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研究成果の概要（和文）：我々は、これまでに循環器疾患を中心としたマイクロRNA (microRNA;miRNA； miR)の
働きについて詳細に検討してきた。その結果、miR-33は進化の過程で、飢餓/低栄養の際のコレステロール不足
に適応するための‘倹約遺伝子’、さらには外敵からの‘防御・修復因子’として重宝されてきた可能性がある
と考えられた。今回の我々の研究により、miR-33a/bは現在においてはむしろ不要の局面が多く、動脈硬化、慢
性炎症、臓器線維化の原因にもなっていると考えられる。また、臓器特異的なmiRNAの制御法についてのデータ
も得たため、今後、miR-33a/bを標的とした治療法の開発が進むと考えられる。

研究成果の概要（英文）：MicroRNAs (miRNAs; miRs) are small non-protein-coding RNAs that negatively 
regulate gene expression. They bind to the 3’UTR of specific mRNAs and inhibit translation or 
promote mRNA degradation. There is emerging evidence linking miR-33a/b to lipid homoeostasis, 
targeting ABCA1, SREBF1, etc. Such functions of miR-33a/b appear to serve as “thrifty genes” 
during evolution to maintain cholesterol levels both at cellular and whole body levels. As we are 
now living in a “satiation period,” miR-33a/b no longer seem to be useful and could be potential 
therapeutic targets for lipid disorders and/or atherosclerosis. In fact, we have found that 
existence of miR-33a/b can lead to the occurrence of atherosclerosis, chronic inflammation, and 
cardiac fibrosis in vivo. Fine regulation of miR-33a/b could be a promising new approach for the 
prevention or treatment of cardiovascular diseases in the future.

研究分野： 循環器内科学
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１．研究開始当初の背景 
ヒトのゲノムの中にタンパク質を作る遺伝
子が占める領域は数％に過ぎず、多くの領域
には機能が無いと考えられていた。しかし近
年、哺乳類のゲノムの約半分の領域は RNA
に転写され、それらの多くはタンパク質を作
ないノンコーディング RNA（non-codingRNA; 
ncRNA）であると報告された。これらの機能
のほとんどはまだ不明のため、ncRNA は現在
のライフサイエンスのなかで非常に活気の
ある研究領域となっている。我々は、これま
でに循環器疾患を中心としたマイクロ RNA 
(microRNA; miRNA; miR)の働きについて詳
細に検討してきた。 

miR-33 は、コレステロール合成の主要な転
写因子である SREBP-2 遺伝子のイントロン
16 にある。我々は、miR-33 欠損マウスを作
成し、マクロファージおよび肝臓において
miR-33 の標的遺伝子である ATP-binding 
cassette transporter A1 (ABCA1)の蛋白発現が
上昇することを示した。また血中 HDL コレ
ステロールがオスで22% メスで39% 増加す
ることを見いだした（Proc Natl Acad Sci U S 
A. 2010）。さらに、マウス動脈硬化モデルに
おいて、miR-33 の欠損が動脈硬化を改善する
ことも示した (J  Am Heart Assoc. 2012)。また、
miR-33 が進化の過程で保存されてきた理由
についても、①miR-33 が ABCA1 を抑制し、
細胞内コレステロールの維持に働くこと、②
また miR-33 が脂肪酸代謝に関わる転写因子
SREBP-1 も負に制御し、コレステロールの原
料としてのアセチル CoA を、負荷状態に合わ
せてコレステロール合成系と脂肪酸合成系
に振り分けている（コレステロールの原料獲
得に寄与している）ことも明らかとした
（Nature communications 2013)。 
一方、miR-33 は骨髄では骨髄間葉系幹細胞

のシグナル増強により単球の増殖に、また末
梢組織では線維化に関わっていることを認
めている（論文投稿中）。すなわち、miR-33
は進化の過程で、飢餓/低栄養の際のコレステ
ロール不足に適応するための‘倹約遺伝子’、
さらには外敵からの‘防御・修復因子’とし
て重宝されてきた可能性がある。しかしなが
ら、これらは現在においてはむしろ不要の局
面が多く、むしろ動脈硬化、慢性炎症、臓器
線維化、アルツハイマー病の原因にもなって
いると考えられる。また、ヒトには SREBP-1
遺伝子のイントロンに miR-33b も存在する
（げっ歯類では欠失している）ため、miR-33
（a/b）の影響はヒトにおいてさらに大きいと
推察される。 
２．研究の目的 
現在、miRNA の研究は多くの分野で発展し、

一部は治療応用へ進んでいる。しかしながら、
miRNA およびその標的遺伝子は種を超えて

保存されており、進化の過程でさまざまの有
利な働きを示してきた可能性があり、長期間
の抑制は予期しない副作用を生む可能性も
ある。 
今回、miR-33（miR-33a および 33b）の機能
を明らかとし、その制御による治療効果と安
全性を検討する。 
３．研究の方法 
本 申 請 研 究 は 、 生 体 恒 常 性 に お け る
miRNA-33 の役割を遺伝子改変動物(miR-33
欠損マウス、miR-33 過剰発現マウス、miR-33b
ノックインマウス、miR-33 臓器特異的欠損マ
ウス、miR-33 の標的遺伝子欠損マウス)、お
よびヒトサンプルを用いて、miR-33（miR-33a
および 33b）の機能を明らかとし、その制御
による治療効果と安全性を検討するもので
ある。 
４．研究成果 
(1). 成体における miR-33a および 33b 個別の
役割の解明 
①栄養状態の変化による脂質恒常性に対す
る検討 
ヒトには SREBP-1 遺伝子のイントロンに
miR-33b が存在するが、げっ歯類には欠失し
ている。そこで SREBP-1 のイントロンへの
miR-33b のノックインマウスを作製した。実
際に miR-33b ノックインヘテロ/ホモマウス
において、32%/36%の HDL-C の低下を認め
た（Sci Rep 2014）。このマウスと miR-33a 欠
損マウスの交配により、miR-33a および
miR-33b の有無による 4 種類のマウスを作製
することができ、それぞれの生体内での役割
を検討することができる。血中の HDL-C の
値については、miR-33a-/-miR-33b-/-（miR-33a
欠損マウス）が最も高く、miR-33a+/+miR-33b-/-

（野生型マウス）、miR-33a-/-miR-33b+/+ 、
miR-33a+/+ miR-33b+/+（miR-33b ノックインマ
ウス）の順に低下を示し、後 2 者においては、
ほとんど差を認めなかった。このことは、
miR-33a は miR-33a/b が存在しない時には血
中 HDL-C に対して大きな影響をおよぼし、
miR-33b がある場合には miR-33a の作用が限
定的であることを示唆する。現在、マクロフ
ァージにおける miR-33a および miR-33b の働
きを骨髄移植モデルによって検討中である。 
②骨髄機能の検討 
マイクロ RNA-33 欠損マウスでの末梢血分画
の解析の結果、炎症性の Ly6Chigh monocyte が
減少していた。すなわち、miR-33 の発現によ
り、Ly6Chigh の単球が末梢に増加することに
なる。動脈硬化や慢性炎症疾患においては催
炎症性の M1 マクロファージが病態形成に重
要な役割を果たすことが知られているが、こ
の病態の形成に miR-33 が寄与している可能
性がある。一方、骨髄内では末梢血中とは逆
に Ly6Chigh monocyte は増加していた。以上よ
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り、末梢での Ly6Chigh monocyte の減少は骨髄
内の単球の末梢への移送が低下しているた
めと考えられた。一方、骨髄における血球系
前駆細胞の解析をフローサイトメトリーに
て行ったところ、マイクロ RNA-33 欠損マウ
スにおいて造血幹細胞含有分画である Lin(-) 
Sca1(+) c-Kit(+) (LSK)細胞および単球・顆粒
球系前駆細胞(CMP, GMP)の増加が認められ
た。さらに、造血幹細胞数の規定因子である
自己複製の増加、髄外への移送の低下、アポ
トーシスの減少、下流の前駆細胞への分化の
低下についてそれぞれフローサイトメトリ
ーを用いて検討したところ、LSK 細胞でのア
ポトーシスの減少が認められ、これが造血幹
細胞含有分画の増加の原因と考えられた。 
次に、骨髄移植を用いて血球系のみマイクロ
RNA-33 の欠損した野生型マウス、および血
球系のみ野生型のマイクロ RNA-33 欠損マウ
スを作成し、上記解析を行った結果、骨髄か
ら末梢血への単球輸送の低下は血球系以外
の表現型であり、骨髄中での造血幹細胞およ
び単球・顆粒球前駆細胞、単球の増加は血球
系の表現型であることが判明した。現在論文
投稿中である。 
(2). 臓器別の miR-33 の役割の解明 
脂質代謝および動脈硬化の進展に重要な
miRNA である miR-33a の心不全の進行にお
ける役割を検討した。まず病態への関与を調
べる目的で、拡張型心筋症患者の心室での
miR-33a 発現量を測定したところ、心不全の
重症な患者ほど低かった。次に、miR-33 の役
割を調べるために、miR-33a 欠損（KO）マウ
スを用いて検討したところ、圧負荷による心
肥大は野生型と同程度であったが、心室の線
維化が軽減されていた（図 1）。一方、線維化
の軽減にも関わらず、KO マウスの左室収縮

能は慢性期においてむしろ低下した。これら
の原因を探る目的で細胞実験を行ったとこ
ろ、miR-33aKO 線維芽細胞は増殖能が低下し
ており、脂質ラフトの減少を認めた。また、
心臓線維芽細胞特異的な miR-33a 欠損マウス
でも線維化の軽減を認めた。これらの結果よ
り、miR-33 が心臓の線維化、線維芽細胞にお

ける脂質ラフト維持、細胞増殖能維持に関わ
っていることが示された（図 2）(Circ Res 
2017)。 

(3).合成核酸徐放化を用いた RNA デリバリー
システムによる miRNA 制御法の開発 
血管内皮を早期に増殖、障害血管の再内皮化
をはかるステントの開発：早期の臨床応用を

視野に、ウイルスなどのベクターを使用せず、
miR-126 を局所で過剰発現させるための 2 本
鎖合成 RNA を設計した。これは、22 塩基の
miR-126 が選択的に Dicer によって切断され、
マイクロRNAの機能を発揮するRISCコンプ
レックスに取り込まれるように、両端に塩基
を付加し、27 塩基の 2 本鎖 RNA としたもの
である（図 3）。実際、培養血管内皮細胞にお
いて、この 2 本鎖 RNA は、SPRED1 を抑制
し、血管内皮細胞を増殖させた。一方、血管
平滑筋細胞においては、IRS-1 を抑制するこ
とで、増殖抑制に働くことを明らかとした。
さらに、この 2 本鎖合成 RNA を乳酸・グリ
コール酸共重合体（PLGA）ナノ粒子に含有
させ、ステントに電気的に均一にコーティン
グし、局所で徐放化できるステントを開発し
た。コレステロール含有食を付加したウサギ
の腸骨動脈において、バルーン障害後 4 週に
おいて、miR-126 搭載ステントは、コントロ
ール RNA と比較して、有意に再狭窄予防効
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果を認めた（図 4）（PLOS One, 2017）。 

(4).ヒト血清サンプルでの解析 
血清中には miRNA が exosome などの小胞、
あるいはコレステロール、さらに RNA 結合
蛋白とともに存在する。我々はこれまでに、
血中 miR-133 が急性冠症候群の診断に有用で
あることを示した(Circ Cardiovasc Genet . 
2011)。 
緊急入院による加療を要した連続 42 例の急
性心不全患者について、入院時と入院後 7 日
目の血清サンプルおよび臨床データを収集
し、マイクロ RNA の血中濃度の変動と臨床
指標との相関を検討した。急性心不全の加療
経過中に血中濃度が変動するマイクロ RNA
をスクリーニングするために初期に登録さ
れた 10 名の血清を入院時と入院後 7 日目の
それぞれについてプールし、高速シーケンス
法と定量的 PCR 法を併用して網羅的解析を
行った。その結果、miR-122-5p の血中濃度は
入院時に比較して入院後 7 日目に低下が見ら
れることが確認された。miR-122-5p は、肝臓
における特異的な発現が観察される。治療
前・治療後の miR-122-5p の血中濃度はそれぞ
れ対応する時点での血中肝障害マーカーと
有意な相関を示した。以上の結果は、急性心
不全患者の治療経過において見られる
miR-122-5p の血中濃度の変動は、心不全の増
悪によってもたらされた肝障害と治療によ
る軽快を反映している可能性を示唆するも
のであった（ESC Heart Failure 2017）。 
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