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研究成果の概要（和文）：　マクロファージは心血管病の慢性炎症プロセスの進展に中心的な役割を果たす。本研究計
画では、慢性炎症においてマクロファージを制御するncRNAを同定し、その機能を解析することを目的として検討を進
めた。その結果、これまで報告されていない長鎖非コードRNA(lncRNA)を1000種以上同定した。また、多くのlncRNAがP
U.1に結合することを見いだした。特に２種のlncRNAについて、マクロファージのLPS刺激における応答を制御すること
を見いだした。これらのlncRNAはin vivoにおいても、傷害刺激によって発現が誘導されることから、病態におけるマ
クロファージ機能を制御している可能性が高い。

研究成果の概要（英文）：Macrophages are the key effector cells in chronic inflammatory processes in cardio
vascular disease. They alter their phenotypes and functions during the processes. This study aimed to iden
tify the noncoding RNAs that control dynamic changes in macrophage functions. We identified more than 1,00
0 novel long noncoding RNAs (lncRNAs0 expressed in macrophages. We also found that some of them bind to th
e PU.1 transcriptional regulatory complexes. Among them two lncRNAs are induced by LPS in cultured macroph
ages. They are also induced by tissue injury in macrophages in in vivo settings. Knocking down the lncRNAs
 altered the response of macrophages to LPS, suggesting they control macrophage functions.
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１．研究開始当初の背景 
 慢性炎症が生活習慣病に共通した基盤病
態として注目されている。我々はメタボリッ
クシンドローム (Diabetes 2007, J Clin 
Invest 2008, Nat Med 2009)、心肥大・心不
全 (J Clin Invest 2010) 、 動 脈 硬 化
(Circulation 2010) 、慢性腎臓病 (J Clin 
Invest 2011)、2 型糖尿病(Cell Metab 2012)
において、慢性炎症プロセスによる病態形成
機構を明らかにするとともに、マクロファー
ジが極めて多機能なエフェクター細胞とし
て中心的な役割を果たすことを見いだした。
マクロファージの機能や形質は、時間的・空
間的に極めてダイナミックに変化する。例え
ば、腎臓において最初に集まる M1 マクロフ
ァージは炎症や組織破壊を進めるが、遅れて
集まる M2 マクロファージは線維化を進める
とともに、炎症を収束させる（図 1）。このよ

うなマクロファージのダイナミズムを制御
する分子機構の解明は心血管病形成機構の
理解をもたらすだけでなく、新規治療法開発
にも発展すると考えられる。 

次世代シークエンス技術の進歩により、多
数の非翻訳 RNA (noncoding RNA [ncRNA])
が発現していることが明らかとなっている。
中でも短いRNAであるmicroRNA (miRNA)
については細胞分化等を制御することが明
らかとなっている。一方、より長い(200 nt
以上)の ncRNA (long ncRNA [lncRNA])につ
いては、まだその研究は端緒についたばかり
であり、機能はほとんど分かっていない。そ
こで、本研究課題では、マクロファージの時
間・空間・機能的なダイナミズムを制御する
ncRNA を同定するとともに、疾患における
意義を検討する。 
 
２．研究の目的 
本研究では、心血管病態プロセスにおいて

主要な役割を果たすエフェクター細胞であ
るマクロファージについて、ncRNA による
ダイナミックな機能と形質変化の制御機構
を明らかにすることを目的とした。そのため
に以下の項目を進めた。①RNA-seq によるグ
ローバルな ncRNA の同定とマクロファージ

形質の変化(M1/M2 等)に伴う発現変化の解
析を行う。同定された ncRNA のうち、機能
的に重要なものを絞り込むために、②
RIP-seq (RNA 免疫沈降産物のシークエンシ
ング)による解析を行う。その上で、③同定さ
れた miRNA、lncRNA への介入によりマク
ロファージ機能と形質の制御における役割
を明らかにする。さらに、④心血管病におけ
る意義を明らかとするために、心臓・血管に
存在するマクロファージでの ncRNA の発現
を解析する。 

 
３．研究の方法 
①グローバルな ncRNA の同定とマクロファ
ージ形質変化に伴う発現変化の解析 
 RNA-seq（次世代シークエンサーによる

RNA のグローバル解析）により、マクロファ

ージの刺激応答(M1/M2 活性化、収束形質)に
伴いダイナミックに発現変動する ncRNA を

同定する。LPS 刺激後 48 時間までの時間経

過を追って発現解析を進め、炎症急性期と

慢性期に機能する ncRNA の同定を進める。

また、IL-4 刺激が一部の M2 マクロファー

ジ遺伝子発現を誘導することも知られてい

る。そこで、IL-4 刺激に応答する ncRNA に

ついても解析を進める。 

 
②RIP-seq による機能性 miRNA、lncRNA
の絞り込み 
マクロファージの刺激によって非常に多

数の lncRNA、miRNA の発現が変動するこ

とから、以後の機能解析のためには、さら

に ncRNA の絞り込みが必要となる。そこで、

RIP-seq (免疫沈降産物中のRNAのシークエ

ンシング)による解析を行う。miRNA につ

いては、Argonaut 2 (AGO2)の RIP-seq を行

う。AGO2 は miRNA が標的 mRNA に結合

して作用する際に蛋白複合体の中心となる。

図 1 腎障害・線維化におけるマクロファージダイナミクス 



図 2 RIP-seq による PU.1 に結合する lncRNA の同
定 

つまり AGO2 を含む複合体には miRNA と

その標的mRNAの両方が含まれる。そこで、

AGO2 を免疫沈降し、その複合体の中に含

まれる miRNA 及び mRNA をシークエンシ

ングする。これにより miRNA とその標的

mRNA の組み合わせをグローバルに同定す

る。 

一方、lncRNA については、マクロファー

ジのマスター転写因子である PU.1 に結合

し、PU.1 転写複合体のプラットフォームに

なっている lncRNA を同定することを目指

す。そのため、PU.1 複合体中の RNA 免疫

沈降し、RNA-seq にて解析する (RIP-seq、

図 2)。 

 

③マクロファージ活性化における miRNA、

lncRNA の機能解析 

 機能的に重要と考えられる miRNA 及び

lncRNA の候補について、miRNA は anti-miR

及び miRNA mimic、lncRNA については

shRNA 及びアンチセンスオリゴ DNA を用

いて介入を行い、機能を解析する。培養マ

クロファージの刺激系を用いてその機能解

析を行う。 

 

④in vivo における意義の解析 

 in vivoにおいても機能的に重要な ncRNA

を同定することを目標とし、①項と同様の

グローバル解析を心血管系の組織に存在す

るマクロファージして行う。特に、正常心

臓と、圧負荷によって肥大した心臓等につ

いて検討する。このデータと①から③項の

解析結果を合わせることにより、in vivo に

おいて重要と考えられる ncRNA の絞り込

みを進める。 
 
４．研究成果 
 マクロファージに発現する長鎖非コード
RNA (lncRNA)と microRNA を RNA-seq 及
び、microRNA array によって多数同定した。
特に lncRNA については、1000 種以上の未
知 lncRNA を同定した。lncRNA の発現はコ
ード RNA の発現より細胞特異性が高く、ま
た、核に局在するものが比較的多かった。さ
らに LPS への応答性を示す lncRNA を多数
同定した。 
 lncRNA については、さらに PU.1 の
RIP-seq により、PU.1 を含む転写複合体と
結合する lncRNA を同定した。このうち特に
2 種類の lncRNA について、LPS へ応答し、
マクロファージ遺伝子の発現を制御するこ
とを見いだした。これらの lncRNA は心臓や
腎臓の傷害モデルで発現が誘導されており、
in vivo においても重要な機能を持つことが
考えられる。 
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