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研究成果の概要（和文）：マイクロRNAであるmiR-143/145を心筋細胞に過剰発現したトランスジェニックマウス
(miRTG)に発症した拡張型心筋症において、ヘキソキナーゼ２の関与は低い事が示唆された。一方、miRTGでは予
想に反して、還元型グルタチオンが増加し、ペントースリン酸経路の亢進が示唆された。また、病態の進行には
アンジオテンシン変換酵素とインスリン様成長因子１受容体のシグナルが重要である事が示唆された。また、心
筋特異的MASトランスジェニックマウスは加齢と共に心不全を起こすため、交配実験を試みる事は出来なかった
が、miRTGは心筋症における新規の還元ストレスシグナル経路を解析するモデルとなると考えられた。

研究成果の概要（英文）：The transgenic mice that express miR-143/145 in the cardiomyocytes (miRTG) 
exhibit the cardiomyopathy, but down-regulation of hexokinase 2 would not be involved in the 
pathogenesis.　In the hearts of these mice, GSH and the ratio of GSH/GSSG increases, suggesting the 
activation of pentose phosphate pathway. With aging, the expression of angiotensin converting enzyme
 (ACE), and the phosphorylation of insulin-like growth factor 1 receptor (IGF1R) increases. ACE 
inhibitor improves the survival rate of miRTG, and suppresses the phosphorylation of IGF1R.　Since 
the transgenic mice overexpressing MAS receptor in the cardiomyocytes (MASTG)unexpectedly display 
the cardiomyopathy, we are not able to do crossbreeding experiments between miRTG and MASTG.
 Together, miRTG would be a novel model for analyzing the molecular mechanism of cardiomyopathy with
 reductive state.

研究分野： 実験動物学

キーワード： マイクロRNA　心筋症　グルタチオン　アンジオテンシン変換酵素　インスリン様成長因子１受容体　ペ
ントースリン酸経路
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研究成果の学術的意義や社会的意義
miR-143/145は心臓における主要なマイクロRNAであるが、その心臓での機能の詳細は不明である。また、拡張型
心筋症は難病の一つであるが、その進展には主に酸化ストレスの関与が考えられてきた。本研究により、
miR-143の過剰発現は、むしろ還元状態を伴った心筋症を発症する事が明らかになり、その新しい分子機構の一
部を提示する事が出来た。また、臨床レベルで高血圧や心不全の治療に用いられるアンジオテンシン変換酵素阻
害剤が、心筋症でインスリン様成長因子１受容体のリン酸化を抑制し、心筋症の進展を抑制する可能性が得られ
た。本モデルマウスは心筋症の発症メカニズムと治療に新しいヒントを与えると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
(1) 研究代表者の研究の流れ microRNA (miRNA)は～22 塩基の non-coding RNA で標的遺伝子
の発現を抑制して生理機能を調節する。miR-143 と miR-145 はヒト・マウスとも約２kB上に近
接して存在している miRNA であるが、共に当初癌抑制遺伝子として報告され、我々もその生合
成が癌制御遺伝子 p53 で促進され、マウス生体でも癌抑制的に働く事実を報告してきた１）-３）

一方、miR-143/145 の生体正常組織での生理機能は殆ど解っていなかったが、分化型血管平滑
筋で極めて発現が高く,平滑筋の分化に関与している事が明らかになってきた 4)。 

一方、ヒトの心不全でも miR-143 の発現が増強するという報告があり心機能との関係が示
唆されたので 5)、我々はαMHC（ミオシン重鎖）のプロモーターを用いて心筋細胞特異的に
miR-143/miR-145 を発現するトランスジェニックマウス（miRTG）を３系統樹立したが、その内
2 系統は拡張型心筋症様の病態により多くは 3-6 ヶ月齢で死亡した。これらのマウスでは
miR-143 が非常に強く発現し、症状と正相関を示したが、miR-145 の発現は野生型と大きく変わ
らなかった。そこで miR-145 のみを強発現するトランスジェニックマウス(145TG)を新たに作製
したが、145TG には明らかな病変は認められなかった事から miR-143 の過剰発現が主に miRTG
の病態に関与すると考えられた。興味ある事に miRTG の心臓ではアンジオテンシン変換酵素
(ACE1)が上昇し、実際 ACE 阻害剤投与で症状が劇的に改善した。 
(2) RAS 系と心臓 レニンアンジオテンシン（RAS）系は心血管リモルディングに深く関与する
と考えられており、ACE1 により作られたアンジオテンシンⅡ（AgnⅡ）は主に AT1 受容体を介
して心筋細胞の肥大・線維化等を誘導するが、最近発見された ACE2 は Agn-(1-7)の産生を促進
し、MAS 受容体を介して ACE1/AgnⅡと拮抗して働くと考えられている。興味深いことに ACE2
欠損マウスや MAS 欠損マウスでは心臓収縮能の低下が報告されている 6)。 
そこで miRTG においても ACE2/MAS の発現を調べた所、意外にも ACE1 同様 ACE2 も上昇し、逆

に MAS の発現は有意に低下しており、ACE1 と MAS の発現は逆相関していた。一方 AT1 および AT2
受容体の発現には大きな変化は認められなかった。よって miRTG では MAS 受容体の発現低下が
ACE1 axis 優位の状態を誘導している可能性がある。興味ある事にヒトの MAS の 3’非翻訳領域
には miR-143 の標的部位が存在し、その配列を用いた我々のルシフェラーゼアッセイでは
miR-143 の導入により発現が低下した。しかしマウスではこの領域は保存されていない事から
マウスでは miR-143 は他の分子を介して間接的に MAS を抑えている可能性が考えられた。 
(3)ヘキソキナーゼ２の低下 そこでmiR-143が他の分子を介してRAS系を調節している可能性
を考えて、既報の miR-143 の標的の中から最近注目されてきているヘキソキナーゼ２ （HK2）
7)について解析した所、発現の低下とマウスの病態がよく相関していた。解糖系律速酵素 HK2
は最近多彩な機能をもつことが解ってきたが、HK の４つのアイソザイム HK1-4 の内 HK1, HK2
はミトコンドリアにも存在し、中でも HK2 はインスリン刺激により発現が増加し、インスリン
に感受性のある脂肪組織、骨格筋、心筋で多く発現している。インスリン刺激により PI3 キナ
ーゼ/AKT キナーゼ更に mTORC1 が活性化して HK2 の発現を増強すると考えられている。更に HK2
は AKT によりリン酸化されてミトコンドリアに転移して、cytochrome c の漏出や、ミトコンド
リア透過性遷移孔の開口を防いでいる。 
一方、HK2 は細胞質ではペントースリン酸経路を通してグルタチオンの還元維持に必須の

NADPH を供給する。実際、HK2 のヘテロ欠損マウスでは心負荷により、活性酸素種（ROS）の産
生増加・ミトコンドリア内膜透過性亢進の増加を伴い心肥大が起こり８，９)、逆に心筋特異的 HK2
の TG ではペントースリン酸回路を介して ROS の産生を抑制する 10)。よって miRTG の心臓では
HK2 の発現低下により、細胞質では還元型グルタチオンが低下すると共に、ミトコンドリアの
機能不全により、ROS の異常産生が起きている可能性が考えられる。 
(4) ヘキソキナーゼ２とオートファジー オートファジーはユビキチン・プロテオソーム系と並
ぶ細胞内分子の分解系であり、心筋症との関係は以前より示唆されている。最近、HK2 が mTORC
１を抑制する事により、オートファジ-を活性化するという興味深い事実が報告された 11)。 
以上より miRTG では HK2 の低下により ROS の異常産生・オートファジーの抑制を起こし、

ACE1/ACE2 のバランスを崩し心臓の機能不全を引き起こしている可能性が考えられる。 
 
２． 研究の目的 
miR-143 とヒト拡張型心筋症(DCM)の関係はまだ不明であるが、Barth らはヒト DCM に共通して
変動する遺伝子を２７個同定した所、興味深い事に miRTG ではその内９遺伝子が同じ挙動をし
ていた 12)。この事実から miRTG はヒト DCM の病態をよく反映しているモデルであると考えられ
る。また、平滑筋で miR-145 は ACE1 を標的として抑制するという Braun らの報告 13）以降、多
くの論文がそれを引用し、根拠なくmiR-143までもACE1を下げるとしている論文が散見される。
しかし miRTG では上述の様に逆に ACE1 が上昇し、我々が作った miR-145 の強発現 145TG の心臓
では意外にも ACE1 の発現に変化は認められなかった事から少なくとも心臓ではこのコンセプ
トに再考が必要である。また、Braun らは ACE2/MAS の解析までは行っていない。そこで我々は



以下のプロジェクトを立案した。 
I. HK2 の発現回復により miRTG 病態や発現分子異常は改善されるか？: 心筋特異的 HK2 ト

ランスジェニックマウス(HK2TG)を作成してmiRTGと交配し、HK2の補填により病態やACE1/ACE2
アンバランスが改善されるかを検討する。 
II. MAS の発現回復により miRTG 病態や ACE1⇔ACE2 バランスは改善されるか？: ACE2 の欠損

が ROS の産生を促進したり、AgnⅡが AT1 受容体を介してオートファジーを活性化するという報
告もある。そこで心筋特異的 MASTG を作成して miRTG と交配し、ACE2/MAS axis を増強するこ
とにより同様に病態が改善するかを検討する。 
III. 多彩な HK2 のエフェクターシグナルの解析：HK2 の miRTG における antioxidant としての
機能やオートファジーへの関与を明らかにする。東大水島昇博士から供与を予定している
GFP-LC3 マウスと miRTG を交配させると共に生化学的解析を進めて miRTG におけるオートファ
ジーとその病態への関与を評価する。      
多彩な HK2 シグナルと ACE2/MAS シグナル、また心臓におけるオートファジーの機能は注目を
集めているが未だ不明な点が多い。本研究は miR-143 過剰発現がそれらの破綻を招く事により
如何なる経路で DCM を誘発するかの解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1)心筋特異的αMHC/HK2 トランスジェニックマウスと心筋特異的αMHC/MAS トランスジェニッ
クマウスを樹立し、miRTG との交配を進めてダブルトランスジェニックマウス（miRTG x HK2TG
および miRTG x MASTG）の作成を行い、生存率への影響を検討した。 
(2)(1)と並行して、miRTG での HK2 の低下をヘキソキナーゼアッセイやペントースリン酸経路
を介するレドックスシグナルを中心に解析した。 
(3)GFP-LC3 マウス 14)を理研ＢＲＣから受け入れ miRTG との交配を行い、オートファジー異常を
生化学的および形態学的解析を駆使して解析した。 
(4)Nrf2 欠損マウスと miRTG を交配して、本病態における Nrf2 の関与を解析した。 
(5)ACE 阻害剤による効果を生化学的に解析した。 
 
４．研究成果 
(1) HK2 のトランスジェニックマウスの作成とペントースリン酸経路（PPP）の解析 
①HK2TG の作成と miRTG との交配実験：αMHC のプロモーターを用いて心筋細胞特異的に HK2
を発現するトランスジェニックマウスである HK2TG を 4 系統樹立した。これらはウエスタンブ
ロット法で心筋に非常に高いタンパクの発現が認められた。これらのマウスと miRTG を交配し
て HK2/miRTG のダブルトランスジェニックマウスを樹立して、生存曲線を観察したが、miRTG
に対して生存率の向上は認められなかった。また、in vitro のヘキソキナーゼアッセイを行っ
たところ、予想外に miRTG は野生型マウスに比べて、殆ど活性は低下していなかった。一方、
HK2/miRTG では、HK2 の活性が約 4倍に上昇しており、確かに導入した HK2 が機能していること
が示された。これら事実より、miRTG における HK2 の発現低下は病態の主原因ではないと考え
られた。 
②miRTG のおけるペントースリン酸経路（PPP）およびレドックスの解析：HK2 は PPP の律速酵
素の一つであり、PPP は主要な NADPH の産生経路である。そこで miRTG での還元型グルタチオ
ン(GSH)と酸化型グルタチオン(GSSG)を定量した所、意外にも還元型グルタチオンの大幅な増加
と GSH/GSSG の比率の明らかな上昇が確認された。次に活性酸素（ROS）の産生を定量するため
に脂質の酸化について解析（TBARS アッセイ）を行った。その結果、miRTG では ROS の産生増強
は認められなかった。 以上より miRTG では HK2 の低下にも関わらず GSH/GSSG の比が上昇して
おり、PPP が野生型マウスよりも亢進している事が示唆された。これは in vitro のヘキソキナ
ーゼアッセイで miRTG が野生型と有意な差がない事実とも整合性がみられた。 
③グルコース－6－リン酸脱水素酵素（G6PD）の発現解析：そこで我々は PPP の亢進のメカニズ
ムを調べるために、PPP の律速酵素である G6PD の発現をウエスタンブロット法で確認したとこ
ろ、G6PD の明らかな発現上昇が認められた。 
 
(2) NRF2 欠損マウスとの交配実験 
以上の解析より miRTG が酸化ストレス下ではなく、むしろ還元状態にあることが明らかになっ
た。そこで抗酸化ストレス遺伝子のマスターレギュレーターである Nrf2 遺伝子の本病態への関
与を調べるために、Nrf2 遺伝子欠損マウスと交配させた。その結果、Nrf2 欠損 miRTG の生存曲
線には大きな違いが起こらず、本病態に酸化ストレス及び Nrf2 の関与は低いと考えられた。ま
た、興味あることに G6PD の発現は Nrf2 の欠損により低下しなかった。 
 
(3) miRTG におけるオートファジーおよびオートファジーアダプターの p62 の解析： GFP-LC3
マウスと miRTG を交配して、GFP-LC3/miRTG を樹立した。これらのマウスでの心臓を自由飲食
下および 24 時間絶食下で蛍光顕微鏡下で観察したところ、miRTG と野生型マウスとの間で
GFP-LC3 のドットの違いは認められなかった。miRTG でオートファジーアダプターの分子である



p62 の発現が増強しているが、p62 は種々の細胞への刺激で発現が増加することが分かってきて
いる。そこでリアルタイム qPCR で p62 の発現を調べたところ、miRTG では mRNA レベルで発現
が上昇している事が明らかになった。また、Nrf2 遺伝子の欠損により p62 の発現には変化が認
められなかった。                                                                    
 
(4) 心筋特異的 MAS トランスジェニックマウスの作成 
αMHC のプロモーターを用いて心筋細胞特異的に MAS 遺伝子を発現するトランスジェニックマ
ウス（MASTG）を複数系統樹立した。これらを miRTG と交配することにより、心筋症が改善され
るかを試みたが、予想に反して、逆に交配により生存率は明らかに低下した。その後の解析に
より、MASTG の一部は心不全を発症することがわかった。 
 
(5) アンジオテンシン変換酵素 1（ACE1）及びインスリン様成長因子 1受容体（IGF1R）の発現
解析 
①ACE1 および IGF1R の発現解析：ACE1 は miR-145 の、IGF1R は miR-143 および miR-145 のそれ
ぞれ標的になる事が以前の研究で報告されている。しかし miRTG では加齢と共に ACE1 の発現は
逆に上昇していた。更に、IGF1R の発現も低下が認められなかった。興味あることに IGF1R の
リン酸化は ACE の発現と相関して増強していた。 
②ACE 阻害剤による生存率の改善：心臓局所の ACE1 には心筋肥大の作用があるという報告と、
否定的な報告がある 15)。我々はmiRTGに ACE阻害剤を投与して、生存率の改善を観察していた。
興味深い事に、ACE 阻害剤は生存率を劇的に改善したのみならず、IGF1R のリン酸化を抑制した。
以上の事実より本病態には ACE/IGF1R のシグナルが関与している可能性が示唆された。 
 
(6) 結語 
miRTG では還元型グルタチオンや G6PD の発現が増加しており、PPP の活性化が考えられ、HK2

の発現低下の病態への関与は低いと考えられた。これと一致して、in vitro のヘキソキナーゼ
アッセイでは低下が認められず、HK2TG との交配で生存率に影響を及ぼさなかった。一方、加
齢とともに、心臓での ACE1 の発現や IGF1R のリン酸化が亢進しており、ACE 阻害剤で生存率の
改善と IGF1R のリン酸化の抑制が認められ、これらのシグナルの本病態への関与が示唆された。 
また、オートファジーアダプタータンパクの p62 の発現増強が認められたが、オートファジー
の低下は認められなかった。p62 は最近解糖系や PPP の活性化に重要であることがわかってき
ている 16)。また、miRTG における Nrf2 遺伝子の欠損は p62 や G6PD の発現を低下させなかった。
以上より、miRTG では Nrf2 非依存性に p62 や G6PD の発現が増強し、還元状態にシフトしてい
ると考えられた。また、この状態の持続が ACE/IGF1R のシグナルの活性化を促して病態の発症
へとつながっていると考えられる。p62 はラミン心筋症で発現が増強していることが示されて
おり 17)、また G6PD は還元ストレスのキー分子であることが示されている 18)。今後 miRTG は新
しい還元ストレス心筋症のモデルとして有用であると考えられる。 
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