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研究成果の概要（和文）：心不全の進展にはp300/GATA4複合体の協調的作用が重要な役割を果たしている。我々は新た
なGATA4結合因子であるHDAC1/2を含む転写抑制複合体構成因子であるRbAp48/46を見出した。RbAp48/46はGATA4とHDAC1
/2の結合を仲介、抑制複合体を形成し、フェニレフリン誘導性GATA4のアセチル化、ANF,ET-1の転写活性、心筋細胞の
肥大を抑制した。この抑制機能にはHDAC1/2が必須であった。以上の結果からRbAp48/46は心筋細胞肥大反応時にHDAC1/
2とともにp300/GATA4と機能的な複合体を形成していることが判明した。

研究成果の概要（英文）：A zinc finger protein GATA4 is associates with an intrinsic histone acetyltransfer
ase p300 and regulates myocardial transcriptional activities in response to hypertrophic stimuli. We found
 that Retinoblastoma protein (Rb)-associated protein 48 and 46 (RbAp48/46) are novel component of the p300
/GATA4 complex and form a repressor complex with HDACs in cardiomyocytes. RbAp48/46 could bind to GATA4, m
ediate the binding of HDAC1/2 with GATA4, and inhibited phenylephrine-induced hypertrophic responses such 
as acetylation of GATA4, activation of the ANF and ET-1 promoters, and increase in cell size. On the contr
ary, knockdown of RbAp48/46 by shRNA augmented such responses. Knockdown of HDAC1/2 augmented PE-induced h
ypertrophy and failed to inhibitory effects by RbAp48/46. 
These findings demonstrate that RbAp48/46 recruit HDAC1/2 onto GATA4, suppress the binding of p300 with GA
TA4, and inhibit hypertrophic responses in cardiomyocytes.

研究分野：

科研費の分科・細目：

医歯薬学

キーワード： 心肥大　転写因子　GATA4　p300　翻訳後修飾

生物系薬学



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
高血圧や心筋梗塞による心臓への負荷は、

個々の心筋細胞の大きさが増大すること(肥
大)によって対応される。しかし、この肥大は
限界のある代償機構であり、負荷の継続によ
りこの代償は破綻し、心臓は収縮機能不全(心
不全)に陥る。高血圧、心筋梗塞などを起因と
して分泌される液性因子による刺激は心筋
細胞の細胞質内情報伝達を経て最終的に心
筋細胞核に到達し、核内の転写調節因子を活
性化、遺伝子発現パターンを変化させ、心筋
細胞の肥大を引き起こす。今後の心不全治療
の発展ためには、治療薬のターゲットとなる
共通の核内経路を解明することが求められ
ている。心筋細胞肥大反応にはヒストンアセ
チル化(HAT)活性を持つ p300と心筋特異的転
写因子 GATA4 の協調的作用が極めて重要で
あることが知られている。そこで、この
p300/GATA4 経路の詳細な制御メカニズムを
解明するために、GATA4 の結合蛋白を精製、
プロテオミクス解析したところ、新たに 73
個の新規 p300/GATA4 制御因子候補を見出し
た。この中にはNURDや Sin3AといったClass 
I HDACであるHDAC1/2を含む転写リプレッ
サー複合体構成因子であるRbAp48/46が含ま
れていた。転写リプレッサー複合体には様々
な転写因子の活性を制御することが報告さ
れており、これらが心筋特異的転写因子
GATA4と複合体を形成し、どのようにGATA4
の転写活性や心肥大反応を制御しているの
か、非常に興味深い。 

 
２．研究の目的 
本研究では、新規 p300/GATA4 制御因子で

ある RbAp48/46 に着目した。RbAp48/46 はと
もにNURDやSin3Aの転写リプレッサー複合
体の構成因子として知られている。他の構成
因子には脱アセチル化酵素群 Class I HDAC
の HDAC1 や HDAC2 がある。GATA4 はアセ
チル化によってその転写活性機能が制御さ
れていることから、これら複合体は GATA4
の脱アセチル化に関与しているのではない
かと考えた。そこで、RbAp48/46 やその転写
リプレッサー構成因子 HDAC1、HDAC2 が
p300/GATA4 に対してどのような制御を行っ
ているのか、心筋細胞肥大に関与するかどう
かを検討することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
①GSTもしくはHISタグを付与したリコンビ
ナントタンパクを大腸菌で生産した。もしく
は、in vitro Translational system にて 35S で標

識されたリコンビナントタンパクを生産し
た。これらリコンビナントタンパクを用いた
GST プルダウン法にて GATA4、RbAp48/46、
HDAC1/2 らの因子の直接結合を検討した。ま
た FLAG-GATA4を発現させたHEK293T細胞
の核タンパクを抽出し、免疫沈降-WB 法にて
GATA4 が RbAp48/46 や HDAC1/2 と結合を形
成しているのかどうか検討した。また内在性
の GATA4 が RbAP48/46 や HDAC1、HDAC2
と複合体を形成しているのかどうか、成体雌
ラット心臓から抽出した核タンパクを用い
て同様の検討を行った。 
②RbAp48/46 や HDAC1/2 を過剰発現した時
のp300/GATA4依存的な(心房性利尿ペプチド
(ANF)及びエンドセリン 1(ET-1)のプロモータ
ー活性への影響を HEK293T 細胞や初代培養
にて検討した。また siRNA や shRNA を用い
て RbAp48/46 をノックダウンした HEK293T
細胞及び培養心筋細胞でも同様に検討を行
った。次に RbAp48/46 をレンチウイルスで過
剰発現させた心筋細胞にフェニレフリン刺
激を与え、48 時間後に免疫沈降-WB にて
GATA4 のアセチル化を、抗βMHC 抗体によ
る免疫染色及び細胞面積測定で心筋細胞肥
大に対する作用を調べた。同様の実験を
RbAp48/46 を shRNA にてノックダウンした
場合においても検討した。RbAp48/46 の抑制
機構に HDAC1/2 が関与しているのかどうか
検討するために、HDAC1/2 をノックダウンさ
せた、もしくは Class I HDAC 阻害剤であるヴ
ァ ル プ ロ 酸 処 理 を 行 っ た 心 筋 細 胞 に
RbAp48/46 を過剰発現させ、フェニレフリン
誘導性心筋細胞肥大の変化を調べた。 
 
４．研究成果 

GST プ ル ダ ウ ン の 結 果 、 GATA4 は
RbAp48/46 と直接結合するが、HDAC1/2 とは
直接結合しなかった。また RbAp48/46 は
HDAC1/2 双方とも直接的に強く結合した。
GATA4 と RbAp48/46 の結合のドメインマッ
プを行ったところ、GATA4 の N 末端に位置
する転写活性化ドメインがRbAp48/46との結
合に、RbAp48/46 の 5 番目と 6 番目の WD40
ドメインが GATA4 との結合にそれぞれ必須
であることが判明した。また、免疫沈降-WB
にて、HEK293T 細胞だけでなくラット心臓核
抽出物を用いた系にて GATA4 は RbAp48/46
や HDAC1/2 と複合体を形成していることが
判明した。HEK293T 細胞にて RbAp48/46 を
ノックダウンした場合 GATA4 と HDAC1 や
HDAC2 との結合が減弱し、逆に RbAp48/46
の過剰発現は GATA4 と HDAC1 や HDAC2 と



の結合が増強したことから、HDAC1 や
HDAC2はRbAp48/46を介してGATA4に結合
していることが示唆された。 

HEK293T 細胞での RbAp48/46 の過剰発現
は p300/GATA4 依存的な ANF や ET-1 のプロ
モーター活性を用量依存的に抑制するが、
HDAC1 や HDAC2 の過剰発現はあまり変化
が見られなかった。しかしながら、RbAp48
や RbAp46 に加えて HDAC１や HDAC2 を過
剰発現するとRbAp48/46による転写抑制能が
さらに増強した。RbAp48/46 の過剰発現は
GATA4 への HDAC1/2 のリクルートを誘導し、
GATA4 の脱アセチル化を減少させた。
RbAp48/46 のノックダウンは逆に HDAC1/2
のリクルートを減少させ、GATA4 のアセチル
化は増加した。Class I HDAC 阻害剤であるヴ
ァルプロ酸処理や HDAC1/2 のノックダウン
は p300 による GATA4 のアセチル化をさらに
増 強 した。 ま たヴァ ル プロ酸 処 理 は
RbAp48/46 過剰発現による GATA の脱アセチ
ル化をレスキューした。以上の結果から、
RbAp48/46 による GATA4 の脱アセチル化や
GATA4 依存的な転写抑制能には HDAC1 や
HDAC2 が必須であることが判明した。 
心筋細胞へのRbAp48/46の過剰発現はフェ

ニレフリン刺激による GATA4 のアセチル化
や ANF や ET-1 のプロモーター活性、心筋細
胞肥大を抑制した。逆に心筋細胞への
RbAp48/46 のノックダウンは GATA4 のアセ
チル化や ANF、ET-1 のプロモーター活性、
心筋細胞肥大を誘導した。次に心筋細胞での
HDAC1/2 のノックダウンや Class I HDAC 阻
害剤であるヴァルプロ酸処理を加えたとこ
ろ、フェニレフリン刺激に伴う ANF や脳性
利尿ペプチド  (BNP)、βMHC といった
mRNA の亢進や心筋細胞肥大をさらに増強
し、RbAp48/46 過剰発現による心筋細胞肥大
抑制を消失させた。以上の結果から、
RbAp48/46 による心筋細胞肥大抑制能には
HDAC1/2 が必須であることが判明した。 
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