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研究成果の概要：ラット心筋細胞にsiRNAを導入する実験は、In Vitro系はNucleofection法にて

、 In Vivo系はHVJ Envelope Vectorを用いて行い、Real Time PCR及びWestern Blotで成功した

ことを確認した。p38MAP kinaseをノックダウンすることにより、サイトカイン放出及び心筋収

縮力が低下することは、In Vitroの実験では確認した。In Vivo系において、心筋梗塞の減少効

果については、今後実験結果を確認する予定である。 
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１．研究開始当初の背景 

心臓血管手術に於いては虚血再還流障害等が原因で、高

サイトカイン血症によりSIRSに陥る危険性が知られてい

る。従って適度な炎症性サイトカイン産生抑制は患者に

利益をもたらす可能性がある。1970年代より人工心肺手

術に於いてステロイドのパルス療法が支持されてきた。

確かにステロイド投与は炎症性サイトカイン産生を抑制

し周術期の炎症反応を抑制するが、免疫力低下による術

後感染症の増加、高血糖などの弊害が問題となる(文献

１)。しかし最近の論文によるとステロイドの副作用を押

さえた少量（ストレス用量）投与により、重症心臓手術

からの回復が促進されたことが報告された（文献２）。 



これらの文献を基に、申請者らは心臓血管外科予定手術

患者を対象にした臨床研究を行い、ストレス用量のHydr

ocortisone(ステロイド, 4-5mg/kg)を投与することによ

り(n=50)、周術期の血漿中及び肺胞上皮被覆液中のIL6, 

IL8, CD40, MMP９産生の抑制,IL10濃度の上昇と共に、血

漿中Heart Fatty Acid BindingProtein (H-FABP), NT-pr

oBNP, Troponin I 濃度の低下を認めた(図参照)。更に術

前よりのSivelestat(好中球エラスターゼインヒビター)

投与に於いても血漿H-FABP, Troponin I濃度の上昇抑制

が見られることから(n=20)、白血球の活性化が抑制され

る事も心筋保護に作用している事が示唆された。(図参

照)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

また

ては

デノ

こと

ルにおいて梗塞巣の減少を見た。従って血漿中IL10上昇

が心筋保護に作用していることが示唆された。ステロイ

ドやIL10がどのような経路でサイトカイン産生を修飾す

るのか、異論もあるが一般的には核内因子群が関与して

いる事が知られている（文献３）。 また、心筋細胞にお

いてNFκBの核内移行により種々 の遺伝子の転写活性が

促進されることにより心筋細胞障害が起きるという報告

（文献４）がある一方、心筋保護に働いているとの報告

もある（文献５）。 
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3. Glucocorticoids: effects on gene tra

nscription. Adcock IM, et al. Proc Am T
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ウイルスベクター (Ad-IL10)を尾静脈より注入する

により、冠状動脈前下行枝結紮による心筋梗塞モデ

 et al. Cardiovasc Res;63:51-9, 2004 
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２．研究の目的 

(１)．ラット心筋細胞の単独培養及びラット白血球との

共培養実験にて、核内因子をターゲットとしたsiRNAをN

ucleofection法により遺伝子ノックダウンし、核内因子



の移動を修飾する事で虚血再還流によるラット心筋細胞

障害の変化を観察する。 

(２)．ラット心臓冠状動脈前下行枝結紮再還流モデル

において、核内因子をターゲットとしたsiRNAをHVJ Enve

lope Vector等を用いて、Ｖｉｖｏに導入することで予め

遺伝子ノックダウンする事により、心筋梗塞巣の広がり、

心筋障害等の変化を観察する。 

 

３．研究の方法 

(1).ラット心筋細胞及び多核白血球にsiRNA

を導入する実験 (In Vitro系)

(ラット心筋細胞及び多核白血球の単離) 

心筋細胞の単離は、過去の文献(Sadoshima J,

 et al. JBC;267:10551-60,1992)の通りに

行う。ラット多核白血球の単離は、比重遠心

法(Histopaque-1119,-1083, Sigma)にて行

う。いずれの細胞も単離後、DMEM培養液で培

養する。 

(siRNAの作成) 

NF-κB p50, p65,IκBα Kinase,p38 MAP K

inase, Akt KinaseをターゲットにしたsiRN

A塩基配列作成は、siRNA合成を外注するか、

独自にWhitehead siRNA prediction progra

mを用いて塩基配列を決める。例えば、anti-

p50 siRNAの場合は、5’-AGU CCA GGA UUA U

AG CCC CdTdTとなる。 

(Nucleofection法によるsiRNA導入、及び遺

伝子発現抑制効果の確認) 

ラット心筋細胞又は、多核白血球を、Nucleo

fector Solution内に2-5x1066cells/100μlに

播種しsiRNA 1.5μgを添付後、Amaxa siRNA 

Nucleofection Program（Amaxa、現有設備）

に従いsiRNAの導入を行う。24-72時間CO2イ

ンキュベーターにて培養後に細胞回収しノ

ックダウンの効果を、リアルタイムPCR(7300

 Applied Biosystems、現有設備)によりmRNA

レベルにおいて定量評価、蛍光顕微鏡にて蛋

白レベルの細胞内局在半定量評価、さらにDN

A-binding ELISA(Active Motif社等)により

蛋白レベルにおいて細胞質及び核内のNF-κ

B等を定量評価することで、最終的にNF-κB、

又はMAP Kinase等の核内因子がNegative Co

ntrolと比べ変化していることを確認する。 

(2).ラット心筋細胞単培養、及び多核白血球

共培養による虚血再還流後心筋細胞障害の

評価 (In Vitro系) 

Anaeropack(三菱ガス化学)を用いて大きな

装置を使わずに <1%O2,5%CO2/95%N2環境下

に24時間、以下の4グループの細胞を培養後、

95%Air/5%CO2インキュベーターで6時間培養

することで心筋虚血再還流モデルをIn Vitr

oで実現する。 

①siRNA導入済みラット心筋細胞単独培養, 

②ラット心筋細胞単独培養 

③ラット心筋細胞＋siRNA導入済みラット多

核白血球による共培養 

④ラット心筋細胞＋ラット多核白血球によ

る共培養においてMyocyte Contractility S

ystem(Ion Optix Corp.)にて、1ml/minのTyr

ode Bufferで還流した1Hz刺激下の培養心筋

細胞の収縮力をSoft Edge Software(Ion Op

tix Corp.)にて定量し、心筋細胞障害を検討

する（Circ Res;95(7):700-7, 2004）。 

同時にFura-2 AM(0.5・・)で心筋細胞をラ

ベルし、心筋細胞のカルシウムの動きを蛍光

強度（Ratio 340nm/380nm）で同時測定する。 

また、培養液中のMCP-1, IL1-beta, TNF-・,

 Troponin I, Fatty Acid Binding Protein

濃度を、ELISA法にて定量し心筋障害を評価

する。 

(3). siRNA発現Vectorのラットへの遺伝子導

入による心筋虚血障害治療への応用 (In Vi

vo系) ラットは週齢8-10week（250-300g）の

Sprague-Dawley Ratを用いる。 

(siRNA発現Vectorの作製) 

Vitroの実験系において心筋細胞障害に抑制

効果のあった遺伝子をターゲットにしたsiR

NA発現ベクターを作成する。 



(siRNA発現プラスミドDNAのマウスへの投与) 

HVJ Envelope Vectorを用いる場合は懸濁液

を1-2AU、ラット尾静脈より全身投与する。

全身投与にて、心筋細胞に遺伝子発現抑制効

果が見られない場合は、虚血予想領域の局所

注入を試みる。また、多核白血球をノックダ

ウンする場合は、Ex Vivoにて、Nucleofecti

on法で予め遺伝子抑制した多核白血球を、白

血球抗体投与により多核白血球成分が殆ど

無くなる様に前処理したラットの尾静脈よ

り全身注入する。 

(RNAi効果の評価) Vector投与48-72時間後

にラット心筋及び血液を採取し、目的の遺伝

子の発現が抑制されている事をリアルタイ

ムPCRによりmRNAレベルにて、蛍光顕微鏡又

はDNA-binding ELISA(Active Motif社)等に

より蛋白レベルにて発現が抑制されている

事を確認する。 

(心筋梗塞の作成)Vector投与48-72時間後に

気管内挿管下人工呼吸下ラットの第４肋間

より開胸し、心外膜を剥離し冠状動脈前下行

枝に30分間の間、結紮を行う。 

(心筋梗塞巣の定量化) 24時間後に前下行枝

を再度結紮し、尾静脈より2%Evans Blue注入

により、Non-ischemic ZoneとIschemic Zone

を鑑別する。その後心臓を垂直方向に４分割

し,2%Triphenyl Tetrazolium Chloride(TT

C)染色する事で、Ischemic ZoneをViable Ar

eaとNecrotic Areaに鑑別する。それぞれの

スライスを写真に取りコンピューターソフ

トで心筋梗塞巣を定量解析する。 

(心筋組織血管周囲の多核白血球の浸潤の評

価、及び免疫組織染色による評価) 

心筋組織切片をGill No.3 H & E染色にて5

視野における多核白血球数を定量評価、心筋

組織内血管周囲のP-selectin, ICAM-1免疫

組織化学染色による半定量評価を行う。 

(血中サイトカイン濃度等の評価) 

血漿を採取し、血漿中IL6, IL8, IL10, CD40,

 MMP9, Fatty Acid Binding Protein, Trop

onin I, NT-proBNP濃度をELISA法にて測定

し、心筋障害の程度と炎症性サイトカインの

濃度を定量化する。 

 

４．研究成果 

ラット心筋細胞及び多核白血球にsiRNAを導

入する実験 (In Vitro系)   

(ラット心筋細胞及び多核白血球の単離) 

心筋細胞の単離は、過去の文献(Sadoshima J,

 et al. JBC,1992)の通り、ラット多核白血

球の単離は比重遠心(Histopaque-1119,-108

3)にて行った。 

(siRNAの作成)NF-κB p50, p65,IκBα Kin

ase,p38 MAP Kinase, Akt Kinaseをターゲ

ットにしたsiRNA塩基配列作成した。  

(Nucleofection法によるsiRNA導入、及び遺

伝子発現抑制効果の確認)ラット心筋細胞又

は、多核白血球を、Nucleofector Solution

内に2-5x106cells/100μlに播種しsiRNA 1.

5μgを添付後、Amaxa siRNA Nucleofection 

Program に従いsiRNAの導入を行った。24-72

時間CO2インキュベーターにて培養後に細胞

回収しノックダウンの効果を確認した。 

ラット心筋細胞単培養、及び多核白血球共培

養による虚血再還流後心筋細胞障害の評価 

(In Vitro系) Anaeropack(三菱ガス化学)

を用いて、1%O2,5%CO2/95%N2環境下に24時間、

細胞を培養後、95%Air/5%CO2インキュベータ

ーで6時間培養することで心筋虚血再還流モ

デルをIn Vitroで行い、NF-κB p50, p38 MA

P Kinaseノックダウン群において、IL6, IL8,

 TNF alpha放出の抑制をみた。  

siRNA発現Vectorのラットへの遺伝子導入に

よる心筋虚血障害治療への応用 (In Vivo

系)  ラットは週齢8-10week（250-300g）の

Sprague-Dawley Ratを用いた。 

(siRNA発現Vectorの作製) 

Vitroの実験系において心筋細胞障害に抑制



効果のあったp38 MAP Kinase遺伝子をター

ゲットにしたsiRNA発現ベクターを作成した。 

(siRNA発現プラスミドDNAのマウスへの投与) 

HVJ Envelope Vectorを用いる場合は懸濁液

を1-2AU、ラット尾静脈より全身投与および、

虚血予想領域の局所注入を試みた。また、多

核白血球をノックダウンする場合は、Ex Viv

oにて、Nucleofection法で予め遺伝子抑制し

た多核白血球を、白血球抗体投与により多核

白血球成分が殆ど無くなる様に前処理した

ラットの尾静脈より全身注入した。 

(RNAi効果の評価) Vector投与48-72時間後

にラット心筋及び血液を採取し、目的の遺伝

子の発現が抑制されている事をリアルタイ

ムPCRによりmRNAレベルにて、蛍光顕微鏡又

はDNA-binding ELISA(Active Motif社)等に

より蛋白レベルにて発現が抑制されている

事を確認した。 
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