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研究成果の概要（和文）：タンパク質に翻訳されないマイクロRNA(miR)は、短いRNAであり、遺伝子発現を精巧
に調節する。マウスを用いた研究からmiR-33aがHDL-Cを低下させ、動脈硬化に関わることが明らかとなってきた
が、ヒトにはこれに加えてmiR-33bが存在し、その生体機能はこれまで不明であった。今回、この miR-33bが、
動脈硬化症において役割を果たしていることを明らかにした。動脈硬化モデルを用いて調べたところ、miR-33b
が、HDLコレステロール合成や炎症形成に関わり動脈硬化発症・進展を増悪させた。これらの結果から、miR-33b
は新規治療標的になりうると示唆される。

研究成果の概要（英文）：Small non-coding RNA, called microRNA (miR), regulate gene expression 
precisely and it has been clear that microRNAs are involved in various kinds of disease mechanisms. 
Previously, we showed that miR-33a which is located in the intron of SREBP2 regulates intracellular 
cholesterol homeostasis and HDL cholesterol formation and atherosclerotic formation in mouse. Human 
have another family member of miR-33, miR-33b in addition to miR-33a. The function of miR-33b 
remains largely unknown. In this study, we explored the impact of miR-33b on atherosclerosis 
formation. miR-33b knock-in under apoE deficient mice background showed increased atherosclerosis 
formation via down-regulation of serum HDL levels and phenotypic changes of macrophages. These 
results indicated that miR-33b could become the new target of the arteriosclerosis treatment.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
動脈硬化症は心血管疾患の主因の一つである。現在の治療法は、高血圧・脂質代謝異常・耐糖能異常等の危険因
子への介入である。超高齢化社会である我が国では未だ心血管疾患は主要な死因であり、新規予防法・治療法の
開発が不可欠である。特に、HDL-コレステロールの増加や、慢性炎症の抑制を目指す治療法が期待されるものの
詳細な分子機構が未解明であり、実現に至っていない。今回内在性の小さなRNAの一つ、miR-33bがHDL-コレステ
ロール合成やその機能、また炎症細胞を介して炎症形成に重要であること、結果的に動脈硬化を進展させること
を明らかとした。今後、miR-33bの抑制が新たな動脈硬化治療法として期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
脂質代謝のホメオスタシス維持は、細胞・個体レベルにおいて生命維持、エネルギー代謝維持
に重要である。脂質代謝の転写因子レベルでの制御因子として SREBP2, SREBP1 が同定され、動
脈硬化、肥満、高脂血症等の生活習慣病における役割が解明されてきた。 
近年、microRNA(miR)とよばれる 20塩基程度の短いノンコーディング RNA がさまざまな疾患に
関わることが明らかとなってきた。miR は塩基配列相補性を示すメッセンジャーRNA の 3’非翻
訳領域に直接結合し、その発現を負に制御する。 
申請者らは、脂質代謝に関わる miR-33 の研究を進めてきた。miR-33 には miR-33a、miR-33b
の 2 種類があり、それぞれ SREBP2, SREBP1 のイントロンに存在する。miR-33 の主な標的遺伝
子は、HDL-C 合成の律速段階の ABCA1 であり、miR-33a 欠損マウスでは、ABCA1 の発現が増加し、
血清 HDL-C 値が上昇した(Horie T, et al. PNAS 2010)。また、miR-33a 欠損マウスでは、動脈
硬化形成が抑制された(Horie T, et al. J Am Heart Assoc 2012)。 
しかし、miR-33b は、ヒトには存在するものの、マウス等のげっ歯類には存在せず、生体内に
おける機能解析は困難であった。さらに、高脂肪食負荷した miR-33a 欠損マウスが肥満、脂肪
肝を示し(Horie T, Nishino T, et al. Nat commun. 2013)、全身での長期 miR-33a 抑制が治療
応用の際に、副作用をもつ可能性が示唆されたことから、miR-33a/b の in vivo での機能評価
が必要となってきた。 
 
２．研究の目的 
miR-33 は動脈硬化治療の新規治療標的とな
りうる。しかし、ヒトへの臨床応用を考える
場合、上述のように、miR-33b の機能解析は
不可欠である。 
さらに、miR-33a がマウス体内において、ホ
スト遺伝子である SREBP2 と協調的にコレス
テロール代謝遺伝子を制御したことから、
miR-33bもホスト遺伝子であるSREBP1と協調
的に何らかの機能を示すと仮説を立てた。そ
こで、miR-33b を有するモデル動物として、
マウス Srebf1 のヒトと同一イントロンにヒ
ト miR-33b を挿入した miR-33b ノックイン
(miR-33b+/+)マウスを作成した(Horie T, 
Nishino T, et al. Sci Rep. 2014)(図 1)。 
本研究では、このモデルを主に用いて、生体内での miR-33a/b の生理的機能と動脈硬化症での
役割を解明する。またヒトの動脈硬化巣サンプルでも miR-33a/b の発現について検討すること
とした。 
これらの知見を新たな脂質異常改善、動脈硬化抑制に働く新規治療薬の開発へとつなげること
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
これまでの研究から、miR-33 欠損マウスでは、肝臓やマクロファージなどの組織における標
的遺伝子 ABCA1 の上昇、血中 HDL-C の上昇を介して、抗動脈硬化作用を示すことを明らかにし
た。 
本研究では、miR-33b+/+マウスを用いて、以下の点に注目して生体内における miR-33b の動脈
硬化形成に関わる役割を詳細に検討した。 
(1) miR-33b+/+マウスの生理状態での miR-33a/b の発現と機能 
(2) 動脈硬化症病態モデルでの検討 
① ヒト動脈硬化巣サンプルでの miR-33a/b の発現 
② 動脈硬化症病態モデルとして、ApoE 欠損マウスと交配したモデルでの評価 
③ 肝臓、マクロファージにおける miR-33b の機能評価。さらに、骨髄移植モデルを使用
して、血球系細胞と非血球系細胞における miR-33b の動脈硬化における影響を区別して評
価。 

 (3) miR-33a/b を選択的に制御する新規核酸製剤の開発 
 
４．研究成果 
(1) miR-33b+/+マウスの生理状態での miR-33a/b の発現と機能 
ノックインした miR-33b はホスト遺伝子 Srebf1 と共に発現調節を受けた。また、miR-33b の
発現レベルは、各臓器においてヒト FANTOM5 のデータと比較しても生理的に許容な範囲であ
ることを確認した。結果として、通常食下で血清 HDL-C 値が野生型に比べて約 35％低下した。
また、高脂肪食負荷においても同様の血清 HDL-C 値の低下を認めた。 
(2) 動脈硬化症病態モデルでの検討 
① ヒト動脈硬化巣サンプルでの miR-33a/b の発現 
内頚動脈狭窄症患者からの病変部摘出サンプルを用いて、miR-33a/b の発現量解析を行な



った。miR-33a/b ともに、動脈硬化プラークが豊富な病変部で高発現していることを明ら
かにした。動脈硬化形成進展に miR-33a/b が関わることが示唆された。 
② 動脈硬化症病態モデルとして、ApoE 欠損マウスと交配したモデルでの評価 
miR-33b+/+Apoe-/-マウスにおいて miR-33b-/-Apoe-/-マウスと比べて、動脈硬化巣の形成が増
悪した。さらに、プラーク内の炎症細胞の浸潤やアポトーシスの増加、これによる壊死性
コアの増大を認めた。よって、miR-33b が心血管イベント発症と相関する不安定プラーク
形成・進展に関わる可能性を明らかにした。 
③ miR-33b の肝臓、マクロファージにおける機能評価 
③-1、肝臓における miR-33b の役割の解明 
ヒト FANTOM5 のデータと同じく、肝臓での miR-33b の発現量は miR-33a と比べ、5〜8 倍
多かった。HDL-C 形成の律速段階となる ABCA1 の有意な低下を認めた。また、脂肪酸の
β酸化等に関わる、他の標的遺伝子群の抑制も認められた。 
さらに、機能的な観点からも、放射性同位元素 3H を用いたトレース実験から、miR-33b+/+

マウスにおいて余剰コレステロールの体外排泄が抑制されていることを明らかにした。 
③-2、マクロファージにおける miR-33b の役割の解明 
動脈硬化巣での炎症細胞浸潤の増加から、その主役であるマクロファージに着目した。
miR-33b が標的遺伝子 ABCA1/G1 の抑制を介して、余剰コレステロールの増加による脂質
ラフトの増加が、炎症性シグナルを増強することを明らかにした。 
さらに骨髄移植実験の結果から、血清脂質プロファイルに関わらず、マクロファージの
miR-33b が動脈硬化形成を悪化させることを示した。 

(3) miR-33a/b を選択的に制御する新規核酸製剤の開発 
miR-33a/b の塩基配列は標的遺伝子を定めるシード配列は同一であるが、その直後の 2 塩
基に相違がある。この 2塩基に着目して、相補的な核酸アナログを複数作成し、miR-33a/b
との結合力を元にスクリーニングを行なった。その結果、miR-33a、miR-33b それぞれに特
異的な核酸アナログの開発に成功した。Ex vivo マクロファージに対して炎症刺激を加え
て、miR-33b 抑制核酸製剤を投与したところ、miR-33b を選択的に抑制し、炎症性サイト
カインの発現を抑制できることを明らかにした。今後、in vivo の動脈硬化モデルに対し
て投与して、その効果評価を行いたいと考えている。 
 
これらの結果から、miR-33b を抑制すること
で、 HDL-コレステロール増加、マクロファ
ージのコレステロール引き抜き能を改善し、
抗動脈硬化作用を示したと考えられた(図 2
参照、Nishino T et al, Arterioscler Thromb 
Vasc Biol. 2018 より改変)。 
従って、 miR-33b の制御は、新規動脈硬化
治療法に対する標的となりうると考えられ
た。さらに、今回開発した、選択的に miR-33b
を抑制可能な核酸製剤は、in vivo 病態モデ
ルにおける効果評価や副作用評価など、さら
なる研究が必要ではあるが、臨床応用に向け
ての有力な候補薬剤の一つであると考えら
れる。 
なお、上記の内容は Arterioscler Thromb Vasc Biol.に報告した。（下記の主な発表論文等の雑誌
論文 3参照） 
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