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研究成果の概要（和文）： 
炎症反応に関連する microRNA（miRNA）は、炎症制御並びに臓器線維化に関与すると考えられ

る。しかしながら、未だ炎症関連 miRNA の同定は行われていない。本研究では、次世代シーク

エンサーを用いて、皮膚創傷治癒過程において発現誘導される既知及び未知 miRNA を網羅的に

同定した。さらに、組織学・分子細胞生物学・イメージング等様々な手法を用いて、炎症関連 

miRNA の同定及び機能解明を行った。本研究成果により、miRNA が司る炎症・組織修復の制御

機構の一端を解明することが出来た。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Inflammation-related miRNAs might be involved in regulation of inflammatory response and 
tissue fibrosis. However, these genes have not been identified yet. In the present study, 
we identified wound-related known and unknown miRNAs using next generation sequencing. 
Then we identified inflammation-related miRNAs and clarified its functions using 
histological, cellular and molecular biological, and imaging analysis in vivo and in 
vitro. 
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１．研究開始当初の背景 
 発生学領域において様々なモデル生物を
用いた研究により、組織修復に限って炎症反
応は必ずしも必要でなく、逆に組織線維化を
導く増悪反応であ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、
炎症反応が惹起しない PU.1 遺伝子欠損
（KO）マウスを用いて皮膚創傷治癒を調べた

結果、PU.1 KO マウスは治癒が促進し、さら
に瘢痕が形成されなかった（Martin et al, 
Curr Biol, 2003）。次の解析として、炎症反
応並びに瘢痕形成関与遺伝子の同定を目的
とし、PU. 1 KO と wild type（WT）マウスの
比較検討による DNA マイクロアレイ解析を
行い、186 種類の候補遺伝子（炎症反応依存
遺伝子群）を抽出、発現細胞の同定を行った
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（Cooper et al, Genome Biol, 2004）。損傷
部に存在する線維芽細胞が分泌する細胞外
基質は、瘢痕形成に直接関与すると考えられ
ていることから、抽出した遺伝子群の中でも 
osteopontin (OPN) が瘢痕形成に関与すると
示唆された。そこで私達は、皮膚創傷治癒に
おける OPNの機能解析を目的とし、アンチセ
ンスオリゴ（AS ODN）を用いて皮膚創傷部特
異的に OPN ノックダウンを行ったところ、
OPN AS ODN 塗布部は治癒が促進し、瘢痕形
成が減弱した（Mori et al, J Exp Med, 2008）。 
 以上の研究成果により、私達は瘢痕形成関
与遺伝子として OPN を同定し、更に OPN を
標的とした核酸医薬の開発に至り、炎症反応
と組織修復の分子機構の一端を解明するこ
とができた。しかし、他の瘢痕形成関与遺伝
子の存在が示唆されるので、詳細な解析を行
う必要がある。 
 近年、蛋白質に翻訳されないと考えられて
いた多数の DNA 配列が ncRNA（non-cording 
RNA）として転写され、蛋白質翻訳制御に関
与していることが明らかになった。ncRNA の
中でも micro RNA（miRNA）は、標的 mRNA に
作用して蛋白質翻訳制御に関与する分子と
して知られている。いくつかの miRNA は、
炎症反応特異的に誘導されることが明らか
にされているおり（O'Connell RM, PNAS, 
2007）、さらに miRNA-155 は、免疫恒常性の
破綻に起因する気管支線維化発症に関与す
ることが明らかにされた（Rodriguez et al, 
Science, 2007）。一方私達は、皮膚創傷治癒
過程における炎症期・増殖期において 
miRNA-132、-146a、-155 が発現誘導される
ことを見出した。従って、炎症反応により特
異的に発現誘導される miRNA は、炎症反応
だけでなく組織修復時に重要な役割を担っ
ていると推察されるが、未だ同定すらされて
いない。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、炎症・組織修復並びに治
癒後に生じる瘢痕形成（傷跡、線維化）の分
子メカニズム解明及び皮膚創傷治癒に効果
のある分子標的核酸医薬の開発を試みるこ
とである。 
 
３．研究の方法 
（１）マウス皮膚損傷モデルの作成 
 8 週齢 ICR マウス（雄）の背部に、直径 4 
mm のバイオプシーパンチ（カイ インダスト
リーズ）を用いて皮膚打ち抜き損傷を作成し
た。その後，正常皮膚及び受傷後 1, 3, 7, 10, 
14 日目に，損傷部を中心として直径 8 mm の
バイオプシーパンチで損傷部を採取した。 
 
（２）免疫沈降法による miRNA 精製 
 皮膚創傷サンプルを Cell Lysis Buffer

（Wako）に浸し、緩やかに 5 分間ホモジナ
イズした。次に、遠心操作を行い、上清を回
収した。回収した上清をさらにフィルターを
用いて精製を行った。最後に、抗マウス 
Argonaute2（Ago2） 抗体（Wako）を用いた
免疫沈降法により Ago2-miRNA 複合体を回
収した。 
 
（３）フェノール･クロロホルム法による 
miRNA 精製 
 採 取 し た 皮 膚 損 傷 サ ン プ ル を 、
TissueLyser II（Qiagen）（粉砕条件：2 分、
25 Hz）を用いて粉砕した。その後，miRNeasy 
Mini Kit（Qiagen）を用いて miRNA を精製
した。 
 
（４）miRNA ライブラリーの作製 
 免疫沈降法によって精製した miRNA サン
プ ル を 用 い て 、 small RNA Cloning Kit
（TaKaRa）よる miRNA クローニングを行い、
次世代シークエンス用サンプルである 
miRNA ライブラリーを作製した。ライブラリ
ー作製効率については、TA cloning、塩基配
列決定を行い、ライブラリー作成が問題なく
行われていることを確認した。 
 
（５）次世代シークエンサーを用いた既知 
miRNA 及び未知 miRNA 候補群の網羅的同定 
 次世代シークエンサー(Illumina) を用い
て、トランスクリプトーム解析を行った。そ
の後，配列のフィルタリング、ゲノムへのマ
ッピング、アノテーション作業、配列のグル
ーピング、二次構造予測を行った。 
 
（６）定量 PCR 法による miRNA 発現動態解
析 
 フェノール･クロロホルム法で抽出した 
miRNA をサンプルとして、TaqMan MicroRNA 
Assay（Applied Biosystems）及び microRNA 
LNA™ PCR primer sets（Exiqon）を用いて cDNA 
を合成した後、miRNA の定量を行った。 
 
（７）In situ hybridization 及び免疫組織
化学的染色 
 皮膚組織を採取後，4% パラフォルムアル
デヒドを用いて組織固定を行い、パラフィン
切片を作成した。コントロールプローブとし
て miRCURY LNA™ Detection Control Probe
（ Exiqon）、 miRNA 検出プローブとして 
miRCURY LNA™ microRNA Detection Probe
（Exiqon）を使用した。その後、F4/80 抗体
（Abcom）または好中球抗体（Abcom）を用い
て、免疫組織化学的染色を行った。 
 
（８）PU.1 遺伝子欠損マウスを用いた機能
解析 
 生後１日齢の WT、PU.1 遺伝子ヘテロ欠損



（ht）及び KO マウスの背部に、長さ １ cm 
の皮膚創傷を施した。その後、3 時間後に創
傷部を中心として 1 mm 幅で皮膚創傷部位を
摘出した。摘出したサンプルは、フェノール･
クロロホルム法によって miRNA 精製を行っ
た。 
 
４．研究成果 
（１）次世代シークエンサーを用いた皮膚創
傷治癒過程における miRNA 発現動態の解析 
 miRNA は、細胞核内において既存遺伝子と
同様に転写され、核外に移行する。その後、
細胞質内で Dicer による修飾を受けて成熟
型 miRNA が生合成され、最終的に Ago2 蛋
白質と複合体を形成して標的 mRNA に作用
し、標的遺伝子の蛋白質翻訳制御に関与して
いる。すなわち miRNA 機能を考慮した場合、
Ago2 蛋白質と相互作用をしている成熟型 
miRNA のみが、実際に翻訳抑制機能を有する
ことになる。そこで、抗 Ago2 抗体による免
疫沈降法を用いて成熟 miRNA の精製を行い、
次世代シーケンサーを用いて既知及び新規 
miRNA 候補の探索及び発現パターン解析を
行った。その結果、皮膚創傷治癒過程におい
て 300 種類以上の miRNA が発現誘導され
ていることが明らかとなった。さらに、バイ
オインフォマティクス解析による二次構造
予測を行った結果、83 種類の新規 miRNA 候
補を同定した。 

 
（２）炎症反応特異的 miRNA の同定 
 本研究におけるマウス皮膚創傷モデルで
は，受傷後 3 日目迄が炎症期に該当する。そ
こで正常皮膚と受傷後 1日目の発現量を比較
し，炎症反応によって特異的に発現誘導され
る miRNA を抽出した。そして定量 PCR を用
いて、詳細に発現動態の解析を行った結果、
miR-21* 、 miR-129-3p 、 miR-139-5p 、
miR-142-3p、miR-142-5p、miR-147、miR-223、
miR-340-5p は炎症期において有意に発現が
上昇していた（図１）。 
 さらに、真に炎症反応依存的であることを
実証することを目的とし、 PU.1 ht 及び KO 
マウスを用いて、上記 miRNA 群の発現定量
解 析 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 miR-21* 、
miR-129-3p 、 miR-142-3p 、 miR-142-5p 、
miR-147、miR-223、miR-340-5p については、
PU.1 ht もしくは PU.1 KO マウス皮膚創傷

部で有意に発現が減弱していた。従って上記 
7 種類の miRNA 群は、炎症反応に依存して
発現誘導されると考えられた（図２）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

（３）炎症反応特異的 miRNA 発現細胞の同
定 
 In situ hybridization 法及び蛍光免液染
色法を用いて、炎症反応特異的 miRNA 発現
細胞の同定を行った。その結果、miR-147 及
び miR-223 については好中球に発現してい
ることが確認された。 
 
（４）Rab37/Munc13-1 複合体はマクロファ
ージにおける TNFα 分泌を制御する 
 公共データベースを用いて炎症反応関連 
miRNA の標的遺伝子の同定を試みた。興味深
いことに、炎症関連 mRNA に作用するだけで
なく，サイトカイン分泌（小胞輸送）に関与
する低分子量 G 蛋白質 Rab ファミリー遺
伝子群にも作用することが示された。これは 
miRNA が様々な細胞内イベントに協調的に
作用し，炎症反応のみならず、生命常性を維
持している可能性を示唆する結果であり、と
ても興味深い。そこで、炎症反応特異的 
miRNA と Rab ファミリーの相互作用解明に
関する先行的な研究として、我々が同定した
炎症反応に関連すると推察された Rab37 の
機能解析を行った。その結果、Rab37 は 
Muc13-1 蛋白質と複合体を形成し、マクロフ
ァージからの主要な炎症性サイトカインで
ある TNFα の分泌制御に必須であることが
明らかとなった（図３）。 

 

（５）炎症制御・組織修復に関与する血
液由来分泌型 miRNA 機能解明に関する基
礎的検討 
 皮膚創傷治癒は、遺伝的背景・栄養状態・

図１ 次世代シークエンサーを用いた miRNA 群の同定 

数値は発現量（リード数）を示す。上記 miRNA 群は、定量 PCR 法

により発現パターンを検証済みである。 

図２ PU.1 ht 及び KO マウス皮

膚創傷部（炎症期）における 

miR-223 の遺伝子発現 

 同定した 炎症反応特異的 miRNA 

である miR-223 の発現は、WT マウ

スに比べ PU.1 ht 及び PU.1 KO マ

ウスでは、発現が有意に低下した。

従って、炎症反応に依存して発現さ

れると考えられる。他の炎症反応特

異的 miRNA も類似傾向を示す。 

図３ Rab37 及び Munc13-1 はマクロファージからの 

TNFα 分泌を制御する 

 Rab37 及び Munc13-1 遺伝子発現抑制（KD）を行った 

RAW264.7 細胞株では、TNFα の分泌が減少した。 



糖尿病を代表とする生活習慣病・加齢等
様々な内因・外因性因子の影響を受ける。
その原因と一つとして、局所及び全身性の
炎症制御の破綻が示唆されているが、その
分子メカニズムは明らかではない。一方、
血液中に存在する分泌型 miRNA は、様々な
病態に関与していると考えられている。そ
こで私達は、血液由来分泌型 miRNA の炎症
制御・組織修復における基礎的検討を目的
とし、免疫沈降法を用いて、老化及び肥満
モデルマウス血漿中に存在する分泌型 
miRNA の精製及びクローニングを行い、次
世代シークエンシングを用いて網羅的同定
を行った。その結果、多種類の分泌型 miRNA 
群は、肥満及びカロリー制限下において顕
著に発現動態が変化していた（図４）。同定
された一部の分泌型 miRNA は、血液を介し
て局所炎症並びに組織修復に関与している
と考えられる。 
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