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研究成果の概要（和文）：　炎症脂肪組織で発現抑制したmiRNAの中からmiR-582-5pに着目した。
　RAW264.7細胞にmiR-582-5pを導入しLPS刺激をすると、炎症性サイトカインが有意に発現抑制した。またSKP1
がmiR-582-5pの直接のターゲットであることが分かった。
SKP1は複合体を形成し、IkBaの分解とp65のリン酸化を誘導するが、miR-582-5pの導入でSkp1発現が下がり、
IkBaの分解とp65のリン酸化、p65の核内移行が抑制した。以上、炎症状態ではmiR-582-5pの発現抑制し炎症性サ
イトカインの発現は亢進するが、このmiRNAはSkp1に結合することで抗炎症作用を示す。

研究成果の概要（英文）：We identified miR-582-5p that was significantly downregulated in inflamed 
murine adipose tissues and RAW264.7 cells. SKP1, a core component of an E3 ubiquitin ligase that 
regulates the NF-κB pathway, was proposed as a biological target of miR-582-5p by using TargetScan.
 The binding of miR-582-5p to a 3'-untranslated region site on Skp1 was confirmed using a 
dual-luciferase reporter assay; in addition, transfection with a miR-582-5p mimic suppressed SKP1 
expression in RAW264.7 cells. Importantly, exogenous miR-582-5p attenuated the production of 
pro-inflammatory cytokines such as tumor necrosis factor-alpha, interleukin-1 beta, and 
interleukin-6 through suppressing the degradation of the NF-κB inhibitor alpha, followed by the 
nuclear translocation of NF-κB. Therefore, exogenously applied miR-582-5p can attenuate the NF-κB 
signaling pathway via targeting Skp1; this provides a prospective therapeutic strategy for treating 
inflammatory and immune diseases.

研究分野：分子生物学

キーワード： microRNA　炎症　マクロファージ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　脂肪組織炎症状態で発現が変動し、抗炎症作用のあるmiRNAを同定した。また、Skp1を直接のターゲットとす
ること、さらにはSkp1発現が抑制することによるmiR-582-5pの抗炎症メカニズムも明らかにした本研究は、動脈
硬化症や高血圧症、LDLコレステロール値の上昇といった病態を示す日本人に多い軽度肥満型のメタボリックシ
ンドロームに対する新たな治療戦略の構築において多大な貢献をもたらすと考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

糖尿病は歯周病に対する重要な危険因子である。また、こうして重症化した歯周病が、糖尿病
の血糖コントロールに影響を与え、虚血性心疾患の進行を促進させる可能性も示唆されている。
また、肥満はインスリン抵抗性を基盤として２型糖尿病・動脈硬化といった代謝性疾患に対する
危険因子となる。その背景には、内臓脂肪に蓄積した成熟脂肪細胞から産生される一連の生理活
性物質（アディポカイン）の分泌異常が深く関わっており、アディポカインの多くは炎症性サイ
トカインであることから、炎症疾患である歯周病の進行を促進すると考えられる。 
 歯周病とmiRNAの関係について、健康歯肉と歯周炎罹患歯肉中でのmiRNAの発現を比較
検討した結果が報告されている (Stoecklin-Wasmer C et al., J Dent Res, 2012)。また、肥満者
の歯周炎歯肉中では、健常者の歯周炎歯肉中と比べいくつかの miRNA の発現量が上昇するこ
とが示されている (Kalea AZ et al., J Dent Res, 2015)。小胞体に内包されたmiRNAについて
の報告として、ヒトとマウスの肥満細胞によって放出されたエクソソームのmiRNAが、機能的
に受取側の肥満細胞へ引き渡されることが示されている (Valadi H et al., Nat Cell Biol, 2007)。 
 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、脂肪細胞-マクロファージ相互作用による脂肪組織炎症に関与する miRNA
を同定し、その miRNA を内包したナノサイズカプセルは肥満およびインスリン抵抗性の発症
を抑制し、さらには歯周炎症による組織破壊も抑えることを実証することである。 
 
 
３．研究の方法 
 ①脂肪組織において肥満誘導性の炎症を調節する新規 miRNA を同定するために、高脂肪食  

(HFD) および通常食 (ND) を摂取させたマウスの精巣上体白色脂肪組織 (eWAT)使用し 
てmiRNA マイクロアレイ解析を行った。 
 ②マイクロアレイ解析の結果から着目したmiRNAについて、リアルタイム PCR法でその発 
現変動を検証した。また、そのmiRNAの発現細胞を特定するために、eWAT を成熟脂肪 
細胞画分 (MAF) と間質血管画分（SVF）に分画し、リアルタイム PCR法でmiRNAは発 
現を定量した。さらに、前駆脂肪細胞（3T3-L1）、分化脂肪細胞、および RAW264.7マクロ 
ファージ様細胞におけるmiR-582-5p の発現も調べた。 
 ③RAW264.7細胞にmiR-582-5pを導入し、LPS刺激下で培養した際の炎症性サイトカイン 
発現を遺伝子レベル（リアルタイム PCR法）およびタンパク質レベル（ウエスタンブロッ  
ティング法）で調べた。 

 ④ルシフェラーゼアッセイを行い、miR-582-5pと Skp1の結合を確認した。また、RAW264.7 
細胞に miR-582-5p を導入した際の SKP1 発現を遺伝子レベルだけでなくタンパク質レベ
ルで検証した。 

 ⑤miR-582-5pは Skp1をターゲットとしてNF-κB経路の活性化を阻害することを確認する 
ために IκBαの分解、p65のリン酸化、それに続く p65の核内移行をウエスタンブロッティ   
ング法および免疫蛍光染色法にて解析した。 
 
 
４．研究成果 
炎症状態の脂肪組織で発現抑制した microRNA の中から miR-582-5p に着目した。この

microRNAはリアルタイム PCR法でも炎症脂肪組織で発現抑制し、また骨髄由来マクロファー
ジや Cell Lineのマクロファージを LPS刺激した際にも有意に発現抑制したことから、少なく
ともマクロファージでは炎症状態で発現抑制することが分かった。よって、以下の検討では Cell 
Lineのマクロファージ（RAW264.7細胞）を用いた。 
細胞にmiR-582-5pを導入し LPS刺激をすると、炎症性サイトカイン Tnfa、IL-1b、IL-6は
遺伝子レベルでもタンパク質レベルでも有意に発現抑制し、この microRNA の抗炎症効果が示
さた。 
次に、この抗炎症メカニズムを解明するため、ターゲット予測サイトを用いmiR-582-5pの標
的遺伝子探索を行い、Skp1に着目した。ルシフェラーゼアッセイにより Skp1とこのmicroRNA
が結合することを確認し、またこのmicroRNAの導入により SKP1発現が有意に抑制すること
から、Skp1はmiR-582-5pのターゲットであると言える。 

SKP1は複合体を形成し、NF-kB経路において IkBaの分解と p65のリン酸化を誘導するが、
Si-Skp1 を用いて Skp1 をノックダウンしたときだけでなく、miR-582-5p の導入によっても
Skp1発現が下がり、IkBaの分解と p65のリン酸化、さらにはそれに続く p65の核内移行が抑



制した。 
以上をまとめると、炎症状態ではmiR-582-5pの発現抑制や炎症性サイトカインの発現亢進が
起こるが、この microRNA を導入するとターゲットである Skp1 に結合することで抗炎症作用
を示す。よって、本研究成果は新たな核酸医薬の開発につながる可能性がある。 
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