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研究成果の概要（和文）：「糖尿病性の血管病変形成に血小板と血管内皮細胞のクロストークが必要である」という仮
説の第一段階を検証した。マイクロRNA(microRNA)は蛋白合成を制御して細胞の機能を制御する。今回の新しい知見は
、血管内皮細胞においてmiR-503が低酸素刺激で誘導され、cyclinDの発現のみならずAktの活性化を制御していること
と、血管内皮細胞はmiR-503を放出と取り込みをすることである。血管内皮細胞のmiR-503がどのようにPI3K-Aktシグナ
ルの下流を制御しているか、miR-503を介した血小板と血管内皮細胞の細胞間情報伝達がどのように行われるか、など
が、今後の検討課題である。

研究成果の概要（英文）：Diabetes is one of the major public health problem. Dysfunction of endothelial cel
ls are involved in formation of the pathogenesis of this vascular diseases associated with diabetes. Our h
ypothesis is that cell to cell communication between endothelial cells and platelets would play a pivotal 
role in diabetic vascular complications. microRNAs (miRNAs) is a non-coding miRNAs that regulates protein 
synthesis post-transcriptionally. We used miRNAs as key players to organize a series of vascular events un
der hyperglycemia. We have discovered that miR-503 was induced by hypoxia in cultured endothelial cells an
d that miR-503 regulates phosphorylation of Akt as well as cyclin D. We also observed that miR-503 is rele
ased by wrapping in exosomes under hypoxic condition. In the future studies, we will focus on the downstre
am target of Akt regulated by miR-503 in endothelial cells and clarify the mechanisms by which endothelial
 cells transfer the information to platelets.
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１．研究開始当初の背景 
 
【糖尿病研究の方向性】 

糖尿病の治療薬の開発は近年飛躍的に
進んでいる。GLP1 作動薬、DPP4 阻害剤を
はじめ、本年からは尿細管をターゲットとし
た SGLT2 阻害薬も国内で販売され始めた。
しかしながら、増加し続ける糖尿病罹患者と
高齢化社会を背景に、糖尿病をいかに厳格に
治療するかというよりは、適度な血糖コント
ロールにより糖尿病合併症をいかに抑える
かに重点が移ってきた。従って、糖尿病によ
る血管合併症の予防と治療の開発は、未だ完
成しておらず急務とされる。この糖尿病合併
症とは、まさしく糖毒性による血管障害の事
である。動脈硬化性血管病変とオーバーラッ
プする面はあるものの、糖尿病性血管病変は
独特な病態を複合的に形成するものと考え
られている。 

 
【マイクロ RNA 研究の進歩】 

近年、細胞機能の制御因子としてマイク
ロ RNA(microRNA)が注目されている。
microRNA はその多数の標的遺伝子の転写
後翻訳を抑制する独特な制御形態から、fine 
tuner としての細胞機能制御が謳われている
（図１）。糖尿病における microRNA の代謝
面での働きは精力的に研究されており、例え
ば、インスリン分泌や脂質代謝に関連する
microRNA(miR-375, miR-33 など)は多数報
告されている。これら microRNA をノックア
ウトまたはノックダウンする実験系が確立
されつつあり、 in vivo において個々の
microRNA の生体に果たす役割も検討でき
るようになってきた。そもそも、microRNA 
とその標的遺伝子の連関は複雑なネットワ
ークを形成しており、microRNA の総括的な
理解は今始まったばかりである。 

糖尿病性血管障害に関する microRNA
の役割はほとんど議論されていない未知の
研究領域であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
２．研究の目的 
 

本研究活動スタート支援の目的は、この
糖尿病による血管障害の機序解明の糸口を
探り、問題点を明確にし、今後の更なる研究
の発展の礎を作ることにある。この目標達成
のため、糖尿病性血管障害の中でも、糖毒性
の影響を直接受けて血管病変の発症、進展の

major player である血管内皮細胞に焦点を
絞り、糖尿病による血管内皮細胞の機能と
microRNA の関わりを検討した。より具体的
な目的は次の通りである。 

 
【血管内皮細胞の microRNA の役割】 
  血管内皮細胞の機能は microRNA によ
り制御されている。miR-126 は血管内皮細胞
に特異的に発現し、接着因子 VCAM1 の発現
を直接制御することで、血管の炎症反応をコ
ントロールしている（図２）。また、miR-34a
は外界の刺激により発現が増強し、老化に関
与することが証明した。正常な血管内皮細胞
は様々な外界刺激に応答して、抗血栓、抗酸
化、抗炎症作用を発揮する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
低酸素刺激による microRNA の応答を

血管内皮細胞で検討した。HUVEC の低酸素
刺激により、miR-210, miR-503, miR-424 を
はじめとする一連の miRNA が発現すること
をマイクロアレイで確認した。特に miR-210
は、低酸素刺激で著増するが、癌研究分野に
おいて、癌の進行、転移の観点から精力的に
研究がされている。今回注目したのは、
miR-210 の次に発現が増強した miR-503 で
ある。 
 
【血管内皮細胞の microRNA の分泌形態】 
  microRNA は細胞から分泌される。その
分泌 microRNA は、二重脂質膜に包まれた
100nm 程度のマイクロパーティクル（エクソ
ゾーム）に包まれるか、キャリア蛋白に結合
するか、いずれかの方法で存在する（図３）。
血中に放出された microRNA は、標的細胞に
取り込まれる事も報告されている。従って、
microRNA は、細胞と細胞の情報伝達のツー
ルとして機能している可能性がある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  血管内皮細胞からの microRNA の放出
と取り込みを確認し、血小板との microRNA
の受け渡しを証明する基礎データの取得を
目的とする。 



３．研究の方法 
 
培養血管内皮細胞の HUVEC（ヒト臍帯

静脈内皮細胞）と HAEC（ヒト大動脈内皮細
胞）を用いて、以下の実験手法を用いた。 

 
【低酸素、高血糖で血管内皮細胞の miR-503
の発現、機序の検討】miRNA の発現は細胞
より RNA を抽出し、Taqman microRNA 
assay で qPCR を行った。HIF-1 のノックダ
ウンは siRNAを lipofectamineで細胞にトラ
ンスフェクションした。プロモーター解析は
プロメガ社の luciferase plasmid を使用した。 
 
【血管内皮細胞における miR-503 の役割の
検討】HUVEC に、precursor-miRNA と
antisense-miRNA（Life Technologies より購
入）を lipofectamine で導入した。Cyclin D, 
Akt, phosphor-Akt の発現は、細胞溶解液を
使用しウエスタンブロット法にて検出した。
また、細胞の増殖能測定は、MTT 試薬を用
いて細胞の相対数を計測し、検討した。 
 
【血管内皮細胞の miR-503 の放出、取り込み
の検討】細胞培養液中のエクソゾームの回収
は、段階的な超遠心を用いて分離した。エク
ソゾームの細胞への取り込みは、エクソゾー
ムを Dil ラベルし細胞と共培養した後、共焦
点顕微鏡下で行った。 
 
４．研究成果 
 
【１】低酸素刺激による miR-503 の発現 

miR-503 は低酸素刺激により発現が増強
することを qPCR で確認した（図 4 左）。
Desferoxamine や塩化コバルトなどの刺激で
も miR-503 の発現増強を確認した。低酸素刺
激は hypoxia inducible factor (HIF)複合体
により下流の遺伝子群が変化する。ここでは
HIF-1αをノックダウンして miR-503 発現を
検討した結果、その低酸素刺激による発現は
HIF-1 により制御されていることを見出した
（図４右）。これは、miR-503 のプロモーター
解析の結果でも裏付けられた。  

 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
【２】miR-503 の標的遺伝子の探索 

miR-503 の直接結合する標的遺伝子は、
in silico 解析で TargetScan や miRanda など
のコンピュータープログラムを用いて探索
している。その中の cyclin D 遺伝子群につ

いての検討を行った。HUVEC に miR-503 を過
剰発現させると、その標的遺伝子である
cyclin D1, cyclin D3 の発現が減少し、内因
性の miR-503 を抑制すると、cyclin D1, D3
の発現が増強した（図５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
また、miR-503 は血管内皮細胞の Akt の

活性を制御していることを見出した。Akt の
タンパク量は変化がないが、Aktのセリン473
のリン酸化がmiR-503の過剰発現により低下
した（図６）。Akt のセリン 308 のリン酸化は
変化しなかった。さらに、miR-503 を HUVEC
に過剰発現すると、血管内皮細胞の細胞増殖
活性を抑えることをMTTアッセイにより確認
した。 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
【３】miR-503 の細胞外動態 

miR-503 が分泌されて、血中に存在する
ことを qPCR で確認した。HUVEC を低酸素刺激
下で 24 時間培養すると、その培養上清中の
miR-503 の量は増加する（図 7）。ほかの miRNA
の培養上清中の存在、増加と同時に検討して、
miR-503 の特異性を検討していく。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
この培養液中に増加する miR-503 は、脂

質膜に包まれて放出されるのか、すなわちエ
クソゾーム中にmiR-503が検出できるのかを
検討中である。その実験に先立って HUVEC の
上清からエクソゾーム分画を超遠心により
単離してきた。単離してきたエクソゾームか



ら RNA を抽出して HUVEC に多量に含まれる
miR-126 は qPCR で検出することが出来た。 

次に血管内皮細胞に上清中の microRNA
は取り込まれるかを調べた。エクソゾームを
蛍光ラベルした後、HUVEC に添加すると、そ
の取り込みを共焦点顕微鏡で確認できた。エ
クソゾームのHUVECへの取り込みが存在する
ので、その内容物の取り込みも肯定的である
が、次に蛍光ラベルした microRNA の細胞内
への取り込みの検討中である。 

 
【４】今後の展望 

次の目的は、miR-503 の高血糖による血
管生物学的変化を具体的に検討していくこ
とである。結果で記載したように、半年にわ
たる本研究において、このテーマの鍵を握る
重要な成果を得ることが出来た。 

高血糖刺激によるmiR-503の発現に関し
ては、まさに研究中であり近日中に成果を発
表しうると思われるが、血管内皮細胞におけ
る miR-503 の重要性は、低酸素刺激による
miR-503 の応答を見れば明らかである。 

この研究による大きな成果は、miR-503
が増殖シグナルである PI3K 経路を制御する
可能性が見出されたことである。この PI3K
－Akt シグナル系を中心に miR-503 の血管内
皮細胞機能変化への関与を模索していく予
定である。 

また、細胞外の miR-503 が血管内皮細胞
と血小板の橋渡し役を持ちうるかの検討が、
次の課題である。血小板と miR-503 について
の実験も進行中であるが、ここでは概念だけ
にとどめる。 

miR-503は、刺激誘導型microRNAであり、
高血糖下の血管内皮細胞機能障害から動脈
硬化性変化にいたる過程で、その進展過程に
関与するという概念の中心分子として位置
付けていきたい。 
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