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研究成果の概要（和文）：ヒト頸動脈プラークをCaスコアを基準として分類し、miRNA microarray 分析を行っ
た。TGS>50, Log2>1, FDR<0.05 を群・個別比較より抽出、miResearch にて血管新生に関する成長因子と、石灰
化生成に関する因子に関わる遺伝子 70 種のうち context score がmedian以上かつ群比較にてFDR<0.1のものを
加え、計19miRNA抽出した。qRT-PCRにより検証すると、hsa-miR-4530,133b, 1-3p の有意な発現低下が認めら
れ、target geneとしてANGPTL4によりプラークの安定に関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Ten plaques removed from carotid endarterectomy patients were classified 
into high- and low-calcified plaques on the basis of Agatston calcium score. Microarray analysis for
 miRNA profiles was performed followed by validation with miRNA quantitative real-time (qRT) PCR 
analysis. Genes which satisfied total gene signal (TGS) >50 and [Log2 ratio <-1 or >1 were selected.
 Among carefully selected 70 angiogenesis or calcification-related transcripts, reliably expressed 
miRNAs marking median and high context scores with miRSearch and FDR <0.1 by the two-group 
comparison were also extracted .In high-calcified carotid plaques, specific profile for miRNA may be
 shown and expression of hsa-miR-4530 and hsa-miR-133b had inverse correlation with calcium score in
 plaques, suggesting miRNA may play a modulating role in calcification in plaque and plaque 
stability.

研究分野：脳神経外科
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

(1) 申請者らはこれまで頸動脈粥腫病変

の硬さに注目し、頚動脈狭窄症外科治療

として頸動脈内膜剥離術と頸動脈ステン

ト留置術の効果的選択のため、放射線学

的、病理学的検討を行い、石灰化には病

理学的に比較的柔らかな顆粒状と、塊

状・層状タイプがあること、術前MDCTA

のカルシウムスコアを用いた石灰化の質

的、量的評価がステント拡張予測に役立

つことなどを報告してきた(Katano et al. 

Stroke 2007, JSCVD 2012)。この石灰化

病変の検討を進める中で、石灰化病変の

生成機構や症候との関連についても臨床

病理学的、分子生物学的研究を行ってき

た（Niwa, Katano et al. Neurol Res 

2004, Osawa, Katano et al. Nagoya MJ 

2010）が、冠動脈病変との差異など、血

管石灰化の生成機構やその臨床的意義に

ついては未だ多くが解明されていない。 

 

(2)  従来、石灰化は動脈硬化における

壊死または apoptosis に陥った組織の終

末的形態であり、比較的安定な組織であ

ると考えられており、頸動脈硬化病変に

おいては、不安定プラークとされるのは

出血性のものや、いわゆる soft plaque

と呼ばれる柔らかな粥腫、可動性のある

mobile plaque などを指し、石灰化病変

は病変として安定しているので、症候を

惹起しにくいプラークであると考えられ

ている。したがって、石灰化プラークの

性質を検討して、プラーク安定化のメカ

ニズムを明らかにすることで、逆に症候

化しやすいプラークの性質を焙り出した

り、症候化しにくくする治療の手がかり

になる可能性があると考えた。 

 

(3) 我々は、これまでに頸動脈内膜剥離

術によって摘出した頸動脈プラークに対

し て カ ル シ ウ ム ス コ ア で 分 類 し

microarray分析を行い、real-time PCR

での mRNA 定量分析により、石灰化プ

ラークでは ANGPTL4 mRNA の発現増

強とFGFR2 mRNA発現抑制が認められ

ることを報告した。 (Katano et al. 

JSCVD 2013) こ れ ら は Western 

blotting, 免疫染色での蛋白レベルでも

確認された。ANGPTL4は VEGF誘導性

の血管新生を抑制する作用があり、

FGFR2 抑制とともに血管新生を抑える

ことにより石灰化プラークの安定性に寄

与していると考えられた。つまり、石灰

化病変そのものの病理学的安定性ととも

に、プラークとしての安定性は血管新生

の抑制によってもたらされていることが

重要であることが示唆された。しかし、

本研究において有意発現基準には至らな

かったものの、高石灰化プラークでの

mRNA 発現量の比較的多かったものの

中には、壁細胞の血管内皮細胞近傍への

動員に働くPDGFBやFGF, IGFBPなど

の血管新生を助長すると考えられる成長

因子も含まれていた。これらは mRNA

発現はするものの、蛋白発現に至らずプ

ラークが安定性を保ったと考えられるこ

とから、mRNA発現後に何らかの調節機

構が働いた可能性が考えられた。 

 

(4) 蛋白質への翻訳が成されない

non-coding RNA (ncRNA)が重要な役割

を果たしていることに注目が集まってい



る が 、 こ の ncRNA の 中 で 、

microRNA(miRNA)は、細胞内に存在す

る 20-25塩基前後の RNAで、標的 RNA

の 3’UTR 内に存在する標的部位に結合

することによって遺伝子サイレンシング

を誘導し、蛋白質翻訳抑制、または

mRNA 分解を介して蛋白質生成を阻害

すると考えられている。これにより、

miRNAは、脂質代謝、免疫応答、老化、

低酸素症、ニューロン新生などの生理学

的過程に広く関与し、さらに癌、神経疾

患、心疾患など多くの疾患に関わってい

る可能性が報告されてきている。今回

我々は、これまでの結果に基づいて、ヒ

ト頸動脈プラークの動脈硬化進行過程の

中で、この miRNA による血管新生と石

灰化に関する mRNA 制御、修復が行わ

れることにより、プラークの不安定性、

安定性の決定に寄与している可能性があ

ると考え、本研究を企画した。 

 

２．研究の目的 

(1)これまでの研究から、高石灰含有頸動

脈プラークにおいて、石灰化病変の病理

学的安定性と別に、プラークとしての安

定性が血管新生を抑制する遺伝子発現の

増強によってもたらされていることが明

らかとなったが、これに加えて血管新生

促進遺伝子を標的とした蛋白質翻訳・生

成抑制によっても安定化が誘導されてい

る可能性が示唆された。 

 

(2) 本研究では、mRNA分解を介して蛋

白 質 生 成 を 阻 害 す る と さ れ る

microRNA(miRNA)により動脈硬化の過

程が修飾、調節をうけている可能性を、

ヒト頸動脈で探った。特に、プラーク不

安定性に密接に関係する血管新生関連因

子・成長因子と、プラーク安定性に関係

する石灰化生成に関与する RNA の調節

制御に関わる miRNA を明らかにするこ

とを主たる目的とした。 

 

(3) これまでの申請者らの研究から、症

候を呈することが少なく安定化している

とされる高石灰化含有頸動脈粥腫では、

石灰化病変そのものの病理学的安定性と

は別に、プラークとしての安定性が血管

新生の抑制によってもたらされているこ

とが示された。これまでの結果で明らか

となった血管新生抑制作用のある

ANGPTL4の直接発現増強による作用の

他に、RNAとして発現した血管新生促進

関連遺伝子に対する miRNA による蛋白

生成抑制制御が安定化に関与している可

能性が予想された。 

 

(4) また、病理学的に安定していると考

えられる血管石灰化病変の生成促進に関

連 す る BMP (bone morphogenetic 

protein)や osteopontin等の遺伝子が、と

くに低石灰化プラーク群に含まれる soft 

plaque や動脈硬化初期～中期の段階で

は miRNA の発現により抑制されている

可能性があり、逆に石灰化促進が粥腫制

御のひとつの手掛かりとなる可能性が考

えられた。 

 

３．研究の方法 

(1) 頸動脈内膜剥離術で採取したヒト頸

動脈プラークをカルシウムスコアを基準

として分類しmiRNA microarray分析を



行った。特に不安定性に関係する血管新

生に関する成長因子と、安定性に関係す

る石灰化生成に関与する RNA の調節制

御に関わるmiRNAを探索した。 

 

(2) miRNA microarrayの結果について、

qRT-PCRによりmiRNAの検出、定量を

行った。 

 

４．研究成果 

(1) 697 の有意な信号を認めたプローブ

のうち、657 は downregulation であっ

た。|Log2 ratio|>1のものは 423、内 raw 

TGS>50 以上のものは 46 であった。こ

のうち、1) 群比較で FDR<0.05, 2) 群比

較 で 0.05≤FDR<0.1, miRSearch で

context score++がmedian/high 3) 個別

比較 10セットで FDR<0.1のいずれかを

満たすものを 19miRNA抽出した 

 

(2) qRT-PCRにて定量確認をしたところ、

hsa-miR-4530, hsa-miR-133b, hsa-miR 

-1-3p が|Log2 ratio|>0.58 であった。

Spearman順位相関分析にてmicroarray 

の TGS(log2)と calcium score は逆相関

を示した (=-0.964, -0.927, -0.927)。前二

者は qRT-PCR Cq 値とも順相関した

(=0.770, 0.812)。 

 

(3) TargetScanHuman の context score 

++は ANGPTL4 (-0.09), RUNX2 (-0.07)

で、hsa-miR-133b は ANGPTL4 (-0.21), 

FGFR1 (-0.39), RUNX2 (-0.10)であり、

target geneとしての ANGPTL4の血管

新生抑制作用について後者の調節関与が

強いと考えられた。 

 

(4) miRNAの downregulationにより血

管新生抑制因子の発現が強まり、安定性

に寄与している可能性が考えられた。 
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