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研究成果の概要（和文）：本研究では、くも膜下出血後の血液、髄液中のmicroRNA（miR）がどのように脳血管
攣縮発症に関与するのかを検討した。患者の血液、髄液を採取し、microarrayならびにPCR解析により発現を検
討した。miR15aの発現は、髄液中では発症3日後、血清中では発症5日後をピークに有意に上昇した。また、関連
分子KLF4のmRNAは、髄液中では発症1日後に、血清中では発症3日後に有意に低下することが明らかとなった。
KLF4の早期の持続的な低下とそれに続くmiR15aの上昇は、くも膜下出血後の脳血管におけるphenotypeの変化を
介して脳血管攣縮発症に寄与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to explore the role of microRNA(miR) in the 
development of cerebral vasospasm following subarachnoid hemorrhage (SAH). Peripheral blood and 
cerebro-spinal fluid (CSF) samples were collected from SAH patients, and microarray analysis and PCR
 analysis were performed. miR-15a expression was significantly increased in both the CSF and plasma,
 with a peak around 3 to 5 days after SAH, whereas the expression of Kruppel-like factor 4 (KLF4) 
was significantly decreased around 1 to 3 days after SAH and remained lower than in controls. Our 
results suggest that an early and persistent decrease in KLF4 followed by an increase in miR-15a may
 contribute to the altered vascular phenotype, resulting in development of cerebral vasospasm.
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、血管恒常性維持における様々なmicroRNA(miR)の関与が示唆されているが、脳血管攣縮発症におけるその
役割や機能に関しては、ほとんど研究されていない。本研究では、血管新生、血管増殖に関与する可能性がある
miR15aの発現と、miR15aを介して抗増殖、抗血管新生作用を有すると考えられるKLF4の有意な発現変化を明らか
にし、これにより、miRによる遺伝子発現制御機構がSAH後の脳血管収縮性変化の獲得に関与している可能性が示
唆された。分泌型miRNAが血液や髄液中で安定しして存在していることから、今後、臨床上有用な生物マーカー
となる可能性を秘めている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
脳血管攣縮は、くも膜下出血（SAH）発症後、遅発性に生じる脳動脈の持続的かつ可逆的狭窄で
あり、脳虚血を引き起こすことにより患者の生命予後を大きく左右するが、その発症機序は明ら
かではない。したがって、脳血管攣縮を完全に予防するには至っておらず、その発症を予測する
ような疾患特異的な生物マーカーも存在しない。近年、平滑筋機能や血管恒常性維持における
miRNA の関与が少しずつ明らかになってきているが、くも膜下出血後の脳血管攣縮における
miRNA の関与はこれまでに報告がない。 
これまで、動物モデルにおいて、SAH 後に血管平滑筋の収縮機構や弛緩機能、血管リモデリング
などの分子メカニズムに多様な変化が生じることにより、血管収縮性増大がもたらされること
が明らかになっている(Kikkawa et al., J Cereb Blood Flow Metab 2010, Kameda et al., Br 
J Pharmacol 2011, Kikkawa et al., J Cereb Blood Flow Metab 2012, Kikkawa et al., Biomed 
Res Int 2014, Kurogi et al., Brain Res 2015)。こうした SAH 後の血管における形質変化を
制御するメカニズムを考えたとき、以下の点から、miRNA の発現は重要な意味を持つ可能性があ
ると考えられる。１）miRNA は複数の遺伝子の発現制御を行う、２）赤血球をはじめとした血球
成分には分泌型 miRNA が豊富に含まれる、３）分泌型 miRNA が細胞内に取り込まれた後も機能を
維持しさまざまな転写後制御に関与しうる。したがって、髄腔内への出血を契機として発症する
くも膜下出血後の脳血管攣縮の分子機構に miRNA が重要な機能を果たしている可能性が予測さ
れる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、くも膜下出血後の血管収縮性増大に関わる種々のメカニズムにおいて、miRNA が
どのような分子生物学的機能を担い脳血管攣縮発症に関与しているのかを明らかにする。また、
分泌型 miRNA が血液や髄液中で安定して存在していることから、臨床における生物マーカーや
治療標的としての miRNA の可能性を探索する。 
 
３．研究の方法 
（動物モデルにおける予備実験）ラット総頚動脈を穿刺し 4-0 ナイロン糸で頭蓋内内頚動脈終
末部を perforation し、人為的にくも膜下出血を生じさせた（１２個体）。コントロールモデル
では総頚動脈穿刺のみにとどめ内頚動脈終末部の perforation を行わなかった（１２個体）。モ
デル作成中における ICP 上昇にともなう一過性全脳虚血によると考えられる致死率は約 1/4 で、
ヒトにおけるそれとほぼ同等であった。翼状針を用いて、採血は大腿動脈、髄液採取は経皮的穿
刺による大槽からの採取を行った。sampling した検体は、12000 rpm, 15 min の遠心後に上清を
-80℃で凍結保存し解析時に解凍した。発症 48時間のサンプリングの後に、カーボンブラックイ
ンク注入ならびに灌流固定を行い、全脳を摘出し、脳底動脈の血管系の測定を行い脳血管攣縮の
有無を確認した。脳底動脈径は SAH モデルの 78％の狭窄を認めた。血漿から exosome を分離し、
さらに exosome から total RNA を抽出した。Small RNA 分画を確認した後に、microarray を用
いて microRNA の網羅的遺伝子発現解析を行った。髄液サンプルは十分な量が sampling できな
かったため、exosome 中ではなく、全 microRNA として解析した。 
 
（ヒトくも膜下出血における実験） 
人を対象とする医学系研究に関する倫理指針（厚生労働省）に法り、埼玉医科大学国際医療セン
ターIRB の承認のもと行った。患者から書面でインフォームドコンセントを取得した。コイル塞
栓術を行った破裂脳動脈瘤によるくも膜下出血患者 8例を対象とした。対象として、正常圧水頭
症が疑われ入院し、最終的に疾患が否定された 3名の健常患者から採取した血液と髄液（髄液排
除試験時）を用いた。発症０、１、３、５、７、９、１１、１３日に３ｃｃの採血を行い、発症
０、１、３、５、７、９、日にくも膜下出血の治療として留置している腰椎もしくは脳槽ドレー
ンから髄液４ｃｃを採取した。血漿、髄液から exosome を分離し、さらに exosome から total 
RNA を抽出した。Small RNA 分画を確認した後に、microarray を用いて microRNA の網羅的遺伝
子発現解析、PCR 解析を行った。 
 
（血漿、髄液からの exosome の分離と microRNA の確認）血漿は thrombin 処理を行った後に
ExoQuick Plasma prep and Exosome precipitation kit (System Biosciences Inc)を用いた。
髄液（ヒト）は ExoQuick-TC precipitation solution (System Biosciences Inc)を用いた。続
いて、Total Exosome RNA & Protein Isolation Kit (Invitrogen)を用いて small RNA を含む
total RNA の抽出を行った後に、Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies) を用いて、small 
RNA 分画を確認した。さらに代表的な miRNA である let7 の発現を RT-PCR を行い確認した。 
 
４．研究成果 
2500 以上の遺伝子の microarray 解析の結果、血清中、髄液中いずれにおいても、day1 から day3
にかけて、2 倍以上もしくは 0.5 倍以下の変動を示した遺伝子は、合計 12 遺伝子存在した
（Table1）。 
 



Table 1. microRNAs that were up- or down-regulated in both CSF and plasma in two samples 

on day 3 after subarachnoid hemorrhage. 
 CSF 1 CSF 2 Plasma 1 Plasma 2 

hsa-miR-16-5p 4.60 3.76 -4.45 -1.84 

hsa-miR-19b-3p 4.00 4.05 -3.61 -2.01 

hsa-miR-15a-5p 3.66 2.31 -4.56 -1.69 

hsa-miR-103a-3p 4.00 2.29 -3.05 -1.57 

hsa-miR-15b-5p 3.34 2.36 -3.88 -2.25 

hsa-miR-92b-3p 4.03 2.31 -2.75 -1.57 

hsa-miR-29a-3p 1.36 2.29 -1.44 -1.17 

hsa-miR-191-5p 1.55 2.20 -2.88 -1.28 

hsa-miR-22-3p 2.17 1.80 -2.82 -1.12 

hsa-miR-30d-5p 1.23 1.41 -2.02 -1.32 

hsa-miR-6724-5p -1.54 -1.33 -2.33 -1.70 

hsa-miR-2467-3p 1.72 1.84 1.20 1.87 

Abbreviations: CSF = cerebrospinal fluid 

この中で angiogenesis に関与すると考えられる miR15a の経時的発現を RT-PCR を用いて解析し
たところ、髄液中では day3 をピークに、血清中では day5 をピークに有意に上昇することが明ら
かとなった（Fig1）。 

また、miR15a を介して抗増殖、抗血管新生作用を有すると考えられる KLF4 の mRNA は、髄液中
では day1 に、血清中では day3 に有意に低下することが明らかとなった（Fig2）。髄液中、血中
のいずれにおいても、KLF4 の発現は SAH 後早期に低下し持続したが、その一方で miR15a の発現
は KLF4 の変化に続き一過性の上昇を示した（Fig1,2）。 
 
KLF4の低下はSAH後のvascular proliferationやangiogenesisに寄与している可能性があり、



miR15a は KLF4 と相互作用することによってこの調節に関与している可能性が示唆された。 
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