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研究成果の概要（和文）： 心血管疾患等の生活習慣病では、遺伝的要素以上に環境要因が病態
発症に寄与する。すなわち、ゲノム遺伝子の配列への変化がないまま遺伝子の機能あるいは細
胞形質への変化がみられるエピジェネティクス制御が病態の発症と深く関与すると考えられる
が、心血管領域ではエピジェネティクス制御の分子解析はまだ十分に進んでいない。我々は、
クロマチン構造変換が真核生物における転写活性化の機構論の解明の糸口になると考え、いち
早く注目し、DNA 結合蛋白とクロマチン構造変換因子の相互作用及びその機能的な意義を明ら
かにしてきた。本研究では、心血管系のエピジェネティクス制御の観点から、心血管疾患にお
けるクロマチン転写制御、さらに DNA 修復の制御機構を明らかにし、創薬の糸口にしたい。心
血管疾患のエピゲノム制御を明らかにするために、本疾患の鍵因子である KLF5 に着目し、その
相互作用因子を取得した（ANP32B 等）。これら相互作用因子だけでなく、DNA 修復のキーファク
ターである ATM, H2AX にも着目し、分子細胞生物学的、遺伝子工学的手法（ノックアウトマウ
ス作成）、病理モデル（血管老化モデル）を用いて機能解析を行った。その結果、(i) ヒストン
シャペロン群による転写制御に着目し、その構造解析として、新規ヒストンシャペロン（ヒス
トンに直接相互作用し、ヌクレオソーム形成を行う）ANP32B を同定し、これが KLF5 下流遺伝
子のプロモーター領域においてヒストン量調節を行うことが明らかになった（Munemasa et al. 
2008）。さらに、ANP32B の結晶構造も解析した(Tochio et al. 2010）。(ii)ATM による新規血管
老化制御機構について解析し、ATM が Akt/p53/p21 経路を通じて、酸化ストレスにより誘導さ
れた内皮機能障害と早期老化において、重要な役割を担うことが明らかになった (Zhan et al. 
2010)。本研究を通じてヒトの病態におけるエピジェネティクス制御の分子機構が明らかになっ
た。重要なことは、それらの機構が新しい治療法の開発につながる可能性があり、今後の研究
に発展させたい。 
 
研究成果の概要（英文）： The pathogenesis of lifestyle diseases such as cardiovascular 
disease is more closely related to environmental factors than genetic factors.  In other 
words, the changes in gene function and cellular phenotype lacking any changes in genomic 
sequence, known as epigenetic regulation, is considered to be responsible for the 
pathogenesis.  Epigenetic regulation in the cardiovascular system, however, has not been 
sufficiently understood.  We expected that the changes in chromatin structure would lead 
us towards a greater understanding of the mechanism of regulation of transcription in 
eukaryotes and discovered the interactions between DNA binding proteins and chromatin 
structural changes and their functional significance.  We hypothesized that by focusing 
on cardiovascular epigenetic regulation, this study will explain how transcription in 
chromatin and DNA repair is regulated in cardiovascular disease and will contribute to 
drug discovery.  In order to address epigenetic regulation in cardiovascular disease, 
we studied KLF5, a key factor of this disease, and discovered molecules, such as ANP32B, 
which interact with KLF5.  In addition to these interactive factors, we analyzed the 
function of ATM and H2AX, the key factors for DNA repair that we considered were important, 
by employing molecular biological and genetic engineering techniques (e.g. the generation 
of knockout mice) and disease animal models (e.g. vascular senescence models). As a result, 
(i) by examining the regulation of the histone chaperone family, we found a novel histone 
chaperone ANP32B, and its structural analysis revealed that ANP32B regulates the amount 



of histone in the promoter region of KLF5 downstream genes (Munemasa et al. 2008).  We 
also solved the crystal structure of (Tochio et al. 2010).  (ii) The analysis of the new 
regulative mechanism of vascular senescence by ATM showed that ATM plays an important 
role in oxidative stress-induced endothelial dysfunction and premature senescence 
through the Akt/p53/p21 pathway.  Our research revealed the molecular mechanisms of 
epigenetic regulation in human pathology. Importantly, it is possible that these 
mechanisms may lead to new treatments, and new studies based on our results. 
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１． 研究開始当初の背景 
 

心血管疾患等の生活習慣病では、遺伝的要
素以上に環境要因が病態発症に寄与する。よ
って、ゲノム遺伝子の配列への変化がないま
ま遺伝子の機能あるいは細胞形質への変化
がみられるエピジェネティクス制御が病態
の発症と深く関与すると考えられるが、心血
管領域ではエピジェネティクス制御の分子
解析はまだ十分に進んでいない。 
 ヒトゲノムの解読が終了した現在、遺伝子
機能ないし細胞形質の制御機構に研究の焦
点が移り、エピジェネティクス研究は注目を
集めている。とくに、ヌクレオソームやクロ
マチンといった真核生物に特有な DNAの高次
構造の調節に関わる諸反応（転写、複製、修
復等）の制御の解明がもっとも注目されてい
る。エピジェネティクスは生物の発生（X 染
色体の不活性化）や分化、発癌など生命現象
と広く関わるが、種々の細胞刺激・ストレス
により後天的にもたらされる制御のため、生
活習慣病を始めとする病態の発症機序の鍵
となると考えられている。 
 このように生命現象において極めて重要
な役割を果たすエピジェネティクス制御で
あるが、DNAー蛋白質間、蛋白ー蛋白間、さ
らに蛋白質の翻訳後修飾が複雑に関わって
いる。それらの時空間的な制御を理解するた
めには、DNA 高次構造の制御を中心とした蛋
白質の包括的な解析が必要であり、解析法の
困難さから十分に解明されてこなかった面
がある。 

 心血管領域においてはエピジェネティク
ス制御の重要性を示唆する知見が得られつ
つある。重要なことは、新しい治療法の開発
につながるヒトでの病態制御解析が全く進
んでいないことである。 
 心血管領域をはじめ、病態におけるエピジ
ェネティクス制御を対象とした解析は我々
が知る限り、現時点では国内では全く行われ
ておらず、我々が第一人者である。我々は、
クロマチン構造変換が真核生物における転
写活性化の機構論の解明の糸口になると考
え、いち早く注目し、DNA 結合蛋白とクロマ
チン構造変換因子の相互作用及びその機能
的な意義を明らかにしてきた。DNA 結合型転
写因子と相互作用することにより、クロマチ
ン構造変換酵素は特定のプロモーターへ誘
導されるという真核遺伝子転写の選択性、特
異性を説明しうる新しいメカニズムを提唱
してきた(Suzuki et al., J Chrom B Analyt 
Tech Biomed Life Sci 2007 & Trends 
Cardiovasc Med 2005 & ATVB 2005 & Gene Ther 
Mol Biol 2003)。さらに、修復、複製反応も
あり多岐にわたる制御が存在する。重要なこ
とは、クロマチン制御因子と転写因子さらに
それらの翻訳後修飾による相互作用並びに
制御ネットワークを世界に先駆けて明らか
にしてきた。 
 
２．研究の目的 
  
 エピジェネティクス制御を解明するうえ
で、クロマチンレベルでの制御を解き明かす



ことは重要である。遺伝子の発現調節の異常
は疾患の病態と深く関わっており、転写段階
において質的・量的に最もダイナミックな制
御を受ける。真核生物における転写調節を理
解するためには、従来のアプローチのように、
単に DNA配列と結合蛋白質を解析しただけで
は全貌を把握できない。その理由は、真核生
物のみに存在するクロマチンという DNAと蛋
白質がパッケージされた構造体が、転写に対
して負に作用するためである。我々は、それ
にいち早く注目し、DNA 結合蛋白とクロマチ
ン構造変換因子の相互作用及びその機能的
な意義を明らかにしてきた。因子間相互作用
並びに翻訳後修飾が制御の中心にあるクロ
マチンのエピジェネティクス制御では、イン
ターアクションマップを解析するうえでは、
プロテオミクス解析法がもっとも適した解
析法と考えられる。 
 本研究ではプロテオミクス解析を通して
病態におけるエピジェネティクス制御の理
解につながり、新しい治療法の開発に繋げる
ことを目的とする。エピジェネティクス制御、
とくにクロマチンレベルでの制御がピンポ
イント（分子反応特異的に）で可能になると
考えている。 
 
 
３．研究の方法 
 

心血管系のエピジェネティクス制御の観
点から、心血管疾患におけるクロマチン転写
制御、さらに DNA 修復の制御機構を明らかに
し、創薬の糸口にしたいと考えている。 

心血管疾患のエピゲノム制御を明らかに
するために、本疾患の鍵因子である KLF5 に
着目し、その相互作用因子を取得した
（ANP32B 等）。これら相互作用因子だけでな
く、DNA 修復のキーファクターである ATM, 
H2AX にも着目し、分子細胞生物学的、遺伝子
工学的手法（ノックアウトマウス作成）、病
理モデル（血管老化モデル）を用いて機能解
析を行う。具体的な分子細胞生物学的手法と
しては、GST-pull down によるヒストン結合
活性、in vitro histone chaperone activity、
siRNA を用いたノックダウンによる転写への
影響の検討、クロマチン免疫沈降によるクロ
マチン化学修飾の変化の検討、ウエスタンブ
ロットにより蛋白質リン酸化の変動、リン酸
化阻害剤による細胞シグナル経路の切断、ア
ンジオテンシン II 刺激による細胞刺激など
である。 

また、ANP32B については、NMR により立体

構造解析を行う。点変異導入した変異体を
NMR perturbationを行うことによりヒストン
結合活性を担うアミノ酸を同定する。 
 
 
４．研究成果 
 
(i) ヒストンシャペロン群による転写制御、
その構造解析 
 
 血管平滑筋細胞の増殖は動脈効果の重要
なステップであり、生活習慣などの外的要因
により制御される。我々は転写因子 KLF5 が
この段階の鍵因子であることを明らかにし
ていたが、ここにおけるクロマチン制御は不
明であった。血管平滑筋細胞増殖におけるク
ロマチン制御を明らかにするため、KLF5 相互
作用因子を取得した結果、複数の機能不明因
子を取得した。これらについて機能解析をし
た結果、新規ヒストンシャペロン（ヒストン
に直接相互作用し、ヌクレオソーム形成を行
う）ANP32B を同定し、これが KLF5 下流遺伝
子のプロモーター領域においてヒストン量
調節を行うことが明らかになった（Munemasa 
et al. 2008）。 

 

 さらに、ANP32B と他のヒストンシャペロン
TAF-I の機能的関連性を検討したところ、転
写抑制において、これらのヒストンシャペロ
ンが協調的に働くことを明らかにした（in 
preparation）。 



興味深いことに、これらのヒストンシャペ
ロンは、機能欠損の表現型が同じであったが、
二次元構造上では全く保存されておらず、全
く異なる三次元構造を用いてヒストンシャ
ペロン活性、KLF5 との結合という複数の機能

を発揮していることが考えられた。この可能
性について明らかにするために、ANP32B のヒ
ストンシャペロンドメインの三次元構造を
明らかにした結果、（１）ロイシンに富む LRR
ドメインは単体で存在する、（２）ヒストン
認識に関与するくぼみ面が６本のbeta sheet
で形成されるが、一般的にヒストンシャペロ
ン活性を担う alpha helix が外側に露出され
ヒストン認識に参加していない、ということ
が明らかになった（Tochio et al. 2010）。
一方、TAF-I は（１）２量体形成によりヘッ
ドフォン様構造を持つ、（２）ヒストンシャ

ペロン活性ドメインは alpha helix により形
成される、ことが我々の過去の研究により明
らかであった（Muto et al. 2007）。これら
のことから、全く異なる三次元構造を持つヒ
ストンシャペロン群により、クロマチン転写
が制御されることで、内膜肥厚が負に制御さ
れていることが明らかになった。 
 
(ii)ATM による血管老化制御 
 
酸化ストレスは血管内皮細胞の機能障害

および その老化を制御する。DNA 損傷修復と
ATM を含む中心的シグナル経路が、酸化スト
レスの中心的役割を果たすことが示されて
きた。しかし、血管病態形成における ATM シ
グナル経路の役割は、ほぼ不明であった。今
回、我々は ATM が酸化ストレスにより誘導さ
れた血管内皮細胞の機能障害および その老
化を制御することを明らかにした。 
 Akt/p53/p21 経路を介した経路による ATM
の活性化・リン酸化を通じて、酸化ストレス
が老化を誘導する。これらの反応は、ATM を
欠損した細胞にて抑制が観察され、特異的阻
害剤による阻害により抑制されることが明
らかになった。更に、これらの反応の細胞に
おける生物学的優位性は、ATM ノックアウト
マウスモデル（野生型マウスに比較して、大
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動脈における血管内皮細胞の機能障害の誘
導と老化が抑制される）を用いた実験によっ
ても、確認された。 
 このように、ATM は Akt/p53/p21 経路を通
じて、酸化ストレスにより誘導された内皮機
能障害と早期老化において、重要な役割を担
うことが明らかになった (Zhan et al. 2010)。 
 
 今後は、ATM と同じ DNA 損傷修復系で重要
な役割を有する H2AX マウスでの解析を通じ
た共通性および多様性の解析、ならびに、コ
ンディショナルノックアウトマウスを用い
た心血管系特異的な ATMの機能解析を行う予
定である。 
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