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研究成果の概要（和文）：血管新生能が高いマウスおよび血管新生能が低いマウスの下肢虚血モデルの比較解析
から、血管新生能が高いマウスの血液中のエクソソームに内包されているmicroRNAには、血管新生能が高い
microRNAが内包されている可能性が示唆された。血管新生能が高いmicroRNAは、治療薬として、下肢虚血組織に
投与することで、血管新生を誘導する可能性が期待される。

研究成果の概要（英文）：MicroRNAs involved into exosome from mice with angiogenic ability might have
 high angiogenic ability from comparative analysis of microRNAs based on difference of angiogenic 
ability in mice.

研究分野： microRNA
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究において、血管新生能が高いマウスのエクソソームに内包されている複数のmicroRNAは、血管新生能が低
いマウスを用いた下肢虚血モデルの血流を改善したことから、microRNAは核酸医薬としての可能性があることを
示唆した結果である。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
70 歳以上の 15～20%は末梢動脈疾患 peripheral arterial disease（PAD）を患っていると言
われており、推定 PAD 患者は全世界で 2億人以上と推定される。PAD 患者の 1～3%は重症下肢虚
血 critical limb ischemia (CLI)であり、治療の第一選択はステントを使用した血管内治療や
バイパス手術であるが、症例によっては、それらの血行再建手術を実施できない患者も存在す
る。また、手術が成功しても、末梢循環疾患が改善されない症例も存在する。閉塞性動脈硬化
による潰瘍や壊疽を有する CLI 患者においては、虚血部位の血流を改善させない限り肢切断は
免れない。血管内治療や外科的バイパス手術などの血行再建術が不成功あるいは不可能な場合
に、血管新生を誘導する細胞移植療法が有効であるが、それでも虚血部位の十分な血流改善に
至らない症例が残存するのが現状である。CLI 患者の 5年生存率は約 45%、10 年生存率は約 10%
である。虚血領域において血管新生を促す革新的な血管新生治療法の開発が望まれる。 
これまでに報告されたマウスの下肢虚血モデルにおいて、血管新生能が高いマウスの下肢虚
血の大腿部の筋肉組織において上昇するが、血管新生能が低いマウスの下肢虚血の大腿部の筋
肉組織では発現が変化しない、microRNA が報告されている。また、microRNA ノックアウトマウ
スの下肢虚血モデルにおいて、虚血筋肉組織の microRNA の発現解析から、血管新生を抑制する
microRNA が報告されている。 
これらの既報は下肢虚血モデルにおける虚血筋肉組織の miroRNA に関する研究であり、下肢
虚血モデルの血液中のエクソソームに含有された細胞外 microRNA に注目した研究は報告され
ていない。 
 
２．研究の目的 
 研究代表者は、これまでに、エクソソームに含有されている細胞外 microRNA の解析から、
microRNA-762 と microRNA-3072-5p が血液中の VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor ;
血管内皮細胞増殖因子)の濃度変化を制御することを報告した(Scientific Reports 2016 in 
press)。研究代表者は血管新生能が高いマウスと血管新生能が低いマウスの下肢虚血モデルに
おいて、エクソソームに含有されている細胞外 microRNA の発現を比較解析することで、下肢虚
血後の血管新生能が高いマウスで特異的に発現している細胞外 microRNA は血管新生能を有す
るのではないかと仮説を立てた。 
 
３．研究の方法 
（１）血管新生能が高い microRNA 候補の探索 
 血管新生能が高いマウスと血管新生能が低いマウスの左大腿動静脈結紮した 24 時間後に、腹
部大静脈から採血し、血漿を作製した。次に、その血漿中のエクソソームの microRNA を、Total 
Exosome Isolation Kit (from plasma) (Thermo Fisher Scientific 社)と Total Exosome RNA & 
Protein Isolation Kit (Thermo Fisher Scientific 社)を用いて抽出した。そして、microRNA
の発現は、東レに委託して miRNA Oligo chip で解析された。 
（２）血管新生能評価 
 microRNA を発現するプラスミドは pmR-mCherry Vector (タカラバイオ社)を用いて作製した。
293T 細胞に、microRNA を発現するプラスミドを導入して 72時間後に、細胞から分泌されエク
ソソームを Total Exosome Isolation Reagent (Thermo Fisher Scientific 社)で回収した。こ
の microRNA を内包するエクソソームを血管新生能が低いマウスの大腿動脈を用いた Aortic 
ring アッセイに用いて、血管形成能が評価された。 
（３）下肢虚血モデルに対する血流評価 
血管新生能が低いマウスの左大腿動静脈結紮した 1日後に、microRNA を内包するエクソソー
ムが筋注で投与された。また、左大腿動静脈結紮した 1日後および 15 日後に、健側肢と虚血肢
の血流がドップラーを用いて評価された。 
 
４．研究成果 
（１）血管新生能が高い microRNA 候補の同定 
血管新生能が高いマウスと血管新生能が低いマウスの下肢虚血モデルにおいて、エクソソー
ムに含有されている細胞外 microRNA のアレイ解析から、研究代表者は、血管新生能が高いマウ
スに特異的に発現している 31 個の microRNA と、血管新生能が低いマウスと比較して発現レベ
ルが 20 倍以上となった 12 個の microRNA を同定し、この 43 個を血管新生能が高い microRNA
候補とした。 
（２）血管新生能評価 
 ４．（１）で同定した 43個の血管新生能が高い microRNA を内包する 43 種のエクソソーム、
emptyベクターで作製したコントロールとなるエクソソームとBALB/cマウスの大腿動脈を用い
た Aortic ring アッセイを行い、どの microRNA を内包するエクソソームが、血管新生能が低い
マウスの大腿動脈から新生血管を誘導することが出来るか否かを顕微鏡で観察した。本実験は、
独立に 3回実験を実施し、1回でも新生血管を誘導することができた microRNA を、血管新生能
が高い microRNA として評価した。本実験では、14 個の microRNA を内包するエクソソームが、
血管新生能が低いマウスの大腿動脈から新生血管を誘導する結果を得た（表２）。図 1は、本実
験において代表的結果であり、大腿動脈から新生血管が観察された。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（３）下肢虚血モデルに対する血流評価 
 14 個の microRNA を内包しているエクソソーム、および、empty ベクターで作製したコントロ
ールとなるエクソソームを、血管新生能が低いマウスを用いた下肢虚血モデルに対して筋注投
与して 14日後に、ドップラーで下肢の血流を評価した（図 2）。各 microRNA に対する 1群のマ
ウスは 6 匹で評価した。miR-A を内包したエクソソームが最も高い血流改善効果を認めた結果
であった。 
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