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研究成果の概要（和文）：BNPは心臓から分泌され、心保護作用を持つペプチドであるが、血中にはその前駆体
proBNPが存在し、その生理活性は極めて弱い。しかしながらこのproBNPの分泌機序については不明であった。本
研究では、心臓に豊富に存在するmicroRNAであるmiR-30がO型糖転移酵素GALNT1とGALNT2の遺伝子発現発現を抑
制的に制御することで、GALNT1及びGANT2によるproBNPの糖鎖修飾を調節調節することで糖鎖依存性のproBNPの
プロセシング・分泌を調節するというメカニズムが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：BNP is secreted from the heart and is a cardioprotective peptide, but its 
precursor proBNP is present in the blood and its biological activity is extremely weak compared to 
BNP. However, the secretion mechanism of this proBNP was unknown. In this study, we suggested that 
miR-30, a microRNA abundant in the heart, regulates the gene expression of the O-linked 
glycosyltransferases, GALNT1 and GALNT2, in a repressive manner, thereby regulating the 
glycosylation of proBNP by GALNT1 and GANT2, and that miR-30-GALNT pathway is involved in the 
glycosylation-dependent regulation of the processing and secretion of proBNP.

研究分野：分子心臓病額

キーワード： 糖鎖修飾　proBNP
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、低活性のproBNP分泌メカニズムの一端が明らかとなり、これらの分子メカニズムを修飾すること
で、心不全の新たな診断法や、活性の強いBNPの分泌が促進されるような新たな心不全治療の開発につながる可
能性が有る意義のある研究成果が得られたと考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 BNP は心不全のバイオマーカーとして診断、重症度判定、治療効果判定、予後予測などに使
用され、世界中の心不全のガイドラインにもその使用が推奨されているが、疾患や病態の鑑別
などの点を含め未だ不十分な点も多い。BNP は主に心室から分泌されるホルモンで、心筋への
種々のストレスに応じて、まずホルモン前駆体である proBNP が心筋細胞内で産生され、これが
細胞内でプロセシングされ活性型の BNP(1-32)が生成され血中に分泌されるが、proBNP も血中
に循環し、特に重症心不全でその血中濃度が上昇すること (Nishikimi T, Heart 2010)、従来
の BNP 測定法は proBNP にも交叉し血中 BNP 濃度の測定値は proBNP の血中濃度も含まれた値で
あること、proBNP の生理活性は BNP(1-32)に比して極めて弱いことなどが明らかとなってきて
おり、心不全において proBNP が相対的に増加することは、血中 BNP 値に見合わない、BNP 作用
不全を引き起こし、このことが心不全の病態形成に関与している可能性が考えられる。 
 proBNP から BNP へのプロセシング機序については、近年、proBNP の N末端に存在する７カ所
のＯ型糖鎖結合部位のうち T71 に結合する糖鎖がプロセシングを抑制することが心筋細胞以外
の細胞ですでに報告されていた（Semenov A, Clin Chem 2009）が、proBNP 糖鎖修飾の詳細な
機序、制御機構、糖鎖の実態については未だ不明であった。 
 申請者は proBNP について、心筋細胞において、proBNP 切断部位と糖鎖結合部位との距離が
プロセシング効率に関係すること（Nishikimi T, Nakagawa Y, AJP 2015）、T71 に加え T48 の
糖鎖もプロセシングの抑制に必須であること、O 型糖転移酵素の GALNT1,2 が proBNP への糖鎖
付加を介して BNP へのプロセシングに関与していることを明らかとしてきた。また申請者は、
心筋における GALNT1,2 の遺伝子発現調節機序について、心筋に豊富に存在する microRNA であ
る miR-30 の標的配列が GALNT1,2 の 3’UTR に種を越えて存在することを見いだし、miR-30 が
GALNT1,2 の発現を制御している可能性が考えられ、更には、この miR-30-GALNTs 経路により
proBNP の糖鎖修飾を介した proBNP プロセシング調節が行われている可能性も考えられる。 
２．研究の目的 
  本申請研究の目的は、心負荷や病的状態において、低活性型の proBNP 分泌が増加する機序
について、proBNP の糖鎖修飾調節及びそれを介したプロセシング調節の分子メカニズムの詳細、
特に miR-30-GALNT 経路が関与するかどうかについて、またその病態生理学的意義を明らかとす
ることで、新たな心疾患の診断法・治療法の開発の可能性を追求することである。 
３．研究の方法 
 GALNT1 及び 2の遺伝子発現調節への miR-30 が関与について、またこの miR-30-GALNT 経路に
よる糖鎖修飾制御が、病的心筋での proBNP のプロセシング・分泌調節に関与しているかどうか
について、以下の方法で検討した。 
1) 培養心筋細胞に対する肥大刺激や、種々の心不全モデル動物における GALNT1,2 発現を定量
的 RT-PCR 法、ウェスタンブロット法を用いて検討し、その発現調節機序を検討する。同時に
miR-30 family 発現について定量的 RT-PCR にて検討する。 
2) GALNT1 及び 2 に存在する miR-30 の認識部位に相同の配列を含む’非翻訳領域（3’-UTR）
を組み込んだレポーター遺伝子に対する miR-30 の作用についてレポーターアッセイにより検
討する。 
3) 新生仔ラット培養心筋細胞において、miR-30 の mimic や inhibitor による GALNT1 及び
GALNT2 の発現への影響について、real time RT-PCR や Western blot 法を用いて検討する。 
4) ヒト proBNP 遺伝子を導入した新生仔ラット培養心筋細胞において、miR-30 の mimic や
inhibitorを作用させ、培養上清におけるproBNP/BNP比（特異的proBNP測定法を使用）をproBNP
のプロセシング効率の指標として、これら microRNA の proBNP プロセシングへの作用を検討す
る。 
5)マウスに miR-30 の inhibitor を投与して心臓での GALNT1 及び GALNT2 発現を検討する。  
４．研究成果 
1)心筋細胞への肥大刺激で、GALNT1 及び GALNT2 の遺伝子発現は増加する傾向に有り、蛋白発
現は有意に増加した。また、このとき miR-30 の発現は有意に減少していた。また、心不全ラッ
トモデルにおいて、GALNT1 及び GALNT2 の蛋白発現は有意に亢進していた。 
2)GALNT1 及び 2の 3’-UTR を組み込んだコンストラクトにおいて、miR-30 の mimic は有意にル
シフェラーゼ活性を低下させ、また miR-30 認識部位に相同な配列に変異をいれた 3’-UTR を組
み込んだコンストラクトでは miR-30 によるルシフェラーゼ活性オン低下を認めなかった。この
ことから miR-30 が GALNT1 及び GALNT2 遺伝子の 3’-UTR を介して、両者の遺伝子発現を抑制的
に制御していることが示唆された。 
3)培養心筋細胞において、miR-30 の mimic を導入すると、GALNT1 及び GALNT2 の蛋白発現は有
意に減少し、一方 miR-30 の inhibitor を導入すると GALNT1 及び GALNT2 の蛋白発現は有意に増
加した。このことから、心筋細胞において miR-30 が GALNT1 及び GANLT2 の発現を確かに抑制的
に制御していることが示された。 



4)ヒト proBNP 遺伝子をレンチウィルスを用いて導入した心筋細胞に mir-30 の mimic を導入し
たところ、その倍養上清中の proBNP/BNP 比は、control の micro-RNA を導入した者に比べて有
意に低下し、miR-30 による GALNT1、及び GALNT2 の遺伝子発現抑制を介して proBNP の糖鎖修飾
が減少することで proBNP のプロセッシングが促進された可能性が考えられた。 
5)マウスに miR-30 の inhibitor を導入したところ、心臓において GALNT1 及び GALNT2 の発現が
有意に増加し、生体内においても miR-30 による GALNT1,2 遺伝子発現の制御が行われているこ
とが示唆された。 
以上のことより、miR-30 が GALNT1,2 の発現を抑制的に制御し、それによる proBNP の糖鎖修飾
調節を介して proBNP のプロセシング・分泌が調節され、これにより低活性型の proBNP 分泌が
制御されている可能性が示唆された。この成果は、これらの経路を標的とした新たな診断法、
治療法の開発につながりうるものと考える。 
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