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研究成果の概要（和文）：重症心不全の難治化の分子機序を解明するため分子生物学と病理学的解析を行い、非
可逆不全心筋と可逆性心筋の分別において独自のエピジェネティック指標解析法を確立し、難治性心不全の分子
探索および病態の解明を行った。心不全電顕病理組織像によるイメージング解析技術およびクロマチンスコア自
動計測による定量評価法を確立し、ヒト心不全の重症度評価を行った。代表者が発見したCR9エンハンサーにつ
いてメカノトランスダクションを介した活性化機序が明らかとなり、CR9-Tgマウスを用いて心不全増悪の層別化
を可能にした。本研究を発展させヒト臨床観察研究を実施することで新規不可逆性指標の開発が可能になると示
唆された。

研究成果の概要（英文）：Molecular biology and pathological analysis were performed to elucidate the 
molecular mechanism of refractory severe heart failure. We established our own epigenetic index 
analysis method for discrimination between irreversible and reversible cardiac muscle and 
investigated the molecular search and pathology of refractory heart failure. Imaging analysis 
technique by electron microscopic histopathology and quantitative evaluation method by automatic 
measurement of chromatin score were established and the severity of human heart failure was 
evaluated. Regarding the CR9 enhancer discovered by us, the mechanotransduction mechanism through 
CR9 activation was clarified, making it possible to stratify heart failure exacerbation using CR9-Tg
 mouse. It was suggested that development of new irreversible assessment index can be developed by 
expanding this research and carrying out human clinical observation research.

研究分野：分子循環器病学

キーワード： エピゲノム　細胞核クロマチン　難治性心不全　分子循環器病学　臨床循環器

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
心不全の可逆性に関する組織学的マーカーとして、細胞核クロマチンスコア計測法を確立することで、エピジェ
ネティック機序が心不全に関与することを示唆した研究である。加えて、心不全病態特異的遺伝子発現を示す代
表的遺伝子BNP上流にある病態特異的エンハンサーCR9を同定し、動物モデルにおいてCR9エンハンサー活性を世
界で初めて確認した。我々が作成したCR9遺伝子改変マウスは心不全を生体下にモニタリングできる心不全モデ
ル動物である。心不全病態進展機序の解明として学術的に、心不全治療薬剤開発および心毒性有無の検証に利用
可能な疾患モデル動物を開発したことから、社会・医療経済的にも意義がある研究となった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

特発性心筋症は特異的な治療法は確立さ
れておらず、最重症の心不全に対する治療で
ある心臓移植症例のうち約 8 割を占める。心
筋保護薬に反応し心機能が改善する例や緩
徐に進行する例から急速に進行する予後不
良例まで多様な臨床病態を呈するが、その層
別化指標は確立されていない。 

 

① 心不全不可逆機序は未解明である： 

 心臓は遺伝学的要因および外界刺激など
により機能的、構造的変化が起こる。なかで
も慢性増悪進行型の変化を示す非可逆生存
心筋と比較的安定した病態を示す可逆生存
心筋を区別する臨床診断マーカー同定の試
みは多く行われたが、有効な指標は未だ無く、
可逆非可逆性の分子病態は未だ明らかでは
なかった。 

② 不可逆性の病態分子機序解明の重要性： 

 難治性最重症心不全に対する薬物治療お
よび集学的デバイス技術の開発により、終末
像である心臓移植を回避する技術は向上し
疾患予後も幾分改善したが、多くは移植適応
申請へと向かわねばならない。不可逆性の早
期の見極めは移植医療の向上に必須である。
即ち治療抵抗性を早期に判断する技術の開
発が急務であり、あわせて未解明である病態
難治化に対する分子機序の解明は大きな課
題であった。  

③ 重症度モニタリングモデル動物が必要： 

 不可逆性指標の一般応用を考える上で、心
不全の増悪進行のモニタリングモデル動物
の開発は大きな威力を発揮する。そのため研
究代表者は、不可逆性を診断する指標の開発
および心不全病態の増悪進行をモニタリン
グするための技術開発に数年前より取り組
んできた。 

④ 細胞核クロマチン超微細構造変化の発見
と心不全重症度との関連性発見の経緯： 

 遺伝性心筋症マウスの原因遺伝子同定し、
原因分子と核クロマチン蛋白質 HP1 との相
互作用および分子機序も明らかにするとと
もに、心筋細胞核クロマチンの微細構造の変
化に初めて着目した。その後マウス心不全モ
デル作成による心不全病期進行に伴う心筋
細胞核クロマチン構造変化を初めて捉える
ことに成功した。 

⑤ 心不全を感知する遺伝子発現エンハンサ
ー領域 CR9 の同定とエンハンサー活性測定
系の確立によるマウス心不全重症度生体評
価法の確立の経緯： 

 心不全関連生体分子の探索や心不全病態
解析による創薬開発への利用を考える上で、
循環機能計測における低侵襲、簡便、個体維
持を前提とした生体ライブイメージング技
術の開発が必須であった。上記を克服すべく、
研究代表者らは、世界に先駆けて心不全によ
り ANP, BNP が誘導されるエンハンサー領
域 CR9 を同定した。 

 

２．研究の目的 

研究代表者が従来の基盤研究で開発した
クロマチンスコアを疾患の分子機序解明に
活用し、慢性増悪進行型の難治性心不全の分
子病態を明らかにすることを目的とし、研究
期間内に以下の内容を明らかにする。 

１）非可逆心筋と可逆心筋の分別指標確立:

ヒト不全心筋のクロマチンスコアの解析を
進め、臨 床データにおける可逆性の判断結
果に基づくクロマチンスコア Cut-off 値を算
出する。 

２）新指標に基づく心不全モデル動物の重症
度評価：心不全モニタリングマウスの心筋組
織標本を Cut-off 値もとに分別し、遺伝子発
現・蛋白発現のプロファイルを作成する。 

３）分子探索の結果得られた難治性心不全関
連分子機序を明らかにする。 

 

 

３．研究の方法 

これまでの成果を新たに発展させ、重症心
不全の難治化病態形成分子機序に関する解
明を以下 3 段階の【方法】に分けて行った。 
ヒト重症心不全組織より心不全非可逆性

を知るクロマチンスコアカットオフ値を指
標として評価し、ゲノム解析と臨床情報の統
合評価により、病態を原因についての関連性
を検討した。さらに難治化病態を心不全生体
モニタリング動物モデルで検証した。動物モ
デルによる検討であるため、均一な環境で心
筋組織検体を得ることができ、組織解析、遺
伝子発現解析から心不全非可逆性と相関す
る分子指標を探索した。 
次世代エピゲノム解析、超微細構造解析、

独自開発したクロマチン自動計測法、を利用
し遺伝子・蛋白発現解析による難治化分子機
序の解明のため関連分子の探索を実施した。 
 
【方法Ａ】 
非可逆不全心筋と可逆性心筋の分別指標確
立（ヒト心不全組織クロマチンスコア解析・
評価） 
  
 開発中のクロマチンスコア自動計測法の
確立と、従来 5年の期間で蓄積した中等症心
不全～最重症心不全症例を対象にした心筋
生検病理サンプル解析を実施した。本解析法
では核内、核膜 2種類のスコア計算が可能で
あり、Cut-off 値を確定させた。心移植レシ
ピエント心などによるヒト心筋組織量に余
裕のある検体は組織遺伝子発現、組織蛋白発
現を見ることができるプロトコールに従い、
同時にプロファイル解析を行った。本法をお
用紙、中等症心不全にも適用解析を進めるこ
とでより詳細なクラス分類を行った。 
 
【方法Ｂ】 
新指標に基づく心不全モニタリングマウス
の重症度解析（マウス心不全モデルにおける
同分別指標の評価） 



難治化分子機序を明らかにするためには均
一な実験系で特異的現象を取りだす必要が
ある。ヒト心筋生検検体では疾患背景が異な
るものも多く、それを克服するためにマウス
心不全組織検体を用いて電子顕微鏡による
クロマチン構造解析を行った。 

クロマチン構造変化を見る際に用いるマ
ウスは、重症度が均一な組織検体の収集を実
現させるため、BNP 発現の生体定量可視化に
成功した心不全生体モニタリングマウスを
用いた。同マウスは、研究代表者らが新規に
同定した心不全特異的 BNP発現エンハンサー
（CR9）を利用し独自に開発した心不全感受
性生体イメージングマウス（CR9 マウス）で
ある。同じ CR9 レポーターベクターを用いた
心筋細胞レポーター遺伝子アッセイ系も同
時構築できており、クロマチン構造変化を来
たした細胞、組織に対して注目する分子の分
子機序、薬剤投与による機能変化を、同ベク
ターを導入した心筋細胞（CR9 心筋細胞）ま
たは生体心臓（CR9 マウス）の両実験系にお
いて機能解析を実施した。 
 この心不全感受性生体イメージングマウ
スを用いて、大動脈縮搾による圧負荷
（Thoracic Aortic Constriction; TAC 1w、
4w、8w）を行い、組織から遺伝子、蛋白発現
解析を行うとともに、心重/体重比および肺
重/体重比、心エコー計測数値、心内圧値、
BNP 発現値を測定の後、病態（軽症・中等症・
重症）、病期（急性、慢性）各条件における
変化を Cut-off 値を検討した。その上で、電
子顕微鏡画像の病理学的分類を完成させ、ヒ
ト検体解析において認めたクロマチン変化
に相当するマウス心不全病態が再現できる
ように、エンハンサー活性測定を行った。 

さらに心不全難治化の臨床病期（point of 
no return）のみならず、①各治療による心
不全改善とともにクロマチン構造が変化し
得るか、②その際難治化指標をまたぐ変化を
来たし得るか、について検討を行い、心不全
感受性生体イメージングマウス（CR9 マウス）
を用いた重症度変化のトレースを行った。 
 
【方法Ｃ】 
心不全難治化を規定する分子探索・機能解析
による不可逆性病態の解明 
 
 方法Ａおよび方法Ｂにおいて分別に成功
した心筋組織検体を用いて、心不全難治化に
かかわる分子を探索するため、該当する組織
を蓄積し、難治化を規定するマーカーを持つ
心筋と、もたない心筋に分別をした臨床情報
をもとに RNA-seq解析を実施し候補分子をリ
スト化した。発現上昇、低下する各分子に対
して、実際の組織発現の変化が認められるか
確認を行うとともに、CR9 心筋細胞を用いて
それら遺伝子の発現増強、抑制による心筋細
胞機能の変化を解析した。難治化に生じた心
筋細胞変化と類似の現象を捉えた場合、CR9
心筋細胞における機能解析を実施し、心筋難

治化を再現することで難治化の分子生物学
的意義を解析した。 
 
 
４．研究成果 
【方法Ａ】 
非可逆不全心筋と可逆性心筋の分別指標確
立（ヒト心不全組織クロマチンスコア解析・
評価） 
 
研究代表者の基礎的事前検討のを応用し、

ヒト臨床病態を層別化する新規マーカーの
開発研究を実施した。重症心不全組織の心筋
細胞核クロマチン構造変化を解析するため、
ヘテロクロマチンの領域サイズと心不全病
態変化との強い相関を明らかにするととも
に、ヘテロクロマチン定量「クロマチンスコ
ア計測法」を確立した。 

 
電子顕微鏡クロマチン構造計測による本

方法は、従来にない極めて高い感度特異度を
示すこと、従来の心不全指標である心エコー
計測値、心臓線維化等とは相関を示さない新
しい計測値であることを明らかにした。
（Kanzaki. PLoS One. 2016;11:e0148209.）。 

 
開発された独自の解析技術（クロマチンスコ
ア自動計測）を標準化するとともに、それを
用いて臨床研究を実施し、クロマチンスコア
自動計測法および心臓クロマチン構造の２
段階評価法を確立した。心不全病理組織像か
ら２段階画像解析を経て定量評価する「クロ
マチンスコア」計測法を確立に成功し、不連
続な細胞核膜クロマチン構造をもつ細胞核
を有する患者群（Ａ群）と、核膜の連続性を
有する群（Ｎ群）に分かれることを明らかに
した。 
さらに、疾患レジストリより得た検体群を

用いて、拡張型心筋症症例のみで検討した結
果、不連続な細胞核膜クロマチン構造をもつ
細胞核を有する患者群（Ａ群）は、病理組織
検査後一年後の心臓イベントを回避できな
い、不可逆進行性の群であることが判明した。



2009 年〜2015 年に心不全の精査加療のため
大阪大学医学部附属病院に入院となり、弁膜
症・冠動脈疾患が除外され、心筋生検を含め
た精査の結果、非虚血性心筋症（二次性心筋
症も含む）と診断され、予後情報・リバース
リモデリング評価が可能であった左室駆出
率が低下（EF≤35%）していた 190 例を後ろ向
きに検討した結果、Ａ群は 15 例、Ｎ群は 175
例であり、Ａ群は、病理組織検査後一年後の
心臓死、左室補助人工心臓装着の心臓イベン
トが高率であり、EF が 50％以上に改善する
リバースリモデリングを認めないことが明
らかとなった。 

 
【方法Ｂ】 
新指標に基づく心不全モニタリングマウス
の重症度解析（マウス心不全モデルにおける
同分別指標の評価） 
 
研究代表者は、心不全を感知する遺伝子発現
エンハンサー領域 CR9 を同定し、そのエンハ
ンサー活性測定系を確立した。さらに CR9 エ
レメントおよび最小限の CMV プロモーターが
ルシフェラーゼレポーター遺伝子を駆動す
る Tg マウス系統を確立した。 

この動物モデルにより、心臓における Nppb
遺伝子の CR9 駆動転写活性のリアルタイム、
非侵襲的、定量的およびライブイメージング
を可能になった。マウスライブイメージング
システムを用いて、ドキソルビシン（Dox）、
フェニレフリン（PE）、アドレナリン（ADR）、
または生理食塩水による慢性治療によって
誘発された心不全の進行中の心臓における
CR9 の活性を測定した。 CR9 の活性は、生理
食塩水群と比較して時間依存的に全ての薬
物において増加した。収縮抑制薬剤による処
置を施した培養心筋細胞においても、CR9 の
活性は PE および ADR によって増加した。さ
らに、物理的心負荷は、培養心筋細胞におけ

る CR9 による Nppb 遺伝子発現の活性を増加
させた。これらエンハンサーに作用する転写
因子群としての探索解析を行い、生化学およ
びバイオインフォマティクス分析によって
CR9 エレメントに蓄積し、活性化する転写因
子 3種を同定した（unpublished data）。 

 
【方法Ｃ】 
心不全難治化を規定する分子探索・機能解析
による不可逆性病態の解明 
 
心臓移植の適応精査により過去 5年間で蓄

積した移植・VAD 植え込み時の最重症不全心
筋組織から、病理組織、ゲノム、遺伝子発現、
の情報を用いて高精度な多層的なオミック
ス解析を実施し、心不全のリバースリモデリ
ングの病態機序解明と臨床応用を目的とし
た研究開発を行った。約 30 症例の超高速ゲ
ノムシーケンス解析結果から疾患原因遺伝
子変異の同定と Genotyping を行い、既知遺
伝子既知変異、既知遺伝子新規変異、新規遺
伝子新規変異、の 3 種類に分類し、遺伝子名
による疾患原因の統計学的分類とともに、各
群で検出される変異遺伝子の総数、既知遺伝
子変異の検出率などを群間比較した。エント
リーした検体からは、N群において遺伝性（家
族性）症例が多いこと、また病原変異の検出
数が多いことが示唆された。また、A 群にお
いては既知遺伝子変異の検出が認められて
なかった (unpublished data)。A 群症例が十
分解析数が集積できていないこともあり暫
定的な結果であるが、preliminary な結果と
しては、A群に
おいては既知
遺伝子変異の
検出がなく、A
群、N群でなん
らかの疾患発
症原因に偏り
がある可能性
も示唆されて
いる。 
また、心臓



移植に至った約 40 症例の症例について、心
筋組織検体を用いた RNA-seq 解析を行い、既
存心不全データベースとゲノム解析データ
から導き出される結果と統合し、Ａ群と N群
において心不全病態形成のクロマチン指標
による２群層別化解析を行った結果、双方に
2 倍以上遺伝子発現変化を来す遺伝子群が認
められた(unpublished data)。 

 
今後、遺伝子リストの中から心不全病態に

かかわる遺伝子の機能解析を実施し、今後の
臨床指標開発および創薬開発を行うことが
可能である。上記リストに挙げられた遺伝子
については、心不全重症化の病態と関わる遺
伝子群が含まれることが予想され、ゲノム解
析結果と、遺伝子発現解析結果、そして臨床
情報との統合により、統計学的に意義のある
分子マーカーの検出を目指すことができる。 
 
 
＜全体考察＞ 

予後不良の不可逆進行例および可逆性リ
バースリモデリングを予測しうる新規サロ
ゲートの開発は、重症心不全デバイス診療を
最適化し心不全診療ガイドラインへの提言
に資する知見を生むことで、難治性疾患克服
を目指す知見につながる。さらにその分子機
序を追究によるリバースリモデリングの病
態解明、リスク層別化・予測系の構築、新規
サロゲートマーカーの同定、治療標的を同定
し、心不全に関する革新的知見や創薬標的の
発見や新たな治療戦略の確立につなげるこ
とが可能となる。 

一方、細胞および動物の心不全モニタリン
グ系は、再現性良く低侵襲かつ簡便に、生体
のまま繰り返し心不全病態を確認できるた
め、循環器系創薬開発研究に重要な動物モデ
ルとなり得る。さらに、基礎・臨床両研究の
立場から、BNP 遺伝子の発現調節を行う心不
全特異的エンハンサーの同定は、心不全期に
おける心臓胎児性遺伝子発現の制御機構が
解明と、長年未解明であった心不全の新たな
分子機序の理解へつながり、それを利用した
臨床治療法の開発へも貢献が期待される。 
 臨床的応用への期待のみならず心不全の
基礎解析においても、精密に病態重症度が分
類された本モデル検体を用いて、遺伝子発現、
薬剤効果、病態病理の各データを再度プロフ
ァイリングすることで、従来未発見であった
新規分子の同定に至る可能性を有すると期
待される。 

以上より、本研究において臨床研究および

基礎的解析研究から求められた、心不全の臨
床診断法及び分子指標は、新しい心不全臨床
病態診断法および治療抵抗性心不全の診断
法の開発に貢献することができると示唆さ
れた。 
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