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研究成果の概要（和文）：microRNA（miRNA）は、蛋白質翻訳制御に関与する非コード RNA である。miRNA は体
液中にも存在し、疾患との関連性やバイオマーカーとしての応用が期待されている。しかし、生物学的機能は不
明である。本研究では、分子疫学調査で得たデータを用いて、血清中に存在する生活習慣病関連 miRNA として 
miR-22-3p を同定した。また、寿命関連転写因子 Foxo3a は、miR-22-3p 発現に関与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：MicroRNAs (miRNAs) of the small, non-coding RNA family that regulate 
translational processing of target mRNAs. miRNAs in fluid might be associated with diseases and 
application to biomarker. However molecular and cellular mechanisms are largely unknown. In this 
study, we have identified lifestyle diseases-related miR-22-3p using molecular epidemiologic study. 
And we clarified that age-related transcription factor Foxo3a regulates expression level of 
miR-22-3p in serum.

研究分野：炎症学、組織再生学、老化学
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１．研究開始当初の背景	
microRNA（miRNA）は、Ago2（Argonaute2）
蛋白質と複合体を形成し、標的	mRNA	に結合
し蛋白質の翻訳抑制に関与する非コード	
RNA	である。これまで	miRNA	は、細胞内に
おいて機能を発揮すると考えられていた。し
かし現在は、miRNA	は細胞内だけでなく血液
や尿などの体液にも存在することが示され
ている。特に、血液中に存在する	miRNA	は、
癌の診断マーカーとして期待されている。し
かし、細胞外に存在する	miRNA	の生物学的
機能や病態進展の関連性は、未だ明らかにさ
れていない。	
	
	 下等生物（酵母、線虫）から高等生物（マ
ウス、サル、ヒト）に至るまで、摂食カロリ
ーを適度に制限すると、癌や非腫瘍性疾患の
発症率が低下し、寿命が延長することが明ら
かとなっている。これは、カロリー制限（CR:	
calorie	restriction）効果として、ヒトの
健康寿命延伸に寄与すると考えられている。
これまで私たちは、寿命関連転写因子	Foxo	
ファミリーは、CR	効果の制御分子として中
心的な役割を担っていることを解明してき
た 。 (Yamaza	 et	 al,	 Aging	 Cell,	 2010)
（Shimokawa	et	al,	Aging	Cell,	2015）。ヒ
ト	FOXO3A	遺伝子におけるバリアントは、	
ヒト寿命に直接影響を及ぼすことが報告さ
れている（ Li	 et	 al,	 Human	 Molecular	
Genetics,	2009）。Foxo	ファミリーは、種々
の	miRNA	の発現制御に関与していると考え
られている。しかし、未だその分子間相互作
用は解明されていない。	
	
	 これまで私たちは、マウスサンプル（主要
臓器および血液）を用いて、老化・代謝・CR	
効果・生活習慣病などに関与する分子群の同
定を行った。さらに、大規模コホート疫学調
査から得たヒト血漿サンプルを用いて、マウ
スから得られた結果を基に、老化や生活習慣
病に関連する血液循環	miRNA	のスクリーニ
ングを行った。その結果、種々の興味深い分
子群を同定した。また、それら	miRNA	群は、
Foxo	mRNA	に作用することが、バイオインフ
ォマティクスより推察された。	
	
	 そこで本研究では、マウスから得られた結
果と疫学コホート調査に基づくヒト由来サ
ンプルから得られた結果を統合して、寿命や
生活習慣病における、細胞内外の	miRNA	の
機能解析に着手するに至った。	
	
２．研究の目的	
(1)	CR	における寿命関連転写因子	Foxo3a	
が関与する血液中	miRNA	発現動態解析	
(2)	老化過程における炎症性	miRNA	の	in	
vivo	機能解析	
 
３．研究の方法 
(1)	CR	モデルマウスの作製	

CR	モデルマウス作製は、生後 8 週齢の自由
摂食（AL）マウスと比べて	70%	食餌量を、
生後 6ヶ月に至るまで食餌させることにより
作製した。	
	
(2)BALB/c	miRNA	遺伝子欠損（miR	KO）マウ
スの作製	
現在保持している	miR	KO	マウスの系統は、
C57BL/6 である。その	miR	KO	マウスの系統
を	BALC/c	へと変更した（いわゆるバックク
ロス）。具体的には、6	世代にわたりバック
クロスを行った。	
	
(3)表現系解析	
miR	KO	マウスの食餌量（4週間毎）、体重（4
週間毎）、寿命を測定した。途中で死に至っ
たマウスは、主要臓器を摘出し、4%パラホル
ムアルデヒドを用いて固定した。固定後、パ
ラフィン包埋切片を作製し、ヘマトキシリ
ン・エオジン染色を行い、病理組織学的検査
を行った。	
	
(4)遺伝子発現定量解析	
microRNA	Isolation	Kit,	Mouse	Ago2（和光
純薬工業）を用いて、マウス血漿サンプル中
に含まれる	Ago2	結合	miRNA	を精製した。
その後、cDNA	を合成し（Exiqon）、定量	PCR
（qPCR）を行った。	
	
４．研究成果	
(1)	CR	における寿命関連転写因子	Foxo3a	
が関与する血液中	miRNA	発現動態解析	
私たちは、大規模コホート疫学調査から得た
ヒト血漿サンプルを用いて、miR-22-3p	は、
健常者群と比較して、高血圧群および肥満群
において有意に減少していること、動脈硬化
群については、変化が認められなかったこと
を見いだした。	
	
	 一方、本研究着目分子である	miR-22-3p	
は、Foxo ファミリーによって相互作用してい
ると推察されているが、その作用機序は明ら
かではない。そこで	CR	を施した	Foxo3a	ヘ
テロ欠損（Foxo3a+/--CR）マウスを用いて、血
中	Ago2	結合型	miR-22-3p	発現を解析した。
その結果、Foxo3+/--CR マウスにおいて、
miR-22-3p	発現は上昇していた（図１）。こ
の 結 果 は 、 Foxo3a	 は 	 CR	 に お い て	
miR-22-3p	発現調節を担っていることを示
唆する。	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	



図１．miR-22-3p	の発現動態	
(2)miR	KO	マウス（C57BL/6）の寿命解析	
miR	KO	マウス（C57BL/6）の長期寿命解析を
行った。その結果、雄マウスの生存期間中央
値は 54	週であることが明らかとなった。（図
２）	

図２．miR	KO（雄）の寿命曲線	
	
	 一方、雌マウスの生存期間中央値は 60	週
であることが明らかとなった（図３）。	

図３．miR	KO（雌）の寿命曲線	
	
	 体重測定に関しては、コントロールに比べ
miR	KO	マウスは、体重の上昇率が有意に低
下した。しかしながら、両マウスにおける摂
食量は、変化がなかった。	
	
(3)系統変化による生存率変化の解析	
miR	KO	マウス（C57BL/6）は、生まれてまも
なく死亡する。その原因として、系統が影響
していることも珍しくない。そこで、BALB/c	
へのバッククロスを行い、解析を行った。そ
の結果、miR	KO（BALB/c）においても、生ま
れてまもなく死亡することが確認された。	
	
(4)考察	
	 本研究で着目している	miR-22-3p	は、寿
命関連転写因子	Foxo3a	との関連性が示唆
された。今後は、血液中への	miR-22-3p	の
放出機構、血液中における機能および病態発
症への関与を明らかにしたい。	
	
	 寿命などを主体とした一般的な	miR	KO	マ
ウスの表現系解析をまとめることができた。
私たちが知る限り、単独の	miRNA	欠損によ
って早死傾向が認められる報告はない。今後

は、本モデルマウスを用いて、生命恒常性維
持機構の解明を行っていく予定である。	
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