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研究成果の概要（和文）：我が国では約100万人以上もの人が心不全に罹患し，医療費の約30％が心血管疾患の治療に
用いられている。心不全やその基礎心疾患として本邦に多い心筋疾患（心筋症）を早期に診断し治療を開始すれば心不
全の進行を抑制することが可能である。そのためには血液検査で心不全や心筋症を診断できる血液バイオマーカーの発
見が重要である。最近、マイクロRNA (miRNA)がバイオマーカーとしても有用であることが報告された。私たちは今回
の研究で心不全の診断に有用な可能性がある1個のmiRNAを同定した。同様に二次性心筋症の一種である心サルコイドー
シスの診断に有用な可能性のある40個のmiRNAを同定した。

研究成果の概要（英文）：Heart failure remains a major and growing public health problem in aging society 
like Japan. More than one million Japanese have suffered from heart failure, and almost 30% of the 
medical costs have been used in the treatment of cardiovascular disease. Cardiomyopathy including dilated 
cardiomyopathy (DCM) are among the most common underlying heart failure in Japan. It is therefore 
important that patients with cardiomyopathy who are refractory to standard medical treatment be placed 
under strict management as early as possible. Micro RNAs (miRNAs) are single stranded and short noncoding 
RNAs, generated from endogenous transcripts, and miRNAs are suggested to have important roles in a 
variety of physiological and pathological processes. Recently, circulating miRNAs has shown great promise 
as novel biomarkers for cardiovascular disease. In this study, we showed that the expression level of a 
miRNA was significantly increased in patients with DCM.

研究分野： 循環器内科、心不全、心筋症、心臓リハビリテーション

キーワード： 循環器　心不全　マイクロRNA　バイオマーカー

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 我が国では約 100 万人以上もの人が心不
全に罹患し，医療費の約 30％が心血管疾患の
治療に用いられている。今後、世界に類を見
ない少子高齢化を迎える我が国では、心不全
罹患者数の増加とそれに伴う医療費の爆発
的な増加が予想され早急な対応が必要であ
る。そのためには、心不全の発症進展を抑制
することと、心不全に陥っている症例の運動
耐容能を改善して入院回数を減らすことが
重要である。約 20 年前にアンジオテンシン
変換酵素阻害薬によって心不全の予後は改
善されることが明らかにされ、その後ベータ
遮断薬を追加することでさらに予後を改善
することが明らかとなり、心不全の長期予後
は劇的に改善された。アンジオテンシン変換
酵素阻害薬やベータ遮断薬は、過剰な神経体
液性因子の抑制により長期予後改善効果を
発揮することも明らかとなってきた。しかし、
このような新しい時代の心不全治療にもか
かわらず、薬物治療にても心不全が悪化する
症例は数多く存在する。そのため、従来から
新しい薬理作用ターゲット分子探索を目的
とした心不全の病態解明研究が分子生物学
的レベルで活発に行われているが、心不全治
療に新たなパラダイムシフトを起こす治療
ターゲットは未だ発見されていない。 
(2) 近年、タンパク質をコードしない
non-coding RNA (ncRNA) がにわかに脚光
を浴び始めている。ncRNA の一種であるマ
イクロ RNA(miRNA)はそれ自身が遺伝子の
最終産物であり、機能性高分子として働き、
遺伝子の発現調節に関わる重要な RNA 分子
であることが次第に明らかになりつつある。
miRNA は細胞の発生や分化、細胞の初期化
に関与していることが報告され、疾患の原因
としてタンパク質の異常のみならず miRNA
の異常も視野に入れる必要性が認識されつ
つある。循環器領域においては、動物実験で
miR-1 や miR-133 は心肥大に対して抑制的
に働く一方で、miR-23、miR-24、miR-199
等は心肥大を促進することが報告されてい
る。また、miR-29 や miR-133 が心筋線維化
に抑制的に働くことも報告されている。私た
ちも、科学研究費補助金(2009-2011 年度)の
支援の下、14 例の慢性心不全患者（全例が拡
張型心筋症）から得た心筋生検標本の一部の
解析により、重症不全心筋では miR-10、
miR-300、miR-302、miR-323、miR-422 が
異常発現していることを報告した (J 
Cardiol. 2011; 57: 338-344)。さらに私たちは、
8 例の拡張型心筋症の症例から得た心筋生検
標本の一部のマイクロアレイを用いた解析
により、７種類の miRNA が有意に (p< 0.01) 
心筋線維化に関与している可能性があるこ
とを認めるとともに、別の 14 例の拡張型心
筋症の症例から得た心筋生検標本の一部を
定量的 RT-PCR により解析した結果、心筋線
維化の程度が進行している症例では
miRNA-1, miRNA-23, miRNA-210, 

miRNA-624 のレベルが、心筋線維化の程度
が進行していない症例と比較して有意に
(p<0.05) 小であることを見いだした（AHA 
2011）。心筋線維化の進行に基づき心不全の
重症度を分類して、心不全の進展に関与する
miRNA を初めて報告した。このように、不
全心の病態に関与する miRNA を探索し、そ
の機能異常による生体応答を総合的に把握
することは、心不全の病態解明および心不全
治療に新たなパラダイムシフトを起こす治
療ターゲット同定に直結する重要な課題で
あると考える。 
(3) 最近、miRNA がバイオマーカーとしても
有用であることが報告され始めている。血清
中の miR-141 が前立腺ガンのマーカーとし
て有用であること等、miRNA の悪性腫瘍を
ターゲットとしたバイオマーカーへの応用
が模索されている。しかしながら、miRNA
の心不全をターゲットとしたバイオマーカ
ーへの有用性を検証した報告は極めて少な
い。私たちは心不全の主要な原因疾患である
心筋梗塞の感受性遺伝子を世界で初めて網
羅的大規模関連解析を行い同定した (N 
Engl J Med 2002)。また、高血圧やリスクフ
ァクターの感受性遺伝子についても同定し
た (Hypertension 2003, Diabetologia 2009, 
Eur J Hum Genet 2011)。これら心筋梗塞や
非虚血性の高血圧性不全心、拡張型心筋症で
は、心筋収縮･拡張障害の機序として、心筋
細胞内 Ca2+調節の異常や心筋線維化が深く
関わっていることも我々は心筋生検標本の
解析を基に明らかにしてきた (Circulation 
1997, 1999, 2001, 2004, 2005; J Am Coll 
Cardiol 1996, 2001, 2002, 2003, 2005, 2006, 
2007, 2008, 2009, 2010; Eur Heart J 2003, 
2008, 2009; Heart 2008, 2010 等)。また、ア
ンジオテンシン受容体拮抗薬やミネラルコ
ルチコイド受容体拮抗薬の心不全に対する
有用性について報告した(Circulation 2005, 
J Cardiovasc Pharmacol 2009, Heart 
Vessels 2012)。以上の現状をふまえ、私たち
は、これまでの研究で同定した収縮障害や心
筋線維化の進展に関連する miRNA を複数同
定した優位性、先進性を応用して、心不全診
断にパラダイムシフトを起こす新しい血液
バイオマーカーとしての miRNA の有用性を
確立することを目的に本研究計画を立案す
るに至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、心不全の症例を対象に 
(1) 末梢静脈血液中で上記 miRNA が上昇し
ていることを同定し、心不全診断の新しいバ
イオマーカーとしての miRNA の有用性を確
立すること、 
(2) 収縮障害や心筋線維化等の重症度と血液
中 miRNA 発現レベルとの関連を検討するこ
とで、心不全の重症度診断の有用性を確立す
ること、である。 
  



３．研究の方法 
(1) 特発性拡張型心筋症 (DCM) に関連する
血清中 miRNA の網羅的探索： 
 心不全症状 (New York Heart Association 
(NYHA)クラス II 度) を有して精査治療目的
で入院した DCM 患者 11 例と健常対照者 3例
を対象とした。拡張型心筋症の診断は
Ejection Fraction(EF)が 50％以下で、冠動
脈造影で冠動脈疾患を認めず、心エコー等に
て弁膜疾患や二次性心筋症を否定した症例
とした。 
 血液検査により脳性ナトリウム利尿ペプ
チド(BNP)、血中カテコラミン濃度を測定し
た。また、心エコー検査を施行した。さらに
心臓カテーテル検査にて左室拡張末期圧
(EDP)を、左室造影に左室駆出率を測定した。 
 末梢静脈から採血した血液20mLの内の8mL
は miRNA 測定のため遠心分離後、直ちに冷凍
保存した。採取した血液 8mL を直ちに遠心分
離して、血清を-80℃にて冷凍保存する。下
記手順にて保存血清におけるmiRNA発現プロ
ファイリングを網羅的に行った。 
① miRNA のラベリング: ラベリングによる
ハイブリダイゼーションの阻害なく、それぞ
れのmiRNAから最大のシグナルを得られるよ
うにすべての miRNA の 3’末端に 20-50 塩基
の核酸を付加した。付加された 3’テールに
は通常の塩基とアミン修飾された塩基が混
在し、アミン修飾した miRNA に蛍光色素を付
加した。 
② ハイブリダイゼーション: 1896 種類のヒ
ト miRNA、1141 種類のマウス miRNA、679 種
類のラット miRNA を含む 3100 種類の miRNA
をターゲットにしたプローブをスポットし
たアレイ (EXIQON社製 miRCURY LNA microRNA 
Array) を用いた。ループが負荷されたプロ
ーブを用いることで、成熟 miRNA のみを特異
的に検出できた。 
③ スキャンニング・データ解析: 
GenePix4000B にて読み取り画像ファイルを
作成し、解析ソフトウエアにより各スポット
の発現強度を数値化した。 
 
(2) DCM に関連する血清中 miRNA の定量的解
析： 
 DCM20例と健常対照5例を対象にmiRNA測定
のため末梢静脈から血液 8mL を採血した。上
記(1)のマイクロアレイによる血清中 miRNA
発現プロファイリングによりDCMとの関連が
同定された 9種類の miRNA の中で解析可能で
あった8種類のmiRNA (miRNA-489, miRNA-496, 
miRNA-3156-3p, miRNA-4721, miRNA-4781-5p, 
miRNA-5010-5p, miRNA-5088-3p, 
miRNA-8052)と病的心筋での異常発現が従来
報告されている 3種類の miRNA (miRNA-1, 
miRNA-134, miRNA423-5p) に関する血清中の
発現レベルを定量的 RT-PCR 法により評価し
た。 
 
(3) 心サルコイドーシスに関連する血清中

miRNA の網羅的探索： 
慢性心不全の原因となる心サルコイドーシ
ス 5例と健常対照者 3例を対象に miRNA 測定
のため末梢静脈から血液8mLを採血した。389
種類の血清中miRNA発現レベルをマイク色ア
レイを用いて網羅的にプロファイリングし
た。 
 
 本研究プロトコルは藤田保健衛生大学医学
部倫理委員会による承認を得た後、各症例か
ら文書による同意を得て行った。 
 
４．研究成果 
(1) 特発性拡張型心筋症 (DCM) に関連する
血清中 miRNA の網羅的探索： 
 DCM11 例の中で高度な腎障害がなく、解析
可能な心臓超音波検査画像が得られた 6例 
(53.5 ± 13.5 歳) と健常対照者 3 例 (53.7 
± 6.0 歳) について解析した。心臓超音波検
査から計測した DCM 群の左室拡張末期径= 69 
± 14mm、左室駆出率= 30 ± 7%、組織ドプ
ラ法にて計測した E/e’= 15.5 ± 10.4 であ
った。また、血漿中のノルアドレナリン濃度
は健常対照群と比較して DCM 群で有意に 
(p<0.05) 上昇し (615 ± 179 vs. 350 ± 116 
pg/ml)、アルドステロン濃度は有意に低下し
ていた (79.9 ± 31.2 vs. 124.3 ± 8.2 
pg/ml)。マイクロアレイを用いた網羅的プロ
ファイリングの結果、健常対照群と比較して
DCM 群の血液中で p<0.05 の有意水準で異常
発現している 44 種類の miRNA を同定した。
さらに、これ異常発現している 44 種類の
miRNA の中で 9種類の miRNA は p<0.01 の有
意水準でも異常発現していた。 
 
(2) DCM に関連する血清中 miRNA の定量的解
析： 
 次に私たちは DCM 20 症例と健常対照 5例
を対象に上記 (1) で DCM との関連が示唆さ
れた 9種類の miRNA の中で解析可能であった
8種類の miRNA (miRNA-489, miRNA-496, 
miRNA-3156-3p, miRNA-4721, miRNA-4781-5p, 
miRNA-5010-5p, miRNA-5088-3p, 
miRNA-8052)と病的心筋での異常発現が従来
報告されている 3種類の miRNA (miRNA-1, 
miRNA-134, miRNA423-5p) に関する血清中の
発現レベルを定量的 RT-PCR 法により評価し
た。DCM 群と健常対照群との間に年齢や性別
に差は認めなかった。DCM 群では左室ポンプ
機能が低下し (EF=37.0%)、左室拡張機能も
低下 (E/e’=13.2)していた。また、血漿ノ
ルアドレナリン濃度が上昇 (292.8pg/ml) 
していたが、心筋繊維化の血液バイオマーカ
ーである ICTP、MMP=3、アルドステロンそれ
ぞれの血液中濃度は健常対照群と差はなか
った。定量的 RT-OCR 法 (ΔΔCT 法) により
解析した結果、1種類の miRNA (miRNA=489)
発現が健常対照群と比較して有意に (p< 
0.05) 上昇していた。 
 



(3) 心サルコイドーシスに関連する血清中
miRNA の網羅的探索： 
心臓サルコイドーシス 5例と健常対照 3例に
対して血液を採取してマイクロアレイを用
いて網羅的プロファイリングを実施した。そ
の結果、心サルコイドーシスでは健常対照群
と比較して 200種類の血液中 miRNA が有意に
（p< 0.01） 異常発現していた。これら 200
種類の miRNA の中で 13 種類の miRNA が強力
に (ratio >4) 発現が低下して、27 種類の
miRNA 発現が上昇していた。 
 
 以上の結果から、私たちは DCM の診断的血
液バイオマーカーの候補となる 1種類の
miRNA を同定した。また二次生心筋症の一種
である心サルコイドーシスについても 27 種
類の miRNAが診断的血液バイオマーカーの候
補としてスクリーニングすることに成功し
た。  
 今回、私たちは世界で初めて、DCM および
心サルコイドーシスに関連するmiRNAを同定
することに成功した。超高齢化社会を迎える
我が国では侵襲が少ない診断的血液バイオ
マーカーの開発が喫契の課題であることか
ら、今回の研究結果は心不全医療へ大いに寄
与する結果と考える。心不全の病因解明や、
新たな分子治療ターゲットの同定にも結び
つくものと考える。 
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