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研究成果の概要（和文）：アレイ解析、in vitro解析、in vivo解析によるスクリーニング実験から、血管新生
能があるmicroRNAとして、miR-765を同定した。miR-765を内包したエクソソームを下肢虚血マウスモデルの大腿
部に投与すると、血管新生関連遺伝子であるFGF2、PDGF-A、PDGF-B、VEGF、HGF、DHHの発現レベルが上昇する結
果を得た。miR-765がFGF2を上昇させる機序として、これまでの報告を参考にして実験を行ったところ、miR-765
がDPP4を抑制することで、FGF2を上昇させていることを示唆する結果を得た。

研究成果の概要（英文）：miR-765 as an angiogenic microRNA was identified based on screening 
experiments involving miRNA array analysis, in vitro analysis and in vivo analysis. The expression 
levels of angiogenic genes were upregulated in  femurs of lower limb ischemia mice by administration
 of exosomes involving miR-765. Our data suggested that miR-765 repressed DPP4 and increased FGF2.

研究分野：再生医療

キーワード： microRNA　血管新生
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研究成果の学術的意義や社会的意義
幹細胞由来エクソソームは、幹細胞と同じ血管新生能を持つことが報告されており、その機序は、エクソソーム
に内包されているmicroRNAが関与していると考えられている。本研究において、研究代表者は、独自のスクリー
ニング実験により、血管新生能を持つmicroRNAとしてmiR-765を見出した。miR-765の血管新生の機序は、
miR-765がDPP4を抑制することで、FGF2が上昇し、血管新生が誘導さていると考えられる。本研究は、幹細胞由
来エクソソームではなくても、miR-765を導入したエクソソームであれば、虚血組織に対して血流改善を誘導す
る可能性があり、虚血疾患に対する治療薬として期待される。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 幹細胞由来エクソソーム投与による血管新生は、エクソソームに内包されている microRNA に
よるものであると複数の論文で報告されている。これは、血管新生能を有する幹細胞で発現して
いる microRNA が、幹細胞が分泌するエクソソームに取り込まれているからであると考えられる。 
 研究代表者は、血管新生能を有する microRNA を特定し、その microRNA を内包させたエクソソ
ームは、血管新生能を有すると考え、本研究を着想した。 
 
 
２．研究の目的 
 独自の方法で特定した血管新生能 microRNA を内包したエクソソームが、血管新生能を持つこ
とを示すこと。 
 
 
３．研究の方法 
（１）血管新生能を持つ microRNA のスクリーニング実験 
  ① 1 次スクリーニング 
    ヒト歯髄幹細胞を通常酸素濃度および低酸素濃度で培養し、その培養液中に分泌され
たエクソソームを単離し、そのエクソソームに内包されている microRNA を抽出後、
microRNA アレイ解析を行った。 

 
  ② 2 次スクリーニング 
    表 1 に示す microRNA の中で、Number8 の miR-1973 を除く、12 個の microRNA を発現す 
るベクターを作製し、293T 細胞に導入することで、293T 細胞が分泌するエクソソームに、  
目的の microRNA が内包されるエクソソームを作製した。そのエクソソームを、ヒト大動    
脈由来内皮細胞に添加培養することで、ヒト大動脈由来内皮細胞の増殖を促す microRNA 
を解析した。 

 
  ③ 3 次スクリーニング 
    miR-4485-3p、miR-765、miR-4284、miR-3678-3p を内包するエクソソームを、BALB/C 下 
肢虚血マウスの大腿部に投与し、経時的にドップラーで血流を解析した。 

 
（２）血管新生関連遺伝子の発現解析 
    miR-765 内包エクソソーム、および、コントロールである scramble 配列内包エクソソ
ームを BALB/C 下肢虚血マウスの大腿部 10 匹ずつに投与して 2 日後の遺伝子発現解析を
qPCR で行った。 

 
（３）3’UTR ルシフェラーゼアッセイ 
    in silico 解析から、miR-765 と相補的な配列があると予測された DPP4（Dipeptidyl 
Peptidase 4、CD26）に対する 3’UTR ルシフェラーゼアッセイを行った。 

 
（４）miR-765 の DPP4 および FGF2 に解析 
    293T 細胞に miR-765 mimic を導入し、その発現レベルを qPCR で解析した。293T 細胞
に miR-765 mimic を導入し、タンパク質を抽出後、ウェスタンブロッティングで、DPP4 お
よび FGF2 の発現レベルを解析した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



４．研究成果 
（１）血管新生能を持つ microRNA のスクリーニング実験 
  ① 1 次スクリーニング 
    図 1 に示す実験から、低酸素培養で歯髄幹細胞が分泌するエクソソームに内包されて
いる量が増加した 13 個の microRNA を得た（表 1）。 

 

 
 
  ② 2 次スクリーニング 
    表 1 に示す microRNA を内包したエクソソームを添加したヒト大動脈由来内皮細胞の増 
殖を促した microRNA として、miR-4485-3p、miR-765、miR-4284、miR-3678-3p の 4 つの 
microRNA を選択した（図 2）。 

 
  ③ 3 次スクリーニング 
    miR-4485-3p、miR-765、miR-4284、miR-3678-3p を内包するエクソソームを大腿部に投   
与された BALB/C 下肢虚血マウスの血流をドップラーで解析すると、コントロールと比較 
して miR-765 内包エクソソームの血流は有意に改善していた（図 3）。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



（２）miR-765 内包エクソソーム投与による血管新生関連遺伝子の発現解析 
    miR-765 内包エクソソームおよび scramble 内包エクソソームを、それぞれ、BALB/C 下
肢虚血マウス 10 匹ずつの大腿部に投与して 2日後に、血管新生関連遺伝子の発現解析を
qPCR で解析すると、scramble 内包エクソソームを投与した大腿部に比較して、miR-765 内
包エクソソームを投与し大腿部において、FGF2、PDGF-A、PDGF-B、VEGF、HGF、DHH の発現
レベルが上昇していた（図 4）。 

 

 
 
 
（３）miR-765 の DPP4 に対する 3’UTR ルシフェラーゼアッセイ 
    miR-765 は、変異型 DPP4 の配列と比較して、野生型 DPP4 の配列に対して、有意にルシ  
フェラーゼの発光を抑制する結果となった（図 5）。 

 

 
 
（４）miR-765 は DPP4 を抑制し、FGF2 を上昇させる。 
    これまでに、前立腺癌細胞株 LNCaP において、DPP4 ノックダウンは FGF2 タンパクを
増加させることが報告されている（Cancer Res. 2005;65:1325-1334）。そのため、293T 細
胞に miR-765 を導入したところ（図 6）、miR-765 は DPP4 タンパクを抑制し、FGF2 タンパ
クを上昇させる結果を得た（図 7）。 
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