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研究成果の概要（和文）：申請者らは、miRNAが動脈硬化症発症のマーカーとなり得るかどうか検討するため、名古屋
市立大学病院心臓・腎高血圧内科を受診した患者の血液よりより単離したmiRNAをマイクロアレイを用いて解析するこ
とで、特異的な発現を示す分泌型miRNAの候補を得た。本申請ではさらに、リアルタイムPCR法によるmiRNAの検出方法
について、miRNA抽出法や反応条件の検討を行った。現在我々は、これらの得られたmiRNA候補のスクリーニングを進め
ている。

研究成果の概要（英文）：To identify the novel miRNA markers for arteriosclerosis, we first screened total 
RNA samples derived from patient's plasma using a microarray platform. As a result, several circulating mi
RNAs were identified to be differentially expressed. We also demonstrated that optimal RNA extraction meth
od of miRNA from human plasma samples for quantitative PCR. These results suggest that circulating miRNAs 
are available as a novel biomarker to assess the arteriosclerosis.
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１．研究開始当初の背景 
 動脈硬化の発症は血管内皮機能の障害に
より始まる。この段階では薬物療法や補充

療法、生活習慣改善などにより症状の改善

が可能であるが、症状が進展すると平滑筋
の増殖やプラーク形成、石灰化へと至り治

療抵抗性となるため、より早期の診断と治

療開始が必要である。しかしながら、動脈
硬化症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

を正確に評価する方法の開発が必要とされ

ている。 

 近年、病態の診断や予防、治療への反応性
や効果などの予測を目的とした各種マー
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。血管内皮機能障害のバイオマーカーと
しては、血管内皮細胞から産生される一酸化
窒素 (NO) の代謝産物である NOx や、NO
のセカンドメッセンジャーの cGMPが、また
血管内皮障害を反映した因子としては細胞
接着分子 (VCAM-1、ICAM-1)、プラスミノ
ゲンアクチベーターインヒビター1 (PAI-1)、
von Willebrand factor (vWF) 等が候補とさ
れてきた。しかしながら、これらの因子は血
流依存性血管拡張反応検査 (FMD) や脈派
伝播速度 (PWV) 等の、既知の血管内皮機能
測定法や動脈硬化の進展度との間に緩やか
な相関が見られるものの、血管内皮機能障害
の評価には十分ではない。 
 低分子ノンコーディング RNA の一種であ
るmiRNAは、標的の遺伝子やタンパク質の
発現を微調整することで発生や形態形成、ア
ポトーシス、細胞増殖、生殖機能等の様々な
生物学的機能に関与している。近年、エクソ
ソームのような小胞顆粒に包埋されて体内
を循環する、分泌型miRNAが大きな注目を
集めている。分泌型miRNAは、がんをはじ

めとした疾患の病態や進行度合いなどの生
理状態によってその発現量や種類が大きく
変動することが知られ、血液を利用した低侵
襲性の診断用バイオマーカーとして期待さ
れている。しかしながら、動脈硬化発症の指
標となる分泌型miRNAの存在はまだ明らか
にされていない。 
 これまでに申請者らは、miRNA が動脈硬
化発症のマーカーとなり得る可能性に着目
し、動脈硬化モデルマウスの組織に特異的な
発現を示すmiRNAをマイクロアレイ法によ
り探索した。その結果、両群間で 2倍以上発
現が変化するmiRNA群を得た。また、申請
者らはこれまでに、名古屋市立大学病院心
臓・腎高血圧内科の外来を受診した、古典的
な心血管危険因子 (高血圧、脂質異常症、糖
尿病、喫煙) を有する無症候かつ無治療の患
者における分泌型 miRNA の発現を検討し、
特定のmiRNAの発現が有意に変動すること
を 見 い 出 し た  (Sun, Iwaki et al. 
Thrombosis J, 2012)。従って、動脈硬化発症
の指標となる分泌型miRNAが存在する可能
性は非常に高い。 
 
２．研究の目的 
 本申請課題では、血中を循環する分泌型
miRNA の測定による新規動脈硬化評価法の
開発を目指し、以下の項目について検討を
行った。 
(1) 動脈硬化の発症に特異的な分泌型
miRNA の同定を目指したマイクロアレイ法
による発現解析 
(2) 動脈硬化発症に特異的な miRNA を微量
の血液から効率よく検出する条件の確立 
 
３．研究の方法 
 名古屋市立大学病院心臓・腎高血圧内科を
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。miRNAの発現
はmiRNAアレイにより検討を行った。また、
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、Ct法を用いて相対定量を行った。 
 



４．研究成果 
 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。本申請ではさらに、リアルタイム
PCR法による miRNAの検出方法について、
miRNA 抽出法や反応条件について最適化を
行った。現在我々は、これらの得られた
miRNA 候補のスクリーニングを進めている。 
 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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