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研究成果の概要（和文）：モデルマウスから脳毛細血管内皮細胞を単離し、EBIを生じた内皮細胞に特化したSAH
後の遺伝子発現変化を明らかにするとともにその遺伝子発現変化に関与する末梢血液中にて検出可能なマイクロ
RNAを同定する目的で研究を行った。くも膜下出血患者の末梢血中で発現が上昇しているhsa-miR-619-5pはくも
膜下出血後の毛細血管内皮細胞で発現が低下していたGpx8、Soat1、およびRgs16を標的としていたため、EBIを
生じた内皮細胞に特化したSAH後の遺伝子発現変化に関与する末梢血液中において検出可能なEBIのバイオマーカ
ーとして使用できるマイクロRNAである可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The brain capillary endothelial cell was isolated from the SAH model mouse, 
and the research was carried out in order to clarify the gene expression change after SAH 
specialized for the endothelial cell which suffered from EBI, and to identify the microRNA 
detectable in the peripheral blood which is concerned in the gene expression change in the brain 
capillary endothelial cell. Hsa-miR-619-5p whose expression was elevated in the peripheral blood of 
patients with subarachnoid hemorrhage had targeted Gpx8, Soat1, and Rgs16 whose expression was 
decreased in capillary endothelial cells after subarachnoid hemorrhage, suggesting that 
hsa-miR-619-5p may be a microRNA that can be used as biomarkers of EBI detectable in the peripheral 
blood involved in gene expression changes after SAH specialized for brain capillary endothelial 
cells that gave rise to EBI.

研究分野： 脳神経外科学

キーワード： くも膜下出血　マイクロRNA　早期脳障害

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究において同定したhsa-miR-619-5pはこれまで報告がないくも膜下出血後の早期脳障害（EBI）に関するバ
イオマーカーとして臨床上有用なマイクロRNAである可能性がある。EBIを早期の時点で客観的に捉える指標が確
立されれば、EBIおよび続発するDCIに対して備えることが可能になり、壮年期にも発症し、重篤な後遺症を残し
得る疾患であるがゆえにその予後改善が社会的にも大きな意義があると期待される疾患であるくも膜下出血の予
後改善に寄与し得るものと期待する。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

 
くも膜下出血（subarachnoid hemorrhage: SAH）後の遅発性脳虚血（delayed cerebral 

ischemia: DCI）の中で、重症例における早期脳損傷（early brain injury: EBI）に起因する
DCI に対しては、未だ有効な診断法も治療法も確立されていない。我々は先行研究において SAH
後 DCI の病態解明の目的で、組織学的に Neurovascular Unit (NVU)の破綻を確認した EBI モデ
ルマウスを確立し検討を重ねてきた。本モデルでは NVU 構成要素の中で毛細血管が最初に破綻
するため、毛細血管内皮細胞が EBI のトリガーとなっている可能性を考えるに至った。 
 
２．研究の目的 
 

本研究では、モデルマウスから脳毛細血管内皮細胞を単離し、EBI を生じた内皮細胞に
特化した SAH 後の遺伝子発現変化を明らかにするとともにその遺伝子発現変化に関与する末梢
血液中にて検出可能なマイクロ RNA を同定する目的で研究を行った。 
 
３．研究の方法 
 
（1）モデルマウスにおける遺伝子発現解析 
 

Neuro vascular unit の形態学的な崩壊を組織学的に確認している（図 1）当研究室で
確立した自家血注入前方循環モデルを用いた。簡潔に述べると、8 週齢のマウス（C57BL/6NCr）
を腹腔内麻酔ののち、頭部を固定、bregma の 4.5 ㎜前方の傍正中部に小孔を穿ち、そこから定
位的に 100μlの自家血を注入したものを用いて SAH モデルマウスとした。モデルマウス作成時
に頭蓋内圧を測定し、術１日目の神経症状と併せてモデルマウスを頭蓋内圧亢進高度の重症群
と頭蓋内圧亢進軽度の軽症群に分けた。また、針のみを同様の手技で脳内へ進め、血液は注入し
ない sham 手術を施した個体をコントロール群とした。それぞれを SAH 作成後 72 時間に安楽死
させ、脳を取り出し（図 2）、大脳皮質を分離、細断した大脳皮質に酵素処理を行い、セルストレ
ーナーを用いて毛細血管片が含まれる層を分離、ピューロマイシン添加の培養液下でⅣ型コラ
ーゲンとフィブロネクチンの混合液でコーティングした培養皿で培養することで SAH モデルマ
ウスとコントロールのそれぞれから初代培養脳毛細血管内皮細胞を得た（図 3）。重症群および
軽症群の SAH モデルマウスに加えてコントロール群のマウスから得た脳毛細血管内皮細胞から
それぞれ RNA を抽出し、ClariomTM D assay マイクロアレイ解析を行い SAH の影響を受けて発現
が低下する遺伝子を探索した。 

 
図 1 Neurovascular Unit         図 2 SAH モデル   図３ 培養脳毛細血管内皮細胞 
（赤：毛細血管内皮、緑：アストロサイト）             （モデル作成 3日目に単離、5日目の所見） 

 
（２）標的遺伝子の検索 
 

先行研究において、SAH 患者血液中において、コントロール群である未破裂脳動脈瘤患
者血清中と比べて発現が上昇していることが明らかになった 27個のマイクロ RNA のうち、発現
量の絶対値が多いマイクロ RNA を選び、ネット上のデータベースである Target scan 
(http://www.targetscan.org/vert_72/)で in silico の標的遺伝子を検索し、前述のモデルマ
ウスにおける遺伝子発現解析における研究結果において血管内皮細胞で発現が低下しているも
のを標的としているか否かを検討した。 

  



 
４．研究成果 

 
遺伝子の発現量が（頭蓋内圧亢進高度の重症群（ICPH））＜（頭蓋内圧亢進軽度の軽症

群（ICPL））＜（コントロール群（non SAH））となっている遺伝子をくも膜下出血の影響を受け
て発現が低下している遺伝子と考えた。マイクロアレイ解析の結果、10 個のこのような発現量
を呈する遺伝子を同定した（表１）。最も各群で発現量の差異が顕著であった遺伝子は組織プラ
スミノーゲン活性化因子とウロキナーゼを不活化する凝固因子である Serpinb2 でその発現量
（log2）は 4.71（ICPH）＜7.49（ICPL）＜10.43（nonSAH）となっていた。 

表 1 に自験データであるくも膜下出血患者の末梢血中においてコントロール群として
の未破裂脳動脈瘤患者の末梢血中と比べて高発現しているマイクロ RNA のうち絶対的発現量の
多い 10 個のマイクロ RNA をまとめた。これらのマイクロ RNA が標的とする遺伝子を公開された
Web 上のデータベースである Target scan を用いて in silico で解析し、くも膜下出血後の遺伝
子発現変化に関与する末梢血液中にて検出可能なマイクロ RNA の同定を行った結果を表 2 にま
とめる。 

 

 
患者血清の解析から同定されたマイクロ RNA(hsa-miR-619-5p)は内皮細胞の遺伝子発

現解析で同定された 10個の遺伝子のうちの 3つの遺伝子（Soat1, Gpx8, Rgs16）を標的として
いた。また 6つのマイクロ RNA（hsa-miR-3619-3p, hsa-miR-1273f, hsa-miR-5585-3p, hsa-miR-
5096, hsa-miR-1285-3p, hsa-miR-550a-5p）がそれぞれ 2つの内皮細胞で発現変化のある遺伝
子を標的としていた。 

一方くも膜下出血を生じた内皮細胞において発現が低下していることが明らかになっ
た Gpx8 と Soat1 は SAH 患者血清の解析から同定された 4つのそれぞれ異なるマイクロ RNA から
標的とされていた。同様に Pdpn, Rgs16, Mgp の 3つの遺伝子は 2つのそれぞれ異なるマイクロ
RNA から標的とされていた。 

hsa-miR-619-5p は Gpx8 と Soat1 の両方を標的としていたため、hsa-miR-619-5p は本
研究で目的としていた EBI を生じた内皮細胞に特化した SAH 後の遺伝子発現変化に関与する末
梢血液中にて検出可能なマイクロ RNA として臨床上有用である可能性が示唆された。 

今後の展望としては本研究において同定したhsa-miR-619-5pのくも膜下出血患者の末
梢血中における発現を症例数を増やして検討することで、くも膜下出血後の EBI の血中マーカ
ーとして使用し得る可能性を検証するとともに、hsa-miR-619-5pが標的としているGpx8やSoat1
の機能解析に繋がることが期待される。 
 

表1　マイクロアレイ解析の結果

内皮細胞に発現する遺伝子 ICPH ICPL nonSAH 末梢血中のマイクロRNA SAH コントロール

Serpinb2 26.172866 179.76894 1379.5672 hsa-miR-451a 7666 3737

Spp1 232.3249 879.17101 19893.369 hsa-miR-619-5p 304 137

Timp1 64 139.10206 491.14323 hsa-miR-3619-3p 195 76

Pdpn 53.076451 97.680589 398.93226 hsa-miR-5585-3p 91 42

Soat1 145.00914 324.03369 1052.7886 hsa-miR-1273f 49 22

Dcn 23.26356 52.345732 147.03339 hsa-miR-5096 45 19

Gpx8 58.89201 107.63474 349.70631 hsa-miR-6735-5p 36 16

Rgs16 312.99591 744.43393 1698.4464 hsa-miR-1285-3p 34 14

Mmp3 19.973289 20.39297 79.893155 hsa-miR-550a-5p 33 16

Mgp 188.70646 145.00914 719.07578 hsa-miR-6759-3p 30 14

表2　Target Scanを用いたin silicoの標的遺伝子解析のまとめ

Serpinb2 Spp1 Timp1 Pdpn Soat1 Dcn Gpx8 Rgs16 Mmp3 Mgp 標的遺伝子の数

hsa-miR-451a 0

hsa-miR-619-5p 〇 〇 〇 3

hsa-miR-3619-3p 〇 〇 2

hsa-miR-5585-3p 〇 〇 2

hsa-miR-1273f 〇 〇 2

hsa-miR-5096 〇 〇 2

hsa-miR-6735-5p 0

hsa-miR-1285-3p 〇 〇 2

hsa-miR-550a-5p 〇 〇 2

hsa-miR-6759-3p 〇 1

関与するマイクロRNAの数 1 0 0 2 4 0 4 2 1 2
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