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研究成果の概要（和文）：本研究では、non coding RNAでもまだ機能が十分に解明されていないlinc RNAに着目した。
心臓発生と心筋分化誘導下において必要なlinc RNAを同定するためにマウス胎児、出生後、成獣からＲＮＡを抽出した
。また、ＥＳ細胞から心筋分化誘導し作成した心筋細胞と未分化状態のＥＳ細胞からＲＮＡを抽出した。これらの、サ
ンプルをnon coding RNA arrayを行い、発生段階に発現量の変化を認めた心臓発生に必要と考えられるlinc RNAを特定
することができた。また、RT-PCRにより同lincRNAの発現量がarrayと一致することを確認した。
　

研究成果の概要（英文）：Long non coding RNAs (lncRNAs) are RNA transcripts longer than 200 nucleotides, 
but they do not code proteins. LncRNAs constitute a heterogenic class of RNAs that includes intergenic 
RNAs, antisense transcripts, and enhancer RNAs. In recent, several studies have been reported that 
lncRNAs required for cardiac development and disease. It is obvious that many lncRNAs are expressed in 
cardiac development and are necessary for cardiovascular lineage. However, it has not been investigated 
in detail how lncRNAs are regulated in cardiac development and heart failure.Using embryonic stem cell 
(ESC) differentiation strategies, lncRNAs which restricted to cardiac cell were analyzed. In this study, 
to establish a map of lncRNAs expression and potential target gene networks during ESC differentiation. 
We identified the potential target genes of these lncRNAs through a bioinformatic correlation network 
that clusters lncRNAs into specific functional pathway.

研究分野： 循環器内科
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１．研究開始当初の背景 
真核生物のゲノム DNA は、核内でクロマチン
構造を形成しているが遺伝子を発現する際
にその構造をダイナミックに変換する必要
がある。従って、このクロマチン再構築に関
わるヒストン修飾が遺伝子発現の重要な役
割を果たしており、その制御にもノンコーデ
ィングRNAが深く関わることが明らかにされ
た。 
蛋白質をコードしない RNA (ノンコーディン
グ)が発生過程や癌疾患をはじめとした多く
の病態で遺伝子発現制御に大きく関わる。更
に、近年の知見として新たに長鎖ノンコーデ
ィ ン グ RNA(long intergenic non-coding 
RNA :linc RNA)と呼ばれる 200 塩基以上の塩
基配列をもつ遺伝子間 RNA が同定された。し
かし、多くの linc RNA の疾患機序、発生過
程における重要な役割は未だ十分には解明
されておらず、循環器領域においても linc 
RNA の疾患発症、病態生理に関する報告は非
常に少ない。 
 
２．研究の目的 
現在知られている長鎖ノンコーディング RNA
の機能はその相互作用する蛋白質や細胞内
局在を指標に分類すると、クロマチン修飾酵
素複合体と相互作用する、核内で構造体を形
成する、その他特定の蛋白質複合体の活性制
御の 3種類が挙げられる。特に、クロマチン
修飾因子のリクルートメントを介したエピ
ジェネティックな転写制御機構は疾患発症
や発生過程においても重要な役割を果たし
ていることが推測される。心臓発生過程、心
筋分化誘導では転写因子の発現制御がエピ
ジェネティック作用により複雑に制御され
ていることが判明しており、linc RNA による
制御機構が存在する可能性は非常に高いこ
とが示唆されている。実際、成体心臓におけ
るミオシン重鎖遺伝子座からのlincRNA転写
産物のクラスターが明らかとなり、新たな
lincRNA-クロマチン機構が確認された。 
 心臓発生においては正確な遺伝子発現の
制御が必要であり、その機構の破綻は先天性
心疾患の発症につながると考えられる。実際
に先天性心疾患を引きおこす Nkx2.5 や Tbx5
などはヒストン制御に関わる因子に作用す
ることがわかっている。また、H3K27 メチル
基転移酵素である Ezh2 は心臓関連遺伝子の
発現制御に関わることも報告されている。 
そこで、特に心臓に高発現する心筋特異的 l 
incRNA に注目し、マイクロアレイを用いて心
臓発生、心筋分化誘導に重要な機能を果たす
linc RNA を解析する。本研究では、non coding 
RNA の中でもまだ機能が十分に解明されてい
ない linc RNA に着目している。かつては意
味のない配列と考えられていた non coding 
RNA であるが、今では転写制御に関する重要
な機能を持つことがわかってきている。今ま
でにも、心臓発生では心筋特異的 microRNA
の解析が進んでおり、心臓で高発現する

miR-1, miR-133の欠損マウスでは心臓発生異
常が確認されている。また、miR-1 過剰発現
ES 細胞は心筋分化効率が向上することが知
られており、ノンコーディング RNA が心筋分
化に必須であり、更に分化促進作用があるこ
とが判明している。ヒストン修飾に関わる脱
アセチル化も欠損することで、心臓発生異常
を示すことがわかっておりエピジェネティ
ックな転写制御機構も正確な心臓発生には
欠かせない生物学的機構と考えられる。これ
らの心筋特異的lincRNAのエピジェネティッ
クによる転写制御を介した心臓発生、心筋分
化の機能解明を行うとともに循環器疾患、心
筋再生医療への応用を本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)心臓発生と心筋分化誘導下において必要
な linc RNA を同定するために、マウス胎児
10.5 日、出生後 1日、成獣から心臓を摘出し
RNA を抽出する。また、ES 細胞から心筋分化
誘導し作製した心筋細胞と未分化状態の ES
細胞からそれぞれ RNA を抽出する。コントロ
ールとしてマウス胎児線維芽細胞(MEF)を用
い発現量を比較する。現在までに報告されて
いるlincRNAの発現量を網羅的に解析するた
めに、マイクロアレイを用いて心筋分化に必
要な lincRNA を同定する。 
 
(2)同定した lincRNA に対して siRNA を利用
し発現量を抑制し、未分化 ES 細胞からの心
筋分化誘導過程における機能を解析する。評
価方法をしては、FACS を用いた心筋トロポニ
ン陽性細胞数のカウント、hanging drop を
用いた拍動胚様体数のカウント、心臓関連遺
伝子発現、免疫染色による心筋サルコメア構
造の分析を行う。同時に、心筋特異的 lincRNA
を発現したベクターよりレンチウィルスを
作製し、未分化 ES 細胞に感染させ心筋特異
的 lincRNA を過剰発現させた ES 細胞を作製
する。そして、同様に心筋分化効率を評価す
る。特に、FACS において心筋トロポニン陽性
細胞数は、成熟した心筋細胞の割合を示すた
めに今後の発展につなげる大きな意味を持
つ。そのため、複数の lincRNA が同定された
場合はそれぞれの組み合わせにより単独よ
りも相互作用による向上を詮索する。 
 
(3) 同定した心筋特異的 linc RNA に対する
特異的抗体を用いて、転写因子や結合タンパ
ク質の同定、DNA との相互作用やヒストン修
飾のゲノム上での局在を同定する。心臓発生
における作用を調べるために、マウス胎児
E10.5, 出生後１日,成獣の心臓からサンプ
ルを解析する。ここでは、クロマチン修飾に
関わる因子との結合に着目する予定である。
ヒストンの翻訳後修飾は様々な細胞機能制
御に重要な役割を果たすと考えられるが、遺
伝子の発現やクロマチン構造の制御には特
定のリジン残基のアセチル化、メチル化、ユ
ビキチン化が深く関わっている。特にヒスト



ン H3の 9番目のリジン(H3K9)のメチル化は、
遺伝子の発現抑制やゲノムの安定性に関わ
るヘテロクロマチンの維持に重要であると
考えられているためメチル化酵素、脱メチル
化酵素、複合タンパク質との相互作用に重点
をおいて解析する。 
 
４．研究成果 
(1) マウス胎児心筋および成獣心筋におけ
る lincRNA 発現量の比較 
心臓特異的に発現する lincRNA の存在は、心
臓発生においての重要性を示唆するもので
ある。 
マウス胎児 10.5 日、出生後 1 日、成獣から
心臓を摘出し RNA を抽出し、また ES 細胞か
ら心筋分化誘導し作製した心筋細胞と未分
化状態の ES 細胞からそれぞれ RNA を抽出し
た。コントロールとしてマウス胎児線維芽細
胞(MEF)を用い発現量を比較したところ、網
羅的に解析するために、マイクロアレイを用
いて解析を行ったところ多くの長鎖ノンコ
ーディングRNAの発現量が変化していること
が判明した(図 1)。 
 約 200 個の lincRNA が成獣に比べ胎児期に
多く発現していた。そして、約 100 個の
lincRNA が成獣において発現量が高いことが
判明した。 
 そこで、更にその中でも ES 細胞を用いた
心筋分化系においても発現量に大きな変化
を認める約 30 個の lincRNA に着目して、
siRNA による心筋分化への影響を観察した。 
図 1 
 

 
(2)siRNA を用いた発現量変化 
同定した linc RNA のうち発現量の高いもの、
そして心筋分化系にかかわりの高い遺伝子
座の近傍に位置すると考えられたlincRNAに
対して siRNA を作成し、その発現量を低下さ
せES細胞の心筋分化における影響を調べた。 
まず、siRNA を未分化 ES 細胞に導入し、発量
が低下することを確認し、約 60-70％の発現
量の低下を得ることができた。 

 その siRNA-ES 細胞を心筋に分化誘導し心
筋トロポニン陽性細胞数のカウント、
hanging drop を用いた拍動胚様体数のカウ
ント、心臓関連遺伝子発現比較を行ったとこ
ろ、通常 ES 細胞よりも拍動胚様体数の低下
を認めた。また、心筋トロポニン陽性細胞数
も低下し、心臓関連遺伝子の発現量の低下を
認めた。以上より lincRNA が ES 細胞の心筋
分化系において、重要な役割を果たしている
ことが明らかとなった。 
 
(3)lincRNA-mRNA の相互作用の同定 
lincRNA の作用機序において、遺伝子上の位
置は非常に重要である。近傍の mRNA に対し
て作用を示し、その発現量に変化を起こすた
めである。そこで、心臓関連遺伝子の発現へ
の lincRNA の作用を検討するために、マウス
遺伝子上で同定した lincRNA の 10Kb 内に存
在する mRNA をマッピングした。我々は約 20
の lincRNA-mRNA のペアが胎児心筋で制御さ
れていることを同定した。特に、lincRNA 
n416897/mRNA(hnRNPU)のペアは、lincRNA の
発現が胎児期から成獣なるに従って上昇す
ることに対して、逆に hnRNPU の発現量が減
少することが明らかとなった。つまり、
lincRNAがmRNAを制御している可能性が示唆
された。 
 
(4)hnRNPU の心臓発生における役割 
hnRNPU の心臓特異的欠損マウスでは、
pre-mRNA の段階で重要なスプライジングの
課程が阻害され、拡張型心筋症の病態を示す
ことが報告されている。そこで、ES 細胞の心
筋分化の系においての hnRNPU の結合蛋白を
同定した。その中には、ES細胞で重要なsall1, 
sall4, Nanog, HDAC1, Whsc1 などが含まれて
おり、複合体の一部としてクロマチン制御に
関わっていることが明らかとなった。さらに
ヒストン 3 リジン 36（H3K36）のトリメチル
化を介して、過剰な転写制御を抑制している
ことが判明した。 
 
(5)今後の展望 
lincRNAはES細胞において転写因子や様々な
クロマチン制御因子と共に転写量の調節を
行っていることが推測された。今後、発生期
の心臓を用いてゲノムワイドな転写ネット
ワークの解析をすることで、心臓発生の理解
が深められ先天性心疾患発症メカニズム、さ
らには循環器疾患の発症のメカニズムの解
明につながると考えられる。 
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