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研究成果の概要（和文）：血管機能障害は、糖尿病など生活習慣病に関わる様々な疾患の発症、病態増悪の基盤
となる。我々は、血管機能の基軸である血管内皮細胞に発現するマイクロRNA（miRNA）による病態解明を行っ
た。非翻訳短鎖RNAのmiRNAは生体内に数千種類の報告があり、標的蛋白質の転写・翻訳を抑制し、生体のあらゆ
る機能を制御する。血管内皮細胞に比較的発現するmiR-424/503についての検討で、(1)miR-424/503が血管弛緩
物質の一酸化窒素の生成を抑制すること、(2)miR-424/503は血管の形質変化を制御すること、(3)分泌された
miRNAが単核球系細胞の機能を変化させることなどを示した。

研究成果の概要（英文）：Vascular dysfunction is the cause of various diseases, such as diabetes, 
atherosclerosis, and malignancy. Endothelial cells play a central role in controlling vascular 
function and maintaining vascular integrity. We identified a set of microRNAs (miRNAs) expressed in 
vascular endothelial cells, which regulate vascular malfunction. miRNAs are short-chain 
single-stranded RNA that suppress protein synthesis post-transcriptionally. We focused on several 
miRNAs expressed in endothelial cells. Among them, miR-424/503 are unique miRNAs, which are 
upregulated under hypoxic condition. We have shown three major things below. (1) miR-424/503 
suppresses the production of vasorelaxant gas, nitric oxide. (2) miR-424/503 changes the phenotype 
of endothelial cells. (3) Secreted miRNAs alter the function of mononuclear cells.

研究分野： 分子血管学

キーワード： microRNA　血管内皮細胞
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１．研究開始当初の背景 

 

【糖尿病性血管障害】 

糖尿病の治療薬 GLP1 作動薬、DPP4 阻害
剤、SGLT2 阻害薬といった新しい機序の薬
は、これまでの糖尿病治療を根本から変換さ
せるほど大きなインパクトをもたらした。 

同様に、糖尿病の血管障害についてもこれ
らの薬剤の出現により再考をする岐路に立
っていると思われる。また、未曽有の高齢化
社会を背景に、いわゆる加齢変化による血管
障害も加わり、糖尿病性血管障害について、
今一度そのメカニズムを組み立てなおすこ
とが必要である。その中でも、一貫して中心
にあるのは「糖毒性」という血管障害の根本
であるが、血糖コントロールの閾値は、
HbA1c の推奨値で分かるようにやや緩くな
っている。低血糖による弊害を考慮して設定
されたものであるが、それであるからこそ猶
更、中等度の血糖レベルによる糖尿病性血管
障害を抑制するための研究は非常に大切で
あると考えられる。 

 

【マイクロ RNA 研究の進歩】 

近年のマイクロRNA(microRNA)の研究は
驚くべきスピードで進んでいる。microRNA

は、現在明らかにされているだけで数千種類
にもなる。その生合成過程は詳細に検討され
ており、標的となる蛋白質を効率よく発現抑
制する（下図）。それぞれの microRNA と標
的蛋白質の関連が、非常に複雑であるがゆえ
に、加速する研究の割には、まだまだ不透明
な現象も多い。糖尿病患者では miR-126 が優
位に変化しているといった報告を始め、様々
な状況において糖尿病という疾患だけでも
多くの論文が発表されている。 

 

 

糖代謝に関係する microRNA も報告され
ているが、その一つに miR-503 がある。 

糖尿病患者では、様々な組織でその発現が
上昇し、それが血中に放出されて血清
miR-503 が有意に高値を示すというもので
ある。miR-503 は、様々な細胞の中でも血管
内皮細胞に比較的多く発現しており、低酸素
状態になるとその発現は誘導されることが
示された。 

２．研究の目的 

  

血管機能障害は、糖尿病など生活習慣病に
関わる様々な疾患の発症、病態増悪の基盤と
なる。本基盤(B)研究では、血管機能の基軸で
ある血管内皮細胞に発現するマイクロ RNA

（microRNA）による病態解明を行った。 

本研究の大きな目的は、microRNA による
糖尿病性血管障害の制御メカニズムを分子
生物学的に解明することである。 

 

【これまでの研究の内容】 

(1) 低酸素刺激による miR-503 の発現増強 

Desferoxamine や塩化コバルトなどの刺
激で miR-503 の発現が増強する。低酸素刺激
は hypoxia inducible factor (HIF)複合体の
活性化をもたらすが、この HIF を介して
miR-503 の発現が増強することを確認した。 

 

(2) miR-503 の標的蛋白質の検討  

HUVEC に miR-503 を過剰発現させると、
細胞周期制御蛋白質である 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。
これは、miR-503 が細胞増殖をコントロール
することを示す。 

 

３．研究の方法 

 
【培養細胞】血管内皮細胞として培養血管内
皮細胞の HUVEC（ヒト臍帯静脈内皮細胞）、
HAEC（ヒト大動脈内皮細胞）、HPAEC（ヒト肺
動脈内皮細胞）を各々のメディウム（Lonza
社）により培養して適宜実験に用いた。単球
系の細胞は THP-1、U937（培地は RPMI1640 に
10％FBSを添加）を用いた。 
 
【細胞の低酸素刺激、サイトカイン刺激】 
細胞の低酸素刺激は１％の低酸素を hypoxia 
chamber 内に注入して、細胞を培養した。
IL-13 のサイトカインはリコンビナントを
R&D社より購入して使用した。 
 
【miRNA 発現の定量】miRNA の発現は細胞も
しくは培養上清、分泌小胞などより miRNeasy
キット（キアゲン社）を用いて RNAを抽出し、
Taqman microRNA assay（Applied Biosystems
社）を使用して qPCR を行った。内因性コン
トロールには U6を用いた。 
 
【シグナル分子の検討－western blotting】 
HUVEC に、precursor-miRNA(前駆 miRNA)と

antisense-miRNA（Life Technologies より購
入）を lipofectamine2000 で導入し強発現、
ノックダウンの系を作成した。各蛋白質の発
現とリン酸化の検出は、培養細胞溶解液を使
用してウエスタンブロット法にて検出した。
抗体は CST社、Bioscience 社、サンタクルー
ズ社より適宜購入して使用した。 
 



【細胞培養液の細胞外小胞の抽出】 
細胞培養液の細胞外分泌小胞の回収は段階
的に行う超遠心法により行った。得られたペ
レットはエクソソームを含むと考えられる。 
 
４．研究成果 
 

以下の 3 事象について、一定の成果を得る
ことができた。 

 
(1)miR-503 が血管弛緩物質の一酸化窒素の
生成を制御すること 
 
 miR-503 は先の予備実験でサイクリン蛋白
を制御することを示した。ここでは、我々の
研究結果と過去の論文から、Rictor 分子に注
目した。Rictor は mTOR を中心とする mTORC2
と呼ばれる蛋白複合体を作り、その活性化は
細胞の代謝、増殖などに大きく関与している
ことが知られている。 
 miR-503 を HUVEC、HAEC の細胞で過剰発現
させると Rictor の発現が低下することを確
認した。Rictor は、活性化するとそのシグナ
ル伝達系の下流にある Aktのセリン 473をリ
ン酸化する。さらに、その下流に存在する
eNOSのセリン 1177のリン酸化を亢進するが、
このシグナルを miR-503はコントロールして
いることを見出した。 

 
(2)miR-503 は血管内皮細胞の形質変化を制
御すること 
 
 血管内皮細胞は、特殊な環境下では線維芽
細胞などの間葉系の細胞の形質に変化する
ことがあり、これを EndMT（内皮－間葉系移
行）と呼んでいる。この EndMT が様々な血管
の病態と関連することが分かってきた。ここ
では miR-503が、この間葉系への形質変化に
関与しているかを検討した。 

IL-13 は Th2 サイトカインの一つであり、
miR-503 の発現を低下させることを介して
Rictor のレベルを減少させることを見出し
た。IL-13で刺激した HUVEC、HPAECにおいて、
αSMA などの間葉系マーカーの増強が見られ
た。逆に Rictor をノックダウンさせると、
αSMA の発現は低下した。 
 

更に、基質のコラーゲンの発現について
PCR を用いて検討すると、miR-503 との関連
性が確認できた。 

以上から、miR-503 は血管内皮細胞の間葉
系変化を制御すること示唆されるため、この
一連の現象のメカニズムについて、現在も更
なる検討を加えている。 
 
 (3)分泌された miRNAが単核球系細胞へ影響
を及ぼすこと 
 
 miR-503 が培養細胞より分泌されることは
示した。培養血管内皮細胞をエクソソームを
除去した FBS入りのメディウムで一定時間培
養し、その培養上清を段階的な超遠心法によ
り、細胞外小胞（extracellular vesicle：
EV）を単離してくると、発現量は少ないなが
らも miR-503が含まれていた。 
 miR-503 は低酸素状態で誘導されるため、
HUVEC、HAEC を１％酸素の低酸素状態で培養
すると、単離した EV からは miR-503 が検出
された。 
 分泌された microRNA は単球系細胞に取り
込まれる。取り込まれた microRNA は標的蛋
白質を単球系細胞内で抑制し、結果的に単球
系細胞の機能を変化させる。 
 今後は、内皮細胞由来の miR-503が単球系
細胞に取り込まれた結果生じる機能変化を
引き続き検討していく。細胞間シグナル伝達
としての microRNAの役割を解明することで、
血中 microRNA を臨床検査で測定する臨床的
意義が明確になるものと考えられる。 
 

【今後の展開】 
miR-503は、刺激誘導型 microRNAであり、

糖尿病による血管内皮細胞機能障害に大き
く関与している現象の一端が見出された。さ
らに、microRNA を概念の中心分子として位置
付けた研究を続けていく。 
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