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研究成果の概要（和文）：microRNA-301aの前駆体を野生型のマウスに導入し，Transgenic mouse(Tg)を作出し
た．Tgは48週齢の時点で，同腹の陰性マウスに比べて，小腸におけるmicroRNA-301aの発現が有意に高かった．
当該Tgは，加齢におけるmicroRNA-301aの機能解析のモデル動物となる可能性が示唆されたと考えられる．しか
し予算の制約があり，これ以上の解析は困難と判断し，当該Tgによる検討は中止した．当該研究とは別に，研究
分担者が，in vitro及びin vivoにおいて，薬物による腫瘍の増殖抑制効果にmiR-301aが関連していることを検
証し，成果を三題発表した．

研究成果の概要（英文）：We constructed a transgenic mouse by introducing a precursor of 
microRNA-301a in to a wild type mouse. MicroRNA expression analysis in three pair of 48-week old 
mice revealed that transgene positive mice strongly expressed miR-301a with statistical significance
 in their small intestines than transgene negative mice. The transgenic mouse presented potential to
 be a model in functional analysis of miR-301a in aging. However, further investigation using the 
transgenic mouse was halted because of shortness of research funding. In addition to the current 
study, we worked for in vitro and in vivo studies to prove whether suppression of tumor growths was 
correlated to miR-301a expression. As a result, we published three papers on journals.    
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究においては，加齢・メタボリック症候群・発がんに関連するmicroRNA-301aの遺伝子を導入したマウスを
作出した．このマウスが48週齢に達したとき，遺伝子を導入していないマウスに比べて，小腸における
microRNA-301aの発現が高いことが確認された．このマウスが加齢におけるmicroRNA-301aの機能を解析する上で
のモデル動物となる可能性が示されたと考えられる．しかし予算の制約があり，これ以上の解析は困難と判断
し，遺伝子組み換えマウスを用いた研究を終了した．本研究計画と並行して，市販されているがん細胞株及びマ
ウスでの研究を進め，成果を三題の論文として発表済みである．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
加齢と悪性腫瘍は，ゲノム DNA の異常及び遺伝情報の転写翻訳の過程(epigenetics)の異常

を介して密接に関連していることが指摘されている．また，人口の高齢化に加えて，悪性腫瘍
のリスク因子であるところのメタボリック症候群も増加している．加齢，メタボリック症候群
と両者を背景とする発癌メカニズムの解明が現在の課題となっている． 
申請者らはこれまでに遺伝情報の転写翻訳の過程(epigenetics)に焦点を当てて，種々の消化

器疾患の病態を解明してきた．特に肝細胞癌，メタボリック症候群の一部である脂肪肝と脂肪
性肝炎，そして肝臓の加齢について，microRNA(miRNA)の網羅的解析に重点をおいて，病態
進展及び治療効果に関与する miRNA を同定し報告してきた．miRNA は蛋白質には翻訳され
ない RNA の 1 種であり，ヒトでは数千種類の miRNA が既に同定されている．miRNA は
その生理機能として，細胞の分化，増殖，アポトーシスに関与している．また miRNA の発現
異常が種々の消化器疾患の原因の一つである． 
 申請者らは 2014 年に，ラット肝臓の加齢と相関する miRNA として miR-301a を同
定している．また予備的実験にて，マウスの非アルコール性脂肪性肝炎の発症と miR-301a 
との相関を示すデータを得た．さらに，外科的に切除されたヒトの消化管間葉系腫瘍(GIST)
の腫瘍組 織において，miR-301a が正常組織に比べて 10 倍以上もの過剰発現をしている
ことを示すデータも得ている． 
 
1) Mimura S, et al. Int J Mol Med. 2014;34(4):1065-72. 
 
２．研究の目的 
 申請者らは，上述の基礎的データにより，miR-301a が加齢・メタボリック症候群及び
悪性腫瘍の病態進展に関与しているものと考え，その病理学的な機構を動物モデルで解明
することを計画した． 
 
３．研究の方法 
 申請者らは当初，miR-301a の前駆体をコンベンショナルノックアウトしたマウスを作出する
ことを予定した．しかし 2015 年 3 月，海外の研究者が，miR-301a をコンベンショナルにノッ
クアウトしたマウスを作出し，そのマウスを用いた研究論文を発表した 1)．この時点で，新規
性の観点から，miR-301a 前駆体のコンベンショナルノックアウトマウスを新たに作出する意義
は無くなったものと判断した． 
 そこで申請者らは，従来の研究計画を修正した．すなわち，miR-301a の前駆体を遺伝子導入
したマウス(トランスジェニックマウス)を作出し，ノックアウトとは正反対の手法で miR-301a
の機能解析に供するモデルマウスの作出を意図した．miR-301a のトランスジェニックマウスの
作出をユニーテック株式会社に委託した．マウスの系統には C57BL6/J を用いた．導入する遺伝
子には, promotor として EF1-alpha を用いた．miR-301a 前駆体を ES細胞に遺伝子導入し，当
該 ES 細胞から生育した Tgを F0，その産仔を F1，F1 の産仔を F2 とした．2018 年 1月に F2 マ
ウスが本学動物実験施設に納品された．納品されたマウスを SPF 区域にて野生型マウスと交配，
継代した. Genotyping により，同腹の遺伝子陽性マウスと陰性マウスを同定した． 
各臓器における miR-301a の発現を real-time qPCR で解析した．microRNA 解析用の total RNA

の抽出においては，Qiazol と miRNeasy mini Kit を用いた．miR-301a を定量する際の内因性コ
ントロールとして，snoRNA-202 及び snoRNA-135 を用いた．miR-301a 及び内因性コントロール
の定量には，Taqman probe を用いた． 
miR-301a の標的遺伝子の発現を解析することを目的として，messenger RNA の発現解析も行

った．Messenger RNA を定量する際は，Qiazol と RNeasy mini Kit を用いて total RNA を抽出
した．内因性コントロールとして，Beta-actin と GAPDH を用いた．miR-301a の標的遺伝子であ
る NKRF，MDM3，PTEN，RUNX3，ESR1 及び内因性コントロールの定量には，Taqman probe を用い
た． 
 
1) Ma X, et al. Cell Discov 2015;1:15005 
 
４．研究成果 
 8 週齢に達した F3 マウス及び F4 マウスを用いて，組み換え遺伝子陽性マウスとその同腹の
陰性マウスを比較する形で，miR-301a の発現を解析した．10ペアのマウスで胃の miR-301a の
発現を解析し，陽性マウスで発現の高い傾向はあったが，有意な差ではなかった(p=0.2924，下
図・左)．同様に 7ペアのマウスを用いて，肝臓における miR-301a の発現を解析したが，陽性
マウス・陰性マウスの間に発現の有意な差は無かった(p=0.5052)．小腸においては，5 ペアの
マウスで発現解析し，やはり有意な差は無かった(p=0.3272)． 
miR-301a の標的遺伝子の発現解析においては，胃における NKRF の発現が，陽性マウスにお

いて陰性マウスに比べて有意に抑制されていた(p=0.0312，下図・右)．しかし，胃における
miR-301a の発現に差が無いので，例え標的遺伝子の発現が抑制されていても，モデル動物とし
ては実用に耐えない水準と判断した． 
 



 
若年マウスでの発現解析を見る限りでは，モデル動物として機能していないと判断し，高齢

マウスでの発現解析に方針を切り替えた．48 週齢に達した F3 マウスのうち，陽性マウス 3 匹
とその同腹の陰性マウス 3 匹について，11 種類の臓器(肝臓，胃，脾，膵，腎，小腸，心臓，
肺，脳，顎下腺，骨格筋)における miR-301a の発現解析をおこなった．その結果，陽性マウス
の小腸において，陰性マウスに比べて，miR-301a の発現が有意に高かった(p=0.0332, 下図・
左)．しかし小腸以外の臓器では，miR-301a の発現に有意な差は無かった．また，小腸におけ
る miR-301a の標的遺伝の発現解析を行ったが，5種類の標的遺伝子のいずれにおいても，陽性
マウスと陰性マウスの間に有意な発現の差は無かった(p=0.2075，下図・右)． 
 

  
2018 年 3 月，以上の結果を検討した後， 1) 予算の制約があり研究のこれ以上の継続が困難で
あること，2) 海外の研究者が作出した miR-301a ノックアウトマウスと同等以上のマウスモデ
ルを確立できる可能性が乏しいこと, の 2 点を考慮した結果，本研究を中止することとした． 
 
なお，本研究計画と並行して，市販されているがん細胞株及びマウスでの研究を進め，miR-301a
に関する成果を三題の論文として発表済みである． 
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