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研究成果の概要（和文）：ARDSは重症急性呼吸不全であり有効な薬物治療はない。全ての生命現象は遺伝子発現レベル
で制御されるが、microRNAはその発現を負に制御すること(RNA干渉)がノーベル賞授賞(2006年)となった。今回、ARDS
に関連するmicroRNAのプロファイルを行い複数の遺伝子を同定することができた。さらに、直接型(肺由来)と間接型(
肺外由来)の各ARDSに起因するmicroRNA、ARDS慢性期の線維化に関与するmicroRNA、ARDSの転帰として死亡に起因するm
icroRNAを絞り込めた。今後、microRNAの機能解析を基にARDSの病態のメカニズムを明確にし診断治療へとつなげてい
く。

研究成果の概要（英文）：ARDS (Acute Respiratory Distress Syndrome) is severe acute respiratory failure 
which has been not effective medeicnes. All biological phenomenon is regulated by various proteins and 
RNAs expression. MicroRNA worked as a RNA interference negatively. Great discovery of microRNA was 
awarded as the Novel Prize in 2006. In the present study, we identified ARDS related multiple microRNAs 
was associated about direct ARDS (pulmonary origin) and indirect ARDS (extrapulmonary origin). We also 
discovered fibrosis related microRNAs in chronic sustained ARDS and its mortality related microRNAs. In 
our next plans, some clinical results will be confirmed statistically by large number of enrolled 
patients, and targeting novel microRNAs will be utilized for clinical diagnosis and treatment for ARDS 
after identification of microRNAs.functions.

研究分野：救急医学
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１．研究開始当初の背景 
ARDS(Acute Respiratory Distress 
Syndrome)は重症急性呼吸不全であり、ARDS 
Network が推奨する有効な治療法としては、
Low Tidal Volume Ventilation や prone 
position が報告されている(NEJM,2000、2013)
が、薬物治療に関してはステロイドが一部で
有効性を示す(controversial)以外、ほとんど有
効性はない。ARDS を救命するためには早期
診断・治療を行うことが重要であり、新たな診
断・治療法の開発が必要である。ARDS 発症
には alveolar microenvironment における活性
化好中球浸潤による急性炎症が主体となって
いる 。好中球やマク ロフ ァージからの
cytokines や mediators の産生により肺胞上皮
や血管内皮細胞などの周囲組織が傷害を受
け、alveolar-capillary barrier の破綻から血管
透過性亢進による間質の浮腫が病因である。
この急性炎症を制御する観点からの、ステロイ
ド使用や好中球エラスターゼ阻害剤などの創
薬が行われてきた。 
Non-coding RNA(ncRNA)が、RNA干渉のメ
カニズム(Nobel Prize,2006)により、転写後の
制御を行っていることが分かりmicroRNAとして
注目されている。このmicroRNAは生命現象
(発生、分化、増殖など)を制御しており、その
機能を解明することは重要である。microRNA
は、primary miRNA(pri-microRNA)として産生
され、核外に輸送され、mature microRNAとな
る。その後、RISCが結合し、microRNAの相補
性の10-11塩基内でRNAは切断され翻訳を阻
害する。 
microRNAのターゲット遺伝子は、約100-20
0以上が存在する。ARDSなどの急性炎症にお
いて、生体防御反応としてmicroRNAの発現パ
ターンで炎症を制御し(炎症促進分子を抑制
し、抗炎症分子の発現を促進)、ホメオスター
シスの維持に貢献している可能性がある。この
炎症のターゲット遺伝子群の機能制御を合算
した最終的なphenotypeを勘案すると、種々の
疾患に対してmicroRNAが新たな治療法にな
る可能性がある。血清中のmicroRNAの意義
については以下の2点が考えられる。 
①細胞の過剰な増殖分裂に伴い細胞破壊を
生じ、その際、血中にmicroRNAが放出された
可能性。 
②細胞から産生されたmicroRNAが、直接細
胞外へ放出された可能性が示唆される。 
2007年、Valadi Hらは、ヒトとマウスのMast
細胞株を用いて、培養上清中のexosome(50-
90nm)を精製し、Exosome中に1300種のmRNA
と121のmicroRNAが存在することを明らかにし、
Exosomeを介した新たなRNAの運搬(情報伝

達)のメカニズムが存在することを示し、これら
をExosomal shuttle RNAとした(Nature Cell 
Biol,2007) 。また、2008年、Skog JらはGliobla
stomaの患者の手術検体から癌細胞を分離培
養し、その培養上清のExosome中の3462種の
mRNA発現が元細胞より5倍以上発現が亢進
し、microRNAは全体の約17％を占めていた 。
さらに、健常者と比して患者血清のexosome中
にmiR-21が40倍発現していることを明らかに
した。Exosome中の蛋白,mRNA,microRNAが
他の細胞に運搬され、機能的に制御を受ける
ことを証明した(Nature Cell Biol,2008)。 
Pre-microRNAは、exosome内に取り込ま
れ、細胞膜と癒合の後、細胞外へ放出される。
分泌されたexosomeは、標的細胞にendocyto
sisにて取り込まれ、mature microRNAとなり、
mRNAの翻訳制御を行う。このように細胞間
でのexosomeを介したmicroRNAの移動・運
搬がなされ、細胞間および臓器間での機能
制御といった新たなmicroRNAのメカニズム
の存在が示唆されている。 innate immunity
に関する報告として、healthy volunteerにLP
Sを投与し、血清中のmicroRNAのprofilingを
行っている(BBRC,2009)。一方、ARDSに関
する研究はなく、血清中のExosomal microR
NAが細胞・組織・臓器間のクロストトークの中
心となっている可能性を明らかにすることは
極めて興味深い。 
我々はICUへ入室したARDSの患者に対
して、Neutrophil Elastase Inhibitor(Sivelest
at)の認可前後studyを行った。生存群にお
いてSivelestatは、有意にP/F ratioが改善さ
せた。そのメカニズムの一つとして、喀痰の
成分であるMUC5ACの分泌をSivelestatが
抑制している可能性が示唆された(unpublish
ed data)。ARDS病態において喀痰の制御が
重要な意味を持っているかもしれない。 
喀痰からのmicroRNAの同定の報告とし
ては、肺扁平上皮癌患者の15人の喀痰の
microRNA microarrayにより、癌に特異的な
miR-205, miR-210 and miR-708を同定して
いる (Mod Pathol,2010）。また、肺腺癌患者
の痰と組織のprofilingから、腺癌に特異的に
発現が亢進したmiR-21, miR-375, miR-200b,
と低下したmiR-486の4つのmicroRNAを組み
合わせて、肺癌診断の感度・特異度が増加
した(Int J Cancer, 2010)。非小細胞癌の患者
の痰から、microRNAを分離し、miR-21の
ROC解析により、感度69.6％、特異度100%と 
非侵襲的診断とした痰を用いたmiR-21は有効
であることが示唆された(Lung cancer, 2010)。
以上の肺癌でのstudyで、痰からmicroRNAを
精製過程において細胞(上皮細胞、白血球な



ど)の除去行程はない。つまり、癌細胞の微細
な混入も踏まえた上での測定結果で、
Biomarkerとしてのexosomeの意義については
言及していない。これまで、免疫細胞(DC,ﾏｸﾛ
ﾌｧｰｼﾞなど) が産生するexosome内に、蛋白、
核酸、免疫・ｱﾚﾙｷﾞ-性分子など多くの分子を
混入し、細胞間の機能を正・負に制御している
こが報告されている(Theory O, Nature Rev 
Immunol,2009)。また、敗血症(LPS投与murine 
model)における肺実質組織において種々の
microRNAの発現変化している
(BMCGenomics,2007)。現状としてARDSと
microRNAやexosomeに関連した報告はない。           
以上より、ARDSでの急性炎症状態において
は種々のmicroRNAが発現している可能性が
あり、喀痰中におけるexosomal microRNAの発
現profileを明らかにすることは病態のメカニズ
ムを紐解くきっかけになると考える。 
 
２．研究の目的 
臨床献体として採取可能な血液や痰に着
眼し、その中に安定して存在する Exosomal 
microRNA を標的とし、ＡＲＤＳに対しての新た
な診断・治療法を開発することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
健常者と ARDS の患者からの血液と痰を 
採取していく。喀痰には粘液が多いため、スト
ックは生理食塩水などにて溶解しておく。また、
血清、痰の検体中に細胞成分の含有を予防
するため、0.45 mmの Filter 処理を行う。また、
血液は血清・血漿を分離し、血球については
lymph prep を用いて白血球を分離し lysis 
buffer にて溶解しておく。 Exosome の精製に
は、miRCURY Exosome Isolation Kit-Serum 
and Plasma (Exiquon)を用いて行い、Exosome
濃 縮 サ ン プ ル に キ ャ リ ア RNA(MS2 
bacteriophage RNA)および RNA抽出モニター
用のコントロール合成 RNA である UniSP2, 
UniSp2, UniSp4, UniSp5, RNA template mix 
(RNA Spike-in kit)を用いた。その後、RNA 抽
出は miRNeasy Mini Kit (Qiagen)を用いて行っ
た。各抽出 RNA を吸光度測定および
Agilent2100 Bioanalyzer を用いて検定した。 
Universal cDNA Synthesis Kit II（Exiqon 社、
Takara code: E23301）を用いて、total RNA か
ら定量PCRの鋳型となる1本鎖cDNA合成を
行った。その後、miRCURY LNATM Universal 
RT microRNA Ready-to-Use PCR 
panels(Exiqon: 756 種類のヒト microRNA を標
的とした probe がけく well に固相化されてい
る。)に鋳型 cDNA を注入し、LightCycler® 
480 Instrument IIによりPCRによる増幅と解析
を行った。 

４．研究成果 
 ＡＲＤＳ患者の血清と気管液を中心に解析を
行った。気管支液については、種々の条件で
の精製のpurityが確保されなかったため、引き
続き条件を検討中である。血清からexosomeと
miRNA の精製は Bioanalyzer にて十分な
purity を確保することができた。 
 
① 一 次 性 ARDS 関 連 の exosomal 
microRNA の同定 
ARDS の病態において、肺炎などの肺原発
の一次性（直接）ARDSが肺外病変からの二次
性(間接)ARDS よりも重症化する。これらに関
連する microRNA の同定を行った。急性期
ARDS において、発症から 2 日以内の血清を
用いて、一次性と二次性の比較ｗｐ行った。以
下のmicroRNAが一次性ARDSに著明に発現
が亢進していた。 
miR-642a-5p, miR-545-3p, let-7b-5p, 
miR-942-5p, miR-144-5p, miR-142-5p, 
miR-330-5p, miR-769-5p, miR-409-3p, 
let-7d-5p, miR-502-5p, miR-451a, 
miR-584-5p, miR-873-5p, miR-141-3p, 
miR-363-3。 
特に、miR-642a-5p 肺原発に起因した炎症
に関連しており、死亡にも関与していた。
let-7b-5p, miR-942-5p, miR-144-5p も同様な
傾向を示しており、今後、患者血清の側定数
をふやすことと、その後 in-vitro, animal model
などによる検証を行い、標的 microRNA をより
明らかにしていく予定である。 
 
② 二次性 ARDS 関連 exosomal microRNA 
の同定 
また、同一患者において、一次性(肺炎)と
二次性(尿路感染)のARDSを合併する症例に
ついて比較検証を行い、2 次性 ARDS にて有
意に増加する microRNA を以下に同定した。
miR-1207-5p, miR-23a-5p, miR-940, 
miR-632, U6 snRNA, miR-450a-5p, 
miR-145-5p, miR-616-5p, miR-300, 
miR-223-3p, miR-582-5p, miR-551a, 
miR-1538, miR-27a-3p, miR-143-3p, 
miR-99b-3p, miR-194-3p。 
 肺以外の炎症(特に敗血症)に起因する
microRNA と二次性 ARDS の両者に関連する
microRNA としては、miR-632, miR-450a-5p, 
miR-616-5p があげられる。さらに症例数を増
やし検証し、標的治療となる microRNA を絞り
込んで行く予定である。 
 
③  肺線維化関連の exosomal microRNA
の同定 



急性 ARDS の病態が遷延すると慢性期（1
週間移行）に移行し、肺線維化が顕著化し人
工呼吸の離脱が困難状態となる。これに関連
するmicroRNAを同定するために、ARDS発症
より 1 週間後の血清を急性期と比較検証を行
った。以下に線維期に特異的な microRNA を
示 し た 。 miR-432-5p, miR-376c-3p, 
miR-651-5p, miR-134-5p, miR-301a-3p, 
miR-542-5p, miR-190a-5p, miR-216a-5p, 
miR-154-5p, miR-483-3p, miR-19b-1-5p, 
miR-122-5p, miR-98-5p, miR-618, 
miR-16-2-3p, miR-511-5p。 

 

④  ARDS による死亡関連 exosomal 

microRNA の同定 

  重症 ARDS から死亡に起因する可能性のあ
る急性期におけるmicroRNAの同定を行うため
に、ARDS の死亡および生存患者の入室 2 日
までの血清の比較を行った。以下に ARDS 死
亡に関連する microRNA を示した。 
miR-424-5p, let-7f-5p, miR-545-3p, 
miR-142-5p, miR-942-5p, miR-424-5p, 
let-7b-5p, miR-873-5p, miR-409-3p, 
let-7d-5p, miR-769-5p, miR-582-3p, 
miR-144-5p, miR-502-5p, miR-142-3p。  
一次性 ARDS は予後不良であり、肺炎に起
因することが多い。したがって、肺炎による敗
血症と死亡に両方に起因する microRNA の中
で miR-424-5p, miR-873-5p, miR-582-3p, 
miR-142-3pは特に死亡との強い関連性があり、
今後そのメカニズムについて解析し、臨床応
用の可能性を追求ていく。 
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