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研究成果の概要（和文）：マウスに対する虚血プレコンディショニングが施行されて24時間後の血液中のエクソ
ソームに含有されているmicroRNAの発現レベルの変化が網羅的に解析された。胸部ステントグラフト内挿術を受
ける患者に対して、術前に虚血プレコンディショニングが施行された患者と施行されなかった患者の術前と術後
24時間におけるエクソソームに含有されているmicroRNAが網羅的に解析された。血管新生に関与するANGPT1を抑
制することが報告されているmicroRNAは虚血プレコンディショニングが施行された患者で発現が下がっているこ
とが観察された。

研究成果の概要（英文）：GDF15 is known as one of ischemia-reperfusion protective factors. The GDF15 
expression level in CD34-positive bone marrow cells was higher compared to CD34-negative bone marrow
 cells and PBMNC in C57BL/6 mice. Ischemic preconditioning was performed in abdominal aorta of mice.
 MicroRNAs was extracted from plasma exosomes at 24 hour after IPC. MicroRNA microarray analyses 
were performed using miRNA Oligo chip. IPC was performed for patients undergoing thoracic stent 
graft. MicroRNAs was extracted from serum exosomes before surgery and at 24 hour after IPC. MicroRNA
 microarray analyses were performed using miRNA Oligo chip.　Expression level of one microRNA 
targeting ANGPT1 was downregulated in IPC treated patients undergoing thoracic stent graft.  

研究分野： 心臓血管外科
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
胸部大動脈病変に対する治療法として、従

来の手術法（人工血管置換術）とステントグ
ラフト内挿術がある。これらの治療法は確立
された方法であるが、重篤な合併症として脊
髄梗塞による対麻痺が一定の確率（人工血管
置換術：10〜15%、ステントグラフト内挿術：
2〜3%）で発生し、患者の QOL および予後に
影響を与えてしまう(J Thorac Cardiovasc 
Surg. 2003;126:1288-94、J Vasc Surg. 
2007;46:1103-1110; discussion 1110-1、
Circulation. 2008;118:808-17)。 
これまでに、短時間の虚血を繰り返し行う

（ischemic preconditioning : IPC）ことに
より、虚血に対する抵抗性を獲得するという
報告があり、虚血性心疾患に対する冠動脈病
変に対する治療施行時に応用されている(J 
Am Coll Cardiol. 2009;53:1814-22、Lancet. 
2010;375:727-34、Circ Cardiovasc Imaging. 
2010;3:656-62)。 
  
２．研究の目的 

IPCが虚血再灌流障害に対して有する臓器
保護作用の機序解明の為に、エクソソームに
含有されている microRNA の発現をマウス
とヒトで解析する。 
 
（１）マウス脊髄虚血再灌流障害モデルにお
ける IPC によるエクソソームに含有されて
いる microRNA の網羅的解析 
 
（２）胸部ステンドグラフト内挿術を受ける
患者における IPC によるエクソソームに含
有されている microRNA の網羅的解析 
 
３．研究の方法 
（１）マウス IPC モデル作製 
イソフルラン麻酔下でC57BL/6マウスの腹部 
大動脈を 5分間 taping 後に、5分間再灌流す 
るサイクルを合計 3回行った。 
 
（２）マウス CD34 陽性骨髄細胞採取・単離 
 マウス大腿骨から採取した骨髄細胞に対 
して rat 抗マウス CD34 抗体を on ice で後、 
抗rat IgG マイクロビーズ抗体を反応させて 
磁気カラムを使用して、骨髄細胞を CD34 陰 
性と CD34 陰性に分けた。 
 
（３）ヒト IPC プロトコル 
 上腕部に cuffを巻き、5分間虚血（200 mmHg 
の圧）と 5分間再灌流を 4サイクル行う 
(Lancet. 2009;374:1557-65)。胸部ステント
グラフト内挿術を受ける患者 3 名の中で、2
名は術直前に IPC を実施し、1 名は IPC 無処
置とした。術前、術後 24 時間に採血した。 
 
（４）マウスエクソソーム単離 

IPC をして 24 時間後に、EDTA で採血して 
遠心分離により、血漿を回収した。Total 
Exosome Isolation Kit (from plasma) 

(Theromo Fisher SCIENTIFIC)を使用してエ
クソソームを単離した。 
 
（５）ヒトエクソソーム単離 
 血清作製用採血管を使用して血清を回収
し、Total Exosome Isolation (from serum) 
(Theromo Fisher SCIENTIFIC) を使用してエ
クソソームを単離した。 
 
（６）microRNA 単離・網羅的解析 
エクソソームから Total Exosome RNA and 

Protein Isolation Kit (Theromo Fisher 
SCIENTIFIC)を用いて単離されたmicroRNAは
miRNA Oligo chip（東レ）で解析された。 
 
４．研究成果 
（１）CD34 陽性骨髄細胞における GDF15 発現 
 は虚血再灌流障害に対して保護作用を有
する GDF15 は、ヒト CD34 陽性内皮前駆細胞
で発現しており(PLoS One 2011;6,:e23210、
NatMed 2011;17:581–588)、IPC 後に CD34 陽
性骨髄細胞が末梢血中に動員されることか
ら(J Am Coll Cardiol. 2009;53:1814-22)、
マウス CD34 陽性骨髄細胞における GDF15 の
発現を確認した。CD34 陽性骨髄細胞における
GDF15 mRNA の発現レベルは、CD34 陰性骨髄
細胞、骨髄、末梢血単核球より高く（図１上）、
GDF15タンパクもCD34陽性骨髄細胞において
高い結果であった（図１下）。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１ CD34 陽性骨髄細胞における GDF15 発現 
 
 
 
 
 



Table 2 

Name sham IPC fold change

mmu-miR-875-5p 16 59 3.62

mmu-miR-98-3p 38 131 3.44

mmu-miR-126-3p 20 67 3.28

mmu-miR-670-5p 19 60 3.20

mmu-miR-411-5p 19 56 2.92

mmu-miR-344-5p 20 58 2.87

mmu-miR-3058-3p 17 44 2.62

mmu-miR-1249-5p 20 50 2.50

mmu-miR-686 19 48 2.47

mmu-miR-146a-5p 18 44 2.46

mmu-miR-488-5p 16 39 2.43

mmu-miR-3073a-5p 19 42 2.16

mmu-miR-7a-2-3p 18 39 2.16

mmu-miR-3961 20 43 2.13

mmu-miR-33-3p 17 35 2.11

mmu-miR-30b-3p 17 35 2.08

mmu-miR-652-3p 18 36 2.06

mmu-miR-125b-1-3p 16 33 2.01

Table 1

Name sham IPC fo ld change
mmu-miR-3067-3p 433 33 0 .08
mmu-miR-6366 198 21 0 .11
mmu-miR-2861 836 90 0 .11
mmu-miR-711 412 53 0 .13
mmu-miR-5126 1447 196 0 .14
mmu-miR-3960 796 109 0 .14
mmu-miR-3072-5p 281 42 0 .15
mmu-miR-2137 865 135 0 .16
mmu-miR-762 319 62 0 .19
mmu-miR-149-3p 136 28 0 .20
mmu-miR-5112 168 40 0 .24
mmu-miR-6538 169 44 0 .26
mmu-miR-744-5p 63 18 0 .28

Table 3 Table 4
hsa-miR-106a-3p hsa-miR-204-3p
hsa-miR-642b-3p
hsa-miR-663a
hsa-miR-671-5p
hsa-miR-1233-5p
hsa-miR-4442
hsa-miR-4532
hsa-miR-4687-3p
hsa-miR-4763-3p
hsa-miR-6503-3p

（２）マウスにおける IPC 後のエクソソーム
中の microRNA の発現変化 

 IPC を 24時間後と sham における microRNA 
の発現を網羅的に解析した。Table 1 は IPC 
により発現が 0.3 以下になった microRNA。 
Table 2 は IPC により発現が 2倍以上がっ 
た microRNA。 

 
（３）胸部ステントグラフト内挿術を受ける

患者に対するIPC後のエクソソーム中
の microRNA の発現変化 

 術前に IPC施行して胸部ステントグラフト
内挿術を受けた患者 2 名(IPC 患者)と IPC 無
処置で胸部ステントグラフト内挿術を受け
た患者 1 名(無処置患者)の術前と術後 24 時
間におけるエクソソーム中の microRNA を解
析した。術後 24 時間で、無処置患者と比較
して IPC 患者で発現が上がった microRNA は
10 個(Table 3)、発現が下がった microRNA は
1 個あった(Table 4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

発 現 が 下 が っ た microRNA で あ る
miR-204-3p は血管新生に関与する ANGPT1 を
抑制することが報告されていた (Invest 
Ophthalmol Vis Sci. 2014;55:4295-303、Sci 
Rep. 2016;6:34504.)。 
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