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研究成果の概要（和文）：我々は、ヒト持続性心房細動患者の心房筋でmicroRNA-30d(miR-30d)が過剰発現する
ことを発見しその発現は細胞内Ca2+過負荷により亢進されることを報告した。しかし、miR-30dの生体内におけ
る発現動態は明らかにされていない。そこで本研究では、心筋特異的miR-30d過剰発現ラット、並びに細胞内Ca2
+過負荷モデルラットを作成し心臓組織（心房・心室）と循環血中（血漿）のmiR-30d発現量を解析することで、
病態心におけるmiR-30dの発現増加メカニズムを明らかにすることを目的とした。

研究成果の概要（英文）：Our previous study has shown that microRNA-30d(miR-30d) is up-regulated in 
cardiomyocytes with persistent atrial fibrillation (AF), in response to cellular Ca2+-overload. 
However, mechanisms for miR-30d up-regulation in AF cardiomyocytes have not been elucidated. In this
 study, we investigated the mechanism how microRNA-30d (miR-30d) involved in the development of AF 
pathogenesis, we established a novel cardio-specific miR-30d overexpressed rat. MiR-30d 
overexpressed rats showed more vulnerable and short life span compared with wild type rats. The 
correlation of miR-30d expression between plasma and atrium was positively indicated in those rats. 
These data proposed circulating miRNA-30d as promise biomarkers and therapeutic targets in AF.

研究分野： 生理学

キーワード： microRNA　心房細動　イオンチャネル　ミトコンドリア　遺伝子改変ラット

  ２版

   8渡航期間： ヶ月

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでに、持続性AFの病態を的確に現わすモデル動物が存在しなかったため、新規の不整脈治療薬開発のため
の基盤研究の妨げとなってきたが、我々が樹立した心筋特異的miR-30d過剰発現ラットを用いて生理学的解析を
行うことで、AFの病因に関わる新たな因子の同定につながることが期待される。さらに、本研究で着目した
miR-30dがAFの病態を良好に反映するバイオマーカーとして、今後臨床応用できる可能性がある。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
(1) 心房細動（AF）の発症や持続は、イオンチャネル遺伝子の発現異常による心筋電気的リモ
デリングが重要な原因となる。しかし、その詳細な成立機序は解明されていない。申請者らは、
持続性 AF ヒト心房筋において microRNA-30d(miR-30d)が過剰発現することを発見した。こ
れまで、AF の治療には既存の抗不整脈が使用されてきたが、実際に電気的リモデリングが進
行した心臓に対してはこれらの有効性が低いことが問題視されてきた。我々が注目した
miR-30d は心房特異的 Kir3.1 チャネルの発現を制御することから、miR-30d をラットに投与
して心電図記録を行うことで、心室性不整脈を引き起こすことなく心房特異的に不応期を調節
できる核酸創薬として今後臨床応用できる可能性がある。本事業の先駆けとなるこれらの研究
成果をもとに、心筋細胞における miR-30d の機能的意義についてさらなる解析を行うために、
心筋特異的に miR-30d を過剰発現させた遺伝子改変ラットを作製し生理学的解析を行った。本
ラットを用いて生理学的解析を行うことで AF の病因に関わる因子の同定につながることが期
待される。 
(2) 心筋特異的 miR-30d 過剰発現ラットの作製・継代を行うと同時に、miR-30d が病態心筋に
おけるミトコンドリア機能に対してどのような作用を示すかについて、新たな細胞培養システ
ムを用いて評価する。我々は心房細動心筋における心筋細胞障害対策の鍵となるミトコンドリ
ア機能に着目し、培養細胞を用いた生体外における実験系で、ストレス環境下にある心筋細胞
のミトコンドリア機能を評価する系を作成する必要があると考えた。本研究では、心筋細胞の
ミトコンドリア機能評価の専門家である Drexel 大学の Harpreet Singh 博士と、心筋細胞を用
いたバイオエンジニアリングの専門家の Yasha Kresh 博士の下で実験技術を学び、当プロジェ
クトに必須の心筋細胞評価系の構築を行った。 
 
２．研究の目的 
(1) miR-30d の生理作用、及び、その生合成過程や過剰発現トランスジェニックラットの表現
系の解析などの未だ解明されていない miR-30d の基礎的問題を解決し、さらに miR-30d を核
酸治療薬、あるいは診断マーカーとして臨床応用へと展開するための研究基盤を確立すること
を本研究の目的とする。 
(2) ストレス環境下にある心筋細胞のミトコンドリア機能を生体外でより正確に評価する系を
作成し、心筋梗塞後の心筋細胞障害対策の鍵となるミトコンドリアにおける標的分子の探索を
行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 心筋特異的 miR-30d 過剰発現ラットの作製． 
 ユニーテック社に心筋特異的 miR-30d 過剰
発現ラットの作製を依頼し、心筋特異的遺伝
子 alpha-MHC のプロモーター（5.4kb）の下
流に miR-30d の前駆体を含む領域(682bp)を
連結したベクターを構築した（図 1）。次にベ
クターをラットの受精卵へ injection し得られ
た個体から尻尾を採集しゲノム DNA を抽出
後、genotyping を行い過剰発現の確認をした。
（図 2）Founder ラット（F0）獲得後 F1 ラッ
トの 3 系統の導入コピー数をサザンブロット
で確定し F1 ラット心臓において miR-30d が
発現していることを確認した。 
(2) 細胞内 Ca2+過負荷モデルラットの作製． 
雄性 Wistar 系ラット(300-350g)の腹腔内に
AngiotensinII (Ang II; 1.68 mg/kg/day)と 
Noradorenaline (NA; 5.4 mg/kg/day)を注入し
た浸透圧ポンプ(ALZET,2ML2)を植え込み、
二週間持続投与した。投与前、投与一週間後、
投与二週間後に tail-cuff 法により血圧測定を
行い、薬剤が有効濃度であることを確認した。
投与二週間後に、心エコー検査、採血を行い、
心臓組織（心房筋、心室筋）を採取した。 
(3) Ang II 急性投与実験． 
雄性 Wistar 系ラット（300-400g）に Ang II (2 
mg/kg/day) を腹腔内投与して 6 時間後に採
血・心臓組織（心房筋、心室筋）の採取を行った。 図 2. Genotyping の結果            
(4) 心臓組織における 30d の発現解析． 
採取した組織を液体窒素で凍結・粉砕し、TRIzol(Invitrogen)で Total RNA を抽出した。10ng の
Total RNA から TaqMan microRNA Reverse transcription Kit(ABI)により 30d と U6(internal control) 
の cDNA を合成した。TaqMan Universal Master Mix (ABI)を用いて microRNA 発現量を real-time 



PCR により定量した。 
 
(5) ラット血漿中における 30d 発現解析． 
EDTA 処理した血漿 250 l から microRNA Extractor SP kit (Wako) により small RNA 分画を抽出
した。血漿中の 30d 発現量は上述と同様の方法で定量した。 
(6) 初代培養ラット心筋細胞の単離と培養． 
Wistar 系ラット仔（day 0-1）の心室筋を摘出し、酵素法により心筋細胞を単離した。心筋細胞
の自動拍動を確認した後 Ang II (1 M)、NA（1 M）、及び BNP (1 M)を添加した培養液に交換
して一定時間（3, 6, 24 hr）培養し、Total RNA の抽出を行った。 
(7) 病態刺激後の心筋細胞における 30d の発現解析． 
QIAGEN 社の miRNeasyMini Kit を用いて心筋細胞から Total RNA を抽出した。病態刺激後の
心筋細胞における 30d 発現動態の解析は上記（4）と同様の方法で行った。 
(8) 心筋細胞における BNP mRNA 発現解析． 
上述の方法により抽出したTotal RNA 500 ngからRoche Transcriptor 1st strand cDNA Synthesis Kit
を用いて cDNA を合成した。BNP mRNA 発現量は SYBR Premix Ex Taq (TAKARA)を用いて
real-time PCR を行い定量した。 
(9) miR-30d の心筋細胞導入と電気生理学実験.   
異常発現する microRNA が心筋細胞の電気活動にどのような影響を及ぼすかを明らかにするた
めに、Anti-miR miRNA inhibitor（Ambion 社）を用いたノックダウン実験や Pre-miR-miRNA 
molecule (Ambion 社)を用いた発現誘導実験により機能解析する。HEK293 細胞、及びラット心
筋細胞に Lipofectamine を用いて microRNA を導入し、心筋細胞の興奮性を制御するかどうかを
パッチクランプ法（HEKA 社製パッチクランプワークステーション）により確認する。 
(10) miR-30d 発現と心房細動発生の因果関係を明らかにするため、ラット頸静脈から miR-30d
オリゴを injection し心電図を解析する。また、ラット作製のために構築した心筋特異的 miR-30d
過剰発現ベクターを大量精製し、ラットに injection して一過性のモデルを作製し心機能解析を
行う。（DREXEL 大学） 
(11) miR-30d 発現と心房細動発生の因果関係を明らかにするため、ラット頸静脈から miR-30d
オリゴを injection し心電図を解析する。また、ラット作製のために構築した心筋特異的 miR-30d
過剰発現ベクターを大量精製し、ラットに injection して一過性のモデルを作製し心機能解析を
行う。（DREXEL 大学） 
(12) 生体環境により近い環境下における心筋細胞機能評価系の構築 
miR-30d が障害を受けた心房筋のミトコンドリア機能を回復させるかについて、新しい細胞培
養システムを用いて評価する。（DREXEL 大学） 
 
４．研究成果 
(1) 初代培養ラット心筋細胞にMHC-30d vector
を transfection した際の miR-30d 発現量の確認実験． 
心筋特異的 miR-30d 過剰発現ラット構築のために
作成したプラスミドが、実際の細胞内で work す
るかどうかについて確認する実験を行った。初代
培養ラット心筋細胞に同プラスミドを遺伝子導入
すると、vector 濃度依存的に miR-30d 発現量が増
加することが確認できた。vector 濃度 2-5 g にな
ると死細胞が増えたため、1 g が適切な条件と考
えられた。 
MHC-30d vector 1 g を心筋細胞に transfection す
ることで miR-30d 発現量は 2 倍程度増加する結果
が再現された。また、miR-30d の Target gene の発
現の抑制も認められた（図 3）。 
(2) 正常ラットの頚静脈から注入し ex vivo で心電
図記録を行い不整脈の発生頻度を評価した。
miR-30d 過剰発現プラスミドを投与した群では投
与前後で心電図波形やパラメータに変化はなく不
整脈の発生は認められなかった。 
(3) 細胞内 Ca2+過負荷モデルラットを用いた検討． 
Ang II と NA の持続投与群では、投与後 1 週間か
ら収縮期血圧の有意な上昇が確認され、Ang II と NA の投与量が有効濃度であることを確認し
た。解剖時の心体重量比は Ang II 群で有意に増加し肥大を呈していることが判明した。持続的
に Ang II,NA を負荷したラットの心房筋では Ang II 群のみで 30d 発現量の有意な増加が認めら
れた。また、Ang II の急性投与では心房筋の 30d 発現量は増加傾向にあった。血漿 Ang II によ
り急性、及び持続投与では 30d の発現量を著しく増加させた。さらに、血漿中の 30d 発現量は
心房筋の発現量と正の相関を示した（図 4）。 
 



(4) AngII, NE 負荷実験（In vitro） 
心筋細胞の培養液中に Ang II を添加すると 30d
発現量は 3，6, 24 時間のすべての時間帯で有意
に増加した。また、同サンプルで Ang II 刺激 6
時間、24 時間で BNP 発現量が有意に増加する
ことを確認した。そこで、BNP が 30d 発現を増
加させるかどうかについて検討を行ったところ、
心筋細胞に BNP を作用させると、濃度依存的、
時間依存的に 30d 発現量が増加することが判明
した。このことから、Ang II 刺激(6, 24 h)による
30d 発現量の増加はBNP 産生を介する可能性が
示唆された。 
(5) ヒト心房筋における miR-30d 発現量解析． 
 マイクロアレイの結果を検証するために検体
数を増やしてmiR-30d 発現を real-time PCR法に
より解析した。その結果、miR-30d 発現量は AF
群で有意に増加することが確認された。さらに、
miR-30d の 標 的 遺 伝 子 で あ る CACNA1C 
(Cav1.2) mRNA と KCNJ3 (Kir3.1) mRNA 発現量
を調べた結果、正の相関関係が認められた。さ
らに、Kir3.1 タンパク発現量は AF 群で有意に
減少することが分かった。以上の結果から、持
続性 AF 心筋において、miR-30d が過剰発現することでアセチルコリン感受性 K+チャネル
（Kir3.1） 発現、電流（IK.ACh）が有意に抑制される可能性が示唆された。 
(6) miR-30d 過剰発現、及びノックダウン実験  
 心筋細胞における miR-30d の機能を調べた。初代培養ラット心筋細胞に miR-30d オリゴを導
入しターゲット遺伝子の発現変化を調べた。miR-30d の予想ターゲット遺伝子のひとつである
Cav1.2 mRNA 発現は、miR-30d を過剰発現させてもノックダウンしても変化せず miR-30d との
相互作用は認められなかった。一方、もう
ひとつの予想ターゲット遺伝子である
Kir3.1 は、 mRNA, タンパク発現共に
miR-30d のオリゴ濃度依存的に有意に抑制
され miR-30d と Kir3.1 の interaction が認め
られた。さらに、Anti-miR30d オリゴを用
いてノックダウン実験を行ったところ
KCNJ3 mRNA, 及びタンパク発現は有意に
増加した。以上の結果より、miR-30d は
Kir3.1 の発現を転写後レベルで制御するこ
とが確認された。また、Pre-miR-30d によ
り miR-30d を過剰発現させると、Kir3.1 の
機能としての IK.ACh 電流が減少することが
確認された(図 5)。多数例においても、IK.ACh
電流は内向き、外向きともに減少したことか
らこの電気生理学的変化はKir3.1 発現の減少
によるものだと考えられた。 
(7) 生体環境により近い環境下における心筋
細胞機能評価系の構築.  
心筋特異的 miR-30d 過剰発現ラットの作製に
際し、陽性個体の獲得には成功したもののラ
ットの継代に予想外に時間を要すること、ま
た実験に必要な数のラットの確保が難航していることから、in vitro による細胞機能評価系をよ
り強化するための新たな細胞培養モデルを用いた解析を行った。心房細動発症のメカニズムの
一端を解明するために、miR-30d が病態心筋のミトコンドリア機能に対してどのような作用を
示すかについて、DREXEL 大学において新たに開発された初代培養細胞を用いた評価系により
生体内の微細環境を模した心筋細胞培養システムを構築し、心房細動による酸化ストレスが心
房筋ミトコンドリア機能障害を引き起こすメカニズムの解明を試みた。心筋の生理学的硬度を
模したポリアクリルアミドゲル上で培養した心筋細胞は、酸化ストレスによる心筋ミトコンド
リア障害をより正確にとらえることができた。さらに細胞内過負荷（イオノフォア、タプシガ
ルギン）、AngII 並びに PKC 賦活剤などの刺激による心筋の自発的拍動の異常はゲル上の心筋
細胞でより顕著にみられたが、miR-30d を過剰発現させた細胞ではみられなかった。以上の結
果より、miR-30d は心筋細胞障害時に発現が亢進することで心筋保護作用を示す新たな分子で
ある可能性が示唆された。 
 

図 5. ラット心筋細胞におけるアセチルコリン感

受性 K+チャネル電流（IK.ACh）. 両群ともカルバ

コール（20 ）添加後の電流を示す。対照群；

negative control オリゴ導入（30 ）. 

miR-30d 過剰発現群；Pre-miR-30d 導入(30 M)

導入 



(8) ストレス環境下の心筋ミトコンドリア機能解析 
正常マウスから単離した心筋細胞を正常な心臓の硬度（15 kPa）を模したゲル上で培養すると、
酸化ストレス負荷により CLIC4 発現の増加、CLIC5 発現の低下、さらにミトコンドリア膜電位
の低下と細胞骨格構造の崩壊が顕著に認められた。一方、CLIC4KO マウスの心筋細胞では、高
グルコースによるミトコンドリア膜電位の低下や細胞骨格の崩壊は認められず、CLIC5 発現量
も減少しなかった。さらに、CLICK4KO マウスの心筋細胞では、高グルコースによる自動拍動の
低下は認められなかった。以上の結果から、我々はストレス環境下にある心筋細胞のミトコン
ドリア機能を生体外でより正確に評価する系の作成に成功し、糖尿病性心筋障害に対して保護
的に働く新たなミトコンドリア分子 CLIC4 を発見した。 
本研究から、Ang II は心房筋、血漿中の 30d 発現を増加させる因子であることがわかった。

30d 発現量増加の経路としては、RAS 活性化による急性作用と BNP の産生を介した亜急性・長期
作用のふたつの経路が存在することが初めてわかった。さらに、血圧増加という単独因子では
30d 発現は変化しないことも示された。また、Ang II 負荷ラットの血中 30d 発現量は心房筋に
おける発現量を反映することが、今回の研究で初めて明らかになった。このことから、先行研
究で発見したヒト心房細動心筋で過剰発現する 30d は、心房細動の発症予測や持続を反映する
バイオマーカーとして今後、有用となる可能性が示唆された。 
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