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研究成果の概要（和文）：マイクロ RNA（miRNA）は遺伝子の転写後に mRNA に結合してその

翻訳を制御していて、細胞分化や癌化に深く関わっていると考えられている。血管平滑筋細胞

(VSMC)の二つの表現型（収縮型と増殖型）に関わる遺伝子調節に関してはよくわかっていない。

我々は、血小板由来増殖因子(PDGF)とナトリウム酪酸塩(NaB)が VSMC の脱分化と分化を誘導

できる事を見つけた。これらの薬剤により誘導した VSMC から miRNA を単離して、miRNA マ

イクロDNAアレイによりそれぞれの表現型で発現が上昇するmiRNAを網羅的に検索した。 そ

の結果、脱分化で顕著に発現が上昇する 3 種類の miRNA を発見した。それぞれに関して、詳

細な解析をしたところ、2 つの miRNA は脱分化を引き起こし、血管平滑筋細胞の細胞遊走能を

促進する事がわかった。 

研究成果の概要（英文）：The micro RNA (miRNA) of non-coding RNA bind to a target mRNA after 

transcription of the gene and restrain the translation. It has been clarified that this gene silencing 

mechanism is processed among various species from plant to mammalian widely. Especially, it is thought 

that miRNA plays an important role on the way of the cell differentiation. The regulation of gene 

expression for two phenotypes (contraction and proliferation) of vascular smooth muscle cell (VSMC) is 

not well known. We established that the platelet-derived growth factor (PDGF) and sodium butyrate 

(NaB) stimulated de-differentiation and differentiation of VSMC, respectively. The regulation of gene 

expression required for the above two phenotypic modulations is not well known. We found the 

up-regulated miRNA by using microarray from each two phenotype of VSMC to induce with these 

medicines. The two up-regulated miRNA according to the de-differentiation stimulated the cell migration. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年、我が国においては深刻な高齢化社会
を迎えており、それに加えて食生活の欧米化
などによる生活習慣の変化などの影響で、虚
血性心疾患（狭心症や心筋梗塞）、脳血管障
害、閉塞性動脈硬化症などの動脈硬化性疾患
が増加している。この動脈硬化症の要因とし
て、脂肪代謝の異常に伴う血管平滑筋の脱分
化が注目されている。ところが、この動脈硬
化症を引き起こす血管平滑筋細胞の形質転
換の分子メカニズムに関してはいまだに良

くわかっていない。 
 ところが、ポストゲノム時代の到来の中、
おおきな発見が相次いだ。その一つが蛋白質
をコードしていない miRNA の発見である。
miRNA は、非コード RNA で、下等生物から植
物、ヒトに至るまで幅広く存在し、発生・分
化・増殖など様々な生命システムを制行する
現象に深く関与していることが解ってきた。
これまでの研究から細胞の分化における
miRNA の役割は大きく 2 つに分類される。ひ
とつは分化の障害となる蛋白質合成の抑制、
つまり残存する mRNA の除去、もう一つは転
写漏出の抑退による転写の抑制である。前者
は RNA 干渉として知られている現象であり、
分化に伴い不必要になった蛋白質の翻訳は
この機能により一掃される。後者は転写活性
を促進する転写因子を抑制することにより
上流でこれらの遺伝子発現を抑制するもの
である。miRNA の特徴はある特定の miRNA が
いくつもの遺伝子に作用するということで
ある。そして、miRNA が細胞の癌化（脱分化）
や分化におおきく関わっている事が明らか
になってきた。 
２．研究の目的 
 血管組織は主に内皮細胞、平滑筋細胞、繊
維芽細胞より形成されている。幹細胞から分
化した血管平滑筋は血管の中膜を形成し、通
常は血管収縮や弾力性などの機能を果たし
てが、この収縮型の血管平滑筋が形質転換に
より、収縮能のない脱分化（合成型）細胞に
変化し、活発に増殖を繰り返しながら中膜か
ら内膜へと遊走する。遊走した脱分化型平滑
筋細胞はコレステロールを蓄積したマクロ
ファージと共に血管内膜に蓄積する。最終的
には動脈内膜に肥厚を形成し、その患部は動
脈硬化症により狭窄そして閉塞する。ところ

が、この動脈硬化症を引き起こす血管平滑筋
細胞の形質転換の分子メカニズムに関して
はいまだに良くわかっていない。我々はこの
メカニズムを明らかにするために血管平滑
筋細胞を酪酸ナトリウム(NaB)や血小板成長
因子(PDGF-BB)を用いて分化・脱分化させる
ことにより変動する miRNAの網羅的な解析と
それらの発現が細胞に与える影響に関して
研究を行った。 
３．研究の方法 
A. 血管平滑筋細胞の分化脱・分化：マウス
血管平滑筋（AC01）細胞は血清を除去後、PDGF
で刺激することにより増殖型の細胞へと脱
分化させ、一方、NaB あるいは TGF-βでは刺
激することにより収縮型の平滑筋細胞へと
分化させる。分化・脱分化への移行は Applied 
Biosystems 社製 7500 Fast Real-Time PCR 
System （本学共同利用機器センターに現有）
にてリアルタイム PCRによりマーカー遺伝子
（α-Actin、h-カルデスモン、SM22 など）の
発現の時間変化により確認する。 
B. マイクロ RNA の網羅的遺伝子解析：AC01
細胞をそれぞれ NaB あるいは TGF-βおよび
PDGF で分化・脱分化させた両細胞から全 RNA
を抽出後、デスク型ポリアクリルアミド電気
泳動装置を用いて miRNA を単離し Ambion 社
の mirVana miRNA Bioarrays によりそれぞれ
の細胞で発現の異なる miRNA を検出する。検
出した miRNAはバイオインフォマティクス手
法にてターゲットの遺伝子を解析した。 
C. マイクロ RNA の細胞内強制発現：AC01 細
胞において上位 3 種類の PDGF により発現が
誘導される miRNAをもとにデザインしたプラ

イマーを基にして pMIW-cGFP-zeo Vector に
組み込み、Amaxa 社の Nuceofactor 遺伝子導
入装置を用いて一過的にヒト正常血官平滑
筋細胞（HuSMC 細胞）に遺伝子導入する。miRNA
を発現している HuSMC 細胞(蛍光顕微鏡にて
同定)はボイデンチャンバー法にて細胞遊走
能を解析する。 
４．研究成果 
当初の研究計画書に書かれた実験に関して、
紙面が制限されていることと、この成果に関
して特許出願がまだ出来ていない事で、全て
のデータを記載できないので、割愛して一部
のデータを報告する。 
 マウス AC01 細胞を NaB と PDGF により分化
脱分化させた。これらの薬剤により誘導した
細胞はリアルタイム PCR にて分化・脱分化し
ているか否かをα-Actin、h-カルデスモン、
SM22 などマーカー蛋白質の遺伝子発現を解
析することにより確かめた。そして分化・脱
分化した細胞から、miRNA を抽出した。抽出



した miRNA は miRNA DNA Microarry チップに
より網羅的な発現解析を行った。その結果、
それぞれに表現型で 7種類の発現がアップレ
ギュレートする事を発見した。このうち脱分
化に伴い発現が上昇する上位 3つの miRNA に
着 目 し て Pre-miRNA 発 現 が で き る
pMIW-cGFP-zeo Vectorにオリゴカセット法で
miRNA 遺伝子を挿入し、ヒトの正常平滑筋細
胞（HuSMC）で一過的発現を試みた。 
 HuSMC 細胞への一過的発現は GFP を指標と
して蛍光顕微鏡で確認後、ボイデンチャンバ
ー法にて細胞輸走能について解析した。 
 図 1 で示すように mir15 と mir200 で導入

HuSMC 細胞の細胞遊走能が上昇している事が
わかった。これらの miRNA はバイオインフォ
マティクス解析の結果、平滑筋細胞のミオシ
ン軽鎖キナーゼなど幾つかの重要なキー蛋
白質をターゲットとしている可能性が示唆
されている。そこで、今後これらの miRNA に
関して更にその標的遺伝子に対する作用に
関して詳細に検討する。 
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