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研究成果の概要（和文）：ナトリウム利尿ペプチドANP, BNPは、心不全にて血中濃度が上昇し重症度のマーカー
になるとともに治療薬としても使用されている。そこで、ANP, BNPが生体内でいかに発現調節されているのかを
検討した。結果、ANP, BNPの心不全時の発現は３つの転写因子がエンハンサー部に結合すること、機械刺激が
ANP, BNP発現のシグナル誘導にかかわることを示した。以上の結果により心不全における重要な適応現象である
ANP,BNP発現誘導がメカニカルストレスで活性化される因子を通しておこることを明らかにした。この成果はこ
れらのシグナルを標的とした心不全治療薬開発につながると期待されます。

研究成果の概要（英文）：We clarified how natriuretic peptides ANP and BNP, which are elevated and 
become severity markers during heart failure and are also used as therapeutic agents, are regulated 
in vivo. The results of this project are as follows.(1) Expression of heart failure in ANP and BNP 
is regulated by about 600 bp enhancer positioned about 20 kb upstream of the gene, and is induced by
 binding of factors.(2) Even in catecholamine stimulation, this expression signal is not transmitted
 when the movement of the heart is stopped, and this signal is transmitted by the two types of 
mechanostress, so that mechanical stimulation is involved in this signal induction even at the 
cellular level.
It is clarified how signal transduction in heart failure is transmitted, and it is expected to lead 
to the development of drugs for the treatment of heart failure targeting these signals.

研究分野：医化学
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１．研究開始当初の背景 

ナトリウム利尿ホルモン（ANP, BNP）は心
臓から分泌され、心不全時にその発現が顕著
に誘導される。そのため心不全重症度の分子
マーカーとして広く臨床応用されているだ
けでなく、その利尿作用・血管拡張作用等に
より心不全治療にも積極的に使用されてい
る。しかし心不全時におけるその発現誘導の
メカニズムは意外なことに不明である。 
我々は、世界に先駆けて心不全により ANP, 
BNP を誘導するエンハンサー領域 CR9 を同定
した。本事業では、3 年間で CR9 に直接結合
する転写因子を同定し、その活性につながる
シグナル経路を明らかにすることを目標と
する。これに成功すれば ANP,BNP の産生を直
接増加させる薬剤の開発につながると期待
される。 
 
２．研究の目的 

①ANP, BNPの誘導にかかわる心不全感受性エ
ンハンサー領域 CR9の狭小化及び生体内エン
ハンサーアッセイ系の高感度化 

②CR9 結合タンパク質の直接精製によるエン
ハンサータンパク質の同定 

③同定されたエンハンサータンパク質の活
性化経路および発現調節因子の決定。これら
のタンパク質群の中でナトリウム利尿ペプ
チド産生増強剤の創薬標的となる分子の選
別及び生化学的・構造学的解析 
 
３．研究の方法 

①心不全感受性エンハンサー領域 CR9の狭小
化と生体内アッセイ系の高感度化 
 
現在エンハンサー領域は 600bp 程度まで狭
められており、結合タンパク質精製のための
プローブとしては適切な塩基長である。しか
し、ネガティブコントロールとして使用する
プローブの設計、結合する転写因子の種類お
よび数の推定のために、さらなる領域の狭小
化が必要である。そこで 30bp 単位の欠損部
を有する CR9 変異体を 10 種程度作成し、生
体内・生体外でそのエンハンサー活性を計測
する。 

② CR9 に結合するタンパク質の精製・同定 
A) 結合タンパク質の直接結合 
CR9 および新たに同定された結合に重要な部
位を除いたコントロール配列をビオチン化
核酸として合成し、精製用プローブとして利
用する。結合タンパク質の精製原料としては、
大動脈縮窄により作成したマウス心不全心
及びラット培養心筋細胞を使用する。それぞ
れのホモジネートから収縮タンパク質を沈

殿分離した後、造影剤を使った密度勾配によ
り分画を行う。 

B)光クロスリンクアミノ酸の導入による生
体内タンパク質クロスリンク系の確立とエ
ンハンサー結合タンパク質同定への応用 
光クロスリンクアミノ酸を導入すること
により、結合タンパク質を効率よく同定しエ
ンハンサー結合タンパク質候補の絞り込み
を行う。 

C)複数の同定候補からの絞込み  
候補遺伝子のレンチウイルス発現ヴェク
ターを作成し、CR9 レポーターを発現する培
養心筋細胞に導入する。サブトラクション法
により、一つあるいは複数のエンハンサー活
性化因子を同定する。 
 
③ 同定された結合タンパク質の活性化経路
の解析 
同定された因子の種類によって特異的なシ
グナル伝達にかかわる因子の同定を進める。
研究の進行により３種の転写因子が同定さ
れた。特殊な修飾などは観察されなかったが、
活性化により核内移行が観察されたことに
より、さらに上流のシグナル解析を施行、同
定した ANP, BNP のエンハンサー活性化につ
ながる分子機構を明らかにする。 
 
４．研究成果 

①心不全感受性エンハンサー領域 CR9の狭小
化と生体内アッセイ系の高感度化 

A)エンハンサー領域の狭小化 
30bp単位の欠損部を有する CR9変異体を 10
種作成し、生体内・生体外でそのエンハンサ
ー活性を計測した。結果 CR9 の 5’側ｎ120bp
が心不全時に ANP, BNP を発現誘導するのに
十分であることが明らかとなった。そこで以
降はこの 120bpの領域と CR9 の領域を併用し
て、結合タンパク質の同定、エンハンサー活
性化機構の解明を進めた。 
 
B)細胞および生体内エンハンサー活性の高
感度・継時測定法の開発 

近赤外を含む複数の蛍光レポーターを導入
したマウスにおいて、無侵襲でレポーターア
ッセイが可能かを検討したが、発光系に勝る
透過度を得ることができず、蛍光法は断念し
た。 

発光系に関しては、エンハンサーコンスト
ラクトを持つマウスを白色の純系マウスと
繰り返しかけなおし、白色化することにより
剃毛なしでも正確に定量可能となった。 
ゲノムの挿入部位により非特異的に発現す
る部位を対照とすることにより、発光レポー



ター使用による定量性問題を克服した。本系
を使用して、大動脈縮窄圧負荷心不全モデル
で CR9エンハンサー活性の上昇が観察された。
さらに、より多彩な心不全の病態で共通して
CR9 が責任領域であることを証明するため、
in vivo における CR9 のエンハンサー活性を
3つの心不全系において検討した。 
心臓毒性を示す抗がん剤であるドキソルビ
シン、２種類のカテコラミンにより CR9 エン
ハンサー活性の上昇が観察された。これらの
結果は CR9が心不全の生理学的病態に反応し
て活性化されることを強く示唆した。すなわ
ち ANP, BNP のエンハンサーは原因にかかわ
らずポンプ機能の落ちた心臓の何らかのシ
グナルを感知することが示された。 
 

② CR9 に結合するタンパク質の精製・同定 

A)結合タンパク質の直接結合 
CR9 および活性に重要な部位を除いたコント
ロール配列をビオチン化核酸として合成し、
CR9 結合タンパク質の同定を試みた。精製原
料はマウス心不全心をホモジネートし、分画
したものを使用した。 
 
５回のショットガン解析の結果を集約し、８
個のタンパク質が結合タンパク質候補とし
て同定され、CR9 を介する ANP, BNP 発現に寄
与することを細胞アッセイ系などにより確
認した。新規の分子が同定されると期待した
が、これら既知の心臓に比較的特異的転写遺
伝子の組み合わせがエンハンサー活性に重
要であることが示された。 

B)光クロスリンクアミノ酸の導入による生
体内タンパク質クロスリンク系の確立とエ
ンハンサー結合タンパク質同定への応用 

心臓における光クロスリンク用のヴェクタ
ーセットの作成に成功した。結合タンパク質
はすでに同定されてしまったため、今後この
手法を他の分野に応用する。 
 
③ 同定された結合タンパク質の活性化経路
の解析 

CR9 のエンハンサー活性は前述したように、
特定のシグナルではなく心不全の病態その
ものに反応する可能性が示唆された。しかし
心臓毒性を示す DOX投与によりカテコラミン
が誘導されて、カテコラミン受容体を介する
シグナルがその活性化に関与している可能
性は残る。臨床現場では左室の拡張末期圧が
もっともよく ANP BNP 濃度と相関することが
示されている。そこでメカニカルな刺激、あ
るいは心筋細胞への張力がCR9の活性化に関
与するかを検討した。 

カテコラミンによる CR９活性化は、ミオシ
ンキナーゼ阻害剤で心筋の収縮を抑えると
有意に抑制されることが示された。このこと

は、心筋細胞膜にかかるメカニカルストレス
が CR9の活性化に重要である可能性を示唆し
た。 

さらにシリコン膜状の心筋細胞の引っ張
り刺激（Stretch）、さらには大気圧を上昇さ
せる刺激（Pressure）により CR9 エンハンサ
ー活性が増強することが示されたこのこと
は CR9が細胞膜へのメカニカルな刺激により
活性誘導されていることを示唆する。 
 
 
考察 
 
ナトリウム利尿ペプチド（ANP, BNP）はその
心不全における重要性にも関わらず、その発
現調節システムは不明であった。これはとな
りあった遺伝子である ANP, BNP の近傍には
心不全で活性上昇するエンハンサーが存在
せず、同定できていなかったことに起因する。
今回、20kB 上流の 120bP の CR9 領域が、さま
ざまな病因の心不全で共通して刺激される
エンハンサーであることがしめさた。そして
心筋細胞に対するメカニカルな刺激がその
活性化につながることを示した。この事実は、
ヒトでも心臓に対するメカニカルな刺激が
ANP, BNP発現上昇の引き金となっている可能
性を示唆する。またエンハンサー刺激に必要
な因子の同定にも成功したため、これらの成
果は今後 ANP, BNP 発現誘導による心不全治
療法の開発にも資すると期待される。 
 
公的資金の補助はプロジェクトの推進に非
常に役立ちました。深く感謝いたします。 
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