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研究成果の概要（和文）：microRNA（miRNA; miR）はヒトにおいて約１０００種類が報告され、

遺伝子の５０％以上を制御しているとの報告がある。今回の検討において、心肥大、心不全、

および代謝調節における miRNA の役割が判明し、治療の標的となりうることが明らかとなって

きた。また、流血中の miRNA-1、133a が心筋障害のバイオマーカーとなりうること、他の臓器

に作用しうることも示した。 
 
研究成果の概要（英文）：About 1000 miRNAs have already been discovered in human and it 

is estimated that they can regulate more than 50% of genes. We have shown that specific 

miRNAs have function in cardiac hypertrophy, heart failure, and metabolic disorders. Some 

of miRNAs are good targets for the treatment of such disease conditions. We also revealed 

that circulating miR-1 and miR-133a can be used as biomarkers for myocardial injury and 

there is a possibility that they can affect in other cells/organs. 
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１．研究開始当初の背景 
microRNA(miRNA)は、蛋白情報を持たない小
分子 RNAで、主に遺伝子転写後の蛋白発現制
御を行っている。これまでにヒトでは 1000
種類程度の miRNAが報告されており、遺伝子
の 50%以上が miRNA によって制御をうけてい
るといわれている。miRNA の研究は現在、も
っとも注目されている分野のひとつである。 
心臓に関しては、miRNA が発生分化に関与し
ている(Nature. 2005;436:214-20.)のみなら
ず、心肥大にも関わっていることが示されて
いる(Science. 2007;316:575-9.)。 
我々は、miRNA 合成に必要な因子の siRNA に

よる抑制系、心臓特異的 miRNAの過剰発現系、
さらに個別 miRNAの相補鎖発現による制御系
を構築し、心臓での miR-133発現が、心筋細
胞での糖代謝に関わるという知見を得てき
た。 
 
２．研究の目的 
心筋代謝調節における miRNAの関与は未解明
の分野であり、その役割と制御機構を詳細に
検討する。 
 
３．研究の方法 
(1)心臓特異的 miRNAの発現ライブラリーを
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作成する。個々の miRNAの機能を明らかにす
る。 
(2)個々の miRNAについて、発現抑制用のデ
コイ遺伝子発現ベクターを作製する。miRNA
を抑制した場合の変化について検討する。 
(3)心肥大、心不全、高脂肪食負荷に関連す
る miRNAのマイクロアレイ解析を行う。特
異的な変化を示す miRNAにつき、(1),(2)
の検討を行う。 
(4)上記の miRNA および、代謝関連の miRNA
のノックアウトマウスの作成・導入および
解析 
 
４．研究成果 
(1)心肥大から心不全へ移行する動物モデル
において、miRNA のアレイ解析を行ったとこ
ろ、共通の seed配列を有する miR-15b、-16、
-195、-424が心肥大から心不全にいたる際に、
特異的に発現上昇することを認めた。in 
vitro においてこの miR-15b がミトコンドリ
アに存在する Arl2 蛋白をターゲットとし、
細胞内 ATPを減尐させることを確認した。さ
らに、miR-15b、-16、-195、-424を阻害する
デコイ遺伝子を作成し、心筋細胞に発現させ
たところ、内因性の miR-15bが減尐し、細胞
の ATPが上昇した。電子顕微鏡による解析に
おいて、miR-15bあるいは Arl2の siRNAの過
剰発現により、心筋細胞のミトコンドリアが
変性することを確認した。したがって、心肥

大から心不全に移行する際に上昇する
miR-15b、-16、-195、-424は心筋のミトコン
ドリアにおける ATP産生を抑制し、心筋細胞
にとって、心機能を悪化させる方向に働くこ
とが判明した。miR-15b、-16、-195、-424の
制御が心不全治療に結びつく可能性がある。 
 

(2)心肥大の際には心筋ミオシン重鎖（MHC）

のアイソフォーム発現の比率が優位から優

位に変化することが知られている。このMHC

発現にmiRNAが関与しているかどうかを調べ

るために、miRNAの合成に重要なDicer遺伝子

のsiRNAを発現させたところ、-MHC発現が低

下した。このことは-MHC発現を上昇させるよ

うなmiRNAが存在することを示す。そこで、心

肥大の際に発現が上昇することが知られてい 

る19のmiRNAを個別に過剰発現させたところ、

miR-27aが-MHCのみを上昇させ、-MHCには影

響を及ぼさないことが示された。またmiR-27a

を抑制すると、-MHC発現が低下した。バイオ

インフォマティックスツールを用いて

miR-27aの標的遺伝子を検索したところ、

MHCを低下させるthyroid hormone receptor 

-1（TR1）という転写因子がターゲットであ

ることが明らかとなった。In vitroの実験に

おいてTR1がmiR-27aのよい標的であること

を確認した。 

さらにmiR-27aは、ES細胞から心筋細胞への分

化過程、さらに心肥大の際に発現が上昇し、

TR1の減尐とともに-MHCの上昇を起こすこ

とが判明し、この制御によって心肥大を抑制

できる可能性が考えられた。 

 

(3)トラスツズマブ（ハーセプチン）はヒト癌

遺伝子HER2/neu（c-erbB-2）の遺伝子産物で

あるHER2(ErbB2)蛋白に特異的に結合する事

で抗腫瘍効果を発揮する抗がん剤であるが、

乳がんの治療において、アントラサイクリン

系の抗腫瘍性抗生物質ドキソルビシンと併用

すると、高頻度に心不全を引き起こす（それ

ぞれ単独の使用においては3-5%の発生頻度で

あるが、併用の場合19%と報告されている。N 

Engl J Med 344;783-792:2001）。 

そのメカニズムをmiRNAの関与から検討した。

ドキソルビシンの投与により、miR-146aの発

現上昇が起きる。このmiR-146aの標的遺伝子

にerbB-4があり、miR-146aの過剰発現、ある

いはドキソルビシンによってErbB4蛋白は減

尐し、心筋細胞死が増加する。ErbB4 3’UTR

を結合したルシフェラーゼ遺伝子の活性を測

定することにより、miR-146aの標的遺伝子が

ErbB4であることを確認した。また、miR-146a

のデコイ遺伝子でmiR-146aを抑制すると、ラ

ット初代培養心筋細胞においてErbB4蛋白発

現は上昇し、ドキソルビシンによる心筋細胞

死が減尐した。 

ヒトの心筋細胞においてはErbB2とErbB4しか

発現しておらず、これらがリガンドの

Neuregulin-1と結合し、心筋細胞保護作用を

発揮する。トラスツヅマブとドキソルビシン

ミトコンドリアの形態; 電子顕微鏡像

miR-cont. miR-15b

Scrambled siRNA ARL2 siRNA

Bars=200nm  

 



 

 

の同時投与においてはこのシグナルが完全に

遮断され、心筋細胞死が引き起こされると考

えられる。従って、乳癌の治療の際には両者

の同時投与は避けるべきである。その一方、

ドキソルビシンによるErbB4の抑制は一過性

である可能性があるため、投与時期を考慮す

れば安全に治療できる可能性が示された。 

 

(4)細胞内コレステロールレベルを厳密にコ

ントロールすることは細胞の生存にとって大

変重要である。Sterol regulatory 

element-binding protein 2 (SREBP-2)は細胞

内のコレステロールの低下を感知して、細胞

がコレステロール不足から守る働きがある。

すなわち、コレステロール合成や取り込みに

関わる遺伝子を正に制御し、また末梢の細胞

においてはコレステロールの引き抜きに関わ

るATP-binding cassette transporter A1 

(ABCA1)を負に制御する。我々はSrebp2のイン

トロンにmiR-33が存在することを認め、その

意義について検討した。培養細胞においてコ

レステロールを除去すると、Srebp2の発現は

上昇し、miR-33の発現も上昇する。その際に

ABCA1は低下する。一方miR-33のデコイ遺伝子

を発現させると、ABCA1は上昇する。そこで、

実際の生体内でのmiR-33の作用を検討するた

めに、miR-33欠損マウスを作成した。Srebp2

のイントロン16に存在するmiR-33のみを除去

した。このmiR-33欠損マウスにおいては、マ

クロファージ、肝臓でのABCA1蛋白が上昇し、

血中HDLコレステロールが上昇した。したがっ

て、生体内において、miR-33がABCA1とともに

、血中HDLの低下に関わることが示された。 

コレステロールの低下をもたらす薬剤にはス

タチンがあり、動脈硬化性疾患の治療におい

て、幅広く使われている。しかしながら、こ

れはSREBP-2の上昇作用があるため、miR-33

も上昇する。このことより、スタチン治療に

加えてmiR-33を制御することができれば、LDL

コレステロールが低下し、HDLコレステロール

が上昇するという、理にかなった治療法が可

能となると考えられる。 
 
(5)近年、血中の exosome 分画に miRNA が含
まれ、各種の病態に応じて量が変化している
ことが報告されている。また、急性心筋梗塞
患者の血清中にある種の miRNAが上昇してい
ることが報告された。我々は各種心血管疾患
患者の血液サンプルにおいて血清中の miRNA
の測定を行った。血清 miR-１と-133 は心筋
梗塞の患者のみならず、不安定狭心症やたこ
つぼ心筋症の患者でも上昇していた。さらに
この上昇は心筋障害のマーカーのトロポニ
ン Tと相関し、トロポニン Tが上昇するより
前に上昇する鋭敏な指標であることを認め
た。また、マウス心筋梗塞のサンプルにおい
て、心筋梗塞部の miR-1、miR-133、miR-208、
miR-499 が減尐し、in situ hybridization
法によって、心筋梗塞部およびその周辺部の
miR-133 が減尐していることが判明した。し

たがって、これらの場所から miRNAが血中に
遊離している可能性が考えられた。培養細胞
においてはカルシウム刺激によって exosome
が分泌される。カルシウムイオノフォア
A23187 により心筋細胞を刺激したところ、
exosome 中の miR-133 が上昇したが、これは
心筋細胞死を伴う濃度においてのみ生じた。
さらに培養細胞の上清から得られた exosome
を、miR-133 の標的配列を含むレポーター遺
伝子を発現させた他の細胞に投与したとこ
ろ、レポーター遺伝子発現が低下し、exosome
中の miRNAが他の細胞に作用しうることが示
された。 
以上より、心筋細胞死が生じるような病態に
おいて、心筋細胞から miRNAが流血中に流れ
出すことが明らかとなった。これは現在心筋
障害の検出に用いられているトロポニン Tよ
り早期に検知できる鋭敏なバイオマーカー
になりうる。また一方で、その流出した miRNA
が生体の他の細胞・組織に作用しうることが
示された。   
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