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研究成果の概要（和文）：肥満・糖尿病モデルとして、過食をもたらすGold thioglucoseを投与後高ショ糖高脂
肪食を与えたマウスを使用した。本マウス肝においてmiR-222の発現増加を認め、in vitroで肝細胞にmiR-222を
過剰発現させたところインスリン作用の減弱を認めた。miR-222の標的遺伝子としてインスリンシグナルの主要
分子の１つであるIRS-1を見出し、両者の直接結合をルシフェラーゼアッセイにて確認した。実際に本マウス肝
においてIRS-1の発現は低下していた。肥満・糖尿病による肝でのmiR-222発現増加がIRS-1の発現抑制を介して
インスリンシグナルを負に制御していることを証明した。

研究成果の概要（英文）：We focused on miR-222, the expression of which was increased in the livers 
of high fat/high sucrose diet-fed mice injected with gold thioglucose (G+HFHSD). Overexpression of 
miR-222 in primary mouse hepatocytes attenuated Akt phosphorylation induced by insulin, indicating 
that miR-222 negatively regulates insulin signaling. As per in silico analysis, miR-222 potentially 
binds to the 3′ untranslated region (3′ UTR) of the IRS-1 gene, a key insulin signaling molecule. 
In fact, IRS-1 protein expression was decreased in the livers of G+HFHSD-fed mice. We further 
confirmed a direct interaction between miR-222 and the 3′ UTR of IRS-1 via luciferase assays. Our 
findings suggest that up-regulation of miR-222 followed by reduction in IRS-1 expression may be a 
viable mechanism of insulin resistance in the liver.
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本邦を含め世界中で肥満、糖尿病患者数は増加の一途を辿り、現社会における大きな問題の一つとなっている。
肥満、糖尿病を予防・治療していくためには、その病態理解が重要であることは言うまでもない。近年、蛋白に
翻訳されないnon-coding RNAが注目されており、我々はインスリン抵抗性とmicro RNAに注目し研究を行い、肝
におけるインスリン抵抗性発症の一つの機序を明らかにした。microRNAは今後、疾患のバイオマーカーや治療へ
の応用も期待されており、今後の研究が期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

microRNA (miRNA) は、遺伝子の転写後調節を行う重要な調節因子であり、発生、細胞増
殖・分化、アポトーシス等の広範な生物学的プロセスに重要な役割を担っている。miRNA は
19～23塩基長の小さな 1本鎖 non-coding RNAで、自身と相補的配列を示すmRNAを標的と
し、その分解を導く、あるいは翻訳を抑制することにより遺伝子発現レベルを調節する。miRNA
に関してはこれまでに癌の領域を中心に研究が進んできたが、近年は膵臓やインスリン標的臓
器においてインスリンシグナルや糖ホメオスターシスを制御することも明らかになってきてい
る。 
 
 
２．研究の目的 
糖尿病領域における miRNAの研究はまだ歴史が浅く、その理解もまだ断片的である。糖尿
病の病態には多くの臓器、細胞が複雑に関与しているため、多くの miRNAが糖尿病の病態制
御に関わる因子として確認されることが予想される。本研究では、インスリン抵抗性やインス
リン作用経路を制御する新たな miRNAを同定し、これまで知られていなかったインスリン抵
抗性の病態の理解、糖尿病発症メカニズムの解明を目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
2 種類の肥満・糖尿病モデルマウス肝臓における miRNA マイクロアレイ解析の両者で発現
上昇を認めたmiR-222に注目した。肥満・糖尿病マウスの諸臓器（肝臓、脂肪、骨格筋）にお
けるmiR-222の発現を QPCR法にて検討した。次にmiR-222を過剰発現させた初代培養肝細
胞にインスリン刺激を行い、インスリンシグナルを検討した。In silico解析にてmiR-222の標
的遺伝子を検索、インスリンシグナルに関わる遺伝子を選定した。選定した標的遺伝子が真に
miR-222の標的となるのかをルシフェラーゼアッセイにて検討した。 
 
 
４．研究成果 

6 週齢の C57BL6 マウスに視床下部に作用し過食をもたら
す Gold thioglucoseを投与し、その後 24週間高ショ糖・高脂
肪食で飼育したマウスを肥満・糖尿病モデル（G+HFHSD）
として使用した。本マウスの肝臓においてmiR-222が約 2倍
に増加していることを Real-time PCR法で確認した（図 1）。
骨格筋においてはmiR-222の発現増加を認めず、また白色脂
肪組織においてはmiR-222の発現増加傾向を認めたが有意で
はなかった。 

次にマウス初代培養肝細胞に microRNA 
mimic を用いて miR-222 を過剰発現させイ
ンスリン刺激を行ったところ、インスリン作
用の指標となるAktのリン酸化低下およびそ
の下流分子である FoxO1 のリン酸化低下を
認めた（図 2）。また肝糖新生系酵素である
Pck1, G6Pase mRNAの発現増加を認め、肝
でのインスリン作用減弱を確認することが
できた。 

In silico解析にてmiR-222の標的遺伝子を検索したとこ
ろ、インスリン作用伝達経路の主要分子の一つである
IRS-1（insulin receptor substrate-1）がその候補であるこ
とがわかった。実際に前述のmiR-222過剰発現細胞におい
て IRS-1のタンパク発現は低下していた（図 2）。次に IRS-1
の 3’末端非翻訳領域（3’UTR）を組み込んだルシフェラー
ゼレポーターベクターを作成し培養細胞にmiR-222と共発
現させたところ、ルシフェラーゼ活性の有意な低下を認め、
これはmiR-222と IRS-1の直接的な結合を示唆した（図 3）。
さらに IRS-1 3’UTRのmiR-222結合部位に変異を導入したレポーターベクターを作成し同様
の実験を行ったところ、ルシフェラーゼ活性の低下を認めず、この結果からもmiR-222と IRS-1
の直接結合を証明することができた。我々の G+HFHSD 投与マウスの肝においても実際に
IRS-1タンパクの発現は減少、その一方で IRS-1 mRNAの発現はコントロールと比べて変化を
認めなかった。  
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