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研究成果の概要（和文）：本研究では転写因子Klf1は遠位エンハンサーに結合し、心筋細胞分化を制御する中心
的な転写因子Gata4、Nkx2.5、Mef2の結合領域を閉じることで心筋分化遺伝子群の広範な発現抑制を誘導するこ
とを明らかにした。また、Klf1はミトコンドリア代謝を調節することで酸化ストレスを減少させるとともに、細
胞周期遺伝子の発現を介して心筋細胞増殖を促進することを明らかにした。さらに、心筋細胞特異的にKlf1を発
現するマウス系統を樹立し、成体心臓においてKlf1発現誘導による心筋細胞増殖、顕著な心肥大の誘導を示唆す
る結果を得た。

研究成果の概要（英文）：We performed a genome-wide analysis of Klf1 binding sites and found that 
most Klf1 binding sites are enriched in distal enhancer regions, which induces a global reduction in
 chromatin accessibility. Motif enrichment analysis revealed that the binding sites for the core 
cardiac transcription factors (Gata4, Nkx2-5, Mef2) are significantly enriched in the reduced 
accessibility regions, indicating that Klf1 induces cardiomyocyte dedifferentiation by suppressing 
cardiac gene regulatory network controlled by the core cardiac transcription factors. Klf1 also 
upregulates the expression of diverse cell cycle genes with a simultaneous downregulation of the 
mitochondrial respiration pathway, which enables cardiomyocytes to proliferate with reduced 
oxidative stress. We generated transgenic mouse lines and observed that Klf1 induction also leads to
 the increase of cardiomyocyte proliferation and cardiac size, and further analysis of these mouse 
lines is underway.

研究分野：再生生物学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
申請者が見出したKlf1経路は既知のHippo-Yap経路やErbb2経路などとは異なる、全く新しい心筋再生誘導機構で
ある。これまで心筋細胞増殖の誘導は主に増殖促進機構の解明を中心に行われてきたが、本研究によりKlf1が心
筋細胞の脱分化と代謝リプログラミングにおいても重要な機能を果たすことが明らかとなった。本研究による
Klf1機能の解明は、ヒト心筋細胞を増殖不能から増殖可能状態へと転換する新規医療技術の開発に大きく貢献す
ることが期待される。

※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 

わが国の死因第 2 位を占める心疾患は、社会高齢化にともない今後さらに増加すると考えられ

ている。特に、根本的な治療法が未だ心臓移植しか存在しない重症心不全症の増加が危惧されて

おり、現状のままでは医療体制のひっ迫を生じかねない事態であると考えられている。このよう

な状況を背景として、心臓再生療法の研究開発が注目されており、iPS 細胞などから分化した心

筋細胞や間葉系幹細胞を用いた細胞移植療法を中心に研究が進められてきた。しかし、機能回復

のためには大量の移植細胞を準備しなければならず、また、移植後の細胞の定着性などの問題も

知られており、細胞移植とは異なる新たな再生療法の開発につながる基礎研究の重要性も認識

されている。 

哺乳類とは異なり、両生類や魚類は成体においても高い再生能を保持することが知られてい

る。発生学のモデル動物として使用されてきた硬骨魚ゼブラフィッシュもきわめて高い心臓再

生能を有することが報告されており、心臓再生を制御する分子・細胞機構の理解に有用なモデル

として近年活発に使用されている。申請者の先行研究などにより、ゼブラフィッシュの心臓再生

は心臓幹細胞や前駆細胞が新たに心筋に分化することで達成されるのではなく、損傷に反応し

た成熟心筋細胞が脱分化・増殖することで達成されることが明らかとなっていた。その後、マウ

ス、ラット、ブタなどの哺乳類も生後数日の間は同様に心筋細胞の脱分化、増殖により心臓を再

生することが明らかとなり、この機序に介入する新たな心臓再生療法の開発が期待されている。 

 

２．研究の目的 

心筋細胞の脱分化・増殖を誘導する経路として、Nrg1/ERBB2 や Hippo/YAP 経路が注目されてい

る。しかし、いずれの経路もその構成分子には癌遺伝子産物が含まれており、将来的な治療応用

における安全性について不透明な点があることも否めない。また、これらの経路により心筋再生

における心筋細胞増殖の再活性化機構の一端が明らかとなったものの、脱分化誘導機構につい

ては未だ不明な点が多い。そこで、ゼブラフィッシュの再生心臓において心筋細胞の脱分化が誘

導されるタイミングで遺伝子発現解析結果を行い、細胞分化を制御する転写因子に絞って発現

が変化する遺伝子を探索したところ、脱分化誘導候補因子として Krüppel-like factor 1(Klf1)

を同定した。 

予備研究では Klf1 がきわめて顕著な心筋細胞の脱分化・増殖誘導機能を持つことが分かり、

さらに再生不能である成体マウスの心臓では Klf1 の発現が見られないものの、ウイルスベクタ

ーによる強制発現により梗塞後の心機能が改善することが明らかとなった。この結果から、申請

者は、Klf1 が成熟心筋細胞に埋め込まれたエピジェネティック修飾を損傷依存性に変化させる

上で重要なスイッチ分子であり、その経路を操作することで哺乳類心臓における再生誘導が可

能であると仮定して本研究を開始した。具体的には、1）Klf１を起点とする心筋再生プログラム

の全体像および発動機序は何か、2）その機序は進化的にどの程度哺乳類心臓に保存されるか、

そして、3）重症心不全における心筋自己再生療法への応用は可能か、の３つを中心的な問いと

して掲げ、以下の研究項目に取組んだ。 

研究項目 1）Klf1 を起点とする心筋細胞脱分化・増殖亢進プログラムの解明 

研究項目 2）Klf1 発現マウスの確立と Klf1 機能の魚−マウス間比較解析  

研究項目 3）Klf1 発現マウスを用いた心筋自己再生誘導療法の検討 

 

３．研究の方法 

各研究項目の実施にあたり使用を計画した方法を以下に記載する。 

研究項目 1）Klf1 を起点とする心筋細胞脱分化・増殖亢進プログラムの解明 

まず、Klf1 の全ゲノム DNA 結合配列を同定するため、タモキシフェン処置により Klf1 を発現す

るゼブラフィッシュ系統から得た Klf1 発現（klf1-ON）心臓を用いて、Klf1 の ChIP-seq解析を

実施し、得られたピークに対して GREAT(Genomic Regions Enrichment of Annotations Tool)解

析などを行い、Klf1結合部位が制御する遺伝子セットを明らかにする。 

次に、Klf1 発現心臓のエピゲノム・遺伝子発現解析を実施するため、klf1-ON 心臓を用いて

ATAC-seq、H3K27ac ChIP-seq、H3K4me1 ChIP-seq、H3K4me3 ChIP-seq、DNA メチレーション解析、

RNA-seq解析を実施し、変化が見られたゲノム領域について GREAT解析などを行い、エピゲノム

変化に影響される遺伝子群を明らかにするとともに、RNA-seq 解析結果について Gene Set 

Enrichment Analysis (GSEA)などを行い、変化が生じる遺伝子群を明らかにする。 

最後に、Klf1標的遺伝子の同定と機能解析を実施するため、Klf1 ChIP-seqデータ、RNA-seq

データ、エピゲノム解析データを比較し、Klf1 が直接発現を制御する遺伝子を同定し、その分



子の機能を解析する。 

研究項目 2）Klf1 発現マウスの確立と Klf1 機能の魚−マウス間比較解析  

再生可能なゼブラフィッシュと再生不能なマウス心臓における Klf1 機能の比較を実施するため、

まず Tet-off系など発現誘導系を用いて心臓特異的 Klf1 発現モデルマウスを確立する（mKlf1-

ON）。得られたマウスの検証実験を行い、この Klf1 を発現したマウス心臓とゼブラフィッシュ心

臓（klf1-ON）を用いて、RNA-seq解析、エピゲノム解析を実施する。 

研究項目 3）Klf1 発現マウスを用いた心筋自己再生誘導療法の検討 

マウス心臓における Klf1 発現の治療効果を検討するため、冠動脈結紮術を用いて mKlf1-ON 心

臓に心筋梗塞を誘導し、Klf1 の発現誘導を心筋梗塞と同時、梗塞 2週後、梗塞 4 週後などで実

施し、その機能回復効果について、組織学的解析および心エコー解析により検討する。 

 

４．研究成果 

Klf1 を起点とする心筋細胞脱分化・増殖亢進プログラムを解明するため（研究項目 1）、上記の

方法を用いて klf−ON 心臓における遺伝子発現変化やクロマチン構造の変化を網羅的に解析し、

以下の結果を得た。すなわち、Klf1 はエンハンサー領域に結合し、広範なゲノム領域でクロマ

チン構造の閉化を誘導することで、心筋分化のマスター転写因子として知られている Mef2、

Gata4、Nkx2-5が制御するサルコメア遺伝子などの心筋特異的遺伝子群を抑制する。さらに、Klf1

は細胞増殖に関わる様々な遺伝子の発現を上昇させるとともに、ミトコンドリア遺伝子や電子

伝達系の構成遺伝子の発現を顕著に低下させる。この代謝系遺伝子群に見られた顕著な変化は

予想外であったため、さらに klf−ON 心臓を用いたメタボローム解析を実施したところ、ミトコ

ンドリアによる通常のエネルギー産生経路が低下し、代わりに DNAやアミノ酸など、新しい細胞

を作る上で必須な構成成分の産生経路が顕著に上昇することが明らかとなった。 

以上の結果により、Klf１は遺伝子発現調節、クロマチン構造変化、代謝経路の再配列を適切

に制御することで心筋細胞の脱分化・増殖プログラムの「スイッチ」として機能する、きわめて

重要な転写因子であることが明らかとなった。この結果の新規性は高く評価され、心臓再生分野

における重要な知見としてサイエンス誌への掲載が認められた（Ogawa...Kikuchi. Science 
2021責任著者）。 

続いて、Klf1-ChIP-seqデータ、RNA-seqデータ、エピゲノム解析データを比較し、Klf1 が直

接発現を制御する遺伝子を複数同定した。さらに、RT-qPCR、RNAscopeを用いた発現解析から候

補遺伝子を絞り込み、遺伝子導入ゼブラフィッシュを用いた機能解析を行った結果、心筋再生に

関わる新規転写因子の同定に成功した。この転写因子を心筋細胞特異的に強発現するゼブラフ

ィッシュ系統を作製し、機能解析を実施した結果、再生心臓においてはこの転写因子を抑制する

分子機構の存在が明らかとなった。この分子機構は過度な再生を抑制し、適切な再生レベルを維

持するための記憶機構である可能性が考えられる。現在、この転写因子のコンディショナル KO

系統の作製を完了し、心筋特異的な遺伝子発現抑制実験を実施しており、今後網羅的遺伝子発現

解析、ChIP-seq 解析、メタボローム解析などを進め、更なる分子機序の解明を目指す予定であ

る。 

Klf1 発現マウスの確立と Klf1 機能の魚−マウス間比較解析について(研究項目 2)、Klf1 発現

誘導マウスを 5 系統以上樹立した。そのうち 2 系統で比較的高いレベルの心筋発現を観察した

ため、現在この 2系統に焦点をしぼり解析を進めている。出生後初期に Klf1 の発現を心筋特異

的に発現した個体において生後 14日を経過しても心筋細胞分裂が観察された。また、成体マウ

スにおいても Klf1 発現による増殖誘導効果を示唆する組織学的エビデンスが得られたため、心

筋細胞分裂を特異的にラベルできる遺伝子改変マウスを交配し、適切な遺伝背景を持つマウス

が得られ次第定量解析を実施する予定である。Klf1 機能の魚−マウス間比較解析については、

Klf1 発現誘導マウスの心臓を用いた予備的な遺伝子発現解析を実施した。サルコメア遺伝子群、

細胞周期遺伝子群の発現変化を認めたが、個体間での発現レベルの変化が大きく、現在 RNA抽出

などの条件検討を実施している。ゼブラフィッシュ心臓の遺伝子発現解析、エピゲノム解析は終

了しているため、マウス心臓の条件検討が終了次第、比較解析を実施する。 

Klf1 発現マウスを用いた心筋自己再生誘導療法の検討について（研究項目 3）、まず、非損傷

心臓における解析を終了し、Klf1 発現誘導による心筋細胞の増殖レベルの上昇、顕著な心肥大

を確認した。現在、網羅的遺伝子発現解析、ChIP-seq 解析、メタボローム解析などの実験に使

用するマウスの交配を進めている。また、心筋梗塞後の心臓における Klf1 の発現誘導実験を開

始し、現在心エコーを用いた経時的心機能解析を実施している。また、得られた心臓の表現型と

これまで得られたデータと組合せた論文の作成を進めている（Watanabe...Kikuchi 責任著者）。 
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