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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、老齢個体において減少する血中miRNAの生理学的な意義を明らかに
することである。老齢マウスおよび若齢マウスを用いた血中および組織におけるmiRNA発現プロファイル解析か
ら、老齢マウスの血中で減少しかつ筋組織においても減少するmiRNAとしてmiR-199a-3pを見出すことに成功し
た。またin vitroおよびin vivoでのmiRNA導入実験を行ったところ、当該miRNAが筋分化や筋再生を促進するこ
とを示唆する結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：Extracellular miRNAs, such as plasma circulating miRNAs, have been studied 
as a cell-cell communication factor and a useful biomarker. However, it remains unknown about plasma
 miRNAs involving aging and physiological significance of the miRNAs. 
In this study, we revealed that many miRNAs involving muscle differentiation were preferentially 
present in young mice plasma, compared to older mice plasma. Additionally, miR-199a-3p, a miRNA that
 were decreased in older mice plasma and muscle tissue, had the potential of inducing myogenic 
differentiation. In vivo analysis using miR-199a-3p mimic suggested that this miRNA might have 
potential for acceleration of muscle regeneration and control of muscle hypertrophy. 

研究分野： 分子生物学、細胞生物学

キーワード： マイクロRNA　miRNA　細胞外分泌小胞　骨格筋　筋分化　血中セル・フリー核酸　老化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで老化と血中miRNAとの関わりについてほとんど不明であった。本研究では、若齢マウスに豊富に含まれ
るmiRNAの一つとしてmiR-199a-3pを見出すこと、そして、当該miRNAが筋分化促進性miRNAであることを明らかに
することができた。本成果は老化関連性の血中miRNAを新たに発見したという点、筋分化制御機構に関わる新た
なmiRNAを見出したという点から学術的意義は高いと考えられる。また、当該miRNAについてより詳細な作用機序
の解明を進めていけば、将来的に、筋損傷後の回復を早めるための補助剤としての応用が期待できる。したがっ
て、本研究成果は社会的意義も大きいと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
マイクロ RNA (miRNA)は約 20 塩基長の機能性 RNA の一つであり、主に標的遺伝子の翻訳

抑制を仲介することで遺伝子発現制御に関わっている。これまで国内外の多くの研究から、組織
特異的に発現する miRNA や分化ステージで時期特異的に発現する miRNA が明らかとなって
きている。それらの知見に加え、近年 miRNA は細胞外に分泌され血液などの体液中に含まれる
こともわかっており、細胞間の情報伝達分子やバイオマーカーとして注目を浴びている。 
しかしながら、老化と血中 miRNA との関係性については未解明な部分が多い。老化は様々な

組織機能の低下をもたらし、それが各組織で合成される分子の血中量に反映されると予想され
る。老化により血中で減少する組織特異的 miRNA を見出すことができれば、それらを特定の組
織機能低下を反映する老化の指標として活用できるかもしれない。この点に着目して実施した
パイロット実験により、骨格筋で高発現する miRNA（e.g. miR-1）が老化マウスの血中で減少
することをこれまで見出している。しかしながら、一部の miRNA を対象とした発現解析にとど
まっており、どのような組織で発現する miRNA が老化によって血中量の減少が見られるのか、
その全体像は不明であった。また、老齢個体で変動する血中 miRNA の生理学的な意義について
はほとんど解析がなされていない。血中 miRNA の生理学的な意義を明らかにすることが出来
れば、個体レベルでの老化制御の更なる理解に繋がると考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は、①老化による特定組織の機能低下を感知する血中 miRNA を見出すこと、そして②

老化によってその miRNA の血中量が減少する原因ならびに生理学的な意義を明らかにするこ
とを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
1) 老齢個体の血中において減少する miRNA の特定とその働き 
若齢マウス（６～７週齢）および老齢マウス（２年齢）の血漿から抽出した RNA を用いて、

miRNA を対象としたマイクロアレイ実験により発現プロファイル解析を行った。 
そして、老齢マウスで減少した（若齢マウス血漿中で多く含まれていた）miRNA の導入効果につ
いて、マウス培養細胞株を用いた in vitro 実験により解析した。 
 
2)マウスを用いた個体レベルでの解析 
老齢マウス血漿で減少した miRNA の中でも、1)で細胞株に対し強い作用を示した miRNA に着

目した。該当する miRNA の中でも老齢マウスの特定組織において減少する miRNA を対象とし、マ
ウス個体への投与実験など in vivo での解析を進めた。 
 
 
４．研究成果 
(1) 血中 miRNA の発現プロファイル解析 
血中 miRNA の発現プロファイル解析から、老齢マウスと比べ、若齢マウスで発現レベルが高い

miRNA の中には、miR-1, miR-133a, miR-26a, miR-214 といった筋分化に関わる miRNA が多く含
まれることを見出すことができた。 
この結果から、若齢マウス血清は、老齢マウスの血清と比べて、筋分化誘導能を有するのでは

ないかと推察した。そこで、若齢マウスあるいは老齢マウスの血清を含ませた分化用培地で
C2C12 細胞を筋芽細胞への分化を誘導させたところ、若齢マウス血清で培養した方が筋分化マー
カーMyog の発現が誘導されることがわかった。 
 

(2) 若齢マウス血漿中に多く含まれていた miRNA の筋芽細胞株への導入実験による評価 
若齢マウス血漿中に多く含まれていた miRNA の mimic を C2C12 細胞に導入し、低血清培地に

おいて分化誘導させた。その結果、miR-1 といった既知の筋分化誘導性の miRNA の導入によって
筋分化マーカーの発現上昇が認められた。加えて、興味深いことに、これまで筋分化誘導能を持
つことが知られていなかった miR-199a-3p を導入した場合、既知の筋分化誘導性 miRNA よりも
筋分化マーカーの発現が強く誘導されることを見出した。さらに解析を進めたところ、miR-199a-
3p は Lin28b や Suz12 を標的とすることで筋分化の促進に寄与することが示唆された。 
 

(3) マウス損傷筋への miRNA 局所投与実験 
当初、以前の研究から老齢マウスの血漿で減少が見られることが既に分かっていた miR-1 に

ついてマウスへの投与実験を実施する予定であった。しかし、本研究の miRNA 発現プロファイル
解析から miR-199a-3p が老齢マウス血漿で減少すること、そして、in vitro 実験から当該 miRNA
が強い筋分化誘導能を有することがわかった。また、若齢マウスと老齢マウスの各組織における
miR-199a-3p の発現レベルを調べたところ、当該 miRNA は筋組織で高い発現レベルを示し、老齢
マウスの同部位においてはその発現が顕著に低下することも明らかとなった。一方、筋分化に関
わる代表的な miRNA である miR-1, miR-133a は老齢マウスの筋組織でもほとんど発現に変化が



見られなかったことから、筋組織で高発現する miRNA の中でも miR-199a-3p は老化によって減
少する miRNA であるといえる。さらに、in vitro 実験から、筋細胞の培養上清中には miR-199a-
3p が含まれることも確認することができた。したがって、老齢マウスの血漿で miR-199a-3p が
減少する原因として、筋組織における miR-199a-3p の発現低下とそれにともなう miRNA 分泌量
の低下が可能性として考えられる。老化によって組織からの当該 miRNA の血中分泌量が低下し
ているのかどうかは今後さらに解析していく必要はあるが、miR-199a-3p は少なくとも老化によ
って血中だけでなく筋組織においても減少する細胞分泌性 miRNA であると考えられる。そのた
め、当初の方針を転換し、今後は miR-199a-3p について解析を進めていくこととした。 
 
筋組織は、損傷を受けた後に筋分化を伴う筋再生によって回復する。そこで、筋再生過程にお

いて、miR-199a-3p が寄与するのかどうか miRNA 局所投与実験によって調べた。具体的には、塩
化バリウム溶液によって若齢マウスの前脛骨筋に損傷を起こした翌日、miR-199a-3p を同部位に
注射し、その後の経過を調べた。結果、miR-199a-3p を投与した方が、コントロール RNA に比べ
て、損傷 3日目の同部位における筋分化マーカーMyog の mRNA レベルが上昇していた。また、損
傷 10 日目において前脛骨筋を摘出し筋横断面積を調べたところ、miR-199a-3p 投与マウスで筋
横断面積の増大も見られた。以上のことから、miR-199a-3p は筋再生の促進に寄与する可能性が
示唆された。 
 
（4）老齢マウスへの miRNA 投与実験 
前述の通り、若齢マウスと比べて老齢マウスでは血漿中および筋組織における miR-199a-3p が

減少している。そこで、老齢マウスへの miR-199a-3p 全身投与実験を行いその効果を調べた。全
身投与 1 週間後に前脛骨筋を摘出し筋横断面積を調べたところ、コントロール RNA を投与した
場合と比べ、筋横断面積の増大が見られた。また老齢マウス前脛骨筋への miR-199a-3p 局所投与
実験も行った。投与 2日目の同部位における筋横断面積を調べたところ、同様に筋横断面積の増
大が見られた。このことから、血中ならびに筋組織における miR-199a-3p 量の調節は、筋組織の
肥大化の制御に関わる可能性が示唆された。 
 
 
今回の研究をまとめると、老齢マウス血中では筋分化関連 miRNA をはじめとする miRNA の発

現レベルは減少し、その中の一つである miR-199a-3p は筋分化制御において寄与することが示
唆された。また、miR-199a-3p は老齢マウスの血中だけでなく筋組織においても発現低下してい
ること、そして、筋細胞は miR-199a-3p を分泌するポテンシャルを持つこともわかった。さら
に、老齢マウスへの局所投与・全身投与実験によって、miR-199a-3p は筋組織に作用することが
示唆された。今後、この当該 miRNA による筋組織への作用がどのような遺伝子の発現を制御する
ことで生じているのか、そして、当該 miRNA が老齢マウス個体の前脛骨筋以外の筋組織にも作用
するのかについてさらに研究を進めていく必要があると考えられる。 
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