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研究成果の概要（和文）：本研究では、BMmirmeguの機能解析を通して、抗酸化酵素を介した尿酸合成経路に与
える影響をカイコを用いて解析した。その結果、BMmirmeguの発現は、カイコ発育段階の胚発生96時間後で高か
った。次にJHとBMmirmeguの関係について検討したところ、カイコ幼虫にBMmirmeguミミックを注射すると、JH応
答遺伝子の発現が上昇し、尿酸合成遺伝子の発現が低下する傾向を認めた。カイコ幼虫にJHを注射すると、
BMmirmeguの発現が上昇した。以上のことから、BMmirmeguが、JHのような機能を有するmiRNAであることを明ら
かにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the effects of antioxidative enzymes on the uric 
acid synthesis pathway using silkworm B.mori through functional analysis of BMmirmegu. As a result, 
the expression of BMmirmegu was high 96 hours after embryogenesis through the developmental stage. 
Next, we analyzed the relationship between JH and BMmirmegu. We found that injection of mimic for 
BMmirmegu into the larvae tended to increase the expression of the JH responsive gene and decrease 
the uric acid synthesis gene expression. Injection of JH into the larvae increased the expression of
 BMmirmegu. Therefore, we were clarified that BMmirmegu is a miRNA having a function similar to JH.

研究分野：生化学・分子生物学・昆虫学

キーワード： miRNA　Dicer　ステムループ構造　尿酸　抗酸化酵素　JH

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
カイコの幼虫の皮膚は尿酸が蓄積するため白い。加えてカイコには皮膚への尿酸蓄積量が低下した"白くない"カ
イコも多数存在する。カイコのように尿酸の解析に特化できる優れた生物は存在しない。本研究では、"白くな
い"カイコからステムループ構造が変異したBMmirmeguを見出し、その機能解析を通し、これまで未知であったス
テムループ構造の役割の理解を深化させた。これらの成果は論文、学会発表、プレスリリース等を通して広く社
会に学術的意義を伝えた。

※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。



 

１. 研究開始当初の背景 

パーキンソン病は中高年期に多発し、ミトコンドリアの機能障害による酸化ストレスが

原因で脳のドーパミン分泌神経細胞が減少し、その産生が不足する。これがパーキンソ

ン病において運動障害を引き起こす原因である。一方、パーキンソン病患者の臨床追跡

調査から、パーキンソン病の重症度と体内の尿酸量低下が強く相関すること 1-3)が報告

されている。逆に、痛風などで尿酸量が多いと、パーキンソン病の症状は軽減する 4)。

これは体内の尿酸が、パーキンソン病進行において何らかの役割を持つことを示すと推

察される。ヒトでは尿酸合成が増加すると痛風に、低下するとパーキンソン病に罹患し

やすくなる。従って体内の尿酸の合成は厳密に制御されていることが推定されるが、合

成を制御する仕組みについては、十分に検討されていなかった。 

カイコの幼虫は皮膚に尿酸が蓄積するため白く見え、その挙動が目視で観察できる優

れた生物である。そこで我々は、尿酸合成が低下した"白くない"カイコの遺伝子発現を

DNA マイクロアレイで解析した結果、抗酸化酵素が尿酸合成経路を制御可能性を見出

した 5)。BmN細胞を用いた RNA干渉によりこのタンパク質の発現を抑制すると、尿酸

合成に関与する酵素遺伝子であるキサンチンデヒドロゲナーゼ;XDHの転写が抑制され、

抗酸化酵素が XDH の転写を低下させることが示された 6)。しかし、抗酸化酵素は尿酸

合成が低下した"白くない"カイコの原因遺伝子ではないことから、更に上流で抗酸化酵

素遺伝子の転写を調節する因子があることが強く示唆された。次に我々は、尿酸合成が

低下した"白くない"カイコの原因遺伝子を検討するため、ポジショナルクローニングと

次世代シーケンサーにより DNA配列を解析したところ、ポジショナルクローニングで

推定された原因遺伝子が座位する、と推定された位置にステムループ構造配列が変異し

た新規miRNAの BMmirmeguを発見した。バイオインフォマティクスによる解析では、

BMmirmegu と抗酸化酵素遺伝子配列の一部が結合することが予測された。このことか

ら、BMmirmeguは、抗酸化酵素を介して尿酸合成を制御する可能性が強く示唆された。

miRNAが尿酸合成を制御する現象は報告されていない。 

miRNAは細胞内において特定の mRNA に結合し、タンパク質の翻訳を抑制する RNA

分子である。miRNAは、特定の時期に特定のタンパク質の発現を厳密に調節するため、

個体の発生や癌発症等で重要な役割を持つ 7,8)。一般的に知られている miRNA生合成過

程では、miRNAは細胞核内で前駆体 miRNAとして合成された後、細胞質内において成

熟型として合成される。続いて、それと対となる Argonaute (Ago)タンパク質と結合し、

RNA誘導サイレンシング複合体(RISC)を形成する。最終的には RISCと mRNAの結合

により、転写が抑制される。従来、miRNA のステムループ構造は成熟型になる過程で

切り取られるため、翻訳抑制には関与しないと考えられてきた。また、ステムループ構

造に変異を持つ miRNAは発見されていないことから、実質的な機能の検証も行われて

こなかった。 

２．研究の目的 

本研究では、これまでに得られた知見に基づき、BMmirmeguが抗酸化酵素を介した尿

酸合成経路に与える影響をカイコを用いて解析するために、最初に、 (1) BMmirmegu配

列のクローニング 、(2)カイコ発育ステージおよび各組織における BMmirmegu の発現

検討、(3) BMmirmeguの Dicerによるステムループ構造部位の切断の有無の検討を行な

った。次に、(4) BMmirmeguのカイコ培養細胞と個体に与える影響をミミックおよび阻



害剤を用いて検討し、BMmirmegu の尿酸合成経路に対する役割について考察すること

とした。 

３．研究の方法 

1)材料 

カイコ p50T、N4、および 0751系統を用いた。カイコは、25℃に調節したインキュベー

ター内で明期 16時間、暗期 8時間で飼育した。p50T、および N4は、人工飼料（NOSAN）

を用いて飼育した。0751系統は、桑葉を用いて飼育した。 

1)BMmirmeguの配列のクローニング 

 BMmirmeguの前駆体および成熟型配列を明らかにするために、カイコ p50T、および

0751系統から絹糸腺を取り出し、DNeasy Blood & Tissue Kit(Qiagen)を用いて DNAを抽

出した。次世代シーケンサーによる解析で得られた配列を用いてプライマーを作製し、

それぞれの精製した DNA を鋳型とし、PCR により配列を増幅した。増幅した配列は、

Topo-p2T (Invitrogen)ベクターに連結後、大腸菌に形質転換し、シーケンシングにより配

列を決定した。 

2) カイコ発育ステージおよび各組織における BMmirmeguの発現検討 

カイコ卵、1-5令幼虫、蛹、成虫を液体窒素で凍結粉砕し、miRNeasy Mini Kit (Qiagen)を

用いて miRNAを精製した。組織は、表皮、血球、脂肪体、中腸、背脈管、マルピーギ

管、卵巣、精巣を用いて miRNAを精製した。逆転写した後、定量 RT-PCRには、TaqMan™ 

MicroRNA Assay kit の BMmirmegu および内在性コントロールとして U6 に対するカ

スタムプライマー(Thermo scientific)を用いた。 

3)BMmirmeguの Dicerによる切断解析 

Tabara M, et al9)による方法に従い、DNAを鋳型とし、放射線ラベルを付与した前駆体型

BMmirmegu の ssRNA配列および dsRNA配列を PCRにより増幅した。Lysis bufferによ

り卵巣と精巣から Dicer画分を抽出し、増幅した ssRNA配列および dsRNA配列と反応

させ、電気泳動により切断の有無を確認した。 

カイコ Dicerは 2種類あるため、ssRNA切断に関与しない Dicer 2の mRNA発現を RNAi

により抑制した BmN 細胞を作製し、同様に Dicer 画分を抽出した後、切断の有無を確

認した。 

4)BMmirmeguの機能の検討 

BMmirmeguの機能を検討するために、カイコ卵に BMmirmeguのカスタム機能阻害剤ま

たは BMmirmegu の機能を増強するカスタムミミック(Thermo scientific)を注射し、カイ

コ幼虫の表現型を観察した。また、カイコ尿酸合成に関与する XDH遺伝子の mRNA発

現を検討した。また、カイコ個体に JHIII を注射し、JH 応答遺伝子 Kr-h1 および

BMmirmeguの発現を定量 RT-PCRにより検討した。 

４．研究成果 

１）BMmirmeguの配列解析 

最初に、BMmirmegu の前駆体および成熟型配列を明らかにするために、カイコ p50T

および 0751 系統を用いて BMmirmegu の前駆体および成熟型配列を確認したところ、

カイコ p50T では、正常型および変異型両方の BMmirmegu 配列を持つことが明らかに

なった。また、0751 系統では、変異型の BMmirmegu配列を確認した。変異型 BMmirmegu

配列は、次世代シーケンサーで予測された BMmirmegu配列と同一で、ステムループ構

造が欠失していた。 



２）カイコ発育ステージおよび各組織における BMmirmeguの発現検討 

カイコ卵、1-5令幼虫、蛹、成虫における BMmirmeguの発現を定量 RT-PCRにより検

討したところ、胚発生 96 時間後に BMmirmegu の発現は最大になった。５齢幼虫組織

における BMmirmeguの発現は、表皮、脂肪体、マルピーギ管、卵巣で高く、この中で

もマルピーギ管における BMmirmeguの発現が最も高かった。 

３）BMmirmeguの Dicerによる切断解析 

BMmirmegu の ssRNA配列および dsRNA配列を PCRにより増幅し、Dicerによる切断

を検討したところ、BMmirmegu の dsRNA配列は、miRNAデータベース上で予測され

た切断配列長よりも短いことが明らかになった。一方で、Dicer 2 をノックダウンし、

BMmirmegu の ssRNA 配列の切断を検討したが、Dicer 2 のノックダウンが十分ではな

く、Dicer 1における ssRNAの切断を確認することができなかった。今後、Dicer 2 dsRNA

の設計位置を検討し、再度切断を検討する必要があると思われた。 

4)BMmirmeguの機能の検討 

カイコ卵に BMmirmegu の機能阻害剤または BMmirmegu の機能を増強するミミックを

注射し、BMmirmegu の発現とカイコ幼虫の表現型を観察した。カイコ卵にミミックを

注射し、BMmirmegu の発現量をコントロールと比較したところ、変化は認められなか

った。このことから、本研究で用いたミミックは、カイコ卵に注射すると、短時間で分

解などを受けて効果が持続しない可能性が考えられた。同様に、カイコ卵に機能阻害剤

を注射した場合も、効果が認められなかった。そこで、幼虫個体に対して BMmirmegu

の機能阻害剤またはミミックを注射し、BMmirmegu の発現をコントロールと比較した

ところ、24 時間後には、機能阻害や、機能増強を示唆する所見が得られたが、48 時間

後にはその作用が認められなかった。幼虫個体に対して BMmirmeguのミミックを注射

し、24 時間後にカイコ尿酸合成に関与する XDH 遺伝子の mRNA 発現を検討したとこ

ろ、発現が低下した傾向を認めた。 

 一方で、胚発生 96 時間後に BMmirmegu の発現は最大になったことから、幼若ホル

モン JHとの関係が強く示唆された。そこで JHと BMmirmeguの関係について、さらに

検討を行なった。カイコ幼虫に JHを注射し、BMmirmeguの発現を検討したところ、発

現が顕著に上昇した。次に BMmirmeguのミミックを注射し、24時間後に JH応答遺伝

子の Kr-h1 の mRNA 発現を検討したところ、発現が顕著に上昇したことから、

BMmirmeguは、JHのような機能を持つ可能性が強く示唆された。 

本研究は、これまで機能が検討されてこなかった BMmirmeguが、JHのような機能を

有することを明らかにした。本研究期間中には、機能阻害剤や、機能増強剤を用いた実

験について最適な実験条件を設定できなかった。これらのデザインや、投与方法などに

ついての検討が課題として残された。今後ミミックや阻害剤による実験の最適条件が設

定できれば、BMmirmeguの生体内における役割を確定できると思われた。 
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