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研究成果の概要（和文）：アルコールの長期に渡る多量摂取においては致死的不整脈との関連が示唆されており、その
メカニズムには細胞内シグナル伝達経路の関与が考えられているが明らかにはなっていない。そこで、慢性アルコール
投与マウスモデルの心筋細胞における遺伝子発現プロフィールをマイクロアレイ法を用いて網羅的に解析を行った。そ
の結果、急性期及び離脱期それぞれで異なる遺伝子プロフィールを示し、急性期にはJAK/STAT経路の活性化やサイトカ
インを介した炎症反応が生じ、離脱期にはSTAT3及びSTAT6の活性が持続し、細胞増殖すなわちリモデリングが生じてい
る可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：It is suggested that fatal arrhythmia is linked to long-term excessive alcohol 
use, and intracellular signaling pathways are believed to be involved in the mechanism. In the present 
study, using a microarray technique, a comprehensive analysis of gene expression profiles of 
cardiomyocytes was performed in a mouse model of chronic alcohol use. The results showed differing gene 
profiles in the acute and withdrawal phases, which suggested that activation of the JAK/STAT pathway and 
the cytokine-mediated inflammatory response may be occurring in the acute phase, while persistence of 
STAT3 and STAT6 activity and cell proliferation, i.e., remodeling, may be occurring in the withdrawal 
phase.

研究分野： 法医学
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１．研究開始当初の背景 
 
アルコールは依存性を生じさせる酩酊薬

であり、精神的な依存性のみならず身体的な
毒性も有しているため、法医実務に関わりの
深い物質である。これまで我々は慢性アルコ
ール投与マウスモデルを用いて、アルコール
摂取による心筋細胞の代謝異常や神経伝達
異常について一連の研究に取り組んできた。
研究では、心筋リモデリングや心不全の際の
心筋細胞死の制御などに重要な役割を果た
している、サイトカイン受容体機構の構成要
素であるヤヌスキナーゼ(JAK)及びシグナル
伝達兼転写活性化因子(STAT)が、反復的なア
ルコール摂取の後に活性化されることが示
され、アルコール摂取による心筋細胞傷害に
対して JAK/STAT 経路の活性化が防御的に
働いている可能性が明らかとなった。また一
方で、JAK/STAT 経路の活性は血中のアルコ
ールの有無により変化することが示され、ア
ルコールの急性刺激が JAK/STAT 経路の活
性に影響を与える可能性が示された。 
ところで、アルコール摂取に伴う突然死の

多くは、不整脈誘発に因る心停止等が考えら
れているもののなお、法医学的な診断は非常
に困難である。そこで、これまでの研究で培
ってきた慢性アルコール投与マウスモデル
を用いて、アルコール摂取による心筋細胞内
での分子生物学的変化を同定するため網羅
的遺伝子発現解析を行い、不整脈発症に至る
基礎的遺伝子発現異常を同定し、法医実務に
おけるアルコール摂取と突然死との因果関
係の判断に応用できる基盤作りを行いたい
と考えた。 
 
２．研究の目的 
 
アルコールは主に肝臓でアセトアルデヒ

ドへと代謝を受け酢酸へと代謝されるが、こ
れらの代謝産物は肝臓での代謝が飽和する
と血中へと漏出する。アルコール及びその代
謝産物は生体に様々な影響をもたらし、循環
器系への影響では血圧の上昇、不整脈の誘発
や突然死を引き起こすと考えられている。こ
の突然死は、月曜日に発生数が多いことや休
日飲酒後に頻脈性不整脈を生じる holiday 
heart など致死的不整脈との関連が示唆され
ており、そのメカニズムとして交感神経系や
サイトカインの果たす役割が注目されてい
る。 
そこで本研究では、慢性的にアルコールを

摂取することによって、その急性期に心筋に
傷害が生じ、また、その離脱期には心筋の保
護が行われるという見地からさらに、アルコ
ールの心筋への影響を明らかにするため、慢
性アルコール投与マウスモデルの心筋細胞
における遺伝子発現プロフィールをマイク
ロアレイ法を用いて網羅的に解析を試みた。 
 
３．研究の方法 

 
7 週齢の C57BL/6N マウスを用いて、Lieber

らの方法に準じて、アルコール投与群には 4%
エタノール液体食を、対照群にはコントロー
ル液体食を 6 週間投与し（コントロール群, 
n=4）、アルコール投与マウスモデルを作成し
た。アルコール投与群は、アルコール存在下
での影響を検討するため、4%アルコール液体
食の最終投与の 1時間後（慢性アルコール投
与群, n=4）あるいは 24 時間後（アルコール
離脱群, n=4）に心臓を摘出した。摘出した
心臓は直ちに RNA Later (Ambion)中で保存し
た。 
摘出した心筋を Tissue Lyser (QIAGEN)を

用 い て ホ モ ジ ナ イ ズ し た 後 、 RNeasy 
Microarray Tissue Mini Kit (QIAGEN)を用
いて Total RNA を抽出した。摘出した心筋か
ら抽出した RNA を試料として、マイクロアレ
イ 1 色法により mRNA 発現動態を網羅的に測
定した(n=4)。マイクロチップは 38,640 の遺
伝子のプローブが搭載された Agilent 社の
SurePrint G3 Mouse Gene Expression 8x60K
を 使 用 し た 。 測 定 し た シ グ ナ ル 値 は
GeneSpring GX を用いて解析を行った。解析
は、まずはじめに実際に発現が変動している
遺伝子を探索し（発現変動解析）、次いで、
これらの発現変動が生じた遺伝子群に多く
含まれる転写因子結合領域の探索を行い（転
写因子結合領域解析）、さらに、その結合領
域に結合する転写因子群を解析した（結合転
写因子解析）。加えて、発現変動が認められ
た遺伝子群に関して、GeneOntology（GO）解
析を行った。GO Term データとして Biobase 
Knowledge Library (BKL) manual curation
を使用した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 発現変動解析 
 
① 慢性アルコール投与群 
慢性アルコール投与群とコントロール群の
シグナル値を解析したところ、有意に発現差
のある遺伝子（Fold Change (絶対値) > 2.3
および p-value < 0.05）として 142 遺伝子が
得られた。（Table 1） 
 

 
 
② アルコール離脱群 
アルコール離脱群とコントロール群のシグ
ナル値を解析したところ、有意に発現差のあ



る遺伝子（Fold Change (絶対値) > 2.0 およ
び p-value < 0.05）として 82 遺伝子が得ら
れた。（Table 2） 
 

 
 
(2) 転写因子結合領域解析 
 
① 慢性アルコール投与群 
 シグナル値の解析によって得られた発現
変動遺伝子群（142 遺伝子）に関して、これ
らの遺伝子群の転写開始点上流に有意に多
く存在する転写因子結合領域を解析したと
ころ、12 領域が得られた。（Table 3） 
 
② アルコール離脱群 
 シグナル値の解析によって得られた発現
変動遺伝子群（82 遺伝子）に関して、これら
の遺伝子群の転写開始点上流に有意に多く
存在する転写因子結合領域を解析したとこ
ろ、44 領域が得られた。（Table 3） 
 

 
 
(3) 結合転写因子解析 
 
① 慢性アルコール投与群 
 転写因子結合領域探索解析によって得ら
れた結合領域に（12 領域）に関して、結合転
写因子を解析したところ、多数のSTAT Family
を含む 12 因子が認められた。（Table 4） 
 

 
 
② アルコール離脱群 
 転写因子結合領域探索解析によって得ら
れた結合領域に（44 領域）に関して、結合転
写因子を解析したところ、42 因子が認められ、
STAT Family そのものは含まれず、STAT3 や
STAT6 と関連するものが優位に含まれていた。 
 
(4) GO 解析 
 
① 慢性アルコール投与群 
 シグナル値の解析によって得られた発現
変動遺伝子群（142 遺伝子）に関して、GO 解
析を行ったところ、分子機能では 16 個のカ
テゴリー、生体内作用では 75 個のカテゴリ
ー、細胞内構成成分要素では 6個のカテゴリ
ーが有意に濃縮されていた。P-value の小さ
い 5カテゴリーを Table 5 に示す。 
 

 
 
② アルコール離脱群 
 シグナル値の解析によって得られた発現
変動遺伝子群（82 遺伝子）に関して、GO 解
析を行ったところ、分子機能では 6個のカテ
ゴリー、生体内作用では16個のカテゴリー、
細胞内構成成分要素では2個のカテゴリーが
有意に濃縮されていた。P-value の小さい 5
カテゴリーを Table 6 に示す。 
 

 
 
 



コントロール群との比較において、慢性ア
ルコール投与群及びアルコール離脱群とも
に遺伝子発現プロフィールに有意な変化が
認められ、慢性アルコール摂取により心筋細
胞内における遺伝子発現が急性期及び離脱
期ともに変動していることが明らかとなっ
た。 
慢性アルコール投与群及びアルコール離

脱群の各遺伝子の発現量は、慢性アルコール
投与群では 142 遺伝子、アルコール離脱群で
は 82 遺伝子で有意に大きく変動が認められ
（発現変動遺伝子群）、これらの遺伝子は慢
性アルコール摂取によって発現量に変動が
生じたものと考えられた。また、これらの発
現変動遺伝子群に関する GO 解析により、発
現が変動した遺伝子は、急性期では主にサイ
トカイン・ケモカインや炎症反応に関連する
遺伝子、離脱期では主に蛋白分解酵素に関連
する遺伝子であることが明らかとなり、慢性
アルコール摂取により、急性期にはサイトカ
インやケモカインを介した炎症反応が生じ、
離脱期には蛋白分解酵素を介した細胞増殖
が生じることが示唆された。 
一方、これらの発現変動遺伝子群の転写開

始点の上流における転写因子結合領域に関
して、発現に変動が認められなかった遺伝子
における転写因子結合領域との比較におい
て、有意に多く存在している転写因子結合領
域を探索したところ、慢性アルコール投与群
では 12 領域、アルコール離脱群では 44 領域
の転写因子結合領域が有意に多く認められ
た。さらに、これらの領域に結合する転写因
子を解析すると、慢性アルコール投与群では
多数の STAT Family を含む 12 因子が考えら
れ、アルコール離脱群では 42 因子が考えら
れ、その中に STAT Family そのものは含まれ
ておらず、STAT3 や STAT6 と関連するものが
優位に含まれていた。STAT6 は心筋細胞にお
いて炎症性サイトカインの発現を調節して
細胞死を抑制し、また、STAT3 はストレス誘
導性の心筋細胞アポトーシスを抑制する。し
たがって、慢性的なアルコール投与により、
急性期には JAK/STAT 経路を介した経路の
mRNA の転写が促され、離脱期には STAT 
Familyの中でもSTAT3やSTAT6に関連する経
路の活性が持続している可能性が示唆され
た。 
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