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研究成果の概要（和文）：石灰化大動脈弁狭窄症患者の大動脈弁で、複数のmicroRNA（miR）の発現が亢進して
いた。我々はmiR-34aに注目し動物実験を行った。ワイヤー傷害大動脈狭窄症マウスに、miR-34a阻害薬を投与す
ると、大動脈弁石灰化が抑制された。大動脈弁間質細胞でmiR-34aを抑制すると、石灰化誘導刺激下のNotch1低
下が抑制され、Runx2の活性化と石灰化が抑制された。miR-34aは石灰化大動脈弁狭窄症の新たな治療標的になる
可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Expression of microRNA (miR)-23a, miR-34a, miR-34c, miR-133a, miR-146a, and 
miR-155 was increased, and expression of miR-27a and miR-204a was decreased in valve tissues from 
calcific aortic valve stenosis (CAVS) compared with those from aortic regurgitation (AR). Expression
 of Notch1 was decreased, and expression of Runt-related transcription factor 2 (Runx2) was 
increased in patients with CAVS compared with those with AR. We selected miR-34a among increased 
miRs in porcine aortic valve interstitial cells (AVICs) after osteogenic treatment. Inhibition of 
miR-34a significantly attenuated the calcification signals in AVICs compared with miR-control. In 
wire injury CAVS mice, locked nucleic acid miR-34a inhibitor suppressed aortic velocity, calcium 
deposition of aortic valves, and cardiac hypertrophy, which were involved in decreased Runx2 and 
increased Notch1 expressions.

研究分野：循環器内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒト大動脈弁組織、ブタ大動脈弁間質細胞、ワイヤー傷害大動脈弁狭窄症マウスを用い、大動脈弁狭窄症の進展
に深く関わるmiRの役割について検討した。先天性二尖弁は三尖に比べ、大動脈弁狭窄症の進行が速いが、これ
には組織反応障害仮説の関与が示唆される。既に癌治療の分野では、miRNAを用いた臨床試験が始まっている。
またmiRsはバイオマーカーとしての応用も行われている。大動脈弁石灰化に密接に関わるmiRNAの同定は、ハイ
リスク患者の早期発見および治療介入に臨床応用できる可能性が期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
欧米では 75 歳以上の一般住民における大動脈弁狭窄症（AS）の有病率は 12.4%で、うち
重症 AS は 3.4%と頻度の高い疾患である。AS は高血圧、糖尿病、脂質異常症など危険因子
が動脈硬化疾患と共通するが、強力なコレステロール低下療法は AS の進展および予後を改
善しないことが報告され、有効な薬物療法は未だ確立していない。また半数の AS 患者では
動脈硬化疾患を合併していない。 
AS の初期段階では、大動脈弁石灰化とカスプ肥厚を生じるが、流出路狭窄は起こさない。
65 歳以上の 20-30%、85 歳以上の 48%で大動脈弁石灰化が認められ、5年で約 9%の人が AS
に進展すると報告されている。また先天性二尖弁は人口の 1-2%に見られ、AS の主要な発生
要因とされ、大動脈弁が三尖の場合より、10-20 年早く、AS を発症するとされている（JACC 
2008;51:1327-1336）。 
手術適応の重症 ASの 5年生存率は 15-50%と予後不良である。近年、経カテーテル大動脈
弁置換術（TAVR）が日本でも施行可能となったが、外科的大動脈弁置換術（SAVR）に比べ
5倍程度コストが高く、適応の拡大とともに医療経済を圧迫することが懸念される。心臓
超音波検査などにより、大動脈弁石灰化は容易にスクリーニングが可能であることより、
無症候な大動脈弁石灰化症例に対して、AS進展抑制に有効な薬物療法の開発が待たれる。 
 
２．研究の目的 
これまでの石灰化 ASマウスモデルは、動脈硬化マウスに数か月の高脂肪食負荷を与えるもの
が一般的であったが、実際に大動脈弁圧較差を伴う石灰化 ASを呈するのは一部のマウスのみで
あった。AS の重要な原因の一つとして、弁の開閉に伴う機械的損傷や動脈硬化因子による弁組
織の内膜障害が知られている。動脈硬化と同様に response to tissue injury 仮説が注目され
ている（Cardiovasc Pathol 2011;20:183-190, Cardiovasc Pathol 2002;11:69-77）。大動脈弁
間質細胞は最も多い弁の構成細胞であり、傷害を受け活性化すると筋線維芽細胞様に分化する。
過剰なリモデリング、瘢痕化、石灰沈着が生じ、弁尖やカスプが破壊される。これまで in vitro
や ex vivo での機械的傷害に対する組織修復についての研究がなされてきたが、これらのモデ
ルは生理的な血流や血液が欠如しているという問題があった。そこで我々は、ワイヤー傷害 AS
モデルを開発した。このモデルでは、ほぼ全例で大動脈弁逆流（AR）なしに著明な大動脈弁圧
較差上昇と、遠隔期に弁尖の石灰沈着が観察された。 
近年、心血管の発生および心血管疾患の発症に microRNA（miR）が重要な役割を果たすこと
が明らかになってきた。miR は、ゲノム上にコードされた 21-25 塩基長のノンコーディング 1
本鎖 RNA で、標的 mRNA の翻訳を転写後レベルで抑制する。本研究では、AS に関係する miR を
明らかにするとともに、in vitro および in vivo 実験により、miR が AS 進展に果たす役割を検
討する。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト大動脈弁組織を用いた検討 
 倫理委員会に申請の上、AS および AR患者から同意を得て、AVR 施行時に摘出した大動脈弁組
織を研究目的に凍結保存している。 
 大動脈弁組織から RNA を抽出した後に、市販のキットにより miR を精製し、real time PCR
により解析を行った。内在性コントロールには RNU6B を用いた。大動脈弁以外の組織で石灰化
に関係すると報告された miR の中から、治療標的候補 miR を選択した。 
 
(2) ブタ大動脈弁間質細胞を用いた検討 
 ブタ大動脈弁を弁尖組織以外の組織を含まないように切り取り、大動脈側と左室側の内膜層
を剥し取る。2㎜角に切り培養し、増殖してきた大動脈弁間質細胞を継代し、実験に使用する。
候補 miR mimic または scramble control を大動脈弁間質細胞に transfection し、石灰化誘導
培地下に石灰化に関与する BMP2、Runx2、Notch1 などの遺伝子発現に与える影響を検討した。 
 
(3) ワイヤー傷害 AS モデルを用いた検討 
 8-10 週齢の C57/BL6 雄マウスを用いて、ワイヤー傷害 AS モデルを作成する。トリブロモエ
タノール腹腔投与(250 mg/kg)による麻酔下に、ヒト冠動脈形成術用ガイドワイヤー(径 0.36mm)
を、右総頸動脈を通して心臓超音波ガイド下に左室内に挿入し、ワイヤーをスライドおよびス
ピンさせることで大動脈弁を選択的に傷害する。候補 miRNA の影響を検討するために、miRNA 
inhibitor を大動脈弁障害術の 1 週間後より投与を開始する。隔週で腹腔内に投与する（JACC 
2015; 65: 2526-37）。心臓超音波を用いて経時的に大動脈弁口流速および心機能を測定し、組
織学的変化を 4-16 週間にわたり観察する。また、real time PCR および蛍光免疫染色法によっ
て傷害弁の詳細な解析を行う。 
 
４．研究成果 
ヒト大動脈弁標本、ブタ大動脈弁間質細胞、ワイヤー傷害 ASマウスを用いて ASと miR の関
連について検討した。AS 患者と AR 患者の大動脈弁標本を用いて、石灰化への関与が報告され
ている10個のmiRの発現をqRT-PCRを用いて調べた。AS群においてmiR-23a, miR-34a, miR-34c, 



miR-133a, miR-146a, miR-155 の発現が亢進し、miR-27a, miR-204a の発現が低下していた。AS
群では石灰化を促進する Runx2 の発現が亢進し、Runx2 の発現を抑制する Notch1 の発現が低下
していた。miR-34a は Notch1 の発現を抑制することで、Runx2 の活性化を制御することが報告
されていることから、miR-34a に注目し、以下の実験を行うこととした。 
ブタ大動脈弁間質細胞を石灰化誘導培地で刺激すると、miR-34a の発現は有意に亢進した。
また、Runx2 の発現は亢進し、Notch1 の mRNA の発現は低下した。ブタ大動脈弁間質細胞に
miR-34a を過剰発現させたところ、Notch1 の発現が低下し、Runx2 の発現および石灰沈着が亢
進した。miR-34a を抑制すると、Notch1 の発現が亢進し、Runx2 の発現および石灰沈着が抑制
された。またNotch1 mRNAを用いたルシフェラーゼアッセイおよびプルダウンアッセイにより、
ブタ大動脈弁間質細胞において miR-34a は Notch1 の発現を直接調節していることが示された。
ワイヤー傷害 ASマウスへの Locked Nucleic Acid (LNA) miR-34a inhibitor の投与により、術
後 8週での大動脈弁の肥厚および石灰化が有意に抑制され、心肥大と左室収縮能が改善した。
免疫染色では LNA miR-34a inhibitor の投与によりマウス大動脈弁の Runx2 の発現が低下して
おり、miR-34a の抑制は大動脈弁組織の石灰化を抑制することが示唆された。 
miR-34a の抑制で AS の進展および病的心臓リモデリングが抑制されたことより、miR-34a を
標的とした治療は、AS に対する新たな治療戦略になることが示唆された。 
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