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研究成果の概要（和文）：本研究では、I/Rによる心筋虚血を背景に、誘導された骨格筋萎縮が心筋の回復不全
を起こす疾患モデルの作成に成功した。さらにその機序として萎縮骨格筋および虚血心で産生されるmiR-16-5p
がエクソソームに内包されて障害心筋に到達、SESN1の翻訳抑制によるオートファジーの抑制を介してアポトー
シスを促進することを示した。一方、サルコペニアによる心機能回復障害に定量的運動療法が有効であること、
虚血後のサルコペニア予防に幹細胞移植が有効で心機能回復障害も抑制できることを示した。心筋梗塞に伴うサ
ルコペニアが本機序を介して心機能の回復不全を引き起こす現象は、疾病管理、治療介入の観点から極めて重要
である。

研究成果の概要（英文）：Sarcopenia is a pathophysiological malfunction induced by skeletal muscle 
atrophy. However, the underlying mechanism of disturbed cardiac repair accompanied with sarcopenia 
remains poorly understood. Here, we developed a novel sarcopenia-induced cardiac repair disturbance 
mouse model induced by tail suspension (TS) after cardiac ischemia and reperfusion (I/R). Then, we 
identified a specific exosomal-microRNA, miR-16-5p, in the circulating exosomes of I/R-TS mice. 
Likewise, miR-16-5p disturbed cardiac repair in I/R mice directly. Additionally, in cardiomyocytes 
(CMs) cultured under hypoxic conditions in the presence of a miR-16-5p, we clarified that 
autophagosomes were decreased in CMs via SESN1/mTOR inactivation. In conclusion, we show the 
pro-apoptotic effect of sarcopenia-derived miR-16-5p, which may be behind the exacerbation of 
myocardial infarction. Therefore, miR-16-5p can be a novel therapeutic target for cardiac repair 
disturbances in sarcopenia-cachexia. 

研究分野： 循環器内科

キーワード： サルコペニア　心臓悪液質　オートファジー　miRNA　不全心筋回復障害

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
重症心筋梗塞では、長期臥床による、廃用性および心臓悪液質に伴う二次性のサルコペニアを併発することがし
ばしばあり、骨格筋萎縮に伴うサルコペニアが循環血液中exosome内のmiR-16-5pを介して心機能の回復不全を引
き起こす可能性を念頭におくことは疾病管理、治療介入の観点から重要である。そしてサルコペニアを合併した
虚血性心疾患患者に対して、運動療法可能な患者においては定量的リハビリテーションを、運動療法困難な患
者、特に高齢者に対しては骨格筋萎縮への予防的治療として細胞療法を、と異なる選択肢の中から最善の治療戦
略を立てることで、患者予後を改善し、医療費削減の一助になることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 廃用性筋萎縮（サルコペニア）は急性期の心機能改善を阻害するとともに、罹病期間の長期化

と相まって心臓悪液質を引き起こすことが知られており、その生命予後が極めて不良であるこ

とが臨床的にも明らかにされている。しかしサルコペニア自体が心機能に及ぼす直接的な影響

は明らかにはされていない。今回我々は、新たに虚血心マウスに対する持続的尾懸垂により（二

次的）サルコペニアを誘導することで、傷害心に与えるサルコペニアの影響を詳細に観察する系

を確立した。この系により、障害心に与えるサルコペニアの影響・機序を解明し、またサルコペ

ニアへの治療的介入による影響、効果もまた詳細に検討することが可能である。 

 さらに我々は独自の視点から毛細血管周囲に存在し血管・神経・骨格筋に分化するする毛細血

管由来幹細胞を発見した。本研究の最終目的はこの幹細胞を用い運動療法と共に骨格筋に治療

介入することで、サルコペニアを克服し低侵襲で心機能ひいては心臓悪液質を改善させる「リハ

ビリテーションと細胞移植」という新たなコンセプトに基づくハイブリッド治療を提唱するこ

とである。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は次に挙げる 2点である。 

 ①サルコペニアが障害心に及ぼす影響およびその機序を明らかにする。 

 ②サルコペニアに対する治療介入が障害心に与える影響およびその機序を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

① 実験的虚血心マウスに与えるサルコペニア誘導の影響及びその機序 

1)  実験モデルの確立・評価 

  C57BL/6 マウス(8−10 週齢)の左冠動脈を一時的に結紮し、虚血後(45 分間)に再還流すること

で形成される心筋梗塞モデル(ischemia/reperfusion; I/R model)を作成した後、翌日から 1週

間の尾懸垂負荷(tail suspension; TS)により下肢骨格筋にサルコペニア誘導を行った。I/R 翌

日、TS 後(8 日)、I/R 28 日後で各々心機能、梗塞サイズの評価、下肢骨格筋機能、筋萎縮を測

定、TSの有無による生理学的影響を評価した。 

2)  サルコペニアによる心機能増悪機序解明 

TS により誘導された骨格筋萎縮が虚血心(IR)に与える影響とその関連性について調べるため、

循環血中のエクソソームに内包される micro RNA に着目した。関与する micro RNA を同定する

ため、I/R 手術後尾懸垂７日目の検体で TS の有無により 2 群間で有意差を持って変動する

microRNA の網羅的解析を行った。同定された micro RNA を機序解明のターゲットとしてさらに

【方法 1】【方法 2】の手法により、サルコペニアで誘導される microRNA が虚血心に与える影響

とその機序について検証を行った。 

【方法 1：in vitro】ラット新生仔から心筋細胞を単離、初代培養を行った。このラット心筋細

胞(neonatal rat cardiomyocyte: NRCM)に対して、1%O2 低酸素培養条件下でアポトーシスを誘

導、さらに候補 micro RNA を mimic plasmid により遺伝子導入し、その影響を検証した。アポト

ーシス陽性細胞は TUNEL 染色を行い、アポトーシス関連因子については定量的 PCR 法および

Western Blot 法(WB)による解析を行った。候補 micro RNA が制御するターゲット遺伝子を同定

し、その遺伝子が与える誘導アポトーシスへの関与について解析を行った。特に、アポトーシス

制御性オートファジーに着目し、免疫染色によるオートファゴソームの検出および、マーカー蛋



白の WBによる解析を行った。 

【方法 2；in vivo】循環血液中の候補 micro RNA を内包したエクソソームの分泌臓器を調べる

為、TS 後のマウスから各器官の臓器を採取し、それぞれ定量的 PCR 法で解析した。最後に、循

環血液中候補 micro RNA の虚血心への直接的影響を検証するために、I/R マウスに候補 micro 

RNA mimic plasmid を経静脈的に投与し、虚血心に与える影響を評価した。 

②サルコペニア誘導実験的虚血心マウスに対する運動療法＋細胞移植治療の影響及びその機序 

 ①で確立した I/R-TS マウスに対し、萎縮骨格筋に対する運動療法もしくは細胞療法の介入効

果について以下の 5 群を設定し、各群における心機能変容について評価を行った。運動療法は

TS 後にトレッドミル(treadmill exercise test; TET)による定量的運動療法(3週間)を毎日実

施した。細胞移植は TS 前もしくは後に下肢骨格筋にマウス脂肪由来幹細胞(ADMSC)幹細胞（6×

105個/body）を移植した。 

(a) IR-TS (-)(b) IR-TS(+) (c) IR-TS(+) TET (d) IR-TS (+) PBS (e) IR-TS (+) cell(ADMSC)  

細胞療法群については細胞投与の有無における骨格筋筋力の変化率についても評価を行った。 

③ 統計解析 

実験データは平均値±標準誤差で表記し、統計学的検定は Wilcoxon 検定もしくは正規分布に

従う場合は student t-test を用いて検定を行った。有意差は p値 < 0.05 をもって採択しデ

ータは JMP14.0 (JMP, Tokyo, SAS)を用いて解析した。 

 

４．研究成果 

①I/R マウスにおける骨格筋萎縮の誘導 

尾懸垂を行ったマウスを示す（図 1a）。I/R 後、7日

間の TSを行った I/R-TS(+)群では、TSを行わなかっ

た I/R-TS(-)群と比べて、有意に術後 8日目の腓腹筋

重量の低下と、下肢筋力の低下（図 1b,c）が観察さ

れた。組織学的には、TS(+)においては特にヒラメ筋

筋束間質の線維化（図 1d）及び、筋線維断面積の明

らかな縮小を認めた（図 1e,f）。よって I/R 後の TS

により骨格筋萎縮が誘導されることが確認された。 

②骨格筋萎縮を呈した I/R マウスの心機能解析 

I/R-TS(-)マウスでは、誘導された心筋虚血によ

り一過性に低下した左室駆出率が虚血解除後 8 日

目にかけて改善を認めたが、I/R-TS(+)マウスでは

改善を認めなかった（図 2a,b）。術後 29日目まで

観察を行った I/R-TS(+)マウスにおいても左室駆

出率の持続的な低下を認め（図 2a,c）、病理組織学

的評価においても線維化組織面積の増大が確認さ

れた（図 2d,e）。以上から I/R 後の骨格筋萎縮誘導

によって心機能の回復不全が惹起・持続されること

が示された。 

 

 

③候補マイクロ RNA の同定 

図 1  I/R マウスにおける骨格筋萎縮の誘導 

図 2  I/R-TS マウスの心機能回復障害 



I/R-TS(+)及び I/R-TS(-)マウスの２群間におい

て、循環血液中の血清内エクソソームに含有され

たマイクロRNAについて網羅解析を行った(図3a)。

結果、統計学的に有意な変化量を有する２つのマ

イクロ RNA、miR-16-5p と miR-144-3p が抽出され

た(図 3b)。全頭マウスによる再検証の結果、miR-

16-5p のみが I/R-TS(+)群で有意な発現上昇を認め

た(図 3c)。以上より、miR-16-5p を候補マイクロ 

RNA として以降の検討を進めた。 

④miR-16-5p による低酸素誘導アポトーシスの亢進 

候補マイクロ RNA である miR-16-5p を mimic する

plasmid を作成し、NRCM に遺伝子導入後、低酸素培養を

行ってアポトーシスを誘導した。結果、miR-16-5p を遺

伝子導入した NRCM では TUNEL 陽性細胞の出現率が非導

入群に比べて有意に高値であった (図 4a,b)。さらに、

この系において miR-16-5p 導入 NRCM の p53、caspase-

3 mRNA 発現(図 4c,d)、および古典的経路の Bax2(図

4e,f)及び Cleaved-caspase-3(図 4g,h)の蛋白発現量が

非導入群に比べて有意に亢進していた。以上より、低酸

素培養によりラット心筋細胞に誘導されるアポトーシ

スは、miR-16-5p 遺伝子導入によって亢進された。 

⑤SESN1 の翻訳抑制とオートファジー抑制 

SESN1遺伝子はmiR-16-5pの直接的なターゲットであ

り、mTOR を介してオートファジーを調節することが知

られている。Luciferase reporter-based targeting 

assay を行い、miR-16-5p による SESN1 遺伝子の発現調

節を確認したところ、control 遺伝子に比べ binding 

site に miR-16-5p 配列を組み込んだ遺伝子を導入した

細胞では SESN1 遺伝子発現が有意に抑制されたること

が確認された(図 5a,b)。 

一方、ラット心筋細胞において SESN1 蛋白量は低酸

素培養下で増加したが、miR-16-5p mimic 遺伝子導入に

より有意な低下を認めた(図 5c,d)。同時にその系にお

いて、mTOR のリン酸化は亢進し(図 5e)、オートファゴ

ソーム陽性細胞は低酸素培養のみに比べて miR-16-5p

群で明らかに減少(図 5f,g)、基質である LC3B-II の低

下も確認された(図 5h,i)。すなわち、in vitro において miR-16-5p は SESN1 抑制的に働き、低

酸素培養下で亢進する NRCM のオートファジーを抑制していることが示された。 

図 4  miR-16-5p による誘導アポトーシスの亢進 

図 3  候補 microRNA の同定 

図 5  SESN1 の翻訳抑制とオートファジー抑制 



⑥循環血中の miR-16-5p の役割 

TS(+)マウスの循環血液中 miR-16-5p の

分泌臓器を同定するために、各器官におけ

る miR-16-5p 発現量を評価した。結果、有

意な上昇が観察されたのは萎縮骨格筋お

よび心臓に限られていた(図 6a)。最後に、

循環血液中で発現亢進した miR-16-5p の虚

血心に与える直接的影響を証明するため

に、TS 誘導を行わない I/R マウスに miR-

16-5p mimic plasmid を経静脈的に投与し

たところ、投与 1 週間後の左室駆出率の回復阻害が観察された(図 6b,c)。以上により、循環血

中 miR-16-5p は TS 後の骨格筋・心筋より分泌され、直接的に虚血心の機能回復を阻害する可能

性が示唆された(図 6d)。 

⑦IR-TS マウスに与える運動療法、細胞移植療法の効果 

  I/R-TS マウスの萎縮骨格筋に対し、定量的トレッドミル

による運動療法を３週間実施したところ、運動療法開始１

週間で心機能の回復が認められ、その効果は運動療法継続

により持続することが示された(図 7a)。ついで I/R 後の萎

縮骨格筋に対する細胞療法を、同種マウス ADMSC を用いて

検証した。当初、I/R 導入後に細胞移植を行ったが、心機能

回復障害についてはその効果を示すことができなかった。

そこで、サルコペニアによる心機能回復障害に対する予防

効果を検証するために、I/R 後、TSを実施する前に ADMSC を

105、6×105、106個/body で移植し、その影響を評価した。その結果、6×

105・body 群において、placebo である PBS 投与群に比し TS７日後の骨格

筋力低下が抑制されると共に、心機能の回復障害も抑制されることが示

された(図 7a,b)。 

【考察】 

本研究では、I/R による心筋虚血を背景に、誘導された骨格筋萎縮が心

筋の回復不全を起こす疾患モデルの作成に成功した。その機序として萎縮骨格筋および虚血心

で産生される miR-16-5p がエクソソームに内包されて障害心筋に到達、SESN1 の翻訳抑制による

オートファジーの抑制を介してアポトーシスを促進することを示した。さらに、定量的運動療法

は心機能の回復障害を正に制御し、間葉系幹細胞である ADMSC においてもその治療効果を確認

することができた。重症心筋梗塞では筋萎縮に伴うサルコペニアが本機序を介して心機能の回

復不全を引き起こす可能性を念頭におくことが重要である。また運動療法可能な患者において

は定量的リハビリテーションを、運動療法困難な患者、特に高齢者に対しては骨格筋萎縮への予

防的治療として細胞療法、と異なる選択肢の中から最善の治療戦略を立てることが期待される。 
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