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研究成果の概要（和文）：　心房細動が持続すると電気的リモデリングが生じる。我々はこの電気的リモデリングの主
原因の１つがmiR-30dであることを突き止めた。更にこのmiR-30dの発現増加には心筋細胞内のカルシウム(Ca)過負荷が
原因であることも明らかにした。心房細動が持続すると頻拍によって細胞内Ca過負荷が生じ、一方ではKAChチャネルの
発現を促進すると共に、もう一方ではmiR-30dの発現増加を介してKAChの発現を低下させるという機序が作用している
のである。その中心となるものが細胞内Caの増加に起因するmiR-30であることを我々は明らかにした。

研究成果の概要（英文）： Atrial fibrillation (AF) begets AF in part due to atrial remodeling. This study 
was to identify microRNA(s) responsible for electrical remodeling in AF. We identified 39 microRNAs 
differentially expressed in AF patient’s atria, including miR-30d as a candidate responsible for ion 
channel remodeling by in silico analysis. MiR-30d was significantly up-regulated in cardiomyocytes from 
AF patients, whereas the mRNA and protein levels of CACNA1C/Cav1.2 and KCNJ3/Kir3.1, postulated targets 
of miR-30d, were markedly reduced. KCNJ3/Kir3.1 expression was down-regulated by transfection of miR-30 
precursor, concomitant with a reduction of the acetylcholine-sensitive inward-rectifier K+ current 
(IK.ACh). KCNJ3/Kir3.1 expression was enhanced by the knockdown of miR-30d. The downward remodeling of 
IK.ACh is attributed, at least in part, to deranged Ca2+ handling, leading to the up-regulation of 
miR-30d in human AF, revealing a novel post-transcriptional regulation of IK.ACh.

研究分野： Pathophysiology

キーワード： ion channel　electrophysiology　remodeling　atrial fibrillation
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１．研究開始当初の背景 
（１）心房細動は最も罹患率の多い不整脈で
ありながら成因は解明されておらず、根本的
な治療戦略は未だに確立していない。それは、
心房細動の発症と維持の分子機序が明確で
ないことに起因する。一方、近年の循環器領
域研究において心臓発生や心不全の進行に
おいて microRNA の発現異常が存在するこ
とが明らかとなった。本研究で心房細動の発
症 と 維 持 の 分 子 機 序 と し て 特 定 の
microRNA が関与しているという仮説を立
て、ヒト心筋を用いた立証を目的とする。
microRNA は蛋白質をコードしていない約
22 塩基の成熟した RNA であり、特定の
mRNA の 3’UTR などに結合して標的
mRNA の翻訳を抑制したり、あるいは
mRNA の分解を促進したりすることが知ら
れている。近年、microRNA が多様な機能を
発揮し、治療の標的となり得ることは、特に
癌研究の分野で進んでいる。 
（２）一方、循環器領域では、microRNA の
研究は遅れており、殊に不整脈領域において
は、その報告は少ない。特に、心房細動との
関連を示した報告は始まったばかりであり、
microRNA が電気的不整脈基質の形成をい
かに修飾するかに関しては報告がない。心房
細動の持続によって、心房筋はイオンチャネ
ルの発現が変化し、不応期が短縮したり伝導
が遅延したりし易くなるような電気的リモ
デリングを受ける。 
（３）心筋の電気的リモデリング、あるいは
イオンチャネルのリモデリングは、細胞内の
Ca イオン(Ca2+)が過度に上昇することが引
き金となり、特定の蛋白の発現、あるいは分
解が上昇、または低下することがそのメカニ
ズムとして知られている。我々の予備実験に
おいて、持続性心房細動患者の右心耳に発現
する Na+(Nav1.5)の mRNR が洞調律を呈す
る患者より減少していることを既に RT-PCR
法を用いて確認している。しかし、その分子
機序は不明であり、よって心房細動の病態の
理解を困難にしている。 
 
２．研究の目的 
（１）本研究では、ヒト心筋細胞（慢性心房
細動を呈する患者の心房筋（右心耳））にお
いて、特定の microRNA とイオンチャネル、
関連する trafficking 蛋白、更に発現の制御を
担う転写因子との機能的連関を証明するこ
とを目的とする。microRNA をラット心筋細
胞に導入し、更に特定の microRNA ノックア
ウトラット心筋細胞にパッチクランプ法を
用いて microRNA 機能異常を電気生理学的
に評価する。 
（２）不整脈の成因としての microRNA の機
能はほとんど知られていない。我々は心房細
動患者に特有と思われる microRNA の発現
変化を preliminary データとして既に記録し
ている。循環器領域では、心臓の発生や筋肥

大 、 心 不 全 等 に お い て 、 い く つ か の
microRNA の発現異常が存在することが報
告されていた。その一方、microRNA が不整
脈の病態機序として機能することは、今まで
ほとんど報告されていない。我々は、不整脈、
特に心房細動の持続、特にイオンチャネルの
リモデリングに microRNA の発現異常が関
わることを、世界のどのグループより先に解
明して情報を発信したい。 
（３）ヒト心筋を用いたイオンチャネルリモ
デリング研究は世界でも少ない。本邦では、
心筋のイオンチャネル研究は専ら実験動物
を用いて行われてきた。特に、microRNA の
機能を評価したイオンチャネルの発現制御
研究は、その対象が神経、平滑筋、心筋、骨
格筋を問わず、一切認められない。一方、海
外 に お け る 心 筋 イ オ ン チ ャ ネ ル と
microRNA の研究は、2012 年 10 月 7 日現在、
13 報だけ報告されている。海外でのヒト心筋
細胞を用いた研究は、心移植に伴う不要心筋
（繊維性嚢胞症患者の心肺同時移植におけ
るレシピエント筋）を用いた報告が多い。本
研究は本来なら開心術時に廃棄されるヒト
心房筋細胞を用いて研究するであり、その結
果は直接臨床に外挿されるための重要な意
味をもつと考えられる。 
（４）心房細動と microRNA 機能を論じた報
告は少数存在するが、microRNA の発現変化
とイオンチャネルの発現変化を比較するだ
けであり、心房細動の発症とその維持に関わ
るイオンチャネルの転写活性を明らかにし
たものはない。よって、心房細動を有する心
筋の電気生理学的異常（イオンチャネル発現
異常）、特に①Na+チャネル(NaV1.5)、②L 型
Ca2+チャネル (CaV1.2)、③ Ito チャネル
(Kv4.3)、および④IK1 チャネル(Kir2.1)、の
4 つの病態責任イオンチャネルの発現制御と
microRNA の直接関与の証明は心房細動の
病態の解明に大きく貢献する。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト心房筋の全 RNA 回収とイオンチャ
ネル関連遺伝子の解析 
患者（家族）より文書により同意を得られた
患者から、開心術（あるいは該当手術時）に
おいて、体外循環回路にて体循環を維持する
時に、大血管及び右心房に送血カニューレと
脱血カニューレを設置する際に切除され通
常は廃棄される数 mm の心房筋組織（右心耳
他）を、標本として冷凍保存する。 
（２）ヒト心房筋の microRNA の網羅的解析 
Universal reference for microRNA research 
application note（ミルテニーバイオテク株
式会社）に委託して、心房細動患者及び対照
患者の心房筋組織より得られたサンプルの
網羅的解析を行う。引き続き、多変量解析に
よって、イオンチャネル（あるいは関連蛋白）
の増減と相関を示す microRNA を特定する。 
（３）ヒト心房筋の全 RNA の網羅的解析 



保存している全 RNA 標本を用いて、イオンチ
ャネル遺伝子を含む全 mRNA の発現を DNA チ
ップ法を用いて解析する。我々はラットに長
期間電気刺激を加えてイオンチャネルのリ
モデリングを模したモデルを作成し、その全
遺伝子発現の解析実験を通して同法の実験
手技を既に獲得している。この方法を用いて
ヒト心房筋の全遺伝子（RNA）の発現を心房
細動群と洞調律群の二群でそれぞれマッチ
ングした8症例を比較して心房細動に特異的
な遺伝子発現を同定する。 
（４）心房細動患者特有の発現変化を示す遺
伝子の特定 
イオンチャネル関連遺伝子（①Na+チャネル
(NaV1.5)、②L 型 Ca2+チャネル(CaV1.2)、③
Ito チャネル(Kv4.3)、および④IK1 チャネル
(Kir2.1)）、転写因子関連遺伝子、及びマイ
クロRNAの発現を心房細動群と洞調律群間で
比較し、コンピューター探索ソフトウェアを
用いて 2群間で有意に発現が異なり、かつ転
写制御と発現の関連の強い遺伝子（RNA 干渉
とマイクロRNA）同定する。同遺伝子はRT-PCR
法を用いて心房細動心筋に発現することを
再確認する。 
（５）心筋細胞への microRNA 導入とパッチ
クランプ法 
組み換えアデノウイルス、及びリポフェクト
アミンを用いた microRNA のラット心筋細胞
への導入。遺伝子導入心筋細胞の全 RNA を抽
出後に RT-PCR 法を用いて、導入 microRNA と
目的 RNA（イオンチャネル、転写因子、分子
シャペロン等）の発現を確認する。遺伝子導
入心筋細胞にパッチクランプ法を用いて、電
気生理学的に細胞膜電流の変化を評価する。
具体的には、導入 microRNA の発現と標的イ
オンチャネル（転写因子、分子シャペロン等）
の機能的発現連関を明らかにして、持続性心
房細動に伴うイオンチャネルの発現増減（リ
モデリング）が特定 microRNA によって制御
されていることを証明する。 
 
４．研究成果 
（１）解析に使用した検体は、両群とも 60
～70 代男性を選出しているので、性、年齢に
は有意差はなく、利尿剤の使用率を除き、そ
の他の血圧や心エコー所見などについても
両群間で有意差はなかった。microRNA マイク
ロアレイの結果、355 個の microRNA が心房筋
に発現することが分かり、さらに Welch 
t-test（p<0.05）により 39 個の microRNA が
AF 特異的に変動することがわかった。また、
クラスター解析を行ったところ、正常洞調律
患者（NSR）と持続性 AF 患者では microRNA
の発現プロファイルが異なっており、AF群に
おいて発現が亢進している microRNA が多く
存在することがわかった。そこで我々は、39
個の microRNAの中から心筋に豊富に発現し、
心筋イオンチャネルと相互作用を示す
microRNA を In silico 解析(Target Scan6.2, 
miRanda, DIANA-microT3.1, PicTar, 

MirTarget)により検索した。その結果、L 型
Ca2＋チャネル（Cav1.2）とアセチルコリン
感受性 K+チャネル（Kir3.1）を標的遺伝子と
する miR-30d が検出された。次にマイクロア
レイの結果を検証するために検体数を増や
して miR-30d 発現を real-time PCR 法により
解析した。その結果、miR-30d 発現量は AF 群
で有意に増加することが確認された。さらに、
miR-30d の 標 的 遺 伝 子 で あ る CACNA1C 
(Cav1.2) mRNA と KCNJ3 (Kir3.1) mRNA 発現
量を調べた結果、正の相関関係が認められた。
さらに、Kir3.1 タンパク発現量は AF 群で有
意に減少することが分かった。以上の結果か
ら、持続性 AF 心筋において、miR-30d が過剰
発現することでアセチルコリン感受性K+チャ
ネル（Kir3.1） 発現、電流（IK.ACh）が有意
に抑制される可能性が示唆された。そこで、
我々は心筋細胞におけるmiR-30dの機能を調
べた。初代培養ラット心筋細胞に miR-30d オ
リゴを導入しターゲット遺伝子の発現変化
を調べた。miR-30d の予想ターゲット遺伝子
のひとつである Cav1.2 mRNA 発現は、miR-30d
を過剰発現させてもノックダウンしても変
化せずmiR-30dとの相互作用は認められなか
った。一方、もうひとつの予想ターゲット遺
伝子である Kir3.1 は、mRNA, タンパク発現
共にmiR-30dのオリゴ濃度依存的に有意に抑
制され miR-30d と Kir3.1 の interaction が
認められた。さらに、Anti-miR30d オリゴを
用いてノックダウン実験を行ったところ
KCNJ3 mRNA, 及びタンパク発現は有意に増加
した。以上の結果より、miR-30d は Kir3.1 の
発現を転写後レベルで制御することが確認
された。また、Pre-miR-30d により miR-30d
を過剰発現させると、Kir3.1 の機能としての
IK.ACh電流が減少することが確認された。多数
例においても、IK.ACh電流は内向き、外向きと
もに減少したことからこの電気生理学的変
化は Kir3.1 発現の減少によるものだと考え
られた。次に我々は、AF心筋でなぜ miR-30d
が発現亢進していたのかを調べるため、細胞
内 Ca2+過負荷状態を心筋細胞で再現して
miR-30d と標的遺伝子 Kir3.1 mRNA 発現をみ
た。Ca2+イオノフォアである A23187 を用いて
細胞内 Ca2+濃度を増加させると、濃度依存的
に miR-30d 発現は増大し、標的遺伝子 Kir3.1 
mRNA 発現は減少したことから細胞内 Ca2+過
負荷がこの制御機構の上流に存在すること
が示唆された。そこで、細胞内 Ca2+濃度の増
加とmiR-30dの発現にどのような経路が関与
するかを調べた。まず Ca2+-NFAT 経路の阻害
剤を用いてmiR-30d発現の変化をみたところ、
A23187によるmiR-30dの増加はカルシニュー
リンの阻害剤(CyclosporinA, FK506)を作用
させても抑制されなかったことから、Ca2+過
負荷による miR-30d 発現増加経路に NFAT シ
グナルは関与しない可能性が示唆された。一
方、プロテインキナーゼ C(PKC)阻害薬である
Chelerythrine、Ca2+依存性 PKC 阻害薬である
Gö6976 の投与は A23187 による miR-30d 発現



増加を抑制することが分かった。さらに、PKC 
activator である PMA を添加すると Ca2+過負
荷と同様のmiR-30d発現増加が認められたこ
とから、miR-30d 発現に Ca2+-PKC 経路が関与
することが示唆された。以上の結果から、持
続性 AF 患者の心筋で増大していた miR-30d
は細胞内Ca2+濃度の増大に伴ったPKCの活性
化に起因し、増大した miR-30d が標的遺伝子
である Kir3.1 チャネルの発現を抑制すると
いう新しい転写後制御機構が明らかとなっ
た。 
（２）これまで、AF の治療には既存の抗不整
脈が使用されてきたが、実際に電気的リモデ
リングが進行した心臓に対してはこれらの
有効性が低いことが問題視されてきた。我々
が注目した miR-30d は心房特異的 Kir3.1 チ
ャネルの発現を制御することから、miR-30d
をラットに投与して心電図記録を行い in 
vivo で microRNA の作用を検証することで、
心室性不整脈を引き起こすことなく心房特
異的に不応期を調節できる核酸創薬として
今後臨床応用できる可能性がある。現在我々
はmiR-30dを過剰発現させた遺伝子改変ラッ
トを作製中である。これまで持続性 AF の病
態を的確に現わすモデル動物が存在しなか
ったため、新規の不整脈治療薬開発のための
基盤研究の妨げとなってきたが、本ラットを
用いて生理学的解析を行うことで AF の病因
に関わる因子の同定につながることが期待
される。 
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