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研究成果の概要（和文）：本研究はマイクロRNAを制御することにより虚血再灌流障害の軽減を図ること目的と
している。マイクロRNA200cと141を培養心筋細胞内に増加させることにより活性酸素種が増加し、発現を抑制す
ることにより活性酸素種量が減少した。これらのマイクロRNAはカタラーゼやスーパーオキシドディスムターゼ
などの細胞内抗酸化酵素を抑制することにより酸化ストレスを増加させており虚血再灌流障害の治療標的となる
ことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The present project aims to alleviate cardiac ischemia/reperfusion injury by
 modulating microRNAs. Reactive oxygen species (ROS) were increased by upregulating microRNA 200c 
and 141, and decreased by suppressing these microRNAs. We revealed that microRNA 200c and 141 
increased ROS level by suppressing the activities of catalase and superoxide dismutase. We conclude 
that modulating these microRNAs may be a possible target against ischemia/reperfusion injury in the 
heart.

研究分野：循環器内科学
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１．研究開始当初の背景 
・虚血性心疾患は日本人の死亡原因の第二位
であり益々増加傾向にある。我々はこれま
で主にミトコンドリアにおけるエネルギ
ー代謝に介入することにより、活性酸素種
の産生を減少させ、心筋の虚血再灌流障害
を軽減できるのではないか、との仮説を基
に研究を行ってきた（2012 年業績 No.5、
2011 年業績 No.9、2010 年業績 No.13）。 
 
・近年、蛋白質をコードしていないマイクロ
RNAがメッセンジャーRNAの翻訳を制御し、
細胞増殖や分化、アポトーシスなど重要な
生物学的プロセスに作用することが明ら
かになった。さらに様々な心血管疾患への
マイクロRNAの関与も徐々に解明されつつ
あるが、マイクロ RNA による心疾患の治療
については未だ臨床応用されたものはな
い。 
 
・我々は、糖尿病における心筋での活性酸素
種増加の機序を解明する研究の中で、マイ
クロRNA200ｃと141が心筋細胞における活
性酸素種量を制御し得ることを新しく発
見した。 
 
・培養心筋細胞を用いた in vitro の実験に
て Precursor microRNA (Pre-miR)を用いて
マイクロRNA200ｃと141の発現を増加させ
ることにより、心筋細胞における活性酸素
種 量 が 増 加 し 、 microRNA inhibitor 
(Anti-miR)により発現を抑制した場合、活
性酸素種量が有意に減少した。 
 
・これまでの我々の研究により、活性酸素消
去作用を有するαリポ酸誘導体による心
筋保護効果について調べた結果、高い濃度
を使用し、より強力に活性酸素種を減少さ
せた場合よりも、低い濃度で中等度に活性
酸素種を減少させた場合の方がより心筋
保護効果が大きいことが判明した（2011 年
業績 No.10）。 
また高脂血症治療薬であるスタチン製剤
（プラバスタチン）は軽度に活性酸素種を
増加させることにより細胞保護効果を惹
起した（2010 年業績 No.13）。いずれの結
果も適量の活性酸素種は心保護的に作用
しており、基礎レベルの活性酸素種量を維
持することの重要性を示すものである。                         
・以上の知見をまとめると、 
① 心筋の虚血再灌流時に生じる活性酸素
種を抑制することは心筋保護につながる 
② ただし、基礎レベルの活性酸素種を消去
しないことが重要である、ということを見出
した。� 
 
・虚血再灌流障害を軽減する治療法として、
再灌流時の急激な活性酸素種の増加を抑
制し、なおかつ適量の活性酸素種を消去す
ることなく維持できる方法が候補として

挙げられる。 
 
・重要なポイントとして、マイクロ RNA200
ｃと 141のそれぞれの阻害により活性酸素種
量を各３０～４０％減少させ、両方を阻害し
た場合約７０％減少させた点が挙げられる。
つまり完全な活性酸素種の消去には至って
おらず、この点が基礎レベルの活性酸素種量
を維持することにつながり、心筋細胞の機能
維持と心保護において重要と考える。 
 
２．研究の目的 
救急医療において虚血性心疾患は主要な死
因の一つであり、その克服は喫緊の課題であ
る。虚血再灌流障害を軽減する方法に関して、
これまでに多くの研究結果が発表されてい
るにもかかわらず未だ臨床応用には至って
いない。私共はこれまで ①心筋における活
性酸素種を制御することにより虚血再灌流
障害を軽減できること（2010 年業績 No.13、
2012年業績No.5）、②マイクロRNA200cと141
が心筋における活性酸素種量を制御してい
ること（基盤研究（C）H22～24 年度;論文投
稿中）、を発見し報告してきた。本研究では、
これまでに得た知見を基に、マイクロ
RNA200c と 141 を抑制することにより虚血再
灌流障害を軽減できるか検討したい。さらに
その機序として、マイクロ RNA200c と 141 の
標的遺伝子が何か、虚血再灌流時に発生する
多量の活性酸素種をどのように抑制するか、
について明らかにしたい。 
 
３．研究の方法 
① マイクロ RNA200ｃとマイクロ RNA141 の
標的遺伝子を明らかにし、活性酸素種を
軽減させる作用機序を解明する。 
② 動物モデルにカテーテルを用いて経静
脈的にマイクロ RNA inhibitor を導入し
心筋内の活性酸素種量を評価する。 
③ ラットの冠動脈を結紮することにより
心筋梗塞モデルを作製し、マイクロ RNA 
inhibitor の導入により再灌流障害が軽
減するか検討する。 
④ マイクロ RNA200ｃ、マイクロ RNA141 そ
れぞれ単独で阻害した場合と両方を同時に
阻害した場合において心保護効果にどの程
度の違いを生じるか検討する。その結果を踏
まえ、最も作用効率の高い方法を見出す。 
 
４．研究成果 
虚血再灌流障害を軽減する方法に関して、こ
れまでに多くの研究結果が発表されている
にもかかわらず未だ臨床応用には至ってい
ない。本研究ではマイクロ RNA を制御するこ
とにより虚血再灌流障害の軽減を図ること
目的としている。我々はこれまでに血糖値変
動が心筋に直接影響し、虚血再灌流障害に対
してより脆弱になることを発見した。高グル
コース濃度の培養液に暴露した心筋細胞で
は正常グルコース濃度にて培養した細胞よ



り心筋細胞内の活性酸素種量が有意に増加
し、培養液グルコース濃度を変動させた細胞
では活性酸素種量が有意に増加し、酸化スト
レスに対しより脆弱になった。活性酸素種の
指標である心筋内 malondialdehyde（MDA）は
正常血糖群よりも糖尿病群、糖尿病群よりも
血糖変動群で有意に増加していた。同様の結
果は動物モデルを用いた実験においても認
められ、心筋梗塞サイズが糖尿病群において
正常血糖群に比し有意に大きく、さらに血糖
変動群では糖尿病群よりもさらに拡大した。
ミトコンドリアの形態変化では、糖尿病群と
血糖変動群ではミトコンドリアが有意に膨
化しており、さらに糖尿病群ではクリステ構
造の破壊が認められたが、破壊像は血糖変動
群でさらに顕著であった。糖尿病モデル動物
の心筋にてマイクロ RNA200c とマイクロ RNA 
141 が増加することも新たに発見した。 
以上の研究結果よりマイクロRNA200cとマイ
クロ RNA 141 の発現増加が心筋細胞内におけ
る酸化ストレスの増加に関与することが示
唆され、今回このマイクロ RNA を制御するこ
とにより虚血再灌流障害を軽減することが
できるのではないかと考えた。実際にマイク
ロ RNA200c と 141 を培養心筋細胞内に増加さ
せることにより活性酸素種が増加し、さらに
これらのマイクロRNAの発現を抑制すること
により活性酸素種量が減少した。機序を解明
するために細胞内抗酸化酵素活性について
検討したところカタラーゼとスーパーオキ
シドディスミュターゼの活性を抑制するこ
とが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらにマイクロ RNA200c と 141 の標的遺伝子
の解明を試みた。マイクロ RNA 標的検索アル
ゴリズムを用いて、マイクロ RNA とメッセン
ジャーRNA のシークエンスの相補的配列を利
用して、標的 mRNA を推測し２つの遺伝子を
抽出したところ Slc25a3 と Glrx1 が候補と
して抽出された。 
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