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研究成果の概要（和文）：喫煙者において、血管機能評価を行い、動脈硬化の進展に伴うmiRNAの発現の差異を
検討した。採取した血液よりmiRNA抽出を実施した。その後、非喫煙群で血管障害を生じていない群と、喫煙群
で血管障害を生じている群で、miRNAプロファイリング解析を実施した。その結果、miR-27、miR-455、miR-1、
miR-133、miR-136、miR-142、miR-337、miR-369、miR-370、miR-409、miR-411、miR-431、miR-432、miR-493、
miR-584、に発現差異を認めた。

研究成果の概要（英文）：We evaluated the vascular endothelial functions and examined the expressions
 of microRNAs in smokers. We extracted microRNA from serum samples and performed microRNA profiling 
in non-smokers with normal vascular endothelial functions and in smokers with vascular endothelial 
dysfunctions. We found the statistically significant differences in the expressions of miR-27, 
miR-455, miR-1, miR-133, miR-136, miR-142, miR-337, miR-369, miR-370, miR-409, miR-411, miR-431, 
miR-432, miR-493, and miR-584 between non-smokers with normal vascular endothelial functions and 
smokers with vascular endothelial dysfunctions. It has not been fully determined which microRNA is 
crucial, whether one microRNA is essential or multiple microRNA are prerequisite, in vascular 
endothelial dysfunctions by smoking. Further examinations are warranted to clarify  these issues. 

研究分野： 血管内皮機能
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研究成果の学術的意義や社会的意義
喫煙による早期血管障害である血管内皮機能障害の評価は、近年の診断機器の進歩で、比較的に簡便に行えるよ
うになったが、いまだ時間と人手を要する。喫煙による血管内皮機能障害に関与するmicroRNAを明らかにし、よ
り簡便に迅速に喫煙による早期血管障害の発生を検出できる指標を開発することは、健康寿命延伸を阻害する喫
煙による血管障害を早期に検出し、生涯現役を貫けるよう支援することにつながり、社会的意義は大きいと考え
られる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
血管は、長年にわたり物理的または化学的刺激を受け続けた結果、血管内皮細胞機能障害を

端緒として、内膜中膜複合体の肥厚を生じる。すなわち、機能障害から始まり形態異常へと進
展し、粥状動脈硬化症の発症に至る。 
2008 年に Micro RNA (miR)が血中でも安定して存在することが報告され、ニコチン負荷で、

血中だけでなく血管を構成する各細胞において、miR21 が存在し、動脈硬化の進展に関与する
ことが示された（Sci Transl Med 2012 4:122ra22）。 
喫煙者における血管障害も、機能障害から始まり形態異常へと進展し、その過程には多数の

因子、機序が関与する。そのため、miR21 の関与が示されているが、miR21 以外の miR の発現も
報告されており、複数の miR が同時並列で相互に関与しあう可能性がある。また、動脈硬化早
期の機能障害のみの病態と動脈硬化後期の形態異常を生じた病態との間には、miR 発現に相違
がある可能性がある。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、喫煙者における血管機能障害から血管形態異常への動脈硬化の進展におけ

る miR の果たす役割を明らかにすることである。喫煙者、非喫煙者において、血管機能形態同
時評価を通じて動脈硬化重症度の判断をおこない、miR 発現の相違を検討する。 
 
 
３．研究の方法 
24 時間前より激しい身体活動中止、12時間前より絶食、6時間前よりたばこ、アルコール飲

料、カフェイン含有物、ビタミン C 含有物の中止、6時間以上の睡眠、22-25 度の室温、検査前
30 分間の仰臥位安静、午前 7-12 時の間に実施、の条件下で、血管形態評価、血管機能評価、
を実施した。 
血管形態評価は、高解像度超音波装置を用い、上腕動脈を描出する。血管機能評価のための

各負荷を実施する前に、超音波装置からみて遠位側の上腕動脈内膜中膜複合体厚を測定した。 
 血管機能評価は、高解像度超音波装置を用い、駆血による血流増加刺激前の上腕動脈の血管
径と血流を測定した。次に収縮期血圧より高い圧で一定時間駆血したのちに開放し血流増加に
伴い拡張した上腕動脈血管径を計測し、血管径の変化率を算出し、血管内皮依存性血管拡張反
応評価を行った。 
 喫煙者、非喫煙者において、禁煙治療開始前に末梢血採取を行い、血清分離を行った。血清
より RNA を抽出した。アダプター処理でバーコードラベル化し、cDNA へ逆転写を行い、ライブ
ラリーを作成した。次に、miR に対応する 145-160 塩基対の cDNA フラグメンツを切り出した。
シークケンサー（MiSeq, Illumina）にて、50 塩基対ごとの解読を行い、miR 解読と解析を実施
し、miRDeep2とmiRDeep*を用いmiRの発現プロファイルを確立し、表現系との対応を行なった。 
 
 
４．研究成果 
血管形態評価と血管機能評価の結果から、男性喫煙者におけるあらたな血管障害の指標を見

出した。血管機能評価においては、血管駆血を 5分間実施したあとの血管拡張反応を観察する
ことが一般的に行われているが、喫煙者においては、以前より、5 分間の血管駆血を実施して
いる際に血管収縮反応が生じることが報告されている。本研究では、喫煙者を対象に血管形態
評価と血管機能評価を実施しており、同時に血管収縮反応を観察することが可能であり、血管
収縮反応を同時に評価した。その結果、男性喫煙者において、血管駆血時に生じる血管収縮反
応が生じるのは、より若年であり、より肥満指標（body mass index：BMI）が小さく、より安
静時血管径が小さい、すなわちより血管障害がすくない場合であることが判明した。逆に、こ
の血管収縮反応が生じない場合には血管障害がより強いことを見出した。その知見をまとめた
結果の論文を投稿し、atherosclerosis に採択され、掲載された。 
採取した血液よりの miR 抽出を実施した。その後、非喫煙群で血管障害を生じていない群と、

喫煙群で血管障害を生じている群で、miR プロファイリング解析を実施した。抽出検体が適正
であることを確認したのちに、得られた結果の両群間での差異につき、解析を実施した。その
結果、miR-27、miR-455、miR-1、miR-133、miR-136、miR-142、miR-337、miR-369、miR-370、
miR-409、miR-411、miR-431、miR-432、miR-493、miR-584、に発現差異を認めた（表）。 
 
 
 
 
 
 



Group microRNA 

1 miR-27 

1 miR-455-5p 

2 miR-1 

2 miR-133a-3p 

2 miR-136-5p 

2 miR-142-3p 

2 miR-337-5p 

2 miR-369-3p 

2 miR-370-3p 

2 miR-409-3p 

2 miR-411-5p 

2 miR-431-5p 

2 miR-432-5p 

2 miR-493-5p 

2 miR-584-5p 
表. 
Group1: 平均発現量が、喫煙群において非喫煙群より 2倍以上であった microRNA 
Group2: 平均発現量が、喫煙群において非喫煙群より 0.5 倍以下であった microRNA 
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