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本態性高血圧および心不全発症機構に関する包括的ゲノム解析
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自治医科大学医学部

〈研究の目的と進め方〉
本邦における代表的な生活習慣病である本態性高血圧

症は、遺伝的素因と環境因子が相互に作用しあって生じ、
しかも人種による影響なども存在する多因子疾患である
と予想されている。近年ゲノム解析の進歩に伴い、高血
圧モデルラットの一部における原因遺伝子の同定や、ヒ
ト検体を用いたsingle nucleotide polymorphism (SNP) 解
析による疾患関連遺伝子の候補などが報告されるように
なった。しかし高血圧原因候補遺伝子の解析は主に米国
において行われており、且つ解析集団のサイズもいまだ
小さいと言わざるを得ない。そのため、これまで同定さ
れてきたような高血圧関連遺伝子群が実際の本邦におけ
る本態性高血圧症の発症にどの程度関与しているかは未
だ全く不明のままである。

自治医科大学は、その卒業生が義務年限の期間を通し
て我が国の僻地医療および地域基幹病院での医療に従事
しており、又これら卒業生は本学を中心とした緊密なネ
ットワークで結ばれている。この様な本学のユニークな
特徴は、本態性高血圧症のような生活習慣病を我が国に
おいて大規模に解析するには極めて適した環境といえ、
全国より年齢、地域差、塩分摂取量などの異なる検体群
をシステマティックに収集かつ解析可能である。

そこで本研究計画においては高血圧およびその終焉像
の一種であるうっ血性心不全の原因遺伝子DNAチップ解
析を用いたin vitroの基礎研究によって同定を目指すと共
に、全国より収集したサンプルを用いた多型マーカー解
析による候補遺伝子の同定も同時に試みる。これら基礎
研究および臨床研究の両面で得られた候補遺伝子に関し
て、その発現量の変化およびSNPの有無を、独自に開発
したDNAチップを用いて日本全国より収集したヒト検体
を用いた大規模解析を行い、本邦における本態性高血圧
症の発症機構を解明することを目指す。

実際の解析プロジェクトとしては以下のような多面的
なアプローチを取った。（1）遺伝性食塩感受性動物であ
るDahlラットは、食塩の過剰摂取に伴い速やかに高血
圧・心肥大を発症し、まもなくうっ血性心不全となって
死へ至る。これら様々な病期におけるDahlラットの心筋
より抽出したRNAによるDNAマイクロアレイ解析を行
い、高血圧発症及び心不全への移行を規定する遺伝子を
同定する。（2）弁置換術の際に患者より得る心筋組織を
用いてDNAマイクロアレイ解析を行い、左室駆出率ある
いは心内圧と相関して発現する遺伝子群を同定する、（3）
自治医科大学の卒業生ネットワークを介して全国より本
態性高血圧と正常圧コントロールサンプルを収集し、高
血圧関連遺伝子多型を同定する。

〈研究開始時の研究計画〉
「in vitroにおいて心筋肥大および圧負荷に関与する遺

伝子の同定」
新生仔ラットより得た培養心筋に対して、心肥大シグ

ナルが惹起された場合の誘導遺伝子群を同定する。これ
までcardiotrophin-１ (CT-１)、endothelin-１ (ET-１)、
norepinephrinなど様々な細胞外刺激が心肥大シグナルを
惹起することが知られているが、これらが具体的にどの
様な遺伝子の発現誘導を介して心筋の肥大をコントロー
ルしているのか、またこれら心肥大シグナルはそれぞれ
異なった経路で心肥大を誘導しているのか否か殆ど知ら
れていない。我々は既にラット培養心筋をこれら細胞外
刺激で誘導した際にそれぞれ異なったサブセットの細胞
内転写因子が誘導されることをDNAチップ解析によって
明らかにしている。本実験はよりクローン数を増やした
DNAチップで解析を続ける一方、発現変化が明らかにな
った遺伝子群は後述のヒト検体解析においてその遺伝子
発現量などを検討する予定である。またラット培養心筋
および平滑筋細胞が物理的な伸展ストレスにさらされた
際に生じる遺伝子誘導(あるいは抑制)に関しても、同様
にDNAチップ解析を行うことにより明らかにする。

「ヒト心筋サンプルを用いた圧負荷に関与する遺伝子
の同定」

自治医科大学循環器内科において心臓手術を施行する
心疾患患者の右心耳および左心耳の一部を採取する。ま
た同様に真性大動脈瘤や解離性大動脈瘤の手術によって
得られた動脈硬化部位および辺縁の健常部よりRNAを抽
出し、同様にDNAチップ解析を行う。これらの実験を通
して、ヒト心筋において心臓カテーテル法によって計測
した圧負荷と連鎖して発現量が変化する遺伝子群の同定、
および実際の動脈硬化巣における遺伝子変化などもシス
テマティクに明らかにすることを目指す。

「遺伝的食塩感受性ラットを用いた心筋変性関連遺伝
子の同定」

遺伝的食塩感受性ラットであるDahlラットは食塩負荷
によって比較的短期間に高血圧および心不全をきたすた
め、本邦に多い食塩負荷型の高血圧発症の良いモデル動
物となる。このDahlラットにおける末梢血圧・心機能を
モニターしながら経時的に心筋細胞をサンプリングし、
その遺伝子発現プルファイルの変化を解析する。本法に
よって心筋細胞の肥大にin vivoにおいて関与する遺伝子
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群が明らかになると期待される。またその結果得られた
心不全関連遺伝子の実際の疾患発症機構における意義を
解明する目的で、これら候補遺伝子を心筋特異的に発現
する遺伝子改変Dahlラットを作製する。さらに候補遺伝
子産物のdominant negative変異体を発現するDahlラット
も同様に作製し、心機能に対する影響を検証する。

「自治医科大学卒業生ネットワークを利用した全国規
模での検体収集システムの確立」

自治医科大学は、厚生省の「手術等で摘出されたヒト
組織を用いた研究開発のあり方について」に関する答申
に基づいて制定されたヒューマンサイエンス振興財団バ
ンク事業の指定協力機関となっており、全国からヒト検
体を収集しストックする施設基盤はできている。本学に
おいて自治医科大学の卒業生ネットワークを通して、全
国より高血圧患者および正常圧コントロールの血液サン
プルを収集し、高血圧発症に寄与するSNPの同定を試み
る。また解析に用いる臨床検体の採取に際しては、厚生
省の指針に準拠する形で組織された自治医科大学の倫理
委員会の認証・監視の基で患者さんのinformed consent
を得た上で行う。

〈研究期間の成果〉
「in vitroにおいて心筋肥大および圧負荷に関与する遺

伝子の同定」
心筋細胞にはエンドセリン、エピネフリン、アンギオ

テンシンおよびカルジオトロフィンなど複数の肥大誘導
因子が働くが、これら液性因子がどの様な細胞内シグナ
ルを惹起するのかは明かにされていない。我々はラット
培養心筋細胞を用いてこれらの液性因子によってどの様
な細胞内系路が共通に、また各因子特異的に活性化され
るかをDNAチップによる解析で検討した。その結果カル
ジオトロフィンは他の三因子とは極めて異なるセットの
遺伝子発現を誘導することがわかり、また細胞死に関す
る制御もそれぞれの因子が特異的な系路を介しているこ
とが明らかになった。

「遺伝的食塩感受性ラットを用いた心筋変性関連遺伝
子の同定」

遺伝的に食塩感受性であるDahlラットは、高食塩含有
食摂取によって速やかに高血圧→心肥大→うっ血性心不
全へと移行する。我々はこれら各病期のDahlラット心室
筋よりRNAを抽出しDNAマイクロアレイを用いて解析す
ることで、「心肥大の発症」および「心肥大から心不全へ
の移行」にどの様な遺伝子発現の変化があるかを検討し
た。６週令のDahlラットに食塩負荷を開始したところ、
翌週には高血圧が発症し、11週令まで高血圧・心肥大が
進行した。しかし13週令の時点で心機能の低下、心拡大
が生じ、うっ血性心不全への移行が確認された。

食塩負荷プラス群とマイナスのコントロール群それぞ
れから、各週令のラット２匹より心筋を取り出し、DNA
マイクロアレイにて解析した。得られたデータのうち食
塩負荷早期に発現誘導が生じる遺伝子は心肥大発症に関
与すると予想され、また11週令から13週令の間に大きく
発現量が変化するものは心不全への移行に関与する遺伝
子群である可能性が高い。約8800種類のラット遺伝子を
配置したAffymetrix社のGeneChipを用いて発現解析を行
った結果、８週令の時点で食塩負荷群においてのみ発現
が誘導される遺伝子が計５個同定された。

さらに食塩負荷前から発現が活性化されているが心不
全発症期に低下する遺伝子としてアポトーシス制御転写
因子をコードするDBP遺伝子が同定された。
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DBP遺伝子の発現低下が心筋細胞のアポトーシスに関
与することを示す目的で、dominant negativeタイプDBP
を発現する組換えアデノウィルスを作成し、培養心筋細
胞に遺伝子導入したところ、速やかにアポトーシスが誘
導された。またこの変化は正常DBP発現アデノウィルス
感染によってはもたらされなかった。

「ヒト心筋サンプルを用いた圧負荷に関与する遺伝子
の同定」

自治医科大学において心臓弁置換術を施行する患者計
24例より、切除した心房筋の一部を研究目的に用いるこ
とに承諾を得、18例についてはGeneChipを用いた網羅的
遺伝子発現解析（12000種類以上のヒト遺伝子）が終了し
た。症例は正常洞調律及び心房細動症例がほぼ半数ずつ
含まれたが、まず両グループが遺伝子発現プロファイル
において異なった単位として存在するか否かを検証した。
調律依存性に発現量が変化する遺伝子を選出する目的で、
正常洞調律群と心房細動群とで平均値の差をt－検定で行
い、p値が0.01以下になる遺伝子セットを抽出した。さら
にこれら遺伝子の各群における発現量の平均値を起算し、
その群間での差が1以上になる遺伝子を選び出したところ
最終的に以下の遺伝子セットが同定された。

これら「心房細動依存性遺伝子」の発現パターンは高
いに独立なわけではなく、互いに関連した者も多い。そ
こでcorrespondence analysisを用いて、これら遺伝子発
現パターンの中から３種類の代表的仮想発現パターン、
すなわち「主成分」を抽出した。これら３種類の「主成
分」を軸とした仮想空間にサンプルを配置したところ、
興味深いことに正常洞調律群及び心房細動群は明らかに
異なったグループを形成して配置されることが判った。

両群が異なった疾患単位であることは、我々が新たに
開発した「weighted-distance method」法による「発現プ
ロファイルからの不整脈予測」が全例において成功した
ことからも明かであった。

心房筋の一部は多くの心臓手術の際に切除されるため、
心室筋に比べるとはるかに入手が容易である。心房筋を
解析することで心機能の長期変化を予測することが出来
れば臨床の面からも重要な情報を得ることが出来る。こ
れまで心房筋がどの程度心臓全体の機能にリンクしてい
るかは全く不明であった。そこで本プロジェクトの心房
筋検体を用いたDNAチップ解析を行った。得られた遺伝
子発現データより、心房細動の有無、心房への圧負荷、
心房への容量負荷、等様々な臨床的パラメーターにリン
クして発現量が変化する遺伝子セットの抽出に成功した。
さらに心房と心機能の直接的な連関を検証するために、
左室駆出率（ejection fraction: EF）の数値（％）に発現
量が相関する遺伝子をスクリーニングした。その結果計
４種類の遺伝子がP < 0.001で有意に連鎖している事が判
った。さらにこれら遺伝子の発現量を用いてEF値を予測
する回帰式を作成したところ、いずれの遺伝子について
も単変量の一次方程式によって精度良くEFを計算可能で
あった。この結果は心房筋（の遺伝子の一部）が心機能
全体の強い影響下にあることを示唆している。実際心房
筋検体をtraining setとtest setに分け前者のサンプルの
みでEF予測式を作成したところ、test setサンプルのEF
値を精度良く予測することができた。

心不全の進行にエピジェネティックな変化が重要な役
割を果たすことが知られている。特に染色体ヒストン蛋
白質のアセチル化レベル異常は心肥大・心不全の発症メ
カニズム自体に関与していることが発生工学を用いた実
験によって明らかにされてきた。しかしながら実際の心
不全発症の際に具体的にどのような遺伝子のヒストンア
セチル化レベルに異常が生じているのかは全く不明なま
まである。これまで任意のサンプル間でヒストンアセチ
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ル化レベルの違いをゲノムワイドにスクリーニングする
手法は存在しなかった。我々はこの目的のために新たな
解析技術「Differential Chromatin Scanning （DCS）
法」を開発した。DCS法は、修飾ヒストンに対する抗体
でクロマチン免疫沈降を行ったのち、得られたゲノム断
片間でsubtraction PCRを行う者で、任意のサンプル間
でクロマチン修飾レベルが異なるゲノム断片を簡便ニス
栗イーニング可能である。実際、DCS法の信頼性を検証
する目的で、心筋由来細胞株にヒストン脱アセチル化酵
素（HDAC）の阻害剤trichostatin A (TSA)を添加し、ヒ
ストンアセチル化レベルが変化する遺伝子をスクリーニ
ングした。DCS法で同定された288個のゲノムフラグメン
トの塩基配列を決定したところ、そのうち178クローンは
ゲノム上の遺伝子の５'領域にマップされることが判っ
た。ランダムに選んだ38クローンについてTSA刺激によ
るヒストンアセチル化の変化を測定したところ37クロー
ン（97％）において著明なアセチル化レベルの上昇が確
認された。以上よりDCS法を用いることで効率よく
HDACの標的遺伝子を同定することが示された。

得られたHDAC標的遺伝子のラット染色体上の位置を
下図に赤丸で示す。標的遺伝子はラット全染色体上に広
く分布しているが、いくつかの箇所においてはHDAC標
的遺伝子が密集して存在するホットスポットが存在する
ことが判る。これらの領域はHDACの協調的な制御を受
け、染色体構造自体の大きな変化が生じていることが予
想される。

「自治医科大学卒業生ネットワークを利用した全国規
模での検体収集システムの確立」

日本全国よりの大規模サンプル収集事業を拡充する目
的で、卒業生ネットワークによる研究拠点病院を全国に
100カ所設置し検体収集システムを構築した。臨床データ
を付した５万人のゲノムバンク完成を目指しており既に
3500例以上のサンプル収集に成功した。得られたゲノム
DNAを用いて17q領域の約15Mbpの範囲について高血圧
関連SNPsをスクリーニングし、複数個の有意な連関を示
すSNPsを同定した。また網羅的遺伝子発現解析および網
羅的エピジェネティクス解析によって得られた心機能関
連遺伝子についても同じバンクゲノムを用いてSNP解析
を実行中である。

〈国内外での成果の位置づけ〉
本解析により心房筋、心室筋の100例に及ぶ検体ストッ

クが成功し、しかもこれらを用いた遺伝子発現プロファ
イリングを行うことが出来た。臨床検体を用いた発現解
析はこれまでごく僅かな症例数の解析が報告されている
のみであり、未だなお我々の報告が世界最大のデータベ
ースである。

しかも我々の解析は、心房のパラメーターによって心
室の機能を直接予測した世界で最初の例である。又これ
らの解析は心房細動または心室機能に直接関係する遺伝
子の良い候補を同定したと言える。

またゲノムワイドにヒストンアセチル化のレベルを把
握する手法は世界的にも確立されておらず、我々のDCS
法が世界で初めてのこのようなアプローチとなった。本
解析法は心疾患だけでなく、今後様々な疾患の病態解析
に有効と思われる。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
臨床心筋検体の収集事業は症例数に限りがあり、特に

左室検体の収集は未だなお困難である。本来であれば正
常心機能を有する心筋検体を含め、多くの左室心筋を用
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いた遺伝子発現プロファイルイングの解析に興味が持た
れる。

〈今後の課題〉
１）DahlラットのDNAマイクロアレイ解析で同定された

DBP遺伝子が、実際の生体内における心不全発症へ
関与することをin vivoで検証する目的で、発生工学
的手法を用いて解析する。まず心筋特異的発現を示
すalpha myosin heavy chain遺伝子のエンハンサー・
プロモーターによって正常DBP遺伝子を発現する遺
伝子導入ユニットを作成し、これをDahlラットに導
入したトランスジェニックラットを作成する。本ラ
ットは高食塩負荷の有無に拘わらずDBP遺伝子の発
現が変化しないはずであり、心不全の発症が遅延す
ると期待される。一方同じalpha myosin heavy chain
遺伝子エンハンサー・プロモーターによって
dominant negative DBPを発現するユニットを正常ラ
ット（Dahlラットの親系であるSDラット）に導入し
たトランスジェニックラットを作成し、本ラットが
遺伝性に心不全となるかを検証する。

２）DCS法を用いてDahlラットの高血圧期、心不全期な
ど各病期の左室心筋検体を比較し、病期依存性にヒ
ストンアセチル化レベルが変化する遺伝子群を解明
する。これをさらに発展させ、ヒト臨床検体におけ
る解析も行う予定である。

〈研究期間の全成果公表リスト〉
１）論文
１）Ellmeier, W., Jung, S., Sunshine, M.J., Hatam, F., Xu,

Y., Baltimore, D., Mano, H. & Littman, D.R., Severe B
cell deficiency in mice lacking the Tec kinase family
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