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研究成果の概要（和文）： 高血圧などの生活習慣病は心房細動のリスクとなる。圧負荷による心房伸展刺激に加え、
メタボリック症候群や糖尿病がどのように心房細動を引き起こすか、マイクロRNAの関与を中心に検討を行った。マウ
スを用いて圧負荷・高脂肪食・糖尿病の各モデルを作成し、心房性不整脈の誘発と心房におけるマイクロRNA(miR)の網
羅的な発現解析を行い、鍵となるmiRNAを同定した。
 さらに、メタボリック症候群モデルマウスにおいて詳細な解析を行い、miR-27bの発現が心房で増加し、心房のギャッ
プ結合チャネルであるCx40の発現を抑制して心房内伝導速度を低下させることで、心房細動を引き起こすことを明らか
にした。

研究成果の概要（英文）： It has been well known that lifestyle-related diseases like hypertension, 
metabolic syndrome, and diabetes are the risk of atrial fibrillation. We aimed to clarify the mechanism 
linking these pathological conditions and atrial arrhythmias using mice model, focusing on the 
involvement of microRNA (miR). We performed electrophysiological analysis and comprehensive expression 
analysis of miR, to identify the miRs playing a key role for atrial arrhythmias.
 We then performed thorough examination in metabolic syndrome model, and found that the expression of 
miR-27b was increased in atrium. The expression of Cx40, a major gap-junction channel in atrium was 
regulated by miR-27b. The increased expression of miR-27b caused the conduction disturbance, resulting in 
the higher inducibility of atrial tachyarrhythmias.

研究分野：不整脈

キーワード： 心房細動　細胞外ATP　マイクロRNA　高脂肪食　糖尿病　圧負荷　メタボリック症候群　ギャップジャ
ンクション

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
心房細動は最も頻度の高い持続性不整脈
であり、脳梗塞の合併等により患者 QOL を
著しく低下させることが大きな社会問題と
なっている。加齢・心不全・心房拡大に加え
て、糖尿病やメタボリック症候群といった生
活習慣病によって発症頻度が増加すること
から、高齢化社会を迎えたわが国では特にそ
の治療戦略の確立が急務である。 
心房細動治療は当初はイオンチャネルを
ターゲットとする薬物治療が中心であった
が、満足できる治療成績を上げるには至らな
かった。これに代わる戦略として現在は２つ
のアプローチがとられている。一つはカテー
テルアブレーションであり、特に孤立性心房
細動の起源の多くが肺静脈内 myocardial 
sleeveであることから、肺静脈隔離法は心房
細動の治療効果を著しく向上させた。一方、
心不全等に合併する心房細動は肺静脈起源
でないものも多く、心房筋が心房細動に適応
した状態に変化することで生じる。この現象
を心房リモデリングと呼ぶ。心房リモデリン
グは、心房筋のイオンチャネル発現変化によ
る電気的リモデリングと、心房における線維
化を中心とした組織的リモデリングに分け
られる。心房リモデリングの抑制が心房細動
の治療につながるという考えから、心房リモ
デリングに介入する“アップストリーム治療”
が試みられたが、期待された結果は得られな
かった。この原因の一つとして、心房の組織
的リモデリングのどの段階で何をターゲッ
トとして治療するか、不明瞭であったことが
考えられる。 
我々は、心房伸展刺激が心房筋細胞からの
細胞外 ATP の一過性放出を惹起し、マクロ
ファージの浸潤を誘導して心房炎症を引き
起こすこと、それに引き続いて線維化が生じ、
心房リモデリングが生じることを報告した。
本研究では、心房伸展刺激に加え、糖尿病や
メタボリック症候群といった生活習慣病に
おいての心房リモデリングも含めて、心房細
動が進行するメカニズムをより包括的に解
明することが望ましいと考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
心房細動はメタボリック症候群や加齢・心
不全・心房拡大に合併することが多いと報告
されているが、これらのリスク因子と心房細
動の直接的な因果関係は解明されていない。
メタボリック症候群・糖尿病・高血圧では全
身の軽微な炎症があること、炎症が心房細動
の危険因子であることから、心房の炎症は重
要なファクターであると考えられる。本研究
では、心不全・心房拡大やメタボリック症候
群における心房炎症と心房リモデリングに
ついて、マイクロ RNA の関与を中心に検討
する。 
 
 

３．研究の方法 
(1) マウス病態モデル 
１.横行大動脈縮窄(transverse aortic 
constriction; TAC)による心房圧負荷モデ
ル、2.ストレプトゾシン(Streptozocin; 
STZ)腹腔内投与による糖尿病(DM)モデル、
3.高脂肪食(High fat diet; HFD)投与によ
る肥満モデル、を作成した。各モデルは作
成後 8週間を経過した後に評価を行った。
TACモデルに対しては Sham手術群、DM
モデルに対しては STZの溶媒（クエン酸ナ
トリウム溶液）のみを腹腔内投与した群、
HFDモデルに対しては通常餌を与えた群
をそれぞれコントロール群として用意し、
両者の比較検討を行った。 
 上記モデルに対して、組織学的評価・定
量的 RT-PCRおよび ELISAによりマクロ
ファージ浸潤および炎症性サイトカイン発
現の評価を行った。さらに、in vivoの電気
生理学的検査または摘出心による optical 
mappingを行って心房性不整脈の誘発性
の評価を行った。 
 
(2)マイクロ RNAの網羅的解析 
 各病態モデル群と対照群より心房を摘出
し、miRVana PARIS (Life Technologies)
を用いてマイクロ RNAを含む total RNA
を抽出した。逆転写ののちmicroRNA 
array cardを用いてマイクロ RNAの定量
を行った。さらに、網羅的解析により有意に
変化したマイクロ RNAの発現変化を定量的
RT-PCRにより評価した。 
 
(3)マイクロ RNAのターゲット遺伝子の予測
と Luciferase assayによる評価 
 マイクロ RNAが制御する遺伝子について
は、Web上のプログラム(TargetScan)を用い
て行い、候補遺伝子の 3’-UTRをクローニン
グしてベクターに入れ、マイクロ RNAと共
に遺伝子導入を行ってLuciferase assayによ
り発現量の定量を行った。 
 
(4) 培養心房筋細胞でのパルミチン酸負荷に
よるマイクロ RNAとターゲット遺伝子の発
現変化 
 マウス心房筋細胞であるHL-1細胞を用い
て、パルミチン酸負荷を行ってマイクロRNA
とそのターゲット遺伝子の発現変化を評価
した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) マウス病態モデル 
 各モデルマウスの心房組織に対し、F4/80
抗体を用いてマクロファージの浸潤を評価
した。その結果、いずれのモデルでも心房筋
内へのマクロファージの浸潤を認めた（図
1A）。いずれのモデルでもコントロール群で
はマクロファージの検出は極めて少なかっ



た。さらに、心房組織において、炎症性サイ
トカインである IL-1βおよび IL-6の mRNA
を定量したところ、いずれのモデルにおいて
も有意な発現増加を認めた（図 1B）。 

 
 さらに同モデルで心房性不整脈の誘発性
を評価した。STZ, HFDモデルマウスに対し
ては、マウス用 1Fr 4 極カテーテルを右心
房・右心室内に挿入・留置し、心房へのプロ
グラム刺激による心房性不整脈の誘発を試
みた。また、TAC モデルマウスに対しては、
心臓を摘出後にランゲンドルフ還流を行い、
電位感受性色素である di 4-ANEPPSを投与
して高速 CMOS カメラ（MiCAM Ultima, 
Brainvision）を用いて評価した。これらの電
気生理学的検査における心房頻拍の誘発率
を図 2に示す。TACおよびHFDモデルでは
それぞれ対照群に比して有意に高値であっ
たが、DMモデルでの誘発率は他のモデルよ
り低かった。 

 
(2)マイクロ RNAの網羅的解析 
 続いて、我々はmicroRNA array card (Life 
Technologies)を使用して心房内のマイクロ
RNA の網羅的解析を行った。各病態モデル
群と対照群より心房を摘出し、762の主要な
マイクロ RNA の発現量を定量した。各病態
モデルにおいて心房で発現が増加していた
マイクロ RNA の数は、TAC モデルで 21、
HFDモデルで 24、DMモデルで 11個であっ
た。また、発現が低下していたマイクロ RNA
の数は、TACモデルで 8、HFDモデルで 6、
DM モデルで 37 個であった。各々のモデル
において共通して変化しているマイクロ
RNA を検索した結果を図 3 に示す。発現が
増加していたマイクロ RNA に関しては、
TAC モデルと DM モデルで共通していたも

のが 1個、TACモデルとHFDモデルで共通
していたものが 2個であった。また、発現が
低下していたマイクロ RNA については、3
つのモデルで共通して低下していたものが 1
個認められた。 

 
 
(3)マイクロ RNAのターゲット遺伝子の予測
と Luciferase assayによる評価 
 (2)で同定されたマイクロ RNAのうち、
HFDモデルで発現が増加していたmiR-27b
に着目して以降の実験を進めた。HFDモデ
ルを作成し、in vivoでの電気生理学的検査を
行うと、(1)の検討同様にHFDモデルでは心
房頻拍の誘発率が有意に高かった（図 4A,B）。 

 さらに、ランゲンドルフ還流下に摘出した
心臓を電位感受性色素で染色し、洞調律時の
右心房興奮伝導を観察したところ、HFD で
は心房の活動電位持続時間には変化が見ら
れなかったが、有意な伝導速度の低下が認め
られた(図 4C-E)。 

miR-27b がターゲットとする遺伝子を
TargetScan で探索したところ、心房の主要
なギャップジャンクションチャネルである
Connexin-40 (Cx40)が候補として同定され
た。このため、Cx40の 3’-UTR配列の中から、
miR-27b の結合予測配列を作成してルシフ
ェラーゼベクターに入れ、miR-27bと共にト



ランスフェクションして Cx40の発現を検討
した。miR-27bは有意に Cx40の発現を抑制
し、結合予測配列に遺伝子変異を導入すると
この抑制は消失した(図 5)。 
 
(4) 培養心房筋細胞でのパルミチン酸負荷に
よるマイクロ RNA とターゲット遺伝子の発
現変化 
 心房筋細胞 (HL-1)に対して、培地中に
200µMのパルミチン酸を加えて miR-27bと
Cx40 の発現を検討した。パルミチン酸負荷

は有意に miR-27b の発現を増加させ、Cx40
の発現量を減少させた。これに対して、
miR-27b の inhibitor を加えてパルミチン酸
負荷を行うと、Cx40 の減少は消失した。こ
のことから、パルミチン酸負荷は miR-27b
を介して Cx40を抑制していることが明らか
となった。 
 
(5)まとめ 
 心房圧負荷および生活習慣病のモデルマ
ウスにおいて、心房の炎症性変化と催不整脈
性を確認した。さらにマイクロ RNA の網羅
的解析により、これらの病態に共通するマイ
クロ RNAの候補を同定した。 
 さらに、高脂肪食モデルにおいてmiR-27b
に着目して詳細な検討を行い、miR-27bはパ
ルミチン酸刺激によって増加し、Cx40 を減
少させることで心房の伝導遅延を起こして
心房性不整脈の誘発性を上げることが明ら
かとなった。 
 
(6)派生した他の研究 
 心房細動研究を進める過程で、心房細動に
伴う心原性脳梗塞の重要性を考慮し、上記テ
ーマとは異なるが、血液凝固能の高感度な評
価を試みた。ソニー株式会社の実験用試作機
である誘電コアグロメーターを用いて、全血
の凝固能を評価する方法を確立し、この指標
が微少な凝固能亢進・低下ともに定量的に評
価可能であることを明らかにした。 
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