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研究成果の概要（和文）：新規心房特異的遺伝子を発見するために、新生仔ラットの心筋を精製した上で遺伝子
発現の解析を行った。すると、既知の心房特異的遺伝子とは異なる遺伝子が見つかった。当該遺伝子の心房特異
性をもたらす転写調節領域を同定するためにリポーター遺伝子を用いた実験を行い、一つの調節領域を同定し
た。また、当該遺伝子のノックアウトマウスを用いて機能解析を行った。

研究成果の概要（英文）：To find a novel atrial specific gene, we conducted comparable gene array 
analysis between neonatal rat atrial and ventricular cardiomyocytes. To conduct gene array analysis,
 we purified cardiomyocytes. Then, we successfully discovered an new atrial specific gene.
To identify the transcriptional regulatory elements of the gene, we conducted a reporter gene assay 
and find an one of the transcriptional regions.
In addition, we investigated the function of the gene by using KO mice.

研究分野：循環器内科

キーワード： 心房特異的遺伝子
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１．研究開始当初の背景 
 臓器特異的遺伝子は、当該臓器の精製やト
ラッキングなど、遺伝工学分野に多大な利益
をもたらし得る。心房特異的遺伝子について
はこれまで Sarcolipin や Myosin Light 
Chain 2aなどが知られていた。 
 我々は旧知のものよりも正確な心臓の、腔
別の遺伝子プロファイルを得るために以前
我々が確立した心筋精製技術(Nat Methods. 
2010 Jan;7(1):61-6.)を用いて、ラットの心
房・心室の遺伝子プロファイルを作成するこ
とにした。 
 
２．研究の目的 
 新規心房特異的遺伝子を探索し、またその
遺伝子の心房特異性をもたらす転写調節領
域を同定すること。 
 それに加えて、当該遺伝子の機能を同定す
ること。 
 
３．研究の方法 
 ラット新生仔の心臓を剖出し、心房と心室
に分けた。これを細胞単離化させたうえで、
ミトコンドリア法 (Nat Methods. 2010 
Jan;7(1):61-6.)を用いて心筋精製を行った。
心筋精製後の心房・心室筋をそれぞれマイク
ロアレイに供して遺伝子発現を比較した。 
 マウス・ラットの胎仔期から成獣期に至る
各ステージにおいて、各臓器での代表的な遺
伝子発現量を RT-PCR や qPCR を用いて解析し
た。また、同様に代表的なタンパク質の発現
量をウェスタンブロッド法を用いて解析し
た。 
 次いで、lacZ ノックインマウスを用いて
新規心房特異的遺伝子の発現を in vivo で確
認した。 
 また、当該遺伝子の心房特異性をもたらす
転写調節領域を同定するため、バイオインフ
ォ―マティクスを利用して予想転写調節領
域を定め、当該配列をレポーター遺伝子と結
合させ、ラット新生仔由来の心室筋・心房筋
（上記の手法にて精製済み）に遺伝子導入実
験を行った。 
 当該遺伝子のノックアウトマウスを用い
て遺伝子の機能解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
 我々はまず、既存の報告よりも高精度な解
析を実現するため、心房、心室筋細胞をそれ
ぞれ精製した上で、遺伝子発現プロファイル
を比較した。この結果、幸運にも心房筋細胞
に特異的に発現している新規遺伝子を発見
した(図１)。 
 
 
 
 
 
 

 
図 1） 

 
 そして、マウス・ラットの胎仔期から成獣
期に至る各ステージにおいて、当該遺伝子が
全身の中で一貫して心房に特異的に発現し
ていることを確認した（図 2）。これは mRNA
レベルでもタンパク質レベルでも同様であ
った。 
 
 
図 2） 
 

 
また、その心房特異性は既知の心房特異的
遺伝子（Sarcolipin, Mlc-2a, Nppa など）に
比べて全身の中でより特異性の高い発現パ
ターンを示していた。 
 
 
図 3） 

 
 
 



 lacZ ノックインマウスを用いた in vivo
での発現確認実験を行った。この実験では、
発生期～成獣に至る各ステージにおいて全
身の中での心房特異性を確認することがで
きた。(図 4)。 
 
 
図 4) 
 

 
 
また、当該遺伝子の心房特異性をもたらす
転写調節領域を同定するため、バイオインフ
ォ―マティクス(UCSC Genome Browser on 
Human Dec.2013 (GRCh38/hg38)Assembly) 
を利用して予想転写調節領域を探索した。
すると当該遺伝子の 1st. intron の一部に
DNase, H1K4Me1のシグナルが強く出ている箇
所を発見した（図 5）。 
 
 
図 5) 

 
 
当該遺伝子のプロモーター領域があると
考えられる 5’上流とレポーター遺伝子
(eGFP)を結合させたコンストラクトを心筋
細胞に導入した場合、心室筋・心房筋ともに
レポーター遺伝子の発現が認められたが、当
該遺伝子のプロモーター領域があると考え
られる 5’上流と、この intron の一部領域を
レポーター遺伝子と結合させたコンストラ
クトを導入した場合は心房筋においてのみ
レポーター遺伝子の発現が認められた。この
遺伝子導入実験により、当該箇所により心房
特異性がもたらされることを確認した(図 6)。 
 
 
図 6) 

 
 

レポーター遺伝子の発現量については遺
伝子導入細胞を FACS 解析することで有意な
発現量の差を確認した（図 7）。 
 
図 7) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
また、当該遺伝子のノックアウトマウスを
用いて表現型の確認を行った。ノックアウト
マウスについては、心房・心室ともに明らか
な形態異常を来していなかったが、ホモ欠損
個体については有意に出産直後に死亡する
ことが確認された（図 8）。このため、当該遺
伝子が、乳幼児突然死症候群の原因遺伝子の
一つである可能性も示唆された。 
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