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研究成果の概要（和文）：血管内皮機能評価法は、脈波やFMDなど生理機能検査が主流で、血液生化学検査の客
観的な評価がない。一酸化窒素（NO）が血管の伸縮性を規定しているので、NOの変化をもたらすmiRNAについて
検討した。血管内皮細胞はinsulinやサイトカインの刺激でNOの産生を増加させる。一方、細菌感染により単核
球のmiR-218が上昇し、このmiR-218は単球系の炎症性サイトカイン産生能を変化させることを明らかにした。こ
の炎症性サイトカインは血管内皮細胞のNO産生能など内皮機能を制御すると考えられる。miRNAを介して、血管
内皮機能は血管細胞および血球細胞の細胞間応答が規定していることが示された。

研究成果の概要（英文）：The evaluation of vascular endothelial function is mainly based on 
physiological function tests, such as ABI and FMD, which measure vasodilatation action. Since nitric
 oxide (NO) regulates the elasticity of blood vessels, we examined miRNAs that cause alteration of 
the level of NO. Vascular endothelial cells, HUVEC and HAEC, increase NO production by insulin and 
cytokines. Bacterial infection upregulates miR-218 level in monocytic cells. This increase of 
miR-218 suppresses the level of inflammatory cytokines in monocytic cells, suggesting that monocytic
 miRNA can indirectly regulate NO production in endothelial cells. We have shown the communication 
between monocytic cells to endothelial cells control vascular function mediated by mRNAs.

研究分野：分子血管学
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  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 

【血管機能検査の限界】 

2012 年より臨床稼働した「血管内皮機能
検査」は「血管機能の非侵襲的評価法に関す
るガイドライン」に基づいて運用されている。
血管内皮機能は、心血管イベントの予測因子
となるため、生理学的検査の FMD、脈波な
どが生活習慣病、動脈硬化の早期診断に積極
的に使用されている。 

血管の伸展に関わる大きな因子は一酸化
窒素（NO）であり、血管系では主に血管内
皮細胞で合成、分泌される。NO ガス自体の
測定は困難であり、上記の生理検査が NO の
産生、それによる血管の反応を反映する。 

この NO の挙動を、簡便な検体検査項目と
して評価できないかが大きなテーマである。
新しい検査項目の開発が求められている。 

 

【マイクロ RNA 研究の発展】 

 マイクロ RNA（microRNA）は、細胞内の
蛋白質発現を抑制することで、その細胞機能
を制御する。各々の細胞や組織によってその
発現量が異なること、一つの microRNA が標
的とする蛋白質が多岐にわたることから、
microRNA の働きを一元化するのは難しい。 

 我々は、血管内皮細胞における microRNA

の発現について研究を重ね、下図のように血
管内皮細胞には miR-126 を始めとし特徴の
ある microRNA が発現し、血管内皮細胞機能
を制御していることを報告してきた。 

 

【血中の microRNA】 

 「microRNA は血中でも検出可能である」
という circulating microRNA の概念が提唱
され、実際の疾患、病態での血中 microRNA

動態の報告が蓄積されてきた。microRNA は、
血中では、担体となる一連の蛋白質群と結合
す る こ と に よ り 、 ま た 、 細 胞 外 小 胞
（extracellular vesicle：EV）に内在される
ことにより、酵素による分解から免れている。 

 各疾患において、特有の microRNA が観察
されることから、所謂バイオマーカーとして
の有用性が議論の的になっている。また、近
年、 EV の中でも能動的に分泌される
exosome という概念が確立され、exosome 内
の microRNA に注目が集まっている。 

２．研究目的 

 

 血管内皮機能評価法は、主に血管内皮細胞
由来の一酸化窒素（NO）による血管拡張作
用、伸展性を測定する脈波が中心で、未だ安
定した血液生化学検査の客観的評価項目が
ない。したがって、血管の機能を規定する
microRNA を同定し、測定項目となり得るか
を検討した。 

次に、血中に存在する microRNA について、
臨床レベルでの診断的価値、基礎研究レベル
での機能性の解明について検討した。 

さらには、バイオマーカー「低分子 RNA」
の概念の確立を目指し、血中の低分子 RNA

の全貌を解析、体系化による血管領域の
RNAome の構築を目指す。 

 

 

３．研究の方法 

 
【培養細胞】血管内皮細胞として培養血管内
皮細胞の HUVEC（ヒト臍帯静脈内皮細胞）、
HAEC（ヒト大動脈内皮細胞）、HPAEC（ヒト肺
動脈内皮細胞）を各々のメディウム（Lonza
社）により培養して適宜実験に用いた。単球
系の細胞は THP-1、U937（培地は RPMI1640 に
10％FBS を添加）を用いた。EV を用いる実験
に関しては、EV フリーの FBS を使用した。 
 
【細胞の低酸素刺激、サイトカイン刺激】 
細胞の低酸素刺激は１％の低酸素を hypoxia 
chamber 内に注入して、細胞を培養した。LPS
（Enzo 社）刺激は通常培養の条件下で行った。 
 
【miRNA 発現の半定量】miRNA の発現は細胞
もしくは培養上清、分泌小胞などより RNA を
カラム法（キアゲン社）にて抽出し、Taqman 
microRNA assay で qPCR を行った。 
 
【一酸化窒素関連の測定】 
 NO の測定は、Cayman 社のキットを用いて
行った。NOS の定量（eNOS）は、ウエスタン
ブロット法を用いて行った。 
 
【microRNA の細胞への導入】 
HUVEC に、precursor-miRNA(前駆 miRNA)又は
antisense-miRNA（Life Technologies より購
入）を lipofectamine2000 で導入した。各蛋
白質の発現とリン酸化の検出は、培養細胞溶
解液を使用してウエスタンブロット法にて
検出した。抗体は CST 社、Bioscience 社、サ
ンタクルーズ社より適宜購入して使用した。 
 
【細胞外小胞の抽出】細胞培養液中のエクソ
ゾームの回収は、段階的な超遠心を用いて分
離した。低速にて細胞の debris を除去した
後、さらに 10,000 x g、20 分の遠心を加え、
超遠心機で 100,000 xg、90 分にて得られた
ペレットを PBSに懸濁したものをエクソソー
ムとして使用した。 



４．研究成果 
 
以下の 3 事象について、一定の成果を得る

ことができた。 
 
(1)miRNA による一酸化窒素の生成制御 
 血管内皮細胞に発現するいくつかの miRNA
が NO の産生を抑制することを確認できた。  
我々は miR-34aが血管内細胞において細胞

の老化を司ることを報告し、その標的蛋白質
として老化抑制遺伝子である SIRT1を見出し
てきたが、miR-34a が NO 産生に関わっている
ことが確認できた。 

NO 合成酵素（NOS）は SIRT1 分子による制
御を受けているので、おそらく miR-34a は
SIRT1 を介して NOS をコントロールしている
ものと考えられる。 
また、低酸素刺激は多くの microRNA の発

現を変化させるが、その中でも miR-503 は低
酸素刺激によりその発現が有意に上昇する。
この miR-503 が NO の産生を抑制することを
見出した（下図：NO の産生が miR-503 の強発
現により抑制されている）。現在はその機序
の詳細な検討を行っているところである。 

 
(2)microRNA の細胞外分泌に関する知見 
 microRNA は細胞外に分泌される。血管内皮
細胞の培養系（HUVEC）からの microRNA の分
泌について検討を重ねた。HUVEC 細胞培養液
から RNA を抽出、miRNA のｑPCR を行うと、
miR-126 や miR-223 など細胞内に多く発現し
ている microRNA の一群は検出可能であった。
一方、miR-34a や miR-503 は、通常の細胞培
養条件では、培養液からの検出は非常に発現
が低かった（右上図の A）。 
 miR-503 は低酸素刺激を加えると、発現量
が 5倍以上になることが確認できていたので、
低酸素条件下で、その培養液中の発現を検討
すると、無刺激状態に比べて 5倍近くの増加
を認めた（右上図の B)。 
 分泌される microRNA は、細胞からの分泌
小胞に内包されているものも多数存在する。
培養上清から、細胞外小胞 EV を段階的な超
遠心法を用いて抽出した。この EV から RNA
を抽出して、microRNA の定量を行うと、先に
示した低酸素状態での miR-503の増加を確認
できた。 

 

 
 また、単球系培養細胞を用いて、培養液中
へのmicroRNAの放出を検討した。THP-1細胞、
U937 細胞において、LPS 刺激により EV が放
出されることを、EV のマーカーCD81、CD9 の
発現で確認した。この超遠心で得られた EV
について microRNA の定量も試みた。 
特に、miR-218 は U937 細胞を LPS などで刺

激すると産生亢進が見られ、興味深い細胞機
能制御を示す結果が得られている。このプロ
ジェクトは現在進行中である。 
 
(3)血清、血漿中の miRNA 測定検討 
 培養細胞からの microRNA の放出は確認で
きたので、次に、実際のヒト血中での
microRNA の検出を検討した。検体は、心臓の
冠動脈手術症例で、いずれもインフォームド
コンセントは得られている。当大学倫理委員
会で承認されたプロトコールに従って、術前
日から継時的（T1 術前、T2 術直後、以下 T3
～T8 は順に術後 1, 3, 7, 14, 21, 28 日後）
に、血清を採取した。血清より RNA を抽出し
て、ｑPCR で microRNA を半定量した。 

 様々な種類の microRNA を検出できたが、
心筋に特異的に発現する miR-208 は、心臓手
術直後に高値を示す例が多く、時間とともに
血中での検出量は低下していく傾向が見ら
れた（上図）。 
このデータは、単に血中の microRNA 測定

が可能であることを示しただけではなく、心
筋の傷害など特有の病態をかなり的確に捉
えることが可能であることを示した。 
 



【今後の展望】 

 血中の microRNA を介して、血管内皮細胞

と血球細胞の細胞間応答が行われること、血

中の microRNA は血管内皮機能が制御する大

きな因子であることを、今後も引き続き検証

していく予定である。 
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