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研究成果の概要（和文）：本研究では、ツキノワグマにおける冬眠中の血液分泌型マイクロRNAの発現変化を明
らかにすることを目的とした。Small-RNAシーケンスによる解析を実施した結果、冬眠中に61種で発現が増加、
18種で減少することが確認された。これらのマイクロRNAの中には、エネルギー代謝経路に関連する因子が認め
られたことから、冬眠中における代謝制御に関わる臓器間コミュニケーションツールとして機能している可能性
が示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study investigated changes in expression of circulating microRNAs 
during the hibernation period in Japanese black bears. Small-RNA sequencing analysis revealed that 
61 and 18 microRNAs increased and decreased in expression during hibernation, respectively. Those 
included microRNAs which was known to be involved in the regulation of energy metabolic pathway, 
suggesting that these microRNAs potentially act as communication tool among organs during 
hibernation period.

研究分野：野生動物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、クマの冬眠中に発現量が増減する血中分泌型マイクロRNAを世界で初めて特定することができた。
これらの因子は、脂肪を唯一のエネルギー源として代謝異常を伴わずに長期の生命活動を維持できる仕組みに深
く関与するものであると考えられるだけでなく、筋萎縮・骨萎縮の抑制にも関わっている可能性がる。今後研究
をより発展させることによって、ヒトや伴侶動物・家畜における代謝性疾患等の予防・治療法の開発にも大きく
寄与することが期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
冬眠は生体活動を低下させることで厳しい気候・食物状態である冬期を乗り切るべく進化した
適応的生物現象である。クマ類が示す冬眠は、(1)中途覚醒を示さず、持続的に眠り続ける、(2)
体温の降下度が小さい、(3)摂食・飲水、排糞・排尿を行わない、等の点で他の冬眠性哺乳類と
は大きく異なる。クマ類は約 5ヶ月にわたり寝たきりの状態でいるが、骨密度の低下や骨格筋
の萎縮がほとんど生じない(Lohuis et al. 2007, McGee-Lawrence et al.2009)。また脂肪を唯
一のエネルギー源としながらも、低血糖やケトン体の過度の蓄積による代謝障害（ケトアシド
ーシス）が起こらず、さらには排尿しないにも拘わらず血中に尿素窒素が蓄積しない（むしろ
減少する）という驚くべき仕組みを有している（Hellgren 1998）。しかしながら、なぜこのよ
うな冬眠形態が可能であるのか、その仕組みは明らかになってはいない。 
 申請者らは上述の謎に迫るため、これまで飼育下のツキノワグマを対象とし、エネルギー代
謝様式の季節変化に着目した研究を遂行してきた。この結果、クマは秋期になると摂取した炭
水化物を効率良く体脂肪に変換することで冬眠に備えること、冬眠期に入るとエネルギー源を
脂質にシフトさせ、体温を 5度ほど低下させてエネルギー消費を抑制することを明らかにした。
さらに、エネルギーの産生/消費において中心的な役割を担う肝臓・骨格筋・脂肪の mRNA 発現
に焦点を当て、1）肝臓おける糖新生関連遺伝子群の増加、2）肝臓・骨格筋・脂肪における解
糖系関連遺伝子群の減少、3）肝臓・骨格筋におけるアミノ酸異化関連遺伝子群の減少、4）肝
臓・脂肪における脂肪酸合成関連遺伝子群の減少、などといった遺伝子転写調節が冬眠中に行
われていることを示した。 
 このように、各組織において生じる遺伝子発現の変化について一定の知見を得たものの、こ
れらの遺伝子の発現がどのような機構により制御されているのかは依然として不明である。さ
らに、個体レベルでのエネルギー代謝の恒常性の維持は、各組織が個々に担っているわけでは
なく、それぞれが協調してこそ成り立つものである。つまり、冬眠中の代謝を協調して制御す
るための臓器間コミュニケーションがあるのではないか、と考えるに至った。もしこのような
仕組みが存在するとしたら、血液を介する可能性が高い。そこで、本研究では、細胞間コミュ
ニケーションツールとして近年注目を集めている、血中分泌型 microRNA（以下 miRNA）に焦点
を当て、冬眠中の代謝制御への関与の有無を明らかにすることを計画した。 
 
２．研究の目的 
本研究は、冬眠中のエネルギー代謝を協調的に制御するための臓器間コミュニケーションツー
ルが存在するのではないかとの仮説のもと、血中分泌型マイク RNA（miRNA）の代謝制御へ
の関与の有無を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
秋田県阿仁クマ牧場で飼育されているメスツキノワグマを実験に供試した。麻酔薬（ゾレチル
（塩酸ゾラゼパムと塩酸チレタミンの混合薬）およびメデトミジンを併用）を吹き矢により投
与し不動化処置を施した後、頸静脈より血液を採取した。またバイオプシー法により、肝臓・
骨格筋・脂肪組織を採取した。サンプリングは活動期（6 月）および冬眠期（2 月後半）に実
施した。 
（１）血中分泌型 miRNA 発現解析 
DNA チップ研究所が提供している Small-RNA シーケンス受託サービスを利用し、次世代シー

ケンサーを用いて血中分泌型 miRNA の発現を活動期と冬眠期（各 4頭ずつ）で比較した。この
結果、冬眠中に増減が認められた miRNA については、qPCR 法を用いた発現解析を実施した。 
（２）エンリッチメント解析 
 次世代シーケンス解析で発現の変動が認められた miRNA を対象としてコンピューターソフト
ウェアを使用したエンリッチメント解析を行い、対象とした miRNA が関わる代謝経路を特定し
た。 
（３）組織における microRNA の発現解析 
 上記 1）において発現が増減した miRNA のうち、組織特異性が報告されているものを対象と
し、肝臓を用いた発現解析（活動期・冬眠期各８個体）を qPCR 法により行った。 
 
４．研究成果 
（１）血中分泌型 miRNA 発現解析 
 次世代シーケンス解析により血中に存在する RNA
のプロファイリングを明らかにした。この結果、血
中における miRNA の割合約 1％ほどであり、その他
の RNA 種（rRNA, tRNA 等）を含め、各 RNA 種の割合
は活動期と冬眠期において差は認められなかった。 
 次に、miRNA の発現解析データを基にクラスタリ
ング解析を実施した。この結果、血中 miRNA 発現パ
ターンは活動期と冬眠期で明瞭に異なった（図 1）。
このことから、冬眠期は活動期と異なる miRNA 発現



制御が行われていることが示唆された。 
Small-RNA シークエンスにおよる解析により、活動期と比較して冬眠期で発現量が有意に増

加する miRNA が 61 種、有意に減少する miRNA が 18 種が確認された。これらの miRNA を対象と
してqPCR法を用いた発現解析を実施したところ、miR-122-5pおよびmiR-486a-5pにおいては、
冬眠中に発現が有意に減少することが qPCR においても確かめられた（図 2）。また、肝臓特異
的に発現している miR-122-5p について、肝臓での発現量を qPCR を用いて比較したところ、同
様に肝臓における発現が減少していることが明らかになった。一方、Small-RNA シーケンスに
よって冬眠中に発現が増加したことが示された
miRNA については、qPCR による再現性を得ることが
できなかった。ただし、ツキノワグマ特異的と考え
られる新規miRNA分子aml-novel-miR-1-3pについて
は、Small-RNA シーケンスおよび qPCR ともに冬眠中
に発現が有意に増加することが明らかになった。面
白いことに、この新規 miRNA のターゲットとなるｍ
RNA の一つとして、血液凝固に関与する mRNA の存在
が明らかになった。このことは、今回発見した新規
miRNA が、冬眠中の血液凝固時間の延長に関わる可
能性を示している。 
 
（２）エンリッチメント解析 
 Small-RNA シーケンスで発現量の変動が認められ
た miRNA を対象としてエンリッチメント解析を行っ
た（表 1）。冬眠期に発現が増加した miRNA が関連す
る代謝経路として、脂肪酸代謝経路やシグナル伝達
経路（PI3K-AKT 経路・FOXO 経路・MAPK キナーゼ経
路）が候補として検出された。このことから、冬眠
中に発現が増加する血中分泌型 miRNA は冬眠中の代
謝制御においてなんらかの役割を担っているものと
考えられた。 
 
（３）まとめ 
 本研究の網羅的な定量解析により、冬眠期におけるクマの血中分泌型 miRNA の発現パターン
は活動期のものと異なることが明らかになった。血中に放出される miRNA は組織における冬眠
期特有の代謝状態を反映することが考えられる。エンリッチメント解析により、冬眠期に血中
発現量が増加した miRNA は、脂質代謝や PI3K-AKT 経路などをはじめとした冬眠に強い関連を有
する代謝変化や生化学経路を調節する機能を持つことが予測された。このように、これまで明
らかになっている冬眠期のクマの代謝変化と、血中分泌型 miRNA の関連が多く示されたことか
ら、冬眠中の遺伝子発現調節において miRNA が重要な役割を担っている可能性が考えられる。
クマの冬眠は、代謝異常を伴わずに長期の低代謝、不動状態を維持することのできる驚くべき
生物現象である。ヒトをはじめとする一般哺乳類では、過剰な脂質蓄積による肥満や長期不使
用による筋萎縮、骨退縮は現在でも避けることができない症状である。従って、miRNA が関連
するクマの代謝調節機構をより明らかにすることは、ヒトの医療などへの応用にも大きく貢献
することが期待できる。 
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