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研究成果の概要（和文）：肺高血圧症(PAH)患者肺(n=3)および肺癌患者肺健常部(n=3)から全RNAを抽出し、マイクロア
レイ法によりmiRNAおよび遺伝子発現に対する網羅的解析を行った。PAH肺検体にて有意に増加するmiRNAの標的遺伝子
のうち実際に発現低下が認められる81遺伝子は、TGFβシグナル伝達 (ALK1, BMP2, BMPR2)および細胞傷害反応 (FAS, 
ICAM1) に関係していた。このことは、TGFβ経路の低下およびFAS発現低下によるアポトーシス抑制がPAHの病態形成に
関与し、これらの遺伝子発現低下はmiRNAの発現変動により調節されている可能性を示している。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the expression of miRNA and mRNA in lungs of patients with pulmonary 
arterial hypertension (PAH) (n=3) and normal subject (n=3) using the microarray chips for miRNA and mRNA. 
We obtained actually decreased 81 genes among the target genes predicted from the increased miRNA in PAH 
lungs. These decreased 81 genes is involved in TGFb signaling pathway (ALK1, BMP2, BMPR2) and cytotoxic 
responses (FAS, ICAM1). It suggests that the suppression of TGFb signaling and anti-apoptosis contributes 
to the development of pathogenesis of PAH. Moreover, decrease in ALK1, BMP2, BMPR2 expression and 
inhibition of apoptosis by decreased FAS expression are partly regulated by miRNA augmentation in lungs 
of patients with PAH.

研究分野： 循環器内科学

キーワード： マイクロRNA　肺高血圧症　マイクロアレイ

  ３版
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１． 研究開始当初の背景 

 難治性疾患である肺動脈性肺高血圧

症（PAH）の共通病像は、肺小動脈の中

膜・新生内膜における著明な肺動脈血管

平滑筋細胞(PASMC)増殖による血管閉塞

と引き続く肺血管抵抗・肺動脈圧の上昇

である。申請者らは PAH の進展に、エン

ドセリン(ET)系亢進による血管収縮と

PASMC 増殖が関与し、ET 遮断薬が肺動脈

壁肥厚と肺動脈圧上昇を抑制すること

を世界で初めて明らかにした。現在の

PAH 治療は肺動脈収縮抑制と肺動脈壁肥

厚抑制を基本方針とし、ET 遮断薬を含め

３系統の薬剤が使用されるが治療効果

は不十分である。近年ではチロシンキナ

ーゼ阻害作用を有するイマチニブの有

効性が注目されていることからも、PAH

の発症機序には不明な点が多く、別の分

子を狙った新規治療法の開発が進むこ

とが予想される。 

 遺伝子発現制御には転写因子および

DNA メチル化・ヒストン修飾といった複

数の調節メカニズムがある。近年、マイ

クロ RNA (miRNA)による遺伝子発現・翻

訳抑制が知られるようになってきた。

miRNA はゲノムの非翻訳領域にその配列

が存在し、転写後プロセッシングを受け

約 22 塩基の短鎖 RNA として形成され、

標的遺伝子の 3’側非翻訳領域に相補的

配列に結合し（RISC 複合体）、メッセン

ジャーRNA (mRNA)の分解・翻訳抑制を介

してその遺伝子機能阻害を行う。 

 PAH での miRNA 発現解析は、ここ数年

間に国外から報告されているトピック

分野である。一方、同一検体で網羅的か

つ同時にmiRNA発現と遺伝子発現変動解

析とを行い、両者を組み合わせて PAH を

統合的に解釈した報告はない。 

 

２． 研究の目的 

 PAH の病態における miRNA 発現変動—

遺伝子発現変化の関連性を見出し、見出

されるPAH関連miRNA—標的遺伝子連関を

明らかにする。 

 

３． 研究の方法 

(1) ヒト PAH 患者および健常者の血漿中か

ら小分子 RNA を抽出し、マイクロ RNA 

(miRNA)発現変動をマイクロアレイによ

り行い、PAH 血漿において有意に変動す

る miRNA を解析した。 

(2) ヒト PAH 肺検体 (n=3) および肺がん患

者肺の健常組織 (n=3) から total RNA

および小分子 RNA を抽出し、有意にその

発現が変動する miRNA およびメッセン

ジャーRNA (mRNA)を、各々のマイクロア

レイ（東レ社）により解析した。ソフト

ウェアはSubio社製Subio Platform ver 

1.19 を使用した。 

(3) miRNA の標的遺伝子および mRNA に対す

る制御 miRNA は、Web 上に公開されてい

る mirTarbase 

(http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw), PITA 

(http://genie.weizmann.ac.il/pubs/mir07/mi

r07_data.html), miRanda 

(http://www.microrna.org/microrna/home.d

o) から予測した。 

(4) 発現変動遺伝子が、どのようなパスウェ

イに関与しているかは、Web上の DAVID 

(https://david.ncifcrf.gov) で検索した。 

 

４． 研究成果 

(1) 血漿より抽出した miRNA 発現を健常者

と PAH 患者で比較した。健常者に比し

PAH患者で有意に2倍以上増加している

miRNA は 2種類、有意に 1/2 以下に低下

している miRNA は 20 種類あった。しか

しながら、肺から抽出した miRNA, mRNA

発現（研究成果 3-(2), (3)）と関連す

るものは見いだせなかった。 



(2) PAH 肺検体で有意 (P<0.05)に 2 倍以上

増加している miRNA は 19 種類、有意

(P<0.05)に 1/2 以下に低下している

miRNA は 17 種類であった。このうち、

有意に増加している miRNA の予想標的

遺伝子リストは 2762 種類であった。こ

れらの予想標的遺伝子リストのうち、有

意に低下している遺伝子は 81 種類であ

った。この 81 種類の遺伝子がどのよう

なパスウェイに関与しているかを検索

した。有意に変化している経路は TGF

シグナル伝達経路および細胞傷害性反

応に関係するものあり、前者では ALK1 

(0.4 倍), BMP2 (0.1 倍),BMPR2 (0.4 倍)、

後者では FAS (0.01 倍), ICAM1 (0.02

倍)の発現低下が認められた。これらの

遺伝子発現パターンは、PAH 患者肺で増

加した miRNA が直接・間接的に TGFシ

グナル伝達経路を抑制していることを

示唆している。また、上記の TGFスー

パーファミリー遺伝子リストの一部は、

これまでにも遺伝性 PAH 発症に関与し

ていることが明らかにされており、得ら

れた結果は理にかなったものであると

考えられると同時に、TGF経路が miRNA

発現により調整を受けている可能性を

示唆する。また、FAS の発現低下は、FAS

リガンド刺激によるアポトーシス誘導

を抑制していることを示唆する。PAH 肺

血管壁における増殖性変化を考えると、

FAS 発現低下による抗アポトーシス作

用が血管壁肥厚に結びついている可能

性を示唆する。 

(3) 一方、肺組織において 1/2 以下に有意に

低下する miRNA の予想標的遺伝子は

1071 種類であった。その中で実際に有

意に発現が増加する遺伝子は 6 種類で

あった。しかしながら、これらの 6種類

の遺伝子が関連するパスウェイは見い

だせなかった。 

(4) 以上より、肺高血圧患者肺において有意

に増加する miRNA は、TGFb シグナル経

路を抑制し、一方で細胞死抑制に働いて

いることが明らかになった。 

(5) 反対に、遺伝子発現パターンからそれら

を制御していると予想される miRNA の

抽出を行った。有意に 1/2 以下に低下し

ている mRNA は 184 種類であった。これ

らから予想される制御 miRNA は 80 種類

あり、このうち有意に増加している

miRNA は 7 種類であった。一方、PAH 肺

検体で有意に 2 倍以上に増加する mRNA

は 45 種類あった。これらから予想され

る制御 miRNA は 108 種類あり、このうち

有意に低下している miRNA は 10 種類で

あった。 

(6) 以上より、このように遺伝子発現変動か

ら予測される miRNA が、直接・間接的に

miRNA-遺伝子発現変動に関与している

ことが示唆された。 
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