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研究成果の概要： 
心臓病，腎臓病，糖尿病の患者さんにおいて血管壁が硬くなり、その硬い血管壁の成分の中に

ラミニンという線維状の物質が異常に増加していることが知られていたが、本研究ではそのラ

ミニンの遺伝子を調節するたんぱく質を見出し検討した。 
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１．研究開始当初の背景 

細胞外マトリックスの正常構成成分の一つ

であるラミニンは、拡張型心筋症や糖尿病に

おいて、心筋細胞および血管平滑筋細胞内に

病的増加し組織の硬化を招くと報告されてい

るが、その病態は明らかではない。 申請者

は、その病因の解明に、ラミニンγ１鎖プロ

モーター領域の DNA の機能を解析した結果、

ラミニンγ１鎖の転写発現を強く促進する

bcn-1 DNA モチーフを見出し報告した (J. 

Biol. Chem. 271, 1996)。 その後、bcn-1 モ

チーフに結合し、心筋の細胞に普遍的に発現

する転写因子の存在を報告し（Am. J. Physiol. 

275, 1998）、イーストのワンハイブリッドシ

ステムを用いてライブラリーのスクリーニン

グを施行、bcn-1 に結合する転写因子

Smarce1rを同定しデーターベースに登録した 

(Genebank AF072836, H. Suzuki,1998)。さら

に、ワンハイブリッドシステムによるクロー

ニングを繰り返し、転写因子 TFE-3 が、TGF-

βを介しラミニンプロモーターを活性化する

ことを報告した (J Biol Chem. 277, 2002)。

また、これまでに、ツーハイブリッドシステ

ムによるスクリーニングを施行、Smarce1r に



結合し心筋に特異的に発現する新規蛋白

SMARP を同定した（Exp. and Clinic. Cardiol. 

9, 2004）。さらに、ツーハイブリッドシステ

ムによるスクリーニングを繰り返し、ラミニ

ンの増加に関与する因子を同定しその一つと

してトロポニンＩの新しいアイソフォーム

（トロポニンＩｒ）を見出した。 

しかし、これら新規蛋白と心筋症（心臓疾

患）の病態との関連は国内外で未だ報告され

ていなかった。 

 

２．研究の目的 
以上の背景から、本研究では次の段階とし

て Smarce1r, SMARP,トロポニン Ir の心臓、

腎臓疾患、糖尿病の病態発症との関係を解明

することを目的に、以下検討した。 

 

(1) Smarce1r の機能解析： 

(A)Smarce1r 遺伝子の調節発現について検討 

(B) Smarce1r 遺伝子の細胞内局在の検討 

(C)ノックアウトマウスの作製 

 

(2)SMARP 遺伝子の機能解析： 

(A) SMARP 遺伝子の調節発現について検討 

(B) SMARP 遺伝子の細胞内局在の検討 

(C) SMARP 遺伝子の相互分子のクローニング 

 

(3)トロポニン Ir 遺伝子の機能解析： 

(A)トロポニン Ir 遺伝子の調節発現について

検討 

(B)トロポニン Ir 遺伝子の分子間相互分子の

クローニング   

以上を目的とし検討した。 

 
３．研究の方法 

(1)Smarce1r の機能解析：(A)Smarce1r 遺伝

子の調節、発現については、ＥＭＳＡにてラ

ミニンプロモーター結合能ならびに mutant

を用いたルシフェラーゼレポーターアッセイ

を施行し、ラミニン発現への関与を検討、

Smarce1r の binding assay を施行した。  

(B) Smarce1r 遺伝子の細胞内局在の検討では

抗 Smarce1r 抗 体 を 作 製 、 な ら び に 、

GST-fusion 蛋白を強制発現し、Smarce1r 遺伝

子の細胞内局在を Confocal Microscopy にて

調べた。  

(C) Smarce1r ノックアウトマウスの作製を試

みるために、マウス Smarce1r cDNA のクロー

ニングを試みた。 

 

(2)SMARP 遺伝子の機能解析：(A) SMARP 遺

伝子の調節発現については、Smarce1r 遺伝子

と同様の方法にてラミニンプロモーターとの

結合能をＥＭＳＡにて検討した。また、ルシ

フェラーゼレポーターアッセイを施行し

Smarce1r との結合能を調べた。さらに、ノー

ザンブロットにて組織特異性を調べた。 

(B) SMARP 遺伝子の細胞内局在は抗 SMARP 抗

体を用い GST-fusion 蛋白を強制発現し、細胞

内局在をConfocal Microscopyにて検討した。 

(C) SMARP 遺伝子の相互分子をクローニング 

するためにイーストのツーハイブリッドシス 

テムによる分子間相互作用を利用し、SMARP 

をベイト蛋白に心筋由来 cDNA ライブラリー 

のスクリーニングを施行した。方法原理は 

GAL4-DNA binding domain を含むレポーター 

プラスミドに遺伝子 cDNA を fusion し、 

GAL4-Activation domain と fusion したライ 

ブラリーを Yeast にトランスフォームする。 

分子間相互作用したものにレポータ遺伝子が 

表現され、培地によるコロニー選択を可能と 

し目的の cDNA が抽出された。 

 

(3)トロポニン Ir 遺伝子の機能解析： 

(A)トロポニン Ir 遺伝子の調節発現について
は、In vivo の Pull-down assay, および In 
vito の免疫沈降反応を用いてトロポニンＴ
との結合能を検討した。 

(B)トロポニン Ir 遺伝子の分子間相互分子の 

クローニングとして、SMARP と同様に、相互 

分子をクローニングするためにイーストの 

ツーハイブリッドシステムによる分子間相互 

作用を利用し、トロポニン Ir をベイト蛋白 

に心筋由来 cDNA ライブラリーのスクリーニ 

ングを施行した。  

以上を方法とし検討した。 

 
４．研究の成果 

(1)Smarce1r の機能解析：(A) Smarce1r の

遺伝子の調節、発現について、ＥＭＳＡにて

ラミニンプロモーター結合能ならびにmutant

を用いたルシフェラーゼレポーターアッセイ

を施行し、Smarce-1r はラミニンプロモータ

ーに結合し発現へ強く関与することを確認し

た。(B) Smarce1r 遺伝子の細胞内局在の検討

ではGFPならびにDsRed融合Smarce1rを作製

強制発現系で細胞内局在を調べ Smarce-1r は

核内蛋白であることが解った。 

(C) Smarce1r ノックアウトマウスの作製に関 

しては、以前にクローニングしていた Human 

Smarce1r cDNA をプローベにマウスライブラ 

リーのスクリーニングを終了した。Smarce1r 

は、ノーザンブロットで mRNA が心筋および 

腎臓に強く発現し、また、細胞分化に関与す 

る HMG-domain を有することより心筋の分化 

ならびに腎臓の発生に強く関与する遺伝子で 



ある可能性が期待される。このことから 

Smarce1r ノックアウトマウスの作製は、心奇 

形、心臓疾患ならびに腎硬化症との因果関係 

の解明につながり意義は大きいと思われた。 

さらに Smarce1r 遺伝子は、ＢＡＦ類似構造を 

所有し、近年、ＢＡＦ類似構造は細胞核内の 

クロマチンリモデリングの異常へ関与し癌化 

に関与していると言われている。そこで、 

Smarce1rのクロマチンリモデリングの異常と 

の関連を検討することは心筋症、腎硬化症に 

おける病態の解明のみならず、心筋症、腎硬 

化症、糖尿病などの発症機構の解明など多領 

域にわたり寄与し有用と考えられた。 

 

(2)SMARP 遺伝子の機能解析：(A) SMARP 遺 

伝子の調節、発現については、ＥＭＳＡにて 

ラミニンプロモーターと結合すること、なら 

びに、ルシフェラーゼレポーターアッセイに 

て Smarce1r との結合することを確認した。 

さらに SMARPＳｍＲＮＡの発現をノーザンブ 

ロットにて検討したところ、心臓、精巣に特 

異的に発現することが判明した。(B) SMARP 

遺伝子の細胞内局在を調べたところ SMARP は 

核小体蛋白であることが判明した。Smarce1r 

と SMARP の細胞内局在についての結果はあわ 

せて文献報告した（発表論文③）。(C) 次に、 

SMARP 遺伝子の相互分子をクローニングする 

ためにイーストのハイブリッドシステムによ 

りSMARPをベイト蛋白に心筋由来cDNAライブ 

ラリーのスクリーニングを施行し、数種類の 

ジンクフィンガー構造を有する核小体蛋白を 

クローニングした。 

 

(3)トロポニン Ir 遺伝子の機能解析： 

(A)トロポニン Ir 遺伝子の調節発現について
は、トロポニンＩｒがトロポニンＴとの結合
領域のＣ末端を欠損していたため、トロポニ
ンＴとの結合能を検討した。GST-融合蛋白を
用い In vito での Pull-down assay の施行, 
および In vivo にて In cell での分子間結
合力を測定し、トロポニンＴとの結合が著明
に低下していることを確認した。この結果に
ついては文献報告した（発表論文④）。 

(B)トロポニン Ir 遺伝子の分子間相互分子の 

クローニングとして、SMARP と同様に、相互 

分子をクローニングするためにイーストのツ 

ーハイブリッドシステムによる分子間相互作 

用を利用し、トロポニン Ir をベイト蛋白に 

心筋由来 cDNA ライブラリーのスクリーニグ 

を施行したところ、トロポニン T、トロポニ 

ンＣならびにアクチンがクローニングされた。 

さらに、Smarce1r と SMARP は In vivo, in 

vitro で分子間結合し、あわせて国内外で初

めて文献報告した（発表論文③）。 

終わりに、本研究の国内外での位置付けとし 
て、Smarce1r は申請者らにより初めて登録 
された新規タンパクであり（H. Suzuki, et.al.  
Genebank AF072836, 1998）、また SMARP 
も国内外での報告はなく、申請者により報告 
された新規タンパクで、両者の機能の検討や、 
疾患とのつながりを検討することは今までに 
報告のない領域で重要と思われた。さらに、 
トロポニンＩには今までに、トロポニンＩ 
-slow, -fast, -cardiac の３種類のアイソフォ 
ームが知られていたが、申請者らクローニン 
グしたトロポニンＩｒは報告がなく、第４番 
目のアイソフォームとして報告した。機能で 
はトロポニンＩｒはトロポニンＩに認めるト 
ロポニンＴとの結合部位を欠損しておりその 
病的意義、疾患との関連が強く示唆され、心 
臓疾患とのつながりを明らかにする意義は大 
きいと考えられ、今後の検討はさらなる新し 
い結果を得ることにつながり意義があると思 
われた。  
以上より本研究はラミニンの増加機構のみな 

らず、心筋症、腎硬化症、糖尿病などの発症 

機構の解明などにわたり成果があると考えら 

れた。 
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