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研究成果の概要（和文）：本研究は心肥大・心不全に関与する非コーディングRNAの一つであるlincRNAに着目した研究
である。我々は網羅的解析により、心肥大・心不全マウスモデルにおいて有意に上昇するlincRNAを３つ同定しており
、本研究で詳細に機能を検討した。まず、３つのlincRNAを心筋細胞に過剰発現すると肥大が誘導された。また２つの
過剰発現では肥大マーカーの有意な上昇も認めた。一方１つのlincRNAとmicroRNAとの結合を評価したところ、肥大を
抑制するmicroRNAと結合することを見いだし、またサイクリン蛋白の有意な上昇を認めた。本研究で、lincRNAが心肥
大に関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we focused on the lincRNAs, a non-coding RNA, which may be i
nvolved in cardiac hypertrophy. We screened lincRNAs which were upregulated in mouse heart subjected to tr
ansverse aortic constriction, and identified three lincRNAs. In the present study, we tried to clarify the
 functions of the lincRNAs. Firstly, we overexpressed the lincRNAs in neonatal mouse cardiomyocytes, and f
ound that cardiomyocyte hypertrophy was induced. Also, we demonstrated that ANP and BNP, markers of cardia
c hypertrophy, were significantly increased when the two lincRNAs were overexpressed. Furthermore, we soug
ht to evaluate whether a lincRNA bound to microRNAs. We found that lincRNA could bind to some microRNAs th
at play inhibitory role to hypertrophy. Finally, we revealed that protein level of cyclin was significantl
y increased in neonatal cardiomyocytes overexpressed the lincRNA. These results indicate that lincRNAs may
 be involved in cardiac hypertrophy. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）心疾患は現在の日本の死亡原因では、
悪性新生物に次いで第２位であり、生活習慣
病の患者数増加や人口の高齢化に伴い、今後
もますます増加すると予想される。心疾患の
中でも心不全は、高血圧や心筋梗塞といった
心血管疾患を背景とし、心臓の機能低下によ
り全身臓器に必要な血液を供給できないと
いう状態である。呼吸困難や浮腫等が出現す
るため、頻回の入院加療が必要となり、最終
的には死に至る循環器領域における最終的
な病態で、その予後は満足できるものとは言
い難い。また心肥大は、高血圧等により心臓
の壁厚が増加した状態で、無治療で経過観察
すると心不全に陥るため、心不全の前段階と
もいえる。この様に心不全への進行には心室
壁肥厚と心室内径の拡大という、いわゆる心
臓リモデリングが重要な病態であると考え
られている。 
心臓を構成する細胞の中で、特に重要な働

きを持つ心筋細胞について考えると、これま
で心臓リモデリングの過程で生じる分子メ
カニズムは、ゲノム DNA にコードされた約 3
万弱の遺伝子から作られるタンパク質の視
点から多くの知見が得られている。機械的刺
激、サイトカインや Gタンパク結合型受容体
等により細胞内にシグナルが伝わり、核内で
いくつかの転写因子が活性化することで、心
肥大を引き起こす様々な遺伝子の発現が増
加すると考えられている。 
 
（２）しかしヒトゲノムの中で、タンパク質
をコードしている遺伝子領域は、ゲノム全体
のわずか数％を占めるのみであり、近年タン
パク質をコードしない領域からもRNAが積極
的に転写されていることがわかってきた。そ
の領域から転写される RNA は、タンパク質を
コードしないRNAということから非コーディ
ング RNA と呼ばれている。非コーディング
RNA の中で、近年積極的に研究されているも
のの１つに、22 塩基程度の microRNA (miRNA
又は miR)がある。miRNA は進化の過程でよく
保存されており、miR-1 というように数字を
付けて呼ばれている。その機能はターゲット
となるメッセンジャーRNA と結合することに
よる、翻訳の抑制である。我々はこれまで循
環器疾患におけるmiRNAの機能について検討
を重ねており、右図のように心筋細胞におい
て miR-27a が心肥大に関与していること
(Nishi H, Kuwabara Y, et al. Mol Cell Biol. 
2011)や、miR-33 がコレステロール代謝に関
係していること(Horie T, Kuwabara Y, et al. 
Proc Natl Acad Sci USA. 2010)等を報告し
てきた。miRNA はすでに治療対象となりつつ
あり、米国などでは疾患に関与する内因性の
miRNA をターゲットとして、ヒトを対象に臨
床治験が行われている。また miRNA は細胞内
のみならず、血中にも存在しており、我々は
患者血清において、筋肉特異的な miR-133a
の上昇は心筋障害を示唆し、診断に用いるこ

とが可能であることを報告した(Kuwabara Y, 
et al. Circ Cardiovasc Genet. 2011)。 
 
（３）一方で、非コーディング RNA には miRNA
のような小さな RNA だけではなく、200 塩基
以上の長鎖非コーディング RNA の存在も知
られている。近年長鎖非コーディング RNA の
中 で も 、 既 知 の 遺 伝 子 と 遺 伝 子 の 間
(Intergenic) か ら 転 写 さ れ る Long 
intergenic non-coding RNA (lincRNA)は、
種を超えて保存されており、1000 以上の種類
が存在することが報告された。更にその
lincRNA の中には、幹細胞の多能性の維持に
重要な働きを持つものも存在した(Guttman M, 
et al. Nature. 2009)。しかし現在のところ、
循環器疾患におけるlincRNAの発現変化や機
能は全くわかっていない。microRNA が生体内
で多彩な機能を有するように、同じ非コーデ
ィング RNAであるlincRNAも重要な働きを持
っているであろうことは想像に難くなく、こ
れまでの我々の microRNA の成果を lincRNA
の研究に展開できると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、lincRNA に着目し、心臓リモデ

リングの病態解明を目的とする研究である。
本研究開始時には既に、網羅的に発現変化を
評価可能であるマイクロアレイを用いて、マ
ウス心臓圧負荷モデルの心臓リモデリング
の過程において変化するlincRNAのスクリー
ニングを終了し、2 倍以上増加する lincRNA
を lincRNA-Heart Failure (lincRNA-HF)と名
付けていた。更にリアルタイム PCR により、
実際に有意に増加していた lincRNA-HF を 3
つ同定していた。また、RACE 法を行いること
により、転写開始部位とpolyA部位を同定し、
全長のクローニングに成功していた。その３
つの lincRNA-HF について、細胞レベルと生
体内での機能解析を行うことが本研究の目
的である。 
 

３．研究の方法 
（１）LincRNA-HF の生体内における機能の解
析 
着目する lincRNA の中で、１つはゲノム上で
マウスからヒトまでよく保存されており、そ
の lincRNA-HF について、ノックアウトマウ
スを作成する。 
 
（２）培養細胞を用いて、lincRNA-HF の細胞
内での機能を解析する。 
①培養心細胞に、アンギオテンシンⅡやフェ
ニ レ フ リ ン な ど の 肥 大 刺 激 を 行 い 、
lincRNA-HF 発現量が変化するかをリアルタ
イム PCR にて測定する。 
②培養心筋細胞における lincRNA-HF の機能
を検討する。 
レンチウイルスを用いて、心筋細胞において
lincRNA-HF を過剰発現し、免疫染色等を用い
て培養心筋細胞の形態学的変化を評価する。



また RNA を抽出し、リアルタイム PCR で肥大
マ ー カーの 変 化を定 量 する。 さ ら に
lincRNA-HF を RNAi で発現抑制し、肥大マー
カー発現をリアルタイムPCRやウエスタンブ
ロッティングにて測定する。これらの実験に
より、lincRNA-HF が心筋細胞において肥大シ
グナルに関与しているかが解明できると考
える。 
③培養細胞における lincRNA-HF の機能の探
索 
lincRNA の機能として、miRNA と結合するこ
とでその機能を抑制し、メッセンジャーRNA
の翻訳を制御することも報告されている
（Cesana M, et al. Cell. 2011）。lincRNA-HF
と miRNA とが結合するか調べるために、ルシ
フェラーゼの下流に lincRNA-HF をつないだ
コンストラクトを作製し、miRNA との共発現
によりルシフェラーゼ活性が低下するかを
評価する。 
 心臓リモデリングに関与する microRNA は
これまでいくつか報告されているが、これら
の miRNA と lincRNA が結合するなら、心臓リ
モデリングにおけるlincRNA-miRNA相互作用
を初めて報告することができると考える。更
に lincRNA が miRNA と結合するなら、その
miRNAのtarget遺伝子のタンパク発現が増加
することが予想され、その評価もウエスタン
ブロッティングで行う。我々の研究室では、
これまで miRNA の研究を行ってきたため、
miRNAの過剰発現ベクターを50種類以上保有
しており、本研究に生かすことができる。 
 
(3)患者血清中のlincRNA-HFの発現レベルの
測定。 
  我々は筋肉特異的な microRNA が心筋障害
に伴い、血中に流出してくることを報告し、
また放出された microRNA は他細胞によって
取り込まれ、遺伝子発現を制御し得ることを
示した(Kuwabara Y, et al. Circ Cardiovasc 
Genet. 2011)。このように血中においても、
RNA が安定して存在しており、すでに我々は
いくつかのlincRNAも実際ヒト患者血清で測
定可能であることを確認している。そのため、
患者血清より RNA を抽出し、lincRNA-HF の発
現量をリアルタイム PCR で測定する。もし血
中で lincRNA-HF が定量可能ならば、生理活
性を有する可能性や診断的な意義が評価で
きると考えられる。 
 
 
４．研究成果 
（１）LincRNA-HF のノックアウトマウスの作
成。 
マウスからヒトまでゲノム上で,最もよく保
存されている lincRNA-HF について、ノック
アウトマウスを制作するために、ターゲティ
ングベクターを作成した。今後、ES 細胞にイ
ンジェクションをする予定である。 
（２）培養細胞を用いて、lincRNA-HF の細胞
内での機能を解析する。 

①肥大刺激
による発現
変化の評価 
マウス心筋
細胞を用い
て、アンギ
オテンシン
II やフェニ
レフリンの
刺激を行っ
たところ、
濃度依存性に、３つの lincRNA-HF は有意な
上昇を認めた (右図)。 
②lincRNA-HF の過剰発現による、心肥大マー
カーの評価 
３つの lincRNA-HF をマウスの新生仔心筋細
胞に過剰発現させたところ、コントロールと
比較し、有意な細胞面積の増加を認めた。ま
た心肥大マーカーである ANF と BNP の mRNA
レベルを評価したところ、３つのうち２つの
lincRNA-HF の過剰発現で有意な上昇を認め
た。 
③培養細胞における lincRNA-HF の機能の探
索 
３つの lincRNA-HF の中で、着目している１
つについて、microRNA との結合を評価した。
過剰発現により、マウス新生仔心筋細胞で、
心筋細胞肥大が誘導されたことから、肥大抑
制の microRNA 結合することで、その機能を
抑制することにより、心筋細胞肥大が誘導さ
れるのではないかと仮説を立てた。着目する
lincRNA-HF のレポータープラスミドを作成
し、検討したところ、３つの心肥大を抑制す
る microRNA と結合することを見いだした。
またウェスタンブロッティングにより、
c-Myc➡CyclinD2 の経路が、lincRNA-HF の過
剰発現により活性化していることを発見し
た。 
 
これらの結果は 2013 年 11月にダラスで行わ
れた米国心臓病学会の口頭発表に採択され、
発表を行った 
 
ただし、本当に心肥大を抑制する microRNA
の機能をcompeteするかどうかは更なる検討
が必要である。また機能喪失の系も現在のと
ころ樹立できていない。機能喪失の系を確立
するために、CRISPR-Cas システムを用いた系
を立ち上げているところである。 
 
（３）患者血清の lincRNA-HF の発現レベル
の測定 
血清で測定する前に、ヒト心臓の RNA サンプ
ルから cDNA を作成し、lincRNA-HF がヒトの
心臓においても発現しているかどうかを検
討した。しかし、リアルタイム PCR を用いた
検討では発現は確認できなかった。測定でき
なかった可能性としては、プロモーター活性
が、進化の過程で低下したか、消失した等の
理由が考えられる。 



ヒトの心臓における心肥大に関与する
lincRNA を見つけようと現在検討を重ねてい
るところである。 
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