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研究成果の概要（和文）：microRNA（miRNA）は、細胞内において蛋白質翻訳抑制に関与する非コード RNA である。近
年、血液中に miRNA が存在することが明らかとなり、新たな miRNA の機能が明らかにされつつある。中でも、個体の
栄養状態や老化によって、c-miRNA 発現量が変化するのは興味深い。そこで本研究では、ヒト血漿試料における血液循
環型 miRNA（c-miRNA）の機能解析及びヒトバイオマーカーへの応用を試みた。その結果、高血圧及び肥満において有
意に発現変動する c-miRNA が存在することが明らかとなった。生活習慣病のバイオマーカーとして応用可能であると
考えられる。

研究成果の概要（英文）：MicroRNAs (miRNAs) belong to a small, non-coding RNA family and regulate the trans
lational process of target messenger RNAs (mRNAs). It is reported that miRNAs circulate throughout a body 
(as circulating miRNA, c-miRNA), and that some c-miRNA expressions are altered with the physiological cond
ition. We investigated the function of c-miRNAs in human blood plasma and their application as a biomarker
. We identified the c-miRNAs associated with hypertension and obesity by using quantitative PCR, which sug
gested that c-miRNAs might regulate the metabolic state among distant organs. Thus, the identification of 
c-miRNAs in blood plasma has a high potential use both for diagnosis and for establishing a therapeutic ta
rget among lifestyle-related diseases.
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１．研究開始当初の背景 
miRNA は、標的 mRNA に結合することによ
り蛋白質の翻訳制御に関与する非コード 
RNA である。RNA の分子構造の性質上、不
安定分子であることが予想される。しかし
ながら、近年、血液中に安定性を保持して
存在していることが明らかとなった｛血液
循 環 型  miRNA （ circulating miRNA, 
c-miRNA）の発見｝。従って、c-miRNA は血
液循環を介した、細胞機能の制御・遠隔臓
器間の代謝ネットワーク等に関与すると
推察されるが、未だ機能は明らかではない。 
 
 長らく人類においては、食事制限を適度
に行うことは（カロリー制限、CR）、生活
習慣病罹患リスクの減少・老化の遅延等に
効果的であることが知られていた。近年の
研究成果により、CR 効果は、酵母・線虫
等の下等生物からマウス・サル・ヒトの高
等生物にいたるまで、寿命延長・悪性腫瘍
発生リスク減少等を導くことが明らかと
なった。主に CR 効果に関与する分子は、
インスリン様増殖因子等に関わる、いわゆ
る主要な栄養代謝シグナル伝達系の転写
因子・シグナル伝達分子・受容体群である。
我々は、転写因子 FOXO1 は、CR 効果によ
る腫瘍発生リスクの減少に必須な分子で
あることを示した（Yamaza H et al, 9, 
372-382, Aging Cell, 2010）。現在 c-miRNA 
の詳細な機能は不明である。しかし、血液
中に存在していることから、インスリン等
の生理活性物質と同様な機能を保持して
いることが推察されるが、未だ機能は不明
である。 
 
 これまで我々は、次世代シークエンシン
グ（NGS）を用いて、（１）CR 及び肥満マ
ウスの血漿中には 300 種類以上の 
Argonaute-2（Ago2）結合型 c-miRNA が存
在している、（２）血清中 Ago2-c-miRNA は、
栄養状態によって存在量が変化している
ことを明らかにした。この知見は、
Ago2-c-miRNA は、生命恒常性維持への関
与のみならず、抗加齢・疾患抑制に関連す
る CR 及び肥満のバイオマーカーとなり
得る事を示唆している。 
 
 長崎県離島地区における疫学調査の結
果、循環器系疾患の割合は全国的に低いこ
とが示された。逆に老衰の割合が高いこと
と、肺炎の割合が高いことは、高齢者比率
の高い人口構成を反映したものと推測さ
れる（前田 隆浩 他、44 巻 1 号、日本
老年学会誌、2007）。従って、長崎県島嶼
部では高齢者比率が高く、全国的に進行し
ている高齢化を１０年程度先取りした人
口動態を構築していると予想される。 
 
 そこで本研究では、長崎県離島地域・都
市地域で行われた疫学調査で蓄積された

ヒト血漿サンプルを用いて、マウスを用いた
解 析 か 抽 出 さ れ た  CR 及 び  肥 満 
Ago2-c-miRNA の発現定量を行い、ヒト疾患
における発現動態の特異性検証及びバイオ
マーカーへ応用を試みた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、実験的（CR 及び肥満マウ
ス血漿における Ago2—c-miRNA の網羅的解
析）及び疫学的アプローチ（長崎県離島地域
における動脈硬化と遺伝子多型解析）によっ
て得られた解析結果を統合することによっ
て、c-miRNA を指標とした老年病や生活習慣
病の早期発見を可能とする予防・新規治療法
の開発へと展開することである。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト血漿由来 Ago2-c-miRNA の抽出 
ヒト血漿サンプルは、前田等（研究分担者）
によって、長崎県五島市、雲仙市の住民健康
診断者を対象とした疫学調査を実施した際
に収集された約 1800 名分の血漿・疫学デー
タを利用した（動脈硬化性疾患の有無・動脈
硬化指数・BMI・血圧・中性脂肪・コレステ
ロール・喫煙・飲酒習慣歴の基本データ収集
済）。上記ヒトサンプルから正常群（36 検
体）・高血圧群（38 検体）・動脈硬化群（31 検
体）・肥満群（BMI 値 30 以上、52 検体）に
分類した。 
 その後、抗 Ago2 抗体（wako）を用いてヒ
ト血漿由来 Ago2-c-miRNA を精製した。 
 
（２）代謝・老化関連 Ago2-c-miRNA の同定 
NGS 解 析 で は 、 CR 及 び 肥 満 特 異 的 
Ago2-c-miRNA 候補が抽出された。そこで、
発現変動が顕著もしくは高度に発現してい
る Ago2-c-miRNA の発現定量を、定量 PCR 
（qPCR）を用いて行った。具体的な実験方法
は、上記（１）で精製したヒト Ago2-c-miRNA 
を鋳型として cDNA を合成し、SYBR Green 法 
qPCR 測定である。cDNA 合成及び PCR プラ
イマーは EXIQON 社製、qPCR 試薬は、EXIQON 
社及び TOYOBO 社製を用いた。qPCR 終了後、
GraphPad Prism を用いて統計解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）cDNA 合成 
正常群（G1）、高血圧群（G2）、動脈硬化群（G3）
及び肥満群(G4)から得られた Ago2-c-miRNA 
プールを用いて cDNA 合成を行った。合成さ
れた cDNA は特異的プライマーを用いるこ
とにより Ago2-c-miRNA の測定が可能であ
った。従って、凍結保存されたヒト血漿サン
プルに含まれる c-miRNA は、分子構造的安
定性を保持していることが明らかとなった。
その原因は不明であるが、おそらく、Ago2 を
基本とした蛋白質群が c-miRNA の分子構造
安定性保持に貢献していると推察される。 
 
（２）Ago2-c-miRNA 発現解析 



図４ ヒト血漿中における miR-451a 発現 

NGS 解析の結果、miR-21-5p、miR-22-3p、
miR-29a-3p、miR-122-5p、miR-451a は、高
発現していることが明らかとなっている。
そこで、各群における上記 Ago2-c-miRNA 
群の qPCR 法を用いた発現解析を行った。
そ の 結 果 、 G2 及 び  G4 に お け る 
miR-22-3p 発現量は、G1 と比較して有意
に減少していることが明らかとなった（図
１）。 

 
 一方、miR-21-5p、miR-29a-3p、miR-451a 
については、統計学的有意差は認められな
かった（図２〜４） 

 
 miR-122-5p については、高発現量にも
かかわらず qPCR 法による測定が不可能
であった。今後は、特異的プライマーの変
更、デジタル PCR 等の解析系の変更をす
る必要があると考える。 
 

以上、本研究により（１）ヒトサンプルを用
いた Ago2-c-miRNA 精製法の確立、（２）
miR-22-3p は、生活習慣病によって発現変動
することが明らかとなった。今後は、
miR-22-3p 機能解析及びバイオマーカーと
しての可能性を追求したいと考えている。 
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