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研究成果の概要（和文）：心不全において心筋細胞への蓄積がみとめられるミトコンドリアDNAの分解酵素であ
るDNaseIIに関し、その活性低下が遺伝子発現量低下に起因するとこが明らかになった。この遺伝子発現はマイ
クロRNAによる調節を受けるとの仮説に基づき、その候補を同定し、さらにこれら候補がヒトの不全心筋組織に
おいて存在することが確認できた。microRNAを低下させ、DNaseIIの活性を増強するすることによる心不全予防
効果を検討したが、その十分な効果を確認するには至らなかった。

研究成果の概要（英文）：With regard to DNase II, an enzyme that degrades mitochondrial DNA, which is
 found to accumulate in cardiomyocytes in heart failure, it has been clarified that the decrease in 
activity is due to the decrease in gene expression level. Based on a hypothesis that the gene 
expression is regulated by some microRNAs, we identified the candidates and confirmed that these 
candidates exist in human myocardial tissue of heart failure. The prophylactic effect of heart 
failure by lowering microRNA and enhancing the activity of DNase II was studied, but it was not 
enough to confirm its sufficient effect.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
心筋症や心不全においても認められる炎症は病態形成において重要な役割を果たすが、本仮説（ミトコンドリア
DNA蓄積に由来する無菌的な自然免疫応答がこの病態の一因である）に基づいたまったく新しい心不全治療戦略
を検討した。ミトコンドリアDNA分解に関わる分子（DNaseII）の心臓での発現動態を理解しこれを制御すること
により、心臓の炎症制御から心不全を予防することを目指し、動物モデルを用いて本仮説の検証をおこなった。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

心筋炎などの炎症を直接の病態とする疾患だけでなく、心筋症や心不全においても炎症細胞の
心筋組織浸潤が認められる症例が報告されており、炎症は心筋症や心不全の病態形成において
重要な役割を果たすことが知られている。心不全を対象とした抗ＴＮＡα抗体を用いた臨床試 

では、心不全の予後改善は得られなかった。これには心不全で生じる炎症が、複数のサイトカイ
ンや炎症細胞が複合的に関与する病態であり、一つのサイトカインを標的とした治療が病態制
御には不十分であったことが一因と考えられ、心不全における新たな心不全治療が求められる。 
 

２．研究の目的 

本研究では心筋細胞において単一の炎症性サイトカインではなく、複数の炎症性サイトカイン
上昇に関与する、ミトコンドリアＤＮＡ蓄積に由来する無菌的な自然免疫答に関わる分子機構
の解明と、これへの介入がもたらす心不全治療効果を検証すること、具体的には心筋細胞に心不
全期に蓄積するミトコンドリアＤＮＡ蓄積する病態機序の理解とその制御を通して、心臓の炎
症を軽減する心不全治療を検証することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

（１）雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊマウスの横行大動脈縮窄（ＴＡＣ）を施行すると、ＴＡＣ１週後に
は心機能低下は来たさず心臓重量が増加する「心肥大」を呈し、ＴＡＣ４週後には心機能低下が
現れ「心不全」を呈することが明らかになった。肥大心および不全心を用いて、その破砕組織を
用いて、ミトコンドリアＤＮＡ分解をになうＤＮａｓｅＩＩ活性は活性測定法（ＳＲＥＤ法）を
用いて定量化した。また、同サンプルを用いて、ＲＴ－ＰＣＲ法により、ｍＲＮＡ発現量を定量
化した。 
 
（２）ＤＮａｓｅＩＩの心不全に至る過程における発現動態を説明するため、心不全期において
ＤＮａｓｅＩＩのｍＲＮＡを分解する機能を有するｍｉＲＮＡの発現増加があるとの仮説をた
て、ｍｉＲＮＡのスクリーニングを行った。まずヒトのＤＮａｓｅＩＩの３′ＵＴＲ領域を蛍光
タンパク質ＥＧＦＰの下流に組み込んだプラスミドを作成した。ヒトｍｉＲＮＡライブラリー
（約３０００種）の内それぞれを、このプラスミドとともに、ＨＥＫ２９３Ａ細胞に遺伝子導入
を行った。この方法では、ＤＮａｓｅＩＩの３′ＵＴＲに結合するｍｉＲＮＡは細胞内でｍＲＮ
Ａを分解しＥＧＦＰの蛍光発現を減弱することから、この実験系を用いて網羅的にスクリーニ
ングを行った。 
 
４．研究成果 
（１）ＤＮａｓｅＩＩ活性は心肥大期には増加が認められるが、心不全期には低下が認められた。
ｍＲＮＡ発現量は肥大期には増加を認め、心不全期に低下を来すことから、その活性はｍＲＮＡ
レベルで制御されることが示唆された。 
 
（２）上記スクリーニング法を用いて抽出された候補のうち、マウスにおいても同定されている
ｍｉＲＮＡであり、さらにマウス心において心肥大期ではｍｉＲＮＡの増加がなく心不全期に
増加が認められる２種類の候補を同定した。 
 
（３）つぎに重症ヒト心不全サンプルを用いて、２種類のｍｉＲＮＡの発現量およびＤＮａｓｅ
ＩＩ発現量をＲＴ－ＰＣＲにより確認し、１種類のｍｉＲＮＡは不全心において増加が認めら
れるものの、一方はヒト心臓ではＰＣＲによる増幅が得られなかった。また、不全心においては
ＤＮａｓｅＩＩの発現は非不全心に比し低下が認められることが明らかになった。 
 
（４）ヒト心臓薄切切片に対し、蛍光免疫組織化学法を用いて染色した結果、ＲＴ－ＰＣＲで増
幅が認められたｍｉＲＮＡは心臓での局在が確認できたが、もう一方は局在が認められなかっ
た。（３）の結果とあわせると、ヒト心臓組織には発現が認められないｍｉＲＮＡであると判断
した。 
 
（５）同定したｍｉＲＮＡのＩｎＶｉｔｒｏでのＤＮａｓｅＩＩ抑制機能を確認するため、マウ
ス筋芽細胞（Ｃ２Ｃ１２細胞）にｍｉＲＮＡを遺伝子導入すると、ＤＮａｓｅＩＩの抑制が認め
られた。 
 
（６）心筋細胞特異的にＤＮａｓｅＩＩを強制発現する、遺伝子改変マウスを作成した。本遺伝
子改変マウスの心臓にはＤＮａｓｅＩＩの発現増強が認められ、ＳＲＥＤ法においても活性の
増強が認められた。また、スクロース分画法を用いて分画した心臓組織において、ミトコンドリ



 

 

ア分画においてＤＮａｓｅＩＩが多く認められた。この遺伝子改変マウスに対しＴＡＣを施行
し、４週後の表現形を確認した。遺伝子改変マウスは対照マウスに対し心重量、肺重量とも低値
であった。また心臓組織において、炎症細胞の浸潤や線維化が少ないことが明らかになった。し
たがってＤＮａｓｅＩＩの強制発現は心筋保護的作用を示すことが示唆された。 
 
（７）心不全期にｍｉＲＮＡ同定したｍｉＲＮＡに結合する遺伝子配列（Ａｎｔｉ－ｍｉＲ配列）
を２つ有する人工的核酸分子ｍｉＲ－ｄｅｃｏｙを設計し、これを心筋細胞に恒常的に強制発
現させるＡＡＶ９（ＡＡＶ９－ｍｉＲ－ｄｅｃｏｙ）を作成し、ＩｎＶｉｖｏ実験で必要なコピ
ー数を得ることができた。野生型マウスに対し術前にＡＡＶ９－ｍｉＲ－ｄｅｃｏｙを静脈内
投与しｍｉＲ－ｄｅｃｏｙを心筋細胞に強制発現することで、ＴＡＣに伴う心不全増悪抑制が
認められるかを検討した。ＡＡＶ投与時期や投与量を最適化したが、目的のｍｉＲＮＡの十分な
発現抑制が得られなかった。 
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