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研究成果の概要（和文）：頚動脈プラーク破綻の予知、治療、予防を目指し、そのエピジェネテイクス変化の解
明というテーマの中で、マイクロRNA(miRNA)変化に焦点を絞り頚動脈プラーク手術標本の解析、動物モデル、培
養モデルの確立、解析の目的で研究を行った。プラーク標本の解析にて、miRNA145を中心に、プラーク破綻を示
す各臨床プロファイル、画像との関連性を解析した。臨床プロファイルの中で症候性プラークにおいてmiRNA145
が有意差はなかったものの高く、マーカーの一つとして役立つ可能性が示唆された。今後、網羅的発現解析によ
る他miRNAの検出、症例の累積が必要である。動物、培養モデルのmiRNA解析は今後の課題である。

研究成果の概要（英文）：In order to predict, treat and prevent carotid plaque rupture, among the 
various epigenetic changes within the theme of elucidation of its epigenetic changes, we focused on 
micro RNA (miRNA) changes. In order to achieve that purpose, we analyzed the carotid plaque surgical
 specimens, and intended to establish animal models and culture models. In analysis of plaque 
specimens, the correlation with each clinical profile and image showing plaque rupture was analyzed 
focusing on miRNA145. Although there was no significant difference between miRNA145 in symptomatic 
plaque among clinical profiles, it was high, suggesting that it might serve as a marker. In the 
future, detection of other miRNAs by comprehensive expression analysis and accumulation of cases are
 required. Micro RNA analysis of animals and culture models is for further study.

研究分野： 医学

キーワード： プラーク破綻　エピジェネティクス　マイクロRNA

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脳梗塞は、現代社会の大きな問題である寝たきりの一番の大きな要因である。その中で、食生活の変化等、生活
習慣の変化により増加しているのが、アテローム血栓性脳梗塞であり、その大きな原因であるのが、頚動脈のプ
ラーク破綻である。なぜプラークが不安定になり、破綻するのはわかっていなかったが、そこにエピジェネテイ
クス変化という新しい概念を導入し、本研究だけでは行えなかったが、将来的にその予防、治療までをマイクロ
RNAの観点から行える可能性を示すことができた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
頚動脈プラーク破綻は、脳梗塞における最も重要なメカニズムである。それにもかかわらず、プ
ラーク破綻の病態生理は、解明されていない。現在、プラーク破綻に最も関与する因子が、プラ
ークの脆弱性といわれている。その脆弱性を引き起こすのに不可欠な役割を果たしているのが、
炎症、血管新生等の他因子による影響であり、これまでの報告から単一の遺伝子異常が病態形成
に関連しているという報告は得られていない。 
近年、エピジェネテイクスの異常が癌、炎症性疾患などさまざまな疾患の発症に関与しているこ
とが明らかになっている。エピジェネテイクスとは、DNA の塩基配列によらない遺伝情報の発
現制御であり、細胞分裂を経て安定して伝達される遺伝子機能の変化や、その仕組みと定義され、
ゲノム DNA の後天的な修飾、制御により、ゲノム情報を活用する高次生態系である。 
 エピジェネテイクスの概念には、 
１． DNA のメチル化修飾 
２． ヒストン蛋白のアセチル化等のクロマチン修飾 
３． ポリコーム群蛋白 
４． クロマチンの高次構造とオーガニゼーション 
５． microRNA(miRNA)、double-standed non-coding RNA による制御 
を含み、これらの調節機構は、互いに密接に関係し、相互、協力作用より細胞内の遺伝子発現を
促進、抑制により調節する。エピジェネテイクスによる遺伝子発現調節は、aging, stress, 
炎症、癌化等、外因子によって変化する可逆性変化であり、多くの疾患の発症に関与することが
わかっている。 
 この中で microRNA は、約２２塩基の non-cording RNA で、mRNA に結合し mRNA の分
解、蛋白質の翻訳抑制を促進し、エピジェネテイクス機構において重要な役割を果たす。蛋白質
に関連する遺伝子全体の約３０%が miRNA による転写後制御されており、発生、分化、癌化等、
多種多様な役目を担っている。 
当科でも miRNA に着目し、悪性神経膠腫をはじめとする原発性脳腫瘍と miRNA の関与を明
らかにしてきた 1,2,3. 
粥状動脈硬化発症の過程で、miRNA 発現に影響を与えることが、培養細胞や、動物モデル実験
で示されている。近年、CVD のバイオマーカーとしての miRNA 群について、血液分画を用い
て、研究されだしているが、実際のヒト粥状動脈硬化での miRNA 発現に関する有用な報告は少
なく、ヒトの粥状化動脈における miRNA の機能はいまだよく知られていない。 
エクソソームは新たな細胞間情報伝達機構として注目されており、血管細胞、プラークが分泌す
るエクソソームが、プラーク形質転換、血管新生、破綻に関与していることが推測される。プラ
ーク破綻のメカニズムを、解明するためには血管細胞とプラーク細胞の新たな細胞間伝達機構
となり得るエクソソームの機能解明が今後重大な課題となる。エクソソームは豊富な miRNA を
含有するが、近年、分泌型 miRNA はエクソソーム内のみではなく、AGO2 などの蛋白と結合し
生体内で安定して存在していることも解明されている。本研究ではエクソソームとあわせ分泌
型 miRNA にも注目し、研究を進める。 
 
２．研究の目的 
近年、頚動脈プラーク破綻に関与するエピジェネテイクス異常が、報告され、その変化に重要な
役割を担っている microRNA(miRNA)に着眼し、これに網羅的解析を加えることで、頚動脈プ
ラーク破綻の機序を解明する。miRNA はバイオマーカーとしても注目されており、これにはエ
クソソーム内に含まれる分泌 miRNA が大きな役割をはたし、エクソソーム内分子は細胞相互
作用において重要な役割を担い、頚動脈狭窄症患者におけるプラーク破綻においても関与して
いる可能性がある。miRNA,エクソソーム、分泌型 miRNA を解析することによりプラーク破綻
の新たな治療戦略を確立することを目標とした。 
 
３．研究の方法 
頚動脈サンプルの収集 
プラーク破綻の判定は、術前の MRI イメージ、頚動脈エコーを基に診断し、組織学的に確認す
る。頚動脈内膜剥離術患者、頚動脈ステント術患者より前者は、頚動脈プラーク摘出サンプルよ
り、後者からは、ステントの際の、distal protection にて収集されたプラークをサンプルとして、
網羅的発現解析を基にプラーク破綻における特異的な miRNA、mRNA、protein の同定を行う。 
 
頚動脈プラーク破綻モデルの作成：  
マウスの頚動脈 tandem stenosis モデルを作成する 4。実験には１２週齢マウスを用いる．マウ
スにケタラール(100 mg/kg)とキシラジン(10 mg/kg)の腹腔内投与による麻酔を行い，完全な鎮
痛，鎮静下にて作成を行う．仰臥位として手術台上に固定し，卓上顕微鏡を用い, 頸部正中切開
後に右総頸動脈を周囲組織から剥離し露出する．内頸動脈分岐部から１ｍｍのところに遠位部
狭窄を、そこから、３ｍｍ近位部に近位部狭窄を作成する。狭窄は、150μm の針を総頚動脈と
一緒に 6-0 ナイロン糸にて結紮し、後から針を結紮から引き抜くことにより完成する。 
左総頚動脈は、剥離露出までとして sham 手術とする。 
動物は、術後２週、４週、７週、１１週において安楽死させ、それぞれの解析に使用する。 



 
組織学的解析 
安楽死後、血液サンプルを収集し、灌流固定を行う。灌流固定後、左右総頚動脈を含む頚部全体
の凍結切片を作成し、Mayer’s hematoxylin/eosin 染色を行い、sham 手術である左総頚動脈
と tandem stenosis を作成した右頚動脈を同時に比較する。 
術後２週、４週、７週、１１週の各週において、ヒト頚動脈プラーク破綻の特徴である１）fibrin 
cap 2)中心壊死、３）脂質の蓄積、４）マクロファージ、泡沫細胞の集積、５）血小板、フィブ
リンの出現、６）中心壊死まで到達するプラーク内出血、７）血管内血栓、８）プラーク内血管
新生、９）動脈硬化巣の偏心成長による血管のﾘﾓﾃﾞﾘﾝｸﾞ、１０）炎症関連蛋白の発現等を確認す
る。 
 
RNA の抽出； 
術後２週、４週、７週、１１週後に，安楽死させ、頚部血管を摘出し, mirVana™ miRNA Isolation 
Kit を用いて miRNA を含めた total RNA を抽出する．Total RNA 純度は吸光度計(Nano-
Drop2000c; Thermoscientific, Wilmington, DE, USA) と 電 気 泳 動 (Experion; Bio-Rad, 
Hercules, CA, USA で測定する。260/280 比が 1.8 以上かつ RNA Quality Index が 9.0 以上の
sample を使用する． 
 
内皮細胞-平滑筋細胞-単核細胞の共培養モデルの確立 
プラーク破綻に適した培養系を確立するために血管内皮細胞、血管平滑筋のみでは不十分で、少
なくとも共培養が必要とされる。近年、動脈硬化の in vitro の研究モデルとして、内皮細胞
(endothelial cell; EC)-平滑筋細胞(smooth muscle cell; SMC)-単核細胞(mononuclear cell; MC)
の共培養モデルが報告され 5,6 、動脈硬化における炎症機転や、プラーク安定性に関する機能解
明に適したモデルとされる。EC, SMC の単培養、EC, SMC の共培養もコントロールとして、
それぞれの培養系にて細胞より mirVana Isolation KIT を用いて miRNA を含有する total RNA
を抽出する。 
 
マイクロ RNA マイクロアレイを用いた網羅的解析 
total RNA を，3D-gene(TORAY)を用いて，網羅的な miRNA 及び mRNA の発現解析を行い，
プラーク破綻血管において変動が強い，miRNA 及び mRNA を同定する．mRNA に関してはク
ラスター解析，GO 解析，パスウェイ解析を行い，治療のターゲットを検討する．また，変動が
強い miRNA が同定できれば，Target scan（http://www.targetscan.org/）を用いて，miRNA の
標的となる mRNA を予測する． 
Tandem stenosis model より得られたプラーク破綻血管、その対側血管をコントロールとして
上記と同じ解析を行い、そのプロファイルを比較検討する。 
 
TaqMan® Small RNA Assays 
標的となる miRNA に対する probe を使用し定量 RT-PCR（reverse transcription polymerase 
chain reaction を行い mRNA, miRNA の定量を行う。 
 
EC-SMC-MC 共培養モデルにおけるエクソソーム、分泌 miRNA の回収 
 
 
EC-SMC-MC 共培培養、通常培養で培養した系で培養液上
清よりエクソソーム、分泌型 miRNA を回収する。エクソ
ソーム分離法には超遠心法、抗体法、限界濾過法、Kit を用
いてエクソソームを回収し、最適な回収方法を再度検証し
確立する。2 系統の細胞由来のエクソソームより miRNA、
mRNA を抽出し網羅的に発現解析を行い、そのプロファイ
ルを比較検討し、共培養細胞由来エクソソームに特異的な
分子を同定する。さらに元の細胞の発現プロファイルとの
比較により、細胞内のプロファイルと分泌型のプロファイ
ルに差が生じるかを検討し、その分泌機構を検討する。 
 
４．研究成果 
頚動脈サンプルの収集：九州大学 IRB 申請済み（許可番号
29-323、期間 H29/10/16-H34/3/31） 
プラーク破綻の判定は、術前の MRI イメージ、頚動脈エコ
ーを基に診断し、組織学的に確認する。頚動脈内膜剥離術
患者、頚動脈ステント術患者より前者は、頚動脈プラーク
摘出サンプルより、後者からは、ステントの際の、distal 
protection にて収集されたプラークをサンプルとして、網
羅的発現解析を基にプラーク破綻における特異的なmiRNA、

 症候性 進行性 放射線 
MPRAGE胸

鎖乳突筋比 

1 ＋ ND - 2.5 倍 

2 ＋ ND - 2.7 倍 

3 - + - 2.6 倍 

4 - - - 1 倍 

5 - - + 2 倍 

6 ＋ + - 4.8 倍 

7 - + + 1.3 倍 

8 ＋ ND - 3.3 倍 

9 ＋ ND - 3.2 倍 

10 - ND - 2 倍 
表１ 頸動脈サンプルと臨床プロファイル 



mRNA、 protein の同定を行った。プラーク破綻の術前イメージとして、当院では
MPRAGE(magnetization prepared rapid  
acquisition with gradient echo)法を用いた MRI によるプラーク性状評価を行った。MPRAGE と
症候学との関係については，有意な相関が報告されている 7。高信号(胸鎖乳突筋より 200%以上)
は低信号より有意に壊死性コアが大きく，プラーク内出血の程度が強く、これによりプラーク破
綻の画像評価を行った。その他にプラーク破綻の指標となる、臨床プロファイルとして、現病歴
より脳梗塞発症、経過観察中の狭窄進行、放射線療法施行の情報を得た（表１）。 
 
 
RNA の抽出； 
手術標本の頚動脈プラーク（10～160 ㎎）を、プラー
クのみ、内膜のみ、プラーク＋内膜を使用し、
Homojenate:BioMasherⅡ/ Handy Sonic のいずれか
でおこなった。mirVana™ miRNA Isolation Kit を用
いて miRNA を含めた total RNA を抽出した．Total 
RNA 純 度 は 吸 光 度 計 (Nano-Drop2000c; 
Thermoscientific, Wilmington, DE, USA) で
260/280 比が 1.8 以上で、濃度 10～40.7ng/ml で
あった。同検体でプラークのみと内膜のみより
microRNA 抽出したが、miRNA145 では内膜のみが有意
に発現量が多かった（図 1）。プラークは石灰化症例
が多く、RNA 抽出が困難なためである可能性が示唆さ
れた。 

図１ プラークの部位別の miRNA145 の発現量 
 
TaqMan® Small RNA Assays 
標的となる miRNA に対する probe を使用し定量 RT-PCR（reverse transcription polymerase 
chain reaction を行い mRNA, miRNA の定量を行った Preliminary に標的として miRNA 145 を測
定した。miRNA145 は血管平滑筋分化、スタチンにより増加し、平滑筋に取り込まれ動脈硬化病
変の形成を抑制するとされている 8。内在性コントロール：U6 snRNA, ΔΔCt法を用いて解析し
た結果を示す。miRNA の採取はプラーク単体よりは内膜のみの方がより発現量が多かった（表２）。    

 症候性 進行性 放射線 
MPRAGE 
胸鎖乳突筋比 

プラーク+内膜 プラーク 内膜 

1 ＋ ND - 2.5 倍 0.4143   

2 ＋ ND - 2.7 倍 4.5875   

3 - + - 2.6 倍 2.7191   

4 - - - 1 倍 31.013   

5 - - + 2 倍 4.5181   

6 ＋ + - 4.8 倍 0.5061   

7 - + + 1.3 倍  0.1282 0.9202 

8 ＋ ND - 3.3 倍  0.8156 1.6055 

9 ＋ ND - 3.2 倍  0.5331 3.1934 

10 - ND - 2 倍  0.8230 2.2799 
表２ 臨床プロファイル、MRRAGE 胸鎖乳突筋比と miRNA145 発現量 
臨床プロファイル、術前画像イメージによる miRNA145 の発現量の比較 
プラークの破綻により症候性となり、狭窄の進行は、プラ
ークの増大を意味し、破綻前の状態に近づいているといえ
る。放射線誘発頸動脈狭窄のプラーク性状は、脆弱で、潰瘍
性、可動性が多いため、プラーク破綻の特長を備えている
9。症候性において miRNA145 の発現はやや高かったものの、
有意差は認められなかった（p=0.276）（図２）。進行性頚動
脈狭窄に関しても有意差がなかったものの非進行性が高い
結果（P=0.112）であるが、経過観察後に手術施行した症例
に限定されるため、症例数が少ないことと、非進行性の１
例で異常に高い症例があるため、結果は懐疑的あった（図
３）。放射線誘発例は 2症例のみであるが、差は認められな
かった（ｐ＝0.799）（図４）。MPRAGE 胸鎖乳突筋比と 
miRNA145 の発現量に相関は認められなかった（図５）。純度の高い RNA の摘出は困難であり、症
例数の蓄積と血液サンプルでの施行、他 microRNA での発現量の測定などが必要である。 

図２症候性の有無によるmiRNA145 の発現量の比較 



 
 
 
 
 
 
 

  
                        
内皮細胞-平滑筋細胞-単核細胞の共培養モデルの解析を行うための実験として、コントロール
としての意味もある EC, SMC の単培養、それからの miRNA を含有する total RNA を抽出は行え
た。さらにプラーク破綻に適した培養系を確立するためにシェアストレスをかけられるシステ
ムも取り入れ、頚動脈狭窄における share stress 負荷を想定した、機械的血流負荷装置を用い
て培養内皮細胞、平滑筋細胞に対する share stress 負荷時の mRNA 発現変化を解析した。培養細
胞に乱流負荷を行なったところ、内皮細胞においては、血管壁の炎症に関連することが報告され
ている MCP-1 や Nox4 の発現上昇を認めた。また平滑筋細胞においても Nox4 の発現上昇を認め、
炎症系の分子が上昇していることが確認された。miRNA においてもこれらの炎症系に作用するも
のが上昇していることが予想された。その結果に基づいて、まず、内皮細胞、平滑筋細胞にて共
培養を施行し、share stress 負荷を与えたモデルで mRNA、miRNA 解析を施行予定である。 
頚動脈プラーク破綻モデルの作成においては、動物実験施設の使用準備、機器の整備等により開
始が遅れた。当初の予定通り、アポ E 欠損マウスと高脂肪食により完成するマウスの頚動脈
tandem stenosis モデルを使用としたが、まず、第一段階として正常マウスの tandem stenosis
モデルの作成を行った。プラーク破綻の特徴は備えていないが組織学的解析、miRNA を含んだ RNA
の抽出は行えることを確認した。次の段階で、12匹のアポ E欠損マウスを 6匹 tandem stenosis 
model を作成し、6匹を sham operation とし、高脂肪食による 12 週間の実験にて、組織学的検
討、ｍRNA の検討を行う。 
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