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研究成果の概要（和文）：我々は敗血症性多臓器障害に関し、miRNA補充治療の病態生理に対する役割を示し
た。in vitroにおいて炎症性サイトカインを抑制しうるmiRNAの評価を行い、miR-146aが最も効率よくサイトカ
イン分泌を抑制しうることを見つけた。盲腸結紮穿孔にて敗血症動物モデルを作成し、PEIをDDSとしてmiR-146a
発現プラスミドを投与した所、血中サイトカインレベル、臓器障害、生存率の改善を確認した。投与したプラス
ミドは主に脾臓に分布し、NF-kBの活性化抑制が見られた。実験結果より、miR-146aを脾臓マクロファージで発
現させることにより、過剰な全身炎症反応と臓器障害を抑制できると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We investigated the pathophysiological role of exogenously applied microRNA 
(miRNA) in sepsis-induced multiple organ injury. In vitro, we tested possible miRNAs which 
suppressed the production of pro-inflammatory cytokines. Of these, miR-146a displayed the highest 
suppressive effect. Sepsis was induced in mice via cecal ligation and puncture (CLP) and an 
intravenous injection of a complex of miR-146a-expressing plasmid and polyethyleneimine. Treatment 
with this complex significantly decreased the level of serum inflammatory cytokines, attenuated 
organ injury, and led to increased survival from sepsis. miR-146a-expressing plasmid was abundantly 
distributed in splenic macrophages. CLP mice treated with miR-146a displayed significantly decreased
 NF-κB activation in the spleen. The collective results support the conclusion that the induction 
of miR-146a expression in splenic macrophages prevents excessive inflammation and sepsis-induced 
multiple organ injury.

研究分野： miRNA

キーワード： miRNA　Toll like receptor
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研究成果の学術的意義や社会的意義
敗血症は全死亡率が高い重篤な疾患であるが、抗菌治療や、補液などに治療的なエビデンスがあるものの、新た
な治療法の開発は遅れ、生存率の改善は停滞している。我々はToll like receptorシグナルをmiRNAによって制
御するといった、全く新しいアプローチで治療を行った。
結果から全身投与したmiRNA発現ベクターは、主に脾臓マクロファージに取り込まれ、過剰なサイトカイン産生
を抑制し、生存率の改善に寄与していた。これは今後の核酸医薬の開発にとって、投与核酸の体内動態、作用を
探る上でも意義深い。また、miRNAは低分子医薬や抗体医薬と比べ安価に作成できるため、将来の治療応用にも
期待が持てる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）敗血症は全世界的にも罹患率、及び致死率の高い病態である。抗菌薬治療や補液による
循環の保持に一定の治療的エビデンスがあるものの、新たな治療方法の開発は遅れ、生存率の
改善は停滞している。その為、敗血症の病態理解を深めること、その上で新しい治療方法の開
発が待たれている。 
（２）敗血症は感染症が引き金になるものの、最終的には宿主の生体反応の統御不全によって
臓器機能不全に陥る状態であり、感染に対する生体の免疫反応を不足でも過剰でもなく、適切
にコントロールすることが肝要である。昨今敗血症に対し、Toll like receptor (TLR) シグナル
に着目し、低分子化合物による TLR シグナルの抑制を主眼においた臨床研究も行われたが、
現時点では奏功するに至っていない。 
（３）医療現場で用いる薬剤は、低分子化合物から遺伝子組換え医薬、そして昨今では抗体医
薬が目覚ましい進歩を遂げ、治療の枠組みを変えるに至っている。今後は iPS細胞やMSCと
いった細胞治療に加え、合成、大量生産が比較的安価な核酸医薬が脚光を浴びると考えられて
いる。microRNA (miRNA)は、アンチセンス医薬、人工核酸と異なり、本来生体内に備わった
自然の RNA 干渉機構であり、治療応用が期待される一方で、RNase 耐性や目的臓器への
deliveryの問題など、超えなければならない問題もある。 
 
２．研究の目的 
（１）miRNAが TLRの制御因子として有効に作用するかどうか、バイオインフォマティクス
を用いて、複数の候補となるmiRNAを選定し、効果を比較、選定する。 
（２）適切なドラッグデリバリーシステム (DDS) を確立し、生体内での臓器間の分布を評価
する。 
（３）マウスにおいて polymicrobial sepsis のモデルである盲腸結紮穿孔（cecum ligation and 
puncture; CLP）により敗血症を惹起し、miRNA による治療効果を、生存率、臓器障害、サ
イトカイン産生のレベルにおいて評価を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）TLRシグナルを負に制御する miRNAの探索 
in vitroにおいて、TLR/NF-κB経路を阻害する各種 miRNAを RAW264.7細胞に transfectionした
後に、1mg/mlの Lipopolysaccharide（LPS）にて刺激を行ない、蛋白及び遺伝子発現等の解析を
行う。 
（２）治療的 miRNA 発現プラスミドの投与と CLP モデルでの治療効果判定 
in vivo において、polyethyleneimine (PEI) を DDS として用い、（１）で選定した治療的 miRNA
発現 plasmid を、10-12 週齢の雄性 C57BL/6 マウスに経静脈投与する。Plasmid 投与 7日目に、
CLPにより敗血症を誘導し、生命予後、臓器障害の重症度の解析を行う。 
（３）投与した miRNA 発現 Plasmid の生体内分布 
Enhanced green fluorescence protein（EGFP）をコードした miRNA 発現 plasmidを投与し、臓器の
組織切片で体内分布を捉えるとともに、ex vivo imaging を用いて、網羅的な解析を行う。ま
た、より詳細な評価として、細胞表面マーカーを用いて特定の細胞の選択的抽出を行い、取り
込まれた細胞の種類を特定する。 
 
４．研究成果 

（１）in vitro における、各種 miRNA の LPS 刺激に対する効果  

TLR/NF-κB 経路を抑制し得る miRNA を選択し、miR-16、miR-126、
miR-146a 、 miR-200b または miRNA の scramble control を
transfection した RAW264.7 細胞を LPS で刺激した。miR-146a 導
入群において、最も interleukin-6（IL-6）及び tumor necrosis 
factor-alpha (TNF-α)の産生が
抑制された(図 1)。miR-146a は細
胞内において、Interleukin-1 
receptor-associated kinase 1
（ IRAK-1 ）と tumor necrosis 
factor receptor-associated 
factor 6（TRAF6）の抑制を介し
て、NF-κBの転写活性を抑制していた。(図 2) 

（２）miR-146a 発現 plasmid による敗血症抑制効果 

miR-146a 発現 plasmid または empty plasmid と PEI の混合
物をマウスに経尾静脈投与し、CLP によって敗血症を誘導し
た。miR-146a 発現 plasmid 投与群で生存率の改善を認めた
(図 3)。また、臓器障害の評価については、同群における
CLP24 時間後の血清において blood urea nitrogen、
creatinine 、 aspartate aminotransferase 、 alanine 



aminotransferase、lactate dehydrogenase の有意な抑制を認
めた。また、同群において CLP24 時間後の IL-6、TNF-α、
monocyte chemoattractant protein 1（MCP-1）の有意な抑制
を認めた。 

（３）plasmid/PEI の臓器分布 

ex vivo imaging において、投与された miR-146a/PEI 混合物
は主に脾臓と肝臓への分布を認めた。各臓器の免疫染色にお
いて、EGFP 陽性細胞は脾臓において他臓器より有意に多く認
めた。また、脾臓組織の免疫染色において、単球系マーカー
CD68と EGFPの共局在を認めた。さらにmiR-146a発現plasmid
投与群において、F4/80 陽性細胞での miR-146a の発現亢進と
EGFP の発現を認めた(図 4)。Empty plasmid 投与群では F4/80
陽性細胞において EGFP の発現は認めたが、miR-146a 発現亢進
は認めなかった。 

（４）脾臓における炎症及び apoptosis 

miR-146a発現plasmid投与群の脾臓において、CLP24時間後のIL-6発現と、CLP6時間後のNF-κB
活性の抑制を認めた。また、apoptosis の評価として CLP24 時間後に脾臓の cleaved caspase-3
免疫染色及び TdT-mediated dUTP nick and label (TUNEL)染色を行なったところ、miR-146a
発現 plasmid 投与群において cleaved caspase-3 陽性細胞及び TUNEL 陽性細胞数の有意な低下
を認めた。 

（５）腎臓における炎症及び組織障害 

CLP24 時間後の腎組織は、miR-146a 発現 plasmid 投与群において尿細管障害の抑制、尿細管に
おける neutrophil gelatinase-associated lipocalin（NGAL）発現の抑制、Ly6B 陽性細胞の浸
潤抑制、IL-6の発現抑制を認めた。一方、miR-146a発現plasmid投与群の腎臓におけるmiR-146a
の発現亢進及び EGFP の発現は認めなかった。 

（６）脾臓摘出後 CLP マウスに対する miR-146a 発現

plasmid の効果 

Plasmid 投与の 7日前に脾臓摘出を加え、plasmid 投与
7 日後に CLP によって敗血症を誘導した。脾臓摘出が
加わると、miR-146a 発現 plasmid 投与により見られた
生存率改善効果、臓器障害抑制効果、炎症抑制効果は
認められなかった(図 5) 
 
以上から脾臓マクロファージへの miR-146a 導入が敗血症病態を抑制することを示した。本研究
結果により、miRNA と PEI を用いた脾臓マクロファージをターゲットとした敗血症治療の可能
性を示した。 
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