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研究成果の概要（和文）：本研究は、腸腰筋の初代培養細胞を用いて、miRNA mimic及びmRNA siRNAによる
miRNA-mRNAの分子間相互作用を検討した。極度の低体温において、miR-203aの標的遺伝子である低酸素関連遺伝
子群は有意な発現増加を示した。miRNA mimicを用いた分子動体解析は、miR-203a過剰発現に伴う低酸素関連遺
伝子群の有意な発現減少を示唆した。低酸素関連遺伝子群はアポトーシスや血管新生に関与しており、極度の低
体温においてmiR-203a-低酸素関連遺伝子群軸の活性化により、低酸素により誘導される組織壊死を防ぐ生体防
御機構が働くことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated miRNA-mRNA molecular interactions using miRNA
 mimic or mRNA siRNA in primary cultured iliopsoas muscle cells. The expression of hypoxia-related 
genes, which are target genes of miR-203a showed a significant increase in extreme hypothermia. 
Molecular dynamic analysis using miRNA mimic revealed significantly decreasing expression of 
hypoxia-related genes with miR-203a overexpression.  The hypoxia-related genes whose expression 
changes were observed are involved in apoptosis and angiogenesis. Accordingly, this study revealed 
that a biological defense mechanism via activation of the miR-203a-hypoxia-related genes axis works 
to prevent necrosis induced by extreme hypothermia. Furthermore, it was suggested that miR-203a and 
hypoxia-related genes may serve as novel molecular markers to complement the definitive diagnosis of
 fatal hypothermia.

研究分野：法医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
凍死の診断は、特異的な所見がなく主観的な所見に頼らざるを得ないため、科学的かつ客観的な確定診断法を確
立することは法医実務にとって重要な課題である。本研究では、死後変化の影響を受けにくいmicroRNAを中心と
した低体温の分子メカニズムの一端を解明できた。これらの成果は、法医学分野にとどまらない成果であり、そ
れら遺伝子群を凍死特異的な新しい分子診断マーカーとして実務応用できる可能性が非常に高いものと考える。
また、これらの成果の実務展開により、精度が高く、刑事裁判資料等の使用に耐えうる司法解剖鑑定書・行政解
剖報告書を作成することで、研究成果を積極的に社会に還元することが可能となる。

※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 
法医学分野において凍死の診断は、特異的所見がないため死因究明が難しく、寒冷暴露により

生じる複数の所見を組み合わせた除外診断で判断されてきた。しかし、寒冷暴露で認められる所
見は凍死以外の死因でも生じるため、他の死因との鑑別に苦慮しているのが現状であり、凍死特
異的所見の探索が必要である。近年、死後変化に耐えうる分子として、microRNA（miRNA） 
の有用性が提唱されてきた。精度の高い凍死診断法を確立するためには、組織・細胞において、
寒冷暴露により誘導された極度の低体温でのみその発現が変化し、また死後変化に耐えうる 
miRNA を含めた新しい分子マーカーを同定することが重要である。 
 先行研究において、凍死の動物モデルを作製し、寒冷暴露時に活性化する熱産生組織である腸
腰筋において、マイクロアレイを用いて、体温依存的 miRNA の網羅的遺伝子発現解析を行っ
た。その結果、miR-203a-3p をはじめ複数の miRNA が極度の低体温において発現変化を示し、
それら miRNA が標的とする複数の遺伝子群の発現変化を認めた。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究は、腸腰筋の初代培養細胞を用いて、miRNA mimic あるいは siRNA による分子動態
解析を行い、miRNA-mRNA の分子間相互作用を検討する。また、miRNA を中心とした極度の
低体温における生体防御の階層的遺伝子発現制御機構を解明することで、腸腰筋における寒冷
暴露及び凍死特異的に発現する miRNA 及び mRNA を同定する。さらに、寒冷応答 miRNA
プロファイリングを用いて、死後変化に耐えうる凍死診断の革新的アプローチを確立する。 
 
 
３．研究の方法 
(1)低体温動物モデルの作製 
 9 週齢雄性 Wistar ラット 24 匹を、4 グループに分け各群 n=3〜6 とした。腹腔内麻酔投与

30 分後、寒冷暴露（約 4℃）あるいは室温暴露（約 23℃）し、経時的に直腸温を測定する。軽

度低体温群（Mild）は、直腸温が 30℃に到達した時点で安楽死させる。同様に、中等度低体温

群（Moderate）・重度低体温群（Severe）も直腸温がそれぞれ 22℃、12℃になった時点で安楽

死させる。コントロール群の直腸温は約 37℃であった。安楽死後、直ちに腸腰筋を摘出し、Total 
RNA を抽出する。 
 
(2)マイクロアレイによる網羅的 miRNA 発現解析 
 マイクロアレイは、Rat miRNA マイクロアレイキット（Agilent Technologies）を用いて行

った。解析には GeneSpring v13 （Agilent Technologies）を用いた。 
 
(3)quantitative real-time PCR (qPCR)による mRNA・miRNA 発現動態解析 
 TotalRNA 及び miRNA は、miRNeasy Mini kit（QIAGEN）を用いて抽出し、Prime-Script® 
RT Reagent Kit (Takara)及び miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR（EXICON）
TaqMan MicroRNA Assay (Thermo Fisher Scientific)を用いて cDNA 合成を行ったのち、SYBR 
Green I 法及び TaqMan Probe 法にて mRNA・miRNA の定量を行った。 
 
(4)初代培養細胞を用いた miRNA mimic 及び mRNA siRNA による遺伝子動態解析 
 ラット腸腰筋より Skeletal Muscle Dissociation Kit を用いて腸腰筋細胞を分離し、Skeletal 
Muscle Cell Growth Medium（PromoCell）を用いて初代細胞培養を行った。miRNA mimic 及
び mRNA siRNA を合成し、mimic 及び siRNA を初代培養細胞にトランスフェクションしたの
ち回収し、Total RNA を抽出する。その後、上記(3)の方法により、目的遺伝子（miRNA 及び
mRNA）の発現及び遺伝子間相互作用の検討を行った。 
 
 
４．研究成果 
(1)腸腰筋において体温低下に伴い発現減少した miRNA 
マイクロアレイ解析において、8つの miRNA がコントロール群と比較して重度低体温群で 2
倍以上の発現減少を示した（Table 1）。 
ここで、GeneSpring を用いて、これら miRNA が標的とする mRNA を予測したところ、200

以上の mRNA が標的遺伝子候補として抽出された。そこで、以前 NGS を用いた網羅的遺伝子
発現解析により、重度低体温群で発現が増加した mRNA 群と、miRNA が標的とする 200 以上
の遺伝子群を比較したところ、共通する遺伝子として Socs3 が抽出され、miR-203a-3p の標的
遺伝子と予測された（Table 2）。 

qRT-PCR において、miR-203a-3p は重度低体温群特異的な発現変化を認めなかったが、体温



低下に伴い発現は減少した（Fig. 1A）。一方、Socs3 は、コントロール、軽度、中等度低体温群
と比較し、重度低体温群で有意な発現増加を認めた（Fig. 1B）。体温低下に伴い miR-203a-3p 発
現が減少し、Socs3 発現が増加したことは、Socs3 の発現が miR-203a-3p によって制御されて
いる可能性を支持するものであった。 

 

 
                                                                                                                   *P < 0.05; **P < 0.01 

 
(2)miR-203a-3p による Socs3 発現制御  
 ルシフェラーゼレポーターアッセイによる miR-203a-3p の Socs3 発現制御を、3T3 細胞を用
いて検討した。Fig. 2A は、miR-203a-3p が Socs3 を認識する seed配列である。本検討では、
miR-203a-3p mimic を作製した。Mutation は、miR-203a-3p のシード配列に二塩基の変異を
挿入したもので、mimic に対するコントロールとして用いた。その結果、mimic によりルシフ
ェラーゼ活性が有意に減少したため、miR-203a-3p mimic が効果的に Socs3 の発現を抑制した
ことが示唆された（Fig. 2B）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                                    *P < 0.05 
 
(3)miRNA 標的遺伝子の不活性化により誘導されたアポトーシス 
 KEGG にて Socs3 が関与する Pathway を検討したところ、JAK-statシグナリングパスウェ
イに関与することが示唆されたため、Tyk2 と Stat5a の発現を検討したところ、両遺伝子は有
意な発現変化を示した（Fig. 3A-B）。また、JAK-statシグナリングパスウェイは抗アポトーシ
スに関与するため、Casp3 発現を検討したところ、コントロール、軽度低体温と比較し、中等
度、重度低体温群で有意な発現減少を認めた（Fig. 3C）。これらの結果は、体温低下に伴いアポ
トーシスが抑制されたことを示唆する。 
 Socs3 が JAK-STAT シグナリングパスウェイの活性に関与するかを検討するために、Socs3
の発現を抑制する siRNA を作製し、腸腰筋細胞へのトランスフェクトションを行い、Tyk2 及
び Stat5a の発現を検討した。その結果、Socs3 発現抑制に伴い、両遺伝子とも有意な発現減少
を認めた（Fig. 3D-F）。 
 最後に、Caspase-Glo3/7 assay によりカスパーゼが有するプロテアーゼ活性及び ATP を測定
した。その結果、Socs3 発現抑制に伴い、Caspase3/7 活性及び ATP は有意に増加した（Fig.3 
G-H）。これらの結果は、Socs3 の不活性化がカスパーゼ活性を増加させ、アポトーシスを促進
したことを示唆する。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                                                               *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001; ****P < 0.0001 

 
 本研究により、体温低下に伴い恒常性維持関連組織で多数の miRNA の発現変動が認められ
それらが標的とする多数の遺伝子の発現変動が認められた。これらのことは、低体温における恒
常性維持関連組織において細胞生存が増強された可能性が示唆され、低体温における生体防御
の分子メカニズムの一端が解明された。また、多数の miRNA 及び mRNA が、寒冷暴露及び凍
死の新規分子診断マーカーになりうる可能性が示唆された。これらの研究成果は、凍死診断の一
助になりうるものと考える。 
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