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研究成果の概要（和文）： 我々は内因性ヒストンアセチル化酵素（HAT）活性を有する p300 

と GATA 転写因子群の協力（p300/GATA経路）が心不全発症における遺伝子発現調節

に極めて重要であることを示した。さらに、新規 p300/GATA経路結合蛋白である、Cdk9, 

Ini1、RbAp48 および RbAp46 が、p300/GATA 経路と機能的複合体を形成し、心筋細

胞肥大を制御することを見出した。 

 
研究成果の概要（英文）： GATA4 forms a large complex with an intrinsic histone 

acetyltransferase, p300 and these factors are involved in transcriptional regulation 
during myocardial cell hypertrophy. Moreover, noble p300/GATA4 binding partners, 
Cdk9, Iin1, RbAp48, and RbAp46 form a functional complex with p300/GATA4 and 
suppress hypertrophic responses in cardiomyocytes. 
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１．研究開始当初の背景 

申請者はこれまでに、心不全発症における
心筋細胞・核内情報伝達機構の解明と治療の
応用を目的として、多くの研究成果をあげて
きた。 

申請者は心不全発症において、心筋特異的
GATA因子が重要な役割を果たしていること
（J Biol Chem. 1999;274:12811-8.、J Biol Chem. 

1999 :274:34096-102.）、さらに MAP キナーゼ
の一種である ERK により GATA因子がリン
酸化され、その DNA結合能を増加させるこ
とも見出した(J Biol Chem 2000:275: 

13721-6.）。また、GATA因子の上流には
Calcinurin-NFATc（J Biol Chem. 

2001;276:34983-9.）及び Rho-ROCK （J Biol 

Chem. 2002;277:8618-25.）が存在しているこ
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と、結合蛋白の一つ FOG2が陰性調節因子と
して役割を果たしていること（J Biol Chem. 

2004;279:37640-50）も見出した。さらに研究
代表者はGATA因子が転写コアクチベーター
p300と結合し、p300蛋白により GATA因子
がアセチル化されその DNA結合能が増大す
ること、フェニレフリンやエンドセリン-1 な
どの肥大刺激が心筋細胞においてGATA因子
をアセチル化すること（Mol Cell Biol. 

2003;23(10):3593-606.）、野生型 p300を心臓に
過剰発現したマウスでは心筋梗塞後のリモ
デリングが増悪するが、HAT 活性を消失した
p300の変異体の心臓過剰発現マウスでは
GATA4 のアセチル化が抑制されることによ
り、心筋梗塞後のリモデリング促進が起こら
ないことを見いだした（Circulation. 

2006;113(5):679-90）。以上より、GATA4 及び
その結合蛋白が心不全の進行に重大な役割
を果たし、心不全治療薬の標的となる可能性
が示唆される。 

心筋細胞肥大を引き起こす細胞内情報伝
達路については多数報告されている。なかで
も、心筋細胞肥大に GATA転写因子群が重要
な役割を果たしているということを示す結
果が申請者以外のグループからも多数報告
されている（Mol Cell Biol.;21(21):7460-9. 2001、
J Biol Chem.; 276(40):37178-85. 2001 、Mol 

Cell Biol.;20(20):7550-8. 2000 、 EMBO 

J.;19(9):2046-55. 2000 、 Genes 

Dev.;15(7):839-44.2001 、 J Biol 

Chem. ;274(12):8231-9. 1999）。GATA4 のノッ
クアウトマウスは心臓の形成ができず胎生
致死である（Genes Dev.;11(8):1048-60. 1997）。
また、GATA4 を心臓に過剰発現させると心肥
大を来すことより、GATA4 が心肥大の核内情
報伝達路の重要な分子であることが示唆さ
れる（J Biol Chem.;276(32):30245-53.2001）。 

p300 のノックアウトマウスは心機能不全
を呈し（Cell. 1998;93(3):361-72）、p300の HAT

活性を無くした p300 の HAT ドメインを
knock-in させたマウスも心不全により死亡す
る（EMBO J. 2003;22(19):5175-85）。逆に、我々
の研究と同様に p300 を心臓に過剰発現させ
ると、その発現量に比例して心筋細胞肥大か
ら心不全でマウスは死亡する（Circulation. 

2008;118(9):934-46）。以上から、p300 が心臓
の発生、分化、増殖に重要な役割を果たして
いることがわかる。しかしながら、p300/GATA

経路の活性化機構や心不全発症メカニズム
に関しての詳細な研究は行われていない。 

以上より、p300/GATA経路が心不全の進行
に重大な役割を果たし、心不全治療薬の標的
となる可能性が示唆された。p300/GATA 経路
の転写活性亢進能はリン酸化、アセチル化、
そしてコファクターとの結合が関与し、それ
らにより、DNA 結合能、転写活性能を変化
させ、心筋細胞肥大を引き起こしていると考

えられる。しかし、その結合因子の全容、相
互関係並びに詳細なメカニズムに関しては
未だ不明である。 

そこでこの p300/GATA 経路の心筋細胞肥
大における詳細なメカニズムを解明するた
めに、FLAG-HA２つのタグのついた GATA4

を HeLa細胞に発現させ、心筋特異的蛋白コ
ンプレックスを精製し解析した。GATA4 複合
体のタンデム・アフィニティー精製をおこな
い、マススペトメトリーと蛋白データーベー
スから、GATA4 複合体を構成する蛋白を網
羅的に解析し、７３個の結合蛋白を同定した
（図１）。７３個の結合蛋白の中には、転写
に重要な役割を果たしている蛋白が含まれ
ていた。転写の伸長反応の促進に関与する

P-TEFb (positive transcription elongation 

factor-b)、ATP 依存的にクロマチン構造を変
化させ転写を制御するクロマチンリモデリ
ング因子である SWI/SNF 複合体、クロマチ
ン構築因子 Chromatin Assembly Factor-1 

(CAF-1)などが含まれていた。 

 

２．研究の目的 

以上より、p300/GATA 経路が心不全の進
行に重大な役割を果たし、心不全治療薬の標
的となる可能性が示唆された。しかし、
p300/GATA 経路の相互関係並びに詳細な活
性化メカニズムは未だ不明である。そこで、
今回の研究の目的は、p300/GATA 結合蛋白
を網羅的に解析することにより、新規心不全
治療のターゲットを探索し、心不全の新規治
療法の創製を本研究の目的とした。 

 

３．研究の方法 

１）Cdk9の p300/GATA 経路に対する効果 

 新規 GATA4 結合蛋白である Cdk9 による
p300/GATA 経路の活性化機構の詳細な解明
のため、①GST-pull downアッセイにより結
合の確認を行い、②p300の HAT活性への影
響を検討した。③ChIP、Re-ChIP にて、肥
大 反 応 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 上 に
p300/GATA4/Cdk9 複合体のリクルート状況
を検討した。 



 

 

２）Ini1の p300/GATA 経路に対する効果 

 新規 GATA4 結合蛋白である Ini1 による
p300/GATA 経路の抑制機構の詳細な解明の
ため、①GST-pull downアッセイにより結合
の確認を行い、②p300の HAT活性への影響
を検討した。 

３）SWI/SNF 複合体の p300/GATA 経路に
対する効果 

 新規 GATA4結合蛋白である SWI/SNF 複
合体構成因子 Iin1 は、p300 による GATA4

のアセチル化を抑制し、フェニレフリン刺激
による心筋肥大反応も抑制した。 

Iin1による p300/GATA 経路の制御機構の詳
細な解明のため、①GST-pull down アッセイ
によりドメインマップを行った、②ChIP ア
ッセイにて、GATA4 の肥大反応遺伝子のプ
ロモーター上へのリクルートに対する Ini の
効果を検討した、③レポーターアッセイで
Ini1 の p300/GATA4 経路に対する効果を検
討した、④他の SWI/SNF 複合体構成因子で
ある Baf60cによる p300/GATA4経路に対す
る効果を検討した。 

４）NuRD 複合体の p300/GATA 経路に対す
る効果 

 新規GATA4結合蛋白であるNuRD複合体
の構成蛋白である RbAp48 および RbAp46

による p300/GATA 経路の制御機構の詳細な
解明のため、下記の実験を計画した。まず、
①GST-pull down アッセイにより直接結合
するかを確認し、HEK293 細胞を用いて、②
細胞内での結合確認、③p300/GATA 経路に
よる肥大反応遺伝子の転写活性化に対する
影響、④p300の HAT活性への影響を検討し
た。培養心筋細胞にて、フェニレフリンによ
る⑤肥大反応遺伝子の転写活性に対する影
響、⑥心筋細胞の肥大に対する効果を検討し
た。 

 
４．研究成果 
１）Cdk9 キナーゼ活性は p300/GATA 経路
による心筋細胞肥大反応を増強した 

GST pull-down アッセイにより、Cdk9は
GATA4 と、さらには p300 と直接結合した。
培養心筋細胞を用いた実験で、Cdk9 のキナ
ーゼ阻害薬である DRB は、肥大刺激である
フェニレフリンによる p300 のリン酸化およ
び GATA4 のアセチル化の増加を抑制した
（図２）。このことより、肥大刺激による

p300/GATA 経路の活性に Cdk9 のキナーゼ
活性が必要であることが示された。DRBは、
フェニレフリン刺激による肥大反応遺伝子
の転写活性も抑制した。また、DRB はフェ
ニレフリンによる心筋細胞肥大を抑制した
（図３）。さらに、ChIP、Re-ChIPにて、肥
大 反 応 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 上 に
p300/GATA4/Cdk9 複合体が肥大反応刺激依
存してリクルートされることを見出した。 

 

２）Iniは p300による GATA4のアセチル化
を減弱し、心筋細胞肥大を抑制した 

GST pull-down アッセイにより、Ini1 は
GATA4 と、さらには p300 と直接結合した。
293 細胞を用いて実験で、Iin1 は p300 によ
る GATA4 の ア セ チル 化を 抑制 し、
p300/GATA4 による肥大反応遺伝子の転写
活性の亢進を抑制した。さらに、培養心筋細
胞を用いた実験で、Ini1は、フェニレフリン
刺激による肥大反応も抑制した。また、DRB

はフェニレフリンによる心筋細胞肥大を抑
制した。 

 

３）SWI/SNF 複合体の p300/GATA 経路を
正に負に制御する 

GST pull-down アッセイにより、Ini1 は
GATA4だけでなく、p300とも直接結合した。
さらに、GATA4、Ini1 の欠損変異体を大腸
菌を用いて作成したところ、GATA4 の C 側
の Zinc Finger Domain と Ini1の Repeat I 

domain が、p300の CH3ドメインと Ini1の
Repeat II domain が結合することを見出し
た。 

次に、HEK293細胞に、心筋細胞肥大遺伝
子である ANF のプロモーターコンストラク
ト、FLAG タグのついた GATA4、p300およ
び Ini1 をトランスフェクションにて過剰発
現させ、ChIPアッセイを行ったところ、p300

過剰発現による GATA4 の ANF プロモータ
ーへの結合増加は Iin1によって抑制された。 
次に、HEK293細胞に GATA4、p300およ

び Ini1 をトランスフェクションし、ANF の
プロモーター活性を測定したところ、GATA4、
p300 による転写活性の亢進を Ini1 は容量依
存的に抑制した。一方、同様に GATA4、p300

および SWI/SNF 複合体の他のコンポーネ
ントである BAF60c1 をトランスフェクショ
ンし、ANFのプロモーター活性を測定したと



 

 

ころ、BAF601cは GATA4、p300による ANF

の転写活性の亢進を容量依存的に増加した。 

 

４）RbAp48 および RbAp46 は p300/GATA

経路を介して、心筋細胞肥大を抑制する 

GST pull-down アッセイにより、RbAp48

および RbAp46はそれぞれ GATA4だけでな
く、p300 とも直接結合した。HEK293 細胞
に GATA4 をトランスフェクションさせ、免
疫沈降―ウエスタンブロット法にて結合を
見たところ、GATA4 は RbAp48 および
RbAp46 にそれぞれ結合することを確認した。
次に、HEK293 細胞に GATA4、p300、 

RbAp48、RbAp46 をトランスフェクション
し、ANFおよび ET-1のプロモーター活性を
測定したところ、GATA4、p300 による転写
活性の亢進を RbAp48、RbAp46 は両方とも
容量依存的に抑制した。さらに、HEK293細
胞に GATA4、p300、RbAp48、RbAp46をト
ランスフェクションにて過剰発現させ、免疫
沈降―ウエスタンブロット法にて GATA4 の
アセチル化と GATA4 と p300 の結合を検討
した。p300過剰発現による GATA4のアセチ
ル化は RbAp48、RbAp46 によって抑制され
た。さらに、GATA4と p300の結合をRbAp48、
RbAp46は阻害した。 

次に、培養心筋細胞に、RbAp48 あるいは
RbAp46をトランスフェクションし、ANFお
よび ET-1 のプロモーター活性を測定したと
ころ、フェニレフリン刺激による転写活性を
RbAp48 および RbAp46 は有意に抑制した。
さらに、RbAp48あるいは RbAp46を過剰発
現させると、フェニレフリン刺激による心筋
細胞肥大を抑制することを見出した。 
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