
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２３年 ５ 月３０日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）： 

miRNA は生体の持つ多くの機能に関与する重要な遺伝子発現調節因子であると考えら
れている。しかしながら、化学物質が引き起こす生体応答に miRNA が関与するかどうか
不明であった。そこで、環境中に存在する汚染化学物質であるダイオキシンが、miRNA
による遺伝子発現調節機能を撹乱するかを検証した。 

 環境汚染化学物質であるダイオキシンを曝露されたマウス肝臓で、量の変動するmiRNA

として miR-101a と miR-122 を発見した。miR101a の標的である COX-2 は、阻害剤実験か

ら、ダイオキシン曝露による肝障害に重要な役割を果すことが明らかとなった。これら

の実験事実から、環境汚染化学物質であるダイオキシンが miRNA を介した遺伝子発現調

節異常を介して肝障害という毒性現象を引き起こすことが示された。 

研究成果の概要（英文）： 
MicroRNA (miRNA) is a class of small RNA that functions as a negative regulator 

of gene expression. Human and mouse genomes encode over 1,400 and 700 miRNAs, 
respectively, and most of the cellular pathways are considered to be modulated by 
miRNAs. However, it is still largely unknown about the pathophysiological role of 
miRNAs. Thus, we investigated the possible involvement of miRNAs in the toxic 
responses to xenobiotic chemicals.  
Here, we searched for miRNAs responsible for inducing liver damage in mice exposed 

to 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo- p-dioxin (TCDD) and found that miR-101a and miR-122 
are differentially downregulated by TCDD in a time-dependent manner. Since miRNA 
exerts multiple actions by repressing its target genes, we quantified the target 
genes of miR-101a, such as cyclooxygenase-2 (COX-2), enhancer of zeste homolog 2 
(EZH2), and cFos, and found the upregulation of these genes, which suggests that 
miR-101a downregulates the expressions of these genes in the mouse liver. A COX-2 
selective inhibitor, NS-398, suppressed the onset of TCDD-induced liver damage. 
In conclusion, this study demonstrated that TCDD dysregulates the expression of 
miR101a and miR122, and that COX-2, a target gene of miR101a, plays a significant 
role in liver damage in mice exposed to TCDD. 
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１．研究開始当初の背景 
 
生体は、環境ストレスに対応した遺伝子発

現制御を行うことで、恒常性を維持しつつ環
境適応を行っている。生体に備わる遺伝子発
現の重要な制御因子として、転写因子と
miRNA がある。転写因子と miRNA はそれぞれ
固有の転写制御機構を持ち、多数の転写因子
群と miRNA群の複雑な組み合わせと相互作用
によって、発現する遺伝子群が決定されてい
る。 
転写因子を介した環境応答は長年の研究

により詳細に明らかにされてきた。環境中の
化学物質に対しては、AhR や Nrf2 といった転
写因子が、それぞれ第一相や第二相の薬物代
謝酵素群の発現を誘導し、環境適応に寄与し
ている。他方、miRNA は近年発見され、1000
種類を超える miRNA がゲノム中の最大で 30%
の遺伝子の発現制御をすると予測されてい
るが、未だ不明のことが多い。 
毒性学の分野では、ダイオキシン曝露に対

する応答に関与する miRNA の同定を試みた報
告があるが、miRNA の抽出と検出に関する手
法上の限界のために明確な結論を引き出す
には至っていない。インスリン分泌、薬物代
謝酵素の誘導、アポトーシス、細胞増殖とい
った重要な生体反応は、miRNA の制御下にあ
ることが知られているが、これらの反応は、
ダイオキシンによっても引き起こされるこ
とから、ダイオキシン曝露による生体応答の
分子基盤に miRNA が関与する可能性が高く、
解明すべき重要な課題であると考えられる。 
申請者は、環境中の化学物質が生体に及ぼ

す影響を分子レベルで明らかにすることを
目標に研究を行い、環境化学物質が引き起こ
す腎臓の形態・機能異常に関与する遺伝子発
現変化を明らかにしてきた。研究の過程で、
「転写因子が制御する遺伝子発現調節に対
する環境化学物質による撹乱」というこれま
で一般的であった考え方に加えて、環境化学
物質への生体応答の過程に miRNA が関与する
ことを想定することによって、これまで不明
であった分子毒性メカニズムを実体に即し
て理解することができるのではないかとい
う着想を得た。miRNA 研究は近年急速に進展
している研究分野で、研究手法が整備されつ
つある。機能性 RNA の研究によって学位を得
た申請者の知識と技術を活かして研究に取
り組むことによって、環境化学物質への生体
応答に関して新たな展開が期待できると考

え、本研究を計画した。 
 

２．研究の目的 
 

化学物質の生体影響は、「転写因子による
遺伝子発現制御を介した反応」というパラダ
イムが実験的証拠に基づいて提示され支配
的な概念となっている。一方、生体内に存在
する機能性 RNA であるマイクロ RNA (miRNA)
が発見されたのは比較的最近であり、miRNA
群が転写因子群と並んで遺伝子発現制御を
担う重要な因子であることが明らかにされ
てきているが、化学物質の生体影響に関する
miRNA の果す役割については不明のことが多
い。化学物質の有害性評価をより適切なもの
にために、また、化学物質に対する生体応答
についての理解を深めるために、化学物質が
引き起こす影響について、これまで解明され
てきた転写因子への作用に加えて miRNA への
作用を解明する必要があると考えた。そこで
本研究では、化学物質が miRNA による遺伝子
発現調節を撹乱するかどうかを明らかにし
ようとした。 

 
本研究では、環境化学物質による生体影響

と miRNAの関係を明らかにすることを目標に、
手法の検証を行いながら研究を行った。具体
的には、環境化学物質の典型例としてダイオ
キシンを用い、ダイオキシン曝露マウスの肝
臓で発現量の変動する miRNA とその標的遺伝
子を同定することを目的とした。miRNA なら
びにその標的の変動を見出した場合には、そ



れらの変化が、肝臓での毒性現象において果
たす役割を解明することも目的とした。 
 

３．研究の方法 
 
C57BL/6J 系統マウスは日本クレアから購

入した。マウスはプラスチックケージで飼育
し、飲料水および固形飼料（ラボ MR ストッ
ク）を自由摂取させた。飼育室内の温度と湿
度は、それぞれ、23±1℃、50±10％に保ち、
12 時間の明暗周期で飼育した。9 週齢の雄マ
ウスに、コーンオイルに溶解した 2,3,7,8-
四塩素化ジベンゾ-p-ジオキシン(TCDD)を

体重の用量で単回腹腔内投与
し曝露を行った。解剖は、曝露後 2 日および
14 日に麻酔下で行い、血液および肝臓を採取
した。肝臓片は、液体窒素を用いた凍結保存
および 10% 中性緩衝ホルマリン液で固定し
た。COX-2 の阻害実験では、COX-2 の選択的
阻害剤として NS-398 を用いた。NS-398 は
Dimethyl sulfoxide に溶解し、20、40 mg / ml 
の溶液を作製した。この溶液と Tween20 を、
終濃度が 10% DMSO、1% Tween20 となるよう
に生理食塩水で希釈し、投与液とした。TCDD
投与 6時間前から、NS-398 を 20、40 mg / kg 
体重の用量で 24 時間おきに 14 日間連続して、
腹腔内投与を行った。血漿中 AST と ALT は
Fuji DriChem7000 を用いて測定した。肝臓中
miRNA 量は、polyA polymerase (PAP) RT-qPCR
法によって解析した。miRNA 前駆体と標的遺
伝子(COX-2、cFos、EZH2)の RNA 量は RT-qPCR
法で、タンパク質量はウェスタンブロッティ
ング法で解析した。 
 

４．研究成果 
 

本研究では、まず、miRNA定量法について検

討を行った。miRNAは小分子RNA種に分類され

るものであり、サイズが小さいことから通常

のRT-PCR法の適応はできない。そこで、RT-PCR

法を基にした小分子RNA種の定量法である

stem-loop RT-qPCR法ならびにPAP RT-qPCR法

について検討し、後者が精度・感度共に本研

究の実験系においては良いことが分かった。

従って、本研究では後者の方法をmiRNAの定量

法として用いた。 

次いで、マウスへのダイオキシン(TCDD)曝

露が引き起こす肝障害について発症の時期を

特定するための実験を行った。TCDD曝露後8

日目以降に顕著な肝障害が観察された。この

実験の結果から、肝障害の起こっていない曝

露2日後と、肝障害が既に起こっている曝露14

日目を、以後の解析の時点とすることにした。 

TCDD曝露2日後の肝臓における種々のmiRNA

の発現量を解析した結果、miR-101a量が減尐

していることを発見した。肝臓で多く発現す

ることの知られているmiR-122について定量

を行った結果、この時点では量に変化がなか

った。 

TCDD曝露2日後の時点で、miR-101aの標的遺

伝子であることが知られているCOX-2、cFos、

EZH2の発現量を解析したところ、これらの遺

伝子について、タンパク質量が増加していた。

標的である分子が何れも同様に増加していた

ことから、これらの分子の抑制因子である

miR-101aの減尐が、これらの分子の発現量を

増加させたと考えられた。 

TCDD曝露14日後の肝臓における種々の

miRNAの発現量を解析した結果、miR-101a量が

減尐していることを発見した。減尐の程度に

ついては、TCDD曝露後2日後と同程度であった。

また、肝臓で多く発現することの知られてい

るmiR-122について定量を行った結果、

miR-122については、この時点で減尐している

ことが分かり、曝露2日後とは異なる結果とな

った。 

この時点で、miR-101aの標的遺伝子である

COX-2、cFos、EZH2のタンパク質量が増加して

いたことから、miR-101aの減尐がこれら標的

タンパク質の発現量を増加させたと考えられ

た。これらの変化が2日目と同様であったこと

から、マウス体内に存在するTCDDが持続的な

変化を引き起こしたと考えられた。 

COX-2がプロスタグランジン合成の律速酵

素であることから、COX-2発現上昇が炎症性プ

ロスタグランジン産生量を増加させて肝障害

に至るとの仮説を立て、COX-2選択的阻害剤

NS-398投与実験により検証した。血中ALT及び

ASTレベルのTCDD曝露による上昇は、NS-398

の投与量依存的に抑制された。miR-101a量が

NS-398の影響を受けなかったことから、

miR-101aの減尐がCOX-2発現上昇や肝障害の

結果ではなく原因であると考えられた。以上

の結果から、TCDD曝露がマウス肝臓中の

miR-101aを減尐させること、miR-101aの標的

であるCOX-2が曝露による肝障害の原因であ

ることの結論を得ることができた。 
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