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研究成果の概要（和文）：心臓は負荷に対する適応として心筋リモデリングを生ずる。すでに多くの心肥大誘導
因子が知られているが、心不全に至る適応破綻の機構は十分に解明されていない。我々はこれまでに心筋間質細
胞の転写因子KLF5が負荷適応に重要であり、KLF5のアセチル化はin vitroで細胞増殖に関わることを示してき
た。本研究では、KLF5分子のアセチル化とDNA修復因子（ATM等）に着目し、個体レベルで心臓の適応と破綻にお
ける役割を明らかにした。KLF5の非アセチル化変異マウスとATM欠損マウスは心臓の発達や肥大に異常を生ずる
ことが明らかになった。さらにこれらと相互作用する因子を単離し、新しい治療標的を同定した。

研究成果の概要（英文）：The heart causes myocardial remodeling as an adaptation to load. Although 
many cardiac hypertrophy inducers are already known, the mechanism of adaptive failure leading to 
heart failure has not been fully elucidated. We have previously shown that the cardiac stromal cell 
transcription factor KLF5 is important for load adaptation, and that acetylation of KLF5 is involved
 in cell proliferation in vitro. In this study, we focused on the acetylation of KLF5 molecule and 
DNA repair factor (ATM etc.) and clarified the role in adaptation and failure of the heart at 
individual level. It has been revealed that KLF5 non-acetylated mutant mice and ATM deficient mice 
produce abnormalities in cardiac development and hypertrophy. Furthermore, we isolated factors that 
interact with them and identified new therapeutic targets.

研究分野：内科系臨床医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　心不全は近年増加しつつある高血圧性心疾患、虚血性心疾患の最終病態であり、この問題を解決することは臨
床的のみならず社会的にも重要である。これまでの心不全の薬物治療は心不全状態で活性化される細胞外の神
経･体液性因子を標的としたものであった。本研究は動脈硬化、心肥大が転写因子とその相互作用因子により制
御されることを明らかにし、その鍵分子である転写因子KLF5とDNA損傷応答機構が、心肥大・心不全の発症機序
の鍵となる可能性を示した。すなわち、本研究は心筋リモデリングにおける病態生理の解明、ひいては新規治療
薬開発につながると期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
 心血管細胞は代謝的、虚血、物理的負荷などによる傷害を受けた際、適応・修復のための機
転としてリモデリングを生じ、その破綻は心血管組織の機能不全を来す。すでに多くの心肥大
誘導因子が知られているが、心不全に至る適応破綻の機構は十分に解明されていない。 
我々は転写因子 KLF5 が活性化刺激や組織リモデリングを受けて心血管障害時の急性反応を
司る主要な因子であることを、遺伝子改変マウスの解析から明らかにした(Nat Med 2002)。KLF5
の活性を人為的に制御できれば KLF5 の活性化により惹起される病態を制御し得るという仮説
を立て、生化学的解析により KLF5の相互作用因子の単離とその機能解析を行った。その結果、
ヒストンアセチル化酵素 p300、ヒストン脱アセチル化酵素 HDAC、ヌクレオソーム形成・破壊
を行うヒストンシャペロン SETと ANP32B、DNA修復因子 PARP-1を同定し(Mol Cell Biol 2003, 
J Biol Chem 2004, J Biol Chem 2005, J Biol Chem 2007, Mol Cell Biol 2008)、これらの因子が KLF5
分子の 369番目のリジン残基をアセチル化・脱アセチル化し、in vitroで細胞増殖に関わること
を示した。 
同時に、我々は、DNA損傷と慢性疾患との関連にも着目してきた。細胞の DNA修復能力は
その正常な機能と個体の恒常性の維持にとって重要である。細胞が老化状態に達し、DNA修復
機能の効率低下をもたらすような遺伝子発現調節の変化が起こると、結果として疾患が発症す
る。我々は、プロテオミクスを用いて KLF5の相互作用因子の包括的単離手法を開発し、ATM 
(ataxia telangiectasia mutated)等の DNA損傷応答に重要な因子群が複合体に含まれること、マウ
スモデルを用いて、ATMは血管の負荷応答に重要であり、血管保護の治療標的となり得ること
を明らかにした(J Biol Chem 2010)。また、予備検討にて ATMは心臓の負荷応答においても重
要であることを見いだしている(Cardiovasc Res 2016)。さらに、ATM欠損マウスでは心肥大が
減弱する予備データも得た。 
 
２．研究の目的 
本研究では、KLF5 のアセチル化と DNA 損傷応答因子（ATM 等）に着目し、種々の遺伝子
改変マウスを用いて、心不全に至る適応破綻の機構を明らかにする。心肥大等の心筋リモデリ
ングにおける増殖シグナル及び DNA 修復の役割を解明し、心不全に至る適応破綻の機構を明
らかにする。さらに心不全への病態変化を抑制する新たな治療標的の同定を目指す。すでに
KLF5 の非アセチル化変異マウスは作成済みであり、いずれも心臓の発達や肥大に異常を生ず
るという予備データを得ている。 
具体的には、まず、KLF5のアセチル化変異マウスを用いて、心臓の適応と破綻における KLF5
アセチル化の個体レベルでの意義を明らかにする。次いで、心筋リモデリングにおける細胞修
復反応に関わる ATMを中心とした DNA損傷応答シグナルの関与があるか明らかにする。ATM
はリン酸化により活性化されるため、リン酸化酵素を標的とした阻害薬等を用いれば心不全発
症を防止できる可能性がある。我々はすでに ATM遺伝子欠損マウスおよび ATM特異的阻害薬
を用いて、ATMの抑制が血管内皮細胞機能を改善することを示した。また、ATMがアドリア
マイシン心筋症の発症に重要であり、特に、心筋間質細胞の ATM が重要な役割を果たすとい
う予備知見も得ている。そこで、本シグナルカスケードの心肥大形成および心不全発症におけ
る新たな役割を解明し、これらの因子と結合する蛋白を単離することにより、心不全への病態
変化を抑制する新しい治療標的を同定する。さらに、負荷適応と破綻時の KLF5ないし、ATM
等 DNA 損傷応答因子の複合体を包括的に同定する。これらの同定された因子を標的として、
臨床へのトランスレーションを目指したバイオマーカー開発（エクソソーム解析など）ないし
創薬による新規治療法開発も目指す。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、最初に KLF5 非アセチル化変異マウスを用いて、KLF5 アセチル化の病態にお
ける役割を個体レベルで解析する。KLF5 非アセチル化変異マウスは既に作成済みである。こ
のマウスは発生工学的に組織特異的にアセチル化されない KLF5 変異体を発現することが可能
なコンディショナルノックインマウスである。例えば、MHC-cre マウスと交配することによ
り心筋細胞特異的な KLF5 非アセチル化変異を生ずることが可能である。組織特異的な遺伝子
改変のため、発生学上や他臓器への影響がなく、解析が容易である。また、KLF5 の相互作用
因子であり、DNA損傷応答反応の主要な構成因子と考えられる ATM、および DNA損傷応答因
子のリン酸化等により形成される DNA 損傷応答シグナルを解析する。この機構の異常な活性
化ならびに制御は従来から発癌の分子メカニズムとして注目されていたが、非癌領域では不明
であった。我々により、代謝ストレス下で老化やアポトーシス制御においても重要な役割を有
すことが近年明らかにされつつある。我々の ATM 欠損マウスを用いた予備検討により、心臓



においては、圧負荷心肥大時に ATM が心筋線維化を抑制する作用を有する予備データも得て
いる。一方で、ATM基質の DNA損傷応答因子は心肥大を促進する可能性があり、ATMと異な
る反応が認められた。また、ATM 欠損マウスではアンジオテンシン II による心臓線維化が促
進する。一方、DNA 損傷応答因子欠損マウスではアンジオテンシン II による心臓肥大が抑制
される。 
 具体的には、心肥大、心筋梗塞モデルマウスを用いて、心臓の負荷適応と破綻に KLF5 のア
セチル化と DNA 修復因子が関与するか明らかにする。また、シグナルの特異的な阻害薬が心
不全発症を防止するかを明らかにする。さらにプロテオミクスを用いて負荷適応と破綻の際に
これらと相互作用する因子を単離することにより、新しい治療標的を同定する。 
 
４．研究成果 
(1) KLF5アセチル化の心臓の適応と破綻における役割の解明 

KLF5 は p300 により唯一 369 番目のアミノ酸であるリジン残基(K369)がアセチル化される。
KLF5アセチル化は KLF5の転写活性を亢進し、細胞増殖に寄与することが細胞レベル(in vitro)
で明らかになったが、個体(in vivo)における役割については不明であった。また、KLF5ヘテロ
欠損マウスでは圧負荷心肥大応答が減弱していることから、アセチル化の関与が示唆されてい
る。本研究では KLF5のアセチル化の病態における意義を in vivoで検討した。我々は KLF5の
アセチル化されるリジン残基をアルギニンに置換したコンディショナルノックインマウス
(K369R)を作成した。このマウスは組織特異的 Creマウスと交配することにより、心筋細胞や線
維芽細胞等の特定の組織に特異的に KLF5 の非アセチル化変異を生ずることが可能である。心
筋細胞(MHC)と線維芽細胞(Periostin)特異的Creマウスとの交配により全身ないし、心筋細胞、
線維芽細胞特異的 KLF5 の非アセチル化変異マウスを作成した。今後、それらのマウスを用い
て圧負荷心肥大モデルと心筋梗塞後心不全モデルを作成し、KLF5 アセチル化の有無による心
臓の負荷応答の相違を明らかにする。 

 
(2) DNA損傷応答因子（ATM等）の心臓の適応と破綻における役割の解明 

KLF5(K369R)マウスと同様に、DNA損傷応答因子 ATM全身ないし、心筋細胞、線維芽細胞
特異的欠損マウスを用いて圧負荷心肥大モデルと心筋梗塞後心不全モデルを作成し、心臓の負
荷適応と破綻における両因子の役割を in vivoで明らかにする。ATM、DNA損傷応答因子およ
びそれらの関連する p53、Chk2等のシグナルの発現分布および量変化を免疫組織染色法で解析
した。全身ないし、心筋細胞および心筋線維芽細胞特異的 ATM、DNA 損傷応答因子欠損マウ
スを作成した。全身 ATM、DNA 損傷応答因子欠損マウスでは圧負荷に対する応答が減弱する
データを得た。心肥大における役割が明らかになったことから、今後は ATM 特異的阻害薬
(KU59403等)をマウスに投与し、心不全発症の防止における有効性について検討する。 

 
(3)心臓の負荷適応と破綻に関する相互作用因子の単離・同定 
 KLF5分子のアセチル化と DNA修復因子(ATM等) の個体レベルでの心臓の適応と破綻にお
ける役割について検討した。心肥大ないし心筋梗塞モデルにおける各因子の発現変化を定量評
価し、負荷適応と破綻に関わるかを明らかにすれば、負荷適応と破綻を示すバイオマーカーに
なる可能性がある。また、負荷適応と破綻に関連し、KLF5 の複合体に変化が生ずると考えら
れるため、プロテオミクスを用いて、包括的に相互作用因子の単離・同定した。MALDI-TOF MS
型質量分析計で蛋白の発現量を定量的に比較した。一方、LC-MS/MS型質量分析計で結合蛋白
の包括的同定が可能である。本研究ではそのための解析技術を確立した。定常状態における in 
vitroにおける KLF5結合蛋白を質量分析で解析し、KLF5結合蛋白を多数同定した。すなわち、
本研究では負荷適応と破綻時の in vivoにおける分子間相互作用が明らかになった。 
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