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研究成果の概要（和文）：血液循環型 microRNA（c-miRNA, circulating miRNA）は、全身における協調的な代謝機構
に関与していると考えられているが、その分子メカニズムは明らかではない。そこで本研究では、細胞内外における炎
症特異的 microRNA（miRNA）の機能解析を、遺伝子改変マウスを用いて行った。その結果 miRNA KO マウスは、生後ま
もなく死亡した。生存した KO マウスは、外見上変化は認めなかった。しかし、体重増加率の減少と相まって、寿命が
短縮した。これらの結果より、炎症特異的 miRNA は、炎症のみならず基本的な生命恒常性維持にも重要な役割を担っ
ていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Circulating miRNAs (c-miRNAs) is involved in metabolic state of between distant 
organs, however its functions have not been elucidated. In this study, to clarify functions of 
intercellular and extracellular inflammation-related miRNA in vivo, I have recently generated miRNA 
knockout (KO) mice and while they are grossly normal through embryogenesis, they are very vulnerable to 
live at early postnatal stages. Those individuals that make it through the neonatal period thrive and are 
fertile as adults and display no gross abnormalities. these results indicated that miRNA is contributed 
to homeostatic mechanism and other biological phenomenon such as inflammation and tissue repair.

研究分野：実験病理学、老化学、代謝学、免疫学
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様	
 式	
 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）	
 

１．研究開始当初の背景	
 
	
 遺伝子発現制御機構は、転写→	
 mRNA	
 

分解→翻訳→蛋白質分解で構成されてい

る。microRNA（miRNA）は、標的	
 mRNA	
 に

作用することにより、蛋白質の翻訳を抑

制に関与する非コード	
 RNA（non	
 coding	
 

RNA）である。近年の研究により、主要な

遺伝子発現制御段階は、転写よりもむし

ろ翻訳過程が重要であることが示された。

従って	
 miRNA	
 の機能解明は、様々な分野

において重要性を増している。	
 

	
 

	
 miRNA	
 は、通常の遺伝子と同様に核内

で転写誘導されて、核外へ移行する。そ

の後、細胞質内で様々な修飾を受けて、

最終的に機能を有する成熟型	
 miRNA	
 に

合成される。これまで、細胞質内におい

て機能を発揮する分子として研究がなさ

れてきた。近年の研究により	
 miRNA	
 は、

血液をはじめとした様々な体液中にも存

在することが明らかとなった。特に血液

中に存在する	
 miRNA	
 は、circulating	
 

miRNA（c-miRNA）として知られている。

これら体液中に存在する	
 miRNA	
 は、エク

ソソーム内に含有され、機能を発揮して

いることが明らかとなっている。一方、

Argonaute2（Ago2）、高密度リポ蛋白質

（HDL,	
 high-density	
 lipoprotein）等の

蛋白質群と相互作用する事により、分子

的安定性を保持し、miRNA	
 機能を担うと

考えられている。しかしながら、その分

子メカニズムは明らかではない。	
 

	
 

	
 血液中には、様々なホルモン等が存在

し、全身性の協調的な生理現象を担って

いる。血液中に存在する	
 miRNA	
 は核酸分

子にもかかわらず、ホルモン等の生理活

性物質と同様に分泌されていることから、

ホルモン類に次ぐ遠隔臓器間における新

規仲介分子として注目されている。	
 

	
 

	
 一方、炎症は、生体防御に必須である

反面、様々な病態発症の原因となり得る

生体反応である。特に炎症の慢性化は、

現代社会の主要疾患である生活習慣病、

癌、心筋梗塞、アルツハイマー病、臓器

線維化を惹起・増悪させる。脂肪組織等

の局所炎症が発端となり、全身性軽度慢

性炎症へ波及し、上記病態が発症すると

考えられている。従って、個体レベルお

いて局所炎症と全身性慢性炎症の関連性

を包括的に解明しなければ、正確な診断

基準及び有効な治療法開発は困難である。	
 

	
 そこで本研究では、我々が独自に同定し

た炎症性	
 miRNA	
 群及び生活習慣病関連	
 

miRNA	
 群の機能解析に着手した。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
(1)発生、加齢及び老化過程における炎症性	
 
miRNA	
 の機能解明	
 
(2)ヒト血漿サンプルにおける炎症性	
 
miRNA	
 の発現解析	
 
 
３．研究の方法 
(1)モデル実験動物の作製	
 
	
 in	
 vivo	
 における	
 miRNA	
 機能解析を行
うため、糖尿病及び	
 HFD（肥満）モデルマ
ウスを確立した。	
 
	
 HFD	
 マウスの作製に関しては、生後 8 週
齢の AL（自由摂食群）マウスに高脂肪餌を
食餌させた。	
 
	
 1 型糖尿病モデルマウスの作製について
は、ストレプトゾトシン（STZ）（10	
 mg/kg）
を 2 日毎に計 5 回、腹腔内投与を行った。
10	
 日以降、糖尿病の臨床的症状（多飲、多
尿）及び血糖値を確認した（ACCU-CHEK、
Roche）。血糖値については、400	
 mg/dl	
 以
上を糖尿病発症として定義した。	
 
	
 2 型糖尿病モデルマウスの作製について
は 、 BKS.Cg-Dock7m+/+Leprdb/J	
 マ ウ ス
（+/db）（チャールスリバー）及び	
 miRNA	
 KO	
 
マウスを交配させて、miRNA	
 KO（分子名は
論文投稿準備中であるため公表を控えてい
る）&	
 +/db	
 を作製した。その後、雌雄の	
 miR	
 
KO	
 &	
 +/db の交配を行い、miRNA	
 KO	
 &	
 db/db	
 
マウスを作製した。2 型糖尿病発症につい
ての基準は、1 型糖尿病モデルマウスの条
件に加え、外見的な肥満も考慮した。	
 
	
 
(2)実験動物の表現型解析	
 
	
 miR	
 KO	
 マウスの発生及び出産後の表現
型解析を行うため、胎生期 18.5 日（E18.5）、
出産直後及び 6 週目における、生存率を調
査した。	
 
	
 また、miR	
 KO	
 マウスの食餌量、体重、寿
命を測定した。なお、食餌量及び体重につ
いては	
 4	
 週間毎に計測した。死に至ったマ
ウスについては、死因解析を行うため臓器
を摘出、ホルマリン固定、パラフィン包埋
切片を作製した。その後、ヘマトキシリン・
エオジン（HE）染色を行い、病理学的解析
を行った。	
 
	
 
(3)ヒト血漿サンプルからの	
 miRNA	
 精製及
び発現定量解析	
 
	
 ヒト血漿サンプルについては、長崎県五
島市、雲仙市の住民健康診断者を対象とし
た疫学調査を実施した際に収集された約	
 
1800	
 名分の血漿・疫学データを利用した
（動脈硬化性疾患の有無・動脈硬化指数・
BMI・血圧・中性脂肪・コレステロール・喫
煙・飲酒習慣歴の基本データ収集済）。上記
ヒトサンプルから正常群（36	
 検体）・高血



圧群（38	
 検体）・動脈硬化群（31	
 検体）・
肥満群（BMI	
 値	
 30	
 以上、52	
 検体）に分類
し、抗	
 Ago2 抗体（Wako）を用いてヒト血
漿由来	
 Ago2-c-miRNA を精製した。そして、
cDNA	
 合成を行い（Exiqon）、定量	
 PCR（qPCR）
を行った（TOYOBO）。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)miRNA	
 KO	
 マウスの発生及び出産直後に
関する解析結果	
 
	
 胎生期における	
 miRNA	
 KO（miR-/-）マウ
スは、正常に発生していた（表 1）。しかし、
出生直後から	
 miRNA	
 KO	
 マウスは、コント
ロール（WT）及びヘテロ欠損（miR+/-）マウ
スと比較すると、死に至ることが明らかと
なった（表 2、表 3）（図 1）。	
 

	
 
(2)miRNA	
 KO	
 マウス表現型解析	
 
	
 miRNA	
 KO	
 マウスの一部は、生存可能であ
る。生存した	
 miRNA	
 KO	
 マウスの食餌量、
体重、寿命を測定した。その結果、雄	
 miRNA	
 
KO	
 マウスは、コントロール及びヘテロ欠損
マウスに比べ、AL	
 において食餌量に変化は
認められなかった（図 2）。しかし、20	
 週
齢より体重上昇変化の顕著な低下が認めら
れた（図 3）。また、40	
 週齢頃から寿命の
短縮が認められた（図 4）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 
	
 一方、雌	
 miRNA	
 KO	
 マウスは、雄同様に食
餌量に変化は認められなかった（図 5）。しか
し、44	
 週齢から体重上昇の低下（図 6）、40	
 週
齢から寿命の低下が認められた（図 7）。	
 
	
 

	
 
	
 
	
 
	
 

表 3	
 ６週齢マウスの生存割合	
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表 2	
 出生直後１日目の生存割合	
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表 1	
 胎生期	
 E18.5	
 における生存割合	
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図 1	
 生後 30 日までの生存率（雄）	
 

図 5	
 AL	
 による各マウスの食餌量（雌）	
 

図 3	
 AL	
 による各マウスの体重（雄）	
 

図 2	
 AL	
 による各マウスの食餌量（雄）	
 

図 4	
 AL	
 による各マウスの寿命（雄）	
 



(3)HFD	
 食餌	
 miRNA	
 KO	
 マウス表現型解析	
 
	
 AL	
 群と同様に解析を行った。雄	
 miRNA	
 
KO	
 マウスは、コントロール及びヘテロ欠損
マウスに比べ、HFD	
 において食餌量及び体
重変動に変化は認められなかった（図 8、
図 9）。しかし、40	
 週齢頃よりヘテロマウ
ス群の寿命短縮が認められるようになった
（図 10）。	
 

	
 
	
 

	
 
	
 一方、雌	
 miRNA	
 KO	
 マウスは、コントロ
ール及びヘテロ欠損マウスに比べ、HFD	
 に
おいて食餌量、体重及び寿命に変化は認め
られなかった（図 11、図 12、図 13）。	
 

	
 
(4)	
 miRNA	
 KO	
 マウスを用いた糖尿病発症モ
デルの作製	
 
	
 糖尿病状態における	
 miRNA	
 の機能解析
を行うため、1 型糖尿病モデルマウスの作

図 6	
 AL	
 による各マウスの体重（雌）	
 

図 7	
 AL	
 による各マウスの寿命（雌）	
 

図 9	
 HFD	
 による各マウスの体重（雄）	
 

図 8	
 HFD	
 による各マウスの食餌量（雄）	
 

図 10	
 HFD	
 による各マウスの寿命（雄）	
 

図 12	
 HFD	
 による各マウスの体重（雌）	
 

図 11	
 HFD	
 による各マウスの食餌量（雌）	
 

図 13	
 HFD	
 による各マウスの寿命（雌）	
 



製を行い、表現型解析を行った。その結果、
miRNA	
 KO	
 マウスは、WT	
 と比較して、STZ	
 の
感受性に違いを認めた。2 型糖尿病発症モ
デルの作製については、現在進行中である。	
 
	
 
(5)	
 ヒト血漿サンプルを用いた	
 miRNA	
 発
現解析	
 
	
 次世代シークエンシングを用いて、マウ
ス血液中に存在する	
 miRNA	
 の包括的同定
及び解析を行っている。その結果を組み入
れて、いくつか興味のある	
 miRNA	
 を抽出し、
ヒト血漿サンプルにおける発現動態を試み
た。その結果、安定した発現定量を捉える
ことは出来なかった。	
 
	
 
(6)考察	
 
	
 本研究で着目した炎症関連	
 miRNA	
 は、炎
症のみならず、生育過程においても重要な
役割を担っていることが明らかとなった。
特に、性差及び食の質により多様な性質を
示すことは興味深い。現在、表現型解析を
継続中である。今後は、炎症のみならず、
オートファジーといった代謝に関連する生
命現象にも着目し、総合的に解析を行うこ
とを考えている。	
 
	
 
	
 一方、マウスで得られた結果をヒトに応
用することを目的とし、ヒトサンプルを用
いた発現定量解析を逐次行っている。マウ
スでは高発現であるが、ヒトサンプル中で
は低発現が理由なのかは不明であるが、
qPCR	
 方による増幅が困難な場合が多々あ
る。この改善法として、最近注目されてい
るデジタル	
 PCR（dPCR）法による解析を考
えている。今後は、dPCR	
 法による解析技術
の確立を行っていきたいと考えている。	
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