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緒緒  言言  

 
高血圧や脂質異常症などの生活習慣病は動脈硬化を介して虚血性心疾患を発症させる。我々は虚血性心疾患を含んだ

17 万人以上のゲノム解析を実施して疾患関連遺伝子座を特定し、それらを用いた遺伝的リスクスコアによって虚血性

心疾患の発症や心血管疾患による死亡を予測できることを実証してきた［1］。実際に心筋梗塞を発症すると、病的な 

心臓リモデリングを経てその後に不整脈や心不全を生じ、命の危険にさらされる。しかしながら、心臓リモデリングは

時間的・空間的にダイナミックに生じるため、その分子機序の多くは明らかでない。その機序を明らかにして介入する

ことで、心筋梗塞後の予後を改善できる可能性がある。 
 

方方  法法  

 
我々は以前、世界で初めて心臓のシングルセルRNA-seq解析技術を確立して報告した［2］。本研究ではこの手法を

時間的・空間的に発展させ、マウスに心筋梗塞を施して1日後、7日後、14日後にランゲンドルフ灌流法によって心筋

細胞を単離し、その後に single nuclei isolation kit（NI-024、Invent Biotechnologies）にて核を抽出してからChromium
（10X Genomics）で single-nucleus RNA-seqライブラリを作製してNovaSeq6000（Illumina）にてシークエンスを

実施した。さらに心臓組織における空間的な細胞局在を保持したまま全遺伝子発現情報を取得する空間的トランスクリ

プトーム解析（Visium（10X Genomics））を実施した。また遺伝子機能解析のためには心筋特異的に遺伝子導入が可能

なAAV9に標的遺伝子を改変するベクターを導入してマウスに投与した。 
 

結結  果果  

  

11．． 心心筋筋梗梗塞塞ににおおけけるる心心筋筋細細胞胞のの ssiinnggllee--nnuucclleeuuss  RRNNAA--sseeqq解解析析  
心筋梗塞後（1日後、7日後、14日後）の梗塞部・遠隔部における心筋細胞の single-nucleus RNA-seq解析の結果、

心筋梗塞後の急性期に梗塞部で特徴的な遺伝子発現パターンを呈する細胞集団が出現することを発見した（図1a、b）。
その細胞集団は、Ankrd1（Ankyrin repeat domain 1）やCsrp3（Cysteine and glycine rich protein 3）といったメカ

ノセンシングに関わる遺伝子を高発現していた（図1c）。 
22．． 心心筋筋梗梗塞塞後後のの時時空空間間的的トトラランンススククリリププトトーームム解解析析  
続いて心筋梗塞後の心臓組織をVisium（10X Chromium）により空間的トランスクリプトーム解析した（図1a）。

その結果、梗塞領域・境界領域・遠隔領域といった各領域で時間的に特徴的な遺伝子発現変化をしていることがわかり、

シングルセルRNA-seq データと統合することで、同部位に存在する細胞がどういった種類の細胞かも理解できた。例

えば、梗塞領域に慢性期から出現するBlueのクラスターは線維芽細胞におけるコラーゲン関連遺伝子が特徴的であり、

梗塞境界部に急性期から出現する Red や Gray のクラスターは心筋細胞のメカノセンシング遺伝子が特徴的である。

後者については、先ほどの single-nucleus RNA-seq の結果を空間的に高い精度で検証できたことになる（図 2b、c）。 
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図1．心筋梗塞後の心筋細胞の時空間的な single-nucleus RNA-seq解析 
a） 心筋梗塞後（1日後・7日後・14日後）の心筋single-nucleus RNA-seqのUMAP図。 
b） 条件ごとの各クラスターの分布を示した棒グラフ。 
c） 各クラスターの特徴的遺伝子の発現プロファイルを示したバブルプロット。 

  

  
図2．心筋梗塞後の時空間的トランスクリプトーム解析 

a） 心筋梗塞後の空間的トランスクリプトーム解析。上段はH&E染色図、下段のspatial 
transcriptomeのクラスタリング図。ドットの円は梗塞領域を示している。 

b） 各クラスターの遺伝子発現プロファイル。 
c） 各クラスターにおける特徴的な遺伝子の同定。 

  
33．． 空空間間的的トトラランンススククリリププトトーームムののWWGGCCNNAA解解析析  
さらに全遺伝子発現情報を用いて WGCNA（重み付け遺伝子共発現ネットワーク解析）を実施したところ、空間的

遺伝子発現と関係する遺伝子モジュールを同定することができた（図3a）。中でも、RedやGrayのクラスターの中で

もDay1で特徴的に発現の高いモジュールM3は、梗塞後境界部で急性期に活性化していることがわかる（図3b）。そ

の M3 のネットワークを図示すると、Csrp3 などメカノセンシング関連遺伝子が中心的に位置していることがわかっ

た（図3c）。 
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図3．空間的トランスクリプトームのWGCNA解析 
a） 空間的トランスクリプトームのWGCNA解析。ヒートマップで各モジュールの発現

値を示している。 
b） 梗塞後境界部で急性期に活性化するモジュールM3の発現プロファイル。 
c） M3の遺伝子ネットワーク。中央にCsrp3 遺伝子がある。 

  
44．． 11分分子子RRNNAA  iinn  ssiittuu  hhyybbrriiddiizzaattiioonnにによよるるCCssrrpp33遺遺伝伝子子のの空空間間的的発発現現ププロロフファァイイルルのの確確認認  
さらにRNAscopeによる1分子RNA in situ hybridizationによって空間的なCsrp3遺伝子の発現をシングルセルレ

ベルで確認した。図4a～cに示すとおり、BZ（border zone）の心筋細胞で局所的にCsrp3遺伝子のmRNAを多く認

め、上記の空間的遺伝子発現解析の結果の妥当性を検証した。 

図4．1分子RNA in situ hybridizationによる空間的シングルセル遺伝子発現解析 
a） 心筋梗塞1日後の心臓組織切片。bの解析を実施した領域を示している。 
b） Csrp3 mRNAに特異的なプローブを用いた1分子RNA in situ hybridization解析。同時に

DAPI（核）・WGA（細胞膜）を染色して各心筋細胞を分離して解析している。 
c） 領域ごとの1細胞あたりのCsrp3のスポット数（mRNA分子の数）。t検定、P＜0.01。 

  
55．． 局局所所のの心心筋筋でで活活性性化化すするるCCssrrpp33遺遺伝伝子子のの心心機機能能おおよよびび遺遺伝伝子子発発現現にに与与ええるる影影響響  
さらに Csrp3 による空間的な遺伝子発現上昇が心臓リモデリングおよび空間的トランスクリプトームに与える影響

を確認するために、心筋細胞に特異的に遺伝子を導入できるAAV9にCsrp3 shRNAおよびCsrp3 遺伝子を導入した

ベクターを組み込んでそれぞれマウスに投与し、心筋梗塞を施した後の心臓機能評価および空間的トランスクリプトー

ム解析を実施した（図5a）。その結果、Csrp3 knockdown（KD）によって梗塞後の病的リモデリングは増悪してCsrp3 
overexpression（OE）によって改善した（図5b）。さらにCsrp3 KDで梗塞境界部に急性期に認められるM3 遺伝子

発現が消失してCsrp3 OE によって増強したことから、Csrp3 を介したメカノセンシング経路はM3 遺伝子発現を上

流から制御していることを見出した（図5c）。 
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図5．遺伝子改変によるCsrp3の心機能・空間的遺伝子発現に与える影響の解析 

a） コントロールベクター・shCsrp3・Csrp3 OE のベクターを搭載した AAV9 を打ち

込んでから心筋梗塞を施して心機能解析・空間的トランスクリプトーム解析。 
b） 心エコーによる心臓機能解析。二元配置分散分析のボンフェローニの多重比較検定

を実施し、*P＜0.05、**P＜0.01、***P＜0.005、****P＜0.001。 
c） 空間的トランスクリプトーム解析（ドットの円は梗塞巣を示している）。 

 
考考  察察  

 
我々は本研究において single-nucleus RNA-seq と空間的トランスクリプトーム解析を統合して硬塞境界部で急性期

に活性化するメカノセンシング遺伝子群を同定し、それが Csrp3 遺伝子によって制御された遺伝子プログラムである

ことを見出し、このプログラムが硬塞後の病的な心臓リモデリングを代償的に制御していることを解明した。Csrp3 遺
伝子は以前より心筋細胞に対する機械的刺激で発現増強することが報告されてきた［3］。ブタの心筋梗塞モデルにおい

て硬塞後の境界部において心筋に対する壁ストレスが増大することが知られており［4］、これが Csrp3 発現増強の原

因と示唆される。またCsrp3 遺伝子がコードするMuscle LIM protein（MLP）はZ discに局在して、T-cap（Telethonin）・
Ankrd1/PKCa、calcinurin、α-actinin などと相互作用しながらメカノセンサーとして機能することが知られている 

［5～8］。本研究では、心筋梗塞後の梗塞境界部に残存した心筋細胞において MLP を介したメカノセンシング経路が

働き、メカノセンシング遺伝子群の発現を増強してこの経路にポジティブフィードバックをかけることで、心筋梗塞後

の病的リモデリングの増悪を防ぐという代償機構が備わっていることを明らかにした。慢性心不全患者の心筋細胞で

Csrp3 遺伝子の発現が低いことが報告されており［9］、Csrp3 遺伝子による遺伝子治療が心筋梗塞だけでなく慢性心

不全に対しても有効である可能性がある。 
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