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研究成果の概要： 

 胎仔脳は低酸素症に強いことが知られている。その生理的メカニズムは明らかではない。

この microRNA が apoptosis 制御にどのように関与しているかを検討した。低酸素によって

microRNA（miR-7b, miR-9, miR-21, miR-124a）の発現が増加した。miR7-inhibitor はカス

パーゼ 3 活性を増加した。これらの結果から miR-7b は apoptosis を抑制する働きを持つこ

とが分かった。 
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１．研究開始当初の背景 
 胎児脳は低酸素性虚血に強いことが知ら

れている。特に分娩時の子宮収縮に伴い、胎

児は長時間低酸素状態になるが、生後殆ど重

篤な脳障害はみられない。このことより脳に

は低酸素に対する保護機構があるのではな

いかと考えられる。私たちは母体と臍帯でつ

ながったラット胎仔を用いて、低酸素症にお

ける胎仔脳の保護機構について研究してき

た。臍帯結紮による低酸素負荷によって、細

胞死 (apoptosis) の最終決定因子であるカ

スパーゼ 3 の活性が一時的に上昇すること、
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さらに結紮解除後その活性が大きく上昇し

た後、元のレベルに戻ることを観察した。し

かしながら、臍帯結紮解除後カスパーゼ 3活

性が大きく上昇しそのまま元のレベルに回

復しない胎仔は死亡することを見出した。こ

れらのことから低酸素負荷による apoptosis

発現を抑制する機構が胎児脳の保護に働い

ているのではないかと考えられる。 

 

 
２．研究の目的 

 最 近 、 一 部 の microRNA (miRNA) は

apoptosis の制御に関与することが明らかに

されている。miRNA は non-coding RNA であり、

すでに数百種類が発見されており、標的 mRNA

に干渉することによって蛋白合成を抑制し

ていることが知られている。また低酸素症・

脳虚血によって新生仔脳に神経細胞新生

（neurogenesis）が発現し、とくに海馬の神

経組織の修復を引き起こすことが報告され

ている。これらの所見から、一部の miRNA は

低酸素症における胎仔脳の apoptosis抑制と

neurogenesis を発現することによって神経

組織を修復し後遺症を防ぐための機構に働

いていることが考えられる。今回、私たちは

低酸素症における胎仔脳の apoptosis制御に

関与する miRNAの働きに焦点をしぼり検討を

行った。 

 
 
３．研究の方法 
 
(1) 胎仔脳の miRNA 発現と解析 

 動物は胎齢 22 日目の妊娠ラット(Sprague 

Dawley (SD) rat)を用い、ウレタン麻酔 

(1.2-1.4 g/kg) を腹腔内投与後、保温用マ

ットの上で体温を 36.5-37 ℃に維持した。帝

王切開し胎盤を剥離しないように胎仔を子

宮外に取り出した。胎仔は母ラットの腹上に

置き、出来る限り臍帯を腹腔内にとどめるよ

うにした。今回は低酸素負荷のためクリップ

により臍帯結紮を行った。 
 
 

 

 胎仔の肺呼吸を防ぐために鼻と口を接着

剤で塞いだ。臍帯をクリップで 5分間結紮し、

臍帯結紮解除後、血管弛緩剤 (パパベリン 

1% 大日本製薬) を脱脂綿に浸し臍帯におい

た 8－10)。胎仔と臍帯が乾燥しないよう適度に

生理食塩水を浸した脱脂綿で濡らした。低酸

素負荷後 1, 3, 5 時間目にそれぞれの胎仔を

再度 5分間低酸素負荷した。胎仔の脳を取り

出した。低酸素負荷を行っていない胎仔を

control とした。微小カニューレを心臓左心

室に刺入し生理食塩水により還流脱血した。

即座に脳全体を取り出し液体窒素により瞬

間凍結させた後、-76℃で冷凍保存した。 

 胎仔脳の miRNAの発現量の解析はバイオマ

トリックス研究所へ委託した。今回発現を調

べ た miRNA は miR-7b, miR-9, miR-21, 

miR-124a, miR-210 の 5 種類である。これら

の miRNA は apoptosis あるいは神経新生に関

連していることが分かっている。miRNA-7b は

Fos 蛋白の転写を制御することで apoptosis

を制御していることが知られている 11)。Fos

蛋白が過剰発現すると細胞は apoptosisを起

こすことが知られている 12)。また miR-21 は

ノックダウンされると apoptosisが促進され

る 13)。miR-9 , miR-124a は神経分化の過程で

神経前駆細胞の発現を増強する13,14)。miR-210

は hypoxiaに応答して細胞周期の調節を行っ

ていることが知られている 15)。  

miRNA の発現量の解析は TaqManMicroRNA 

Assay 法を用いた。また比較 Ct 法を用いた相

対定量による解析を行った。比較 Ct 法は基

準となるサンプルと比較して未知サンプル

が何サイクル早く、あるいは何サイクル遅く

Threshold Lineに到達するかを測定する定量

解析である。逆転写反応は miRNA 特異的なプ

ライマーを用いて行い、ステムループ構造を

持つプライマーを用いることで成熟 miRNAの

みを認識し、反応させた。リアルタイム PCR

反応における反応条件は 95℃で 10 分間加熱

した後、95℃で 15 秒、60℃で 1 分間のサイ

クルを 40 回繰り返した。この結果をもとに

増殖曲線をプロットし、Threshold Line を引

いた。 

 miRNA は 19-23 塩基ほどの 1 本鎖の RNA で

あり、これまでに数百種類が見つかっている。

miRNAの元になるDNA配列はmiRNAの配列と、



 

 

それにほぼ相補的な逆向きの配列とを含ん

でおり、この DNA 配列が 1本鎖 RNA に転写さ

れると、miRNA 配列とその逆相補配列は相補

的に結合して 2本鎖になり、全体としてはヘ

ア ピ ン ル ー プ 構 造 の primary  miRNA

（pri-miRNA）となる。核内にある Drosha と

呼ばれる酵素がこの pri-miRNA分子の一部を

切断してpre-miRNAを作る。次いでpre-miRNA

分子は Exportin-5 と呼ばれるキャリアタン

パク質によって核外に輸送され、核外に存在

する Dicer と呼ばれる酵素により成熟 miRNA

となる。成熟 miRNA は RISC に取り込まれ、

miRNAが標的mRNAに結合し、翻訳を抑制する。 

 

(2) miRNA-inhibitor (miRNA-I)の作製と細

胞内導入 

 

 C-9/28 (control)の miRNA 発現量を基準

（1.0）とし、それぞれの miRNA 発現量の比

を比較 Ct 法により求めた。3時間後の胎仔脳

において、miR-210 以外の miRNA 発現量が増

加する傾向が見られた。5 時間後においては

1 時間後の発現量と殆ど同じ量まで戻ること

が観察された。各 miRNA の発現量は 3時間後

に miRNA 発現量の増加傾向を示した。また各

時間と各 miRNA の間で miRNA の発現量に時間

差（3 時間後）があることがわかった ( P 

<0.01, ANOVA)。 

 

(3) miRNA-inhibitor のカスパーゼ３活性に

対する効果 

 

miR7b-inhibitor（miR7b-I）の胎仔上丘への

細胞内導入によって、臍帯結紮（１時間後）

の再還流後カスパーゼ 3活性は control に比

べてより長く続いた。3 時間後においてカス

パーゼ 3活性はより大きく、持続時間も長く

なった。最初の臍帯結紮から１時間後におい

て、カスパーゼ 3活性が miR7b-I 前投与によ

って有意に増加した（p<0.05, t-test, 

ANOVA）。他の miR9-I, miR21-I, miR124a-I

についてはカスパーゼ 3活性はいずれも増加

傾向を示した。また最初の臍帯結紮から 3時

間後においてカスパーゼ 3活性は有意差はな

かったがいずれの miR-inhibitorによっても

増加する傾向を示した。 

 

考察 

 今回の実験において、 miR-7b, miR-9, 

miR-21, miR-124a の発現が、最初の臍帯結

紮から 3時間後に増加する傾向にあることが

わかった。miR-210 発現量の変化は見られな

かった。私たちの以前の実験において、低酸

素負荷後、1−3 時間後に apoptosis が起こる

ことをすでに観察している。しかし 5時間後

には apoptosisを示す細胞の数が減少してく

ることを見出している。これらの miRNA の一

部は apoptosisを減少させる方向に働いてい

ることが考えられる。 

 miR-7bはapoptosisの調節を行っているこ

とが報告されている 10)。miR-7b の発現が増加

すると Fos 蛋白による転写が減少する。また

Fos 蛋白が過剰発現すると apoptosis が誘導

される 11)。このことから miR-7b の発現は Fos

蛋白の転写抑制を介して apoptosisの抑制に

働いている。miR-21 はノックダウンにより

apoptosis が促進する 12)。このことから

miR-21の発現増加はapoptosis抑制に働いて

いることが報告されている。今回の実験おい

て、miR-7b と miR-21 の発現増加はいずれも

apoptosis 抑制に働いていることを示唆して

いる。miR-9, miR-124a は neurogenesis を促

進することが知られている 13)。miR-210 に関

しては今回の実験では発現に変化が見られ

なかった。miR-210 は hypoxia に関連した遺

伝子の転写制御を行うことが知られている

が、神経細胞に関与しているという報告はな

い 14)。このため miR-210 は神経細胞との関連

性が低いと考えられる。さらに、miR7b-I に

よる標的 miRNAのノックダウンによって結紮

の１時間後により早くカスパーゼ 3活性が増

加することがわかった。他の miR-I（miR9-I, 

miR21-I, miR124a-I）についてもカスパーゼ

3 活性は増加する傾向を示した。3 時間目に

ついてもこれらの miR-inhibitor前投与によ

ってカスパーゼ 3 活性は増加傾向を示した。

それ故、miR-9 や miR-124a は neurogenesis

のみならず apoptosisの抑制にも関与するこ

とが考えられる。さらに、複数の miRNA によ



 

 

って apoptosis と neurogenesis の制御がな

されている可能性がある。このような miRNA

の作用により胎仔脳は厳しい低酸素に対し

て apoptosisを抑制することによって脳を保

護し、さらには neurogenesis を促し機能を

回復することが考えられる。 

 今回は apoptosis と miRNA の関連性につい

て焦点をしぼって研究を行った。また発現を

調べた miRNA は数百種類存在する miRNA のご

く 1 部であるため、より多くの種類の miRNA

発現とその相互作用を見ることが必要であ

る。今後さらに胎仔脳の低酸素症に対する保

護機構について遺伝子レベルでより詳細に

研究しなければならない。 
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