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研究成果の概要（和文）：microRNA(miRNA)は蛋白質をコードしない小型一本鎖RNAであり、標的mRNAの翻訳中断
あるいは遺伝子自体の分解を介し、遺伝子発現を制御している。一方、非致死的な短時間の虚血負荷により誘導
される虚血耐性現象には、多くの遺伝子発現変化が関与するとされるが、そのメカニズムは解明されていない。
本研究では虚血性神経傷害と虚血耐性現象におけるmiRNAの役割をラットおよびPC12細胞を用いて検討した。そ
の結果、耐性獲得脳では一部のmiRNA発現に変化を認めた。今後更なる検討を要するものの、虚血耐性獲得に
miRNAの発現変化が関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：microRNAs (miRNAs) are a class of small, non-coding RNAs which mediate 
post-transcriptional regulation of gene expression. On the other hand, ischemic preconditioning 
involves numerous gene expression changes; however, its mechanism is still obscure. In this study, 
we evaluated the roles of miRNAs in ischemic preconditioning using rats and PC12 cells. Our results 
show that the expressions of a part of miRNAs were modified in the preconditioned brains or cells 
although further studies are necessary to clarify the relationship between miRNAs and gene 
expression changes. 

研究分野： 脳神経外科
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１．研究開始当初の背景 
 
蛋白質生成に関与しないノンコーディン

グ RNA の一つである miRNA は、18-25 塩基長
の小型RNAである。これは、RISC（RNA-induced 
silencing complex）と呼ばれるリボ核酸と
の複合体形成により標的 mRNA の相補的配列
部位を認識し、そこへの結合後、遺伝子翻訳
の阻害や、遺伝子自体の分解などを介し、遺
伝子発現を負に調節すると考えられている。
その特徴として、標的結合部位の配列は必ず
しも一致する必要がないため一個のmiRNAが
複数のmRNA発現を調節する点が挙げられる。
そのため、60％以上の遺伝子産物が miRNA に
よる制御を受けると予測されている。 
これまで、発生、分化、恒常性の維持など

の生命現象の主体をなす蛋白質発現を制御
する経路として、情報伝達系、細胞増殖因子、
サイトカインなどの重要性が解明されてき
たが、この miRNA は「ファインチューナー」
として遺伝子発現量を制御し、同様にあるい
はそれ以上に重要な細胞機能を担っている
ことが徐々に解明されている。それと同時に、
この精巧なシステムの破綻は、様々な細胞機
能の傷害を惹起することも明らかになって
きており、実際、miRNA が癌、ウィルス性疾
患、動脈硬化などをはじめとする多くの病態
に関与することが報告されている。中枢神経
系においても miRNA が発生過程のみならず、
学習や記憶などの高次機能をmiRNAが制御し
ていることに加え、さらにアルツハイマー病
をはじめとする難治性の神経変性疾患の発
症にも深く関与していることが報告されて
いる。 
 一方、脳梗塞は、脳動脈の閉塞の結果生じ
る神経系細胞の死であり、その発生は、血流
低下の程度と継続時間により規定される。主
幹動脈の閉塞による局所脳虚血巣は、急激な
エネルギー傷害により早期に壊死に陥る。し
かし、虚血周辺部の血流低下が比較的軽度な
部位や、短時間で血流が再開された場合には、
急激な細胞死は免れるものの、アポトーシス
を主とした細胞傷害により徐々に細胞死に
陥る。また、短時間でも全脳に急激な血流低
下が生ずると、数日後に海馬などに遅発性神
経細胞死を起こす。そのため、主に治療対象
となるのは、これら比較的タイムウインドウ
が広い部位であり、脳梗塞治療戦略上、最大
の貢献をもたらすと考えられる。遅発性細胞
死の主な傷害機序はアポトーシスであるが、
その過程ではアポトーシス関連蛋白質、転写
因子、サイトカインなどの多数の遺伝子が発
現され、この発現制御に miRNA が深く関わっ
ている可能性が示唆されている。従って、虚
血性神経細胞傷害においてもmiRNAが重要な
役割を担うことが予想され、実際、ラット中
大脳動脈閉塞モデルにおける網羅的miRNA解
析では、虚血後に mi-R140、miR-145 および
miR-331 が誘導されることが報告されている。
しかしながら、これらの miRNA 発現がどのよ

うに虚血後の細胞傷害を制御しているかは
全く解明されていない。 
 また、虚血耐性現象は生来備わっている強
力な保護機構であり、これを誘導することは
虚血のみならず様々な侵襲傷害に対する治
療の観点から注目されている。その獲得機序
はいまだ解明されていないが、遺伝子発現変
化を介した種々の活性経路が関与すると考
えられている。この遺伝子発現調節において
もmiRNAが重要な役割を担っていることが示
唆され、現在のところ、マウス中大脳動脈閉
塞による虚血耐性モデル用いた網羅的解析
では miR-200a、miR-200b、miR-200c、miR-141、
miR-429、miR-182、miR-183、および miR-96
の発現亢進が示されている。 
 このように虚血脳や虚血耐性獲得脳での
miRNA の発現動態が網羅的に解析され始めた
ものの、詳細は解明されていない。 
 
 
２．研究の目的 
 
miRNA は虚血性神経細胞傷害や虚血耐性獲

得の制御において重要な鍵を握り、この分子
機構の解明が画期的な脳梗塞治療薬の開発
へ繋がるものと期待される。さらに治療の観
点より、miRNA が元来細胞内に存在するため
投与に伴う免疫反応などの副作用がおこり
難いことや、miRNA が複数の遺伝子の発現レ
ベルを調節していることが利点として挙げ
られる。 
そこで本研究では、脳虚血病態と虚血耐性

獲得におけるmiRNAの発現動態と役割を解析
する。これにより、虚血性神経傷害を促進的
もしくは保護的に働く miRNA を同定し、これ
らmiRNAの阻害あるいは補充による新たな虚
血性神経細胞傷害治療の開発の礎となるこ
とを目指す。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）In vivo 脳虚血モデル（一過性前脳虚
血モデル） 
雄性 SD ラット（250～320g）を用い、虚血

モデルには一過性前脳虚血モデル(Smith モ
デル)を使用した。脱血により平均動脈血圧
を 30-35 mmHg に低下させた状態で両側総頚
動脈を遮断し、前脳虚血を作成した。非致死
的虚血群では 3分間、致死的虚血群では 5分
間の総頚動脈遮断を行った。虚血耐性群では、
3 分 間 の 非 致 死 的 虚 血 に よ る
preconditioning 48 時間後に 5分間の総頚動
脈遮断を施行した。虚血性細胞傷害は TUNEL
染色で解析した。 
 
（２）In vitro 虚血モデル 
培養 PC12 細胞を使用した。培養細胞に対

する疑似虚血条件としては、低酸素低グルコ
ース条件（oxygen glucose deprivation: OGD）



を使用した。非致死的虚血群では 6時間、致
死的虚血群では 15 時間の OGD を負荷した。
虚血耐性群では、6 時間の非致死的虚血によ
るpreconditioning 48時間後に15時間のOGD
を施行した。細胞傷害の程度は LDH assay で
解析した。 
 
（３）DNA アレイ解析 
致死的虚血群、非致死的虚血群、虚血耐性

群の in vivo サンプルを検討した。最終虚血
48 時間後に海馬 CA1 領域を摘出した。サンプ
ルから cDNA を合成した後、発現解析アレイ
にハイブリダイゼーションし、マイクロアレ
イスキャナーを用いて発現解析した。発現量
は sham との比較により検討した。 
 
（４）miRNA の発現解析 
 致死的虚血群、非致死的虚血群、虚血耐性
群の in vivo と in vitro の両者のサンプル
を検討した。In vivo サンプルでは、虚血後
1、4、8、24、48 時間で海馬 CA1 領域を摘出
した。cDNAサンプルをQuantiTect SYBR Green 
PCR Master Mix（Qiagen 社）と混合した後、
目的とする miRNA（ miR-132、 miR-184、
miR-200a、miR-200b、miR-200c、miR-141）
の primer と反応させた。SYBR Green システ
ム（タカラバイオ社）にて PCR 産物の定量測
定を行った。in vitro のサンプルは非致死的
な 6 時間の OGD 後、1、4、8、24、48 時間に
サンプリングした。In vivo と同様の処置を
行い、miRNA（miR-132、miR-184、miR-200a、
miR-200b、miR-200c、miR-141）の primer と
反応させ、解析した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）脳虚血耐性の獲得 
① In vivo モデル 
5 分間の致死的脳虚血群では、虚血 3 日後

より海馬 CA1 で神経細胞死が出現し、5 日後
には 91％の神経細胞が脱落した。3分間の虚
血負荷では遅発性神経細胞死は生じなかっ
た 。 こ の 3 分 間 の 非 致 死 的 虚 血 を
preconditioning とし、48時間後に 5分間の
致死的虚血を負荷すると虚血に対する耐性
が獲得され、CA1 神経細胞死は 15％に抑制さ
れた（P<0.01）。 
 
② In vitro モデル 
15 時間の致死的 OGD 群では、培養液内へ漏

出する LDHは sham 群に比べ約 25倍に上昇し
た。6 時間の OGD 負荷では漏出した LDH 値は
sham 群と変化を認めなかった。この 6時間の
非致死的 OGD を preconditioning とし、48 時
間後に 5分間の致死的 OGDを負荷すると耐性
が獲得され、培養液へ漏出した LDH 値は、致
死的OGD群の約70％に抑制された（P<0.01）。 
 
 

（２）DNA アレイ解析 
miRNA の発現解析に先んじ、虚血脳および

虚血耐性獲得脳での遺伝子発現変化を in 
vivo 虚血モデルで確認した。3分間の非致死
的脳虚血 2 日後には、4 つの遺伝子（代謝関
連２、構造蛋白質関連１、不明１）に発現変
化を認めたのみであった。一方、5 分間の致
死的脳虚血 2日後には、計 192 の遺伝子に発
現変化を認め、これらは主に cell cycle 関
連遺伝子、apoptosis 関連遺伝子、炎症反応
関連遺伝子、シグナル伝達関連遺伝子などだ
った。虚血耐性獲得群では、致死的虚血で誘
導された cell cycle 関連遺伝子、apoptosis
関連遺伝子、炎症反応関連遺伝子の誘導が著
明に抑制された。 
 
（３）miRNA の発現変化 
 In vivo モデルを用いた検討では、非致死
的虚血後4および8時間でmiR-184とmiR-132
発現の亢進を認め、miR-200a、miR-200b、
miR-200c および miR-141 の発現は、虚血後の
明らかな変化を認めなかった。非致死的虚血
群のサンプルでは、miR-132、miR-184、
miR-200a、miR-200b、miR-200cおよび miR-141
の発現に明らかな変化は認めなかった。虚血
耐性群では、最終虚血後 8時間で miR-184 の
発現が亢進している傾向を認めた。 
 In vitroモデルでの検討でも同様の傾向を
認め、非致死的虚血後 4 時間で、miR-184 の
発現が亢進する傾向を認めた。miR-132、
miR-200a、miR-200b、miR-200cおよび miR-141
の発現は、明らかな変化を認めなかった。 
 
以上より、虚血耐性の獲得には、一部の

miRNA、特に miR-184 が重要な役割を担って
いる可能性があり、これが cell cycle 関連
遺伝子、apoptosis 関連遺伝子、炎症反応関
連遺伝子の発現を調節している可能性が推
測された。 
  
カイニン酸を用いたマウス痙攣誘発モデ

ルでは、短時間痙攣により miR-184 の発現が
亢進し、これが長時間痙攣に伴う神経細胞傷
害に対する耐性獲得現象に寄与することが
報告されている（McKiernan et al, Exp 
neurol 2012）。miR-184 の標的蛋白質は、十
分には解明されていないが、近年、細胞生存
シグナルに関与する Akt2 が一つの候補とし
て挙げられている（Foley NH, Cancer 2010）。
しかしながら、本検討で行った DNA アレイ解
析では、虚血耐性獲得脳で発現変化した遺伝
子に Akt2 は含まれておらず、miR-184 による
虚血耐性獲得メカニズムの解明には今後の
更なる検討が必要である。また、miR-184 の
虚血耐性獲得における役割を明確にするた
めに、今後は本 miRNA の mimic もしくはアン
チセンスmiRNAの投与実験を行う予定である。 
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