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Ⅰ．総括研究報告書 

【研究要旨】 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

研究分担者：塚原 由布子（東京大学分子細胞生物学研究所・特任研究員） 
研究協力者：小柴 和子（東京大学分子細胞生物学研究所・講師） 

 本研究はヒト心不全患者左室心筋生検をもとにした遺伝子発現プロファイルから、心不全発症の可

能性のあるエピジェネティック因子の遺伝子改変マウスを作製し、ヒト疾患原因の解明につながるモ

デルマウスの解析を行ってきた。その結果、心臓発生過程において、重篤な奇形を生じた遺伝子改変

マウスの中から、３つの事象について結果をまとめた。さらに、一つの発展的な試みと、エピジェネ

ティック研究についての最近の研究を編集した。 
①SWI/SNF-BAF クロマチンリモデリング複合体：SWI/SNFクロマチンリモデリング複合体のコア

因子Brg1の発現減少または消失が拡張型心筋症・不整脈発症に重要な意味をもっており、心特異的な

クロマチン因子が先天性心疾患の重篤性に深く関与している事を世界で初めて報告した(Takeuchi et 
al., Nature Commun. 2011)。Baf60c恒常的発現（TG）マウスでは、MI(心筋梗塞)後の線維化が抑制

され、機能心筋で回復しており心不全が抑制されていた（論文投稿中2013; van Weerd, 
Koshiba-Takeuchi et al., Cardiovas. Res. 2011）。このことから心筋再生には特異領域でのクロマチ

ン構造の変換が重要である事が示唆された。 
②DNAメチル化因子・ヒストンメチル化因子：ヒト心不全患者ではDNA メチル化因子Dnmt1の発現

が減少していたことから、心負荷マウスを用いてDnmt1/3a/3bの発現変化を時系列的に解析してき

た。さらに、それぞれの遺伝子破壊(KO)マウスを作製したところ、Dnmt1KOマウスでは心筋分化亢

進が見受けられ、Dnmt3aKOマウスでは心エコー解析の結果、心室筋収縮異常が確認された（投稿準

備中）。 
③男性ホルモン受容体結合因子：アンドロゲン受容体との結合能を有するARIP4が心不全の発現プロ

ファイルから単離された。Arip4遺伝子破壊マウスを作製したところ、心筋がスポンジ状形態を呈す

る左室緻密化障害を発症している事が分かった。Arip4はエピジェネティック因子と共役することか

ら、後天的な心不全リスクを高める因子としても着目している。 
④性差・年齢特異的な心不全解析系の構築：non-codingRNAを含めた心疾患の新規リスク因子の同定

と本研究の信頼性向上のため、国内における心不全患者からの遺伝子発現プロファイルの作成を目指

した。H25年度に解析可能となるように、研究チームを構築した。 
⑤エピジェネティック研究本の出版：研究代表者が企画・編集を行い、近年のエピジェネティック研

究についての総説集を出版した（竹内純 編：実験医学 11 月号 2012）。 



【Ａ．研究目的】  
 本研究はヒト心不全患者の心生検をもとにした

遺伝子発現プロファイルから、不整脈や心肥大を

引き起こす可能性のあるエピジェネティック因子

に着目し、その遺伝子破壊マウスまたは遺伝子過

剰発現マウスを用いて心臓の生理機能異常や遺伝

子発現変化をプロファイル化し、心不全発症原因

の解明へとフィードバックさせることを目的とす

る。   
 現在までに心臓発生に関わる様々なエピジェネ

ティック因子（特に、クロマチン因子とヒストン

因子）の役割が報告されている（図１：中村ら 実
験医学2012参照）。しかしながら、これらの因子

は先天性心疾患および心臓形成時期における機能

理解に着目しており、心不全発症に焦点を当てた

報告はない（表１：中村ら 実験医学2012参照）。

心不全発症おけるエピジェネティック因子の機能

については、加齢を含め様々なパラメータによる

２次的な影響が考慮されることから、その解析は

非常に難しいと考えられる。 

  
（図１：マウス・ヒトの心臓発生・先天性心疾患
に関わるクロマチン因子群とヒストン修飾因子
群） 

 
（表１：心臓形成に不可欠なクロマチン因子群） 
 

 本年度は、前年度心不全患者のアレイ解析によ

り単離された候補エピジェネティック因子群につ

いて遺伝子破壊マウスを作製し、各々の因子の作

用機序を明らかにする。将来的に基礎臨床への提

供を目指して、心不全発症に関与するエピジェネ

ティック因子の理解に基づいたゲノムプロファイ

ルを作成するためには、はじめに候補となるエピ

ジェネティック因子をコードする個々の遺伝子を

破壊する系を用いて機能を調べることが第一であ

ると考えられる。心筋分化過程は解析系としても

優れていることから、発生過程に限定することで、

これらのエピジェネティック因子の機能の理解を

目指す。本年度はBRG1、DNMT1、DNMT3A/B、

RING1A/B、Arip4の５因子について遺伝子破壊マ

ウスを作製し、発生過程における作用機序を明ら

かにする。これら一連の結果は、本研究が目指す

心筋症発症の理解や心不全発症抑制因子の単離に

不可欠である。 
 
 
【Ｂ．研究方法】 
研究１（クロマチン因子BRG1の遺伝子破壊） 
 中胚葉遺伝子であるMesp1にcreリコンビナーゼ

を導入したMesp1creマウスとBrg1flox/floxマウスの掛

け合わせにより、中胚葉組織でBrg1を欠損した 
Brg1 flox/flox;Mesp1creマウスが得られる。これにより、

Nkx2.5creマウスを用いてBrg1を遺伝子破壊した場

合（Takeuchi et al., 2011；Nkx2.5creを用いた遺伝

子破壊では心臓パターン形成時期での機能理解が

期待される）と比較して、より早期に、特に心臓

誘導時においてBrg1を欠損したマウスが作出され

る。 
 
研究２（DNAメチル化因子DNMTの遺伝子破壊） 
 Dnmt1MommeD2 (MD2) を 用 い た （ 図 ２ ：
Whiteman E. クイーンズランド医科学研究所よ
り供与）。 
この系統は、Dnmt1 の BAH ドメイン領域にお

けるポイントミューテーションによって、Dnmt1
タンパク質がほとんど合成されない変異体である。
この Dnmt1 ホモ変異体は胎生 9 日で致死となる
ことが知られているが、詳細な原因は分かってい
ない。本研究では、この変異体を用いて心臓発生
における Dnmt1 の機能の理解を目指す。 



  
（図２：DNMT1変異マウスDnmt1MommeD2。ENUに
よるポイントミューテーションによりDnmt1内の
BAHドメインのスレオニンがリジン置換された変
異マウスである。）Chong et al., 2007より改変。 
 
研究３（ヒストンメチル化因子RING1A/Bの遺伝子

破壊） 
 ポリコーム群タンパク質は2種類のポリコーム

タンパク質抑制性複合体(Polycomb Repressive 
Complex-1(PRC1), -2(PRC2))を形成する。PRC2
はヒストンメチル化酵素Ezh2を含み、標的遺伝子

領域においてヒストンH3K27あるいはH3K9をメ

チル化する。これらのヒストン修飾をPRC１が認

識して結合し、そのクロマチン領域にクロマチン

構造変換をもたらすことが報告されている。PRC1
はモノユビキチン化触媒活性を持ち、遺伝子のサ

イレンシングにはたらく（図３）。PRC2のコア因

子であるヒストンメチル化酵素Ezh2やヒストン 
H3K27脱メチル化酵素UTXなどの解析により心

臓特異的な制御機構が分かりつつあるが、PRC1
コア因子であるRING1の欠損および遺伝子破壊し

たモデル生物の心形成における報告は無い。 
 本研究は、図４の様にMesp1-creを用いて中胚葉

特異的にRING1A/Bの両遺伝子破壊マウスを作製

し、心臓形成における機能解析を目的とする。 
RING1A-/-及びRING1Bflox/floxマウスは横浜理化学

研究所アレルギー疾患研究センター古関明彦博士

から供与され、共同研究として実施する。 

  
（図３：PRC2複合体がヒストンH３の27番目のK
残基をトリメチル化する。メチル化されたヒスト
ンは、PRC１に含まれるクロモドメイン（CBX）
を介して認識され、クロマチンを引き連れた 

PRC1が結合することにより転写が抑制される。よ
って安定的な転写抑制制御にはPRC1の存在は欠
かせない。） 
 

    
（図４：心臓特異的なRING1A/Bのダブル遺伝子
欠損マウスの作製方法） 
 
研究４（アンドロゲン受容体結合因子Arip4の遺伝

子破壊） 
 心不全患者の遺伝子発現プロファイルから

Arip4 (Androgen receptor interacting protein 
4/Rad54l2/Snf2l)が候補因子として単離されたが、

性差因子の同定は新規であり、も心疾患における

機能の解明には遺伝子破壊マウスによる解析が重

要であると考えた。これまで、培養細胞や精巣に

おける解析により、Arip4 は核内に局在して AR
（アンドロゲン受容体）と相互作用し、標的遺伝

子の転写活性を亢進することが報告されている。

また Arip4 は SUMO 因子との結合を介して生殖

腺形成転写因子 Ad4BP/Sf-1 と結合し、転写抑制

作用を有することも知られている。しかし、他の

器官における Arip4 の機能は全く解析されていな

い。 
 Arip4flox/flox とNkx2.5-Cre とを交配することに

より心臓形成時期におけるArip4の役割を解明す

ることを試みた（図５）。Arip4flox/floxマウスは九

州大学大学院医学系研究科諸橋憲一郎博士から分

与頂き、心臓特異的な解析を行った。また、

Nkx2.5-creマウスはSchwartz RJ博士に分与して

頂いた。 

 
（図５：心臓特異的なArip4遺伝子破壊マウスの作
製方法。Arip4flox/flox とNkx2.5-Creとを交配させる
ことにより、心臓形成時におけるArip4の役割を知
ることが可能となる。） 



研究５（性差・年齢特異的な心不全患者心生検サ

ンプルを用いた遺伝子解析系の確立） 

 本研究項目は、本研究のコアとなった先行研究

のオーストラリアヒト心不全患者心筋生検サンプ

ル（BAKER IDI 心臓外科 D.Kaye 教授との共同

研究）を用いたマイクロアレイと miRNA アレイ

プロファイルをさらに発展させるものである。そ

の理由として、心不全に至るには様々な環境や遺

伝的な背景も関与し、解析を難しくさせているこ

とが挙げられる。さらに、人種間による遺伝子発

現状況の相違も存在すると考えられた。よって、

本研究項目の目的は人種を超えた心不全発症に共

通する発現プロファイルの作製を試み、３年目以

降へ発展させるところにある。そのためにはヒト

心不全サンプルを扱える研究者グループに協力を

要請し、可能な限り解析条件を絞り込む必要があ

る。 
 そこで本研究では、京都府立医大人工心臓再生

分野五條理志教授、及び都立健康長寿研究センタ

ー豊田雅士副部長に協力を依頼し、心筋梗塞歴を

経たヒト心不全患者 2000 体の病理組織心筋プロ

ファイルから、①性別 ②年齢 ③既往歴 別にカテ

ゴリー分けを行ない、各カテゴリーで RNA-seq
と miRNA アレイを遂行し発現変化プロファイル

を作成する。研究代表者の研究室では既に、心臓

に発現する遺伝子のプロモーター及びエンハンサ

ー領域で機能する可能性のある RNA 分子のバイ

オインフォマティクス解析システムを立ち上げて

おり、独自に解析可能である。さらに、ラット／

マウス心筋初代培養系も樹立しておりレンチウイ

ルスによる遺伝子導入法や小分子 RNA の導入に

よる機能解析も可能である。 
 

（倫理面への配慮） 
 動物実験に関しては東京大学分子細胞生物学研

究所動物実験施設の規定に従い、審査を受け承認

された実験計画に基づき動物の愛護および管理に

関する法律（研究機関等における動物実験等の実

施に関する基本指針、厚生労働省の所管する実施

機関における動物実験等の実施に関する基本指針

など）を遵守して行った。組換えDNA実験におい

ても施設の審査を受け承認された実験計画に基づ

き、法令などを遵守して適正に行った。現在のと

ころ、本実験内容は申請者所属機関において既に

承認済みであり、同所属機関生物実験施設におい

て実験を行っている。また、ヒト胚性幹細胞を扱

う予定は無い。ヒトサンプル取り扱いに関しては、

共同研究先に委託し、RNA及びゲノムのみ取り扱

う予定である。ヒト組織に関する倫理規定には充

分に配慮する。 
 



【Ｃ．研究結果】 
研究結果１（クロマチン因子BRG1の遺伝子破壊） 
１： Brg1f/f;Mesp1cre(早期欠損)マウスの表現型の

解析 
 Brg1早期欠損マウスの心臓は、ルーピングの異

常、流出路・心室の形成不全が見受けられる（図

６）。心房および流入路の形状に大きな異常は認

められないことから、Brg1早期欠損マウスでは、

特に頭側の心臓領域に異常が現れると考えられる。 

（図６） 
 
胎生8.5日目の心臓は、一次心臓領域と心臓前駆

細胞からなる二次心臓領域に分けられ、頭側の心

臓領域形成には二次心臓領域からの前駆細胞の流

入が関わっている（森田唯加ら著, 血管医学,2012
参照）。心臓の頭側から尾側にかけて各領域の細

胞集団の存在数を調べたところ、頭側の二次心臓

領域においてIslet1陽性の心臓前駆細胞が減少する

一方で、将来心臓領域へと移動し大部分の心臓細

胞のソースとなる領域ではIslet1;Nkx2.5共陽性細

胞数が極度に増加していた。（図７）。 

（図７） 
これにより、Brg1早期欠損マウスの表現型に認

められる心低形成は二次領域から心臓領域に入り

込む未分化細胞群の分化抑制と流入異常が一因と

考えられる。 
 
２：Brg1早期欠損マウスでの心筋分化抑制 
 心室筋分化について、心室筋マーカーである 
Myl2の発現を調べたところ、Brg1早期欠損マウス

ではMyl2の発現が顕著に減少していることが明ら

かとなった（図８）。切片化により、コブ状に肥

厚した心筋層の形成や部分的なMyl2陰性領域の存

在など（図８左：赤矢尻）、形態の異常とともに

心室筋分化の低下が生じていることが確認できた。

また、心筋マーカーであるcTnTの発現低下や、二

次心臓領域の前駆細胞維持因子であるTbx1の発現

低下も認められた（図８右）。ES細胞の分化誘導

系においてもBrg1の機能阻害により同様の心筋分

化の抑制が見受けられた（図９）。 

 
（図８：Brg1早期欠損マウス（左）では、心室マ

ーカーであるMyl2の発現が顕著に減少する。黄色

点線で切片を作製したところ、心筋層の肥厚や隆

起、部分的なMyl2未発現細胞が観察された（赤矢

頭）。（右上）心筋マーカーであるcTnT（緑）は、

欠損マウスの心臓で発現が低下した。 
（右下）in situ hybridization法を用いたTbx1  
mRNAの発現解析。前駆細胞維持に働くTbx1は、

二次心臓領域に発現するが（黒矢印）、欠損マウ

スでは発現が低下していた。） 

 
（図９：ES細胞の心筋分化誘導時期にsiBrg1及び
コントロールとしてsiNCを投与し、培養を行った。
siNC投与細胞ではトロポニンの発現が見受けられ



た（緑）のに対し、siBrg1投与細胞ではトロポニン
の発現が著しく阻害された。） 
 
３：エピジェネティック複合体による初期心臓形

成の役割 

Brg1は、複数の因子からなる複合体において 
ATPase活性を有するコア因子としてはたらく（図

１０）。このとき、複合体をクロマチン上へとリ

クルートする補因子が、標的とする遺伝子を決め

ている。結果２で見られた心室筋・心筋マーカー

の発現低下は、Baf60cとBrg1による心筋遺伝子の

発現誘導が抑制されたためであり、既知の報告と

一致する(Takeuchi et al., Nat. Commun. 2011;  
Lickert, Takeuchi et al., Nature 2004)。一方、二次

心臓領域からの前駆細胞流入には、発現解析より 
Baf60cとは異なる補因子Baf60aが関係していると

考えられる（図１０）。ES細胞を用いた心筋分化

誘導実験より、Baf60aはIsl1など前駆細胞マーカー

因子と同時期に発現し、Baf60aを抑制するとTbx1
及び前駆細胞の流入に寄与するWnt5a,Wnt11の発

現が低下すること、また、Baf60cを抑制すると反

対にこれらの発現が亢進することが明らかとなっ

た（右図）。 

 
（図１０：ES細胞の心筋分化誘導に伴う遺伝子発

現変化。Baf60a（赤）およびBaf60c（青）をsiRNA
を用いてノックダウンした。黒線はコントロール。

Baf60a、Baf60cいずれの抑制によっても、心室筋マ

ーカーMyl2は顕著に減少するが、前駆細胞維持因

子Tbx1、Wnt5a、Wnt11は、Baf60aノックダウンに

より減少し、Baf60cノックダウンにより増加す

る。） 
 
このように、Baf60aとBaf60cの作用は拮抗してお

り、Brg1は結合するパートナーによって前駆細胞

から心筋分化へのスイッチングを担っていると考

えられる。 
 
 
 

研究結果２（DNAメチル化因子DNMTの遺伝子破

壊） 
１：心臓発生におけるDnmt1の役割 
 心臓発生過程におけるDnmt1の発現様式を検証

したところ、心臓領域において発現亢進が認めら

れ、特に流出路に強く発現が見受けられた（図１

１）。さらに、幼若心筋の核内においては強く発

現しているのに対し、心筋の成熟に伴って発現が

減少し核内に凝集する様子が見受けられた（図１

２）。この発現様式はES細胞の分化誘導系におい

ても同様な結果が得られた（図１３）。このよう

に、心筋分化に伴って発現量が減少していくこと

から、心臓発生においてDnmt1は未成熟細胞でより

機能していると考えられる。 

 
（図１１：マウス胚胎生９日目におけるDnmt1の
発現様式。DAB染色。濃茶色領域がDnmt1陽性細
胞） 
 

 
（図１２：心筋発生におけるDnmt1の核内での発
現局在変化。） 
 

 
（図１３：各ステージでのqPCR解析結果。心臓発

生が進むにつれてDnmt1の発現量は減少し、さら

にES細胞を用いた分化誘導系においても心筋分化

と相補的に発現量が減少していた。） 
 



２：遺伝子破壊マウスの表現型異常 

 Dnmt1MommeD2（MD2）ホモ変異体は胎生９日目

までに致死となり（図１４左）、図１４右で示す

ようにMD2変異体ではDnmt1タンパク質はほとん

ど合成されていないことが分かる。 

  
（図１４：MD2変異体と正常胚（右）。Dnmt1タ
ンパク質合成の異常（右）。正常胚に比べ、ほと
んど合成されていないことが分かる。 
Chong et al., 2007より改変） 
 
 Dnmt1の心臓形成への役割を理解するために、心

臓形成時期において切片を作製し心臓形態の詳細

な解析を行った（図１５）。心筋マーカーとして

心トロポニン（赤）を用いて染色を行った結果、

心筋層が肥厚しており、ルーピング形成異常が引

き起こされ心筒形成前後で発生が停止しているこ

とがわかった。正常胚において、心臓流出路には

心筋分化前の未分化な心臓前駆細胞が存在し、 
Islet1(緑)が陽性となり心トロポニンと発現が相反

する（赤矢印）。興味深いことに、MD2変異体で

はIslet1の発現が消失しており、この発現異常が心

トロポニン陽性の心筋凝集および心筋層肥厚の原

因と考えられる。 

 
（図１５：正常胚（上）とDnmt1 KO胚（下）マウ
スでの心臓形成異常） 
 
この異常形成の起因を理解するために、より早

期胚を用いて解析を行った（図１６）。MD2変異

体での心臓形成異常は8.0日胚から見受けられた。 
in situ hybridization法を用いて一次心臓領域のマ

ーカーであるNkx2.5の発現を調べると、Nkx2.5の
発現様式は正常胚に比べて２倍程度内側に広がっ

ていた（図１６左）。この領域は、二次心臓領域

と呼ばれ、実際には心筋分化する前の未分化な心

臓前駆細胞が多く存在する領域である。心筋マー

カーであるα型心アクチンの発現においても 
Nkx2.5と同様に発現領域の拡大が見受けられた

（図１６右）。この結果は、未分化な心臓前駆細

胞がDnmt1の発現欠失によって、より早期に心筋に

分化したと考えられる。 

 
（図１６：in situ hybridization法を用いたNkx2.5と
α型心アクチンの発現様式変化。正常胚（WT）に

比べ、MD2変異体（KO）で発現領域が拡大してい

ることが分かる） 
 
次に、細胞周期マーカーであるki67抗体を用いて

細胞増殖状態を検討したところ、MD2変異体では

細胞増殖が亢進していた（図１７：緑）。このこ

とから、Dnmt1は分化抑制と細胞増殖抑制の二つの

役割を担っていることが明らかとなった。 

 
（図１７：ki67抗体を用いた細胞増殖活性の検討。
正常胚（WT）に比べて、MD2変異体ではki67陽性
細胞数が増大している。） 
 
研究結果３（ヒストンメチル化因子RING1A/Bの

遺伝子破壊） 
 PRC１複合体のコア因子であるRING1A/Bのダ

ブルKOマウスの作製を試みた。図１８で示すよう

に、ダブルヘテロKO胚（RING1A+/-;RING1Bflox/+;
Mesp1-cre）では正常胚との相違はほとんどなかっ

たが、ダブルホモKO胚では著しい心臓形成異常が

見受けられ、胚性9日目前後で致死となる（図１８

右）。RING1AへテロKO:BホモKOマウス（RIN
G1A+/-;RING1Bfloxflox;Mesp1-cre）を作製したとこ

ろ（図１９）、流出路低形成が見受けられ、ダブ

ルヘテロKO（図１８中央）より形態異常が深刻で、

ダブルホモKO（図１８右）よりも形態異常が緩和



されていることから、RING1AとRING1Bは心臓

形成において相乗的な作用を担っていると考えら

れる。 

 
（図１８：RINGA/BダブルKOマウスの作製。） 
 

 
（図１９：ダブルヘテロKOマウス(RING1A+/-;RI
NG1Bflox/+;Mesp1-cre)とRING1AへテロKORING
1BホモKOマウス（RING1A+/-;RING1Bflox/flox;Mes
p1-cre） 
 
研究結果４（ホルモン受容体結合因子Arip4の遺伝

子破壊） 
１：Arip4はマウス心臓において核、サルコメア
に発現していた。 
 心臓形成期における Arip4 の発現様式を調べる

ために、野生型マウス胎生 10.5 日目胚心臓組織切

片を作成し、免疫染色を行った。心臓形成期にお

いて Arip4 は心臓で広範囲かつ、主に核内におい

て局在していることが示された。また興味深いこ

とに心筋細胞において Arip4 はサルコメアにも局

在していた。Hela 細胞と精巣においては Arip4
は核内にのみに局在すると報告されており、心臓

におけるサルコメアへの局在は新しい知見である。 

 
（図２０：Arip4の心臓での発現局在。 
A.免疫染色法による野生型マウス胎生10.5日目胚

心臓組織切片におけるArip4の発現確認。Arip4は
心臓において広範囲かつ、主に核内において局在

していた。ra;右心房、rv;右心室、lv;左心室、la;
左心房。緑;Arip4、青;DAPI(核マーカー)。 
B. A の左心室領域の拡大図。Arip4 は心臓全体の

細胞の核と心筋細胞のサルコメアにおいてシグナ

ルが見受けられた。緑;Arip4、青;DAPI(核マーカ

ー)、赤;Troponin T(心トロポニン T;心筋細胞サル

コメアマーカー)。 
 
２：Aripflox/flox;Nkx2.5-cre マウスにおける心筋成

長阻害 
 心臓特異的なArip4の機能を調べるために

Aripflox/floxマウスと心筋細胞特異的にcreを発現す

るNkx2.5-creマウスを掛け合わせ、cre-loxPシス

テムを利用した心臓特異的Arip4欠損マウス

(Arip4flox/flox;Nkx2.5-cre マウス ) を作製した。

Aripflox/flox; Nkx2.5-creマウス胎生15.5日目胚の心

臓組織切片を作成し、HE染色を用いた形態比較を

行ったところ、Aripflox/floxマウスは野生型マウス胚

の心臓と同様の表現型を示した（floxの挿入によ

る二次的な影響は無いと考えられる）。心臓特異的

Arip4欠損マウス（Aripflox/flox;Nkx2.5-creマウス）

の心臓は、正常胚の心臓では認められない心室中



隔欠損や心室壁構造の低形成(希薄な心筋層、粗く

過度に伸長した肉柱）が観察された（図２１）。 

 
（図２１：マウス胎生15.5日目胚における正常胚

（ Arip4floxflox ） 、 心 臓 特 異 的 ARIP4 欠 損 胚

（ Arip4flox/flox;Nkx2.5-cre）との心臓形態の比較。

Arip4flox/flox;Nkx2.5-creにおいて顕著な心室中隔欠

損と心室壁の異常が観察された。黒矢印は心室中

隔欠損を示す。) 
 

（図２２：上記図２１の左心室領域の拡大図。心
室壁において粗い肉柱と希薄な心筋層が観察され
た。緑矢印は粗肉柱、青矢印は希薄心筋層を示す。） 
 
この心臓形態は、男性において女性より２倍優

位に発症する心筋症の一種、心筋緻密化障害

（non-compaction）に酷似していた。心筋緻密化

障害は心室壁発達期において心筋層の緻密低形成

と肉柱構造が粗く過剰に伸長することで、心臓の

収縮力低下を引き起こす先天性心疾患である。原

因として、心室壁発達期において、心臓転写因子

Nkx2.5の発現減少、Notchシグナルの発現減少に

よる肉柱心筋遺伝子(Nppa, Gja5, Bmp10)の発現

減少と、心筋層心筋遺伝子(Tbx20, Hey2)の肉柱領

域への異所的発現によって心筋緻密化障害様の心

臓形態を示すこと、心筋緻密化障害患者ではサル

コメア収縮因子(Actc1, Tnnt2, Myh7)の遺伝子変

異による構造異常などが報告されている。よって、

Arip4遺伝子破壊マウスにおいてもこのような遺

伝子異常が生じていると考えられる。 

３：Arip4は心筋緻密化障害関連性遺伝子の発現
を制御する 
 免疫染色の結果からArip4が核内に局在するこ

とと、Arip4遺伝子破壊マウスにおいて心室壁構

造が心筋緻密化障害に酷似していたことから、

Arip4が心筋緻密化障害との関連性が報告されて

いる心臓転写因子、サルコメア因子、肉柱心筋遺

伝子、心筋層心筋遺伝子の転写制御を行っている

のではないかと考えられた。そこで、正常マウス

胚心室とArip4変異マウス胚心室からRNA抽出を

行い、qRT-PCRを用いた遺伝子発現解析を行った。

そ の 結 果 、 Aripflox/flox マ ウ ス 心 室 に 比 べ て

Aripflox/flox;Nkx2.5-creマウス心室で心臓転写因子

(Nkx2.5)、サルコメア因子(Actc1)、肉柱心筋遺伝

子(Nppa、Gja5)の発現の減少が見受けられた（図

２３）。 

 
（図２３：qPCR法を用いた正常胚とARIP4 KO
マウス胚とでの様々な遺伝子発現変化。） 
 
この結果から、Arip4は心筋緻密化障害との関

連が報告されている遺伝子群を制御している可能

性が示唆された。現在までのin vitroでの実験系に

おいて、Arip4は生殖系列の転写因子群と相互作

用して転写制御を行う補因子としての機能が知ら

れているが、心臓で相乗的効果を引き起こすパー

トナータンパク質についての報告はない。

TakeuchiとBruneauは、既に心臓発生においては

心臓転写因子Nkx2.5, Tbx5, Gata4の相互作用が

心ホルモン遺伝子Nppa、サルコメア因子α型心ア

クチンをコードするActc1の発現制御を行ってい

ることを報告している。これらの知見から、Arip4
は心臓組織においても同様に心臓転写因子である

Nkx2.5, Tbx5, Gata4と相互作用することで、心筋

緻密化障害との関連が報告されているNppa、



Actc1の転写制御をおこなっていると考えられる。

よって、Arip4とNkx2.5, Tbx5, Gata4の相互作用

を調べるためにバキュロウイルスを用いて合成し

たFlag-Arip4タンパク質を用いて免役沈降を行い

タンパク質同士が結合しているか検証した。その

結果、Arip4はNkx2.5, Tbx5, Gata4とそれぞれ相

互作用していることが示された（図２４A）。次

にArip4とNkx2.5, Tbx5, Gata4の相互作用が、

Nppaのプロモーターを直接制御しているかを調

べるためにluciferase assayを行った。その結果、

Nkx2.5, Tbx5, Gata4の単独導入に比べ、Arip4を
添加することでNppaのプロモーター活性をさら

に上げることがわかった（図２４B） 。以上の結

果から、ARIP4は心臓転写因子であるNkx2.5, 
Tbx5, Gata4と相互作用して、心筋緻密化障害と

の関連が報告されている肉柱心筋遺伝子Nppaの
転写制御を行っていることが示唆された。 

 
（図２４：Arip4と心臓転写因子Nkx2.5, Gata4, 
Tbx5の相互作用による心室壁構成遺伝子(Nppa)
の発現制御。 
A. 野生型マウス胎生14.5日目胚心臓における免

疫沈降法を用いたArip4タンパク質と心臓転写因

子群の相互作用結果。Arip4-Flagを加え、Flag抗
体で回収したレーンでNkx2.5, Gata4, Tbx5それ

ぞれのバンドが検出された。 
B. COS7細胞を用いたluciferase assay結果。心臓

転写因子群(Nkx2.5, Gata4, Tbx5)とArip4を同時

に加えることによって肉柱心筋遺伝子Nppaのプ

ロモーター活性は顕著に上がる結果が得られた。） 
 
研究結果５（性差・年齢特異的な心不全患者心生

検サンプル） 
 現在までに、代表者グループはヒト７０歳代心

不全miRNAプロファイルから心不全下で発現亢

進するmiRNAを８種類、減少するものを５種類単

離しており、れらがラット／マウスにおいても保

存されていることを見出している。その中には既

に心不全での発現変化が報告されているものもあ

るが、機能解析には至っていない。本研究では既

にmiRNA及びantisenseRNAの作製を始めており、

早急に初代培養系にて投与後の変化を追跡してい

く。共同研究グループではカテゴリー別のヒト心

筋症組織を採取しており、今後順次遺伝子解析を

行っていく。 
 

 
【Ｄ．考察】 
 本年度研究により、心不全患者から作製された

遺伝子発現プロファイルを元に複数のエピジェネ

ティック因子が単離され、心臓発生における機能

解析がなされてきた。その結果、各々の因子が心

臓発生に重要な機能を担っていることを見出し、

心疾患モデルマウスをプロデュース出来た。本年

度解析したKOマウスから得られた結果について

は、至急論文としてまとめることを目標とし、次

年度ではより後天的心疾患発症理解を目指すのに

ふさわしいモデルマウスの作製を試みる。さらに、

研究結果５は昨年・本年で得られた結果からの発

展系であり、近未来的に中心となる基礎—疾患研

究であると考えている。次年度内にて年齢・性差・

既往歴別にプロファイルの作成を目指す。 

 
研究結果１について 
 Brg1 KOマウスの解析から、Brg１が心筋分化

に深く関与すること、さらにその発現量が重要で

あることを過去に報告している（H23年厚労科研

報告書；Takeuchi & Bruneau Nature 2009; T
akeuchi et al., Nat. Commun. 2011）。興味深

いことに、本年度研究では、Brg1は未分化細胞と

心筋分化細胞とで作用が相反することが明らかに

なった。細胞種によってパートナーが異なり、パ

ートナー依存的にクロマチンコア因子であるBrg1
の作用を活性化タイプにするか抑制化タイプにす

るか、決定しているとも考えられる。本年度の発

生学的解析によって、Brg1の新たな機能が理解で

きたことで、後天的な心疾患発症理解への手助け

となると考えられる。 
 次年度は、後天的な心筋解析モデルマウスを樹

立し、このモデルマウスを用いてクロマチン因子

とヒストン修飾因子の作用を議論することを目標

とする。 



研究結果２について 
 本研究では、Dnmt1の発現は心臓発生・成熟が

進むにつれて心筋核内で凝縮し、かつ、減少する

傾向にあることが明らかとなった。Dnmt1の発現

と相反して心筋分化遺伝子の発現が亢進すること

から、Dnmt1は心筋分化抑制に関与していると考

えられる。Dnmt1 KOマウスではNkx2.5やα型心

アクチンの発現領域が広がっていたことから、心

筋遺伝子特異的に、または心筋制御因子特異的に

メチル化していると考えられ、今後の後天的心疾

患解析に大きな意味を持つ結果である。 
 腎疾患の課題の一つ腎臓線維化では、線維化抑

制因子が過剰メチル化状態になっており、このメ

チル化にDnmt1が寄与しているという報告がある。

次年度ではマウス心不全モデルを用いてDnmt1の
発現様式との関連を調べる必要があると考えられ

る。心負荷モデル(TACマウス)においては、心負荷

後一週間以内でDnmt1の発現亢進が見受けられる

ことから、Dnmt1の機能機序をバイサルファイ

ト・シーケンスを用いて行う必要があると考えて

いる。 
 
研究結果３について 
 ポリコーム複合体の心臓での機能については、
昨年から報告が見受けられるようになった。エピ
ジェネティックな発現調節制御は先天性心疾患の
みならず、後天的心疾患にも寄与することが近年、
報告された。ホメオドメイン転写因子 Six1 は骨格
筋遺伝子の発現制御に関与し、心臓においては心
臓前駆細胞に発現するが心筋分化に伴って発現が
減少する。ヒストン H3 メチル化触媒活性を持つ
PRC2 構成因子 Ezh2 が、この Six1 の発現を抑制
することによって、心臓関連遺伝子群の発現を安
定化し、成人発症型心疾患を回避することが示さ
れた。Bruneau のグループでは、Ezh2 欠損型マ
ウスを作製し Six1、胎児期遺伝子群、線維化の進
行に関与する遺伝子群の発現抑制が解除され、さ
らに Six1 の下流制御下にある骨格筋遺伝子群の
発現が上昇し、成体において心筋細胞の肥大が引
き起こされることを報告している。Ezh2 を介し
た Six1 の抑制(エピジェネティックな心臓前駆細
胞遺伝子の発現抑制)は、出生後の心臓におけるホ
メオスタシスの維持に必要である。 
 また、心臓発生初期に特異的に欠損させたマウ
スでは(Ezh2;Nkx2.5cre)、心室中隔欠損、compact 
myocardial hypoplasia、hypertrabeculation とい
った先天性心臓形成異常を生じる。ヒストンメチ
ル化酵素である Ezh2 と拮抗的に機能するヒスト

ンH3K27脱メチル化酵素UTXは心臓特異的エン
ハンサー(ANF,Baf60c enhancer)に結合し、また、
これらのエンハンサー上への Brg1 の結合を促進
することで、心筋特異的遺伝子の発現を促進する
ことが報告された。 
このように、ポリコーム複合体の心臓発生におけ
る機能は理解されつつあるが、PRC1 複合体の機
能についてはよくわかっていない。本研究の結果
から心臓発生初期の遺伝子破壊による表現型が
Dnmt1 や Brg1 のそれと酷似していることが明ら
かとなり、これら因子間の相互作用の存在が予想
され、今後細胞種特異的な解析を行っていく必要
があると考える。さらに、心不全患者におけるヒ
ストン修飾変化、特に H3K27 についての解析が
必要であり、次年度内に立ち上げを目指す。 
 
研究結果４について 
 本研究では心疾患の発症率における性差に着目

し、アンドロゲンに関与する Arip4 の役割につい

て解析を行った。Arip4 の局在解析の結果、Arip4
は心臓を構成する全ての細胞の核と心筋細胞のサ

ルコメア上に局在していることが明らかになった。

現在までに Hela 細胞と精巣において Arip4 が核

内に局在することが知られているが、心臓におけ

るサルコメアでの発現は新しい知見である。この

ことから心臓において Arip4 は、今まで知られて

いた転写制御因子としての機能だけでなく、別の

機能も担っていることが推察される。 
 心筋細胞特異的Arip4遺伝子破壊マウス(Arip 
flox/flox;Nkx2.5-Cre)を作成し、組織解析を行ったと

ころ、心室壁構造において心筋層が希薄化し、粗

肉柱を特徴とした先天性心疾患、心筋緻密化障害

と非常に酷似した表現型を示すことが明らかとな

った。心室壁の形成は胎生8.5日目頃の二層の心筋

層から始まり、続いて 内皮からのシグナルにより

心筋細胞が増殖することによって胎生10.5日目頃

から肉柱構造が形成され、その後、心臓の収縮力

が増してくる胎生13.5日目頃から心筋層の心筋細

胞が増殖し、胎生15.5日目頃から緻密化が進むこ

とが報告されている(図２５A)。分子学的には

Notch signalが肉柱形成に必要なNppa, Gja5, 
Bmp10などの遺伝子群、Tbx20, Hey2などの転写

因子をコードする遺伝子群を制御していること、

心臓転写因子Nkx2.5がNppaやBmp10を制御す

ることなどによって心室壁の形成に寄与している

ことが報告されている。また心臓の収縮力を増す

上でサルコメア構造の成熟は必要不可欠であり、



心筋緻密化障害患者からはサルコメア構造遺伝子

(Actc1, Tnnt2, Myh7)の遺伝子変異が報告されて

いる。以上の報告と本研究の結果から、心室壁発

生期においてArip4は核転写制御因子としての機

能とサルコメア因子と相互作用して心筋収縮を制

御する機能を持っているのではないかと考えられ

る（図２５B）。 

 
（図２５：心室壁発生と心室壁の心筋細胞におけ

るArip4の機能モデル図 
A. 心室壁発生期のモデル図。 
B. 今回得られた結果から推察される心室発生期

における心筋細胞での Arip4 の分子機能。心室壁

発生期の心筋細胞または未熟心筋細胞において

Arip4 は二つの機能を持つと考えられる。①Arip4
は核内転写制御因子としての機能を持つ、②

Arip4 はサルコメア収縮を制御する機能を担って

いるという可能性。） 
 
さらに、心筋緻密化障害は男性優位に発症する

先天性心疾患であるが、心室壁の形成メカニズム

において性ホルモン関連因子が関与している報告

はない。本研究の結果は、男性優位な心疾患のメ

カニズムを解明する手がかりとなることが期待で

きる。 
 
研究結果５について 
 本年度は検体を供与する共同研究者の選定と検

体の選別についての話し合いにとどまった。次年

度にプロファイルの作成を試みる。 

 

 

 

 

 

【Ｅ．結論】 
 現在、新生児における先天性心疾患や成人にお

ける後天性心疾患は高頻度で発症する重篤な疾患

であり、如何にして心機能を維持した状態で、機

能回復させるかは重要な課題である。今までのエ

ピゲノム研究はその多くが分子機構に重きが置か

れ、発生学とエピジェネティクスに着目した研究

は少なかった。しかし生命現象をエピジェネティ

クスな視点から探索することは、生命の不思議を

理解する上で必須であるのみならず、これら疾患

の一つの解決策として、大きな力を発揮すると考

えられる。心臓発生における新規エピジェネティ

ック制御機構の解明から、新しい生命の神秘が解

き明かされることは言うまでもなく、basic 
science と clinical research とを橋渡しする新た

なきっかけになることを信じてやまない。 
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