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研究成果の概要（和文）：心筋転写制御因子 HOP (Homeodomain-Only Protein)のミスセンス遺

伝子変異はヒトにおいて拡張型心筋症・難治性心不全をきたす。さらに遺伝子過剰発現マウス

においてもこの変異が拡張型心筋症・難治性心不全をきたすことが確認されている。しかしな

がら、その分子機序は不明である。本研究では、酵母 two-hybrid 法を用いて、HOP と会合する

分子の同定をおこなった。スクリーニングの結果、14物質を会合分子候補として同定した。な

かでも、ATPase Na/K β1 サブユニットは細胞膜輸送系の膜貫通タンパク Na/K ATPase のサブ

ユニットで心筋細胞のホメオスタシス保持に必須のタンパクといえる。HOP に連なる心筋リモ

デリング・心不全発症のパスウェイを解明することは、新しい心不全治療へのヒントを与える

ことができると期待される。 

 
研究成果の概要（英文）：HOP (Homeodomain-Only Protein) is a unique transcriptional 
regulator, which lacks DNA binding capacity but functions as the repressor of SRF-induced 
transcription. To identify the key molecule which could account for the functional 
consequences triggered by the HOP missense mutation identified previously in the patients 
with familial dilated cardiomyopathy, protein partner of HOP was screened using yeast 
2-hybrid system in this study. Here I could identify 14 proteins which can bind with HOP. 
Identification of the molecular pathway linking with HOP will lead to the development 
of the novel therapeutic approach for heart failure. 
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１．研究開始当初の背景 

拡張型心筋症は心室腔の拡張と収縮障害

をきたす心筋疾患であり、治療抵抗性で心不

全死亡にいたることも多い予後不良の疾患

である。根本治療は心移植をおいて他にない。

慢性的なドナー心不足から、心移植待機中に

命を落とすケースも後を立たない。拡張型心

筋症の原因究明とそれに基づく治療法開発

は必須事項である。現在約 2 割のケースでの

み原因遺伝子変異が判明している。そのほと

んどがサルコメア(心筋細胞内筋原線維)、Z

帯(心筋細胞間隔壁)、心筋細胞骨格など心筋
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の構造タンパク異常である。しかしこれら構

造タンパクを治療のターゲットに応用する

のは困難である。 

そこで、研究代表者は治療介入への展開を

考える際に有効なターゲットとなりうる調

節タンパクに注目して拡張型心筋症の原因

遺伝子変異検索を進めてきた。拡張型心筋症

早発家系において遺伝子スクリーニングを

おこなった結果、HOP 遺伝子にミスセンス変

異 Lys23Asn(23番目のアミノ酸がリジンから

アスパラギンに置換)を発見した。 

HOP(Homeodomain-Only Protein)は 73アミ

ノ酸からなる小さな転写制御因子である。そ

れ自体は DNA結合配列を持たないが、おもに

SRF(Serum Response Factor)と結合すること

で SRF依存性転写活性を抑制し転写制御作用

を発揮するとされている。胎生期から成人期

までの心臓に発現がみられ、ANF(心房性ナト

リウム利尿ペプチド)や心筋ミオシンの転写

を制御している。次に研究代表者はこのヒト

HOP変異が拡張型心筋症の原因であることを

証明するために「正常型 HOP過剰発現マウス」

と「変異型 HOP(Lys23Asn)過剰発現マウス」

とを作製し比較解析した。正常型 HOP過剰発

現マウスでは心臓は正常であったが、変異型

HOP(Lys23Asn)過剰発現マウスでは心拡大

(下図)、心筋間質線維化、心収縮障害など拡

張型心筋症様の変化が観察され 1才齢までに

約 70%が心不全死亡した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

このヒト HOP変異を導入したマウスモデル

作製により、HOP遺伝子変異がヒト拡張型心

筋症の原因であることを明らかにした。ヒト

遺伝子変異を出発点にして、心筋転写制御の

破綻が拡張型心筋症、重症心不全をきたすこ

とを明示した。しかし、治療への応用を考え

るためには、さらに詳細な機序解明が必要で

ある。研究代表者はこの変異型 HOP が拡張型

心筋症をきたすメカニズムを解明するため、

ANFプロモーター-lucを用いたルシフェラー

ゼアッセイをおこなった。HOPはおもに SRF

と結合することで SRF依存性転写活性を抑制

し転写制御作用を発揮するとされているこ

とから、HOP-SRF軸に着目して正常型 HOP と

変異型 HOPとの作用差を説明しようと考えた。

確かに、正常型 HOP は SRF依存性転写活性を

抑制するし、変異型 HOP ではその抑制が有意

に強くなる(gain-of-function)。しかしなが

らその差は軽度であり、この HOP-SRF軸だけ

でヒトやマウスにおける劇的なフェノタイ

プ差を説明するには十分でなかった。すなわ

ち SRF以外に何らかの会合分子 Xの存在を仮

定しないと辻褄が合わない。 

研究代表者は「HOPは SRF以外の転写制御

因子 Xと会合する、そしてこの物質 Xこそが

前述の HOP遺伝子変異の劇的な効果を説明す

る」という仮説を立てた。 

 

２．研究の目的 

HOP会合分子の発見同定し、それを糸口に

HOP 変異の拡張型心筋症惹起機序を解析する。 

 

３．研究の方法 

(1) 酵母 two-hybrid法により HOP会合分子 X

を発見・同定する。 

酵母 two-hybrid 法は出芽酵母を用いてタン

パク質間の物理的相互作用を検出する実験

法である。本研究では GAL4 の系を用いた

(Fields S and Song O. Nature 340:245-246, 
1989)。Bait(餌)側ベクターとして pBD-GAL4 

Cam vector、Prey(獲物)側ベクターとして

pAD-GAL4-2.1 vector、レポーター酵母株と

して YRG-2を用いた。Baitである HOPと Prey

である X とが結合すると GAL4 依存性プロモ

ーターが ON になりヒスチジン非要求性コロ

ニーを形成する、という性質を利用した実験

系である。選択効率を高めるために抗真菌剤

Aureobasidin A も併用した。SRFは HOP と結

合することが知られる(Shin CH, et al. Cell 
110:725-735, 2002)ので、明確なポジティブ

コントロールとして使用できる。 

 

(2) 免疫沈降-ウェスタンブロッテイングで

HOP-物質 X間の結合を確認する。 

293T細胞を 3群に分け、1)FLAG-tagged HOP

トランスフェクション群、2)HA-tagged X ト

ランスフェクション群、3) FLAG-tagged HOP

および HA-tagged X 共トランスフェクション

群を設ける。各群からタンパクを抽出、

Anti-FLAGビーズで免疫沈降の後、ビーズ吸

着タンパクを回収し Anti-HAでウェスタンブ

ロッテイングをおこなう。また逆に Anti-HA

ビーズで免疫沈降の後、ビーズ吸着タンパク

を回収し Anti-FLAGでウェスタンブロッテイ

 



 

 

ングをおこなう。これにより HOP-物質 Xが互

いに直接結合できることを示しうる。 

 
４．研究成果 

(1) 酵母 two-hybrid法による HOP会合分子 X

の発見・同定 

Preyとして Pretransformed Human Heart 

Matchmaker cDNA Library(Clontech)を用い

酵母 two-hybrid 法によるスクリーニングを

おこなった。コントロール実験から 3.5百万

個のクローンをスクリーニングしたこと、接

合効率は約 5.0％であったことを確認した。

最終的にヒスチジン非要求性・Aureobasidin 

A抵抗性コロニーを形成したのは 14物質であ

った。物質のカテゴリーはチャンネルなど細

胞膜表面に発現するタンパク、筋原線維の構

成タンパク、細胞内代謝に関わるタンパクな

ど多岐にわたった。 

 

(2) 免疫沈降-ウェスタンブロッテイング法

で HOP-物質 X間の結合を確認 

既に解析の完了した会合分子のひとつ、

ATPase Na/Kβ1サブユニットに関して下記に

報告する。 

 ATPase Na/K β1 サブユニットは細胞膜輸

送系の膜貫通タンパク Na/K ATPase のサブユ

ニットで 303 アミノ酸残基からなる。心筋

Na/K ATPase はジギタリスにより特異的に阻

害されることが知られている。また、発生段

階で心筋細胞がその形態を保つために必須

のタンパクであることも報告されている

(Yuan S&Joseph EM Circ Res. 2004)。Na/K β

1 サブユニットの coding region 全長の N 末

端に Mycをタグしたフラグメントを発現用ベ

クターpcDNA3.1(-)に挿入し、N 末端に FLAG

をタグしたヒト正常型 HOP とともに 293T 細

胞に強制発現させ、抽出したタンパクを

Anti-FLAG ビーズで免疫沈降することにより

これら 2種類のタンパク間結合が確認された。 

 しかしながら、N末端に FLAGをタグしたヒ

ト変異型 HOPを用いて同じプロトコールで免

疫沈降実験をおこなっても、同等の結合が確

認された。すなわち、ATPase Na/K β1 サブ

ユニットは HOP と結合はするが、正常型 HOP

でも変異型 HOP でもこれは同等であり、この

会合分子との結合の多寡で HOP遺伝子変異の

劇的な効果を説明することはできなかった。

そこで遺伝子活性化の程度の違いを現在検

討中である。なお、他の物質に関しても同様

の解析を進行している。 

 

本研究では、家族性拡張型心筋症患者で同

定された HOP遺伝子変異が拡張型心筋症・重

症心不全をきたす機序の解明をおこなうこ

とを最終目標に、HOPの会合分子を同定し、

分子生物学的解析をおこなった。酵母

two-hybrid 法によるスクリーニングの結果、

14 種類の会合分子を同定した。特に、ATPase 

Na/K β1 サブユニットに関しては免疫沈降-

ウェスタンブロッテイング法でヒト HOPとの

結合を確認した。しかしながら、ヒト HOPは、

正常型であっても変異型であっても ATPase 

Na/K β1 サブユニットと等しく結合可能で

あることから、ATPase Na/K β1 サブユニッ

トとの結合の多寡で HOP遺伝子変異の劇的な

効果を説明することはできなかった。遺伝子

活性化に与える影響などダウンストリーム

のメカニズム解析を進める必要がある。本研

究では厳格な品質管理の下、条件決めをおこ

ない、酵母 two-hybrid 法によるスクリーニ

ングを有効におこなうことができたと確信

しているが、免疫沈降-ウェスタンブロッテ

イング法で確認してみると必ずしもはっき

りとした結合が確認できない物質が存在す

るのも事実である。酵母 two-hybrid 法自体

に内在する非特異性がその原因として考え

られる。 

一般的に拡張型心筋症の原因遺伝子はサ

ルコメアタンパク、Z帯タンパク、細胞骨格

構成タンパク、イオンハンドリングタンパク、

ミトコンドリアタンパクなど、きわめて多岐

にわたるが、転写因子、転写制御因子の遺伝

子異常が拡張型心筋症の原因になるという

報告は現在でもきわめて限られている。心筋

の発生分化や代謝制御にかかる遺伝子の発

現に影響を与える転写因子・転写制御因子に

変異がもたらされると胎児期や出生直後に

心臓死が招来されてしまう可能性がある。 

転写制御因子の異常は、圧負荷による心肥

大、虚血後の心筋リモデリングにも大いに関

わっている。すなわち、本研究で解明された

メカニズムは心筋症発症機序を理解するの

に役立つだけではなく、ひろく一般の心筋リ

モデリング、心不全にも敷衍することができ

る。事実、マウス上行大動脈縮窄心圧負荷モ

デルでは心臓での HOP発現が低下していると

いうデータを得ている。今後も HOP タンパク

が心筋リモデリング、心不全発症に及ぼす影

響に関して解析を進めたい。さらにメカニズ

ム解明にとどまらず、小分子調節タンパク

HOP の発現制御による心筋リモデリング制御、

心不全治療へと研究を発展させたいと考え

ている。 
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