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研究成果の概要（和文）：本研究においてはマイクロRNA-33の白血球分画および骨髄機能に与える影響について
解析を行った。結果、マイクロRNA-33欠損マウスにおいて、骨髄中の造血幹細胞分画中でその標的遺伝子である
HMGA2の発現増加を認められた。それに伴って造血幹細胞分画におけるアポトーシスが減少し、造血幹細胞およ
びその下流の骨髄球系前駆細胞、単球分画が増加していることが見出された。また、マイクロRNA-33欠損は
ABCA1の発現増加を通じてHDLコレステロールを増加させることが知られているが、これによって骨髄中の単球の
血中への移行が抑制されること、結果として血中の炎症性単球が減少することが示された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we analyzed the effect of microRNA (miR)-33 on 
leukocyte population and bone marrow function. As a result, the expression of High mobility group 
AT-hook 2 (HMGA2) targeted by miR-33 was increased in hematopoietic stem cells in miR-33 deficient 
mice, which reduced their apoptosis and subsequently increased hematopoietic stem cell, myeloid 
progenitor and monocyte population in bone marrow. On the other hand, miR-33 is known to increase 
HDL cholesterol by targeting ATP-binding cassette transporter A1 (ABCA1). We also demonstrated that 
this increase in HDL cholesterol suppressed the emigration of monocytes from bone marrow to 
peripheral blood, which decreased peripheral inflammatory monocytes in miR-33 deficient mice.

研究分野：循環器内科学
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１．研究開始当初の背景 
近年、マイクロ RNA (miR)という 20 塩基程度
の遺伝子をコードしないRNAが内在性に存在
し、標的とした mRNA の翻訳を抑制すること
によって種々の遺伝子発現を精巧に調節し
ていることが明らかになってきた。 
その中でも、miR-33 はコレステロール代謝遺
伝子を制御する転写因子である sterol 
regulatory element binding protein 2 
(SREBP-2)のイントロンに種を超えて高度に
保存され、コレステロール輸送蛋白である
ATP-binding cassette A1(ABCA1)を標的とし
て抑制し、血中 HDL コレステロール値を低下
させることが報告されている。我々のグルー
プにおいて、この miR-33 の欠損マウスを作
製したところ、マクロファージおよび肝臓に
おける ABCA1 の発現上昇、マクロファージに
おけるアポA-Iに対するコレステロール引き
抜き能の増加、血中 HDL コレステロール値の
上昇を認めた(①)。さらに、miR-33 欠損マウ
スと動脈硬化のモデルマウスであるアポE欠
損マウスをかけあわせることによって、
miR-33/アポ E 両欠損マウスを作製したとこ
ろ、動脈硬化進展抑制効果が認められた(②)。
このため、miR-33 は動脈硬化性疾患に対する
新たな治療標的となりうると考えられた。し
かしながら、一方で上記両欠損マウスにおい
て末梢血中の炎症性単球の割合が上昇して
いることも見出しており、これは動脈硬化形
成に対して負に作用する可能性があった。こ
のため、miR-33 を治療標的とする上で、炎症
性単球に対する影響を明らかにすることが
重要であると考えられた。 
 
２．研究の目的 
miR-33 の白血球分画、特に炎症性単球分画、
および骨髄機能に与える影響について検討
する。 
 
３．研究の方法 
(1) miR-33欠損マウスにおける末梢血白血球
分画および骨髄中の造血系細胞分画につい
てフローサイトメトリーを用いて解析を行
い、野生型マウスと比較検討を行った。 
 
(2) 上記実験により miR-33 欠損マウスにお
いて造血幹細胞分画の増加が認められたた
めに、その原因について解析を行った。造血
幹細胞の規定因子としては自己複製、髄外移
送、アポトーシス、分化が考えられたために、
それぞれの因子について解析を行った。 
 
(3) 上記解析にて得られた、miR-33 欠損マウ
スにおける表現型が造血幹細胞由来の表現
型であるのか、またはそれ以外の細胞由来の
表現型であるのかを骨髄移植モデルを用い
て解析した。 
①野生型のレシピエントに miR-33 欠損型の
骨髄を移植することによって、血球系のみ
miR-33 の欠損した野生型マウスを作成。また、

miR-33 欠損型のレシピエントに野生型の骨
髄を移植することによって、血球系のみ野生
型の miR-33 欠損マウスを作成した。コント
ロールとして野生型のレシピエントに野生
型の骨髄を移植したもの、miR-33 欠損型のレ
シピエントに miR-33 欠損型の骨髄を移植し
たものを作成した(下図)。これら 4群のマウ
スの末梢血および骨髄中の単球について、ま
た造血幹細胞を含めた骨髄中の血球系前駆
細胞の解析を行った。 

 
②また、さらに競合的骨髄移植法を行った。
白血球に CD45.1 を発現する Ly5.1 マウスを
用いた。野生型マウスおよび miR-33 欠損マ
ウスの白血球においては CD45.2 が発現して
いる。Ly5.1 マウスに対して、Ly5.1 マウス
の骨髄および野生型マウスの骨髄を1:1で混
合したものを移植し、コントロールとした。
これに対して Ly5.1 マウスに Ly5.1 マウスの
骨髄および miR-33 欠損マウスの骨髄を 1:1
で混合したものを移植し解析を行った(下
図)。 

 
(4) これまでの実験により同定された血球
系由来の表現型を来たすと思われる miR-33
の標的遺伝子について検討した。miR-33 欠損
マウスより造血幹細胞含有分画である
Lin(-) Sca1(+) c-Kit(+) (LSK)細胞分画を
セルソーターを用いて採取し、そこから RNA
を抽出した。バイオインフォマティクスによ
って表現型の原因と思われる遺伝子群を選
定し、その mRNA の発現量について定量的 PCR
を行って分析を行った。予想通りに発現上昇
の認められた遺伝子について、フローサイト
メトリーの蛍光強度 (MFI) によってタンパ
ク発現も上昇していることを確認した。さら
に、miR-33欠損マウスよりLSK細胞を採取し、



レンチウイルスを用いて目的の標的遺伝子
の siRNA を導入、アポトーシスの減少が消失
するかの検討を行った。 
 
(5) 造血幹細胞以外の因子については、まず
は miR-33 欠損マウスの最も顕著な表現型で
ある、血中 HDL コレステロールの増加で説明
できるか検討を行った。pLIVE®ベクターを用
いてヒト ABCA1 もしくはヒトアポ A1 を野生
型のマウスの肝臓に導入することによって
miR-33欠損マウスと同様にHDLコレステロー
ルの増加を引き起こし、miR-33 欠損マウスの
非血球系の表現型が再現できるかを検討し
た。 
 
４．研究成果 
(1) miR-33 単独欠損マウスにおいては、
miR-33/アポ E 両欠損マウスとは逆に、末梢
血中の炎症性単球 (Ly6Chigh monocyte) が減
少していること、また骨髄中では逆に増加し
ていることが判明し、骨髄から末梢血への単
球移送が低下していることが示唆された。ま
た、骨髄中において造血幹細胞含有分画であ
るLSK細胞分画および骨髄球系前駆細胞分画 
(CMP, GMP, MEP) の増加が認められた。 
 
(2) 造血幹細胞数の規定因子について、分化
については上記の如く、下流の前駆細胞の増
加が認められていため、他の因子について解
析を行った。 
① 自己複製に関して、造血幹細胞の細胞周
期解析を DAPI および抗 Ki-67 抗体を用いて
行ったが、miR-33 欠損マウスおよび野生型マ
ウスにおいて特に差は認められなかった。 
② 髄外移送については末梢血中の造血幹細
胞数について検討したが、これにおいても差
は認められなかった。 
③ 造血幹細胞におけるアポトーシスにおい
て蛍光標識をおこなった Annexin V を用いて
解析を行ったが、これは miR-33 欠損マウス
において有意に減少していた。 
 
以上より、miR-33 欠損マウスにおける造血幹
細胞分画の増加は、アポトーシスの減少よる
ものであることが示唆された。 
 
(3) 骨髄移植モデルを用いた miR-33 欠損マ
ウスの表現型の原因因子の解析により下記
が判明した。 
①骨髄移植によって作成した 4群の中で、末
梢血炎症性単球の減少は、レシピエントにお
いて miR-33 が欠損している群においてのみ
認められ、この表現型が造血系以外の細胞由
来であることが示唆された。一方、骨髄中の
造血幹細胞、骨髄球系前駆細胞、炎症性単球
の増加は、miR-33 欠損骨髄を移植された群に
おいてのみ認められ、これらの表現型が血球
系細胞由来であることが示唆された。 
 
②競合的骨髄移植において、末梢血白血球分

画の CD45.2 陽性細胞の割合の解析すると、
コントロールグループ(Ly5.1 マウスの骨髄
および野生型マウスの骨髄を 1:1 で移植)に
おいて、その割合はほぼ 50%であった。一方
で、Ly5.1 マウスの骨髄および miR-33 欠損マ
ウスの骨髄を1:1で混合したものを移植した
マウスでは CD45.2 陽性細胞の割合は、白血
球全体において増加傾向にあり、特に炎症性
単球においては有意に増加していた。すなわ
ち、非血球系細胞の環境が同等であれば、
miR-33 欠損は末梢血中の炎症性単球を増加
させる方向に働くということが示唆された。
これは①の結果と一致する(下図)。 

 
(4) miR-33の標的遺伝子かつ造血幹細胞数に
影響を来しうる可能性のある遺伝子につい
て、mRNA 発現量を測定したところ、HMGA2 と
いう遺伝子の発現量が、miR-33 欠損マウスよ
り採取したLSK細胞において有意に上昇が認
められた。フローサイトメーターを用いたタ
ンパク発現解析でも、同様に上昇が認められ
た。また、HMGA2 の 3’UTR を持つレポーター
遺伝子とともに miR-33 を 293T 細胞に導入し
たところ、レポーター活性の低下が認められ
た。これは HMGA2 が miR-33 の直接の標的遺
伝子であることを示唆する。さらに、miR-33
欠損マウスより採取した LSK細胞に HMGA2 の
siRNA を導入したところ、アポトーシスの減
少が消失した。これは miR-33 欠損による
HMGA2 の上昇が、造血幹細胞におけるアポト
ーシス減少に寄与していたことを示唆する。
さらに、miR-33 欠損マウスに亜致死性の放射
線を照射、白血球の立ち上がりを観察したと
ころ、野生型マウスに比べて早期に立ち上が
ることが確認できた。これにより、miR-33 が
化学療法や放射線療法からの白血球立ち上
がりに対する新たな治療標的となる可能性
が示唆された。 
 
(5) 上記の如く、miR-33 欠損マウスにおいて
末梢血炎症単球が減少している原因として、
単球の骨髄から末梢血への移送が抑制され
ている可能性が考えられた。この移送には単
球における CCR2 および骨髄ニッチにおける
MCP1 が重要な働きをすることが報告されて
いる。そこで、骨髄中の炎症性単球における
CCR2 の発現および骨髄中の MCP1 の発現につ



いて解析をおこなったところ、miR-33 欠損マ
ウスにおいて骨髄炎症性単球での CCR2 の発
現低下が認められた。一方、MCP1 の発現に差
は認められなかった。HDL コレステロールは
単球における CCR2 の発現を低下させること
が報告されており、miR-33 欠損マウスにおけ
る HDL コレステロール上昇が、骨髄中の炎症
性単球における CCR2 の発現を抑制し、その
末梢血中への移送を抑制している可能性が
考えられた。実際に、pLIVE®ベクターを用い
てヒト ABCA1 もしくはヒトアポ A1 を野生型
のマウスの肝臓に導入することによって HDL
コレステロールを上昇させると、末梢血中の
炎症性単球の減少および骨髄中の増加傾向
が認められ、我々の仮説を実証する結果であ
った。 
 
以上より、miR-33 欠損は、造血幹細胞におい
て、その標的遺伝子である HMGA2 の発現を増
加させることによってそのアポトーシスを
減少させ、その下流の骨髄球系前駆細胞、骨
髄中の炎症性単球数を増加させること、また
肝臓における ABCA1 増加を通じた HDLコレス
テロールの上昇によって骨髄中の炎症性単
球における CCR2 の発現を減少させ、その末
梢血中への移送を抑制することが示唆され
た。 
すなわち、miR-33 欠損マウスにおいて、末梢
血中の炎症性単球数は、血球系の因子と非血
球系の因子のバランスによって規定される
こと、定常状態においては非血球系の因子が
強く働き、末梢血中の炎症性単球は減少方向
に向かうことが考えらた。 
以前の研究中、miR-33/アポ E 両欠損マウス
において末梢血中の炎症性単球の割合は
miR-33 単欠損とは逆に増加していたが、アポ
E 欠損は造血幹細胞の増加および HDL コレス

テロールの低下を来すことが報告されてお
り、miR-33 欠損による血球系の因子の増強お
よび非血球系因子の低下を来し、結果として
両欠損マウスでは末梢血中の炎症性単球の
割合が増加した可能性が考えられる(下図)。 
以前、miR-33 欠損マウスにおいて動脈硬化抑
制が認められることを我々は報告したが、ア
ンチセンスオリゴヌクレオチドなどを用い
た miR-33 阻害による動脈硬化抑制効果につ
いては報告グループによって結果が異なる。
末梢血中の炎症性単球の増減は動脈硬化進
展に影響を与えると考えられるが、様々な実
験条件が、上記の miR-33 欠損における 2 つ
の因子のバランスに影響し、末梢血炎症性単

球の増減、ひいては動脈硬化進展にも影響を
与えている可能性も考えられる。このため、
miR-33 を動脈硬化性疾患の治療標的とする
ためには、細胞もしくは臓器特異的な阻害方
法を確立していく必要があると考えられる。 
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