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研究成果の概要（和文）：多機能タンパク質ナルディライジン(NRDC)の全身性遺伝子欠損マウスは、高度の徐脈
を呈する。本研究では「NRDCが核内において、転写因子と複合体を形成し、HCN4をはじめとする洞房結節自動能
に必須のイオンチャネルの遺伝子発現を制御する」という仮説のもと解析を行った。
NRDCが洞房結節自動能に関わるイオンチャネルの遺伝子発現を制御することを抗NRDC抗体を用いたChIP法で明ら
かにした。心房(洞房結節)特異的NRDC欠損マウスにおいても徐脈を呈し、全身性NRDC欠損マウスとほぼ同様のイ
オンチャネル群の発現低下を認めた。酵素活性欠失型変異NRDCノックインマウスの作製及び解析を行った。

研究成果の概要（英文）：We have shown that NRDC, a multifunctional protease, controls heart rate by 
transcriptional regulation of HCN ion-channels responsible for cardiac sinus node automaticity. We 
specifically demonstrated that NRDC regulates gene expression of these ion channels involved in 
sinus automaticity by ChIP method using anti-NRDC antibody. Moreover, bradycardia was also shown in 
atrial (sinoatrial node) specific NRDC-deficient mice (Sln-Nrdc-KO), and expression levels of HCN 
ion channels were also reduced in Sln-Nrdc knockout hearts. In addition, we generated and analyzed 
the enzyme-activity-deficient mutant NRDC knock-in mice.

研究分野： 循環器内科

キーワード： 洞房結節自動能　メタロプロテアーゼ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
NRDCの生体における機能はこれまで全く不明であったが、NRDC-/-における研究成果から、NRDCが心拍数、血
圧、体温調節などの恒常性維持に重要な役割を持つことが示唆された。一方、NRDCは全身に広く発現するので、
NRDC-/-の表現型が一次的かどうかを判断するには困難を伴う。そこで、最近作製した臓器特異的NRDC欠損マウ
スや酵素活性欠失型変異NRDCマウスの解析を行い、心拍数調節のメカニズムの解明の足掛かりとした。これらの
成果を今後発展させることで、ヒトにおける遺伝性洞不全症候群の原因解明やNRDCの酵素活性中心をターゲット
とした創薬開発の基盤に役立てることができると考えられた。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
心拍数は、洞房結節細胞の自動能、自律神経系や内分泌系によって制御される。洞房結節細胞に
は、ペースメーカー細胞に特有の電位依存性イオンチャネルが発現しており、自発活動電位の形
成に必要である。「If 電流 (過分極活性化内向き電流)」は、洞房結節特有の浅い静止膜電位の
維持に必要であり(右図)、それを形成するイ
オンチャネルが HCN (hyperpolarization-
activated, cyclic nucleotide-gated 
cation)である。 
洞房結節には HCN1 と 4が発現しており、それ
ぞれの遺伝子欠損マウスや遺伝性洞不全症候
群の解析から HCN1,4 が If 電流形成に必須で
あることが報告されている。 
我々が研究対象とするナルディライジン

(NRDC)は、膜タンパク質の細胞外ドメインシ
ェディングの活性化因子として、また核内で
は転写制御因子としても働く「多機能プロテ
アーゼ」である(図 1)。全身性 NRDC 欠損マウ
ス(NRDC-/-)は高度の心拍数低下(徐脈)を呈
するが、その原因は家族性洞不全症候群の原
因遺伝子の一つであるイオンチャネル
(HCN1/4)の発現低下によるIf電流の低下であ
ることが明らかとなった(図 2)。ラット初代心
筋培養細胞において、内因性の NRDC 発現をノ
ックダウンすると、HCN4 の発現が低下するこ
とから、NRDC が核内で HCN4 の発現を直接制御
している可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究では「NRDC が核内において、転写因子と複合体を形成し、HCN4 の発現を制御する」とい
う仮説のもと、NRDC による、生理的状態と家族性洞不全症候群における洞房結節自動能制御の
役割解明を目的とした。さらに転写制御における NRDC の酵素活性の意義を検討することを目的
とした。洞房結節特異的 NRDC 欠損マウスや酵素活性欠失型変異 NRDC ノックインマウスの解析
に加え、家族性洞不全症候群における NRDC 遺伝子変異の検討を行うこととした。 
 
３．研究の方法 
(1)NRDC による洞房結節自動能制御機構： 
NRDc が核内で HCN1/4 の遺伝子発現を制御するという仮説のもと、以下の実験を行った。 
 ① NRDc が HCN1/4 の上流に存在し、転写を制御することの確認；クロマチン免疫沈降(ChIP)
法：野生型マウス心臓由来クロマチン、抗マウス NRDC 抗体を用いて ChIP 法を行った。 
 ② 心筋細胞における標的遺伝子の網羅的解析（ChIP シークエンス法）：①と同様、抗マウス
NRDC 抗体を用いて ChIP シークエンス法を行った。 
 ➂ 心房(洞房結節)特異的 NRDC 欠損マウス(Sln-NRDC-KO)を解析した。 
(2)NRDC のプロテアーゼ活性の意義： HCN1/4 などの転写制御における NRDC の酵素活性の役割
を明らかにするために、 
①酵素活性欠失型変異 NRDC(NRDCE>A)と野生型 NRDC(NRDC-WT)の、転写因子との協調や挙動を検
討した。 
②酵素活性欠失型変異 NRDC ノックインマウス(NRDC E>A-KI)の心臓表現型解析を行うこととし
た。 
(3)家族性洞不全症候群における NRDC の意義： 
不整脈疾患データベースから、家族性洞不全症候群の発端者 37例のゲノム DNA に対し、次世代
シークエンサーを用いたエクソーム解析にて解析を行った。 
(4)コンピューターシミュレーション解析：ヒト iPS 細胞由来洞房結節細胞のモデルを用いて、
Nrdc-/-で得られた表現型が再現できるかどうかを検討した。 
 
４．研究成果 
(1)NRDC による洞房結節自動能制御機構：ChIP 法により NRDC が HCN1,HCN4 のプロモーター領域
に結合し、その転写を制御する可能性を明らかにした。さらに、NRDC と複合体を形成してイオ
ンチャネルの発現を制御する転写因子の候補として Isl1 に着目した。最近、HCN1/4 及び Cav3.1
は、転写因子 Isl1 による発現制御を受けることが他グループにより報告された(Vedantham et 
al., Circ. Res.2015)。我々は、NRDC が Isl1 と複合体を形成し、膵β細胞におけるインスリン
分泌に必須の MafA の転写を制御することを示しており、心臓においても Isl1 と協調して転写
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に関与している可能性に着目した。驚くべきことに、NRDC-/-においても Cav3.1 の発現が低下し
ており、NRDC が Cav3.1 のプロモーター領域にも結合することが明らかとなった。以上より、
NRDC と Isl1 が心臓においても複合体を形成し、HCN1/4,Cav3.1 の転写を制御することが示唆さ
れた。 
 
(2) NRDC のプロテアーゼ活性の意義： NRDC 欠損 MEF 細胞に、酵素活性欠失型変異
NRDC(NRDCE>A)を遺伝子導入しても HCN1 の発現はレスキューされないが、NRDC-WT ではレスキュ
ーされることを見出した(図 3)。さらに、この NRDC のプロテアーゼ活性が生体でどのような意
義を持つのかを明らかにするために、酵素活性欠失型変異 NRDC ノックインマウス(NRDC E>A KI)
の作製と解析を行った。NRDC E>A KI ホモマウスは生後 1日齢(P1)では生存するが、2日齢以降
には存在せず、全て死亡していることが明らかとなった。P1 のマウスを 400 匹解析しても NRDC 
E>A NRDC KI ホモマウスは 11％程度の生存にとどまっていた。そこで、胎生期(E13.5-15.5)にサ
クリファイスしたところ、NRDC E>A KI ホモマウスはメンデルの法則通りに存在することから、
E>A KI ホモマウスは P1 において、なんらかの原因によって死亡することが示唆された。P1 の
マウスの心電図、体重、体温を測定したところ、NRDC E>A KI ホモマウスは野生型と比較して心
拍数・体重・体温ともに低下している可能性が示唆された。原因を明らかにするため、P1 マウ
スの心臓における遺伝子発現解析(RNA-seq)を行い NRDC の酵素活性により制御される遺伝子の
絞り込みを行った。 
 
(3) 家族性洞不全症候群における NRDC の意義：次世代シークエンサーを用いた家族性洞不全症
候群の発端者 37例のゲノムからは NRDC の変異は認められなかった。(当初変異と考えられてい
た部位は、精査の結果正常人にも存在する variation であることが明らかとなった。) 
 
(4)コンピューターシミュレーション解析：ヒト iPS 細胞由来洞房結節モデルによるシミュレー
ションを行い、Nrdc-/-で認められたイオンチャネルの発現を低下させることで、洞房結節自動
能が低下すること、即ちマウスの表現型がシミュレーションによっても再現された。 

 
NRDC は Isl1 と複合体を形成し、HCN1/4, Cav3.1 の遺伝子発現を制御することで洞房結節にお
ける自動能形成を制御する。 
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