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研究成果の概要（和文）：脂肪細胞特異的miR-221/222ノックアウトマウス(miR-221/222AdipoKO)は野生型マウ
スと比較して肥満や耐糖能異常が改善した。精巣周囲脂肪組織の遺伝子発現解析および3T3L1細胞を用いた3’非
翻訳領域のレポーターアッセイによりmiR-221/222のターゲット遺伝子として
DNA-damage-inducible-transcript4(Ddit4)を同定した。Ddit4はmTOR活性の抑制因子として報告されている。
miR-221/222AdipoKOの脂肪組織ではDdit4の蛋白発現量が上昇しており、mTOR活性が抑制される事で肥満が改善
する事が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Adipose tissue specific miR-221/222 knockout mice were protected from diet 
induced obesity. Gene chip analysis of epididymal fat tissue and luciferase reporter assay  revealed
 miR-221/222 target DNA-damage-inducible-transcript4(Ddit4). Ddit4 is known as a negative regulator 
of mechanistic target of rapamycin (mTOR) which positively regulate cell growth and proliferation. 
Ddit4 protein expression were enhanced in the epididymal fat of miR-221/222AdipoKO. 
MiR-221/222AdipoKO is protected from diet induced obesity through the repression of mTOR via 
miR-221/222 targeting Ddit4.

研究分野： 糖尿病

キーワード： microRNA　メタボリックシンドローム　糖尿病

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脂肪細胞特異的miR-221/222ノックアウトマウスは食事誘導性肥満に抵抗性を示す事から、miR-221/222のメタボ
リックシンドロームにおける役割やその主たるターゲット遺伝子を明らかする事により、miR-221/222Antagomir
が肥満症、2型糖尿病、メタボリックシンドロームに対する治療法となり得る。また、マウス、ヒト血清中の
miR-221/222濃度を検討する事により、糖尿病診断や予後予測のバイオマーカーとしての意義を検討する。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ヒトの蛋白質をコードするほとんどすべての遺伝子の発現は microRNA（以下 miRNA）による制御
を受けていると考えられ、癌、メタボリックシンドローム、自己免疫疾患、アルツハイマー病、
パーンソン病など多くの疾患において miRNA の発現パターンが変化していることが分かってい
る。さらに、血清中において miRNA は RNase に破壊されることなく安定して存在することが報告
され、miRNA は他の細胞に取り込まれ細胞内 miRNA として機能し細胞間コミュニケーションにか
かわっていると考えられている。そこで我々は肥満の病態形成に関わる miRNA を同定するため
に、食事誘導性肥満マウスの血清、肝臓、脂肪組織の miRNA 発現プロファイリングを施行したと
ころ、脂肪組織特異的に発現が上昇する miR-221/222 を同定した。さらに血清中にも肝臓組織と
同程度のリード数が存在することを示した。(Higuchi C Metabolism 2015 Apr;64(4):489-97.)。
以上の経緯から脂肪細胞における miR-221/222 の機能解析研究の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究では脂肪細胞特異的 miR-221/222 ノックアウトマウスを用いて miR-221/222 の肥満症や
メタボリックシンドロームにおける役割やその主たるターゲット遺伝子を明らかする。また
miR-221/222 のヒトおよびマウスの血清中の濃度を検討することによってバイオマーカーとし
ての意義を検討する。これらの検討により miRNA の発現制御機構や機能を解明することで、新た
な診断方法の開発や miR-221/222 Antagomir を肥満症、2 型糖尿病、メタボリックシンドローム
をターゲットとした RNA 創薬へと研究を展開することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) miR-221/222 は X染色体上に近接して存在し、シード配列が同一であり、また発現調節も似
通っているので、miR-221, miR-222 を同時にノックアウトした。miR-221/222flox/flox とアデ
ィポネクチンプロモーターCre トランスジェニックマウスを交配することによって脂肪細胞特
異的 miR-221/222 ノックアウトマウス(miR-221/222AdipoKO)を作製した。野生型マウス（miR-
221/222flox/y）と miR-221/222AdipoKO を高脂肪高蔗糖食で飼育しその表現型を解析する事で
脂肪組織における miR-221/222 の機能や主たるターゲット遺伝子を明らかにする。 
 
(2) miR-221/222AdipoKO と miR-221/222flox/y の脂肪組織における mRNAと miRNAの発現プロフ
ァイルの比較を行い、さらにそのターゲット遺伝子を同定する。また miR-221/222 発現レンチウ
イルスベクター、LNA microRNA Mimic あるいは Antagomir を用いて、マウス培養 3T3L1 脂肪細
胞やマウス培養血管内皮細胞で過剰発現あるいはノックダウン実験を行い、さらにmRNAとmiRNA
の発現プロファイリング（DNA アレイ）を施行してターゲット遺伝子の確認を行う。 
 
(3)マウスの精巣周囲脂肪組織より精製した poly（A）RNA を用いて、Rapid Amplification of 
cDNA (RACE)を施行する事でマウスにおける miR-221 ホスト遺伝子を同定する。 
 
(4) miR-221/222 の血清中の濃度を高脂肪高蔗糖食負荷 C57BL6 マウス、正常耐糖能者、2型糖尿
病患者で検討することによってバイオマーカーとしての意義を検討する。 
 
４．研究成果 
(1) miR-221/222AdipoKO では miR-221/222flox/y で認められる精巣周囲脂肪組織における miR-
221/222 の発現増加が有意に抑制され、miR-221/222flox/y と比較して体重増加が有意に抑制さ
れた。miR-221/222AdipoKO マウスの脂肪組織重量は miR-221/222flox/y と比較して低下し、病
理組織においては脂肪細胞の小型化が認められた。酸素消費量、呼吸商に有意な差は認めないが、
糖負荷試験・インスリン負荷試験では糖代謝およびインスリン抵抗性が改善した。精巣周囲脂肪
組織を成熟脂肪細胞および stromal vascular fraction（SVF）に分離して miR-221/222 の発現
量を検討した所、高脂肪高蔗糖食による miR-221/222 の発現上昇は成熟脂肪細胞特異的に認め
られ、SVF においては miR-221/222 の発現に変化は認められなかった。 



(2) DNA アレイを用いた精巣周囲脂肪
組織の mRNA 発現プロファイルにより、
miR-221/222 のターゲット遺伝子候補
と し て DNA-damage-inducible 
transcript4 (Ddit4)を同定した。
pmirGLO に Ddit4 の 3’非翻訳領域を
サブクローニングし 3T3L1 細胞を用い
たてルシフェラーゼ活性を測定したと
ころ、miR-221-3p mimic および miR-
222-3p mimic の存在下で低下した。一
方、miR-221/222 の seed 配列との結合
部位に変異を加えた 3’非翻訳領域の
ルシフェラーゼ活性には変化が認めら
れなかった。このことからmiR-221/222
はその seed 配列を介して Ddit4 の 3’
非翻訳領域に結合していることが示さ
れた。Ddit4 は mTOR 活性の抑制因子として知られており、脂肪細胞においては mTORC1 活性の抑
制を介してインスリンシグナルを増強することが報告されている。また Ddit4 ノックアウトマ
ウスにおいてはインスリン抵抗性による耐糖能の悪化を認めることが報告されている事から、
miR-221/222AdipoKOでは発現上昇したDdit4を介してmTOR経路が抑制される事で肥満が改善す
る事が示唆された。マウス精巣周囲脂肪組織において Ddit4 の蛋白発現量は miR-221/222flox/y
に比較して有意に上昇しており、mTOR の基質である S6K のリン酸化は miR-221/222flox/y に比
較して miR-221/222AdipoKO で抑制される傾向を認めた。また、miR-221/222AdipoKO において脂
肪細胞分解関連遺伝子である Lipe および Pnpla2 の発現量と miR-221/222 発現量が強く負に相
関した。また、レンチウイルスベクターを用いて 3T3L1 脂肪細胞において miR-221/222 のノック
ダウン実験を施行した所、miR-221/222 のノックダウンにより Ddit4 の蛋白発現量は上昇し、イ
ンスリン誘導性の S6K のリン酸化は抑制される傾向を認めた。 
 
(3) (1)で示したように高脂肪高蔗糖食
により成熟脂肪細胞特異的に miR-
221/222 の発現が上昇した事から、脂肪
細胞分化に関与する転写因子によるmiR-
221/222 の転写制御が存在する可能性が
示唆された。2019 年に Bovine における
miR-221のホスト遺伝子としてLong non-
coding RNA の一つである MIR221HG が同
定された(Genes 2020, 11(1), 29)。その
プロモーター部位には脂肪細胞分化にか
かわる遺伝子の結合部位が存在し、
MIR221HGのノックダウンにより3T3L1脂
肪細胞の分化が促進する事が報告されて
いる。MIR221HG はマウスでは相同性は保
たれていないとされるが、多くの文献に
おいて種間で相同性が保存されていない
Long non-coding RNA が機能的には保存されている場合がある事が報告されている。そこで、マ
ウスの精巣周囲脂肪組織より精製した poly（A）RNA を用いて、Mir221 遺伝子上に gene specific 
primer を設計し、Rapid Amplification of cDNA (RACE)を施行した。その結果、長さ 1537bp の
Long non-coding RNA を miR-221 ホスト遺伝子（Mir221 host gene）として同定し、Genbank に
登録した。miR-221/222 の成熟 RNA は 3’末端側(mmu-miR-221-3p、mmu-miR-222-3p)である事か
ら、Mir221 host gene は miR-221/222 に対して’microRNA sponge’作用を有する事が予測され
る。そこで、野生型マウスにおいて miR-221-3p と miR-221 ホスト遺伝子の組織分布を比較する
と、最も高い発現を示す脳において、高脂肪高蔗糖食により miR-221/222 は発現が低下し、一方
Mir221 host gene の発現は上昇しており、逆相関が認められた。 
 
 
(4) マウス血清においては mmu-miR-221-3p、mmu-miR-222-3p いずれも血中濃度が HFHS 飼育下
で増加する傾向を認めたが、また正常耐糖能者および糖尿病患者血清において hsa-miR-221-3p
は HbA1c と負に相関したが、hsa-miR-222-3p は HbA1c と正に相関した。 
 
(5) 以上の成果から、miR-221/222 は脂肪組織で発現する事で Ddit4 をターゲット遺伝子とし
て mTOR 活性を上昇させ、メタボリックシンドロームの病態形成に寄与する事が考えられる。ま
た、miR-221/222AdipoKO の精巣周囲脂肪組織において脂肪細胞分解酵素に関連する遺伝子と
miR-221/222 発現量が強く負に相関した事から、特に脂肪分解を抑制する事で肥満の病態形成に



寄与している事が示唆される。miR-221/222 の転写制御は Mir221 host gene の転写制御を共有
すると考えられるが、そのプロモーター領域には脂肪細胞分化に関与する転写因子の結合部位
が存在すると想定される。CAGE(Cap Analysis of Gene Expression)は、RNA ポリメラーゼⅡ産
物の Cap 構造を補足する Cap-trapper 法により RNA の 5’UTR の塩基配列をゲノム上にマッピン
グする技術であるが、CAGE 法により組織や細胞による転写開始点を同定し、転写因子結合領域
の解析を行う。また、本研究において血清中の miR-222 は HbA1c と正の相関を示すことを見出し
た。血清中の miR-222 濃度は糖尿病発症の診断のバイオマーカーとなる可能性が高いことが示
唆された。 
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