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研究成果の概要（和文）：本研究では、血液脳関門の破綻が認知症の病態と関連することに着目し、microRNAを
活用した診断バイオマーカーの有用性を検証しました。miR-511-3pは有効な診断マーカーにはなりにくいと考え
られましたが、miR-501-3pは動脈硬化と軽度認知機能障害の指標となり得ることが示されました。具体的には、
血中エクソソームmiR-501-3pレベルが高いと動脈硬化の進行度が高く、軽度認知機能障害も多く検出できまし
た。今回の検討により、血中エクソソームmicroRNA値が認知症の診断マーカーとして有用である可能性が示唆さ
れました。

研究成果の概要（英文）：We focused on the association between blood-brain barrier disruption and the
 pathology of dementia, and evaluated the utility of microRNA as diagnostic biomarkers. While 
miR-511-3p was found to be unlikely to serve as an effective diagnostic marker, miR-501-3p showed 
potential as an indicator of both arteriosclerosis and mild cognitive impairment. Specifically, high
 levels of blood exosomal miR-501-3p were associated with greater progression of arteriosclerosis 
and more frequent detection of mild cognitive impairment. This investigation suggests that blood 
exosome microRNA levels could become useful diagnostic markers for detecting dementia.

研究分野：血管生物学

キーワード： microRAN　血管性認知機能障害

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
動脈硬化や軽度認知機能障害の有用なヒトバイオマーカーである可能性を示した点は学術的に重要です。これに
より、新たな診断法や治療法の開発に寄与することが期待されます。また、血液検査が認知症の早期発見と予防
に役立つ可能性があり、非侵襲的な検査法として普及すれば、患者の負担を軽減し、医療コストの削減にも寄与
する社会的な意義があります。

※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 
血液脳関門は血管内皮細胞と近接するアストロサイトや神経細胞などの多種細胞同士のクロス
トークにより調整されており、とりわけ脳血管内皮細胞のタイトジャンクションが基盤となっ
てそのバリア機能は形成されている。これまでの我々の検討により、脳の毛細血管の機能破綻に
よるタイトジャンクションの機能不全に端を発したバリア機能の破綻は、認知症の病態の悪化
と深く関わっていることが明らかとなっている(Toyama K, et al.Arterioscler Thromb Vasc 
Biol. 38:1392. 2018、Toyama K, et al. Arterioscler Thromb Vasc Biol.;34:616. 2014)。 
 
ヒトの軽度認知機能障害者でも海馬領域や脳白質部に血液脳関門の破綻が思ったよりも早期か
ら出現していることが、特殊な画像検査等からも近年明らかとなりつつある（Neuron 85: 296. 
2015, Neurology 92: e1669. 2019）。しかし、血液脳関門の破綻が認知症の予後や病勢にどの程
度寄与しているのかについては十分に検証されていない（Nat Rev Dis Primers. 4: 18003. 
2018）。これは、実臨床において血液脳関門破綻の状態を簡易に評価する手段が限られており、
脳 MRI 検査や脳血流シンチグラフィといった特殊な画像検査が一般的であるため、検査に費や
す時間や手間・費用を考えると、患者にかかる負担が大きく、現実には画像検査を行うことは稀
であるからだと考えられる。 
 
我々は、認知症を血管疾患の延長と捉え、タイトジャンクション、つまり血液脳関門破綻に着目
した病態メカニズムのさらなる解明を足がかりに、認知症の新たな診断方法や血液脳関門破綻
を標的とした新たな作用機序による創薬開発に挑戦したいと考えて研究をスタートした。 
 
２．研究の目的 
認知症の病態と血液脳関門の破綻の関係性をより簡便に検証することのできるバイオマーカー
の確立を研究目標とし、すでに動物実験で認知機能障害との関係性を見出している miR-501-3p
に加え、検討余地のあった miR-511-3pの有益性について基礎的・臨床学的な検証を行うことと
した。既知の「miR-501-3p」と「miR-511-3p」とのコンビネーション診断バイオマーカーにより、
microRNA の低特異性の問題を回避した、高精度で特異的なマーカーの創出に結びつくと期待さ
れた。 
 
３．研究の方法 
(1)培養細胞実験 
ヒト hCMEC/D3 細胞へ RNAiMAX Transfection Reagent（Invitrogen社）を用いて has-miR-511-
3pの miRNA mimic と（pre-miR; GeneDesign社）inhibitor（anti-miR; GeneDesign社）をトラ
ンスフェクションした。その後、目的の遺伝子の発現量を評価するためにQIAzol Reagent（QIAGEN
社）を用いて細胞を回収した。 
 
(2) 血液エクソソーム中の RNA抽出 
exoRNeasy（QIAGEN社）を用いて血液（血清、血漿）より RNA を抽出した。血液中エクソソーム
には信頼に足る内部標準がないため、抽出の過程で外部標準である Caenorhabditis elegans 
miR-39 (cel-miR-39) miRNA mimic (Spike-In Control; Catalog no. 219610; Qiagen)を添加
した。 
 
(3)定量 Real time PCR 
Large RNA の遺伝子発現評価については、DNase処理後に Rever Tra Ace（TOYOBO 社）を用いて
cDNAへと逆転写した。各プライマーを用いて THUNDERBIRD SYBR Green（TOYOBO 社）でリアルタ
イム PCR を施行した。また、microRNA の発現評価については、TaqMan microRNA Reverse 
Transcription Kit（Applied Biosystems）を使用し、miRNA を Reverse Transcript しました。
hsa-miR-501-3p（Applied Biosystems）および cel-miR-39（Applied Biosystems）の TaqMan Assay 
Kits（Applied Biosystems）を使用した。 
 
 

４．研究成果 

血液エクソソーム microRNA が簡便で速さが求められる実臨床で使えるようになるためには様々

な課題がある。特に特異性の問題は重要で、microRNA が複数の遺伝子発現を制御できるという

点が完全に裏目に出ることになる。このため、認知症の疾患マーカーとしてどこまで特異性を保

てるのかという課題が常に残り、疾患バイオマーカーとして microRNA が今後利用されるために

は、複数の microRNA の組合せなどでの検証も重要であると考えられた。このため、miR-501-3p

と miR-511-3pの両方にその活路を期待して研究をスタートした。 



 

認知機能障害が生じた脳内で発現が増える可能性が高い候補 microRNA を複数見出している

（Toyama K et al. Pharmacological Research 146;104266.2019）。そのうちの一つである miR-

511-3p の制御遺伝子を同定するために、バイオインフォマティクスなどの情報科学を駆使し、

数十種類の候補制御遺伝子を絞り込んだ（図１A & I [各遺伝子名は秘匿化]）。しかし、その後

行った in vitro の検討では、miR-511-3pを過剰発現させてもいずれの候補遺伝子も変動がなく

（図１B〜H, J〜L）、血液脳関門破綻の制御に関与できる miR-511-3p の制御遺伝子の同定には

辿り着かず、miR-511-3pは認知症の予測や診断法の開発に結びつく有用な標的 microRNA ではな

い可能性が高いと考えるに至った。 

 

 
 

図１：（A）老齢マウスの脳海馬（CA1）領域で変動する遺伝子群と miR-511-3pの制御候補遺伝子

群のうち重複した遺伝子発現 MAP。このうち、Negatively regulatedが標的とすべき遺伝子であ

る。（B）has-miR-511-3p発現のトリガー因子である過酸化水素水をヒト脳血管内皮細胞（hCMC/D3

細胞）へ刺激した際に(A)で同定した Negatively regulated Gene の遺伝子発現の濃度依存性変

化の検証。（C〜E）(B)より has-miR-511-3pの候補制御遺伝子と考えられた Gene #A,D & I につ

いて、認知症モデルマウス（BCAS マウス）の脳梁白質部における変化を検証した。(F〜H) 

hCMEC/D3 細胞において has-miR-511-3p を over/under-express した際の候補制御遺伝子 Gene 

#A, D & I の遺伝子発現評価。（I）公共データベースを利用して、バイオインフォマティクスに

より過酸化水素水を刺激した際に変動する遺伝子群を解析し、Volcano Plot を作成した。Gene 

＃Xと#Yは has-miR-511-3pが制御することが可能であることがその後の in silico解析で導き

出された。（J & K）過酸化水素水を hCMC/D3 細胞へ刺激した際に(I)で同定した has-miR-511-3p

の候補制御遺伝子Gene #X & Yの変化。（L）hCMEC/D3細胞においてhas-miR-511-3pをover/under-

express した際の Gene #Yの遺伝子発現を評価。 

 

 

 

一方、我々は人間ドック受診者のデータを用いて、血中エクソソーム由来の miR-501-3pと動脈

硬化の関係性について調べた。miR-501-3p と脈波伝搬速度（動脈硬化の進展度）は正の相関を

示し、ROC カーブから求めたカットオフ値で miR-501-3p 発現値の高低で分けると、miR-501-3p

高値者は脈波伝搬速度が高く（図３：左側）、「動脈硬化有り（PWV値＞1500cm/s）」と判定される

割合も多かった（図３：右側）。メカニズムはまだ不明な点が多いが、血管障害と miR-501-3pに

は ZO−1以外のところでも強い結びつきがあるものと考えられた。 
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図３：miR-501-3p 低値群（Low）と高値群（High）において、PWV値（左側）と動脈硬化と判定

された人の割合の違い 

（主な発表論文の文献-１.より引用） 

 

 

 

よって、血管障害を伴う認知症を分別できるマーカーになり得る可能性も考え、続いて、血中エ

クソソーム miR-501-3pに着目して認知機能悪化の程度や血液脳関門破綻の程度との関係性につ

いて解析を進め、既知の miR-501-3pに予測や診断法の開発に結びつく有用な臨床的意義の有無

について検討を進めることとした。 

 

近年の画像診断精度の向上によって、血管性軽度認知機能障害者の脳梁白質部で血液脳関門の

破壊がしばしば認められることが明らかとなっている。血液脳関門破綻による白質病変化で生

じる認知機能低下に miR-501-3p が鍵因子であることを動物実験で我々は証明してきた(Toyama 

K, et al.Arterioscler Thromb Vasc Biol. 38:1392. 2018)。このため、初期段階の血管性軽度

認知機能障害者では血中エクソソーム miR-501-3pの発現が高まっている可能性があると仮定し、

178名の被験者（年齢 73歳［68–75歳］、男性 53％）を対象に血中 miR-501-3p 値と軽度認知機

能障害の関係性について調査した。なお、軽度認知機能障害の判定は、日本版 MoCA-Jスコアを

用い、血清エクソソーム中の miR-501-3pの発現値は qPCR法で計測した。また、研究当初予定し

ていた血液サンプルは、サンプル保存施設から遠くに位置する健診施設で採取されていました。

採取施設から保存施設までの距離があり、凍結保存までに長時間を要するため、不安定な RNA の

解析をするサンプルとして十分でないと考えられた。そのため、保存施設に近いローカルエリア

である東温市で採取された血液サンプルを用いて解析を行った。 

 

miR-501-3pのΔCt値が ROC曲線から導き出されたカットオフレベルより上（高値群；n=74）ま

たは下（低値群；n=104）にあるかによって二郡に分けた。この結果、認知機能障害者は miR-501-

3pが高いグループで有意に多く検出された（図４:低値群 47.1％ vs. 高値群 63.5％; p<0.05）。 

 

 
図４：miR-501-3p 低値群（Low）と高値群（High）における軽度認知障害者の占める割合 

（主な発表論文の文献-２.より引用） 
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linear regression analysis with forced inclusion of the vari-
ables of age and systolic and diastolic blood pressure (SBP 
and DBP, respectively). Univariate and multivariate logis-
tic regression analyses were used to assess plasma exosome 
miR-501-3p expression levels (cut-o! value of ∆Ct=14.19, 
determined by receiver operating characteristic [ROC] 
curves), baseline parameters, risk factors, and medications 
that were correlated with an elevation in baPWV. Note 
that a cut-o! value of baPWV=1,500 cm/s has been used as 
a sensitive method for detecting silent arteriosclerotic 
changes in our unit.10

Data are expressed as the mean ± SD or as median values 
with the interquartile range (IQR). Two-sided P<0.05 was 
considered signi"cant. All analyses were performed using 
IBM SPSS Statistics Version 21.0 (IBM Corp., Armonk, 
NY, USA).

hsa-miR-501-3p (Catalog no. 002435; Applied Biosystems) 
and cel-miR-39 (external control for normalization; 
Catalog no. 000200; Applied Biosystems) were used. ∆Ct 
values (i.e., the Ct value of miR-501-3p minus the Ct value 
of cel-miR-39) were calculated for the analysis.

Statistical Analysis
The Shapiro-Wilk test was used to determine whether sam-
ples were normally distributed. Depending on the distribu-
tion of the data, paired Student’s t-test or the Wilcoxon test 
was used to analyze the signi"cance of di!erences between 
groups. Pearson or Spearman correlation tests were used 
to analyze correlations between baPWV and other param-
eters. To determine the independent association between 
plasma exosome miR-501-3p levels and baPWV, we 
adjusted for other covariates on baPWV with multivariate 

Figure 1.  Differences in plasma exosome miR-501-3p levels affect changes in vascular stiffness. (A) Receiver operating charac-
teristic (ROC) curve obtained by plotting different cut-offs between plasma exosome miR-501-3p values and the presence of 
arteriosclerotic changes. AUC, area under the curve. (B) Plasma exosome miR-501-3p expression levels, divided around the 
cut-off values of ∆Ct from ROC analysis. Symbols show data for individual subjects, with the horizontal lines and whiskers indicat-
ing the mean ± SD. (C) Brachial-to-ankle pulse wave velocity levels in the low and high miR-501-3p groups. The boxes show the 
interquartile range, with the median value indicated by the horizontal line; whiskers show the range. (D) Percentage of subjects 
with increased brachial-to-ankle pulse wave velocity (PWV). The numbers above the columns indicate the number of subjects with 
increased PWV/total number of subjects.
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significant differences between the two groups. As expected, MCI 
was detected significantly more often in the miR- 501- 3p- High group 
(vs. the - Low group; Figure 1a).

3.3  |  Association between the MCI status and 
serum exosome miR- 501- 3p expression

Univariate logistic regression showed that the miR- 501- 3p- High 
status was significantly associated with the presence of MCI (odds 
ratio 1.954; Table 2). In the multivariate logistic regression analysis, 
there was no significant dependent variable which associated with 
MCI status among the factors reported as known risks (age; gender; 
and history of hypertension, diabetes mellitus, dyslipidemia, smok-
ing and cerebral stroke; Model 1; Table 2). However, multivariate 
logistic regression analysis adjusting for age, gender and dementia- 
related risk factors showed a significant positive association be-
tween being miR- 501- 3p- High and the presence of MCI (Model 2; 
odds ratio 2.662; Table 2). In this Model 2, based on 1000 bootstrap 
replications of the multivariable logistic regression analysis, the re-
sults still demonstrated a significant association between high serum 
miR- 501- 3p levels and the presence of MCI (Table 2). A ROC curve 
based on the predicted probability of logistic regression for this 
model (miR- 501- 3p included, Model 2; AIC 247.533) more accurately 

predicted MCI status than Model 1 (AIC 253.504; Figure 1b). This 
indicates that high serum miR- 501- 3p levels likely contribute to MCI, 
along with established risk factors such as age and gender. As a side 
note, univariate logistic regression analysis revealed no significant 
association between the status of miR- 501- 3p- High and any of the 
following medications: antihypertensive agents (OR [95% CI] 0.793 
[0.436– 1.442], p = 0.447), oral hypoglycemic agents (1.369 [0.711– 
2.635], p = 0.347), and antidyslipidemic agents (1.286 [0.665– 2.486], 
p = 0.454).

3.4  |  Association between MCI 
status and serum exosomal miR- 501- 3p expression 
in non- diabetic subjects

Recent evidence suggests a shared pathophysiology between dia-
betes mellitus and Alzheimer's disease and, there are accumulating 
data demonstrating that diabetes is a key risk factor for the develop-
ment of Alzheimer's disease (Akter et al., 2011). Since miR- 501- 3p 
expression is lower in the cerebral temporal cortex of patients with 
“pure” AD (Hara et al., 2017), we evaluated the association between 
miR- 501- 3p and MCI in the non- diabetic patient group.

The baseline non- DM patient characteristics are described in Table 3. 
One hundred and seven subjects (average age 73 [68– 75] years, 50% 

F I G U R E  1  Difference in MCI status 
between serum exosomal miR- 501- 3p 
Low and High groups. (a) Percentage of 
subjects with MCI between miR- 501- 3p- 
High and - Low groups, divided around 
the cutoff values of ΔCT derived from 
receiver operating characteristic (ROC) 
analysis. (b) ROC curve based on the 
predicted probability of logistic regression 
for Models 1 and 2 in Table 2. AUC, area 
under the curve; MCI, mild cognitive 
impairment.

(a)

(b)



多変量ロジスティック回帰分析でも、miR-501-3p 高値群で軽度認知機能障害者は低値群と比べ

て 2.662倍も多く検出された（表１）。なお、非糖尿病患者では、miR-501-3p 高値群で認知機能

障害がオッズ比 3.633倍も多く検出され、動脈硬化症のある患者でも miR-501-3p 高値群では低

値群と比べて軽度認知機能障害は 3.219倍多く検出された。これらの解析から、血中エクソソー

ム miR-501-3pの単独測定でも、血管性軽度認知機能障害を判定するに十分な指標になり得ると

考えられた。 

 

 

 
 

表１：認知症のリスクである年齢、性別や生活習慣病歴といった背景因子で調整したときの血中

エクソソーム miR-501-3pと軽度認知機能障害の関係 

（主な発表論文の文献-２.より引用） 

 

 

今回の検討により、血中エクソソーム microRNA値が認知症の診断マーカーとして有用である可

能性を示した点は学術的に重要である。非侵襲的な検査法として認知症の早期発見や予防に役

立つ可能性があり、患者の負担を軽減し、医療コストの削減にも寄与する社会的意義のある成果

であると考えられました。 

 

なお、研究経過中に認知症の最大のリスク因子として難聴が注目され始めました（Lancet. 

396:413–46, 2020）。聴覚障害という点に着目して、認知症の病態メカニズムの解明に寄与する

仮説の立案にも取り組みました。 
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male) were analyzed. There was a lower prevalence of dyslipidemia, and 
better fasting glucose and hemoglobin A1c in the MCI group, and serum 
exosome miR- 501- 3p expression levels were increased significantly in 
non- diabetic patients with MCI (vs. non- MCI; Table 3). Table S2 shows the 
clinical parameters of the groups divided by the cutoff points (16.11) of 
miR- 501- 3p. While age was also significantly higher in the miR- 501- 3p- 
Low group than in the - High group, MCI was detected significantly more 
often in the miR- 501- 3p- High group (vs. the - Low group; Figure 2a).

Univariate logistic regression showed that a history of dyslipidemia 
and miR- 501- 3p- High status were significantly associated with the 
presence of MCI (odds ratio 0.447 and 2.510, respectively; Table 4). 
In multivariate logistic regression analysis, dyslipidemia history associ-
ated with MCI status when adjusted for age, gender, and history of hy-
pertension, smoking and cerebral stroke (Model 1; Table 4), although 
the significant positive association between being miR- 501- 3p- High 
and the presence of MCI remained (Model 2; odds ratio 3.633; Table 4). 
Furthermore, complementing the findings shown in Figure 1b, an ROC 
curve based on the predicted probability of logistic regression for this 
model (miR- 501- 3p included, Model 2; AIC 148.361) more accurately 
predicted MCI status than Model 1 (AIC 154.229; Figure 2b).

As a side note, Table 3 shows significant differences in dyslipid-
emia, fasting glucose, and HbA1c levels. There was concern whether 
the exosomal expression of miR- 501- 3p was modulated by those 
factors. However, both fasting blood glucose and HbA1c levels 
were within the normal range, and the univariate logistic analysis 
found no significant association between the status of miR- 501- 3p- 
High and either fasting blood glucose (OR [95% CI] 0.989 [0.946– 
1.033], p = 0.616) or HbA1c levels (0.435 [0.115– 1.637], p = 0.218). 
Therefore, it is unlikely that blood glucose or HbA1c had a significant 
impact on the association between miR- 501- 3p and MCI diagnosis. 
The prevalence of dyslipidemia also did not affect the status of miR- 
501- 3p- High (OR [95% CI] 0.987 [0.451– 2.159], p = 0.973).

3.5  |  Association between MCI 
status and serum exosomal miR- 501- 3p expression in 
atherosclerotic subjects

To test whether the expression of miR- 501- 3p could predict 
vMCI prospectively, multiple regression analysis was per-
formed using 45 MCI patients who had a high CAVI score or a 
high plaque score. As shown in Figure 3a, MCI complicated by 
atherosclerosis was detected significantly more often in the 
miR- 501- 3p- High group (vs. the - Low group). Univariate logis-
tic regression showed that gender and miR- 501- 3p- High status 
were significantly associated with the presence of MCI with ath-
erosclerosis (odds ratio 2.214 and 2.328, respectively; Table 5). 
In multivariate logistic regression analysis, there were no other 
factors found to be associated with MCI status when adjusted 
for age, gender, and history of hypertension, diabetes, dyslipi-
demia, smoking, and cerebral stroke (Model 1; Table 5), but the 
significant positive association between being miR- 501- 3p- High 
and the presence of MCI was retained (Model 2; odds ratio 
3.219; Table 5). An ROC curve based on the predicted probabil-
ity of logistic regression for this model (miR- 501- 3p included, 
Model 2, AIC = 168.682) more accurately predicted MCI status 
than Model 1 (AIC = 173.801, Figure 3b).

3.6  |  Association of specific cognitive domains and 
exosomal expression of miR- 501- 3p

The MoCA- J evaluates six cognitive domains: memory, language, ex-
ecutive function, attention, visuospatial abilities, and orientation. As 
shown in Figure 4, individuals with high levels of miR- 501- 3p showed 
lower levels in memory, executive function, attention, and visuospatial 

TA B L E  2  Logistic regression analysis in the presence of mild cognitive impairment.

All patients 
(n = 178)

Univariate

Multivariate

Model- 1 (Hosmer– Lemeshow 
test; p = 0.64)

Model- 2 (Hosmer– Lemeshow 
test; p = 0.17)

Model- 2; based on 1000 
bootstrap replications

OR (95% CI) p value OR (95% CI) p value OR (95% CI) p value 95% CI p value

Age, years 1.023 (0.964– 1.086) 0.448 1.017 (0.956– 1.082) 0.598 1.050 (0.982– 1.123) 0.155 −0.019– 0.140 0.195

Gender, male 1.286 (0.712– 2.323) 0.405 0.811 (0.351– 1.873) 0.625 0.698 (0.293– 1.664) 0.417 −1.441– 0.568 0.432

Hypertension, 
yes

1.262 (0.696– 2.289) 0.443 1.247 (0.652– 2.387) 0.504 1.249 (0.644– 2.420) 0.511 −0.486– 0.993 0.504

Diabetes 
mellitus, yes

1.292 (0.706– 2.365) 0.406 1.337 (0.705– 2.536) 0.374 1.379 (0.716– 2.653) 0.336 −0.358– 1.116 0.375

Dyslipidemia, yes 0.600 (0.330– 1.092) 0.094 0.576 (0.303– 1.092) 0.091 0.571 (0.296– 1.101) 0.094 −1.348– 0.133 0.114

Smoking, yes 1.546 (0.844– 2.832) 0.158 1.743 (0.754– 4.027) 0.914 2.195 (0.908– 5.304) 0.081 −0.077– 1.984 0.083

Cerebral strokes, 
yes

2.724 (0.712– 10.42) 0.143 2.698 (0.683– 10.66) 0.157 2.975 (0.721– 12.28) 0.145 −0.301– 21.28 0.110

Serum exosome 
miR- 501- 3p, 
High, yes

1.954 (1.062– 3.596) 0.031 2.662 (1.339– 5.292) 0.005 0.270– 1.845 0.008

Note: The bold values indicates statistical significance.
Abbreviations: CI, confidence interval; OR, odds ratio.
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