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研究成果の概要（和文）：加齢に伴う疾患の共通発症基盤である血管内皮機能障害や酸化ストレスを標的とし、
発症に至る初期段階での検出には、遺伝子レベルでの評価が重要と考え、遺伝子型の解析に加え、エクソソーム
内包miRNAの発症予知マーカーとしての可能性に着目し、検討した。PPARG遺伝子の125 C/G多型（rs1801282）、
PON1遺伝子の672 A/G多型（rs662）、PLA2G7遺伝子の994 A/C多型（rs76863441）などの遺伝子多型と動脈硬化
指標とに関連が見られた。また、血中および尿中エクソソーム内包miR-126やmiR-21が、動脈硬化指標や酸化ス
トレス指標と関連を示すことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In the present study, the genotypes and exosomal miRNA associated with the 
endothelial dysfunction and oxidative stresses have analyzed as preventive markers that can predict 
the onset of diseases related to aging. As for the genotypes, PPARG 125 C/G polymorphism 
rs1801282), the PON1 672 A/G polymorphism (rs662) and PLA2G7 994 A/C polymorphism (rs76863441) have 
shown significant relationships between arteriosclerosis indices. Soluble oxidized LDL receptor and 
urinary 8-iso-prostaglandin F2α were also associated with those indices. Furthermore, exosomal 
miR-126 and miR-21 showed significant association with arteriosclerosis indices. Taken together 
these results, it is suggested that the genotype analyzed in this study and miRNA in blood and urine
 exosomes could be preventive markers.

研究分野：分子予防医学

キーワード： 動脈硬化　遺伝子型　miRNA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、疾患診断治療領域において精力的に機構解明研究が行われているmRNAを標的とした遺伝子発現制御
機構であるマイクロRNA（miRNA）について、一般住民を対象とした大規模健診において、加齢に伴う疾患の共通
発症基盤と考えられる血管内皮機能障害や酸化ストレスの鋭敏な指標となるかについて、遺伝子型の影響も含め
て検討した。
本研究より、血中および尿中エクソソーム内包miRNAが血中コレステロールや酸化ストレス指標と関連すること
が明らかとなった。解析対象者を増やし、遺伝子型との関連についても総合的に解析することで、鋭敏なバイオ
マーカーになり得るかについて検討する基盤となる成果が得られたと考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
  
 超高齢化が急速に進展する近年、加齢に伴う疾患の予防には、発症の初期段階を早期に予知で
きる鋭敏なバイオマーカーの開発が喫緊の課題である。疾患診断治療領域では、mRNAを標的
とした遺伝子発現制御機構である22ヌクレオチド以下の一本鎖マイクロRNA（miRNA）につい
て、診断のための発現プロファイリングや、遺伝子治療を目的とした機構解明が精力的にされて
いる。しかしながら、一般住民を対象とした大規模健診において、発症に至る初期段階を検出す
る予防医学的バイオマーカーとしての解析を行っている研究は、まだ例が少ない。一方、近年、
血液や尿など体液中の膜小胞エクソソーム内包miRNAの単離法が開発されたことにより、
miRNA研究は著しく活発化している。 
 申請者は、動脈硬化症・糖尿病・認知症等、加齢に伴う疾患の個別化予防法確立を目的とし、
共通発症基盤である血管内皮機能障害を標的に研究を行っている。発症に至る初期段階での検出
には、遺伝子レベルでの評価が重要と考え、遺伝子型の解析に加え、エクソソーム内包miRNA
の発症予知マーカーとしての可能性に着目し、検討している。個別化予防法確立を目的とした予
防医学的バイオマーカーに応用するには、より詳細な体内動態解析、さらに、血管内皮機能に関
する遺伝子多型との相互作用を考慮した機能解析が重要であると考えた。 
 
２．研究の目的 
  
地域住民を対象に、動脈硬化症・糖尿病・認知症等、加齢に伴う疾患の個別化予防法確立を目
的とし、共通発症基盤である血管内皮機能障害を標的として、発症に至る初期段階での検出には、
遺伝子レベルでの評価が重要と考え、遺伝子型の解析に加え、エクソソーム内包miRNAの発症
予知マーカーとしての可能性に着目し、予防医学的バイオマーカーになり得るかについて検討す
ることを目的とした。 
  
３．研究の方法 
  
 2014年から 2017年度までに実施された動脈硬化健診受診者のうち、同意を得た約 2,232人
を対象とした。男性は 1,017人（63.4 ± 10.1歳）、女性は 1,215人（63.8 ± 9.5歳）であった。
対象者には書面にて説明を行い、同意を得た。本研究は和歌山県立医科大学遺伝子解析研究に
関する倫理審査委員会の承認（承認番号：92）を得て実施した。 
 
（1）動脈硬化指標として、血圧、中性脂肪（triglyceride: TG）、high-density lipoprotein 
cholesterol（HDL-C）、low-density lipoprotein cholesterol（LDL-C）、尿中アルブミンクレ
アチニン比（UACR）、high sensitivity C-reactive protein（hsCRP）などの他、非侵襲性動脈
硬化指標とされる脈波伝播速度（brachial ankle pulse wave velocity: baPWV）および頸動脈中
膜内膜肥厚（carotid intima media thickness: CIMT）、さらに空腹時血糖（fasting plasma 
glucose: FPG）、ヘモグロビンA1c（HbA1c）などを測定した。 
 
（2）遺伝子多型として、peroxisome proliferator-activated receptor γ（PPARG）の125 C/G
多型（rs1801282）、paraoxonase 1（PON1）の672 A/G多型（rs662）、lipoprotein-associated 
phospholipase（PLA2G7）の994 A/C多型（rs76863441）などの遺伝子型について、TaqMan法を
用いてリアルタイムPCRにより判別した。 
 
（3）また、250人の対象者について、血管内皮機能指標として、血清中の可溶性酸化LDL受容
体であるsLOX-1量（soluble lectin-like oxidized low density lipoprotein receptor-1）をELISA
法（LOX-1.OLR Human Elisa Kit, #EHOLR1, Thermo Fisher Scientific社）により測定した。
また、酸化ストレス指標として尿中8-iso-prostaglandin F2α（8-iso-PGF2α）を、ELISA法
（Urinary Isoprostane EIA Kit, #E85, Oxford Biomedical社）により測定した。 
 
（4）さらに 40人の対象者について、血中および尿中エクソソームを Total Exosome Isolation Kit 
from serum/urine（Thermo Fisher Scientific社）を用いて回収した。内包 miRNAについては、Total 
Exosome RNA & Protein Isolation Kitにより total RNAを抽出し、さらに mirVana miRNA Isolation 
Kit（共に Thermo Fisher Scientific社）を用いて small RNAを単離した。 
 動脈硬化に関連することが報告されているmiR-126、miR-133a、miR-221およびmiR-222、
さらに炎症やアポトーシスに関連するとされるmiR-21、miR-22、miR-34a、miR-155、miR-449
などについて、TaqMan miRNA Assayを使用してリアルタイムPCRにより発現量を定量解析し
た。 
 上記の動脈硬化指標、血管内皮機能指標と遺伝子型およびmiRNA発現量との相互関連を解析
し、個別化予防法に応用できるかについて検討した。 
 
 統計解析は、すべてJMP Pro ver. 14（SAS社）を使用した。 
 



４．研究成果 
 
（1）遺伝子型と各指標との関連について、年齢、body mass index（BMI）、喫煙習慣、運動
習慣、飲酒習慣、服薬状況（降圧剤・血糖降下剤・抗コレステロール剤）、性別を共変量とした
共分散分析を行った結果、PPARG遺伝子（125 C/G）多型において、Gアレル保有者が有意に
拡張期血圧高値（P=0.004）および baPWV高値（P=0.044）を示した。PON1遺伝子（672 A/G）
多型においては、Gアレル保有者が有意に収縮期血圧および拡張期血圧高値を示し（P=0.022、
P=0.018）、また hsCRP高値（P=0.041）および HbA1c高値（P<0.001）を示した。PLA2G7
遺伝子（994 A/C）多型では、Aアレル保有者が有意に baPWV高値を示すなどの結果を得た
（P=0.006）。 
 
 血管内皮機能および酸化ストレス指標として血中 sLOX-1および尿中 8-iso-PGF2α濃度を一
部の対象者において測定した結果を、年齢、BMI、喫煙習慣、運動習慣、飲酒習慣、服薬状況
（降圧剤・血糖降下剤・抗コレステロール剤）、性別を共変量とした重回帰分析により解析した。
血中 sLOX-1 濃度は HDL-C と有意な負の関連（β=−0.09, P=0.033）を示した。一方、尿中
8-PGF2α 濃度については、HDL-C と有意な正の関連（β=0.13、 P=0.007）、baPWV と有意
な正の関連を示した（β=0.11、P=0.008）。 
 
 また、これらの指標に有意な影響を及ぼす遺伝子型は、今回の解析ではなかった。唯一
PPARG遺伝子の 125C/G 多型において、Gアレル保有者において sLOX-1濃度が高い傾向が
示されたが、有意ではなかった（P=0.052）。 
 
 以上の結果から、本研究において解析した遺伝子型は、動脈硬化指標に関連を示すものの、
その背景は必ずしも酸化 LDL や酸化ストレス指標で説明できるものではなく、ほかのシグナ
ル経路が影響を及ぼしていることが示唆された。しかしながら、本研究で解析した遺伝子型お
よびその組み合わせは、個別化予防に応用できる可能性が示唆された。 
 
（2）つぎに、血中および尿中エクソソーム内包 miRNA の発現量と、各指標との関連につい
て検討した。 
 下図に示したように、血中miR-126は、HDL-Cと負の関連を、尿中miR-126は LDL-Cと
正の関連を示した。 
 

 
 この他、血中miR-21は LDL-Cと有意な正の関連を（P=0.041）示し、miR-155も有意に性
の関連を示した（P=0.048）。 
 また、血管内皮機能指標である sLOX-1と関連を示したmiRNAはなかったが、酸化ストレ
ス指標である 8-iso-PGF2α については、血中および尿中 miR-21 が有意な正の関連を示し
（P=0.044、P=0.0430）、また血中および尿中miR-221は有意な負の関連を示した（P=0.044、
P=0.049）。 
 
 本研究より、血中および尿中エクソソーム内包 miRNA が LDL-C および酸化ストレス指標
と関連することが明らかとなったが、今後解析対象者を増やし、遺伝子型との関連についても
総合的に解析することで、鋭敏なバイオマーカーになり得るかについて検討する必要がある。 
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