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研究成果の概要（和文）： 
細胞機能の変化は、いわゆるエピジェネティクスと呼ばれるDNAの翻訳後修飾によりもたらされている。H

21年度は、喫煙曝露後とコントロールマウスとの間で細気管支上皮におけるmiRNAをマイクロアレイ上で網

羅的にスクリーニングした。laser capture microdissection (LCM)法を用いて顕微鏡下に細気管支上皮細

胞を選択的に採取した。mirVana miRNA Isolation Kit（Ambion社）を用い、既存のバイオインフォーマテ

ィクスのデータベースの中に取り込んで解析を行った。 

 
研究成果の概要（英文）： 
MicroRNAs (miRNAs) are a family of non-coding RNA molecules that post-transcriptionally regulate 
gene expression. It has recently been discovered that changes in expression of miRNAs are involved 
in development, carcinogenesis and inflammation. However, it is largely unknown how aging and 
smoking are associated with differential expression of miRNAs in the lungs. The main problem with 
analyzing miRNA expression in the lungs is the degree of cellular heterogeneity. The use of tissue 
homogenates inevitably results in average expression levels of all cells present in the lungs, thus 
potentially masking any differences in the expression of individual miRNAs within specific cell types. 
We therefore focused on the changes in miRNA expression in bronchiolar epithelium in vivo, since 
bronchiolar epithelium is an important site in the pathophysiology of COPD as well as in cigarette 
smoke (CS)-induced animal models of the disease. We demonstrated changes in miRNAs in mouse 
bronchiolar epithelium by age and CS exposure. We also found that the cessation of smoking 
differently affected the miRNA profiling by age. 
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１．研究開始当初の背景 
炎症性サイトカインの調節、DNA 修復、増殖とい

った様々な細胞機能の変化は、いわゆるエピジェ

ネティクスと呼ばれる DNA の翻訳後修飾によりも

たらされている。micro-RNA（miRNA）とは、細胞

内に存在する高度に保存された長さ 20 から 25 塩

基ほどの 1 本鎖 RNA をいい、他の遺伝子の発現を

調節する機能を有すると考えられている ncRNA

（noncoding-RNA：タンパク質への翻訳はされな

い）の一種である。近年、miRNA が発生や細胞死、

造血や神経経路形成といった種々の生物学的プロ

セスへの関与が報告され始めている。miRNA の標

的遺伝子配列解析からは２次ターゲットも含める

とほぼすべての遺伝子発現が、miRNA を含む ncRNA

によって制御される可能性がある。タンパク質を

コードしている mRNA と同様に、miRNA の機能を理

解する鍵は miRNA がいつどの細胞で発現している

のかを決定する事である。肺における miRNA に関

する既存の報告はごく限られている。肺は 40 種類

以上の細胞からなる複雑な臓器であり、肺全体を

包括して miRNA のプロファイルを提示することは、

細胞ごとに特異的な変化を見逃している可能性が

あることは容易に想像できる。細胞特異的なmiRNA

のプロファイルの作成が必要であり、様々な環境

暴露が miRNA の誘導を解して遺伝子発現調節が行

われる機序を探ることは、非常に意義深い。 

 

２．研究の目的 
期間内に次の４つのプロジェクトを遂行する。１）

長期喫煙暴露後とコントロールマウスとの間で細

気管支上皮における発現差がある miRNA をマイク

ロアレイ上で網羅的にスクリーニングする。その

結果について miRNA 特異的プライマーを用いた

RT-PCR、in situ hybridization にて検証する。

２）変化が検出された miRNA について、それぞれ

の標的 mRNA をデータベースより予測し、同細胞内

での mRNA 発現変化との関連を検索する。３）その

中で、いくつかの標的 miRNA; mRNA 関係に絞り、

細気管支上皮培養細胞 (C22cell)を用いた in 

vitro の系にて、その機能的制御メカニズムを明

らかにする。４）マウス長期喫煙モデルで変化が

検出された miRNA についてヒト喫煙者、COPD 患者

肺の細気管支上皮での検討を行う。 

 

３．研究の方法 
C57BL/6 マウスに喫煙暴露モデルを作成する。

laser capture microdissection (LCM)法を用いて

顕微鏡下に細気管支上皮細胞を選択的に採取する。

長さ 200 塩基以下の RNA を濃縮した small RNA の

画分として回収できるように開発された mirVana 

miRNA Isolation Kit（Ambion 社）を用い、既存

のバイオインフォーマティクスのデータベースの

中に取り込んで解析を行う。得られるアレイの結

果確認のためのmiRNA発現解析を定量的RT-PCRを

用いて行う。一方、動物実験においては、長期喫

煙曝露モデルに加え、老齢マウスに喫煙曝露を行

い、加齢が及ぼす mRNA プロファイルへの変化を同

時に検討する。 

 
４．研究成果 
長期喫煙曝露モデルに加え、老齢マウスに喫煙曝

露を行い、加齢が及ぼす mRNA プロファイルへの変

化を同時に検討した。また、長期喫煙と加齢によ

り変化する miRNA 群の中を絞り込み、ヒト喫煙者、

COPD 患者でも同様の変化があることを確認した。

さらに禁煙後にも変化が回復しない miRNA のうち

4種に注目し、培養細胞を用いた in vitro での機

能的解析を行った。特定の mRNA クラスターを修飾

している可能性が示唆され、細胞生存、増殖に関

与することが明らかとなった。一連の網羅的解析

と機能解析の結果を合わせ論文執筆を完了し投稿

準備中である。 
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