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研究成果の概要（和文）：心房細動に対し弁膜症が合併した症例では外科治療の際にメイズ手術が併施される
が，メイズ手術後に洞調律維持症例と心房細動再発症例とでは左心耳における病理組織学的変化に有意差がある
と報告されてきた．この2グループの切除された左心耳におけるmicroRNA発現に違いがあるかを検討することを
目的として，まず左心耳のホルマリン固定パラフィンブロックからRNA抽出が可能であることを実証した上でRNA
の定量を行った．さらに， 7検体 （洞調律群4例心房細動群3例）の網羅的アレイ解析を行った．心房細動群に
おいてup-regulationしている変動遺伝子は， TNNC1・PDLIM5含め491遺伝子であった．

研究成果の概要（英文）：In case of valvular disease complicated for atrial fibrillation, maze 
procedure is performed at the time of surgery. However, some have maintained sinus rhythm and others
 have occurred recurrence of atrial fibrillation after maze operation. In histopathological changes 
in the left atrial appendage, it has been reported that there is a significant difference. For the 
purpose of examining microRNA expression, it was firstly demonstrated that RNA extraction was 
possible from formalin fixed paraffin block of the resected left atrial appendage. In addition, 
after RNA quantification, a comprehensive microarray analysis of seven specimens (four sinus rhythm 
group and three atrial fibrillation group) was performed. The up-regulated variable genes in the 
atrial fibrillation group were 491 genes including TNNC1 and PDLIM5.

研究分野： 心臓血管外科
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでにも心房細動に特徴的なmicroRNAの研究報告がみられるが，左心耳のホルマリン固定パラフィンブロッ
クからRNAが抽出可能であることが初めて示された．また，メイズ手術後に洞調律維持症例と心房細動再発症例
とでは左心耳における病理組織学的リモデリング変化に有意差があると報告されてきたが，これら2グループの
切除された左心耳においてRNA発現にupもしくはdown-regulationしている変動遺伝子があることが示された．今
後の検討により，メイズ手術後の心房細動再発のリスク因子となるmicroRNAの同定が期待される．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

2013 年には 4 人に 1 人が 65 歳以上という超高齢社会を迎えた我が国において QOL の維持

は重要な命題である．心原性脳梗塞を引き起こす心房細動は，持続性不整脈の中で最も頻

度が多く（持続性不整脈全体の約 2/3），高齢者になると心房細動の発症率が飛躍的に上昇

し，70 歳以上の約 5％，80 歳代にいたってはほぼ 9％に及ぶこと（Kannel, Am J 

Cardiol,1998; 82: 2N-9N）が報告されており，心房細動の予防・治療戦略の確立が急務と

なっている．心房細動は心房に負荷がかかる状態で発症しやすいと言われるが，負荷がな

くても発症するケースもみられ最近では遺伝的要因が指摘され，心房細動関連遺伝子の報

告がなされている（Ellinor, Nat Genet, 2012;44:670-5）．核内で合成された pre-miRNA

は細胞質へ輸送され約 22塩基の 1本鎖 RNA（microRNA）となり，目的とする mRNA の 3’-

非翻訳領域へ相補的に結合することで直接作用する．近年バイオマーカとして知られる

microRNA を用いた研究が盛んで，心房細動を regulate する microRNA の存在（Wang, 

Cardiovasc Res, 2011;89:710-21）も明らかとなっている．心房細動の要因は様々で，電

気的リモデリングや構造的リモデリング，カルシウムハンドリングなどそれぞれにトリガ

ーとなる microRNA が想定される（Kim, Transl Res, 2013;161:381-92）．これまではマウ

スやブタなど動物実験が主であり，ヒト組織では右心耳の切除標本を対象とした研究報告

がある（Nishi, PLoS One, 2013;8:e73397）．弁膜症の中でも僧帽弁疾患に心房細動の合

併が多く，カテーテルアブレーション治療も肺静脈隔離など左心房主体に行われる．左心

耳自体が心房細動の起点となる報告もある（Di Biase, Circulation, 2010;122:109- 18）．

最近では，左心耳への注目も集まり，両心房間の比較やミトコンドリア機能及び心房リモ

デリングに着目した研究が進んでいる（Slagsvold, Physiol Rep, 2014;2 pii:e12124）． 

２．研究の目的 

心房細動を合併した弁膜症患者の心臓手術では，心房細動手術（メイズ手術）が併施され

ることが多いが、この時血栓予防のために左心耳を切除する．この左心耳標本を利用して

バイオマーカとなりうる microRNA の発現を分析する．まず、保存されている左心耳ホルマ

リン固定パラフィン標本から質の高い RNA が抽出できるかを検証する．次に網羅的かつ定

量的発現プロファイル比較解析を行う．最後に，発現している microRNA と病理組織学的診

断による心房筋リモデリング変化（線維化・肥大・核不整など）との間に関連性があるか

検証する． 

３．研究の方法 

軸薗ら（研究分担者）が既に甲状腺癌を対象とした研究で確立している（Jikuzono, Int J 

Oncol, 2013; 42: 1858-68）ホルマリン固定パラフィンブロックからの microRNA を抽出す

る方法を術中に切除された左心耳標本に応用した． 

① 対象症例の抽出 

心房細動を合併した弁膜症手術を受けた患者群のち心房細動手術（メイズ手術）を併施し

た患者をリストアップする．これら対象の臨床情報を収集し，追跡調査で得られた心房細

動の再発の有無を踏まえて，洞調律維持（SR）群と心房細動（AF）再発群の 2群に分類す

る．  

② RNA 抽出の可否の検討および RNA 定量 

左心耳のホルマリン固定パラフィンブロックを用いた解析のための最適条件を設定し，リ

ストアップされたもののうち数例に対して予備実験を行う．10μｍに薄切した標本から

RNA 抽出キット NucleoSpin total RNA FFPE XS（タカラバイオ）を用いて RNA を抽出し，



吸光度測定を行った後に濃度調整し，PCR を行う．RNA が抽出可能であれば，対象 18 例の

ＲＮＡ定量を行う．左心耳のホルマリン固定パラフィンブロックから NucleoSpin total 

RNA FFPE（ＭＮ）を用いて RNA 抽出を行い，BioSpoec-nano（SHIMADZU）による吸光度を測

定し，次に QuantiFluor RNA System（Promga）にて RNA 量の定量を行う． 

③ 次世代アレイによる網羅的解析 

RNA の抽出量が一定以上確認された検体を用いて，全ての RNA 分子（トランスクリプト）

の発現変動について次世代アレイであるタカラバイオ社で Clariom D を用いて網羅的に解

析する．  

④ 心房筋リモデリング変化の病理組織学的検討 

斎藤ら（研究分担者）が以前報告している（Saito, Circ J, 2007; 71: 70-8）手法を用い

て病理組織学的診断による心房筋のリモデリング変化（cardiomyocytes, nuclei, 

intercellular fibrosis, fatty filtration, endocardial thickening, the volume of 

smooth muscle cells in the endocardium）のうち intercellular fibrosis に着目しスコ

ア化を行う． 

４．研究成果 

① 対象症例の抽出 

心房細動を合併した弁膜症手術を受けた患者群のち心房細動手術（メイズ手術）を併施し

た患者のうち長期遠隔期の追跡調査と病理検体が利用可能であった 18 例をリストアップ

した．これら対象の内訳は洞調律維持（SR）群 11例と心房細動（AF）再発群 7例．  

② RNA 抽出の可否の検討 

左心耳のホルマリン固定パラフィンブ

ロック（2例）の 10μｍに薄切した標本

から RNA 抽出キット NucleoSpin total 

RNA FFPE XS（タカラバイオ）  を用い

て RNA 抽出し，吸光度測定を行った後に

濃度調整し，PCR を行い比較的長い RNA

（18s）が検出されることを確認した．

DNA 等の混入もない状態であり，RNA の

収量および質は問題ないことを確認し

た．他の組織（甲状腺など）の RNA 抽出

と同一条件で行っても支障なく，またサ

ンプルの経年変化はないことも判明し

た． 

次に、対象 18 例の左心耳のホルマリン

固 定 パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク か ら

NucleoSpin total RNA FFPE（ＭＮ）を

用いて RNA 抽出を行い，BioSpoec-nano

（SHIMADZU）による吸光度を測定した後，

QuantiFluor RNA System（Promga）にて

RNA 量の定量を行った． 

180421QuantFluor 総 RNA 濃度(ug/uL) 

1 8.2 

2 31.63 

3 9.92 

4 5.39 

5 61.37 

6 27.29 

7 122.21 

8 12.03 

9 59.77 

10 61.74 

11 30.23 

12 71.58 

13 19.82 

14 7.55 

15 3.56 

16 37.35 

17 18.16 

18 4.24 



③ 次世代アレイによる網羅的解析 

RNA 抽出量が多かった 7検体（SR維持群 4例・AF再発群 3例）の全ての RNA 分子（トラン

スクリプト）の発現変動について，網羅的アレイ解析を実施した（タカラバイオ社 Clariom 

D）．AF 再発群において 2倍以上に up-regulation（p<0.05）している変動遺伝子は 491 遺

伝子であり，既知のものとして TNNC1・PDLIM5・TECRL が含まれていた．0.5 倍以下に

down-regulation（p<0.05）している変動遺伝子は 748 遺伝子であった．また，同定された

microRNA は（AF 再発群において 2 倍以上に up-regulation（p<0.05）している），

microRNA6776，microRNA4520-1，microRNA7973-2 であった． 

 

 

 

 

 

 

 

 

④ 心房筋リモデリング変化の病理組織学的検討とトランスクリプトとの関連 

斎藤ら（研究分担者）が以前報告している（Saito, Circ J, 2007; 71: 70-8）手法を用い

て病理組織学的診断による心房筋のリモデリング変化（cardiomyocytes, nuclei, 

intercellular fibrosis, fatty filtration, endocardial thickening, the volume of 

smooth muscle cells in the endocardium）のうち intercellular fibrosis に着目し，

fibrosis の占める割合を測定した（% fibrosis）． AF 再発群で fibrosis の割合が大きか

ったが，有意差には至らなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

トランスクリプトとの関連については，同定された TNNC1 は線維化変性をきたす心筋症と

の関連が指摘されており，PDLIM5 は心房細動において指摘されている microRNA21 のター

ゲットであり，TECRL は不整脈との関わりが示唆されている． 
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