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研究成果の概要（和文）：我々は、未分化幹細胞が心筋細胞へと分化する過程、心筋細胞の機能が破綻する心不
全発症の過程の両者におけるエピゲノム制御機構を解析した。まず分化に伴って活性化するWntシグナルの転写
制御因子β-cateninが複数のエピゲノム制御因子と複合体を形成して中胚葉エンハンサーを活性化し下流の遺伝
子プログラムを誘導することを明らかにした。さらに１細胞トランスクリプトーム解析とエピゲノム解析を統合
することで、心臓への圧負荷によって活性化する転写因子群が心不全遺伝子プログラムを制御するエンハンサー
を活性化することを見出した。本研究によりエピゲノムが心筋細胞の分化と破綻の両者を制御していることを明
らかにした。

研究成果の概要（英文）：We analyzed epigenomic regulation of cardiomyocyte differentiation and heart
 failure. Genome-wide enhancer analysis revealed that β-catenin, which is activated by Wnt 
signaling upon differentiation, forms a complex with epigenomic regulators to activate mesodermal 
enhancers and provokes the down-stream gene program. Through integrative analysis of single-cell 
transcriptomes and epigenomes, we also unveiled that transcription factors which are induced upon 
pressure overload activates enhancers regulating the heart failure gene program. These results 
indicate that the epigenome regulates cardiomyocyte differentiation and failure.

研究分野： 循環器内科
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１．研究開始当初の背景 
細胞の分化や破綻のプロセスは、細胞の個性
が変化する重要な生命現象である。我々は、
未分化幹細胞から心筋細胞へいかに分化する
か（心筋細胞分化）をテーマに研究し、心筋特
異的に発現する転写因子 Nkx2-5（Komuro	 et	 
al.	 PNAS	 1993）をはじめ、心筋細胞分化を制
御する Wnt シグナル（Naito,	 Komuro	 et	 al.	 
PNAS	 2006）およびその制御因子 IGFBP4（Zhu,	 
Komuro	 et	 al.	 Nature	 2008）を発見してき
た。一方で、心筋細胞が破綻して不全心筋と
なる過程（心筋細胞破綻）において、転写因子
HIF1A による代償を転写因子 p53 が破綻させ
ること（Sano,	 Komuro	 et	 al.	 Nature	 2007）、
心筋破綻により生ずる補体 C1q が Wnt シグナ
ル活性化を介して全身の組織老化を誘導する
こと（Naito,	 Nomura,	 Komuro	 et	 al.	 Cell	 
2012）などを明らかにしてきた。これらの研
究は、細胞の分化および破綻の過程で生ずる
分子機構を世界に先駆けて明らかにしたもの
の、細胞レベルでどのように個性の転換が起
こっているか、本質的に理解することができ
なかった。	 
	 しかし近年、細胞の個性はエピゲノムとい
う形でクロマチンに書き込まれていることが
分かってきた。個々の細胞は、自らのゲノム
を変えることなく、そのゲノム DNA およびそ
れに巻き付くヒストンに様々な化学的、物理
的修飾をつけて遺伝子を制御することにより、
自らの個性を決定し、それを保っている。エ
ピゲノムは、その頑強性により個性を維持す
ることができる一方、その可塑性により個性
を変化させることもできる。すなわち、エピ
ゲノムが心筋細胞の分化や破綻の過程におけ
る細胞レベルの個性の転換を制御している可
能性がある。	 
 
２．研究の目的 
本研究は、心筋細胞の個性が大きく変化す
る「分化」（心筋細胞分化）と「破綻」（心不
全発症）のプロセスに焦点を当て、エピゲノ
ムを同定・解析することにより、それらの生
命現象においてどのような分子機構が個性の
転換に本質的に働いているかを明らかにする
ことを目的としたものである。 
 
３．研究の方法 
(1)	 心筋細胞分化の過程においては、マウス
P19CL6 細胞およびマウス ES 細胞の心筋分化
系を用いて解析した。それぞれの過程におい
て経時的に 1 細胞トランスクリプトーム解析、
エピゲノム解析を行い、そのダイナミクスを
解析した。特にエピゲノムの変化に関わる分
子を同定し、その機能を詳細に解析した。	 
	 
(2)	 心不全の過程においては、横行大動脈縮
窄術を施した圧負荷心不全モデルマウスを用
いた。術後の心機能はエコーにて評価し、適
切に負荷がかかっているマウスを解析に用い
た。圧負荷後経時的に心臓からランゲンドル

フ灌流心法により心筋細胞を単離し、1 細胞
トランスクリプトーム解析を行った。また心
臓の肥大期、心不全期の心筋細胞を用いてエ
ピゲノム解析（H3K27ac	 ChIP-seq）を行い、
遺伝子発現データと統合して解析した。	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 心筋細胞分化におけるエピゲノム制御	 
①	 心筋細胞分化における細胞系譜解析	 
我々はまず、心筋細胞分化の過程において経
時的に細胞を回収し、フリューダイム C1 シス
テムを用いて 1 細胞ごとに cDNA ライブラリ
を作成して 1 細胞トランスクリプトーム解析
を行った。その結果、心筋細胞分化の過程に
おける細胞系譜の変遷を詳細に解析すること
ができるようになった	 

	 
②	 心筋細胞分化におけるエピゲノム解析	 
その細胞系譜においてどのようにエピゲノム
が変化しているかを明らかにするために、心
筋細胞分化過程において 4 つのタイムポイン
トでエピゲノム解析を行った。具体的には、
ChIP-seq を用いてゲノムワイドな H3K27ac、
H3K27me3、H3K4me3、H3K4me1 の修飾を同定す
るとともに、オープンクロマチン領域を
FAIRE-seq により同定した。	 
	 これにより分化段階において特異的に活性
化するエンハンサー領域を同定することがで
き、その領域に濃縮する遺伝子配列を解析す
ることにより（モチーフ解析）、時期特異的に
活性化する転写因子を抽出することに成功し
た。未分化幹細胞から中胚葉細胞へと分化す
る過程で活性化するエンハンサー領域におい
て、Wnt シグナルの下流の転写制御因子β-
catenin と中胚葉制御因子 Brachyury が結合
する配列が濃縮していたことから、Wnt シグ
ナルによるエピゲノム制御機構に注目した。	 
	 
	 
	 

 
図１.１細胞トランスクリプトーム解析による心
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③	 Wnt シグナルによるエピゲノム制御機構	 
まずβ-catenin と Brachyury の ChIP-seq を
行うことにより、これらの因子が中胚葉エン
ハンサー領域に結合すること、そしてこれら
の転写因子が結合する部位は、未分化幹細胞
から中胚葉細胞へと分化する過程でエピゲノ
ムの活性化が生じることを明らかにした。こ
のことは、β-catenin および Brachyury によ
ってリクルートされる何らかのエピゲノム制
御因子がエピゲノムの活性化に関わることを
示唆している。エピゲノムの活性化はヌクレ
オソーム除去とヒストンアセチル化によって
誘導されることに着目し、中胚葉発生におい
て重要であることが知られているクロマチン
リモデリング因子 Arid1a に注目した。	 
	 中胚葉細胞における Arid1a の局在を調べ
るために Arid1a に対する抗体を用いて ChIP-
seq を行ったところ、この因子は中胚葉エン
ハンサーにβ-catenin や Brachyury と共局在
して結合していることがわかった。そして心
筋分化過程において Wnt シグナル抑制、β-
catenin のノックダウンをすることにより、
Arid1aは中胚葉エンハンサーにリクルートさ
れなくなった。さらに分化過程において
Arid1a をノックダウンすると、中胚葉エンハ
ンサーのヌクレオソームは除去されずエンハ
ンサーは不活化状態を維持した。すなわち、
クロマチンリモデリング因子である Arid1a
は Wnt シグナルおよびβ-catenin 依存性に中
胚葉エンハンサーにリクルートされ、その部
位のヌクレオソーム除去を介してエピゲノム
をゲノムワイドに書き換え、中胚葉遺伝子プ
ログラムを一気に活性化させていることを明
らかにした。	 
	 
(2)	 心不全におけるエピゲノム制御	 
①	 心不全における１細胞トランスクリプト
ーム解析	 
マウスに横行大動脈縮窄術を施し、経時的に
心臓を摘出し、ランゲンドルフ灌流心法にて

心筋細胞を単離し、１細胞ごとに cDNA ライブ
ラリを作成し、合計 396 細胞の１細胞トラン
スクリプトーム情報を抽出した。まずこの情
報を基に重み付け共発現ネットワーク解析を
行い、55 の遺伝子モジュールを同定した。そ
の後、機械学習解析（ランダムフォレスト）を
用いて、全 55 モジュールのうち細胞の分類に
大きく関わる 9 モジュールを同定し、階層的
クラスタリングにより心不全過程における
396 心筋細胞を 7 つのグループに分類した。
そして tSNE （ t-distributed	 stochastic	 
neighbor	 embedding）解析を行うことで、心
筋細胞が圧負荷を受けてから心不全細胞へと
変化するまでの詳細な過程を明らかにした。	 

	 
②	 心肥大・心不全におけるエピゲノム制御	 
続いてこれらの共発現遺伝子モジュールがい
かに制御されているかを明らかにするために、
心肥大および心不全期の心筋細胞の H3K27ac	 
ChIP-seq を行い、各モジュールの制御領域に
おけるモチーフ解析を行った。すると、肥大
期には心肥大に関わるシグナルの下流の転写
因子の認識配列がミトコンドリア関係の遺伝
子座周辺の制御領域に濃縮していた。さらに
心不全期には心不全との関連が示唆される転
写因子の認識配列が心不全モジュール遺伝子
の遺伝子座周辺の制御領域に濃縮していた。
これは、これらの転写因子がエピゲノムを調
節して、心肥大および心不全を制御している
ことを示唆している。	 
	 
	 以上の詳細な解析により、エピゲノムが心
筋細胞の分化と破綻の過程における細胞個性
の転換を制御していることを明らかにしてい
る。今後これらの結果を基にした再生医療へ
の応用、心不全治療の開発へと発展すること
が期待される。	 
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