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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒト人工多能性幹細胞（iPS細胞）やマウス心筋細胞を用いて、心筋細
胞の分化におけるPDZRN3の役割を解析した。PDZRN3は多能性幹細胞から心筋細胞へと分化する過程で誘導され、
その分化・成熟化において重要な役割を持つことを明らかとした。さらに、PDZRN3のPDZドメインを介して相互
作用するタンパク質を発見した。このタンパク質は核内にも局在し、PDZRN3と同様に心筋細胞分化の過程で発現
が誘導される。これらの結果から、PDZRN3が心筋細胞の分化過程において核内で新たな機能を持つ可能性が示唆
された。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the role of PDZRN3 in cardiomyocyte differentiation using human 
induced pluripotent stem (iPS) cells and mouse cardiomyocytes. We observed that PDZRN3 is induced 
during the differentiation process from iPS cells to cardiomyocytes, playing a crucial role in their
 differentiation and maturation. We additionally discovered a protein that interacts with PDZRN3 
through its PDZ domain. This protein is also localized in the nucleus, and its expression is induced
 in a manner similar to PDZRN3 during cardiomyocyte differentiation. These results suggest that 
PDZRN3 may possess a novel function within the nucleus during the process of cardiomyocyte 
differentiation.

研究分野： 薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本邦における心疾患は超高齢社会を背景に増加の一途を辿っている。生体内における本来の生理機能を有する心
筋細胞の作製が可能となれば、培養心筋自体を用いた細胞医療をはじめ、心筋を標的とする創薬や、様々な薬物
開発における心臓への副作用予測解析などにおいて非常に有用である。そのため、心筋細胞分化における制御機
構を分子レベルで詳細に理解することは学術的に重要であり、その基盤情報は先端医療の開発に必須であるため
結果的に社会に向けた大きな貢献をもたらす。本研究ではこれまで機能解析をおこなってきたPDZRN3を軸とし
て、心筋分化の新たな制御機構を明らかにする。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 iPS 細胞などの幹細胞から完全な成熟心筋細胞への分化が実用化されれば、再生医療や心疾患
創薬研究に大きく貢献しうる。しかしながら、iPS 心筋細胞では胎児期心筋相当の未熟さにとど
まっており、その利用価値は限定的である。そのため分化の効率化や正確な成熟度判定が必要と
されており、そのためには分化制御における詳細な分子機構の理解が重要である。我々は、心筋
より新規にクローニングしてきた PDZRN3 タンパク質が[J.Cell Sci.,119,p5106,2006]、特に心筋や骨
格筋の分化時に強く誘導されることに着目して研究を展開してきた。これまで PDZRN3 が間葉系
前駆細胞では骨や脂肪への分化を抑え、骨格筋分化を促進する分化制御因子であることを明ら
かにしてきた[J. Cell. Physiol., 234, p2963, 2019、Am. J. Physiol. Cell Physiol., 304, p1091, 2013、Mol. 

Biol. Cell, 21, p3269, 2010]。マウス心臓においては、PDZRN3 の発現量は胎児期から増加し、成獣
において高い発現レベルを維持することを見出しており、PDZRN3 は心筋細胞の発達や機能に何
らかの役割を持つことが推測された。一方、それらの解析過程において、細胞分画した核画分に
PDZRN3 が検出されることや、PDZRN3 が核内で顆粒状の免疫染色像を示すこと、PDZRN3 が不溶性
画分へ移行しうることなどの基礎データを得ており、また PDZRN3 の構造予測からは核移行シグ
ナルを持つ可能性が示され、これらの結果から PDZRN3 が核内で何らかの機能を持つ可能性を推
測するに至った。また顆粒状染色や不溶性画分への移行は、RNA やその結合タンパク質などが高
度に会合して相分離（liquid‒liquid phase separation：LLPS）する現象を想起させた。核内に
おける LLPS では長鎖非コード RNA とその結合タンパク質群の会合体であるパラスペックルが代
表的なものの一つである。興味深いことに、ヒト多能性幹細胞において、パラスペックル形成の
阻害は多能性を維持させることや[Mol Cell,74,p951,2019]、多能性幹細胞の分化初期に形成される
パラスペックルが転写調節を介して分化を促す、という報告がなされている  [BMC 

Biol,18,p42,2020]。これらの背景から着想を得て、本研究では「LLPS との関与も含めて、PDZRN3 は
心筋分化をどのように制御するのか？」について明らかにすることを目標とした。それにより、
心筋分化の新たな制御機構を拓き、心筋再生医療や心疾患創薬研究の開発に資する情報を提供
する。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、心筋発達における PDZRN3 の役割を解明し、心筋細胞の分化制御における詳細な
分子基盤の確立に資する情報を提供し、機能的心筋細胞の効率的な作製技術の開発に貢献する
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
ヒト iPS 細胞を用いた心筋細胞分化モデルにおいて、幹細胞マーカー、心筋細胞分化マーカー

と共に PDZRN3 の発現挙動をリアルタイム PCR により解析した。また、心筋細胞における PDZRN3
およびパラスペックル構成因子の免疫染色を行い、それらの局在を解析した。 
マウス胎児から幼若心筋細胞を単離、培養し、RNA 干渉法により PDZRN3 をノックダウンし、

その心筋細胞成熟化を評価した。PDZRN3 欠損マウスを用い、その死亡率や心臓のサイズ等を野
生型マウスと比較した。また、その新生児マウスの心臓について、網羅的遺伝子解析を行い、野
生型マウスの心臓との発現量の比較から、PDZRN3欠損と関連する遺伝子群を抽出した。 
心筋細胞ライセートから免疫沈降法にて PDZRN3 を抽出し、共沈してきたタンパク質群を質量

分析法で網羅的に解析した。免疫沈降で用いた抗 PDZRN3抗体には、PDZRN3 の N末端領域、中間
領域、C 末端領域をそれぞれ認識する複数の抗体を揃え、網羅的解析で問題となることの多い偽
陽性検出を可能な限り排除した系を構築した。また、細胞溶解時の高次構造崩壊など相互作用が
不安定な場合も想定し、架橋試薬によって化学架橋反応を組み合わせた免疫沈降も同時に実施
した。免疫沈降後の共沈タンパク質群について、網羅的質量分析にて検出し、上述の抗 PDZRN3
抗体や候補タンパク質に対する抗体を用いて、免疫沈降およびイムノブロットにて相互作用を
確認した。PDZRN3 および PDZRN3 相互作用相手候補タンパク質について、それらのドメイン／モ
チーフ欠損体のコンストラクトを作製して強制発現系を構築し、これらを発現させた細胞を用
いて、PDZRN3 および相互作用相手の免疫沈降を実施し、相互作用部位の解析を行なった。 
 
４．研究成果 
（１）心筋細胞分化における PDZRN3 の挙動 
心筋細胞の分化過程における PDZRN3 の発現がどのように変動するのかを確認するため、ヒト

iPS 細胞を用いた心筋細胞分化モデルを用いて発現量解析を実施した。図１は分化誘導後の各種
mRNA 発現レベルの継時変化を示す。図１上には代表例を示すが、幹細胞マーカー（NANOG,OCT4）
が減少する一方、心筋前駆細胞マーカー（ISL1, MEF2C,NKX2-5,TBX5）や心筋細胞マーカー
（TNNT2,PLN）が有意に増加し、分化が進んでいることを確認した。この分化過程において、PDZRN3
も明確に誘導されることが分かった（図１下）。PDZRN3 の発現を上流で制御する因子に関する情
報は乏しいが、神経細胞においては PRDM16 がリプレッサーとして PDZRN3 の発現制御に関わる



ことが明らかになっている [Neuron, 98, p1, 2018]。しか
しながら、心筋分化においては、PDZRN3 の発現増加と
ともに PRDM16 も誘導されており、PDZRN3 のリプレッ
サーとしての機能は一見矛盾するような結果となり、
心筋では神経と異なる発現制御機構が存在する可能
性が示された（図１下）。この分化過程において、パラ
スペックル構成因子の一つである SFPQ に対する抗体
を用いて免疫染色を実施し、核内 LLPS 様の染色像が
得られた。また PDZRN3 との共染色も示され、PDZRN3
の核内機能、また核内 LLPS に関与する可能性が示さ
れた。 
 
（２）心筋細胞における PDZRN3 の役割 
心筋細胞分化における PDZRN3 の役割を解析するた

め、RNA干渉法による PDZRN3 の発現抑制の影響を調べ
た。ヒト iPS 細胞を用いた心筋分化時のノックダウン
を検討したが、siRNA の導入試薬やウイルスベクター
が心筋分化に影響を与えたため、代替として胎児期マ
ウスから単離した幼若心筋細胞を用いる手法へ切り
替えた。RNA 干渉法で PDZRN3 をノックダウンして、自律拍動が観測される細胞集団の数を成熟
化の指標として評価した。PDZRN3 の発現抑制は siRNA で実施し、イムノブロットで発現レベル
の低下を確認した系において、数日培養し、自律拍動を示す細胞を計測したところ、PDZRN3 発
現抑制によって成熟化が阻害されることが分かった（図２）。また、幼若心筋細胞において先述
と同様にパラスペックル構成因子の染色を試みたが、本細胞では良好な染色像を得られず、
PDZRN3 の発現抑制がパラスペックル形成にどのような影響を与えるのか、現在アプローチを変
えて検討中である。 
 マウス心臓における PDZRN3 の発現量は胎児期から増加するため、
PDZRN3ノックアウトマウスを用いて、その心臓の発育を解析したとこ
ろ、PDZRN3欠損マウスでは心臓が矮小化することが分かった。さらに、
PDZRN3 欠損マウスの新生仔心筋における網羅的遺伝子発現解析を実
施したところ、BMP10 など心筋成長の必須因子群が著減することが分
かり、心臓の発達において PDZRN3 が重要な役割を持つ可能性を見出
した。マウス心筋は生後 1 週間で好気呼吸代謝に移行し、DNA 損傷が
増加して分裂能を失うが[Science, 331, p1078, 2011]、興味深いことに、
その期間の死亡率が PDZRN3 欠損マウスでは野生型に比べて有意に上
昇することが分かった。以前、我々は筋芽細胞において、PDZRN3 は過
剰な DNA 損傷を抑えてゲノム安定性に寄与することを発見している
[Sci. Rep., 10, p1140, 2020]。これらを鑑み、心筋細胞における DNA損傷
が増加する生後一週間において、PDZRN3 の欠損が心筋細胞の過剰な
DNA 損傷を促し、細胞死ひいては死亡率を増加させたのではないかと
仮説を立て、別途検討を進めている。 
 
（３）PDZRN3 の作用機序の解析 
 心筋細胞において PDZRN3 がどの様に機能するのかを明らかに
するため、PDZRN3 の相互作用相手の同定を試みた。抗 PDZRN3 抗
体を用いて筋細胞ライセートから PDZRN3 の共沈タンパク質群を
抽出し、網羅的質量分析にて解析したところ、SFPQ, PSPC1, NONO
などのパラスペックル構成因子をはじめ、複数の核タンパク質や
RNA 結合タンパク質が、陰性対照抗体における共沈検体と比べて
有意に高く検出された。当初、SFPQ, PSPC1, NONOとの相互作用
を期待し、それらの抗体を用いて免疫沈降を実施したが、明確な
PDZRN3 との共沈は確認されなかった。抗体エピトープの部位が相
互作用に影響する場合もあるが、間接的な制御因子や LLPS 形成
に関わる未知因子との相互作用もありうることを考慮して、パラ
スペックル構成因子以外のタンパク質にも視野を広げた解析に
切り替えた。PDZRN3 はタンパク質相互作用に関わるドメインやモ
チーフを複数持つため、相互作用相手タンパク質には、それらに対応するような構造要因を持つ
可能性が高い。そのような構造情報も加味して、結合可能性の高さをスコア化し、それらの候補
タンパク質について、相当する抗体が入手可能な標的から順次、免疫沈降法によって相互作用を
確認し、最終的にタンパク質Ｘを同定するに至った（論文投稿を控えるため、ここではＸと表記）。
PDZRN3 の N末端領域、中間領域、C 末端領域を認識する複数の抗体いずれによっても、タンパク
質Ｘの共沈が観察された。また、抗タンパク質Ｘ抗体を用いた免疫沈降によっても PDZRN3 が共
沈することを確認することができた（図３）。タンパク質Ｘは、Wnt シグナル経路の調節因子と
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して働くことや、細胞質あるいは核内で機能する
ことが知られている。パラスペックル形成にどの
ような影響を持つのか現時点で報告はないが、
LLPS を形成するタンパク質にしばしば観察され
る構造である disordered regionを有している。
PDZRN3 およびタンパク質Ｘについて、いくつかの
ドメイン欠損体における強制発現系を構築し、免
疫沈降によって構造活性相関解析を行った。その
結果、両者の相互作用は PDZドメインを介した様
式であることを確認した。ヒト iPS 細胞による心
筋細胞分化過程におけるタンパク質Ｘの発現挙
動をリアルタイム PCR で解析したところ、PDZRN3
が発現していない未分化な状態では、タンパク質
Ｘの mRNA は検出されず、分化に伴い PDZRN3 の誘導と同様の
タイミングで増加してくることが分かった（図４）。また、RNA
干渉法により PDZRN3 の発現を抑制するとタンパク質Ｘの
mRNA 発現量には影響がなかったが、タンパク質レベルでの発
現量は増加したことから（図５）、PDZRN3 はタンパク質Ｘのタ
ンパク質発現量を制御する可能性が見出された。PDZRN3 は E3
ユビキチンリガーゼに属するが、タンパク質Ｘのタンパク質
発現量の変動が PDZRN3 のユビキチンリガーゼ活性によるも
のかは現在検討中である。これらの結果から、PDZRN3 がタン
パク質Ｘに対して何らかの作用をしていることが推定され
た。 
最終年度に研究代表者の異動があったために想定より進捗

が遅延したが、今後、PDZRN3 とタンパク質Ｘの関係性、また
それらの相互作用が心筋分化にどのような意義を持つのか、
またその仕組みが LLPS とどのような関係を持つのか、詳細に
検討していく予定である。 
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