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研究成果の概要（和文）：カテーテルアブレーション治療を予定された心房細動（AF）患者と発作性上室頻拍症
患者（対照群）から冠状静脈血（心臓特異的な現象を反映）と末梢血を採取し、定量PCRと次世代シークエンサ
ーを用いて血中マイクロRNA（miRNA）の発現を解析した。冠静脈血においてAF群と対照群との間で発現差が大き
く、末梢血においてもその発現差が反映されているmiRNAをバイオマーカーの候補として特定した。そして、血
中miRNAの発現プロファイリングよる、新たなAFの臨床病態評価法を考案した。現在、AFに対する治療効果、AF
の病態の進行、合併症の発症などに対する本評価法の予測能を前向きに検討している。

研究成果の概要（英文）：The blood samples were collected from the coronary sinus (CS, reflecting 
cardiac phenomena more specifically) and the central venous (CV) in patients with and without atrial
 fibrillation (AF); the plasma expression of microRNAs (miRNAs) was measured using quantitative PCR 
and next generation sequencer (NGS). We identified miRNAs that showed significant differences in the
 plasma expression between patients with and without AF in the CS samples. Among them, we focused on
 miRNAs that also showed similar expression differences in the CV samples; these were candidates for
 the clinical biomarkers. We created the novel miRNA-based method to assess AF pathophysiology and 
prospectively evaluate the efficacy in terms of whether it can predict therapeutic outcomes, disease
 progression, and adverse event risk.

研究分野： 循環器分野

キーワード： マイクロRNA　心房細動　心房リモデリング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
血中miRNAによる新たなAFの評価法が確立されれば、病態に基づいた個別化医療が実現できる可能性がある。そ
して、AFの治療効果、病態の進行、合併症の発症などが正確に予測できるようになれば、治療成績や生命予後を
劇的に改善させる可能性がある。また、臨床指標を用いた病態評価法は、基礎研究でのmiRNAの新知見を臨床的
に確認するツールとなり、学術的な意義も極めて大きい。AFは実臨床で最も頻度の高い不整脈でり、本研究によ
ってAFの臨床マネージメントが革新的に進歩すれば、社会的、医療経済的な貢献度は計り知れない。
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１．研究開始当初の背景 
心房細動（Atrial Fibrillation, AF）は、心不全や脳梗塞を合併し生活の質や生命予後を著しく悪化
させる。AF の病態には、心房の細胞・組織レベルの機能的・構造的な変化である心房リモデリ
ングが重要な役割を果たす。AF そのものや加齢・生活習慣病・基礎心疾患などによる病態刺激
を背景にして、心房の線維化や拡大（構造的リモデリング）、イオンチャネルの発現・機能変化
による電気的特性変化（電気的リモデリング）、細胞内 Ca2+動態の異常による収縮障害（収縮リ
モデリング）、自律神経活性化変化など様々な表現型の心房リモデリングが進行し、AF の発生
と維持を促す。心房リモデリングの原因となる病態刺激は多因子かつ複雑であり、その程度も患
者ごとに異なる。治療成績の改善には、患者の病態に基づいた個別化医療が不可欠だが、心房リ
モデリングを正確かつ簡便に評価する方法は臨床的に確立されていない。 
 
マイクロＲＮＡ（miRNA)は 20-30 塩基の非翻訳 RNA であり、相補的な遺伝子配列をもつ標的
mRNA に結合して翻訳を抑制することで、タンパク質の発現を負に制御する。miRNA は疾患
特異的に発現が変化して病態に関与する。心房リモデリングの様々な過程においても miRNA
による制御が基礎研究で証明され、AF の病態を解明する上で極めて重要な分子と考えられて
いる。細胞内で病態を制御する miRNA は血中にも遊離しており、血清の発現量が病態を反映
するためバイオマーカーとしての有効性も期待されている。 
 
我々は心房リモデリングに関与する複数の miRNA をバイオマーカーとして測定し、そのプロ
ファイルを解析することで、複雑な AF の病態を評価できる可能性があると考えた。臨床的に
AF の病態を評価できれば、個別化医療につながり治療成績が飛躍的に改善する可能性がある。 
 
２．研究の目的 
上記を踏まえ、本研究は心房リモデリングの病態機序の背景にある複数の血中 miRNA を測定
し、発現プロファイルを解析することで病態に基づく新たな心房リモデリングの評価法を構築
することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）定量 PCR 法による既知の miRNA の発現プロファイリングの評価 
カテーテルアブレーションが予定された AF 患者と非 AF 患者（発作性上室頻拍症、対照群）
から、心筋焼灼前に心臓特異的な現象を反映する冠状静脈血（CS）と臨床バイオマーカーの評
価に用いる末梢血（中心静脈血、CV）を採取する。miRNA は全身の臓器で発現していること
から、CV 検体では非心臓由来の miRNA も混在していることが想定される。このため我々は、
CS 検体において AF 群と対照群で発現差を認め、CV 検体においてもその発現差が反映されて
いる miRNA を心臓特異的なバイオマーカーの候補と考えた。このため、第一に基礎研究で AF
の病態との関連が報告されている遺伝子に関して、CS 検体と CV 検体から small RNA を抽出し
（miRNeasy Serum/Plasma Kit、QIAGEN 社）、定量 PCR 法（TaqMan MicroRNA Assays、Applied 
Biosystems 社）を用いて血中 miRNA 発現を比較する。 
 
（２）次世代シーケンサー（NGS）を用いた血中 miRNA の網羅的解析 
NGS を用いた網羅的解析は各検体間の miRNA 存在量を標準化するため事前にスパイクイン
RNA を添加することにより核酸抽出、ライブラリ作成、シーケンシング工程でのバイアスをノ
ーマライズすることが可能となった。マイクロアレイ DNA チップ解析と比較して定量化にも
優る評価法と考えられる。現在、NGS の汎用性が高いとは言えないが、近い将来コストダウン
が図られ実臨床でも使用できるようになる可能性が高い。このため実臨床での評価に応用する
にあたって、NGS を用いた血中 miRNA の網羅的解析を試みる（大阪大学との共同研究）。CS
検体と CV 検体から small RNA を抽出し、ライブラリを作成後（NEBNext Multiplex Small RNA 
Library Prep Set for Illumina、NEB 社）、アダプターダイマー（約 120bp）を除く為に電気泳動に
よるサイズセレクションを行い、NGS（MiSeq、Illumina 社）を用いた RNA シーケンスを行う
（目標リード数：約 100 万、50bp シングルエンドリード）。CS 検体において AF 群と対照群の
間で発現差が大きく、その差が CV 検体でも反映されている血中 miRNA を特定する。さらに、
NGS で特定された miRNA の発現は定量 PCR 法でも測定し結果の再現性を確認する。 
 
（３）血中 miRNA 発現に基づく AF の病態評価法と心房リモデリングの定量化法の構築 
上記の定量 PCR、NGS で同定された miRNA に関して、臨床評価による心房リモデリングの程
度と個々の miRNA の発現量との相関性を解析し、特定のリモデリング（電気的リモデリング、
構造的リモデリング、収縮リモデリング、自律神経リモデリング）を反映する miRNA をバイ
オマーカーの候補とした。複数の候補 miRNA の発現量やパターンの解析をおこない、そのプ
ロファイルに基づいて新たな心房リモデリングの評価法、定量化法を構築する。 
 
（４）血中 miRNA のプロファイルに基づく評価法の有効性の評価 
血中 miRNA のプロファイリングによって、AF 患者における治療効果、病態の進行、合併症の



発症などを予測できるかを前向きに評価する。 
 
４．研究成果 
（１）定量 PCR 法による既知の miRNA の発現プロファイリングの評価 
AF の病態の中でも心房線維化を中心とした構造的リモデリングは特に重要であり、線維化関
連 miRNA（miR-21、miR-26a、miR-29a、miR-133a）の発現解析を行った。CS 検体においては、
血中 miR-21、miR-26a、miR-29a、miR-133a の発現が、対照群と比較して AF 群で有意に低下し
ていた。一方、CV 検体においても血中 miR-21、miR-26a、miR-29a の発現が、対照群と比較し
て持続性 AF 群で低下していた。miR-1、miR-26a、miR-328、miR-499 はイオンチャネルタンパ
クを制御することが報告されており、miR-150 は AF の病態である炎症反応との関連が報告さ
れている。これらの miRNA に関しても、CS 検体において AF 群と対照群との間で発現差を認
め、CV 検体でも共通した変化を認めたことからバイオマーカーの候補となりうることが示唆
された。 
 
（２）NGS を用いた血中 miRNA の網羅的解析 
NGS を用いた RNA シーケンシングを施行し 845 の miRNA を検出した。既知の病態関連遺伝
子（miR-26、miR-133 など）に加えて、過去に AF の病態との関連が報告されていない miRNA
も数多く抽出された。とりわけ、未報告 miRNA のなかでも miR-20、miR-330、miR-204 は CS
検体において AF 群と対照群との間で発現差が大きく、CV 検体においても共通の発現差を認め
たことからバイオマーカーの候補になり得ると考えた。さらに、これらの遺伝子に関しては別
の患者群の検体を用いて定量 PCR 法で再度測定し、NGS の結果の妥当性を確認した。本結果
から将来的に血中 miRNA のプロファイリングに NGS が有用である可能性が示唆された。 
 
（３）血中 miRNA に基づく AF の病態評価法と有効性の評価 
バイオマーカーの候補となる個々のmiRNAの発現と心房リモデリングと関連する臨床指標（心
エコーや電気生理検査など）との相関性を解析し、候補 miRNA 群の発現パターンに基づいて
心房リモデリングの病態表現形（線維化主体か電気特性変化主体かなど）や心房リモデリング
の程度の評価法を作成した。現在、新たな患者群から血液検体を採取し、miRNA 群の発現プロ
ファイルを解析することによって、AF の治療効果、病態の進行、合併症の発症などを予測で
きるかどうかを前向きに検証している。また、AF の病態との関連が報告されていない miRNA
に対しては基礎実験による機能解析の準備を進めている。 
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