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研究成果の概要（和文）：心臓血管外科手術時の心臓の低酸素・虚血灌流障害を再現するため、In vitroにおけ
る低酸素障害再現モデルを確立した。この低酸素障害再現モデルを用いて、ヒトiPS細胞由来心筋細胞に対する
虚血再灌流培養実験を行い、心筋アポトーシスを誘発すると報告されている転写因子であるEgr-1の高発現とア
ポトーシスの誘導をシグナル定量法、免疫染色、RNAシーケンス解析などにより確認した。次にErg-1に対する
RNA干渉によるアポトーシス抑制を確認し、さらにEgr-1に相補的配列を有するmiRNA-124-3pを用いて、ヒトiPS
細胞由来心筋細胞の虚血再灌流に伴うアポトーシスを抑制しうることを示した。

研究成果の概要（英文）：To reproduce the hypoxic/ischemic perfusion injury of the heart during 
cardiovascular surgery, we established an in vitro hypoxic injury reproduction model. Using this 
model, we performed ischemia-reperfusion culture experiments on human iPS cell-derived 
cardiomyocytes and confirmed high expression of Egr-1, a transcription factor reported to induce 
myocardial apoptosis, and induction of apoptosis by signal quantification, immunostaining, and 
RNA-sequencing analysis. Next, we confirmed the inhibition of apoptosis by RNA interference with 
Erg-1, and further demonstrated that miRNA-124-3p with complementary sequences to Egr-1 could 
inhibit apoptosis associated with ischemia-reperfusion in human iPS cell-derived cardiomyocytes.

研究分野：心臓血管外科学

キーワード： マイクロRNA　ドラッグデリバリーシステム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、マイクロRNA（miRNA）が多くの生物学的プロセスにおいて重要な役割を果たし、様々な疾患の発症、病態
進行にも深く関与していることが明らかとなってきた。心臓血管外科領域においてmiRNAをターゲットにした治
療的介入を実現するためには、疾患モデルを用いた有効性および安全性の検証が必要である。我々は本研究にお
いて、In vitro心血管疾患モデルを用いて、miRNAの効率的導入による新たな治療法開発における技術的基盤と
なる知見を得ることができた。この結果は今後の動物心疾患モデルにおけるアポトーシス抑制の実証を経て、心
臓血管外科領域の虚血再灌流障害抑制に寄与する基礎的知見となりうる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 

心臓病は本邦における死因の第二位であり、その克服に対する社会的重要性は高い。近年、マイ
クロ RNA(miRNA;miR)と呼ばれる、蛋白質の合成には直接関与しない微小なノンコーディング
RNA が多くの生物学的プロセスにおいて重要な役割を果たしていることが明らかになってきて
いる。ひとつの miRNA は，複数のメッセンジャーRNA をその管轄下に置き，それらの遺伝子
翻訳を調整する。また逆に，ひとつのメッセンジャーRNA は，多種類の miRNA によって発現
抑制を受けており，蛋白質の生成作用が制御される。この制御メカニズムにより、miRNA は心
血管疾患を含めた様々な疾患の発症および病態進行に関与している。我々はこれまで、プラスミ
ドベクターを用いたエレクトロポレーション法により、血行再建術用静脈グラフトへ miR-145

を導入することにより、血管平滑筋の表現型を増殖型から分化型に変化させ、グラフトの中膜増
殖を抑制させることを、ウサギ頚静脈グラフトの同側頚動脈移植モデルにより示した（Ohnaka, 

J Thorac Cardiovasc Surg 2014）。このように心臓血管外科領域においても、このような miRNA

の発現調節による次世代の治療介入が可能であると考えられる。 

この治療方法の実現に向けた最大の障壁は、効率的かつ安全なドラッグデリバリーシステム
（DDS）の構築である。miRNA は生体内において不安定であるため、治療標的組織に効率良く
miRNA を導入し、十分な期間持続的に作用させうるシステムの確立が不可欠である。この解決
のため、我々は miRNA の効率的な標的組織への導入法を研究してきた。我々は最近、ポリ乳酸
グリコール酸共重合体 (PLGA) ナノ粒子 (NPs) を用いて静脈グラフトに miR-145 を導入する
方法により、効率的かつ長期に静脈グラフトの内膜肥厚を抑制しうることを、上述のウサギモデ
ルにより示した（Nishio, J Thorac Cardiovasc Surg 2019）。この方法は miR-145 溶液に一定時
間グラフトを含侵させるだけで十分な導入が得られるため、前述のエレクトロポレーション法
に比べ簡便であり、手術中に容易に使用しうる。また、微生物ベクターを必要としないため、よ
り安全に臨床応用しうると考えられた。さらに我々は、血管内皮細胞増殖因子の内在性抑制因子
である Sprouty related EVH1 domain containing protein 1 (SPRED1) を抑制することによっ
て血管新生を促進することが報告されている miR-126 を用いた研究を行った。Mi-R126 含有
PLGA-NPs のマウス下肢虚血モデルへの注入により下肢血流が回復することを、レーザードッ
プラー灌流測定法等により示した（Tsumaru, J Vasc Surg 2018）。これらの DDS の応用による
miRNA 導入法は心臓血管外科における有用な治療手段となりうる。 

 

２．研究の目的 

 

本研究の目的は、これまでに我々が開発してきたmiRNAのドラッグデリバリーシステム（DDS）
を用いて、miRNA の心臓血管外科領域における有効性および安全性を検証することにある。 

 

３．研究の方法 

 
① ラットおよびミニブタ心血管疾患モデルの確立 

確立した DDS を用いた miRNA 導入における心臓血管外科手術時の心筋に対する虚血再灌
流障害の抑制効果を実証するため、これまで我々が有しているラットおよびミニブタ心
血管疾患モデルをさらに改良して、虚血再灌流を動物において再現しうるモデルを確立
する。S-D ラットおよびゲッチンゲンなどの汎用されるミニブタに対して全身麻酔を行
い、左側開胸により左前下行枝を同定する。冠動脈虚血はこれまでの我々の研究をもと
に（Ishigami, PLoS One 2018）、アメロイドコンストリクター・直接冠動脈結紮により
導入する。 

② ヒト iPS細胞由来心筋細胞を用いた in vitro虚血再灌流障害モデルの確立および DDSによ
る miRNA 投与を介した細胞障害抑制効果の検討 

心臓血管外科臨床における DDS による miRNA 投与を介した治療効果を検討するため、ヒ
ト iPS 細胞由来心筋細胞を用いた in vitro での虚血再灌流障害モデルを確立し、そのモ
デルに対する相補的 miRNA 投与による虚血再灌流障害に伴う細胞死の抑制効果を検討す
る（下図）。 



(ア) 低酸素チャンバーを用いて低酸素培養を行い、その後正常酸素に戻すことにより、虚
血再灌流障害状態を作成する。その際のアポトーシスについて評価し、最適条件を同
定する。 

(イ) 上記の虚血再灌流障害モデルにおける RNA シーケンス解析などの生化学的解析を実施
し、虚血再灌流障害を介した細胞死において関与する増悪因子を同定する。 

(ウ) その同定された増悪因子に対する RNA 干渉実験を実施することで、増悪因子の病態へ
の関与を実証する。 

(エ) 同定された増悪因子のメッセンジャーRNA に相補的な配列を有する miRNA を
TargetScan database により同定し、DDS を用いた miRNA 投与による虚血再灌流障害を
介した細胞死の抑制効果を免疫染色・定量 PCR・ウエスタンブロッティング等により
確認する。 

 
４．研究成果 
 
① ラットおよびミニブタ心血管疾患モデルの確立 

ラットおよびブタにおいて、左前下行枝のスネアによる一過性虚血導入により、虚血再灌流モ
デルを作製することが出来た。特にミニブタにおいて再灌流時の不整脈の発生がみられたが、
直流除細動により対応することができた。結果的に十分な生存率において、十分な心機能低下
を示すモデルを確立した。 

② ヒト iPS細胞由来心筋細胞を用いた in vitro虚血再灌流障害モデルの確立および DDSによ
る miRNA 投与を介した細胞障害抑制効果の検討 

低酸素チャンバーを用いた低酸素培養ののちの正常酸素条件培養の条件を検討した結果、6 時
間の虚血ののちの 1 時間の再灌流条件が最もアポトーシスを誘導する条件であることを同定
した。その際のアポトーシスマーカーである cleaved Caspase-3 免疫染色により、有意にアポ
トーシスを誘導できたことを確認した（下図）。 

 
この虚血再灌流障害モデルにおける RNA シーケンス解析
などの生化学的解析を実施し、Early growth response-
1(EGR1)が虚血再灌流障害を介した細胞死において主に
関与する増悪因子であることを見出した（右図）。 
この EGR1 に対する small interfering RNA を用いた RNA
干渉実験を実施し、EGR1 の発現抑制により虚血再灌流障
害児のアポトーシスが抑制されることを示した。これに
より EGR1がアポトーシス誘導メカニズムに関与している
ことが示された。 
TargetScan database による解析の結果、miR-124-3p が
ヒト EGR1 のメッセンジャーRNA に相補的な配列を有する
ことが確認できた。リポフェクションによる DDS を用い
て、虚血再灌流障害状態のヒト iPS 細胞由来心筋細胞に
対する miR-124-3p を導入することにより、アポトーシス
を介した細胞障害が抑制されることが確認された。さら
に、miR-124-3p の導入により EGR1 の発現が抑制されるこ
とも示された（下図）。これらの結果は、miRNA によるヒ
ト心筋細胞における虚血再灌流障害抑制を、適切な DDSの
選択により実施しうることを示しており、今後の動物心
疾患モデルにおけるアポトーシス抑制の実証を経て、心
臓血管外科領域の虚血再灌流障害抑制に寄与する基礎的
知見となりうる。 
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