の方法 
細胞培養：HL-1、新生仔マウス心室筋 

siRNA によるノックダウン 

免疫細胞染色 

電子顕微鏡観察 

ウエスタンブロット 
 
４．研究成果 

NEURL / HSP27 DKD は F-アクチン重合抑制

を無効化する 

NEURL は RING 型ユビキチンリガーゼで

ある．NEURL のユビキチン化基質を同定す

るため LC-MS / MS 解析を行ったところ， 

HSP27 が同定され，NEURL 抑制では HSP27

が増加傾向にあった（図 1A）．HSP27 が心房

細動との関連を示された研究として，心房細

動における電気的リモデリングを模して

HL-1 細胞へ高頻度電気刺激を加えた実験が

ある．HSP27 過剰発現細胞ではアクチンスト

レスファイバーの脱重合が亢進する事が報

告されている 3．NEURL 抑制細胞で F-アクチ

ンを観察すると，F-アクチンが減少していた

（図 1B）．そこで，F-アクチンの脱重合に

HSP27 が関わるかを検討する事にした． 

 

 
NEURL と HSP27 の関係を調べるために，そ

れぞれのノックダウン（siNEURL，siHSP27）

およびダブルノックダウン（ siNEURL / 

HSP27）を行った．ファロイジン染色により

細胞内の F-アクチンの状態を比較したとこ

ろ，HL-1 では Control に比べ siNEURL で F-

アクチンが減少し，繊維状構造が崩壊してい

る様子が見られた．しかし，siHSP27，ダブ

ルノックダウンでは繊維状構造が維持され

ていた．新生仔マウス心室筋細胞では

siNEURL のみでサルコメアの横紋状の構造

が失われていた（図 2A）．定量化するために、

ファロイジンの蛍光強度を測定した．Control

と比較し siNEURL では有意に低下していた．

また，ダブルノックダウンは siNEURL に比べ

増加傾向にあった（図 2B，表 1A）．これらの



事から，HSP27 を抑制する事で，NEURL 抑

制心筋細胞で生じる F-アクチンの脱重合が

取り消される可能性が示唆された． 

次に，筋繊維の微細構造を観察するため，

単離した新生仔マウス心室筋細胞に siRNA

を導入し透過型電子顕微鏡試料を作製した．

Control ，siHSP27，ダブルノックダウンでは，

筋繊維束が構成されているのに対し，

siNEURL では筋繊維束が細く，ばらついてい

る様子が観察された（図 2C）．この事から，

NEURL 抑制心筋細胞では HSP27 がサルコメ

アの制御に関係している事が考えられた． 

 

 

 

HSP27 過剰発現は F-アクチンの重合抑制に

関わる 

さらに，HSP27 の増加が F-アクチンの減少

に関係するか調べるため，HSP27 を過剰発現

した細胞で F-アクチンの状態を観察した．

HSP27 が導入された細胞（赤）では F-アクチ

ンが減少し（図 3A），蛍光強度は低下してい

た（図3B，表1B）．NEURL抑制細胞ではHSP27

がユビキチン化により分解されずに細胞内

に増加する事が，F-アクチンの崩壊に繋がる

可能性が示唆された． 

 

 

 

 
 

F-アクチンの重合阻害は液胞形成を促進する 

 NEURL 抑制細胞では細胞質に多数の液胞

が認められる（図 4）．これらの液胞は，Rab9 

/ LAMP1 陽性であり，Atg5 非依存性のオート

ファジー4 によるものと考えられた．オート

ファゴソームの成熟にアクチンが関わるな

どの報告があり 5，心筋においてもアクチン



とオートファジーが関係性をもつ事が推測

される．そこで，NEURL を抑制する事によっ

て生じる F-アクチンの減少と液胞形成の二

つの現象に相互作用があるか検討するため，

アクチン重合阻害剤サイトカラシン D で F-

アクチンを脱重合後に，液胞が形成されるか

を観察する事にした．共焦点顕微鏡による観

察では，サイトカラシン D 投与 1 時間から

F-アクチンが減少している様子が確認された．

サイトカラシン D 投与 2 時間では細胞質に

液胞が認められた．位相差顕微鏡では投与 1 

時間では液胞が少数出現し，2 時間後から増

加した（図 4）．この事から F-アクチンの重合

阻害により液胞が形成されると考えられた． 

 

 
 

F-アクチン脱重合後オートファジーが誘導さ

れる 

 サイトカラシン D 投与で形成される液胞

がオートファジー由来かどうかを検討する

ため，マクロオートファジーのマーカーであ

る LC3-Ⅱの動態を調べた．LC3-Ⅱの発現は，

サイトカラシン D 投与前と比べ投与後には

増加し，1 時間の時点で特に増加していた．

ポジティブコントロールとして行った飢餓

刺激においても，刺激後 1 時間の時点で特に

増加していた（図 5A）．サイトカラシン D 投

与，飢餓刺激開始から 1 時間の時点でオート

ファゴソームの形成が増加すると考えられ

た．この時点の細胞内の LC3 の発現を観察す

ると，飢餓刺激なしでは GFP-LC3 が細胞質全

体に均質に発現しているのに対し，飢餓刺激，

サイトカラシン D 投与では核周りに斑点状

に発現し液胞と一致する部分も見られた（図

5B）．サイトカラシン D 投与により，マクロ

オートファジーが活性化する可能性が示唆

された．NEURL 抑制細胞で陽性だった Rab9

についてもサイトカラシン D 投与で液胞と

一致する部分が見られた．これらの結果によ

り，F-アクチンの脱重合がマクロオートファ

ジー，Atg5 非依存性オートファジーに関わる

可能性が示唆された． 
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