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研究成果の概要（和文）：心不全は高血圧等を基礎疾患とし、末梢に必要な血 液を送り出すことが不可能となった臨
床症候群である。本研究は、タンパク質をコードしないRNA（non-coding RNA) に着目し、心不全発症の分子生物学的
機構の解明を行う研究であった。肥満や２型糖尿病は心不全の発症を増加させるが、本研究では、心筋細胞特異的なno
n-coding RNA欠損マウスを用いて、non-coding RNAの一種であるmiR-451が、肥満や２型糖尿病によって引き起こされ
る心肥大の増悪因子であることを解明した。
また、心不全によって誘導される長鎖non-coding RNAの機能解析も行い、興味深い結果も得ている。

研究成果の概要（英文）：Heart failure is a clinical syndrome, in which the heart can not pump the blood 
necessary in whole organs. In this investigation, we focused on the protein non-coding RNAs and tried to 
figure out the molecular mechanisms underlying cardiac hypertrophy and heart failure. It is known that 
type 2 diabetes and obesity induce cardiac hypertrophy and heart failure. During this research period, we 
found that miR-451, which is one of the non-coding RNAs, exacerbated the cardiac hypertrophy induced by 
obesity and type 2 diabetes by using cardiomyocyte-specific miR-451 knockout mice.
We also conducted the analysis of a long non-coding RNA, which is upregurated in heart failure, and got 
the interesting results.

研究分野： 循環器内科学

キーワード： 心不全　非コードRNA
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１．研究開始当初の背景	 
(1)肥満を背景とした糖尿病生心筋症の発症
に関わる microRNA の機能解析	 
	 
C57BL/6 マウスに高脂肪食を長期間摂食させ
ると、肥満と２型糖尿病が生じ、更に高脂肪
食誘導性の心肥大が生じることが報告され
ている。われわれは高脂肪食誘導性心肥大に
おける microRNA の機能を評価するため、
C57BL/6 マウスに高脂肪食を 20 週摂食させ、
心臓における microRNA の発現を網羅的に評
価し、miR-451 が有意に上昇することを見い
だしていた。さらにラット新生仔心筋細胞に
miR-451 の過剰発現を行うと、心筋細胞傷害
が誘導されることを見いだしていた。	 
	 
(2)圧負荷による心肥大、心不全に至る過程
の long	 intergenic	 non-coding	 RNA の役割
の解明	 
	 
予備実験により、C57BL/6 マウスに圧負荷を
行うと心肥大や心不全において３種類の長
鎖非コード RNA	 (lincRNA)が誘導されるこ
とを見いだしていた。この lincRNA を我々は
lincRNA-Hypertrophy	 (lincRNA-Hy)と名付け
た。またこれらの３種の lincRNA をマウス新
生仔心筋細胞に過剰発現を行うと、コントロ
ールと比較し、有意に細胞表面面積が上昇す
ることを見いだしていた。	 
	 
２．研究の目的	 
(1)肥満を背景とした糖尿病生心筋症の発症
に関わる microRNA の機能解析	 
	 
本研究では miR-451 の、高脂肪食誘導性の心
肥大における機能を生体で詳細に評価する
こととした。	 
	 
(2)圧負荷による心肥大、心不全に至る過程
の long	 intergenic	 non-coding	 RNA の役割
の解明	 
	 
本研究では、内在性の lincRNA-Hypertrophy
の機能をさらに詳細に解明することを目的
とし、ノックダウンの系を確立することとし
た 。 ま た ３ つ の う ち １ つ の
lincRNA-Hypertrophy に着目し、lincRNA-Hy5
と名付け、作用機序の解明を行うため、miRNA
と lincRNA-Hy5 の結合を評価することとした。	 
	 
３．研究の方法	 
(1)肥満を背景とした糖尿病生心筋症の発症
に関わる microRNA の機能解析	 
	 
心筋細胞特異的に miR-451 を欠損させたマウ
スを作製するため、miR-451	 flox マウスと
心筋細胞特異的に Cre を発現する aMHC-Cre
トランスジェニックマウスをかけ合わせた。
その結果得られた心筋細胞特異的 miR-451 欠
損マウス(miR-451	 cKO)に普通食、あるいは

高脂肪食を 20 週間摂食させ、その心臓にお
ける表現型を解析した。	 
	 
(2)圧負荷による心肥大、心不全に至る過程
の long	 intergenic	 non-coding	 RNA の役割
の解明	 
	 
lincRNA-Hypertrophy のノックダウンの系を
確立するために、shRNA,	 miRNA,	 CRISPR-dCas
等を用いてノックダウンを試みた。	 
	 
また、lincRNA-Hy5 と miRNA の結合を評価す
る た め 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 下 流 に
lincRNA-Hy5 を繋いだコンストラクトを作製
し、miRNA の過剰発現ベクターと共発現させ、
ルシフェラーゼアッセイを行った。	 
	 
４．研究成果	 
(1)肥満を背景とした糖尿病生心筋症の発症
に関わる microRNA の機能解析	 
	 
心臓特異的 miR-451 欠損マウスとコントロー
ルマウスに普通食と高脂肪食を 20 週摂食さ
せたところ、miR-451 の高脂肪食による上昇
は認められなかった（下図 A）。	 
	 
	 	 	 	 	 	 図 A	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
心重量と細胞膜染色により心肥大の程度を
測定したところ、高脂肪食誘導性の心肥大が
一部低下を認めた（下図 B）。	 
	 
図 B	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
Cab39は代謝の重要な因子であるAMPKの上流
のタンパクである LKB1 の安定化タンパクと
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performed Western blotting for cleaved caspase-3 and single 
strand DNA staining to evaluate cell toxicity in vivo. We did 
not detect cleaved caspase-3 (Online Figure XIA) and there 
was no difference in single strand DNA–positive cardiac myo-
cytes (Online Figure XIB–XIE). To evaluate fibrosis, we also 
performed picrosirius red staining and quantitative reverse 
transcription PCR. However, we did not observe a signifi-
cant difference in fibrosis area and collagen type 1 α1 mRNA 
levels between the HFD-fed miR-451 cKO and control mice 
(Online Figure XII). These data suggest that HFD-induced 
cardiac hypertrophy is ameliorated in the miR-451 cKO mice.

AMPK Phosphorylation in the Heart Is 
Strengthened in HFD-Fed miR-451 cKO Mice
Western blotting analysis was performed to determine the 
signaling pathways activated in the control and miR-451 cKO 
mouse hearts. As expected, Cab39 protein levels in the hearts 

were significantly increased in the HFD-fed miR-451 cKO 
mice compared with the HFD-fed control mice (Figure 5A). 
AMPK phosphorylation at Thr172, a downstream target of the 
Cab39/LKB1 complex, was also substantially enhanced in 
the hearts of the HFD-fed miR-451 cKO mice compared with 
the HFD-fed control mice (Figure 5B). Next, we evaluated 
the phosphorylation of mTOR, a regulator of protein synthe-
sis,26 and S6 ribosomal protein, which is a substrate of S6 
kinase—a downstream target of mTOR. mTOR phosphoryla-
tion and S6 phosphorylation were significantly suppressed in 
the HFD-fed miR-451 cKO mice compared with the HFD-fed 
control mice (Figure 5C and 5D). Because AMPK suppresses 
mTOR signaling,26 these data suggested that HFD-induced 
cardiac hypertrophy was attenuated, at least in part, via the 

Figure 5. Phosphorylation of AMP-activated protein kinase 
(AMPK) in hearts is restored in high-fat diet (HFD)–fed 
microRNA (miR)-451 cKO (cardiomyocyte-specific knockout) 
mice. Western blotting analyses and the densitometric 
analyses of normal chow (NC)–fed or HFD-fed control (wild-
type [WT]) and cardiomyocyte-speci!c miR-451 knockout 
(cKO) mice. Left, Representative images of Western blotting. 
Right, Quanti!cations by densitometric analysis. n=10 to 12. 
A, Calcium-binding protein 39 (Cab39). GAPDH was used as a 
loading control. B, Phosphorylated-AMPK (p-AMPK) and total-
AMPK (t-AMPK). C, p-mammalian target of rapamycin (p-mTOR) 
and t-mTOR. D, p-S6 ribosomal protein (p-S6) and t-S6.n=6. 
Data are presented as mean±SEM. *P<0.05; ***P<0.001. AU 
indicates arbitrary unit. 

Figure 4. High-fat diet (HFD)–induced cardiac hypertrophy 
is ameliorated in cardiomyocyte-specific microRNA (miR)-
451 knockout (miR-451 cKO) mice. Wild-type (WT) and cKO 
indicate αMHC-Cre;miR-451+/+ and αMHC-Cre;miR-451"/",  
respectively. A, Body weights of mice fed 10 kcal% fat–
containing normal chow (NC) or 60 kcal% fat–containing HFD  
for 20 weeks, n=10 to 18. B to D, miR-451 levels in hearts  
(B, n=6–13), heart weight normalized using tibial length  
(C, n=10–14), and interventricular septum thickness at diastolic 
phase (IVSTd; D, n=6–9) of indicated NC- or HFD-fed mice.  
E, Representative images of lectin staining. White bar indicates 
40 μm. F, Quanti!cation of cardiomyocyte cross-sectional area in 
NC- or HFD-fed control and miR-451 cKO mice, n=3 to 4. Data 
are presented as mean±SEM. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001. AU 
indicates arbitrary unit.
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して知られている。miR-451 は先行研究によ
り Cab39 をターゲットとすることが報告され
ているため、心臓の Cab39 のタンパク量を調
べたところ、高脂肪食負荷マウスで認められ
た Cab39 のタンパクレベルの低下が、miR-451	 
cKO では改善していた。また LKB1/AMPK 経路
はタンパク合成に重要な mTOR を抑制するこ
とが知られているため、mTOR 経路のリン酸化
を Western	 Blotting にて評価したところ、
対象マウスでは mTOR とその下流の S6 のリン
酸化が有意に上昇していたが、そのリン酸化
が miR-451	 cKO では抑制されていた（下図 C）。	 
	 
図 C	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
これらの結果は下記の主な発表論文等に記
載したように、アメリカ心臓協会誌の一つで
ある Circulation	 Research に報告した。	 
	 
miR-451 が上昇するメカニズムに関しては、
高脂肪食を負荷すると血中のパルミチン酸
が上昇すること、またラット新生仔心筋細胞
にパルミチン酸を負荷すると miR-451 が濃度
依存性に上昇することから、飽和脂肪酸を介
した経路が示唆されるが、詳細なメカニズム
については更なる研究が必要であると考え
られた。	 
	 
(2)圧負荷による心肥大、心不全に至る過程
の long	 intergenic	 non-coding	 RNA の役割
の解明	 
	 
lincRNA-Hy5 のノックダウンの系を確立する
ために、shRNA,	 miRNA,	 CRISPR-dCas 等を用
いてノックダウンを試みた。しかし、マウス
新生仔心筋細胞において、再現性よくノック
ダウンを行うことはできなかった。おそらく
これは、マウス新生仔心筋細胞において
lincRNA-Hy5 の発現量が非常に低いためと考
えられた。	 
	 
また lincRNA-Hy5 の miRNA との結合を,	 
ルシフェラーゼアッセイを用いて評価し、い
くつかの miRNA と結合することを見いだした。	 
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達、井手裕也、中関典子、小山智史、木村
剛、尾野亘	 肥大刺激によって誘導される
lincRNA の心臓と骨格筋における機能解
析	 2015 年 6 月 14 日-16 日	 

	 
4.	 第 52 回	 日本臨床分子医学会学術集会	 
みやこめっせ	 京都	 

	 	 	 桑原康秀、堀江貴裕、馬場理、出原正康、
宇佐美俊輔、中尾哲史、西賀雅隆、西野共
達、北徹、木村剛、尾野亘:	 microRNA-451
は LKB1-AMPK 経路を抑制することで、ラッ
ト心筋細胞において細胞障害を、生体にお
いては高脂肪食誘導性心肥大を誘導する
2015 年 4 月 10 日-11 日	 	 

	 	 
5.	 新学術領域研究	 転写研究会＆転写サイ
クル＆転写代謝システム共催	 若手ワー
クショップ＠伊香保	 ホテル松本楼	 渋
川市伊香保町	 群馬	 

	 	 	 桑原康秀、堀江貴裕、中島康弘、伯野大
彦、馬場理、出原正康、宇佐美俊輔、西賀
雅隆、西野共達、中尾哲史、井手裕也、中
関典子、小山智史、北徹、木村剛、尾野亘	 	 
心肥大•心不全における lincRNA の機能解
析	 2015 年 2 月 5 日-7 日	 

	 

6.	 第九回	 高血圧と冠動脈疾患研究会	 大
手町サンケイプラザ	 東京	 	 

	 	 桑原康秀、堀江貴裕、馬場理、木村剛、
尾野亘。肥満を伴う糖尿病性心筋症におけ
る、microRNA-451の機能解析。	 2014年12
月20日	 

7.	 第37回	 日本分子生物学会年会	 パシフ
ィコ横浜	 横浜	 	 

	 	 桑原康秀、堀江貴裕、馬場理、出原正康、
宇佐美俊輔、中尾哲史、西賀雅隆、西野共
達、井手裕也、中関典子、小山智史、木村
剛、尾野亘.	 飽和脂肪酸により誘導され
るmicroRNA-451は、糖尿病性心筋症の増悪
因子である。	 2014年11月25日-27日	 

8. 第 ５ 回 	 Molecular	 Cardiovascular	 
Conference	 II	 神戸ベイシェラトンホテ
ル＆タワーズ	 神戸	 	 

	 	 	 桑原康秀、堀江貴裕、馬場理、出原正康、
宇佐美俊輔、中尾哲史、西賀雅隆、西野共
達、井手裕也、中関典子、小山智史、木村
剛、尾野亘.	 飽和脂肪酸により誘導される
microRNA-451 は、糖尿病性心筋症の増悪
因子である。	 	 2014 年 9 月 5 日-6 日	 

	 
9.	 第 51 回	 日本臨床分子医学会学術集会	 
東京国際フォーラム	 東京	 	 

	 	 	 桑原康秀、堀江貴裕、馬場理、渡邉真、
西賀雅隆、宇佐美俊輔、出原正康、中尾哲
史 、 西 野 共 達 、 木 村 剛 、 尾 野 亘 .	 
microRNA-451 は LKB1-AMPK 経路を抑制す
ることで、ラット心筋細胞において細胞障
害を、生体においては高脂肪食誘導性心肥

大を誘導する。	 2014 年 4 月 11 日-12 日	 
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