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研究成果の概要（和文）：我々は、心筋細胞からLionheart、マクロファージからlncRNA-Mという非コードRNA
（ncRNA）を見出した。
Lionheart欠損マウスでは圧負荷後、心不全を呈し、α-myosin heavy chain（MHC）が減少した。これは、
Lionheartが、α-MHCを抑制するPURαを隔離するためと考えられた。また、ヒトでもLIONHEART発現が心機能の
改善と相関していた。一方、lncRNA-M欠損マウスを用いて、lncRNA-Mが非アルコール性脂肪肝炎での肝線維化や
圧負荷での心線維化に関わることを見出した。
今後、これらのncRNAの作動エレメントを用いた治療へ向けた研究を行う。

研究成果の概要（英文）：We newly found non-coding RNAs (ncRNAs), Lionheart from cardiomyocytes and 
lncRNA-M from macrophages. ln mice lacking Lionheart showed heart failure without cardiac 
hypertrophy and decreased α-myosin heavy chain (MHC) after pressure overload. This was thought to 
be due to Lionheart sequestering purine-rich element-binding protein A (PURα), which suppresses α
-MHC. In humans, LIONHEART expression also correlated with improved cardiac function.
On the other hand, using lncRNA-M-deficient mice, we found that lncRNA-M is involved in liver 
fibrosis in nonalcoholic steatohepatitis and cardiac fibrosis in pressure overload.
In the future, we will develop nucleic acid drugs that utilize the operating elements of these 
lncRNAs, and conduct research toward the development of novel therapy.

研究分野： 循環器内科学

キーワード： 心肥大　心不全　非コードRNA　非アルコール性脂肪肝炎　線維化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトゲノムの遺伝子領域は約2%程度であり、残りの領域から多くの非コードRNA(non-coding RNA；ncRNA)が転写
されている。ncRNA全体の機能分類は未完であり、体系的な機能解明はなされていない。我々は、本研究におい
て、心肥大、心不全に関与するLionheart、コレステロール量に応じて変動するlncRNA-MというncRNAを見出し、
その作用機序を明らにした。今後、さらに新たなncRNAを明らかにし、機能分類にむけた検討を行うとともに、
ncRNAの作動エレメントを利用した治療へ向けた研究を行う。新規機序による核酸医薬を開発できる可能性があ
る。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
ヒトゲノムの遺伝子領域は約 2%程度であり、残りの領域から多くの非コード RNA(non-coding 
RNA；ncRNA)が転写されている。我々は、これまでに循環器疾患、代謝性疾患を中心とした 20
塩基程度の ncRNA である microRNA の働きについて詳細に検討し、病態形成に密接に関係する
miRNA が多数存在することを明らかにしてきた。そして、その制御が動脈硬化・線維化・動脈
瘤の治療に効果的であることを示し、核酸医薬の開発に繋げてきた(J  Am Heart Assoc. 2019, Clin 
Sci (Lond). 2019, Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2018, Mol Cell Biol. 2018, Arterioscler Thromb Vasc 
Biol. 2017, Circ Res 2017, Circ Res 2015, J  Neurosci 2015, Sci Rep 2014, Nature Communications 2013, 
J  Am Heart Assoc. 2012, Proc Natl Acad Sci U S A. 2010, Cardiovascular Res. 2010, J  Biol Chem. 2010
など)。 
一方、理研の FANTOM5 データからは、ヒトには多くの機能的 lncRNA が発現していることが示
唆されている（Nature 2017;543:199-204)。また、これらの lncRNA 群は、タンパク質と同様に、
それぞれ多様な特性を持っていると考えられる。現在、NEAT1 や MALAT1 などのように特徴的
な核内構造体を形成するもの、または Xist や HOTAIR などのようにエピジェネティックな制御
を行うものを中心に研究が進んでいるが、ncRNA 全体の機能分類は未完であり、体系的な機能
解明はなされていない。 
 
２．研究の目的 
我々はすでに心肥大、心不全に関与する lncRNA として Lionheart、さらにマクロファージにおい
てコレステロール量に応じて変動する lncRNA として lncRNA-M を見出した。 
本研究はこれらの詳細な機能と疾患治療への応用、さらには ncRNA の全体像の解明へ向けた研
究を展開することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)Lionheart の生体での機能解析 
①Lionheart 結合蛋白の解析：ビオチン化 Lionheart と肥大心より抽出した核タンパクから、
Lionheart 結合タンパク質を質量分析で網羅的に解析する。 
②Lionheart の作動エレメントの同定：長さの異なる Lionheart を作成し、上記蛋白との結合から
作動エレメントを決定する。 
③Lionheart 欠損マウスの解析：Lionheart 欠損マウスを用いて、心肥大、心不全モデルを作成し、
コントロールマウスと比較する。 
④ヒト LIONHEART の解析：ヒト iPS 細胞（hiPSC）由来心筋細胞を用いて検討する。 
(2)lncRNA-M の生体での機能解析 
①lncRNA-M 結合蛋白の解析：ビオチン化 lncRNA-M と THP-1 マクロファージを用いて、lncRNA-
M 結合タンパク質を質量分析で網羅的に解析する。 
②lncRNA-M欠損マウスの作成：大きくゲノムを削らない形で lncRNA-M欠損マウスを作成する。 
③lncRNA-M 欠損マウスの解析：上記マウスを用いて、心肥大、心不全モデル、脂肪肝炎モデル、
動脈硬化モデルなどでの表現型をコントロールマウスと比較する。 
 
４．研究成果 
(1)Lionheart の生体での機能解析 
①Lionheart 結合蛋白の解析：ビオチン化 Lionheart と肥大心より抽出した核タンパクから、結合
タンパク質を質量分析で網羅的に解析した。その結果、235 種類の核内 Lionheart 結合タンパク
質を同定した。その中で Purine-rich element-binding protein A (PURα)という DNA/RNA 結合タン
パク質が最も特異的な結合を示した。また、RNA 免疫沈降法でその結合を確認した。 
②Lionheart の作動エレメントの同定：長さの異なる Lionheart を作成し、上記蛋白との結合から
作動エレメントを決定した。具体的には、Lionheart の 58-100 塩基が PURαと結合することが明
らかとなった。 
③Lionheart 欠損マウスの解析：Lionheart
欠損マウスを用いて、心肥大、心不全モ
デルを作成し、コントロールマウスと比
較したところ、Lionheart 欠損マウスにお
いては心肥大の程度が低く、収縮能が低
下し、BNP 発現が上昇するとともに、α
-ミオシン重鎖（myosin heavy chain: 
MHC）が減少した（図 1）。また、心臓
の線維化の減少も認めた。そこで、その
理由についても検討した。α-MHC には
purine-rich negative regulatory (PNR) 図 1 



element があり、そこに PURαが
結合してα-MHC の発現を減少
させることが知られている。ま
た、心肥大の際にはさらにこの
PURαの発現が上昇することも
報告されている。electrophoretic 
mobility shift assay (EMSA)によっ
て、Lionheart と PURαの結合は、
PNR element と PURαの結合より
強いことが示された（図 2）こと
から、Lionheartが欠損した場合に
は、圧負荷の際に、Lionheart と結合してい
たはずのPURαがα-MHCのPNR elementに
さらに結合して、よりα-MHC を抑制する、
という機序があると考えられた。 
④ヒト LIONHEART の解析：ヒト iPS 細胞
（hiPSC）由来心筋細胞を用いて検討したと
ころ、LIONHEART は高発現しており、マウ
スと同様の機序がヒトでも存在する可能性
が示唆された。さらに、ヒト心筋生検組織に
おいて、LIONHEART 発現と左室駆出率、心
拍出量、肺動脈楔入圧、BNP 発現などのパ
ラメータを比較した。すると、LIONHEART
の発現上昇は、心機能の改善と相関してい
ることが明らかとなった（図 3）。 
(2)lncRNA-M の生体での機能解析 
①lncRNA-M 結合蛋白の解析：ビオチン化
lncRNA-M と THP-1 マクロファージを用い
て、lncRNA-M 結合タンパク質を LC-TOF-MS
を用いて網羅的に解析したところ、RNA 結
合蛋白 hnRNPU, hnRNPM, hnRNPF/H などが
lncRNA-M と結合することを確認できた。 
②lncRNA-M 欠損マウスの作成：このマウス
では、近傍の遺伝子発現への影響を少なくす
るために、ゲノム領域を削らず、lncRNA-M
の途中に loxP 配列ではさんだ polyA 配列を
挿入して作成した。さらにこのマウスでは、
Cre マウスと交配して polyA 配列を除
去して表現型の回復を確認できる（図
4）。 
③ lncRNA-M 欠損マウスの解析：
lncRNA-M の欠損マウスにおいて、高脂
肪食のみの負荷の場合には、コントロ
ールマウスと比較して、インスリン抵
抗性の改善程度の変化であった。そこ
で、より強い刺激として、高コレステロ
ール・高脂肪食（GAN diet）を 8 週齢か
ら 12 週間負荷したところ、コントロー
ルマウスと比較して、肝臓の線維化が
有意に減少し、また血中肝逸脱酵素の
レベルが低下した（図 5）。炎症性サイ
トカインの発現や線
維化マーカー遺伝子
発現も減少した（図
6）。また、大動脈を縮
窄し、心肥大・心不全
を呈するモデル（TAC
モデル）においても、
心肥大の軽減と線維
化の改善を認めた。今
後、こうした表現型が
生じる機序を解明し、さらにこの lncRNA-M の結合蛋白および作動エレメントを利用した治療
へ向けた研究を行う予定である。 
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