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研究成果の概要（和文）：我々は、動脈硬化症モデルマウスの組織由来 RNAを用いて miRNA
アレイを行い、動脈硬化症モデルマウスにおいて特異的に発現が変動する miRNA群を得た。
また我々は、名古屋市立大学病院循環器内科を受診した冠動脈疾患を有する患者を対象として

血漿中 miRNAの発現を検討し、特定の miRNAの発現が有為に変動することを見いだした。
これらの結果から、miRNA が動脈硬化症の状態を反映したバイオマーカーとして利用できる
可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： We performed a comprehensive analysis of miRNA expression in 
the aorta of wild-type and ApoE-/- mice using miRNA expression microarrays, total of 12 
miRNAs were identified to be differentially expressed. We also demonstrated here that 
miR-126 levels in plasma are altered in the coronary artery disease patients. These results 
suggest that miRNAs are available as a novel biomarker to assess the early stage of 
arteriosclerosis. 
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１．研究開始当初の背景 
	 肥満や高血圧、糖尿病、脂質異常症などの

疾患が重複して発症したメタボリックシン

ドロームは、動脈硬化発症の重要な危険因子

である。動脈硬化が進行すると血管が閉塞し、

全世界の死因において大きな割合を占める

脳梗塞や心筋梗塞等の心血管イベントの発

症につながる。動脈硬化の発症・進展の予防

法はまだ明らかではなく、またその病変は進

展すると退縮し難いため、発症の早期発見が

重要である。しかしながら、動脈硬化は遺伝

的素因に対して種々の環境因子が複雑に関

与するため、それぞれの危険因子の寄与度や

治療に対する応答は患者により異なる。その

ため、個々の患者の症状を正確に評価するこ

とが必要とされている。	 
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	 バイオマーカーは生理的状態や病態の変

動、治療への応答等と相関した血液や尿、組

織等の生体試料から得られる客観的な指標

である。近年、病態の診断や予防、治療への

反応性や効果などを予測することを目的と

したバイオマーカーの開発が注目されてお

り、疾病の予防やオーダーメイド医療への応

用が期待されている。	 

	 近年、タンパク質をコードしない

noncoding RNAの役割が注目を集めている。
なかでも、進化的に保存された 18~25 塩基
からなるmicroRNA (miRNA) の機能解析が
進んでおり、複数のタンパク質と複合体を形

成した miRNA が標的となる mRNA に結合
し、その翻訳を制御することが明らかとなっ

てきた。最近、ある種の miRNAは血液細胞
の分化、インスリン分泌、脂肪細胞の分化等

を制御することでメタボリックシンドロー

ムの発症過程において重要であることが示

されている。しかしながら、動脈硬化の発症

に関与するmiRNAの存在はまだ明らかでは
なく、miRNA が動脈硬化発症における新規
のバイオマーカーとなり得る可能性がある。 
 
２．研究の目的 
	 本申請課題では、動脈硬化発症の早期に特

異的に発現変動するmiRNAに焦点を当てて
解析を行うことにより、動脈硬化発症の早期

診断が可能な新規バイオマーカーを同定す

ることを目的とした。具体的な項目は以下の

通りである。 
(1) 動脈硬化症発症初期に発現が変動する
miRNAの単離およびクローニング 
(2) miRNA アレイを用いた動脈硬化症発症
に伴い特異的に発現が変動するmiRNAの探
索 
(3) 冠動脈疾患の既往歴を有する患者を対象
とした血漿中 miRNA発現の解析 
 

３．研究の方法 
(1) 動脈硬化症発症初期に発現が変動する
miRNAの単離およびクローニング 
	 4、8、12週齢の野生型マウス (C57BL/6. 
NCr Slc、以下WTと略す) (n=5、雄性) およ
び ApoE欠損による自然発症の脂質異常症に
よりアテローム性動脈硬化を発症する病態

モデルマウス (C57BL/6.KOR/Stm Slc- 
Apoeshl、以下 ApoE-/-と略す) (n=5、雄性) を
用いた。エーテル麻酔後、腹腔および胸部を

開いて大動脈を摘出し、周囲の脂肪を取り除

き、生理食塩水で洗浄した。テフロンホモジ

ナイザーを用いて組織を破砕し、細胞溶解液

を得た。さらに、抗 Ago2 抗体を用いた免疫
沈降法により miRNA画分を濃縮後、変性ア
クリルアミドゲル電気泳動法で精製した。得

られたmiRNAにアダプターをライゲーショ
ン後、逆転写反応を行い cDNA に変換した。
これを T-ベクターに組み込み、大腸菌に形質
転換して挿入 DNA を有するクローンを得た。
さらに、プラスミドを抽出後、塩基配列の確

認を行った。 
 
(2) miRNA アレイを用いた動脈硬化症発症
に伴い特異的に発現が変動するmiRNAの探
索 
	 各 12 週齢の野生型マウス、および既に大
動脈弓組織に軽度の脂肪沈着が認められる

ApoE-/-マウスから摘出した大動脈各5匹分を
RNA 抽出用サンプルとした。TRIzol LS 
Reagentおよびポッター型ホモジナイザーを
用いてホモジナイズし、プロトコールに従い

total RNA を抽出した。 Agilent 2100 
Bioanalyzer を用いた RNA の品質検査後、
Agilent miRNA マイクロアレイを用いた

miRNA発現解析を行った。 
 
(3) 冠動脈疾患の既往歴を有する患者を対象
とした血漿中 miRNA発現の解析 
	 名古屋市立大学病院循環器内科を受診し

た、冠動脈疾患 (coronary artery disease; 
CAD) の疑いが有り冠動脈造影上 CAD を有
する患者 36 名および CAD を有さない患者
31 名を対象としてインフォームドコンセン
トを得た後、名古屋市立大学医学研究科倫理

審査委員会の承認のもと EDTA 法で採血を
行った。遠心分離により血漿を得た後、total 
RNA を抽出した。定量 PCR は TaqMan 



 

 

MicroRNA Assays および TaqMan Fast 
Advanced Master Mixを用いて行った。反応
終了後、増幅曲線を確認し、ΔΔCt 法を用い
て相対定量を行った。	 

	 

４．研究成果	 

(1) 動脈硬化症発症初期に発現が変動する
miRNAの単離およびクローニング 
	 挿入 DNA を有するクローンからプラスミ
ドを抽出後、塩基配列の確認を行った。解析

結果を Sanger データベースと照合したとこ
ろ、miRNA を含んだクローンが得られてい
た。しかしながら、得られた miRNAクロー
ンの種類が少なく、発現量の多い miRNAに
偏ってクローニングされている可能性が考

えられた。そこで次に、より網羅的な発現の

解析を目指し、miRNA アレイを用いた解析
を行うことにした。 
 
(2) miRNA アレイを用いた動脈硬化症発症
に伴い特異的に発現が変動するmiRNAの探
索 
	 野生型マウスおよび動脈硬化症モデルマ

ウス間の動脈硬化好発部位 (大動脈弓) にお
ける miRNAの発現を miRNAアレイにより
比較した。発現解析の結果、両群間において

2倍以上発現が変動した 12種のmiRNAを動
脈硬化症発症に関わるmiRNAの候補とした。
現在我々は、得られた miRNA 候補のスク
リーニングを進めている。 
 

(3) 冠動脈疾患の既往歴を有する患者を対象
とした血漿中 miRNA発現の解析 
	 名古屋市立大学病院循環器内科を受診し

た心血管疾患の既往歴を有する患者を対象

として血漿中 miRNAの発現を検討し、特定
のmiRNAの発現が有為に変動することを見
いだした。なかでも、miR-126は血管内皮細
胞に多く発現し、血中を循環することが知ら

れている。冠動脈疾患を持たない患者では

LDL コレステロール (LDL-C) 値と血漿中
miR-126 発現量が正の相関を示すのに対し、
冠動脈疾患を有する患者では LDL-C 値と血
漿中 miR-126発現量は負の相関を示した。こ
のことから、血管内皮機能障害の程度や血中

LDL-C 量に応じた血中への miR-126 放出制
御機構が存在する可能性が示唆された。即ち、

血中 miR-126 量の測定は血管内皮細胞の状
態を反映したバイオマーカーとして利用で

きる可能性がある。 
	 今後は、本研究によって得られた miRNA
候補の標的遺伝子の同定や培養細胞への導

入を行うこと等により、miRNA による動脈
硬化症の進行への影響を検討する予定であ

る。 
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