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研究成果の概要（和文）：本研究は、心臓に対する圧負荷応答およびその破綻によって生じる心不全において、
心筋細胞に生じる不均一性を詳細に評価し、その疾患発症における意義の解明を目指したものである。我々は圧
負荷心不全マウスの心臓から単離した心筋細胞の１細胞トランスクリプトーム解析、心臓切片の１分子レベル
RNA in situ hybridization解析を行うことにより、心不全過程において心筋細胞の時空間的な挙動を分子レベ
ルで明らかにし、心不全誘導に関連する特徴的な因子を同定した。本研究は、臓器を構成する細胞集団の不均一
性を解明する手段を新たに構築するのみならず、その解析法の病態解明における有用性を実証している。

研究成果の概要（英文）：This study has aimed to assess the cardiomyocyte heterogeneity during heart 
failure and uncover the significance of this heterogeneity for the development of heart failure. 
Having analyzed single-cardiomyocyte transcriptomes, we revealed the transcriptional heterogeneity 
in cardiomyocytes during heart failure. RNA in situ hybridization analysis showed the spatial 
heterogeneity in expression of genes characteristic for heart failure progression. We also 
identified the factors that are heterogeneously expressed as the cause of heart failure progression.
 This study not only establishes the method to analyze the cellular heterogeneity, but also 
demonstrates its usefulness in dissecting disease pathogenesis.

研究分野： 循環器内科

キーワード： 分子心臓学　ゲノム科学
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１．研究開始当初の背景 
	 心臓は過度の圧負荷や虚血などのストレス
を受けると、ポンプ機能が破綻し心不全を発
症する。我々は、心不全で増加する補体 C1q が
Wntシグナル活性化を介して組織老化（Naito,	 
Nomura	 et	 al.,	 Cell	 2012）、動脈硬化（Sumida,	 
Nomura	 et	 al.,	 Nat.	 Commun.	 in	 press）を
誘導することを明らかにしてきた。これらの
研究は、心不全発症に寄与しうる新たな液性
因子の存在を明らかにしたものの、「心不全に
おいて（心臓の主要な構成要素である）心筋
細胞がどのように個性転換を起こしているか」
という細胞レベルの本質的な問いに答えるこ
とができなかった。	 
	 心不全時には、心筋細胞は胎児期に発現し
ていた遺伝子を再発現し、収縮力の弱い不全
心筋へと個性転換することが知られており、
細胞の個性転換が生じていることは間違いな
いが、この個性転換がどの程度生じているの
か、さらにはそのメカニズムや意義は明らか
ではない。	 
	 我々は、心不全における心筋細胞の１細胞
ごとの反応の違いを明らかにするために、心
不全における心筋細胞を単離して１細胞
RNAシークエンス解析を行い、心筋細胞の反
応は極めて不均一（heterogeneous）であるが、
心不全の疾患発症の基盤となる協調的な遺伝
子ネットワークを内在したものであることを
見出している。 
 
２．研究の目的 
	 本研究は、心不全における心筋細胞の１細
胞トランスクリプトーム/エピゲノムを統合
解析することで、心筋細胞の不均一性
（heterogeneity）を生み出す要因を明らかに
し、心不全の病態形成に寄与する分子機構の
解明につなげることを目的としたものであり、
細胞の heterogeneity を標的とした心不全の
新たな治療法を創出する基盤になることを目
指したものである。 
 
３．研究の方法 
	 成熟マウスの横行大動脈を縮窄して心臓に
圧負荷をかけて心肥大・心不全を誘導するモ
デルを用いた。我々のモデルでは術後１−２週
後に心肥大を、４−８週後に心不全を呈する。
この過程において、術後３日、１・２・４・８
週後に心臓を摘出し、ランゲンドルフ灌流心
法を用いて心筋細胞を単離し、Smart-seq2
（①）を応用して心筋１細胞のトランスクリ
プトーム情報を抽出して解析を行った。圧負
荷を与えない偽手術を施行したマウスの心筋
細胞をコントロールとして用いた。また心臓
組織における空間的な遺伝子発現を解析する
上で、１分子 RNA FISH（②）を用いて解析
した。 
	 
４．研究成果	 
(1)	 心不全における心筋細胞リモデリングの
細胞系譜 fdf っ dfdfd	 

	 圧負荷心不全モデルの６タイムポイントか
ら合計 396 細胞の１細胞トランスクリプトー
ム情報を得た。まず重み付け遺伝子共発現ネ
ッ ト ワ ー ク 解 析 （ Weighted	 gene	 co-
expression	 network	 analysis）（③）を行い、
共発現している遺伝子グループ（モジュール）
を抽出し、そのモジュールの活性の強弱によ
って細胞を分類した。すると、このモジュー
ルの活性化パターンによって 396 個の心筋細
胞を７つの細胞集団に分類することに成功し
た。さらに細胞間の関係性を tSNE（ t-
distributed	 stochastic	 neighbor	 embedding）
（④）を用いて解析することにより、この７
つの細胞集団の時間的な流れを予測すること
に成功した。これにより、圧負荷後に心筋細
胞が不全心筋細胞へとリモデリングする過程
を１細胞レベルで詳細に明らかにした。	 

	 
(2)	 空間的な遺伝子発現の不均一性	 
	 このダイナミクスを詳細に解析すると、圧
負荷直後から心臓収縮に関わる遺伝子を含む
モジュールの活性が低下し、その後心不全に
なるに伴ってその活性が回復することを見出
した。また興味深いことに、１分子 RNA	 FISH
を用いて特徴的な遺伝子の発現を空間的に計
測したところ、心臓内の心筋細胞の位置によ

 
図１.心不全における１細胞トランスクリプトーム

解析 (Sham は偽手術、他は圧負荷手術後の期間) 
 

	 	  
図２.１分子 RNA FISH による空間的な遺伝子発現解析 



って遺伝子発現パターンは異なることを見出
した。これは心臓内の位置によって心筋細胞
のストレスのかかり方に差がある可能性を示
している。	 
	 
(3)	 形態的な不均一性	 
	 また圧負荷後の心筋細胞の形態的変化と遺
伝子発現の関係性を１細胞レベルで解析した
ところ、肥大の程度が大きい（面積の大きい）
細胞において、ミトコンドリアのリボソーム・
代謝の活性が強いことがわかった。これは圧
負荷後にミトコンドリアを増やして代償しよ
うという機構を見ているものと考えられる。
さらにエピゲノム解析を統合することにより、
ミトコンドリアのリボソーム・代謝に関わる
遺伝子の上流の制御エレメントに心肥大に関
わるシグナルの下流転写因子の認識配列が濃
縮しており、肥大シグナルとミトコンドリア
生合成の綿密な関係性を示唆しているものと
考えられた。	 
	 
(4)	 心不全誘導細胞の出現	 
	 さらに１細胞トランスクリプトーム解析に
よって同定された不全心筋細胞が心肥大の時
期から少数ではあるが出現することを見出し
たため、その時期に少数の細胞のみで活性化
するネットワークを抽出し、このネットワー
クを制御する転写因子を同定した。このよう
な希少な細胞が出現することは免疫染色でも
明瞭に確認することができた。そこでその制
御因子を心筋細胞特異的にノックアウトした
マウスを作成し、そのマウスに圧負荷を加え、
通常野生型マウスでは心不全が誘導される時
期の心筋細胞を抽出して１細胞トランスクリ
プトーム解析を行ったところ、不全心筋細胞
が出現しないことがわかった。また心エコー
検査によって、このマウスは心肥大を生じる
が、心不全を生じないことがわかった。以上
の解析により、肥大心筋細胞から不全心筋細
胞への心筋リモデリングを制御するシグナル
を明らかにすることに成功した。	 
	 
(5)	 考察	 
	 本研究により、圧負荷によって誘導される
心筋リモデリングの時間的・空間的な挙動を
明らかにした。圧負荷によって誘導されるミ
トコンドリアのリボソーム・代謝に関わる遺
伝子群は、負荷に対して細胞がより多くのエ
ネルギーを必要とするためにミトコンドリア
を増やして対応している現象をみたものと考
えられる。本研究により、我々はその制御シ
グナルおよび転写因子を同定することに成功
した。今後ミトコンドリアの増殖が細胞内代
謝のリモデリングをどのように誘導するかを
明らかにする必要がある。また心肥大から心
不全をつなぐシグナルの活性化様式も深く解
析していく。	 
	 また本研究は、１細胞レベルで疾患モデル
を構築する新たな手法を開発したものである。
本研究の解析手法はあらゆる疾患モデルに応

用可能であるだけでなく、疾患発症患者の組
織検体も同様に解析できる。今後患者ごとの
疾患の分子病態を解析する新たな技術へと発
展が期待される。	 
	 本研究により、我々は心筋細胞のリモデリ
ングの過程を詳細に明らかにした。本研究の
臨床的な意義は、心筋リモデリングの制御過
程を詳細に明らかにし、その誘導シグナル・
誘導因子を同定したことである。これらのシ
グナルや因子を制御する薬剤を作成すること
により、現在存在しない心不全の本質的な治
療薬へと発展することが期待される。	 
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