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研究成果の概要（和文）：　我々は内因性ヒストンアセチル化酵素（HAT）活性を有する p300 と GATA 転写因
子群の協力（p300/GATA経路）が心不全発症における遺伝子発現調節に極めて重要であることを示した。さら
に、新規p300/GATA経路結合蛋白である、PRMT5/MEP50複合体、SWI/SNF 複合体、NuRD複合体及びN-CoR/SMRT複合
体が、p300/GATA経路と機能的複合体を形成し、心筋細胞肥大、さらには心不全の発症・進展を制御することを
見出した。

研究成果の概要（英文）： GATA4 forms a large complex with an intrinsic histone acetyltransferase, 
p300 and these factors are involved in transcriptional regulation during myocardial cell 
hypertrophy. Moreover, noble p300/GATA4 binding partners, PRMT5/MEP5 complex, SWI/SNF complex, NuRD 
complex, and N-CoR/SMRT complex form a functional complex with p300/GATA4 and suppress hypertrophic 
responses in cardiomyocytes and development of heart failure.

研究分野： 循環器

キーワード： 心筋細胞肥大　心不全　ＧＡＴＡ４　ｐ３００
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
① これまでの研究成果を踏まえ着想に至
った経緯 

心不全は高血圧性心疾患、弁膜症、虚血性
心疾患など種々の心疾患の共通最終像であ
り、この問題を解決することは臨床的に極め
て重要である。心不全の発症においては種々
の遺伝子発現が変化することが報告されて
いる。心不全の治療のためにもっとも必要と
されていることは、治療薬のターゲットとな
る共通の核内経路を解明することである。
我々はこれまでに、心不全発症における心筋
細胞・核内情報伝達機構の解明と治療の応用
を目的として、多くの研究成果をあげてきた。 
(A)p300/GATA4経路の心不全発症における
役割 

我々は心不全発症において、心筋特異的転
写因子GATA4が重要な役割を果たしている
こと（J  Biol Chem. 1999;274:12811-8、J  Biol 
Chem. 1999;274:34096-102）、GATA4の結合
因 子 と し て 、 ERK(J  Biol Chem. 
2000;275:13721-6）、 FOG2（ J  Biol Chem. 
2004;279:37640-50）があり、GATA4上流には
Calcinurin-NFATc （ J  Biol Chem. 
2001;276:34983-9）及びRho-ROCK（ J  Biol 
Chem. 2002;277:8618- 25）が存在しているこ
とも見出した。次に我々は内因性ヒストンア
セチル化酵素（HAT）活性を有する p300 と
転写因子GATA4の協力（p300/GATA4経路）
が心不全発症における遺伝子発現調節に極
めて重要であり、p300のHAT活性が心不全治
療の重要なターゲットなる可能性を示した
（ Mol Cell Biol. 2003; 23: 3593-606 、
Circulation. 2006; 113: 679-690、J  Biol Chem. 
2008;283:9828- 35)。さらに我々はp300特異
的HAT阻害作用を持つクルクミンが心不全の
進行を抑制することを高血圧性心疾患ならび
に心筋梗塞後の２つの慢性心不全ラットモデ
ル に お い て 証 明 し た （ J Clin Invest. 
2008;118:868-878）。 
(B)新規 p300/GATA4 結合蛋白の同定 
以上より、p300/GATA4 複合体の全容を解明
することにより、新たな治療ターゲットの同
定から、より画期的な薬物治療の開発につな
がる可能性がある。そこで FLAG-HA２つの
タグのついた GATA4 を HeLa 細胞に発現さ
せ、心筋特異的蛋白コンプレックスを精製し
解析した。GATA4 複合体のタンデム・アフィ
ニティー精製をおこない、マススペクトメト
リーと蛋白データーベースから、GATA4 複
合体を構成する蛋白を網羅的に解析し、73 個
の結合蛋白を同定した（ J  Biol Chem. 
2010;285:9556-68、次頁図１）。73 個の結合蛋
白の中には、転写に重要な役割を果たしてい
る蛋白が含まれていた。転写の伸長反応の促
進に関与する Positive transcription elongation 
factor-b （P-TEFb）のキナーゼである Cdk9、
ATP 依存的にクロマチン構造を変化させ転
写を制御するクロマチンリモデリング因子
でる SWI/SNF 複合体の構成因子 Ini1、クロ

マチン構築因子 Chromatin Assembly Factor-1 
(CAF-1) 、 Nucleosome Remodeling and 
Deacetylase（NuRD）複合体、Protein Arginine 
Methyltransferase 5 (PRMT5) とその活性制御
因子である Methylosome protein 50 (MEP50)、
Receptor for activated C kinase 1（RACK1）、
N-CoR/SMRT 複合体の構成因子 Transducin 
beta-like protein 1 (TBL1) などが含まれてい
た（次頁図２）。これらの中で、Cdk9 の役割
を検討したところ、Cdk9 は肥大刺激により
p300 をリン酸化することによりその HAT 活
性を制御し、心筋細胞肥大反応を増強するこ
と を 見 出 し た （ J  Biol Chem. 
2010;285:9556-68）。 

 
② 本研究に関連する国内・国外の研究動向
及び位置づけ 
心筋細胞肥大を引き起こす細胞内情報伝

達路については多数報告されている。なかで
も、心筋細胞肥大に GATA 転写因子群が重要
な役割を果たしているということを示す結
果が我々以外のグループからも多数報告さ
れている（Mol Cell Biol. 2001;21:7460-9、J  Biol 
Chem.; 2001;276:37178-85 、 Mol Cell Biol. 
2000;20:7550-8、EMBO J . 2000;19:2046-55、
Genes Dev. 2001;15:839-44 、 J Biol Chem. 
1999;274:8231-9）。さらに、GATA4 を心臓に



過剰発現させると心肥大を来すことより、
GATA4 が心肥大の核内情報伝達路の重要な
分子であることが示唆される（J  Biol Chem. 
2001;276:30245-53）。 

p300 のノックアウトマウスは心機能不全
を呈し（Cell. 1998;93:361-72）、HAT 活性を無
くした p300 の HAT ドメインを knock-in させ
たマウスも心不全により死亡する（EMBO J. 
2003;22:5175-85）。逆に、我々の研究と同様に
p300 を心臓に過剰発現させると、その発現量
に比例して心筋細胞肥大から心不全へ進行
し 、 マ ウ ス は 死 亡 す る （ Circulation. 
2008;118:934-46）。以上から、p300 が心臓の
発生、分化、増殖に重要な役割を果たしてい
ることがわかる。しかしながら、p300/GATA4
経路の活性化機構や心不全発症メカニズム
に関する詳細な研究は行われていない 
 
２．研究の目的 
以上より、p300/GATA 経路が心不全の進

行に重大な役割を果たし、心不全治療薬の標
的となる可能性が示唆された。しかし、
p300/GATA 経路の相互関係並びに詳細な活
性化メカニズムは未だ不明である。そこで本
研究の目的は、p300/GATA4 の複合体を網羅
的に解析し、心不全発症メカニズムを詳細に
解明し、心不全の新しい治療ターゲットを模
索することである。 
 
研究期間内に明らかにする点 
 新規 GATA4 結合蛋白の肥大反応制御に対
する役割を in vitro および in vivo で検討する。 
1) 初代培養心筋細胞を用いて、GATA4 結合

蛋白を過剰発現あるいはノックダウン
し、p300/GATA4 経路転写制御メカニズ
ムを解明する。酵素活性を有する蛋白に
ついては、その活性を消失した変異体を
用いて肥大反応における役割を検討す
る。また肥大反応刺激による、結合蛋白
と p300/GATA4 との結合の変化やその局
在の変化を観察する。 

2) 心筋梗塞や高血圧による心不全ラット
モデルを用いて、GATA4 結合蛋白の発現
量や局在の変化、さらには p300/GATA4
との結合の変化を観察し、生体内での役
割を検討する。 

3) GATA4 結合蛋白を心臓に過剰発現した
り、ノックアウトした遺伝子改変マウス
を作成する。これら遺伝子改変マウスが
心不全を発症するかどうかを検討する。
さらにこれらマウスに大動脈縮搾術や
心筋梗塞手術を行い、心不全の発症、進
展に対する役割を検討する。 

 以上より、心不全治療のターゲット分子を
同定する。 
 
３．研究の方法 
GATA4 結合蛋白の網羅的解析による心不全
発症メカニズムの解明：培養心筋細胞での実
験 

我々は GATA4 結合蛋白を 73 個同定してい
るが、その中でもプレリミナリーな実験を行
い、（１）p300/GATA4 と直接結合し、（２）
p300/GATA4 による心肥大反応を変化させる、
クロマチン修飾因子・転写制御因子について
実 験 を 進 め て い く 。 す な わ ち 、
①PRMT5/MEP50 複合体、②SWI/SNF 複合
体、③NuRD 複合体、④N-CoR/SMRT 複合体
による心不全発症メカニズムを解明する。 

 
①PRMT5/MEP50 複合体の解析 
 我々はすでに、アルギニンメチルトランス
フェラーゼの 1 つである PRMT5 およびその
制御因子である MEP50 が、①p300 を非対称
的にジメチル化する、①p300 による GATA4
のアセチル化を抑制する、①p300/GATA4 に
よって相乗的に誘導される心肥大因子の転
写反応を抑制する、①心筋細胞において、心
肥大促進因子であるフェニレフリンによっ
て誘導される心肥大因子の転写反応及び心
筋細胞肥大を抑制する、ことを見出している。
これらのことから PRMT5/MEP50 複合体は、
生体において、心肥大反応のブレーキとして
機能しており、その活性が変化することで、
心不全の進行に関与していると考えられる
が、その詳細な分子メカニズムや動物レベル
の役割は不明である。すなわち、(i) p300 のメ
チル化が HAT 活性に影響を与えるか、(ii) 心
肥大・心不全の進行に PRMT5 の活性がどう
変化するのか、が不明な点である。そこで本
研究では、PRMT5/MEP50 複合体による
p300/GATA4 転写経路抑制分子メカニズムを
検討する。 
（a）培養心筋細胞を用いた PRMT5 / MEP50
複合体の機能の解明 
培養心筋細胞を用いて、フェニレフリン刺

激などによる肥大反応時の PRMT5 の (1) 発
現量変化、(2) 細胞内局在、(3) 酵素活性、(4) 
MEP50 との結合、(5) p300/GATA4 との結合な
どについて検討し、その役割を検討する。 
（ b ） PRMT5/MEP50 複 合 体 に よ る
p300/GATA4 転写経路制御メカニズムの解明 
 p300 の欠損変異体を作成し、PRMT5 のメ
チル化標的部位の同定を行う。さらに特定さ
れたアルギニン残基をグリシンやリジンに
置換した変異体を作成し、p300 のメチル化が、
その HAT 活性に影響を与えるかどうか、さら
には心肥大反応に影響を与えるかどうかを
検討する。 
 
②SWI/SNF 複合体の解析 

SWI/SNF 複合体に含まれる Ini1/hSNF5 を
過剰発現させると、p300/GATA4 による肥大
反応を抑制することを見出したが、その詳細
なメカニズムは不明である。SWI/SNF 複合体
のコアであり、ATP 依存性のヌクレオソーム
リモデリング活性を有する BRG1/ Brm を過
剰発現したり、ノックダウンすることで、
SWI/SNF 複合体による p300/GATA4 を介し
た肥大反応抑制メカニズムを解明していく。 



 
③NuRD 複合体の解析 

NuRD複合体に含まれるRbAp48/46を過剰
発現させると、p300/GATA4 による肥大反応
を抑制することを見出したが、その詳細なメ
カニズムは不明である。NuRD 複合体の構成
因子である ATP 依存性のヌクレオソームリ
モデリング活性を有する Mi-2やヒストン脱
アセチル化酵素活性を持つ HDAC1/2 を過剰
発現させたり、ノックダウンすることで、
NuRD 複合体による p300/GATA4 を介した肥
大反応に対するメカニズムを解明していく。 
 
④N-CoR/SMRT 複合体の解析 

N-CoR/SMRT 複合体に含まれる TBL1を過
剰発現させると、p300/GATA4 による肥大反
応を抑制することを見出したが、その詳細な
メカニズムは不明である。N-CoR/SMRT 複合
体には、TBL1 だけでなくヒストン脱アセチ
ル化酵素活性を持つ HDAC3 も含まれている。
そこで、HDAC3 の過剰発現や、ノックダウ
ンによる p300/GATA4 への影響をみたり、
TBL1がHDAC3を p300/GATA4経路にリクル
ートするかなどを検討することにより、
N-CoR/SMRT 複合体による p300/GATA4 経路
による肥大反応抑制メカニズムを解明して
いく。 

 
⑤GATA4 結合蛋白の網羅的解析による心不
全発症メカニズムの解明：動物モデルでの実
験 
（１）心筋梗塞ラット、高血圧性心疾患ラッ
トによる解析 
 心筋梗塞ラットや食塩感受性ダールラッ
トの心不全期に心臓を取り出し、①結合蛋白
の発現量の変化、②p300/GATA4 との結合能
の変化などを検討する。また、心不全の重症
度、ステージ別による変化も検討する。心不
全モデルによる検討により、GATA4 結合蛋白
の心不全発症に関するメカニズムを解明し
ていく。 
 
（２）野生型および酵素活性を消失させた
PRMT5 過剰発現トランスジェニックマウス
及びノックアウトマウスによる心不全発症
メカニズムの検討 
 メチル化酵素活性を持ち、治療ターゲット
候補の１つである PRMT5 が、心不全発症に
関与しているかどうかを動物レベルで検討
する。心臓特異的に PRMT5 を発現させるた
め、-MHC プロモーターの下流に野生型の
PRMT5及び PRMT5の酵素活性欠損変異体を
組み込んだベクターを作成し、トランスジェ
ニックマウスを作成する。また Cre/loxP シス
テムを用いて心臓特異的に PRMT5 をノック
アウトしたマウスを作成する。これら遺伝子
改変マウスが心不全を発症するかどうかを
検討する。さらにこれらマウスに大動脈縮搾
術や心筋梗塞手術を行い、心エコー検査にて
心臓機能を評価し、心不全の発症、進展に対

する役割を検討する。また心臓を摘出し、生
化学及び組織学的な解析も行う。さらに、
p300 を心臓に過剰発現するマウスは心肥大
から心不全を発症するが、このマウスと
PRMT5 過剰発現マウスをかけあわせ、心不
全の発症、進展の変化を検討する。これらの
研究から、(1) in vivo での心不全発症における
PRMT5 の役割の検討、(2) その分子メカニズ
ムを明らかにし、心不全治療への応用を目指
す。 
 
４．研究成果 

PRMT5/MEP50 複合体は、①p300 を非対
称的にジメチル化する、②p300 による
GATA4 のアセチル化を抑制する、③
p300/GATA4 によって相乗的に誘導される
心肥大因子の転写反応を抑制する、④心筋細
胞において、心肥大促進因子であるフェニレ
フリンによって誘導される心肥大因子の転
写反応及び心筋細胞肥大を抑制した。次に、
SWI/SNF 複合体に含まれる Ini1/hSNF5 や
NuRD 複合体に含まれる RbAp48/46 を過剰
発現させると、p300/GATA4 による肥大反応
を抑制することを見出した。さらに、
N-CoR/SMRT 複合体に含まれる TBL1 を過
剰発現させると、HDAC を p300/GATA4 に
リクルートすることにより肥大反応を抑制
することを見出した。 
次に心不全モデルである食塩感受性ダー

ルラットを用いて検討したところ、心不全の
進行に伴い、これら新規系都合タンパクと
p300/GAT4 との結合が変化することを見出
さした。 

PRMT5 を心臓に過剰発現するマウスを作
成し、大動脈縮窄術を施行したところ、圧負
荷による心不全への進行を増悪することを
見出した。また、加齢に伴い、PRMT5 の心
臓での発現量が増加することから、このマウ
スを長期に飼育したところ、加齢に伴い、肥
大が亢進し、収縮能が低下した。さらに、こ
の過程においてヒストンのアセチル化が亢
進することを見出さした。反対に、PRMT5
を心臓特異的にノックダウンしたマウスを
作成した。このマウスは、生後 4 週齢で心機
能が低下し、6～8 週齢で 100％が死亡した。
心不全発症のメカニズムについては不明で
あるため、PRMT5 の p300/GATA4 制御機構
だけでなく、新たなターゲット分子の同定を
試みている。今後さらに、このモデルマウス
を用いて PRMT5 の役割を検討することで、
p300/GATA4 経路の詳細な制御メカニズム
の解明につながり、新規心不全治療薬の開発
へと発展する可能性が示唆された。 
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