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研究成果の概要（和文）：本研究では、冠動脈疾患での動脈硬化進展のメカニズムのうち血管内
皮障害と血管炎症に着目した。具体的には、血管内皮前駆細胞(EPC)の分化増殖および免疫担当
細胞の活性化、特に、Toll 様受容体 4 シグナル(TLR4)の発現を制御する制御する microRNA の
解析を行った。その結果、miR-221/222 が EPC の分化増殖に関与し、miR-146a/b および let-7i
が TLR4 シグナルの制御に関与していることが明らかとなった。また、スタチンおよび RAS 阻害
薬を用いた臨床試験を実施し、アトルバスタチンおよびテルミサルタンの有用性を立証した。 
 
研究成果の概要（英文）：The present study has investigated microRNA biology concerning 
endothelial cellular injury and vascular inflammation, such as Toll-like receptor 4 
(TLR4).  Endothelial progenitor cells (EPCs) play an important role in the maintenance 
of vascular integrity.  The physiological role of miR-221/222, a newly discovered class 
of small RNA, is closely linked to the proliferation of EPCs.  In addition,this study 
demonstrates that lipid lowering therapy (LLT) with atorvastatin increases EPC numbers 
and decreases miR-221/222 levels in patients with CAD, possibly contributing to the 
beneficial effects of LLT with atorvastatin in this disorder. 

TLR4 signal plays an important role in immunity in CAD. One of the let-7 family 
microRNAs, let-7i, directly regulates Toll-like receptor 4 (TLR4) expression and 
contributes to immune response.  The miR-146a / b regulates TLR4 downstream molecules 
(IRAK1 and TRAF6).  The present study has shown that miR-146a / b were expressed with 
TLR4 signal in CAD patients, and combined treatment with a statin and RAS blockade might 
affect these levels.  In addition, let-7i played a negative regulator of TLR4 in patients 
with CAD, and atorvastatin affected TLR4 levels via let-7i. 
This study demonstrates that treatment with ARB and atrovastatin decreases miR-146a / 
b and TLR4 signal in patients with CAD, possibly contributing to the anti-atherogenic 
effects of ARB and statins in this disorder. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 冠動脈疾患と血管内皮障害：高齢化と食生

活の欧米化に伴い本邦での冠動脈疾患の
患者数が増加すると考えられている。冠動
脈での動脈硬化は、①酸化ストレスの暴露
による血管内皮障害、②単球/マクロファ
ージの活性化と遊走・浸潤、③冠動脈プラ
ーク病変の不安定化・破裂と血栓形成が関
与していると考えられている。すなわち、
これらの機序の解明は、冠動脈疾患の予防
や新たな治療法の開発の観点から重要視
されている。 

(2) 血管内皮前駆細胞(EPC)と冠動脈疾患：骨
髄幹細胞から分化した EPC が循環血液中
に存在し、血管内皮を正常に保つために機
能していると考えられている。Werner ら
は、冠動脈疾患での血中 EPC 数の減少が、
心血管イベントと心血管死の予測因子と
であることを示した (NEJM 2005)。また、
我々は、酸化ストレスによる EPC のテロメ
ア長の短縮が、血管内皮障害および冠動脈
疾患の発症と関連することを示した。しか
し、EＰＣのテロメア機能不全およびそれ
に伴う動脈硬化進展の詳細なメカニズム
は明らかとなっていない。 

(3) MicroRNA (miRNA)による遺伝子の調節：
miRNA は、細胞内に存在する長さ 20～25
塩基ほどの 1 本鎖 RNA を示し、さまざまな
遺伝子の発現を調節する機能を有するま
ったく新しい遺伝子発現制御に関わる重
要な機能性 RNA 分子である。最近、さまざ
まな miRNA が、テロメア関連因子や酸化ス
トレス関連因子の発現を調節しているこ
とが注目されている。 

２．研究の目的 
冠動脈疾患での EPC の酸化ストレス・テロメ
ア関連遺伝子の発現を制御するmiRNAおよび
免疫担当細胞の活性化、特に、Toll 様受容体
シグナル(TLR)を制御するmiRNAを同定する。
さらに、同定した miRNA データをもとに、EPC
の酸化ストレス損傷の軽減、テロメア機能を
改善、単球での TLR シグナルの抑制し、すな
わち、血管内皮細胞寿命と血管炎症を改善す
る実験系を確立し、血管再生医療への応用を
目指す。 
 
研究開発のゴール 
(1) EPCのmiRNA発現プロファイリングを作成 
(2) 上記の結果を基に冠動脈疾患で特異的に

発現する miRNA を同定 
(3) 上記の miRNA のターゲット遺伝子の同定 
(4) 同定した miRNA のトランスフェクション

細胞モデルの作成 
(5) トランスフェクション細胞でのターゲッ

ト遺伝子発現およびテロメア機能、TLR4
シグナルの変化を解析 
 

３．研究の方法 
(1) 目標症例数 
① 冠動脈疾患：100 例、岩手医科大学附属

病院に入院した症例を対象とする。 
診断基準：ACC/AHA ガイドライン(J Am 
Coll Cardiol. 2002;40:1366-74)。 

② 対照群： 100 例、冠動脈疾患症例と年齢
がマッチした健常人。 

(2) PBMC の分離と EPC の培養・同定 
① EPC 培養：末梢血液から細胞分離用試薬

(histopaque-1077, Sigma)を用いた遠心
分離法により末梢血単核細胞(PBMC)を分
離し、血管増殖因子刺激下で培養する。 

② EPC の同定法・機能検査：血管内皮特異
的抗原( CD34, CD133, KDR)で染色し、
フロ－サイトメ－タ－によりEPC数を測
定する。Acetyl-LDL 取り込み能と
lection 結合能で EPC 機能を評価する。 

(3) miRNA 発現プロファイリングの作成 
① 各細胞より、miRNA 画分を含む total RNA

を抽出する。 
② TaqMan MicroRNA assay (Applied 

Biopsystem 7900HT)を用い網羅的 miRNA
プロファイリングを作成する。 冠動脈
疾患で up-regulation あるいは
down-regulation されている miRNA を同
定する。 

③ 上記②で同定した miRNA について、
real-time RT-PCR 法を用い全サンプル
での miRNA 発現を定量測定する。 

(4) ターゲット遺伝子の同定 
① EPCおよびPBMCsでのmRNAのマイクロア

レイスクリーニングを行い、冠動脈疾患、
健常者および正常血管内皮細胞、単核細
胞での発現量の異なる遺伝子を検索す
る。 

② miRBase、PIRTAR、TARGETSCAN から上記
①の候補遺伝子とmiRNAプロファイリン
グとの結合性を調査する。 

③ これらの結果より、冠動脈疾患での ECP、
PBMC で特異的に発現する miRNA とその
ターゲット遺伝子を同定する。 

(5) トランスフェクション EPC の作成 
① Gain-of-function、loss-of-function

実験：上記で同定したmiRNAのprecursor
および inhibitor を作成し、ヒト単球細
胞株(THP-1 cell)へトランスフェクショ
ンする。ターゲット遺伝子の発現を定量
測定する。 

(6) 無作為臨床試験 
① 積極的脂質降下療法 vs.標準的脂質降下

療法：CAD 群を積極的脂質降下療法群 (A
群、アトルバスタチン 10mg/日)と標準的
脂質降下療法群(P 群、プラバスタチン
10mg/日)に無作為割付した。 

② ストロングスタチンによる無作為試
験：CAD 群は、アトルバスタチン群(10mg/



 

 

日）およびロスバスタチン群(2.5mg/日)
にランダム化し無作為臨床試験を実施
した。 

上記の研究成果に基づき冠動脈疾患に関連
したさまざまなmiRNAの働きをトランスレー
ショナルに解析する。 
４．研究成果 

(1) miRNA の網羅的解析 
CAD群および健常者のPBMCおよび分離培養し
た EPC より miRNA 画分を含む total RNA を抽
出し、TaqMan MicroRNA assay を用い網羅的
miRNA プロファイリングを作成した。その結
果、CAD では miR-221/222、miR-146a/146b、
let-7i に発現異常を認めた。また、データベ
ース解析により、これらの microRNA は、血
管内皮分化増殖因子(c-kit)および TLR-4 と
その下流シグナルをターゲット遺伝子とす
ることが明らかとなった。 
(2) miR-221/222 発現とスタチンの薬効評価 
① CAD 群：44 例 (男性/女性 36/8 名、平均

年齢 66±12 歳)。対照群：冠動脈病変を
有さない 22 例 (男性/女性 17/5 名、平
均年齢 64±8 歳)。CAD 群および対照群の
末梢血液から EPC を分離培養し、血中
EPC 数を評価した。TaqMan MicroRNA 
assay を用い miR-221/222 の発現を定量
測定した。また、CAD 群を積極的脂質降
下療法群 (A群、アトルバスタチン10mg/
日)と標準的脂質降下療法群(P 群、プラ
バスタチン 10mg/日)に無作為割付した。 

② 血中 EPC 数は、CAD 群で対照群より低値
で、miR-221/222 の発現は、CAD 群で対
照群より高値であった。また、CAD 群で
の血中 EPC数と miR-221/222の発現量に
は負の相関を認めた。投与 12 ヵ月後の
EPC 数は、A 群で増加し、P 群では変化を
認めなかった。また、miR-221/222 の発
現は、A 群で減少し、P 群では変化を認
めなかった(下図)。 
まとめ：CAD の EPC での miR-221/222 発
現は亢進し、その発現はアトルバスタチ
ンにより低下した。 

③ これらの結果は、CAD での microRNA 発現
と EPC の分化誘導との関連性を示し、さ
らに、これらの EPC の分化誘導機能に対
するスタチンの有用性を示唆した。 

(3) CAD の PBMC での miR-146a/b の発現とス
タチン・RAS 阻害薬による薬効 
① CAD の発症には、単球・マクロファージ

などの免疫担当細胞での Toll 様受容体
4 (TLR4) シグナルの活性化が関与して

いると考えられている。近年、microRNA 
(miR)-146 family （miR-146a/b）が、
TLR4 下流シグナル分子の発現を調節因
子として注目されている。 

② 目的と方法：CAD 群および非 CAD 群での
TLR4 および miR-146a/b の発現を比較検
討した。また、無作為臨床試験により、
TLR4シグナルに対するRAS阻害薬とスタ
チンの効果を検証した。CAD 群 (n = 66)
および非 CAD 群 (n = 33)の末梢血液か
ら遠心分離法により単球を分離した。
Real-time PCR 法により、miR-146a/b お
よび TLR4 mRNA を定量測定した。また、
FACSscan を用いて TLR4 蛋白を定量測定
した。CAD 群は、ARB 投与群 (ARB + ス
タチン）および ACEI 投与群 (ACEI + ス
タチン)にランダム化し無作為臨床試験
を実施した。また、miR-146a/b トランス
フェクション細胞(THP-1)モデルを作成
した。 

③ 結 果：miR-146a/b トランスフェクショ
ン細胞の解析により、miR-146a/bはTLR4
下流シグナル(IRAK-1, TRAF6)に必須な
因子であることが立証された(右上図)。      
CAD群でのmiR-146a/ｂおよびTLR4 mRNA
の発現は、非 CAD 群より高値であった（P 
< 0.01）。また、miR-146a/b と TLR4 mRNA
の発現には、正の相関を認めた。投与６
ヵ月後の miR-146a/b と TLR4 の発現は、
ARB 群および ACEI 群でともに減少し、こ



 

 

れらの変化は、ARB 群で有意に大きかっ
た (P < 0.05)(下図)。 

④ 結 語：単球でのmiR-146a/bおよびTLR4
の発現の亢進は、CAD 発症の一因である
ことが示唆された。また、ARB とスタチ
ンとの併用療法は、miR-146a/b および
TLR4 の発現を抑制し、ARB およびスタチ
ンが持つ抗動脈硬化作用のメカニズム
の一つと考えられる。 

(4) CAD での let-7i の発現とストロングスタ
チンの薬効評価 
① 冠動脈疾患(CAD)の発症には、単球・マ

クロファージなどの免疫担当細胞での
Toll 様受容体 4 (TLR4) シグナルの活性
化が関与していると考えられている。近
年、let-7 family に属する microRNA、
let-7i が、TLR4 の発現を直接調節する
microRNA として注目されている。 

② 目的と方法：ヒト THP-1 細胞を用いた
let-7i トランスフェクションモデルを
作成し、let-7i 機能解析を行った。CAD
群および非 CAD 群での TLR4 および
let-7i の発現を比較検討した。また、無
作為臨床試験（アトルバスタチン vs.ロ
スバスタチン）により、TLR4 シグナルに
対するストロングスタチンの効果を検
証した。CAD 群 (n = 98)および非 CAD 群 
(n = 48)の末梢血液から遠心分離した末
梢血単核細胞(PBMCs)を対象とした。
Real-time PCR 法により、let-7i および
TLR4 mRNA を定量測定した。また、
FACSscan を用いて TLR4 蛋白を定量測定
した。CAD 群は、アトルバスタチン群 
(10mg/日）およびロスバスタチン群
(2.5mg/日)にランダム化し無作為臨床
試験を実施した。 

③ 結 果：let-7i トランスフェクション
モデルにより、let-7i は、TLR4 の発現
に必須な因子であることが明らかとな
った(下図)。                             

CAD 群での let-7i の発現は、非 CAD 群よ
り低値であった（P < 0.01）。一方、CAD
群でのTLR4(mRNAおよび蛋白)の発現は、
非 CAD 群より高値であった（P < 0.01）。
投与 12 ヵ月後のアトルバスタチン群で
の let-7i の発現は増加し、TLR4 の発現
は減少した。一方、ロスバスタチン群で

の let-7i と TLR4 の発現は、変化を認め
なかった。 

④ 結 語：末梢血単核細胞での let-7i の
発現低下に伴う TLR4 の発現は、CAD 発症
の一因であることが示唆された。また、
アトルバスタチンは、let-7i の発現を介
した TLR4 の発現を抑制し、アトルバス
タチンが持つ抗動脈硬化作用のメカニ
ズムの一つと考えられる。 
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