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研究成果の概要（和文）：COS-7細胞に対するゼラチン水和ゲルとmiR-29bの組成条件の検討を行った。COS-7細胞へは
高効率でmiR-29bの完全相補遺伝子をもつプラスミドを導入でき、マイクロRNAの徐放担体への導入における条件を導き
出すことができた。
乳酸・グリコール酸共重合体(PLGA)を用いたmiR-126のマウス下肢虚血モデルへの導入効率を検討した。PLGA封入miR-1
26投与群で血流改善を認め、遺伝子レベル・タンパク発現レベルでも、miR-126によるシグナル活性を示した。PLGAを
用いたmiRNAの局所投与による標的細胞への十分な移行性が示され、心臓組織へのマイクロRNA徐放における基礎的知見
を得た。

研究成果の概要（英文）：We performed the evaluation for optimal mixture condition of gelatin hydrogel and 
miR-29b using COS-7 cells. We could found the condition to efficiently induce miR-29b complementary 
plasmid within COS-7, providing suitable condition of better microRNA induction using sustained-release 
vehicles.
We next evaluated the efficiency of transduction of miR-126-incorporated poly(lactic-co-glycolic 
acid)(PLGA) for mice hindlimb ischemia model. Treatment with miR-126-incorporated PLGA led to increased 
blood flow and activation of signaling pathway related to miR-126 in gene and protein expression level. 
We showed fair efficiency of transduction of microRNA into the target cells which provides a basic 
knowledge for sustained release of microRNA into the heart muscle tissue.

研究分野：心臓血管外科学
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１．研究開始当初の背景 
 
拡張型心筋症や虚血性心筋症による末期
心不全患者は予後不良である。末期心不全は、
心筋肥大・線維化など細胞フェノタイプによ
る心筋リモデリングが引き金となる。また、
末期心不全治療には補助人工心臓技術も進
歩してきているが、心移植の架け橋となって
も未だ回復への架け橋とはなりえていない。
そこで、マイクロ RNA(miRNA)の発現調節
が、心臓フェノタイプの制御、心筋リモデリ
ング抑制に繋がると考えた。 
現在、miRNA の局所発現は難しく他臓器
での有害作用が危惧される。そこで、ゼラチ
ンハイドロゲルを徐放化システムとして用
いることで、心臓局所に効率よくmiRNAを
発現させうるため、心筋リモデリングを抑制
することで末期心不全に対する新たな治療
法の構築を目指す。また、左室補助人工心臓
における細胞フェノタイプ制御の役割を解
明し、心移植の架け橋から回復への架け橋に
することを目指す。 
 
２．研究の目的 
 
 心臓はじめ生体局所への効率的な miRNA
徐放システムを確立することが本研究の目
的である。 
 
３．研究の方法 
 
①ゼラチン水和ゲルを用いたマイクロRNAの
細胞への導入のための基礎検討 
 
マイクロRNAを導入する際に用いるゼラチン
水和ゲルの最適な組成条件の検討を行った。
マイクロRNAは心筋線維化および心筋リモデ
リング抑制の働きをもつ miR-29b を使用し、
miR-29b の完全相補遺伝子を組み込ませた
dual luciferaseをもつプラスミドを用いた。 
 
②乳酸・グリコール酸共重合体(PLGA)を用い
たマイクロRNAのマウス下肢虚血モデルへの
導入の検討 
 
次に、miR-29 の長期作用についても検討す
るために、プラスミドの luciferase が長期
発現する細胞が必要と考え、安定発現細胞株
の作製を試みたが、安定性を得るのが困難で
あった。そのため心臓組織への導入検討を行
うのはさらに時間を要することが考えられ
たため、すでに安定したマイクロ RNA の導入
に成功している、乳酸・グリコール酸共重合
体(PLGA)を用いたmiR-126の導入効率を検討
することとした。miR-126 は VEGF シグナルを
介した血管新生に働くことが知られている。
PLGA封入miR-126のマウス下肢への血管新生
効果を検討後、心臓にその条件を応用する方
針とした。 
マウス下肢虚血モデルとして、大腿動脈を

結紮・切除により作製し、モデル作製直後に
PLGA 封入 control RNA 投与群と PLGA 封入
miR-126 投与群に分けて、その投与効果を比
較した。評価項目は、レーザードップラー血
流計による下肢の血流評価、採取標本の免疫
組織学的評価、qRT-PCR による遺伝子レベル
の評価およびウエスタンブロッティングに
よるタンパク発現レベルの評価を行った。 
 
４．研究成果 
 
①ゼラチン水和ゲルを用いたマイクロRNAの
細胞への導入のための基礎検討 
 
ヒト心筋線維芽細胞にこのプラスミドお
よびmiR-29bを直接導入したところ導入効率
が低く、ゼラチン水和ゲルの条件検討にヒト
心筋線維芽細胞を用いることは難しいと考
えられた。そこで、遺伝子導入に適した COS-7
細胞をゼラチン水和ゲル組成条件の検討に
使用することとし、その後ヒト心筋線維芽細
胞での検討を行う方針とした。COS-7 細胞へ
は高効率でこのプラスミドを導入でき、ゼラ
チン水和ゲルを用いたマイクロRNAの導入に
おける基礎的な条件を導き出すことができ
た。 
 
②乳酸・グリコール酸共重合体(PLGA)を用い
たマイクロRNAのマウス下肢虚血モデルへの
導入の検討 
 
miR-126 投与群で血流改善を認め（図１）、組
織学的にも血管新生および動脈形成の有意
な増加が得られた（図２）。また、遺伝子レ
ベルおよびタンパク発現レベルも、miR-126
の血管新生経路を示すことが出来た（図３）。 
 



（図１）PLGA 封入 miR-126 投与によるマウス
下肢虚血モデルの血流改善 

 
（図２）PLGA 封入 miR-126 投与による CD31
陽性血管内皮細胞の増加および血管新生  
 

（図３）PLGA 封入 miR-126 投与による血管申
請抑制因子 SPRED-1 の発現抑制 
 
以上より、PLGA を用いた miRNA の局所投与
によるその標的細胞への十分な移行性が示
された。この結果は心臓組織へのマイクロ
RNA 徐放を行ううえでの基礎的知見をもたら
したと言える。 
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