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研究成果の概要（和文）：圧負荷心不全モデルマウスを用いた検討により、心不全において活性化エピゲノムマークが
誘導される遺伝子群を同定した。これら遺伝子群は心臓間質の線維化に関与し、そのなかから心臓間質線維芽細胞に特
異的に発現する転写因子を見出した。本因子は心臓線維芽細胞の一部のポピュレーションに発現し、線維芽細胞の反応
性増殖に関与していることが明らかとなった。また、培養心筋細胞を用いたRNAイメージングとChIPシークエンスの組
み合わせから、心肥大を負に制御する因子を見出した。これらの知見より、心血管病態に関わる分子探索において、高
速シークエンサー解析を用いた多面的オミクス解析が有用であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：For exploratory research aimed at regulatory mechanisms underlying pathological 
proliferation of non-cardiomyocytes during the progression of cardiac remodeling, we applied H3K4me3 
mapping and RNA-sequence to pressure-overloaded hearts of mice. From the combination of Epigenomics and 
Transcriptomics, we identified a set of genes involved in interstitial fibrosis, and identidied a 
transcription factor specifically expressed in interstitial cardiac fibroblasts. The transcription factor 
is expressed in a limited population of fbroblasts and required for reactive proliferation. Next, to 
clarify unknown regulating mechanisms underlying hypertrophic response in cardiomyocytes, we combined 
quantitative RNA imaging and ChIP-sequence and identified a negative regulator of cardiomyocyte 
hypertropy. Our exploratory analysis identifies pathologically relevant molecules using a combination of 
multidimensional datasets and suggests the usefulness of TransOmics in cardiovascular pathophysiology.

研究分野： 心不全

キーワード： 心不全　心臓リモデリング　高速シークエンサー
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１．研究開始当初の背景 
 
 心臓リモデリングは、虚血、弁膜症、高血
圧等を要因として進行する心不全の病理像
であり、心臓の線維化をもとに心腔の拡大、
心収縮能の低下を伴う。その形成過程は複雑
であり、心筋細胞だけでなく、線維芽細胞、
血管平滑筋細胞、内皮細胞、炎症性血球細胞
等様々な非心筋細胞が関与する。これまでの
研究により、非心筋細胞における多くの制御
因子が明らかになっているが、心臓における
線維芽細胞の増生、線維化を中心としたリモ
デリングのメカニズムは依然明らかでなく、
未知の制御因子の探索、同定は、心臓リモデ
リング治療法の開発における喫緊の課題で
ある。従来より、分子探索を目的に、正常状
態の心臓とリモデリングが進行した不全心
の遺伝子発現の比較解析が行われてきた。し
かし、心臓組織には様々な細胞種が混在して
おり、かつリモデリング進行に伴い、線維芽
細胞をはじめとした構成細胞成分の変化が
生じることから、遺伝子発現の変化がどの細
胞種由来であるのか見極めが困難である。以
上の理由から、組織としての心臓を解析対象
とした新たな遺伝子発現変化の指標が必要
と考えられる。 
 トリメチル化ヒストン H3 リジ ン
4(H3K4me3)修飾は、転写活性化遺伝子の代
表的なヒストン修飾である。H3K4me3 は遺
伝子転写開始点に集積し、高速シークエンサ
ーを用いたクロマチン免疫沈降(ChIP)シー
クエンス解析を行うことで、シャープで明瞭
なピークとして得られる。我々は、このエピ
ゲノム修飾が、心臓リモデリング進行過程に
おいて非心筋細胞での微小な発現の変化を
検出する新たな指標として使用できるので
はないかと考えた。また、H3K4me3 は活性
化エピゲノム修飾として確立されたものだ
が、個々の遺伝子における集積の程度を定量
的に評価した報告は少なく、その意義も依然
明らかでない。 
 
２．研究の目的 
 
以上より、我々は、正常心臓組織及び圧負

荷心不全心臓組織を対象とし、活性化エピゲ
ノム修飾を定量化し、mRNA 発現データと合
わせた多面的なプロファイリングを行うこ
とで、新たな遺伝子発現検出法を構築するこ
とを試みた。これまでの助成事業において、
マウス心臓組織を対象とした ChIP シークエ
ンスからのライブラリ作成技術、Linux 解析
サーバーを用いた膨大な配列情報の処理・解
析技術を確立した。また、独自のアルゴリズ
ムからのエピゲノムの定量方法、RNA シー
クエンス結果と組み合わせた定量的プロフ
ァイリング方法を確立し、心不全において特
異的なエピゲノム変化を示す遺伝子群の絞
り込みに成功した。以上の結果を踏まえ、本
事業の目的について、候補遺伝子群のなかか

ら特定の遺伝子の絞り込みを行い、その機能
解析から心疾患治療ターゲットとしての可
能性を探索すること、を挙げた。 
本助成事業においては、下記 4 段階のステッ
プを経た心疾患治療創薬のためのシーズ発
掘及びその機能解析を実施した。 
1. ChIP シークエンスを用いたマウス心臓

組織における活性化エピゲノム定量化
法の確立 

2. RNA シークエンス解析により得られた
mRNA 発現データにエピゲノムプロフ
ァイルを付加することによる、多面的な
心疾患病態関連遺伝子の層別化 

3. Linuxサーバーを用いた in silico解析系
の構築と創薬シーズ遺伝子の検索・同定 

4. 生化学解析、細胞イメージング、遺伝子
改変ノックアウトマウスを用いた創薬
シーズ候補遺伝子の機能解析 

以上の段階を経て、将来的な臨床応用に必要
な基礎データの構築及びそのために必要な
実験系の確立、実践を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
正常心・圧負荷不全心の ChIP シークエンス・
RNA シークエンスデータに公開データベース
の情報を加えた総合的なプロファイリング
の実施 
横行大動脈結紮法を用いた圧負荷不全心

マウスを作成し、得られた心臓組織をもとに
H3K4me3 ChIP シークエンス、RNA シークエン
スを施行する。心不全において mRNA 転写レ
ベルが上昇する遺伝子群に対し、さらに
H3K4me3 定量値の増加という 2 つ目のプロフ
ァイルによるフィルターをかけることで、微
細な変化、特にリモデリング心において新た
に出現する細胞集団、更にはその細胞集団に
おける機能因子の検出を試みる。予備的検討
において、数十個の遺伝子集団が検出されて
いるが、WEB 上で公開されているマウス全臓
器エクソンアレイデータベースと照合する
ことで、心筋細胞の特異性・非特異性により
さらにフィルターをかけることを目指す。 
 

創薬シーズ候補遺伝子の同定及び機能解析
に向けた基礎データ構築 
上述の遺伝子集団のなかで、心血管病態に

関与する因子の探索を試みる。また、特異的
抗体を作成し、その細胞内局在、組織局在を
検出する。 
 

創薬シーズ候補遺伝子の導入・ノックダウン
とイメージング技術を組み合わせた機能解
析 
アデノウイルスを用いた強制発現、あるい

はsiRNAを用いたノックダウンによる細胞形
質の解析を実施する。大阪大学共同研には各
種イメージング機器が整備されており、特に
イメージングサイトメーターを用いた細胞
解析は、特異抗体による染色と組み合わせる



ことで形質解析における強力なツールとな
り得る。現時点で培養細胞を用いた染色像の
取得に成功しているが、今後更なる条件の検
討、刺激条件下での解析等を予定している。 
 

高速シークエンサー解析を更に組み合わせ
た創薬シーズ候補遺伝子の内在性ターゲッ
ト探索及びノックアウトマウスの作成 
 
リモデリング進行に対する治療を目標と

した場合、ターゲット分子が生体内のどのよ
うな機構を制御しているのか、どのような分
子に影響を与えるのかについて、詳細な解明
が必要である。強制発現あるいはノックダウ
ン条件下での RNA シークエンス解析、あるい
は、転写因子である場合は、特異抗体を用い
た ChIP シークエンス解析による直接のター
ゲット探索を試みる。あわせて、ノックアウ
トマウスを作成し、発生段階・病的状態双方
における生体内機能の解析を行う。 
 
 
４．研究成果 
 
当初研究計画に則り、培養細胞を用いた条

件検証実験の後、マウス心臓組織を対象とし
た ChIP シークエンスからのライブラリ作成
技術を確立した。また Linux 解析サーバーを
導入し、高速シークエンス解析から得られる
膨大な配列情報の処理・解析技術を確立した。
更に、独自のアルゴリズムからのエピゲノム
の定量方法、RNA シークエンス結果と組み合
わせた定量的プロファイリング方法を確立
した。横行大動脈結紮法を用いた圧負荷不全
心マウスを作成し、得られた心臓組織をもと
に H3K4me3 ChIP シークエンス、RNA シークエ
ンスを施行した。まず正常心臓組織において、
得られた H3K4me3 定量値プロファイルと RNA
シークエンスによる発現データの詳細な相
関解析を行った。その結果、従来単に“転写
活性化遺伝子の目印”とみなされていた
H3K4me3 修飾において、その集積の程度に差
異があることが判明した（下図）。 

 
このことから、H3K4me3 修飾が、特定の遺

伝子群の検出において鋭敏である可能性が
示唆された。一方、心不全において mRNA 転
写レベルが上昇する遺伝子群に対し、さらに

H3K4me3 定量値の増加という 2 つ目のプロフ
ァイルによるフィルターをかけることで、遺
伝子発現変化は微細ながら、慢性心不全心に
おいて病態に関与する機能因子の検出を試
みた。その結果、慢性心不全において H3K4me3
が誘導される遺伝子を検出した（下図）。 
 

上述の遺伝子集団のなかで、我々は心血管
病態において過去の報告がない機能未知の
転写因子を見出した。本転写因子の H3K4me3
修飾は圧負荷が持続した慢性心不全心にお
いて顕著に誘導され、コピー数は少ないもの
の mRNA 発現量も顕著に上昇していた。そこ
で、本因子が何らかの非心筋細胞において圧
負荷心不全の進行に伴い誘導され、リモデリ
ングの進展に関与しているとの仮説を立て、
機能解析を試みた。最初に細胞局在、組織で
の細胞由来の同定が必要と考え、リコンビナ
ントタンパク質を用いて新たなウサギポリ
クローナル抗体の作成し、その局在を確認し
たところ、圧負荷心不全間質組織において発
現の亢進を認めた（下図）。 

 
ラット新生仔心臓から単離した培養細胞

を用いた免疫染色では、興味深いことに本因
子は心筋細胞でなく非心筋細胞に、特に線維
芽細胞の一部の細胞群に発現していること
が明らかとなった（下図）。 

 
更に、ノックダウン実験から線維芽細胞の

反応性増殖に関与していること、RNA シーク
エンスを組み合わせた解析から、下流ターゲ
ットとして細胞周期関連遺伝子が関与して



いる可能性があることが判明した（下図）。
何故一部の線維芽細胞にのみ発現するのか、
また病態における役割が何かを明らかにす
るために、遺伝子改変マウスを用いた解析を
継続中である。 

 
更に、今回の研究で確立した高速シークエ

ンサーを用いた解析系を用い、現在反応性心
肥大の新たなメカニズムをターゲットとし
解析を進めている。心臓は、圧負荷・容量負
荷に対して心筋細胞を代償性に肥大させ、心
拍出力を確保する。心筋肥大の発生機序の解
明は古くからの循環器研究の対象であるが、
我々は、強力に同化を促進する転写因子を培
養心筋細胞に強制発現させることで、既知の
経路とは異なる視点から心肥大の分子メカ
ニズムに迫ることを試みている。 

 
培養心筋細胞を用いた定量的RNAイメージ

ング、及び ChIP シークエンスを用いること
で、心肥大を負に制御する因子を見出した。
本因子は mRNA の脱アデニル化複合体に結合
し、細胞質に局在する RNA 量を制御すること
で、心筋細胞肥大を退縮させえることが明ら
かとなり、現在更に機能解析を進めている
（下図） 
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