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研究成果の概要（和文）：心血管疾患は先進国における主要な死因の１つであり、その原因の大部分を占める動
脈硬化の新規診断法・治療法の確立は医学領域における喫緊の課題である。本研究では、マイクロアレイや超高
速シーケンサーを用いてヒト血管内細胞を炎症性刺激した際の遺伝子変化を詳細に解析した。その結果、動脈硬
化に寄与する新規miRNAとしてmiR-3679-5pを同定した。エクソソームは血液や尿などの体液中に分泌される小胞
で、その診断マーカーや薬剤担体としての可能性が注目されている。現在、miR-3679-5pの創薬標的および診断
マーカーとしての可能性について、ヒト患者血清エクソソームに着目して研究を進めている。

研究成果の概要（英文）：Cardiovascular disease is one of the leading causes of death in developed 
countries. Atherosclerosis is responsible for cardiovascular disease and it is expected to develop 
novel diagnostic markers or therapeutic targets for atherosclerosis. In this study, we examined 
transcriptional changes of human endothelial cells during inflammatory responses by using microarray
 and next generation sequences. As a result, we identified a novel miRNA, miR-3679-5p that 
contributes to the onset of atherosclerosis (i.e. induction of cell adhesion molecules). Exosome is 
a small vesicle that is secreted into body fluid including blood and urine, and its potential uses 
as diagnostic marker or drug vehicle are also expected. Now, we are analyzing exosomal miR-3679-5p 
from human patients serum to examine whether exosomal miR-3679-5p could be useful for diagnostic 
marker as well as therapeutic target. 

研究分野： 分子血管学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
心血管疾患は本邦の死因の第二位の心疾患と第四位の脳血管疾患を合わせた総称であり、その数は第一位の悪性
新生物に匹敵する。近年問題となっている国民医療費においても心血管疾患を含む循環器疾患が一位であり、医
療経済的に重要な分野である。本研究では、心血管病の主な原因である動脈硬化発症に寄与する新規miRNAとし
てmiR-3679-5pを同定した。今後、今回の発見などに基づいて、動脈硬化の病態の理解が進み、その診断法・治
療法などが向上して行くことが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

心血管疾患は先進国における主要な死因の１つであり（米国 1 位、本邦 2 位）、その診断およ

び治療法の確立が期待されている。心血管疾患の原因として高血圧や高脂血症に起因する血管

内皮細胞の慢性炎症および動脈硬化が重要である。これまで心血管疾患の治療は、降圧剤や脂質

異常症治療薬による血圧および脂質値低下に焦点を当てて行われてきた。一方で、最近の大規模

臨床研究において、血管炎症の抑制が血圧および高脂血症の改善とは独立したメカニズムで心

血管疾患を抑制することが報告され（文献①）、血管炎症をターゲットとした新しい予防および

治療法の確立が期待されている。 

 近年、DNA メチル化、ヒストン修飾、非翻訳 RNA など DNA 塩基配列の変化を伴わずに遺

伝子の機能および発現を調節する機構 “エピゲノム”の異常が様々な疾患において、その発症や

進展に重要であることが分かってきた（文献②）。申請者らのグループは血管内皮細胞を用いた

研究によって炎症性刺激で誘導される動脈硬化発症に重要な接着因子 vascular cell adhesion 

molecule-1（VCAM-1）の転写制御にヒストン修飾が重要であることを明らかにしてきた（文献

③）。また、申請者らのグループは血管内皮細胞が炎症性刺激に応じて動的な状態にスイッチす

る際のエピゲノム解析として、tumor necrosis factor-alpha（TNF-α）に応じたゲノムワイドな

microRNA（miRNA）誘導機構も報告しており（文献④）、血管内皮細胞の動的変化にヒストン

修飾および miRNA が重要であるという知見を得ている。 

 

２．研究の目的 

そこで本研究では、これまでの研究を更に発展させて miRNA による VCAM-1 遺伝子座のヒス

トン修飾制御機構を明らかにし、動脈硬化発症メカニズムの一端を解明することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）に Tumor Necrosis Factor (TNF)-αを作用させ、時系列に、

遺伝子発現を RNA-seq により、ヒストン修飾状態を ChIP-seq（クロマチン免疫沈降および次

世代シーケンサー）により、miRNA 発現を miRNA-マイクロアレイにより、それぞれ解析を行

った。種々のバイオインフォマティクスを駆使して治療ターゲット候補の選別を行い、選別後に

は、薬理学的および分子生物学的手法を用いて、in vivoおよび in vitro の実験により、治療薬

シーズの妥当性を検討した。 

 
４．研究成果 

（1）動脈硬化に寄与する新規 miRNA, miR-3679-5p の同定 

HUVECに TNF-αを作用させ、時系列に遺伝子発現を RNA-seqにより解析したところ、VCAM-

1 や E-selectin などの動脈硬化に関わる接着因子は刺激後 1 時間程度で速やかに誘導され、お

よそ 8 時間でピークに達し、24 時間では発現がほぼ定常状態に戻ることが示された。そこで、

VCAM-1 の発現誘導に関わる miRNA は TNF-α 刺激早期で変化し、TNF-α 刺激後期では変化

しないと仮説を立て実験を行った。HUVEC を TNF-α刺激 4 時間（早期）および TNF 刺激 24

時間（後期）した後 RNA を回収してマイクロアレイ解析にて発現を調べたところ興味深いこと

に多くの miRNA の発現が TNF 刺激 4 時間でのみ減少し、TNF 刺激 24 時間では変化しないこ

とが分かった。これら TNF 刺激 4 時間でのみ減少する miRNA の中で発現変動が大きい上位 5

つの miRNA について調べたところ miR-3679-5p は TNF-αによる VCAM-1 発現誘導および単

球接着を有意に抑制した。以上より、miR-3679-5p は TNF-αによる VCAM-1 誘導を負に調節

する miRNA である可能性が示唆された。 

 



（2）miR-3679-5p 標的遺伝子の同定 

次に miR-3679-5p の標的遺伝子探索を行った。これまで、miRNA のターゲット予測には target 

scan や TarBase といった in silico データベースに頼る手法がとられてきた。しかしながら、

miRNA と標的 mRNA の結合にはミスマッチが含まれる、認識配列が 7 塩基と非常に短く標的

となり得る mRNA が数多く存在する、など様々な理由からコンピューター予測のみで標的遺伝

子を同定することは困難とされてきた。そこで申請者は RNA 免疫沈降およびマイクロアレイ

（RIP-Chip）と target scanを組み合わせて解析を行い、miRNAの標的遺伝子の同定を試みた。

miR-3679-5p を過剰発現させた後に、miRNA-翻訳抑制複合体（RISC complex）の主要タンパ

クである Argonaute2 に対する抗体を用いて RIP-Chip することで、miR-3679-5p 標的遺伝子

を濃縮したマイクロアレイ解析が可能となった。得られた結果と target scan の照合により、転

写制御に関わる複数の候補標的遺伝子が抽出された。最終的にレポーターアッセイなどの生化

学実験を行い、lysine demethylase 7A（KDM7A）および 6A（UTX）が miR-3679-5p の標的

遺伝子であることが分かった。 

 

（3）血管内皮細胞における KDM7A および UTX の機能解析 

in vitro の系において siRNA を用いて KDM7A および UTX をノックダウンすると、VCAM-1

および E-selectin の発現誘導が抑制されることが明らかとなった。また試験管内単球接着アッ

セイにおいて、KDM7A および UTX のノックダウンは HUVEC への単球接着を抑制した。さ

らに実際にマウス血管炎症モデルにおいて Daminozide（KDM7A 阻害剤）および GSK-J4（UTX

阻害剤）を共投与すると、血管への白血球接着が抑制されることも明らかとなった。興味深いこ

とに KDM7A および UTX が VCAM-1 や E-selectin などの接着因子だけでなく、血管内皮細胞

において炎症時に誘導されるケモカインやサイトカインなど数多くの炎症性遺伝子の制御に関

与する可能性がゲノムワイドな解析によって明らかとなった。さらにヒストン修飾状態を ChIP-

seq により網羅的に解析したところ、VCAM-1 および E-selectin を含む動脈硬化に重要な多数

の炎症性遺伝子座において、抑制系ヒストン修飾である H3K9me2（KDM7A が脱メチル化する

ヒストン修飾）および H3K27me3（UTX が脱メチル化するヒストン修飾）が TNF-α刺激後速

やかに脱メチル化されることが明らかとなった。更に KDM7A および UTX がゲノム上で結合

する領域についても ChIP-seq により検討を行い、KDM7A および UTX が炎症性遺伝子座周囲

に TNF-α刺激に応じてリクルートされること、さらに KDM7A および UTX が結合する領域の

特徴として、炎症および細胞死のマスター転写因子である NF-kB （p65）配列が有意に濃縮し

ていることも明らかとなった。 

 

以上より、平成 29 年度から令和元年度にかけての 3 年間の本研究において、miR-3679-5p が

KDM7AおよびUTXを制御することで血管内皮細胞における接着因子および炎症性遺伝子の発

現をコントロールする可能性が明らかとなった。この成果は国際一般誌“The EMBO Journal

（欧州分子生物学機関紙）”に掲載された。現在、動脈硬化患者血清エクソソーム miRNA に

着目して本研究を発展させているところである。 
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