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研究成果の概要（和文）：大規模な自然災害により、冠動脈疾患の発症頻度が増加することが報告されている。東日本
大震災後の岩手沿岸被災地住民では、心不全の発症頻度が増加している (Nakamura et al. Am J Carｄiol 2012)。本
研究では、その機序として、環境・精神的ストレス負荷が、生体のさまざまな動脈硬化性疾患感受性遺伝子の化学的修
飾(DNAメチル化)およびsmall RNAを介した遺伝子制御異常を引き起こし、それに伴う細胞や臓器障害が生じ、さまざま
な疾患が発症することを探求した。

研究成果の概要（英文）：It has been already known that serial disasters, such as the great earthquake, is 
relate to an increased number of patients with coronary artery disease. Indeed, the number of patients 
with failing heart increased after the Great East Japan Earthquake (Nakamura et al. Am J Cardiol 2012). 
This study has investigated that the earthquake stress induces DNA methylation of atherosclerosis-related 
genes and abnormal profiling of small non-coding RNAs and then may be involve in the pathogenesis of 
atherosclerotic dieases.

研究分野：循環器内科
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１． 研究開始当初の背景 
災害ストレスによる動脈硬化性疾患の発症：  

大規模な自然災害により、冠動脈疾患の発症

頻度が増加することが報告されている。東日

本大震災後の岩手沿岸被災地住民では、心不

全の発症頻度が増加している (Nakamura et 

al. Am J Carｄiol 2012)。その機序として、

環境・精神的ストレス負荷が、生体のさまざ

まな動脈硬化性疾患感受性遺伝子、特に免疫

応答関連遺伝子（Toll-like receptor やサイ

トカイン遺伝子など）に化学的修飾および

small RNA を介した遺伝子制御異常を引き起

こし、それに伴う細胞や臓器障害が生じ、さ

まざまな疾患が発症すると推測される。 

非翻訳型 small RNA による遺伝子機能の制

御：近年、非翻訳型 small RNA は、細胞内に

存在する長さ 20～25 塩基ほどの 1 本鎖 RNA

を示し、多くの遺伝子の発現制御に関わる新

たな重要な機能性RNA分子として注目されて

いる。さらに、血液中のエクソゾームやコレ

ステロール粒子には、多種多様な small RNA

が存在することが明らかとなり、これらの

small RNA は、さまざまな疾患で障害された

細胞に由来し、その疾患の病態、病期および

予後などを反映し新たなバイオマーカーと

して注目されている。すなわち、これらの非

翻訳型 small RNA の生物学的意義についての

研究は、多くの疾患の発症や進展のメカニズ

ムを解明できるだけでなく、新たな診断・治

療への応用が期待されている。 

遺伝子多型に伴う遺伝子機能の制御：多くの

遺伝子は、SNP 多型による表現型の違いによ

り、下流領域の蛋白発現制御に差異があるこ

とが報告されている。特に、グルココルチコ

イド遺伝子や自然免疫応答遺伝子（Toll like 

receptor やサイトカイン遺伝子）は、その

SNP による機能多型が、下流領域の発現を制

御していることが明らかとなっている。さら

に、自然免疫応答遺伝子では、その機能多型

による動脈硬化の進行度や心血管イベント

の発生頻度が異なることも報告されている。 

しかし、環境・精神的ストレス負荷が、こ

れらの遺伝子の機能多型やその下流領域で

の mRNA や蛋白発現制御に対する効果は明ら

かとなっていない。 

以上より、冠動脈疾患の発症には、自然免

疫応答遺伝子などの動脈硬化の進展に関わ

る遺伝子のSNPなどの機能多型による遺伝子

制御の変化や非翻訳型 small RNA による下流

領域の遺伝子制御の変化が関与していると

推測される。しかし、東日本大震災のような

大規模な災害による環境・精神的ストレス負

荷がこれらに遺伝子機能に及ぼす影響は明

らかとなっていない。 

 
２．研究の目的 
未曾有な自然災害による心理的ストレス

負荷は、生体の遺伝子に対し多様な化学的修

飾を起こし、冠動脈疾患の発症頻度の増加に

関与していることが推測される。 

本研究の目的は以下の 2項目である。 

① 被災地で発症した冠動脈疾患での非翻訳

型 small RNA の発現について次世代シー

ケンサーを用いて網羅的解析を行い冠動

脈疾患での small RNA の発現プロファイ

ルを構築する。 

② 冠動脈疾患での疾患感受性遺伝子の機能
多型解析、エピジェネティクス解析（後

天的 DNA 修飾）および最終産物の発現制

御に関するオミックス解析を行い、small 

RNA の発現との関連を探求する。 
 
３．研究の方法 

【平成 25 年度】 

１） 目標症例数 

① 疾患コホート： 100 例、岩手県沿岸被災

地域で発症した冠動脈疾患の症例。 

② 対照コホート： 100 例、非被災地あるい

は震災前に発症した冠動脈疾患症例

および健常人。 

2） 血液サンブルの採取・保存 

① 末梢血単核球 (PBMCs) の分離・保存： 末

梢血液から Ficoll を用いた密度勾配遠

心分離により PBMC を分離し、保存バッフ

ァーへ懸濁し、調製 PBMCs とし、-80℃

保存する。 

② 血漿サンプル： 上記の遠心後の上清（血

漿）を回収し、-80℃保存する。 



3） 非翻訳型 small RNA の網羅的解析 

① 次世代シーケンサーを用いた small RNA

の網羅的解析を行い非翻訳型 small RNA

のプロファイリングを構築する。 

② 各サンプルに各々特異的なインデックス

配列を付加し small RNA ライブラリーを

作製し、高速シーケンス解析を行う。ラ

イブラリーとシーケンシングの評価しタ

グ解析を行う。 

4） 疾患感受性遺伝子群のオミックス解析：

ゲノミクス解析、プロテオミクス解析 

① 疾患関連感受性遺伝子パネル解析：次世

代シーケンサーを用いた PBMC での疾患

感受性遺伝子の SNP 多型および血中最終

産物の発現制御との関連を探求する。 

② エピジェネティクス解析：次世代シーケ

ンサーを用いた末梢血単核細胞での疾

患感受性遺伝子の DNA のメチル化および

ヒストン修飾部位を網羅的に解析する。 

【平成 26 年度】 

1) 昨年度と同様の研究を行い、さらに症例

数を増やす。 

2) Small RNA の機能解析 

① 上記で同定したmicroRNA precursorおよ

び inhibitor をヒト単球（THP1 cell）へ

トランスフェクションし、各 microRNA

の up-regulation および

down-regulation モデルを作成する。 

② Gain-of-function、loss-of-function 実

験：トランスフェクション細胞での標的

遺伝子の発現を定量測定する。 

3） バイオインフォマティクス解析：ライブ

ラリーとシーケンシングの評価しタグ解

析を行う。miRBase や他のリソースを使

用したアプリケーション (Small RNA 

Analysis Pipeline Tool)を用いて、small 

RNA 異型の視覚化及び発現解析を行い、

さらに、コホート間 (疾患 vs. 対照)で

の発現を比較し、候補 small RNA の標的

遺伝子の発現、ストレスと心血管疾患の

発症との関連性を検索する。 

【平成 27 年度】 

1) 追跡調査（心血管疾患など） 

冠動脈造影の際、冠動脈血管内超音波お

よび冠動脈用光干渉断層映像を施行し血

管性状（血管内皮新生、プラーク量、不

安定プラークの有無）を解析する。 

2) 新たな創薬を検証 

上記で同定した標的遺伝子（疾患感受性

遺伝子：自然免疫応答遺伝子、血管内皮

細胞制御遺伝子など）の発現を制御する

microRNA に対する antagomir を作成し

(Exiqon 社、Krützfeldt J, et al. Nature 

2005;438: 685–9)、抗動脈硬化治療薬と

しての可能性を探究する。 
４．研究成果 

岩手県被災地での疾患コホートの構築： 

まずは、流血中 microRNA の発現解析に関

する論文掲載および健常人を対象とした DNA

メチル化解析、トランスクリプトーム解析お

よび実験系の確立およびサンプルの収集を

行った。 

岩手県沿岸被災地コホートの構築のため

に、岩手県沿岸被災地域からのサンプルの輸

送による白血球のDNAメチル化およびトラン

スクリプトーム解析に及ぼす影響について、

輸送時間、輸送環境(特に温度管理)および各

種保存液による影響などの観点から検証し

た。具体的には、11 名の健常人からの末梢血

液を採取し末梢血単核球を分離保存し、さま

ざまな温度管理下での岩手県沿岸部までの

移送実験を行った。末梢血単核球から DNA お

よび RNA を抽出し、次世代シーケンサーを用

いた DNA メチル化の網羅的解析および

real-time PCR を用いたトランスクリプト―

ム解析を行った。この研究により、岩手県沿

岸被災地域からのサンプルの輸送の影響を

受けない実験系を確立することが可能とな

った。本研究により、岩手県沿岸被災地域か

らのサンプルの輸送によるDNAメチル化およ

びトランスクリプトーム解析への影響につ

いて健常人サンプルを用いて検証し、実験系

を確立した。さらに、岩手県沿岸被災地コホ

ートの構築のために気仙地区、久慈地区、釜

石地区、宮古地区、矢巾地区に健康調査を行



うためにそれぞれサテライトを設置し約

4,000 名のリクルートを行った。 

本邦での代表的ゲノムコホートで採取

した DNAサンプルでの DNAメチル化解析の比

較とサンプル補正法の確立を行った。さらに、

被災地住民での３層のオミックス（網羅的生

体分子情報）参照パネルを公開した。岩手県

沿岸被災地コホートのゲノムコホート構築

のために、本邦での代表的ゲノムコホート

(いわて東北メディカルメガバンク機構、東

北メディカルメガバンク機構、バイオバンク

ジャパン、久山町研究、多目的コホート研究

JPHC)で一般住民から採取した血液中の DNA

サンプルでDNAメチル化解析を行いサンプル

間でのデータ補正法を検討した。すなわち、

各ゲノムコホートでの対象とする血液細胞

の相違、DNA 抽出法の相違、保存法の相違な

どが血液細胞のDNAメチル化およびトランス

クリプトーム解析に及ぼす影響について検

証した。また、被災地住民 100 名規模での 3

層オミックス解析（ゲノム解析、エピゲノム

解析およびトランスクリプトーム解析）を行

い、参照パネルを構築し、これらのデータを

公開した

( http://imethyl.iwate-megabank.org/)。 

動脈硬化性疾患コホートの構築： 

冠動脈疾患を対象とした疾患コホートの

構築のために、冠動脈疾患症例 60 例および

非冠動脈疾患症例 30 例(対照群)から末梢血

液の取得および臨床データの収集を行った。

この疾患コホートでは、新たなバイオマーカ

ー（特に、非翻訳型 small RNA に着目）の探

索を目的としている。末梢血液から末梢血単

核球および血漿を分離保存し、血漿から遊離

small RNA を含む total RNA の抽出、

microarray を用いた 4,500 個のヒト

microRNA の網羅的解析、さらに、real-time 

PCR による発現解析の実験系を確立した。冠

動脈疾患群および対照群から血漿を分離し、

mirVanaTM Paris miRNA isolation kit 

(Ambion)を用いて miRNA 分画を含む RNAを抽

出する。miR-39 を spiked-in control として

用いた。マイクアレイ解析：3D-Gene Human 

miRNA Oligo chips (Toray, Kamakura, Japan)

を用いて自然免疫応答で中心的な役割を果

たしている Toll 様受容体 4 (TLR4)シグナル

を制御する miRNA 群 146 個のスクリーニング

解析を行う。Validation study：上記マイク

ロアレイ解析の結果をもとに PT-PCR 法で候

補 miRNA の発現を検証した。 

岩手県沿岸被災地での疾患コホートおよ

び住民コホートの症例数を増やすために、各

沿岸医療機関および地方自治体との話し合

いや広報活動を行う。当大学病院への入院・

通院症例についても同様のリクルート活動

を行い症例数の増加を目指す。疾患コホート

および住民コホートで得られた血液サンプ

ルについては、順次、次世代シークエンサー

を用いたメチローム解析およびトランスク

リプトーム解析、メチル化アレイを用いたメ

チローム解析を行う。 

また、心臓弁膜症での骨化関連 microRNA

の発現解析に関する論文掲載を行った。 

また、動脈硬化性疾患を対象とした疾患コ

ホートの構築のために、大動脈弁硬化症症例

46例および非大動脈弁硬化症症例46例(対照

群)から末梢血液の取得および臨床データの

収集を行った。特に、大動脈の石灰化のメカ

ニズムに着目し、非翻訳型 small RNA の探索

を目的としている。末梢血液から末梢血単核

球を分離保存し、small RNA を含む total RNA

の抽出、real-time PCR による発現解析の実

験系を確立した。大動脈の骨化関連因子(オ

ステオカルチン)を制御する miRNA 群の発現

解析の結果をもとに候補 small RNA の発現を

検証した。 
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