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研究成果の概要（和文）：エピゲノム遺伝子発現制御機構microRNAは、もやもや病の発症素因を修飾し感受性遺
伝子RNF213だけでは説明しきれない多様な臨床像に関わると研究仮説立案した。もやもや病82名、年齢性別マッ
チ対照健常者78名の２群で末梢血microRNA発現をカスタム定量PCRパネルで測定した。全発現量主成分分析の結
果、2群間で発現差を認め、発現変動解析の結果、hsa-miR-328-3pを含む3種類のmicroRNAに有意な発現変動を認
めた。miR-328-3pの末梢血中発現量は臨床像と有意に関連し、有意なくも膜発現も確認された。末梢血microRNA
は、もやもや病のエピゲノム病態修飾因子と考えられた。

研究成果の概要（英文）：We hypothesized that circulating microRNAs might play a role in epigenetic 
regulation in the pathogenesis of Moyamoya disease (MMD), given that RNF213 gene fails to account 
for its full spectrum of clinical presentations. In this study, we quantified plasma microRNA 
expression using quantitative PCR panels and compared it between two groups: MMD (n=82) and 
age/sex-matched healthy controls (n=78). Principal component analysis revealed distinct differences 
in the plasma microRNA expression profiles between the two groups. Differential expression analysis 
identified significant changes in three microRNA entities, including hsa-miR-328-3p. The plasma 
expression level of miR-328-3p was significantly associated with clinical features, including onset 
age, sex, angiographical disease stage, PCA involvement, and RNF213 p.R4810K. Moreover, significant 
expression of miR-328-3p was confirmed in the arachnoid membrane in MMD. Therefore, plasma microRNAs
 may serve as epigenetic regulators in MMD.

研究分野： 脳神経外科学

キーワード： Moyamoya disease　circulating microRNA　blood biomarker　epigenome　angiogenesis　pial synang
iosis

  ４版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
もやもや病は、疾患感受性遺伝子RNF213をはじめとする遺伝的背景に、さまざまな二次的環境要因、すなわち、
細菌またはウィルス感染症、自己免疫性疾患・自己抗体、放射線被曝などの環境要因が作用して発症すると考え
られてきた。この研究によりもやもや病の発症素因を修飾する病態修飾因子として、エピゲノム遺伝子発現制御
機構が血漿中や大脳くも膜上で作用していることが示唆された。本研究成果は、もやもや病の分子病態を明らか
にするための基盤的研究成果となるだろう。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

もやもや病の多彩な臨床像は、感受性遺伝子 RNF213 多型だけでは説明しきれない。末梢循

環エピゲノム制御機構 microRNA(miRNA)が様々な疾患の分子病態に関与することに着目し

た。我々は先行研究で、表現型不一致一卵性双生児もやもや病の末梢血 miRNA profiling に

より、もやもや病特異的 miRNA 候補 17 種を報告した（科研費基盤 C；研究課題番号 15K1028 

末梢血 microRNA profiling によるもやもや病のエピゲノム解析；Uchino H, Ito M, et al. 

Circulating miRNome profiling in Moyamoya disease-discordant monozygotic twins and 

endothelial microRNA expression analysis using iPS cell line. BMC Med Genomics 

11(1):72, 2018）。この研究では、一方が 3歳の時にもやもや病を発症し、もう一方が MRA

でもやもや病ではないことを確認されている一卵性双生児姉妹の血漿から microRNA を抽出

し全 microRNA 発現を網羅的に比較解析した（図）。その結果の検証集団はわずか 19 名（も

やもや病 9名、比較対照健常者 10名）であった。さらに、韓国や中国から報告された既報

のもやもや病特異的 microRNA (miRNA signature)と、我々の日本人もやもや病における結

果は、完全に一致しなかった。このため、より多数集団での検証が必要と考えた。 

図.  我々が先行研究で報告したもやもや病特異的血漿 microRNA 発現 

 

２．研究の目的 

miRNA がエピゲノム血液バイオマーカーたり得るか？先行研究結果をより多数集団で検証

する。最終的に、もやもや病特異的血漿 microRNA の診断バイオマーカーとしての意義を検

証するとともに、もやもや病の病型別の microRNA 発現レベルや発現パターン、機能検証を

行うことにより、もやもや病の病態修飾因子としての意義を検討する。 

 

３．研究の方法 

北海道大学病院で診断したもやもや病確定診断例 82 名と、年齢性別マッチ健常対照者 78名

の末梢血血漿から全 RNA を抽出し、外部・内部標準 miRNA を含むカスタム定量 PCR パネル

(16targets*24samples)を用いて血漿 miRNA 発現を定量した。先行の表現型不一致一卵性双

生児もやもや病研究で同定したもやもや病特異的 miRNA 候補 17種のうち、全対象者で定量

しえた 8種の miRNA 発現を、比較定量法で測定・正規化し解析した。関心 miRNA 発現量と臨



床指標（発症年齢・性別・家族性・RNF213 創始者変異・発症病型・鈴木病期・Periventricular 

anastomosis・PCA involvement）の関連を、回帰分析により解析した。 

さらに、臨床指標と有意な関連を示した microRNA については、独立したもやもや

病 10名および比較対照者（非モヤモヤ病脳血管疾患）10 名から採取したくも膜保存検体を

用いて、Fluorescence in situ hybridization (FISH)を行い、関心 miR プローブのシグナ

ルを顕微鏡観察（Leica CW-4000 サイトジェネティックワークステーション）にて検出し、

比較検討した。関心 miR の FISH プローブおよびポジティブコントロールプローブ（真核生

物 18s rRNA をターゲットにした EUK516 プローブを使用）はそれぞれ、文献情報（Mol Cancer 

21:36,2022；Appl Environ Microbiol. 56(6):1919–1925, 1990）を元に設計した。 

 

４．研究成果 

miRNA 採血時の平均年齢は 48歳、男女比約 1:2 で、もやもや病群(n=82)と比較対照群(n=78)

で群間差はなく、RNF213 p.R4810K 変異保有率は、もやもや病群 77%・対照群 2.6%で、日本

人集団における保有率として既報通りであった。全 160 検体の microRNA 発現 profile を主

成分分析にて解析した結果、もやもや病群と健常者群の 2集団に分かれた。2群での発現変

動解析の結果、3種の関心 miRNA(hsa-miR-328-3p, hsa-miR-4481, hsa-miR-718)で有意な

発現変動があり、特に hsa-miR-328-3p は先行研究同様、もやもや病群で有意な発現亢進（発

現比 1.9 倍、p＜0.0001）を認め、発症年齢・家族性・RNF213 p.R4810K 変異・鈴木脳血管

病期・PCA involvement と有意に関連していた(表)。くも膜の FISH 解析では、もやもや病

群では miR-328-3p の発現を認めたが、非もやもや病群（全例未破裂脳動脈瘤）では１例も

発現していなかった。 

臨床指標 (reference)  β1（回帰係数） P-value Significance 

年齢 (1 歳加齢ごと）  0.02252 0.0022 ** 

家族性 (no) yes -0.6415 0.0172 * 

RNF213 p.R4810K (GG) AG -0.6686 0.0331 * 

 AA -1.920 0.0037 ** 

脳血管病期 (1 期進行ごと）  -0.3435 0.0222 * 

PCA involvement (no) yes -0.7512 0.0098 ** 

表. hsa-miR-328-3p 血漿発現レベルと、もやもや病臨床指標の回帰分析 

 

 もやもや病は、疾患感受性遺伝子 RNF213 をはじめとする遺伝的背景に、さまざま

な二次的環境要因（感染症、自己免疫性疾患、放射線被曝などの環境要因）が作用して発症

すると考えられてきた。本研究成果により、もやもや病の発症素因を修飾する病態修飾因子

として、エピゲノム遺伝子発現制御機構が重要な役割を果たしていることが示唆された。血

漿中や大脳くも膜上で発現する miRNA は、もやもや病の発症素因を修飾し病態形成に寄与

し得るが、もやもや病の発症機序を解明し、新規治療法を開発するためには、更なる機能検

証が必要と考えられた。 
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