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研究成果の概要（和文）：加齢に伴う疾患の原因として、インスリン抵抗性や内皮機能不全が挙げられるが、これらを
初期段階で検出する予防医学的バイオマーカーの開発は重要である。遺伝子発現制御機構であるマイクロRNA（miRNA）
は、血液や尿中で小型脂質小胞（エクソソーム）に内包されており、予防医学的バイオマーカーとしての可能性を発展
させている。
本研究では、エクソソーム内包miRNAの疾患発症予知マーカーとしての可能性について検討した。その結果、いくつか
のmiRNAについて、報告されている機能と矛盾しない結果を得ることができ、今後鋭敏な予防医学的バイオマーカーに
なる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The impact of the accumulation of chronic health condition such as insulin 
resistance and endothelial dysfunction caused by aging has been gaining attentions, since it causes 
diabetes, cardiovascular disease, Alzheimer's disease and other serious chronic diseases. Exosome, 
cell-derived vesicles in serum, plasma and urine, contains micro RNAs (miRNA) that regulate expression of 
genes related to these diseases.
In this study, we have found some of exosomal miRNAs showed consistent associations with serum 
cholesterol levels and oxidative stress markers which is thought to be underlying mechanism of insulin 
resistance and endothelial dysfunction. It suggests that exosomal miRNAs can be sensitive biomarkers for 
predicting aging-related chronic diseases.

研究分野：予防医学
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１．研究開始当初の背景 
急速な高齢化の進展に伴い、メタボリック
シンドロームやアルツハイマー型認知症等の
加齢に伴う疾患の増加が懸念されている。メ
タボリックシンドロームの発症基盤であるイ
ンスリン抵抗性が、アルツハイマー型認知症
発症にも関与していることが明らかにされつ
つあり、加齢に伴う疾患の根幹における共通
発症基盤としてのインスリン抵抗性の重要性
を示唆している。しかしながら、大規模健診
において、発症に至る初期段階を検出する予
防医学的バイオマーカーとしての機能解析を
行っている研究は、ほとんど例を見ない。 
一方、遺伝子発現制御機構であるタンパク
をコードしない 22 ヌクレオチド以下の一本
鎖 miRNA について、疾患診断マーカーとし
てのプロファイリングや、遺伝子治療を目的
とした機構解明等が精力的に研究されている。
MiRNA は、細胞分化・増殖などに重要な役
割を担い、がんをはじめとする種々の疾患と
の関連について注目されている。MiRNA の
発現は、疾患組織において、特異的な発現プ
ロファイルを示すことが報告されている。近
年、組織ではなく、血液やその他の生体試料
中の分泌型 miRNA が、新たなバイオマーカ
ーとして期待されている。分泌型 miRNA の
多くは、直径 50～100 nmの小型脂質小胞（エ
クソソーム）に内包されていることから、多種
類の体液中で安定に存在し得るとされており、
miRNA の予防医学的バイオマーカーとして
の可能性を発展させている。 
我々は、発症に至る初期段階での検出には、
遺伝子レベルでの影響評価が重要と考え、遺
伝子発現制御システムである miRNA の発症
予知マーカーとしての可能性に着目した。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、加齢に伴う疾患の発症を早期に
予知できる予防医学的バイオマーカーの開発を
目的として行った。 
メタボリックシンドロームやアルツハイマ
ー型認知症等、加齢に伴う疾患の共通発症基
盤として、インスリン抵抗性、血管内皮機能
不全が挙げられる。これらのシグナル経路関
与することが報告されている miRNA を解析
の標的とした。 
約 2,500人の地域住民コホート集団から、対
象者を抽出し、血液・尿中エクソソームを単
離し、内包 miRNA のうち、主に血管内皮機
能不全に関与すると報告されている miRNA
を中心として定量解析し、影響評価を行うこ
とを目的とした。 
また、我々の研究も含め、メタボリックシンド
ロームとの関連が報告され、また、アルツハイマ
ー型認知症との関連も報告されている、尿中酸
化ストレスマーカーを解析することで、詳細な作
用機序を解明し、疾患発症の初期段階を検出
する予防医学的バイオマーカーへの応用を検
討することを目的とした。 

３．研究の方法 
① 血液・尿中エクソソーム回収 
同意を得た対象者から 30 人を抽出した。血清
中エクソソームは Total Exosome Isolation 
Reagent (from serum)、尿中エクソソームは Total 
Exosome Isolation reagent (from Urine)（ともに
Thermo Fisher 社、東京）を用いて回収した。 
得られたエクソソームは、エクソソーム特異マ
ーカーである CD63 を用いて、Western Blotting
法により確認した。 
 
② エクソソーム内包 miRNA解析 
確認されたエクソソームについて、 Total 

Exosome RNA & Protein Isolation Kit （Thermo 
Fisher 社）を用いて RNA を抽出し、さらに
mirVana miRNA Isolation Kit （Thermo Fisher
社）を使用して miRNAを抽出した。 
得 ら れ た miRNA に つ い て 、 TaqMan 

MicroRNA Reverse Transcription Kit（Thermo 
Fisher社）により cDNAを生成し、TaqMan Assay
法により、インスリン抵抗性や血管内皮機能不全
等に関連があると報告される miR-21、miR-22、
miR-34a 、 miR-126 、 miR-133a 、 miR-155 、
miR-221、miR-222、miR-449、let-7g等について、
各 miRNAの発現を定量解析した。 

 
③ 酸化ストレスマーカーとの関連解析 
酸化ストレスマーカーとして、脂質の過酸化マ
ーカーである 8-isoprostaglandin F2α (8-iso- 
PGF2α) について、尿中の 8-iso-PGF2α 量を、
Urinary Isoprostane EIA Kit（Oxford Biomedical 
Research社、Rochester, MI）を用いて測定した。
同時に尿中クレアチニン量を Creatinine 
(urinary) Colorimetric Assay Kit （ Cayman 
Chemical社, Ann Arbor, MI）により測定し、尿中
エクソソーム解析および酸化ストレスマーカー解
析時に、補正に用いた。 
 
 
４．研究成果 
血清、尿中エクソソームの単離については、
回収できたタンパク量にばらつきがあった。エク
ソソーム特異マーカーで認識できないものもあり、
また、およそ 56KDa であるにもかかわらず、
110KDa 程度のバンドを表するサンプルもあり、
エクソソームの回収には、さらなる工夫、また他
の方法を検討する必要もあると考えられた。 

 
MiRNA 発現定量解析においては、酸化スト
レスやアポトーシスに関連する miR-21、miR-22、
miR-34a、miR-155 および内皮機能に関連する
miR-126、miR-221、miR-222、let-7g について、
定量解析が成功した。MiR-126、miR-133、
miR-499については、対象者全員において発現
量が低く、定量解析できないサンプルもあった。 
 MiRNA の発現を詳細に解析した結果を、図 1
に示した。動脈硬化に対して抑制的に作用する
ことが報告されている miR-221 については、
HDL-コレステロールとは負の関連を、LDL-コレ
ステロールとは正の関連を示していた。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1.血清エクソソーム内包 miR-221 発現量と血
中コレステロールの関連 

 
また、血清エクソソーム由来と尿中エクソソー
ム由来とで異なる関連を示した miRNA 群もあり、
血液、尿のどちらか一方の解析のみでは、作用
機序解明には至らないことが示唆された。 
 
 さらに、酸化ストレスマーカーのうち、メタボリッ
クシンドロームやアルツハイマー型認知症との関
連が示唆されており、我々もメタボリックシンドロ
ームとの関連を報告している 8-iso-PGF2 の影響
についても解析した。 
 その結果、表１に示したように、それぞれ正ま
たは負の関連を示す miRNA群を見出した。 
 
表１．血清および尿中エクソソーム内包 micro 
RNA と尿中 8-isoprostaglandin F2α との関連 

 Serum Urine 
miR-21 + + 
miR-126 - - 
miR-221 - - 
miR-222 + + 

 
脂質の酸化ストレスマーカーである 8-iso- 

PGF2α は、循環器疾患で高発現が認められて
いるmiR-21やmiR-222と正の関連を示し、抑制
的に作用するとされている miR-126、miR-221 と
は負の関連を示したことから、今後、本研究の最
終目的である疾患発症の初期段階を検出する
予防医学的バイオマーカーへと応用できる可
能性が示唆された。 

 
今後、エクソソーム回収法を含め、更なる検討、
解析方法の精査が必要であると考えられる。 
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