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研究成果の概要（和文）：本研究では，マイクロRNA(miRNA)のプロセシングに必須の酵素であるDicerを欠損さ
せることで，ほぼ全てのmiRNAを欠損するマウスと，特定のmiRNAを欠損するマウスを対象に，運動による骨格筋
毛細血管ネットワーク再構築におけるmiRNAの役割についての解析を行った．
 まず，薬剤誘導性にDicerを欠損させたマウスは，5週間以内に死亡したため，生命の維持においてmiRNAが重要
な役割を果たしていることが示唆された． 
一方，miR-23クラスターを欠損するマウスでは，運動による血管新生は正常であったため，血管新生における
miR-23クラスターmiRNAの役割は限定的であることが示唆された．

研究成果の概要（英文）：In this study, we determined exercise-induced angiogenesis in mice lacking 
almost all miRNAs by deleting Dicer, an enzyme essential for microRNA (miRNA) processing and in mice
 lacking specific miRNAs. 
First,  the tamoxifen-induced Dicer knockout mice died within 5 weeks after tamoxifen 
administration, suggesting that miRNAs play an important role in maintaining life.
With regard to analysis using specific miRNA-deficient mice, even in the mice lacking miR-23 cluster
 miRNAs  showed normal exercise-induced angiogenesis in response to endurance exercise training. 
These findings suggest that the role of miR-23 cluster miRNAs in exercise-induced angiogenesis in 
skeletal muscle  is limited.

研究分野： 筋生物学，メカノバイオロジー
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  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によってマイクロRNAが生命維持に必須であることが示唆された．このため，マイクロRNAの機能を解析す
ることは学術的にも社会的にも意義があると考えられる．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
身体運動が主に骨格筋の代謝を改善する事によって，糖尿病やメタボリックシンドローム等の

代謝性疾患の予防や治療に効果をもたらすことは一般に認知されているが，そのメカニズムに
関してはあまり理解が進んでいない． 
 骨格筋はヒトの体重の約 40％をも占める人体最大の組織であり（Rolfe & Brown, Physiol 
Rev, 1997），基礎代謝に要するエネルギーの約 30%が筋組織において消費され，運動時に増加
するエネルギーのほぼ 100%が消費される（Gallagher et al., Am J Physiol, 1998）．  
 骨格筋を構成する筋線維はその収縮・代謝特性によって遅筋と速筋に大別される（Schiaffino, 
Acta Physiol, 2010）．遅筋は速筋に比べ，インスリン感受性，糖・脂質をエネルギー源とする
好気的代謝に優れ，またこれらを栄養する毛細血管やミトコンドリアに富んでいるため，運動
がインスリン抵抗性を示す代謝性疾患の予防や治療に有効であるエビデンス（すなわち代謝性
疾患に対する運動療法の科学的根拠）は，持久的な運動による筋線維タイプの遅筋化に帰する
事ができると考えられる． 
図 1 に持久性運動による骨格筋遅

筋化に関連する表現型の時系列変
化を示す．遅筋型ミオシンやミトコ
ンドリア関連タンパクの増加は運
動開始 2 週間後から認められるの
に対し，骨格筋中毛細血管新生は運
動開始 1 週間後よりすでに認めら
れている（Waters et al., Am J 
Physiol Cell Physiol, 2004）．これ
らのことから，遅筋型骨格筋を誘導
するためには，遅筋型骨格筋を取り
巻く毛細血管新生が必要である可
能性が示唆される．しかし，骨格筋
組織を構成する，筋線維，筋衛星細
胞，血管内皮細胞等の細胞がどのよ
うな相互作用をすることによって，
その表現型を変化させるかについ
てはあまり理解が進んでいない． 
 申請者らは，これまでに運動をモデルに骨格筋の遺伝子発現を解析し，メカニカルストレス
依存性の細胞内情報伝達経路をいくつか特定してきた（Akimoto et al., Am J Physiol Cell 
Physiol, 2004; Akimoto et al., J Biol Chem, 2005）．またこの一連の研究を遂行中に，メカニ
カルストレスによって発現が変化するマイクロ RNA（miRNA）を見いだした（Wada et al., J 
Biol Chem, 2011; Russell et al., J Physiol, 2012）． 
 miRNA は約 23 塩基長ほどのタンパク質をコードしない RNA で，主に標的 mRNA の 3’
非翻訳領域（3’UTR）に結合し，翻訳阻害もしくは標的 mRNA を直接分解することで，その
標的遺伝子の発現を制御すると考えられている（Bartel. Cell, 2004）（図 1）．バイオインフォ
マティックス解析によると，全遺伝子の約 1/3 が miRNA によって制御されていると推測され
ている． 
 従来 RNA は細胞外に存在しえないと考えられていたが，最近，血液や尿をはじめとした体
液中において miRNA が安定して存在することが明らかにされ、細胞外に存在する分泌型の
miRNA が注目されるようになった．分泌型 miRNA はエクソソームと呼ばれる小胞や RNA 結
合タンパク質複合体に内包されて細胞外へ分泌され，周辺に存在する細胞や組織液を介して移
動し，標的細胞の遺伝子発現を制御することが示唆されている．これらのことから，分泌型
miRNA はホルモンやサイトカインと同様に細胞間コミュニケーションを担っていることが推
察される． 
 
２．研究の目的 
本研究では miRNA が骨格筋適応に果たす役割について，骨格筋組織中に張り巡らされている

毛細血管網と骨格筋の相互作用に着目し，これらの組織に由来する miRNA が持久性運動によ
る骨格筋中の毛細血管ネットワークの再構築および骨格筋の遅筋化に果たす役割について，遺
伝子改変マウスを用いて解析するとともに，血管および骨格筋におけるこれらの miRNA の毛
細血管ネットワークの再構築と骨格筋の遅筋化への寄与を明らかにする． 
 
３．研究の方法 
本研究ではまず，骨格筋の持久性運動適応おける miRNA の関与を概観するため，ほぼすべての

miRNA を血管内皮細胞において欠損するマウス（Dicer1 血管 KO）および骨格筋においてそれら
を欠損するマウス（Dicer1 筋 KO）を対象に，持久性運動による骨格筋適応を解析する．特に本
研究では，持久性運動による骨格筋における毛細血管ネットワーク再構成について詳細に検討
するため， 抗 CD31 抗体を用いて毛細血管を染色した骨格筋切片を対象として，骨格筋毛細血
管密度，骨格筋毛細血管新生（BrdU 使用），について蛍光顕微鏡を用いて観察する．また，動
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図 1．持久性運動による骨格筋の時系列変化の概念図 
持久性運動トレーニングによって骨格筋には様々な変化が起こ
る．まず，運動開始約 1 週間後に骨格筋中の毛細血管の新生が観
察される．次いで，運動開始 2 週間以降に骨格筋線維のミトコン
ドリア新生，遅筋型ミオシンへの筋線維タイプ移行が起こる．骨
格筋自体の機能的変化に先行して，骨格筋を取り巻く毛細血管の
新生が起こる事に注目した． 



脈リングアッセイを用いて血管内皮細胞の分化増殖活性を定量する．持久性運動適応のモデル
として，一過性のトレッドミル走行と持久性運動トレーニングを模した自発走を用いる． 
 全身性の Dicer1 の欠損マウスは胎生致死である（Harfe et al. Proc Natl Acad Sci U S A, 
2005）ため，本研究では Dicer1 floxed マウスを用いたコンディショナルノックアウトマウス
を実験に供する．Dicer1 floxed マウスはすでに B. Harfe 准教授(University of Florida)よ
り供与され，当研究室で維持されている．Harfe のグループからの報告（O'Rourke et al. Dev 
Biol, 2007）では，Dicer1 floxed と MyoD-Cre を交配して得られた骨格筋特異的 Dicer 欠損マ
ウスは生後すぐに死亡するとされている．このため Tie2-Cre マウス（熊本大学山村研一先生よ
り分与され，当教室で維持）あるいは，VE-cadherin-Cre マウス（医薬基盤・健康・栄養研究
所より寄託済）との交配によって，血管特異的 Dicer 欠損マウスを得る．一方，骨格筋特異的
Dicer 欠損マウスでは，Ckmm-Cre（当研究室で維持）と交配を行う．同時にタモキシフェン誘
導性に Cre リコンビナーゼ活性を発現する CAG-cre/Esr1*マウス（当研究室で維持）と Dicer1 
floxed マウスを交配し，成熟後タモキシフェンで全身性に Dicer1 を欠損させ，血管と骨格筋
の miRNA による相互作用を排除した実験に供する．タモキシフェン誘導性の Dicer1 欠損につ
いては当教室において，5日間，3 mg のタモキシフェンの投与により 80%以上の Dicer1 欠損を
認めている． 
 これら Dicer1 血管 KOマウスと Dicer1 筋 KO マウスを対象に，持久性運動による骨格筋適応
を解析する．具体的には、それぞれの欠損マウスおよびコントロールマウス対象に自発走を行
わせ，自発走前，１週間後，２週間後，４週間後にマウスを解剖し，骨格筋持久性運動適応の
表現型の時系列変化を解析する． 
 
４．研究成果 
マイクロ RNA(miRNA)のプロセシングに必須の酵素である Dicer を欠損させることで，ほぼ全

ての miRNA を欠損するマウスと，特定の miRNA を欠損するマウスを対象に，持久性運動による
骨格筋適応についての解析を行った． 
まず，Dicer1 floxed マウスと Tie2-Cre マウスとの交配によってごく少数の血管特異的 Dicer

欠損マウスを得たが，ほぼすべては胎生致死であった．このため，タモキシフェン誘導性に Cre
リコンビナーゼを機能させる CAG-Cre-ESR マウスと Dicer1 floxed マウスを交配し，産後全身
性に Dicer を欠損させることが可能なマウスを作出した．このマウスでは，全身の組織におい
て著名な Dicer1 mRNA の減少を認め，ほとんどすべての miRNA について，その減少を認めたも
のの，ほぼ全ての miRNA について，その減少は 10-50%であった.これまでの in vitro の研究で
は，miRNA の半減期は 24-48 時間とされている．これらのことから，miRNA を生体内に長期間維
持させる仕組みがあることが示唆された．また，このマウスはタモキシフェン投与後 5週間以
内に死亡したため，生命の維持において miRNA が重要な役割を果たしていることが示唆された．
次に，このマウスを用いて，運動による骨格筋毛細血管ネットワーク再構築における miRNA の
役割について検討したところ，予想に反して，運動による毛細血管新生は野生型マウスと同程
度であった． 
一方，特定の miRNA 欠損マウスを用いた解析に関して，miR-23 クラスターfloxed マウスと

Ckmm-Cre マウスとの交配により，骨格筋特異的 miR-23a/b クラスター欠損マウスを，Tie2-Cre
マウスとの交配により，血管特異的に miR-23 クラスターを欠損するマウスを得た．これらのマ
ウスを用いて，骨格筋持久性運動適応における これらの miRNA の役割についての解析を行った
ところ，両マウスとも持久性運動における血管新生は正常であった．これらのことから，運動
による骨格筋毛細血管 ネットワーク再構築における miR-23 クラスターmiRNA の役割は限定的
であることが示唆された． 
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