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研究成果の概要（和文）：臨床検体保存システムから得たヒト重症不全心筋細胞の細胞核ヘテロクロマチンの超微細構
造解析を行った。画像解析と心不全可逆性マーカーの病理指標開発のため、クロマチン超微細構造の画像解析法を確立
した。電子顕微鏡によりクロマチン構造を計測する本方法は、極めて高い感度特異度を示すこと、心エコー計測値、心
臓線維化等の従来指標とは相関を示さない新しい計測値であることがわかった。
また、心不全病態遺伝子発現解析のみならず、蛋白分離精製技術を用い生化学的機序の解明と心臓生体試料のクロマチ
ン免疫沈降法を開発し、心不全特異的エンハンサー領域を新規同定するとともに生体イメージング可能な心不全モデル
マウスを作成した。

研究成果の概要（英文）：Higher order structures in the cell nucleus have been demonstrated to change 
during development and differentiation. Such structural remodeling occurred in the cell nucleus can be 
observed as changes in high electron density areas called chromatin by electron microscopy. Alterations 
in nuclear chromatin structure have been reported some relation with physiological changes. Based on our 
experimental findings of chromatin remodeling as an upstream of pathological gene expression in 
cardiomyocytes, we focused on changes in nuclear chromatin structure of cardiomyocytes in patients with 
dilated cardiomyopathy (DCM). Using our original quantitation methods to analyze the ultrastructure of 
chromatin, we conducted a retrospective observational study assessing the ability to identify the DCM 
patients with severe heart failure at risk for poor outcomes, and to make an accurate and an early 
determination of the indication for some ventricular assist devices to support the failing heart.

研究分野：分子循環器病学
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) 遺伝子転写の細胞内記憶メカニズム： 
DNA やヒストン修飾など、細胞固有のクロ
マチンリモデリングによる遺伝子発現制御
機構が明らかとなり、転写因子上流に作用す
るエピジェネティック制御機序は細胞機能
に重要な役割を果たすことが示され、発生・
分化、再生、癌に関する研究分野で中心的研
究が行われてきた。 
(2) エピジェネティック制御が臓器共通に病
態機序として働くことへの理解の深まり： 
細胞に共通して、環境の変化に応じたエピゲ
ノム修飾変化が生じることが報告された。さ
らに神経系や免疫系などの生理機能／病態
変化に対しても、同様に変化を生じ得ること
が示された。 
(3) 分裂性細胞のダイナミックな核内クロマ
チン構造変化と非分裂細胞との差違： 
分裂性細胞においては、生命現象に付随する
遺伝子発現変化において、クロマチンリモデ
リングは速やかに生じるものと示唆される
が、心筋細胞を代表とする、非分裂性細胞に
おけるクロマチン動態は未だ十分明らかで
はない。 
 
 
２．研究の目的 
(1) 従来の独創的手法：独自の心臓・血管系
細胞における新規機能分子のクローニング
またはメカニズムの解析をテーマに、常に新
たな研究手法（蛋白精製法・Zebrafish 実験
系など）を開発導入し、成果を残してきた。 
(2) 心不全病態に関与する核蛋白の同定：研
究代表者らは 2004 年に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
ン形成蛋白質 HP1 との相互作用を明らかに
した。さらに HP1 に関する詳細な分子機序
も明らかにした。 
(3) 次世代超高速 DNA シーケンサーおよび
超微細構造観察が可能な電子顕微鏡解析の
導入：最新技術の導入により、クロマチン高
次構造変化とゲノムワイドなエピゲノム変
化情報を連動させ、生物学的意義を理解する
システムを確立した。 
(4) 研究代表者が構築した臨床検体保存シス
テムから得たヒト重症心不全組織を対象に、
H23 年度に運用を開始した次世代超高速
DNA シーケンスとそのバイオインフォマテ
ィクス解析を利用することで、本研究に適し
たエピゲノム変化を認める臨床検体を選定
する。心臓移植や人工心臓植込み適応となる
臨床病態症例を中心とした、重症不全心筋細
胞の細胞核ヘテロクロマチンの超微細構造
解析を行う。非分裂細胞である心筋細胞特異
的な DNA メチル化変化を同定し、分子生物
学的意義を解明する。 
 
 
 

３．研究の方法 
 
(A)クロマチン構造解析技術を利用した核ク
ロマチン高次構造分類 
 
(1) マウス心不全モデルによる評価：  
 マウス心不全組織を用いて透過型電子顕
微鏡電子顕微鏡像によるクロマチン構造の
構造分類を行う。さらに構造変化の分子生物
学的意義を解明するため、急速凍結ディープ
エッチ電子顕微鏡法による超微細構造観察
を行う。液化ヘリウムに浸した純銅上に試料
を圧着、凍結破断後氷を昇華させる。 
 電子線トモグラフィーに急速凍結ディー
プエッチング法を組み合わせることにより、
立体的三次元的かつ nm 単位まで観察可能な
ハイコントラストな微細構造を観察するこ
とができる。 
 マウス圧負荷心不全モデルマウスを用い、
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解析し、電子顕
微鏡画像の病理学的分類を完成させ、ヒト検
体解析に対する基礎的検討とする。 
 
(2) ヒト不全心筋組織： 
 マウスにおいて確立した至適条件を利用
し、ヒト病理検体を用いて同様のクロマチ
ン高次構造解析を行う。 
 
(B)次世代エピゲノム解析結果を利用した特
異的 DNA メチル化解析 
 
(1) マウス不全心筋組織： 
 圧負荷心不全マウス心臓組織を用い、ABI 
SOLiD システムおよび Illumina Hiseq2000 の
各システム機器を利用した、心不全エピジェ
ネティック修飾変化 ChIP-seq および遺伝子
発現変化 RNA-seq を既に行い、独自の”心不
全エピゲノム統合データベース”として構築
している。インフォマティクス解析について
も独自に手法を確立している。 
 エピゲノムデータ情報とともに検討Aにて
取得した電子顕微鏡構造解析クロマチン構
造変化の定量データを比較し、それらの相関
性を明らかにする。 
 
(2) ヘテロクロマチン構造変化を来たした心
不全病態、病期を同定する。 
 
(3) ヒト心不全組織検体を用いて in vivo エ
ピジェネティック修飾変化（ChIP-seq）およ
び遺伝子発現変化（RNA-seq）により構築さ
れたゲノムデータベースを用い、構造解析結
果によるクロマチン構造変化の定量データ
との相関を明らかにする。 
 
(4) 選定された対象心不全症例を用いて DNA
メチル化解析を実施する（図３参照）。正常



ヒト心筋組織検体および心不全組織検体
（N=12）、および正常非心臓組織検体を用い
る。メチル化解析には Illumina 社 Infinium 
HumanMethylation450 BeadChip kit を用いる。
同製品は 45 万か所のメチル化部位が高密度
に Chip 上にデザインされており、精度の高
いメチル化解析をゲノムワイドに行う。 
 
 
４．研究成果 
 
 難治性重症心不全の発症分子機序を解明
し、心不全エピゲノム臨床診断法の確立を目
指すため、国内有数の重症心不全組織検体、
先進的次世代エピゲノム解析技術、独創的な
超微細構造解析技術（心筋病理）を利用し、
分子生物学と病理学を臨床診療に応用する
研究を行った。 
 DNA やヒストン修飾など、細胞固有のクロ
マチンリモデリングによる遺伝子発現制御
機構が明らかとなり、転写因子上流に作用す
るエピジェネティック制御機序は細胞機能
に重要な役割を果たすことが示され、発生・
分化、再生、癌に関する研究分野で画期的な
進展が数多くみられている。さらに環境の変
化に応じたエピゲノム修飾変化が生じるこ
とが報告された。臨床分野に関連しても生理
機能／病態変化に対するエピゲノム変化も
多く示されてきた。 
 本研究においては、従来研究代表者らによ
り、エピゲノム関連分子を新規に同定し、心
不全病態とエピゲノム変化の関連を提唱さ
れてきた内容の発展的研究である。心筋症発
症における細胞核クロマチンリモデリング
およびエピゲノムの重要性を世界に先駆け
報告し（Nat Genet 2004）、独自の解析技術
を開発しエピゲノム研究へ応用することに
成功した。マウスの知見をヒトへ応用し、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、①ヘテロクロマチンの
領域サイズが心不全病態変化に強く相関す
ること、②クロマチン構造の変化は遺伝子発
現や組織性状変化よりも上流でとらえられ
ること、③ヘテロクロマチンの領域サイズを
表す定量計測法「クロマチンスコア」測定法
を確立したことを報告した。心不全病態遺伝
子発現解析(J Clin Invest 2007)のみに留ま
らせず、独自の蛋白分離精製技術を用い生化
学的機序の解明を行った（J Biol Chem 2010）。
心臓生体試料のクロマチン免疫沈降法を独
自に開発し、心不全特異的エンハンサー領域
を世界で初めて同定に成功した。 
 
（A）クロマチン構造解析技術を利用した核
クロマチン高次構造解析：マウスにおいて確
立した至適条件を利用し、ヒト病理検体を用
いて同様のクロマチン高次構造解析を行っ
た。透過型電子顕微鏡電子顕微鏡像によるク
ロマチン構造分類によりクロマチン定量法
を開発した。その概念をヒト臨床に応用する

検討も行った。ヒト重症心不全組織 63 症例
を用い、重症不全心筋細胞の細胞核ヘテロク
ロマチンの超微細構造解析により重症度分
類を行う事に成功した。移植待機期間の長い
我が国における、長期罹患最重症心不全は世
界でも類を見ない。申請者の所属する研究機
関は心臓移植拠点病院として重症心不全の
最新の内科的治療と最先端の外科的治療（人
工心臓、心臓移植、細胞シート治療）が実施
され、長期間経時的に複雑なエピゲノム解析
に必要な十分量の心臓検体が保存されてお
り、約 150 検体を超える高精度な解析に必要
な数の検体保存を行うことができた。画像解
析と心不全可塑性サロゲートマーカーの病
理指標の開発として細胞核クロマチン超微
細構造の新規画像解析法を確立し、心不全病
態と関連する分子修飾を報告した(論文投稿
中)。画像解析と心不全可塑性サロゲートマ
ーカーの病理指標の開発として細胞核クロ
マチン超微細構造の新規画像解析法を確立
し、心不全病態と関連する分子修飾を報告し
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がわかった。 
 
（B）次世代シーケンス解析結果を利用した
心臓病態特異的エピゲノム解析：ヒト心不全
組織検体をおよびマウス組織検体を用いた
エピジェネティック修飾変化（ChIP-seq）、
遺伝子発現変化（RNA-seq）のゲノムデータ
ベースを構築した。心不全特異的な発現を示
す Nppb、Nppa 遺伝子の発現制御を行うエン
ハンサー領域の同定に成功した。さらにその
領域を組み込んだベクターを作成し、心不全
モニタリング同定が可能なレポーター遺伝
子発現トランスジェニックマウスの樹立に
成功した。（FASEB J 2014、特許出願済） 
 
 解析検体入手および解析方法の難しさか
ら、臨床心臓エピゲノム研究は未だ黎明期に
ある。本研究において、豊富なヒト心臓検体
と in vivo 解析法、超高速 DNA シーケンサー
解析により、独自に臨床検体解析システムを
構築した。さらに心不全病態におけるクロマ
チン構造変化の重要性を、世界に先駆けて解
析し、臨床診療に結び付く基礎的研究基盤を
整えた。心臓移植や人工心臓植込み適応とな
る臨床病態症例を中心とした、臨床検体保存
システムから得たヒト重症心不全組織を対
象に、重症不全心筋細胞の細胞核ヘテロクロ
マチンの超微細構造解析を行い、非分裂細胞
である心筋細胞特異的なDNAメチル化変化を
同定し、分子生物学的意義を解明した。慢性
病態経過の中で非分裂性を有す心筋細胞が
示す特有のエピジェネティック分子機序の
病態意義を明らかにし、最新顕微鏡技術によ
る超微細構造解析をガイドに、心不全病態特
異的な構造変化を追究することで、心臓エピ



ゲノム臨床診断の新しい研究基盤を築くこ
とができた。 
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