
 
 
 

博士学位論文 
 
 
 
 

運動誘発性血管新生におけるマイクロ RNAの役割 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

平成 30年度 
 

筑波大学大学院	 人間総合科学研究科	 スポーツ医学専攻 
 

及	 川	 哲	 志 
 
 
 
 

 



 

 I 

目次 

 

第１章	 研究の背景……………………………………………………………………………………..1 

第１節 運動による骨格筋適応とその転写制御メカニズム……………………………………..3 

	 	 １	 骨格筋の代謝収縮特性とその決定…………………………………………………………..3 

	 	 ２	 持久性運動による骨格筋の代謝収縮特性の適応…………………………………………..8 

	 	 ３	 持久性運動による毛細血管新生とその調節…………………….………………………...14 

第２節 マイクロ RNAによる骨格筋および血管の制御………………………………………..18 

	 	 １	 マイクロ RNAとその機能…………………………………………………………………..18 

	 	 ２	 マイクロ RNAによる骨格筋の代謝収縮特性の制御……………………………………..24 

	 	 ３	 持久性運動によるマイクロ RNAの発現変動……………………………………………..30 

	 	 ４	 マイクロ RNAによる毛細血管新生の制御………………………………………………..34 

第２章	 仮説と目的…………………………………………………………………………………….45 

第３章	 材料と方法…………………………………………………………………………………….46 

	 第１節	 動物実験…………………………………………………………………………………….46 

	 第２節	 遺伝子欠損マウスの作出………………………………………………………………….46 

	 	 １	 骨格筋特異的 Dicer欠損マウス……………………………………………………………..46 

	 	 ２	 タモキシフェン誘導性 Dicer欠損マウス…………………………………………………..47 

	 	 ３	 血管内皮細胞特異的 Dicer欠損マウス……………………………………………………..47 

	 	 ４	 血管内皮細胞特異的 miR-23クラスター欠損マウス……………………………...............48 

	 第３節	 蛍光免疫染色による筋組織の解析……………………………………………………….48 

	 第４節	 組織化学染色……………………………………………………………………………….49 

	 第５節	 RNA解析……………………………………………………………………………………49 

	 	 １	 RNA抽出………………………………………………………………………………………49 

	 	 ２	 cDNAへの逆転写……………………………………………………………………………..50 

	 	 ３	 定量 PCR……………………………………………………………………………………….51 

	 第６節	 ウエスタンブロット……………………………………………………………………….52 

	 第７節	 マウス背部での創傷治癒試験…………………………………………………………….53 

	 第８節	 Ex vivo大動脈リングアッセイ………………………………………………………........53



 

 II 

	 第９節	 統計処理…………………………………………………………………………………….54 

第４章	 結果…………………………………………………………………………………………….55 

第１節 マイクロ RNA欠損マウスの作出と運動による骨格筋適応の解析……………….....55 

	 １	 骨格筋特異的 Dicer欠損マウスの作出とその表現型…………………………………….56 

	 ２	 タモキシフェン誘導性 Dicer欠損マウスの作出………………………………………….57 

	 ３	 タモキシフェン誘導性 Dicer欠損マウスにおける運動による骨格筋適応の解析…….62 

第２節 血管内皮細胞特異的 miRNA欠損マウスの作出と運動誘発性血管新生の解析……68 

	 １	 血管内皮細胞特異的 Dicer欠損マウス（Tie2-Cre; Dicerfl/fl）の作出…………………....69 

	 ２	 血管内皮細胞特異的 Dicer欠損マウスにおける運動誘発性血管新生の解析………….71 

	 ３	 血管内皮細胞特異的 Dicer欠損マウス（VE-Cad-Cre; Dicerfl/fl）の作出………………..73 

	 ４	 血管内皮細胞特異的 miR-23クラスター欠損マウスの作出……………………………..76 

	 ５	 血管内皮細胞特異的miR-23クラスター欠損マウスにおける運動誘発性血管新生の解析

…………………………………………………………………………………………………………81 

	 ６	 血管内皮細胞特異的 miR-23クラスター欠損マウスにおける血管新生能の解析……..82 

第５章	 考察…………………………………………………………………………………………….87 

第１節 タモキシフェン誘導性 Dicer欠損マウスにおける運動による骨格筋適応…………..87 

第２節 骨格筋におけるマイクロ RNAの安定性………………………………………………..93 

第３節 タモキシフェン誘導性 Dicer欠損マウスにおける運動誘発性血管新生……………..98 

第４節 血管内皮細胞特異的 Dicer欠損マウスにおける表現型………………………………101 

第５節 miR-23クラスターによる血管新生の制御……………………………………………..105 

第６章	 総合討論……………………………………………………………………………………...112 

第７章	 結論…………………………………………………………………………………………...117 

謝辞……………………………………………………………………………………………………...119 

参考文献………………………………………………………………………………………………...120



 

 1 

第１章 研究の背景 

	 持久性運動は，心血管系機能の向上やエネルギー消費の増大による脂肪量の減少，骨格筋

における代謝機能の改善等，全身の組織に多くの有益な効果をもたらす (Hawley et al. 2014)．

特に骨格筋は，運動時に直接動員される組織であり，様々な刺激やストレスにより形態や特

性が変化する．長期的な持久性運動トレーニングによっては，筋線維の遅筋化やミトコンド

リア新生，毛細血管新生といった骨格筋適応が惹起される (Schiaffino et al. 2011)．これらの

適応は，運動時および安静時におけるエネルギー消費の増大や，加齢に伴うエネルギー消費

量減少の抑制をもたらす可能性がある．これまでのスポーツ医科学の研究においては，持久

性運動による骨格筋適応の直接的な効果を証明することはもちろんのこと，分子生物学的，

遺伝子工学的手法を用いてこれらの分子メカニズムを理解することも重要な側面として取

り組まれてきた．持久性運動による骨格筋適応の分子メカニズムを明らかにすることは，肥

満や糖尿病といった代謝異常や末梢動脈疾患等の血管疾患の治療戦略の発見に寄与するこ

とが期待される． 

	 これまでに，持久性運動による骨格筋適応の分子メカニズムについては，遺伝子の転写制

御機構を明らかにすることを中心として研究が発展してきたが，その全貌を解明するまで

には至っていない．近年，マイクロ RNA と呼ばれる約 22 塩基のタンパク質をコードしな
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い，ノンコーディング RNAが注目を浴びている (Bartel. 2004)．マイクロ RNAは，ゲノム

DNAから転写された mRNAのタンパク質への翻訳を阻害する．すなわち，遺伝子の転写後

調節により遺伝子発現を負に制御するノンコーディング RNA である．マイクロ RNA を含

むノンコーディング RNAは，ゲノム DNA全体の 97%程の領域にコードされるが，当初こ

れらのノンコーディング RNA は機能を持たないジャンク RNA と考えられていた．しかし

ながら，マイクロ RNAが発見され，転写後調節を介して遺伝子発現を制御し得ることが明

らかにされたことで，ノンコーディング RNAに関する研究分野は大きく発展した．現在で

は，マイクロ RNAを介した遺伝子の転写後調節は，発生や身体の生理的適応，がん等の疾

患においても重要な役割を担うことが明らかにされている (Sayed et al. 2011)．また，近年で

は，マイクロ RNAは骨格筋においても機能を有し，遺伝子発現を制御することや，培養筋

細胞の増殖や分化の調節において必須の役割を担っていることも明らかにされてきた 

(Chen et al. 2006)．そこで本博士論文では，持久性運動による骨格筋適応においても，マイ

クロ RNAが何らかの役割を担うと考え，マイクロ RNAの生合成に必須の酵素である Dicer

を欠損させたマウスを作製し，これらのマウスにおいて持久性運動による骨格筋適応の表

現型を解析した．さらに，これらのマウスにおいて観察された表現型の原因が血管内皮細胞

にあると仮定し，血管内皮細胞特異的なマイクロ RNA欠損マウスにて解析を行い，責任と
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なる細胞およびマイクロ RNAの同定を試みた． 

 

第１節	 運動による骨格筋適応とその転写制御メカニズム 

１	 骨格筋の代謝収縮特性とその決定 

 ⾻格筋は，その収縮特性や代謝特性に基づいて，いくつかのサブタイプに⼤別される．こ

のような特性の違いは，性質の異なる筋線維から構成されることに起因する。マウスのヒラ

メ筋は遅筋優位な筋⾁であり，主に type I および type IIa 線維から構成され，ミトコンドリ

アが豊富に存在し⾼いエネルギー産⽣能および疲労耐性を持つ。⼀⽅で，⾜底筋や前脛⾻筋

等の速筋優位な筋は，主に type IIb 線維から構成され，解糖系酵素が豊富であり，強い収縮

⼒を持つ (Schiaffino et al. 2011)． 

 筋収縮特性は，収縮タンパクであるミオシン重鎖 myosin heavy chain（MyHC）のアイソフ

ォームの発現パターンに依存する．Type I および type IIa 線維は，Myh7 にコードされる MyHC 

I および Myh2 にコードされる MyHC IIa タンパクで構成され，Type IIb 線維は，主に MyHC 

IIa タンパクおよび Myh4 にコードされる MyHC IIb タンパクで構成される．筋線維タイプを

⽣み出す MyHC アイソフォームの発現パターンの決定ならびにその収縮特性の維持に寄与

するのは，細胞内カルシウム濃度およびその細胞内動態を制御する運動神経⼊⼒である． 
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 細胞内カルシウム動態は，MyHC タンパク発現とそれに伴う筋線維タイプの決定に重要

であり，細胞内シグナルのメディエーターとしての役割を担う．細胞内カルシウムの変動

は，神経筋接合部から始まるアクションポテンシャルに誘導される，筋⼩胞体からのカルシ

ウム放出および取り込みにより制御されている．速筋線維と⽐較して遅筋線維では，定常状

態において⾼いカルシウム濃度を保つことが報告されている (Gailly et al. 1993, Carroll et al. 

1997)．この筋線維タイプに依存する細胞内カルシウム濃度の差異は，運動ニューロンの発

⽕パターンの違いに依存する．遅筋線維では低頻度（10-20 Hz）かつ持続的な運動ニューロ

ンの発⽕が認められ，細胞内カルシウムは⾼濃度（100-300nM）に保たれている (Hennig et 

al. 1985)．⼀⽅で速筋線維では，⾼頻度（50-90 Hz）かつ⼀過的な発⽕パターンを⽰し，細

胞内カルシウム濃度は 50nM 以下の低濃度に保たれている (Westerblad et al. 1991)．また，初

代培養⾻格筋細胞において，カルシウムイオノフォアによる定常時のカルシウム濃度の増

加は，遅筋型 MyHC タンパク発現を促進することや (Kubis et al. 1997)，ネコおよびラット

において，遅筋線維の神経を速筋に reinnervation すると遅筋線維の表現型を獲得したことか

ら，運動ニューロンの発⽕パターンおよび細胞内カルシウム濃度が筋線維タイプの決定に

重要な因⼦であることが⽰唆された (Buller et al. 1960, Hoh 1975)． 

 ⾻格筋における細胞内カルシウムは，筋線維タイプの決定に関連するシグナル経路およ
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び遺伝⼦発現制御において重要なメディエーターである．細胞内カルシウム濃度の摂動を

感知し，細胞内シグナルへ変換する役割を担うのは，カルシウム/カルモジュリン調節性タ

ンパクホスファターゼである calcineurin およびその標的の 1 つである転写因⼦ nuclear factor 

of activated T-cells（NFAT）である． Calcineurin は触媒サブユニット CnA と調節サブユニッ

ト CnB の 2 つのサブユニットから構成されるヘテロダイマーであり，これらのサブユニッ

トには複数のアイソフォームが存在する（CnAα，CnAβ，CnB1，CnB2）．Calcinerin は，細

胞内カルシウム濃度の増加により活性化し，細胞質に存在する NFAT を脱リン酸化する．脱

リン酸化された NFAT は核内へ移⾏し，遅筋線維に関連する遺伝⼦の転写を活性化する 

(Rao et al. 1997)．C2C12 筋管細胞における恒常活性型 calcineurin の過剰発現は，troponin I 

slow（TnI slow）およびミオグロビンのプロモーター活性を増加させ，これらの増加はそれ

ぞれの遺伝子のプロモーター領域に位置する NFAT 結合部位の変異により抑制されたこと

から，calcineurinによる遅筋関連遺伝子のプロモーター活性の増加は NFATによる転写調節

に依存することが示された (Chin et al. 1998)．筋型クレアチンキナーゼ（Ckmm）プロモー

ターにより calcineruinを過剰発現させたマウスでは，後肢筋群（腓腹筋，足底筋，ヒラメ筋）

における遅筋線維および遅筋に関連するミオグロビンや TnI slow の発現増加が認められた 

(Naya et al. 2000)．一方で，calcineurin Aαまたは calcineurinAβのコンベンショナル KOマウ
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スにおいては，遅筋優位および速筋優位な筋の両方で遅筋線維の減少やMyHC I，MyHC IIa/x

タンパク発現の減少が認められた (Parsons et al. 2003)．さらに，これらのマウスと NFATレ

ポーターマウスの交配により得られたマウスでは，NFATによるレポーター活性が低下した

ことも報告され，calcineurinの欠損による遅筋線維の減少は，NFATの脱リン酸化抑制によ

るものである可能性が示唆された． 

 ミトコンドリアは，糖や脂質を基質として ATP を産⽣するオルガネラであり，⾻格筋の

代謝特性の決定に寄与する．⾻格筋では，速筋に⽐べ，遅筋においてミトコンドリアの量が

豊富であり，多量の ATP を産⽣することで遅筋線維の特性である持続的な筋収縮活動や疲

労耐性を⽀持する基盤となっている．ミトコンドリアは，ミトコンドリア DNA と呼ばれる

独⾃のゲノム DNA を有し，ミトコンドリアの呼吸鎖複合体を構成するタンパク群やその他

にも様々な膜タンパク質等をコードする (Mishra et al. 2014)． 

 筋の代謝特性を決定には，ミトコンドリアの量および活性が関与する．筋のミトコンドリ

ア量および活性を制御する中⼼的な分⼦は転写コアクチベーターPeroxisome proliferator-

activated receptor gamma coactivator 1-alpha（PGC-1α）である．PGC-1α は，褐⾊脂肪細胞にお

いて peroxisome proliferator-activated receptor の共役因⼦としてクローニングされた．C2C12

筋芽細胞における PGC-1α の過剰発現は，ミトコンドリアの酸素消費量を亢進させ，ミトコ
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ンドリア呼吸鎖複合体タンパク質である cytochrome c complex IV（COX IV）や mitochondrial 

respiratory chain complex II（COX II），cytochrome c（Cyt c）のタンパク発現を増加させた 

(Puigserver et al. 1998)．さらにこれらの表現型は，ミトコンドリア新⽣および活性化に関与

することが明らかにされていた転写因⼦ nuclear respiratory factor A（NRF）との共役による

PGC-1α ⾃⾝の遺伝⼦発現の増加，ならびにミトコンドリア DNA の複製を調節する

mitochondrial transcription factor A（mtTFA）のプロモーター活性の増強を介していることが

明らかにされた．このように PGC-1α は転写コアクチベーターであることから，NRF との

共役が⾻格筋のミトコンドリア新⽣に重要であることが報告された (Wu et al. 1999)．さら

に Gain-of-function または loss-of-function アプローチにより，PGC-1α の in vivo における機

能が解析された．Ckmm プロモーターで PGC-1α を筋特異的に過剰発現させたマウス（PGC-

1α Tg マウス）では，筋線維の遅筋化およびミオグロビンや TnI slowといった遅筋線維に豊

富に存在する遺伝子のタンパク発現ならびに COX IV，Cyt cのタンパク発現が増加し，PGC-

1αによるミオグロビンと Tn I slowのプロモーター活性の増加は，恒常活性型 CnAとの共

発現により増強されることから，PGC-1αによるこれらの遺伝子発現制御には，calcineurinを

介したカルシウムシグナルが協調的に作用する可能性が示唆された (Lin et al. 2002)．同様

に PGC-1α Tg マウスにおいて，トレッドミルを用いた最大運動能力テストの走行距離の延
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長および VO2 peak の増加が観察されたことから，PGC-1α によるミトコンドリア関連遺伝

子群の発現増加は，機能的なミトコンドリア新生を誘導し，持久性運動トレーニングにより

獲得される表現型を模倣する可能性が示唆された (Calvo et al. 2008)． 

 

２	 持久性運動による骨格筋の代謝収縮特性の適応 

	 骨格筋は高い可塑性を持つ組織であり，様々なストレスに応答し，その特性を変化させる

(Schiaffino et al. 2011)．例えば運動時には，骨格筋はダイナミックに動員され，持続的な筋

活動に伴い運動神経入力や筋収縮，エネルギーの枯渇など様々なストレスが加わる．これら

のストレスに応答し，骨格筋では MyHC タンパク発現の変化に伴う筋線維の遅筋化とミト

コンドリア量および活性の増加による代謝機能の向上が惹起される．マウスにおける持久

性運動は，速筋優位な腓腹筋と前脛骨筋における type IIa線維の増加と type IIb線維の減少

を誘導することや (Fitzsimons et al. 1990)，ミトコンドリアの量および活性を増加させるこ

とが明らかにされ (Hoppeler et al. 1973)，そのメカニズムについては，転写制御を中心とし

て多くの検討が行われている． 

	 運動神経入力に伴う筋小胞体からのカルシウムの放出，およびこれにより活性化される

カルシウムシグナルは，遅筋線維の形成や維持に重要な役割を担うことから，持久性運動に
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より惹起される筋線維の遅筋化にも何らかの役割を果たすことが想定された．そこで，運動

による筋線維の遅筋化については，カルシウムシグナルに関連する転写制御を中心に検討

が行われてきた（図 1）．  
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motor nerve
stimulation
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	 転写因子 MEF2 は，カルシウムシグナルの下流に位置し，遅筋に豊富に存在する遺伝子

群の発現制御を担う転写因子である．MEF2依存的レポーター遺伝子（desMEF2-lacZ）マウ

スでは，MEF2の転写活性に依存して lacZ遺伝子が発現し，β-gal染色により検出すること

が可能である (Wu et al. 2001)．Wuらは，desMEF2-lacZマウスにおいて自発走運動ならびに

30時間の低頻度（10 Hz）の持続的な運動神経刺激により，ヒラメ筋や足底筋における β-gal

活性が増加したことを報告した．同時に，自発走運動と神経刺激による MEF2 の転写活性

は，calcineurin特異的な阻害剤である cyclosporin Aの投与ならびに内因性の calcineurin阻害

タンパク質であるMyocyte-enriched calcineurin interacting protein（MCIP1）の Tgマウスとの

交配により抑制された．これらのことから，自発走運動および運動神経入力に誘導される

MEF2による遅筋関連遺伝子の発現導入には，calcineurinを介したMEF2の脱リン酸化が重

要であることが示唆された (Wu et al. 2001)． 

	 Class II histone deacetylasesである HDAC4および HDAC5，HDAC9は，MEF2との相互作

用により，その転写活性を阻害する (McKinsey et al. 2000)．これらの HDACは，核内にお

いて MEF2 と相互作用するが，リン酸化により核外へ輸送される (McKinsey et al. 2000)．

HDAC4，5，9のタンパク発現は，速筋優位な足底筋や長趾伸筋と比較して，遅筋優位なヒ

ラメ筋において低く，HDAC5および HDAC9のコンディショナル KO，HDAC4の筋特異的



 

 11 

および HDAC5 のコンディショナル KO，全ての HDAC のコンディショナル KO マウスで

は，type Iおよび type IIa線維の増加が認められた．さらに，doxycycline誘導性の HDAC5 Tg

マウスにおいては，4週間の自発走運動による筋線維の遅筋化が抑制された．一方で，MEF2C

の筋特異的欠損マウスでは type I線維の減少が認められ，MEF2Cの Tgマウスでは，遅筋線

維数および TnI slow やミオグロビンの遺伝子発現，ミトコンドリア呼吸鎖複合体タンパク

cytochrome cのタンパク発現の増加，さらには最大トレッドミル運動時の運動時間および走

行距離の延長が認められた (Potthoff et al. 2007)．以上のことから，HDACを介したMEF2の

転写活性の抑制解除も，持久性運動による筋線維の遅筋化において重要なシグナル経路で

あると考えられる 

	 PGC-1α の Tg マウスでは，持久性運動により得られる多くの表現型を模倣するため，持

久性運動に伴う骨格筋適応を担う主要な分子であることが推察される．急性運動や運動ト

レーニングは PGC-1αの mRNAおよびタンパク発現を増加させる (Baar et al. 2002, Pilegaard 

et al. 2003, Russell et al. 2003)．骨格筋特異的 PGC-1α欠損マウス（Myogenin-Cre; PGC-1αflox/flox）

を用いた loss-of-function解析から，持久性運動によるミトコンドリア新生および毛細血管新

生が抑制された一方，筋線維の遅筋化は正常に誘導されたことが示された (Geng et al. 2010)．

このことは，PGC-1αによる転写調節は，筋線維の遅筋化に十分ではあるが，必ずしも必要
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ではないことを示唆する． 

	 PGC-1αに関連する一連の研究から， PGC-1αはミトコンドリア新生において中心的な役

割を担うことが示唆された．そこで，PGC-1αの発現を制御するシグナル経路に関する研究

も発展し，calcium/calmodulin-dependent protein kinase（CaMK），AMP-activated protein kinase

（AMPK）などがその候補として解析されている．CaMKはカルシウムシグナルのイニシエ

ーターであり，calcineurinや NFAT/MEF2シグナルを活性化する (Olson et al. 2000)．CaMK

には複数のアイソフォームが存在し，速筋においてアイソフォームの 1つである CaMK IV

を恒常的に活性化させると，ミトコンドリア新生の亢進と type I，type IIa線維の増加が認め

られた (Wu et al. 2002)．また Ca2+は，CaMK活性に依存して PGC-1αのタンパク発現を増加

させることから，CaMKと PGC-1αの機能的関連性が示された (Ojuka et al. 2003)．しかしな

がら，CaMK IVを筋特異的に欠損したマウスでは，筋収縮活動に伴う PGC-1αの mRNA発

現に差は認められず，4週間の自発走運動によるMyHC IIaや PGC-1α，COX IVのタンパク

発現もWTマウスと同様に増加したことが報告された (Akimoto et al. 2004)．さらに，CaMK 

IV はその他のアイソフォームと異なり，骨格筋において発現を確認することができなかっ

た．以上の結果から，CaMK IV は，持久性運動による筋線維の遅筋化およびミトコンドリ

ア新生には影響しないことが示唆された (Akimoto et al. 2004)． 
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	 AMPK は，真核細胞においてメタボリックセンサーとして機能し，エネルギーの枯渇を

感知することでそのシグナル経路を活性化する (Hardie et al. 2012)．また，骨格筋収縮に伴

うインスリン非依存的なグルコース取り込みに中心的な役割を担う分子としても注目され

ている (Sakamoto et al. 2005)．AMPKは，触媒サブユニット αおよび調節サブユニットの β，

γより構成される．クレアチンアナログである β-グアニジノプロパン酸（GPA）処理により

誘導される持久性運動を模倣する慢性的な ATPの枯渇は，PGC-1αと cytochrome cのタンパ

ク発現を増加させるが，これらの増加は AMPKの正常な働きが阻害された dominat-negative 

AMPKα2を過剰発現する Tgマウスにおいて抑制された．すなわち，AMPKは，エネルギー

枯渇による PGC-1α の発現増加およびミトコンドリア新生に必須の分子である可能性が示

唆された (Zong et al. 2002)．一方で，同じく dominant-negative AMPKα2の Tgマウスを用い

た検討において，6週間の自発的な回転輪運動による PGC-1αのタンパク発現の増加および

ミトコンドリア関連酵素活性の増加は正常に誘導されるが，MyHC IIa/x タンパクの発現増

加が抑制されたことが確認された (Rockl et al. 2007)．これらの結果は，AMPKが持久性運

動トレーニングによる筋線維の遅筋化に必須であるものの，ミトコンドリア新生に関して

はそうでない可能性が示唆された． 
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３	 持久性運動による毛細血管新生とその調節 

	 毛細血管新生は，発生や腫瘍，虚血に対する代償適応，脂肪細胞の肥大等，様々なコンテ

クストにおいて重要な役割を担うため，それらの基礎的なメカニズムの理解や効果的な治

療薬の開発のために多くの検討が行われてきた (Carmeliet et al. 2011, Cao 2013)． 

	 新たな毛細血管ネットワークを再構築するためには，通常は静止状態にある血管内皮細

胞の遊走や増殖，血管内皮細胞内での tip cell および stalk cellの形成，平滑筋細胞や周皮細

胞（ペリサイト）の離脱や再成熟等，様々なプロセスを経る必要がある． 

	 血管新生は，既存の静止状態にある内皮細胞が，血管内皮増殖因子（Vascular endothelial 

growth factor: VEGF）や線維芽細胞増殖因子（Fibroblast growth factor: FGF）といった成長因

子の濃度勾配に従い遊走することより始まる．VEGF ヘテロ欠損マウスにおいて血管発生

（Vasculogenesis）および血管新生の異常が認められ，胎生期 11~12 日目に致死となること

から，血管新生は発生に重要であることが示唆された (Carmeliet et al. 1996, Ferrara et al. 1996)．

血管内皮細胞に対して VEGFが作用するためには，VEGF受容体（VEGF receptor: VEGFR）

への結合が必須である．VEGF（VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C）および VEGF受容体（VEGFR1, 

VEGFR2, VEGFR3）にはそれぞれサブファミリーが存在する．VEGF-A は血管内皮細胞の

VEGFR2 に結合し，内皮細胞の増殖や遊走を惹起し血管新生を促進する．同じく VEGF-B
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は，血管内皮細胞の VEGFR1 へ結合するが，脂質輸送タンパクの発現調節を介して，血液

中から組織への内皮細胞を通した脂質輸送を調節することが明らかにされている (Hagberg 

et al. 2010, Mehlem et al. 2016)．一方で，VEGF-C は，主にリンパ管内皮細胞に存在する

VEGFR3に結合し，リンパ管のリモデリングに関与する (Nurmi et al. 2015)． 

	 血管新生時に出芽，伸長する内皮細胞は，その挙動から 2つの細胞群に区別される．成長

因子の濃度勾配に従って糸状仮足を伸ばし，先頭に立って移動する細胞は tip細胞と呼ばれ，

その伸長する tip細胞をサポートするために増殖する細胞を stalk細胞という (Herbert et al. 

2011)．これら細胞群の運命決定には，Notchシグナルによる側方抑制が重要であることが明

らかにされている (Roca et al. 2007)．VEGF シグナルが活性化された内皮細胞では，Notch

シグナルのリガンドである delta-like 4（DLL4）の転写が増加する．DLL4は tip細胞の細胞

膜へ局在し，隣接する内皮細胞の Notchと相互作用することで，Notchシグナルの細胞内リ

ガンドである Notch intracellular domain（NICD）を細胞膜から細胞内へ放出させる．NICDは

VEGFRの発現を抑制し，Notch-regulated ankyrin repeat containing protein（NRARP）の発現を

増加させ，Wnt シグナルを活性化することで細胞増殖を活発にする (Hellstrom et al. 2007, 

Leslie et al. 2007, Lobov et al. 2007, Suchting et al. 2007)．近年の研究から，この tip細胞と stalk

細胞は血管新生時において，ダイナミックに入れ替わり伸長していくことも明らかにされ
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ている (Cruys et al. 2016)． 

	 骨格筋では，持久性運動による交感神経入力や，活動筋でのエネルギーの枯渇・虚血など

の刺激およびエネルギー・酸素の需要に応じて，VEGFなどの成長因子が分泌され，既存の

毛細血管の内皮細胞を刺激することで内皮細胞が出芽し，新たな毛細血管ネットワークが

再構築される (Gute et al. 1996, Waters et al. 2004, Delavar et al. 2014)．Breenらは，ラットに

対するトレッドミルを用いた急性運動（1 時間，15 または 20 m/min, 傾斜 10℃）後に腓腹

筋を摘出し，血管新生を促進する成長因子の mRNAの発現をノザンブロットにより定量し

た．急性運動直後において VEGF，トランスフォーミング増殖因子-β（transforming growth 

factor-β: TGF-β）, 塩基性線維芽細胞増殖因子（basic fibroblast growth factor: bFGF）の発現が

増加し，運動 2 時間後においても VEGF，TGF-β の発現の増加は維持され，24 時間後では

運動前のレベルまで戻ることが示された (Breen et al. 1996)．マウスを用いた逆遺伝学的手

法から，骨格筋特異的 VEGF欠損マウス（Ckmm-Cre; VEGFfl/flマウス）では，VEGFR1およ

び VEGFR2発現の低下，および 6週間のトレッドミル運動トレーニングによる毛細血管新

生が抑制されたことから，運動誘発性血管新生において骨格筋の VEGF は必須であること

が示された (Olfert et al. 2010, Delavar et al. 2014)．さらに，VEGFの発現を制御する詳細なメ

カニズムの検討が，VEGFの転写制御を中心に行われた． 
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	 継続的な持久性運動に伴う筋活動により骨格筋は虚血に陥る．この運動による虚血の程

度は，低酸素誘導性因子 hypoxia-inducible factor-1α（HIF-1α）を活性化するのに十分である

ことが報告されている (Richardson et al. 1995)．加えて，HIF-1αは VEGFのプロモーター領

域に結合し，その発現を増加させることから (Forsythe et al. 1996, Ferrara et al. 2003)，骨格筋

特異的 HIF-1α欠損マウス（Ckmm-Cre; HIF-1αfl/fl）を用いて運動誘発性血管新生の解析が行

われた．しかしながら，これらのマウスにおける運動後の毛細血管数/筋線維数の比率は，

WTマウスと比較して減少せず，むしろ増加することが示された (Mason et al. 2007)． 

同様に，PGC-1α も VEGF のプロモーターに結合し，転写を活性化する転写コアクチベー

ターであることが報告されている (Arany et al. 2008)．HIF-1αと同じく低酸素に応答し，エ

ストロゲン関連受容体 α（Estrogen related receptor α: ERRα）と共役することで VEGFの転写

を活性化する (Arany et al. 2008)．PGC-1αの Tgマウスでは毛細血管数が顕著に増加し，PGC-

1α 欠損マウスでは下肢虚血による血流回復速度が遅延したことや，持久性運動トレーニン

グによる VEGFのタンパク発現の増加が抑制された (Arany et al. 2008, Leick et al. 2009)．こ

れらのことから，PGC-1αは運動誘発性血管新生において中心的な役割を担う分子である可

能性が示唆された．実際に，MEF2Cエンハンサーと myogeninプロモーターにドライブされ

る Creマウスと PGC-1αfloxマウスとの交配により得られた骨格筋特異的な PGC-1α欠損マウ
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スでは，4 週間の自発走運動による毛細血管新生が抑制された (Chinsomboon et al. 2009)．

PGC-1α および VEGF の発現の増加は，β2 アドレナリン受容体のアゴニストであるクレン

ブテロールにより誘導され，これらの増加は PGC-1αならびに ERRα，それぞれの欠損マウ

スにおいて抑制された．さらに，ERRα欠損マウスにおいて運動誘発性血管新生は抑制され

たことから，β アドレナリン刺激による PGC-1α の発現増加，PGC-1α と ERRα の共役によ

る VEGF の転写活性の増加が，運動誘発性血管新生において必須のシグナル経路であるこ

とが示された．異なるグループからも，骨格筋特異的 PGC-1α欠損マウスにおいて，持久性

運動による血管新生が抑制されたことが報告され，運動誘発性血管新生における PGC-1αの

重要性が強調された (Geng et al. 2010)． 

 

第２節	 マイクロ RNAによる骨格筋および血管の制御 

１	 マイクロ RNAとその機能 

	 1993年に，線虫 Caenorhabditis elegans（C. elegans）の発生に重要な Lin-14タンパク質の

発現が，その非翻訳領域（3’UTR）依存的に lin-4という遺伝子に調節されていることが 2つ

の研究グループから報告された (Lee et al. 1993, Wightman et al. 1993)．Leeらは，lin-4がタ

ンパク質をコードしない遺伝子であり，ステムループ様構造を持つ 61塩基の RNAと 22塩
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基の一本鎖 RNA（small RNA）を作り出していることを見出した．この一本鎖 RNAは，Lin-

14の 3’UTRの複数の領域に相補的な配列を持つことから，Lin-14のタンパク発現は，lin-14

の 3’UTR と lin-4 から産出される 22 塩基の一本鎖 RNA の直接的な塩基対合を介した相互

作用により調節されている可能性が示唆された (Lee et al. 1993)．Wightmanらは，lin-4 から

産生される small RNAによる Lin-14のタンパク発現の調節時には，Lin-14 mRNAレベルで

は変化がないことから，この small RNAは Lin-14タンパクの翻訳に影響する可能性を示唆

している (Wightman et al. 1993)．アンチセンス RNAによる mRNAの安定性および翻訳への

影響については，1980年代より複数の報告があった (Simons 1988)．この 2つの独立したグ

ループから発表されたタンパク質をコードしない RNA（ノンコーディング RNA）の存在は，

その後の研究の発展によりマイクロ RNA（microRNA: miRNA）と名付けられ，マイクロ RNA

を含むノンコーディングRNAによる転写後調節等の遺伝子発現調節は様々な生物学的プロ

セスにおいて中心的な役割を担っていることが明らかにされている． 

	 マイクロ RNAは，タンパク質をコードしない，約 22塩基の一本鎖 RNAであり，mRNA

の分解や翻訳の抑制といった転写後調節により遺伝子の発現を負に制御する (Bartel 2004)．

また，マイクロ RNAは植物から哺乳類に至るまで進化的に保存されているものが多数であ

り (Hamilton et al. 1999, Reinhart et al. 2000)，その標的となる遺伝子は全遺伝子の 3分の 1に
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ものぼることがバイオインフォマティクス解析より示唆されている (Farh et al. 2005)．約 22

塩基の内，2塩基目から 8塩基目までがシード配列と呼ばれ，この配列が標的とする mRNA

の 3’UTRと相補的な配列を持ち，遺伝子発現を調節する上で重要な役割を担う (Lewis et al. 

2003, Rajewsky et al. 2004)．マイクロ RNAによる遺伝子の翻訳抑制については，いくつかの

異なるメカニズムが関与することが明らかにされており，未だ議論の余地もある．現在で

は，mRNAの脱アデニル化による安定性の低下およびそれに伴う分解が，マイクロ RNAに

よる mRNA の翻訳抑制に伴うタンパク発現減少のメカニズムの大多数を占めるとされ

（80%以上），mRNAの発現レベルの変化を伴わない翻訳開始の阻害および翻訳干渉につい

ては少数である可能性が示唆されている (Baek et al. 2008, Guo et al. 2010)．  

	 マイクロ RNAは，RNAポリメラーゼ II（RNA polymerize II: Pol II）および様々な転写因

子により，primary-miRNA（pri-miRNA）として転写される．pri-miRNAは，1kb以上の長鎖

RNA でありマイクロ RNA を含むステムループ様構造を有する．これら pri-miRNA から，

核内のリボヌクレアーゼ III である Drosha を中心とするタンパク質複合体によりマイクロ

RNA を含むステムループ様構造が切り取られ，precursor-miRNA（pre-miRNA）と呼ばれる

65塩基程度のヘアピン構造の二本鎖 RNAが生成される (Lee et al. 2003)．Droshaは分子量

約 160kDaのタンパク質であり，二本鎖 RNAに特異的に作用するエンドヌクレアーゼであ
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る．また Drosha は，補因子である DGCR8 とマイクロプロセッサーと呼ばれるタンパク質

複合体を形成することでその作用を発揮する (Denli et al. 2004)．Drosha がヌクレアーゼ活

性により pre-miRNAをプロセシングするのに対し，DGCR8は 2つの二本鎖 RNA結合ドメ

イン（double-stranded RNA-binding domain: dsRBD）を持ち，pri-miRNAを認識する役割を担

う (Han et al. 2006)．Droshaおよび DGCR8のそれぞれのコンベンショナル KOマウスは胎

生致死であることから，これらマイクロプロセッサーを介したマイクロ RNAの生合成が胚

発生に必須であることが示唆される (Wang et al. 2007, Chong et al. 2010)． 

	 核内でプロセシングを受けた pre-miRNAは，細胞質へ輸送される．この pre-miRNAの細

胞質への輸送において，重要な役割を担うと考えられている分子は Exportin 5 である．

Exportin 5は，核外輸送タンパクである Ran-GTPタンパク質と複合体を形成し，pre-miRNA

を細胞質へ輸送する (Yi et al. 2003)．長い間，Exportin 5は pre-miRNAの輸送において中心

的なタンパク質であると考えられていたが，近年，Exportin 5を KOした細胞において，マ

イクロ RNAの発現への影響は僅かであったことから，Exportin 5はマイクロ RNAの生合成

において必須の分子ではない可能性が示唆された (Kim et al. 2016)．このことから，Exportin 

5 に取って代わる pre-miRNA 輸送タンパクが存在する可能性があり，今後の研究の発展が

待たれる． 
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	 細胞質へ輸送されたヘアピン構造の pre-miRNA は，細胞質のリボヌクレアーゼである

Dicerによってそのループ構造が取り除かれ，二本鎖 RNAへプロセシングされる (Bernstein 

et al. 2001)．Dicerは，Dicer結合ドメインと二本鎖 RNA結合ドメイン（dsRBD）を有する補

因子である TAR RNA-binding protein（TRBP）と相互作用し，その機能を発揮する 

(Chendrimada et al. 2005)．エンドヌクレーゼである Dicerの C末端側には，2つの RNase III 

domain（RNase III domain aおよび RNase III domain b）が存在し，RNase III domain aは pre-

miRNAの 3’側，RNase III domain bは 5’側をそれぞれ切断する．Dicerによるプロセシング

を受けたマイクロ RNA は，Argonatute（Ago）タンパク質へロードされ，RNA 誘導性サイ

レンシング複合体（RNA-induced silencing complex: RISC）と呼ばれるタンパク質複合体を形

成する (Hammond et al. 2001)．RISCは標的とする mRNAの 3’UTRに存在する相補的配列

へ，マイクロ RNAのシード配列を介して結合し，翻訳を阻害する（図 2）． 

	 ほぼ全ての成熟マイクロ RNAのプロセシングには Dicerが必要であると考えられている

が，極僅かかつ特定のマイクロRNAはDicer非依存的に生成されることも報告されている． 

Ago2欠損マウスでは，赤血球生成の破綻により貧血が誘導され，生後間もなく死に至るこ

とが報告された (Cheloufi et al. 2010)．この表現型の原因とされたのが miR-451であり，miR-

451 の成熟には，Dicer によるプロセシングは必要でなく，ヘアピン構造を持つ pre-miRNA
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の状態で Ago2 へロードされる．Ago2 へロードされた pre-miR-451 は，Ago2 の PIWI ドメ

インに存在するRNase Hのエンドヌクレアーゼ活性の触媒により二本鎖の 3’側が切断され，

5’側が Ago2 中に残されることで，RISC としてその機能を発揮することが明らかにされた 

(Cheloufi et al. 2010, Cifuentes et al. 2010, Yang et al. 2010)． 
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２	 マイクロ RNAによる骨格筋の代謝収縮特性の制御 

	 骨格筋におけるマイクロ RNAは，筋線維組成およびミトコンドリア量を決定する転写因

子ならびにそれらが標的とする遺伝子群を調節することで，骨格筋の代謝収縮特性の決定

およびその可塑性制御において重要な役割を担うことが明らかにされている． 

	 骨格筋特異的 Dicer欠損マウス（MyoD-Cre; Dicerfl/fl）は，筋の形成不全ならびにアポトー

シスの亢進が認められ，胎生致死に至ることから，発生期における骨格筋の形成に Dicerを

介したマイクロ RNAの生合成は必須であることが示された (O'Rourke et al. 2007)．miR-1お

よび miR-133a は心筋および骨格筋特異的に発現するマイクロ RNA クラスターであり，こ

れらの miRNA は，それぞれ 18 番染色体の Mindbomb のイントロンに pre-miR-1-2 および

pre-miR-133a-1 が，2 番染色体に pre-miR-1-1 および pre-miR-133a-2 がコードされている 

(Zhao et al. 2005, Chen et al. 2006)．これらのマイクロ RNAの発現は，MyoDやMyogeninと

いった筋原性制御因子（Miogenic regulatory factor: MRF）や，血清応答因子（Serum response 

factor: SRF），MEF2により制御され，筋芽細胞の増殖や分化に重要であることも明らかにさ

れている (Rao et al. 2006, Liu et al. 2007)．miR-133a-1/-2 二重欠損マウス（double knockout: 

DKO）では，遅筋優位なヒラメ筋において type I線維および metachromatic ATPase活性が増

加し，MyHC Iタンパク発現も増加した．一方で，腓腹筋の遅筋部位と速筋部位のそれぞれ
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のミトコンドリアの酸素消費率（OCR）が有意に低下したことから，ミトコンドリア機能の

異常が確認された (Liu et al. 2011)．この DKOマウスは，中心核性ミオパチーの病態を示す

ことも報告され，これらの病態はミトコンドリア機能異常と関連することが示唆されてい

る (Naumann et al. 1995, Jongpiputvanich et al. 2005)．また，デュシェンヌ型筋ジストロフィ

ー（Duchenne muscular dystrophy: DMD）を含む筋疾患において，筋保護的メカニズムから遅

筋線維の増加が起こることも報告されている (Wang et al. 1999)．以上のことから，miR-133a-

1/-2 DKO マウスにおいて観察された代謝収縮特性の変化は，中心核性ミオパチーにより惹

起される二次的な結果である可能性が推察された．miR-133a とは対照的に，miR-1 欠損マ

ウスは心臓の形成不全により胎生致死となるものの，骨格筋の異常は観察されず，このこと

には miR-1ファミリーに属する miR-206に代償された可能性が指摘されている (Zhao et al. 

2007, Heidersbach et al. 2013)．miR-206は miR-133bとクラスターを形成し，その転写活性は

miR-1/133aクラスターと同様，MyoDなどの筋分化に関連する転写因子に依存するため，筋

特異的に発現する (Rao et al. 2006, Sweetman et al. 2008)．miR-1と miR-206，miR-133aと miR-

133bは，それぞれ 4塩基，1塩基異なるが，同様のシード配列を有することから，miR-1の

欠損は miR-206 の発現により代償された可能性が指摘された．一方 miR-206/133b の DKO

マウスにおいては，筋線維組成や筋線維サイズ，筋再生を含むいずれの表現型も観察され
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ず，これらもまた miR-1/133a クラスターの発現により代償されたものと推察されている 

(Boettger et al. 2014)． 

	 miR-208bおよび miR-499は，それぞれ β Myosin heavy chain（Myh6）およびMyosin heavy  

chain 7b（MyH7b）のイントロンに存在するマイクロ RNAである．これらの発現は，そのホ

スト遺伝子の発現パターンと一致して，遅筋線維に豊富に発現することが確認された (van 

Rooij et al. 2009)．Myh6の mRNAの転写を抑制するプロピルチオウラシル（propylthiouracil: 

PTU）の処理により，Myh6 mRNA発現の減少と呼応して，miR-208bの発現レベルも減少し

たことから，miR-208b の発現レベルは，そのホスト遺伝子の発現パターンと一致すること

が示された．さらに，これらのマイクロ RNAの機能を解析するため，それぞれのマイクロ

RNAのコンベンショナル KOマウス，DKOマウスおよび骨格筋特異的 miR-499 Tg（MCK-

miR-499 Tg）マウスが作出された．DKOマウスにおいては，遅筋および速筋における type 

I 線維の低下が認められ，MCK-miR-499 Tg マウスにおいては遅筋，速筋における Myh6，

Myh7bおよびトロポニン 1（Troponins 1: Tnnl1）といった遅筋関連遺伝子の発現増加ならび

に速筋関連遺伝子であるトロポニン 2（Tnnl2）およびトロポニン 3（TnnT3）の発現低下が

認められた．これらの結果から，miR-208bおよび miR-499は，そのホスト遺伝子であるMyh6

および Myh7b の発現を含む筋線維組成をコントロールするマイクロ RNA であることが示
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された．これらのマイクロ RNA は，Myh6 の発現を抑制することが報告されている転写因

子である Sox6，Purβ，Sp3を標的とすることも明らかにされた (Hagiwara et al. 2005, Azakie 

et al. 2006, Hagiwara et al. 2007, Ji et al. 2007)．これら一連の検討から，miR-208bおよび miR-

499は正常な筋線維タイプの構成に必要なマイクロ RNAであり，ミオシン，マイクロ RNA

およびそれらの抑制因子はフィードバックループを構成することが示された．さらに，筋線

維タイプの遅筋化が認められた MCK-miR-499 Tg マウスを用いて骨格筋の代謝特性の解析

も行われた．これらのマウスでは，トレッドミルによる最大運動負荷試験時の走行時間およ

び走行距離の延長が認められ (Gan et al. 2013)，運動時の呼吸交換比（Respiratory exchange 

ratio: RER）が顕著に低いことから，エネルギー基質として脂質を用いた代謝が亢進してい

ることが示された (Liu et al. 2016)．さらに，MCK-miR-499 Tgマウスの骨格筋における網羅

的な遺伝子発現解析および Gene ontology解析から，ミトコンドリアに関連する遺伝子群が

発現変動遺伝子群として同定された．Real-time PCRならびにウエスタンブロットにより，

核およびミトコンドリア DNA にコードされるミトコンドリア関連遺伝子群の発現増加が

確認され，腓腹筋の組織切片での ATPase活性，SDH活性の増加も確認されたことから，ミ

トコンドリア量および活性の増加が示唆された．そのメカニズムについて，AMPK との相

互作用タンパクである folliculin-interacting protein-1（Fnip1）の抑制による AMPK-PGC-1αシ



 

 28 

グナルの活性化が寄与し (Baba et al. 2006, Reyes et al. 2015, Hasumi et al. 2016)，MCK-miR-

499 Tg/筋特異的 PGC-1α 欠損マウスではミトコンドリア関連遺伝子群の発現上昇および

SDH活性の増加は抑制されたことから，miR-499の過剰発現による代謝機能亢進には Fnip1-

AMPK-PGC-1α経路が重要であることが示唆された． 

	 miR-23aは，miR-23a ~27a~24-2クラスターに属するマイクロ RNAであり，速筋と比較し

て遅筋で発現が高いことから，遅筋優位に発現するマイクロ RNAとして報告された (Wada 

et al. 2011)．Wangらは，Myh1（MyHC IIx），Myh2（MyHC IIa），Myh4（MyHC IIb）のそれ

ぞれの 3’UTR に miR-23a の結合部位があることを見出し，実際にこれらの遺伝子は miR-

23aにより翻訳抑制されることをレポーターアッセイにより確認した (Wang et al. 2012)．ま

た，C2C12 筋芽細胞への miR-23a のトランスフェクションにより筋管細胞への分化が抑制

されることも示された．miR-23aは，PGC-1αの 3’UTRにも複数の結合サイトを持つことが

明らかにされ，miR-23a Tgマウスの遅筋優位なヒラメ筋において，PGC-1αおよびミトコン

ドリア呼吸鎖複合体タンパクである Cyt c および COX IV のタンパク発現が減少したこと

が報告された (Russell et al. 2013, Wada et al. 2015)．さらに，これらのマウスではヒラメ筋に

おける type IId/x 線維の割合が減少したことが示された．miR-149 は，poly（ADP-ribose）

polymerase-2（PARP-2）の発現を調節することで細胞内 NAD+レベルを増加させる．これに



 

 29 

伴うヒストン脱アセチル化酵素 Sirtuin1（SIRT1）の活性化により，miR-499や miR-23aと同

じくPGC-1αを介してミトコンドリア量および活性を制御することが報告された (Mohamed 

et al. 2014)． 

	 これまでミトコンドリア量ならびに活性を調節するとされるマイクロ RNAの多くが，ミ

トコンドリア生合成のマスターレギュレーターとされる PGC-1α を介したシグナルによる

ものであり，直接的にミトコンドリア関連遺伝子群を標的とし，機能的であるとされるマイ

クロ RNAに関する報告は少ない．その中でも，miR-1は筋分化過程においてミトコンドリ

ア DNAにコードされる遺伝子の翻訳を促進するという，興味深い研究がなされた．まず初

めに Zhangらは， NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 1（ND1）や Cytochrome c oxidase 

subunit I（COX I）といったミトコンドリア DNAにコードされた遺伝子のタンパク発現は筋

分化に伴い徐々に発現が増加する一方，ミトコンドリア DNA のコピー数およびそれらの

mRNAの発現変動が認められないことを示した．このことから，ND1および COX Iのタン

パク発現増加においては，何らかの因子が転写後調節メカニズムによりその翻訳を促進し

ている可能性が示唆された．驚くべきことに，一般的にマイクロ RNA は mRNA の 3’UTR

に結合することで遺伝子発現を負に制御するが，miR-1と Ago2の複合体はミトコンドリア

内に局在し，ND1ならびに COX Iの 3’UTR依存的に翻訳を促進することが示された (Zhang 
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et al. 2014)．マイクロ RNAが翻訳を促進するメカニズムについては不明ではあるが，細胞

質におけるマイクロ RNAの機能とミトコンドリア内における機能は，根本的に役割が異な

る可能性が示唆された． 

 

３	 持久性運動によるマイクロ RNAの発現変動 

	 マイクロ RNAは，骨格筋の収縮・代謝特性に対し，生理的インパクトを持つことが明ら

かにされてきた．一方で持久性運動は，骨格筋において，筋線維の遅筋化やミトコンドリア

新生，毛細血管新生等のダイナミックな適応を惹起し，これらの適応には，NFAT や PGC-

1α といった分子による転写制御が重要であることが明らかにされてきた (Chin et al. 1998, 

Wu et al. 2001, Lin et al. 2002)．マイクロ RNAは，これら転写制御に関する遺伝子群を標的

とすることから，運動によるこれらの遺伝子群の発現変動がマイクロ RNAにより調節を受

けている可能性が推察される．そのため，持久性運動によるマイクロ RNA の発現変動は，

運動による骨格筋適応におけるマイクロ RNA を介した転写後調節の役割を理解する上で，

貴重なデータとなることが期待される． 

	 2009年に Safdarらは，15 m/min，90分間の急性トレッドミル運動（15 m/min）により，

マウスの大腿四頭筋における miR-23aの発現が減少し，miR-107，miR-1，miR-108の発現が



 

 31 

増加したことを示した。さらに，miR-23aの減少は PGC-1αのタンパク発現の増加と負の相

関関係にあることも示した (Safdar et al. 2009)．MiR-23aは，PGC-1αの 3’UTRへ結合し，

PGC-1α mRNAの発現量に影響はないものの，そのタンパク発現を減少させたことから，タ

ンパクへの翻訳抑制を介して PGC-1α のタンパク発現を調節することが報告された (Wada 

et al. 2011, Russell et al. 2013, Wada et al. 2015)．2010年には，Aoiらが，週 4回，4週間のト

レッドミルを用いた持久性運動トレーニングにより，マウスの腓腹筋における miR-21の発

現が増加し，miR-696, miR-709, miR-720の発現が減少したことを報告した (Aoi et al. 2010)．

miR-696の減少は，PGC-1αのタンパク発現の増加と負の相関関係を示し，C2C12への miR-

696の模倣体のトランスフェクションにより PGC-1αのタンパク発現が減少したことを示し

た．さらにPGC-1αの発現低下に伴い，その下流に位置する酵素である pyruvate dehydrogenase 

kinase-4（PDK4），およびミトコンドリア呼吸鎖複合体を構成する cytochrome c oxidase subunit 

II（COX II）の発現が減少したことを示した．miR-23a，miR-696と同様，miR-761も持久性

運動により減少することが報告されたマイクロ RNAの 1つである．トレッドミルを用いた

4週間の持久性運動トレーニング（週 5日）により，マウスの腓腹筋の miR-761の発現が減

少し，PGC-1αを直接のターゲットとして制御することがルシフェラーゼレポーターアッセ

イにより確認された (Xu et al. 2015)．同時に，miR-761の模倣体のトランスフェクションに
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よって，PGC-1α の mRNA 発現に変動はないものの，タンパク発現が減少したことから，

mRNA からタンパク質への翻訳抑制を介して PGC-1α の発現を調節する可能性が示唆され

た (Xu et al. 2015)．同じくマウスを用いた検討から，回転輪を用いた 8週間の自発走運動後

に，腓腹筋の miR-494および miR-696の発現が減少することや (Sun et al. 2016)，トレッド

ミルによる 3時間の急性運動により前脛骨筋における pri-miR-133a-1, pri-miR-133a-2および

miR-133a の発現が増加すること，6 週間の持久性運動トレーニングによりこれらのマイク

ロ RNAの発現が増加することが示された (Nie et al. 2016)． 

	 運動によるマイクロRNAの発現変動については，ヒトを対象とした検討も行われている．

運動習慣の無い健康な成人男性を対象とし，60分間（70% V
．

O2peak）のエルゴメーターを用

いた一過性運動負荷 3時間後において，外側広筋におけるマイクロ RNA生合成に関連する

Drosha, Exportin 5, DicerのmRNA発現が運動前と比較して増加し，筋に豊富に存在するmiR-

1, miR-133a, miR-133bの発現も増加したことが示された．加えて，miR-9, miR-23a, miR-23b, 

miR-31の発現が運動 3時間後に減少し，miR-181aの発現増加が確認された．さらに，10日

間のエルゴメーターを用いた持久性運動トレーニング後においては，miR-1およびmiR-133b

の発現は有意に増加したが，miR-133a の発現は有意な変動は認められなかった．同じく筋

に豊富に存在するマイクロ RNAである miR-206は，一過性運動および 10日間の持久性運
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動トレーニングにより影響を受けなかった (Russell et al. 2013)．バイオインフォマティクス

解析によりマイクロ RNAの標的候補を予測したところ，これらの持久性運動により変動し

たマイクロ RNAは，NRF1，MFN1/2，HDAC4，FOXO1などの運動による骨格筋適応に関

与することが報告されている分子を標的とすることが見出された．これらマイクロ RNAの

発現変動と，標的と予想されたタンパク発現の変動の相関関係を解析すると，eIF4eと miR-

1 については正の相関関係が，HDAC4 と miR-9，miR31，NRF1 と miR-31 についてはいず

れも負の相関関係が示された．miR-31 は HDAC4 および NRF1 といずれも負の相関関係を

示したことから，miR-31 がこれらの分子を直接的に制御し得るかについて，ルシフェラー

ゼレポーターアッセイを用いて評価したところ，HDAC4および NRF1の 3’UTR依存的にレ

ポーター活性を抑制したことが確認された．また異なるグループから，成人男性 23名，成

人女性 2名の被験者において，自重の 30%の重さの負荷を与えながら 90分間のトレッドミ

ルランニングを行なった直後において，miR-1-3p，miR-206，miR-208a-5p，miR-499の発現

は，いずれも有意に減少したことが示された (Margolis et al. 2017)．また，miR-206 および

miR-499 の減少は，放射性同位体である 2H5-phenylalanine により評価された筋タンパク合

成率と負の相関関係を示したことから，これらマイクロ RNAの発現低下は，タンパク合成

の促進と関連する可能性が示唆された (Margolis et al. 2017)． 
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	 このように，様々な持久性運動により骨格筋組織中のマイクロ RNAの発現が変動するこ

とが報告されている．また，これらの研究において観察されたマイクロRNAの発現変動は，

持久性運動による骨格筋適応に重要な分子である PGC-1α 等と相関関係を示すことも報告

されている．これらのことは，運動による骨格筋適応に関与する分子の発現変動が，マイク

ロ RNAによる転写後調節により制御されている可能性を示唆するものである．運動による

骨格筋適応におけるマイクロ RNAの役割について，その関連性を真に明らかにするために

は，骨格筋における個々のマイクロ RNA または全てのマイクロ RNA をグローバルに欠損

させ，その因果関係を証明する必要性がある．また，miR-133a については，マウスにおい

て急性運動後に増加することが報告されている一方，ヒトの検討においてはその発現が減

少するなど，一致した見解が得られていない．これらの矛盾した結果には，対象の違いや，

研究毎の異なる運動様式，時間，測定ポイントなどが影響している可能性が推察される． 

 

４	 マイクロ RNAによる毛細血管新生の制御 

	 毛細血管新生は，持久性運動による骨格筋適応のみならず，がんや創傷治癒，発生や心

臓・骨格筋での虚血に対する代償的応答など，様々なコンテクストにおいて重要な役割を担

う現象である．マイクロ RNA は，核酸医薬の治療標的として注目されていることもあり，
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マイクロ RNAによる毛細血管新生の調節およびその制御メカニズムについては，多くの研

究が行われている． 

	 マイクロ RNAによる毛細血管新生の調節に関する初期の研究では，その関与について概

観を得るため，成熟マイクロ RNAのプロセシングに必須の酵素である Dicerを欠損させ，

成熟マイクロ RNAがグローバルに減少したモデルマウス，または細胞を用いた解析が行わ

れた．2005年に Yangらは，Dicerの exon1および exon2を相同組換えによりネオマイシン

耐性カセットに置き換える，単純遺伝子破壊によりコンベンショナル KO マウスを作製し

た．これらのマウスでは，発生の遅延および毛細血管ネットワークの欠陥により E12.5から

E14.5の間で死に至ることが観察された．さらに，マウス母体と胎児間のガス交換や栄養摂

取，血球細胞の産生において重要な役割を担う卵黄嚢の毛細血管ネットワークが破綻して

いることが示された．これらのマウスを用いた詳細な解析から，VEGF受容体 1（VEGFR1: 

flt1）や VEGF受容体 2（VEGFR2: kdr）の発現増加，血管内皮細胞の接着分子である Tyrosine 

kinase with immunoglobulin-like and EGF-like domains 1（Tie1）の発現低下など，VEGFシグナ

ルおよび細胞接着に関する分子の異常が毛細血管ネットワークの破綻に寄与した可能性が

示唆された (Yang et al. 2005)．さらに，ジーントラップ法により，Dicer1 geneの 24番目の

intronに β-galactosidase-neomycin resistance fusion geneをインサートし，Dicerの発現を欠損
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させたマウスでは，女性ホルモンの分泌に関与する卵巣内の黄体が十分に成長せず，その黄

体の毛細血管数が顕著に減少していることが示された．これらの原因として，miR-17-5pお

よび let-7bの発現低下，ならびにこれらのマイクロ RNAがターゲットとするマトリクスプ

ロテアーゼである tissue inhibitor of metalloproteinase 1（TIMP1）の発現上昇により毛細血管

の形成が障害された可能性が示唆され，これらのマイクロ RNAの前駆体を卵巣へ注射する

ことで，毛細血管数が回復したことが確認された (Otsuka et al. 2008)．がん細胞を用いた検

討でも，Dicer の欠損によるグローバルなマイクロ RNA の減少は，血管新生を抑制したこ

とが報告された (Fraisl et al. 2009)．非小細胞肺がん細胞における Dicerの欠損は，極度の虚

血を惹起するにも関わらず，がん細胞内の毛細血管数および Ki67陽性細胞により評価され

た細胞増殖は，顕著に減少していることが示された．このメカニズムとして，HIF-1α の関

与が指摘されている．Dicer の欠損により，VEGF などの血管新生に重要な分子の転写を制

御する HIF-response element（HRE）のレポーター活性が低下したことから，HIF-1αによる

転写活性が抑制された可能性が示唆された (Fraisl et al. 2009)．この HIF-1αによる転写活性

の低下には，HIF-1αの転写活性を阻害する factor inhibiting HIF-1（FIH-1）が関与し，let-7お

よび miR-125によりその発現が制御されていることが明らかにされた (Chen et al. 2014)． 

	 VEGF や FGF といった成長因子を産生・分泌するがん細胞や骨格筋細胞のみならず，そ
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の刺激を感知し，細胞増殖や遊走により新たな毛細血管ネットワークを再構築する血管内

皮細胞の分子シグナルもまた，血管新生において重要な構成要素であると言える (Hamada 

et al. 2005, Lee et al. 2014, Serra et al. 2015)．HUVECにおいて，siRNAを用いた Dicerのノッ

クダウンは，eNOSのタンパク発現の増加ならびに NO産生量の増加を示す一方，細胞増殖

および血管内皮細胞の管構造形成能の指標である cumulative tube lengthが減少したことが報

告された (Suarez et al. 2007)．同じく HUVECにおける Dicerのノックダウンは，Matrigel上

での管構造形成，細胞遊走および細胞生存率を低下させたことが報告された (Kuehbacher et 

al. 2007)．これら in vitroで得られたデータと一致して，Dicerの欠損は in vivoにおいても血

管新生を抑制することが報告されている．Tie2-Cre マウスおよび VE-Cad-CreERT2 マウスと

Dicerfloxマウスの交配により得られた 2 系統の血管内皮特異的 Dicer 欠損マウスにおいて，

VEGF誘導性の血管新生，がん組織内の毛細血管数および腫瘍面積，下肢虚血に対する代償

的な血管新生のいずれもが抑制されたことが示された (Suarez et al. 2008)．さらに，血管内

皮細胞特異的 Dicer欠損マウスにおいて観察された，様々なコンテクストにおける血管新生

の抑制の一部が，miR-17-92クラスターによる血管新生阻害因子 Thrombospondin 1（TSP1）

の発現増加に起因する可能性が in vitroのデータより示唆された．一連の Dicer欠損モデル

を用いた検討から，発生やがんにおける Dicerの欠損，および毛細血管ネットワークを形成



 

 38 

する血管内皮細胞における Dicerの欠損は，いずれも毛細血管新生を抑制し，毛細血管ネッ

トワークの破綻を惹起することが示された．Dicer欠損モデルにおいて観察された表現型の

さらなるメカニズムを解明するため，個々のマイクロ RNAと毛細血管新生の関連について

の研究も精力的に行われてきた． 

	 miR-126は，EGF-like domain 7（Egfl7）のイントロンにコードされ，血管内皮細胞に特異

的に発現するマイクロ RNA である (Wang et al. 2008)．この miR-126 を欠失したマウスで

は，その胚において，浮腫や出血，網膜における毛細血管エリアの減少など，毛細血管ネッ

トワークの破綻が観察された．発生期のみならず，成体マウスにおいても，大動脈リングよ

り出芽する血管内皮細胞，および心筋梗塞に対する代償的な血管新生が顕著に減少してい

た．これらのメカニズムの一部として，細胞増殖シグナルである Ras/MAPK シグナルの阻

害因子である Sprouty-related protein-1（Spred-1）の発現上昇によるものであることが明らか

にされた．miR-126は Spred-1の 3’UTRに依存してその発現を抑制し，血管新生を促す機能

を有することが明らかにされた．miR-26aは VEGF刺激により発現が減少し，HUVECにお

ける miR-26aの過剰発現は細胞増殖の抑制を誘導することが報告さている (Icli et al. 2013)．

詳細な解析から，miR-26aは BMP/SMADシグナルを制御することで血管新生を抑制的に調

節することが明らかにされた．また，尾静脈注射から miR-26aの模倣体を投与し，miR-26a
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を in vivoにおいて過剰発現させると，運動誘発性血管新生が抑制されたことが示された．

このように個々のマイクロ RNAの中には，血管新生を促進する作用を有する一方，その逆

の作用を有するマイクロ RNA も存在する．これらのことは，マイクロ RNA が相反する作

用を有する標的遺伝子を調節することで，その表現型を協調的に制御していることを示唆

する． 

	 マイクロ RNA による血管新生の調節においては，単一のマイクロ RNA による調節のみ

ならず，複数のマイクロ RNAが同一の遺伝子座に存在し，初期転写産物である pri-miRNA

としてポリシストロニックに転写されるマイクロRNAクラスターも重要な役割を担うこと

が報告されている．miR-17-92 クラスターは，典型的なポリシストロニックマイクロ RNA

であり，ヒトにおいては，13番染色体の 800bp内に miR-17, miR-18, miR-19a, miR-20a, miR-

19b-1, miR-92-1の 6つのマイクロ RNAがコードされ，それぞれが共通するまたは異なるシ

ード配列を持つ (Mendell 2008)．当初，これらのマイクロ RNAはがん細胞において高発現

していることが報告され (Ota et al. 2004, He et al. 2005)，そのコンベンショナル KOマウス

では，胎生致死となる上，肺の形成不全や主な抗体産生細胞である B 細胞の発達の異常が

観察された (Ventura et al. 2008)．血管新生においては，大腸がん細胞では抗血管新生因子で

ある TSP-1および connective tissue growth factor（CTGF）の発現の低下が認められ，miR-17-
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92 クラスターに属する 6 つのマイクロ RNA に対するアンリセンスオリゴをトランスフェ

クションした結果，miR-18のノックダウンにより CTGFの発現が，miR-19のノックダウン

により TSP-1の発現が増加したことが示された (Dews et al. 2006)．これらのことは，がん細

胞における miR-18 および miR-19 の発現増加は，抗血管新生因子の抑制を介して，がん組

織における毛細血管新生を誘導した可能性を示唆する．これらの研究と一致して，miR-17-

92クラスターのうち，miR-17-5p，miR-18，miR-20aの発現は，HUVECに対する VEGF刺

激により増加し，これらのマイクロ RNAのノックダウンにより細胞密度ならびに細胞数の

減少，管構造形成能の低下が誘導された (Suarez et al. 2008)．一方で，同じく miR-17-92ク

ラスターに属するmiR-92aは，血管新生に対して抑制的に作用することも報告されている．

HUVEC において，pre-miR-92a のトランスフェクションによる miR-92a の過剰発現は，ス

フェロイドにおける cumulative sprout lengthおよび血管様ネットワークの全長が顕著に減少

したことを示した (Bonauer et al. 2009)．また，miR-92aの発現レベルは，大腿動脈結紮によ

る下肢虚血時に，顕著に増加し，マイクロ RNAの発現に対して拮抗する一本鎖オリゴであ

る antagomiR-92a の尾静脈を介した in vivo へのトランスフェクションにより，下肢虚血後

の血流回復率の上昇および心筋梗塞後の毛細血管新生，心収縮力の指標である dP/dt maxの

増加が認められた．さらに，miR-92aは細胞間接着や細胞遊走に関与する integrin subunits α5
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を標的とすることが明らかにされ，スフェロイドでの miR-92a ノックダウンによる

cumulative sprout lengthの増加は，siRNAによる integrin α5のノックダウンによりキャンセ

ルされたことが示された (Bonauer et al. 2009)．miR-17-92クラスターの血管新生への関与は，

逆遺伝学的手法を用いた解析によっても明らかにされている．VE-Cad-CreERT2マウスとの交

配により得られたタモキシフェン誘導性の血管内皮細胞特異的 miR-17-92 クラスター欠損

マウスでは，生後直ぐ（P1~3）のタモキシフェン投与により，網膜における毛細血管エリア，

毛細血管の分岐点，長さおよび tip cellの糸状仮足数が減少した (Huang et al. 2002)．さらに，

VEGF 誘導性の血管新生，腫瘍中の CD31 陽性血管内皮細胞数の顕著な減少も確認された．

これらの検討では，シード配列の異なるマイクロ RNAを有する miR-17-92クラスターの標

的遺伝子として，バイオインフォマティクス解析によりphosphatase and tensin homolog（PTEN）

を同定した．PTEN は，Akt/PI3K シグナル経路のインヒビターであり，PI3K により生成さ

れた PIP3 を脱リン酸化することで下流へのシグナル伝達を阻害し，血管新生においては

VEGFによるAkt/PI3Kシグナルの活性化を阻害し，血管新生を抑制する (Huang et al. 2002)．

このように，ポリシストロニックマイクロ RNAとして進化的に保存された miR-17-92クラ

スターは，個々または全てのマイクロ RNAが様々な遺伝子を標的とすることで，毛細血管

ネットワークの恒常性の維持に寄与していることが伺える． 
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	 miR-106b~25クラスターは，miR-17-92クラスターのパラログであり，miR-106b, miR-93, 

miR-25の 3つのマイクロ RNAより構成される (Ventura et al. 2008)．miR-93を過剰発現さ

せたヒト脳腫瘍細胞株 U-87と血管内皮細胞を共培養すると，内皮細胞の広がり，成長，遊

走，管構造形成が増強された (Fang et al. 2011)．In vivoにおいても，pre-miR-93を骨格筋へ

インジェクションし過剰発現させることで，毛細血管数の増加および下肢虚血後の血流回

復の促進が観察されている (Hazarika et al. 2013)．さらに，miR-106b~25クラスター欠損マ

ウスにおいては，レーザードップラー法により下肢虚血後の血流回復の遅延が観察され，虚

血後の毛細血管数も顕著に減少していたことが示された (Semo et al. 2014)．興味深いこと

に，miR-106b~25クラスターの発現レベルは，下肢虚血後の骨格筋で増加するが，miR-25お

よび miR-93は虚血 21日後において顕著に増加するのに対し，miR-106bはそのような変化

は認められていない (Semo et al. 2014)．これらのことは，ポリシストロニックマイクロ RNA

として同じ pri-miRNA で転写されるものの，転写後のプロセシングにより，成熟マイクロ

RNAの発現レベルはそれぞれのマイクロ RNAにより大きく異なることを示唆する． 

	 miR-23 クラスターは miR-23a クラスター（miR-23a~27a~24-2）と miR-23b クラスター

（miR-23b~27b~24-1）の，２つの異なる染色体上に存在するクラスターより構成され，特に

血管内皮細胞に豊富に発現するマイクロ RNA であることが報告されている (Zhou et al. 
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2011)．2007年に，Kuehbacherらは，修飾核酸である 2’-O-methyl アンチセンスオリゴヌク

レオチドによる miR-27b のノックダウンは，スフェロイドアッセイにおける cumulative 

sprout lengthを減少させたことを報告した (Kuehbacher et al. 2007)．続いて Zhouらは，修飾

架橋核酸である locked nucleic adic (LNA)による miR-23/27のノックダウンは，細胞増殖シグ

ナルである MAPK-ERK経路の抑制因子である Sprouty 2および Semaphorin 6Aの増加を介

して，HUVECにおける増殖・遊走および管構造形成能を抑制することを示された (Zhou et 

al. 2011)．さらに，miR-27b は VEGF 刺激により発現誘導されるマイクロ RNA であり，ゼ

ブラフィッシュおよびマウス大動脈における miR-27bのノックダウンは，Sprouty 2ならび

に Notchシグナルのリガンドである Delta like ligand（Dll4）の発現増加を介して，tip細胞の

運命決定を障害し，血管内皮細胞の出芽を抑制した (Biyashev et al. 2012)．加えて，miR-27a

および miR-27bの阻害は，semaphoring 6Aの増加を介して in vitroおよび in vivo matrigel plug 

assayにおける血管新生を抑制したことが示された (Urbich et al. 2012)．これらの独立したグ

ループから発表された結果から，miR-27および miR-23は，血管新生を阻害する因子を直接

的なターゲットとし，血管新生を促進するマイクロRNAであることが推察される．一方で，

miR-24 は，miR-23 クラスターの中で，血管新生を抑制する作用を持つマイクロ RNA であ

ることが明らかにされている (Zhou et al. 2014)．HUVECにおける miR-24の過剰発現は，ス
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トレスファイバーならびに葉状仮足形成の抑制および，RhoA等のアクチン細胞骨格シグナ

ルを抑制することで，細胞増殖および遊走，管構造形成を抑制することが示された． 

	 このように，脊椎動物において進化的に保存されたマイクロ RNAクラスター内のマイク

ロ RNAは，異なるシード配列を持ち，異なる標的遺伝子の発現を調節するものの，血管新

生といった共通の生物学的経路内の分子を協調的にコントロールすることが示唆される． 
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第 2章	 仮説と目的 

	 これまでにマイクロ RNAは，様々な骨格筋の機能を制御することから，持久性運動によ

る骨格筋適応にも何らかの役割を担う，という仮説のもと，遺伝子改変マウスを用いて持久

性運動による筋線維の遅筋化とミトコンドリア新生，毛細血管新生におけるマイクロ RNA

の役割を明らかにすることを目的とした． 
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第 3章	 材料と方法 

第 1節	 動物実験 

	 すべてのマウスは 21℃に保たれた 12 時間明期／12 時間暗期の部屋にて, 自由摂食／飲

水の条件でケージ飼育した. 自発走運動実験では, マウスをランニングホイール（直径 11cm）

のついた個別ケージ (15 x 32 cm2) で２週間飼育した (Akimoto et al. 2004).	 ランニングホ

イールの回転数をモニターシステムにて計測し（メルクエスト）, CIF3Win Acquisition 

Software （メルクエスト）にて解析することで走行距離を測定した. マウスは, 最後の自発

走運動から 24 時間以内に屠殺し, 組織サンプルを採取した. 全ての動物実験は, 東京大学

大学院医学系研究科動物実験委員会および早稲田大学生物実験管理委員会, 遺伝子組換え

実験審査委員会の承認を経た上で, 東京大学・早稲田大学動物実験実施規則に則って行われ

た. 

 

第２節	 遺伝子欠損マウスの作出 

１	 骨格筋特異的 Dicer欠損マウス 

	 骨格筋特異的にマイクロ RNA合成酵素である Dicer を欠損させるため，Cre-loxPシステ

ムを用いた．Ckmm-Cre トランスジェニックマウス (Jackson laboratory) と University of 
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Floridaの Brian Harfeより供与を受けた Dicerfloxマウス (O'Rourke et al. 2007) の交配により

骨格筋特異的 Dicer欠損マウスを得た． 

 

２	 タモキシフェン誘導性 Dicer欠損マウス 

	 成熟した骨格筋において Dicerを欠損させるため，タモキシフェン誘導型 Cre発現マウス

である CAG-CreERT2トランスジェニックマウス（Jackson laboratory）と Dicerfloxマウスの交

配によりタモキシフェン誘導性 Dicer欠損マウスを作製した．Dicerの欠損に当っては，8週

齡の雄マウスに 5日間連続で 1mgのタモキシフェンを腹腔内投与した． 

 

３	 血管内皮細胞特異的 Dicer欠損マウス 

	 血管内皮細胞特異的に Dicerを欠損させるため，Tie2-Creマウス（筑波大学生命科学動物

資源センター資源開発分野）(Kisanuki et al. 2001) および VE-Cad-Creマウス（国立研究開発

法人 医薬基盤・健康・栄養研究所実験動物研究資源バンク）(Kogata et al. 2006) を Dicerflox

マウスと交配させることで血管内皮細胞特異的な Dicer欠損マウスを作製した． 
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４	 血管内皮細胞特異的miR-23クラスター欠損マウス 

	 血管内皮細胞特異的 miR-23 クラスター欠損マウスを作製するため，miR-23 クラスター

flox マウス（和田ら. 未発表データ）と Tie2-Cre マウスの交配により血管内皮細胞特異的

miR-23クラスター欠損マウスを作製した． 

 

第３節	 蛍光免疫染色による筋組織の解析 

	 摘出した骨格筋は, O.C.T. compound（サクラファインテックジャパン）に包埋し, 液体窒

素上でシャーベット状になるまで冷却したイソペンタンで凍結し, -80℃で保存した. 凍結

した組織を凍結ミクロトーム（Leica）にて, 10 μm厚に薄切し, スライドガラスに貼付した. 

4%パラホルムアルデヒド／PBSにて固定後，0.3% Titon X／PBSで膜透過処理し，一次抗体

を添加後，4℃で一晩インキュベートした. 一次抗体（Anti-myosin heavy chain（MyHC）I（BA-

F8），IIa（SC-71），IIb（BF-F3）モノクローナル抗体）は University of Iowaの Developmental 

Studies Hybridoma Bankより入手し，それぞれ 1/25に希釈して用いた．Anti-Dystrophin（D8043，

Sigma），anti-CD31（MCA2388，AbD serotec）はそれぞれ，1/100に希釈して用いた. 二次抗

体は，Anti-mouse IgG2b-Dylight 405（for MyHC I, Jackson ImmunoResearch laboratories 以下同

じ），mouse IgG1-Dylight 488（for MyHC IIa），mouse IgG1-Dylight 549（for Dystrophin），mouse 
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IgM-Dylight 549（for MyHC IIa），rat IgG-Dylight 488（for CD31）をそれぞれ 1/100に希釈し

て用いた. 抗体の希釈には 5% normal goat serum（Jackson ImmunoResearch laboratories）を含

む PBSを用いた. 画像は，IX-70蛍光顕微鏡（Olympus）とデジタルカメラ DS-Ri1（Nikon）

により取得した. 

 

第４節	 組織化学染色 

	 O.C.T. compoundへ包埋し，-80℃で保存した骨格筋切片を用いてコハク酸脱水素酵素染色

（SDH染色）を行った．270 mgのコハク酸二ナトリウム（wako），10 mgのテトラブルーテ

トラゾリウム（Sigma）を含む 10 mlの PBS（pH 7.6）溶液中で，組織切片を貼付したスライ

ドガラスを 37℃で 30分インキュベートした．画像は，デジタルカメラ DS-Ri1（Nikon）に

より取得した． 

 

第５節	 RNA解析 

１	 RNA抽出 

	 動物組織は，RNA抽出試薬 ISOGEN 2（wako）1 mlでホモジナイズしよく懸濁した. 再蒸

留水 400 μlを添加し，ボルテックスにより懸濁した. 室温で 10分放置後，15分間 12,000 x 
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g で遠心した．上清 1 ml を新しいチューブに回収し，等量のイソプロパノールを加えて，

よく転倒混和した．室温で 10分放置後，15分間 12000 x gで遠心し RNAを沈殿させた．沈

殿した RNAペレットは，75%エタノールで 2回洗浄後，乾燥させ，再蒸留水に溶解した． 

 

２	 cDNAへの逆転写 

	 RNA濃度を Nano-Dropを用いて測定した（Nano-Drop ND-1000, Thermo scientific）．cDNA

への逆転写は ReverTra Ace® qPCR RT Kit（東洋紡）を用いて行った．氷上にて, 溶液の総量

が 7 μl, RNAが 1 ngとなるように RNA溶液と再蒸留水を混合し，65℃で 5分間熱変性後，

4℃で急冷した．氷上にて，5 x RTbuffer 2 μl, Enzyme Mix 0.5 μl, primer mix（Random primer + 

Oligo(dT) primer）0.5ulを熱変性した RNAに加え，37℃で 15分間インキュベートし，逆転

写反応させ，その後，98℃で 5分間加熱し酵素を失活させた． 

	 miRNA の逆転写反応には TaqMan®MicroRNA Assays（ Applied Biosystems）と

TaqMan®MicroRNA RT kit（Applied Biossytems）を用いて，total RNA 10 ngから各 miRNAご

とに逆転者反応を行った． 
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３	 定量 PCR 

	 得られた cDNA を鋳型として目的の遺伝子を定量するため，アガロースゲルを用いた電

気泳動による半定量 PCRを行った．PCR反応には Ex Taq hot start version（Takara）を用い

た．各遺伝子に特異的な PCRプライマーを用いて，95℃ 5分間の初期変性に引き続き，95℃

15秒で変性，60℃15秒でアニーリング，72℃15秒で伸長反応を行った．PCR産物は 5 μlの

臭化エチジウムを含む 2%アガロースゲルを用いて電気泳動を行った．発行シグナルは

LAS3000（FUJI Film）を用いた．サイクル数は各遺伝子および各組織に適したサイクル数と

増幅曲線をもとに事前に決定した．遺伝子発現は，GAPDHまたは 18S rRNAを内部標準と

して補正した．定量 PCRに用いたプライマーは表 1に列記する． 

	 miRNAのリアルタイム PCRでは，TaqMan®MicroRNA Assaysに付属する各 miRNAに特

異的なプライマーペアと TaqManプローブを用いた．PCR反応には TaqMan®Universal PCR 

Master Mix, No AmpErase® UNG（Applied Biosystems）を用いた．95℃2分間の初期変性に引

き続き，95℃15秒で変性，60℃60秒でアニーリング／伸長反応のシャトル PCRを行い，蛍

光強度を測定した．すべての miRNAは U6を内部標準として補正した． 

 



 

 52 

 

第６節	 ウエスタンブロット 

	 組織を 2 x sample buffer complete（Tris-HCL, pH 6.8, 100 mM, SDS 1%, Glycerol 20%, DTT 

80mM, 2-Mercaptoethanol 285mM, complete mini（Roche）2 x conc., Phosphatase inhibitor cocktail 

1 & 2（Sigma）2 x conc.）にてホモジナイズし，必要に応じてガラスウールを詰めたカラム

を通過させ，粘性を除去した．95℃，5 分間煮沸後，SDS-PAGE に供した．一次抗体には，

抗 PGC-1 抗体（1/500, AB3242, Millipore）, 抗 COX IV 抗体（1/1000, #4844, Cell Signaling 

Technology）, 抗MyHC IIa（1/100, SC-71, DSHB）, 抗γ-tubulin抗体（1/1000, Ak-15, Sigma）

を用いた．二次抗体は anti-Rabbit Immunogloblin HRP（1/5000, NA9340, GE Healthcare）また

は anti-mouse Immunogloblin（H+L）-HRP（1/2000, 1721011, Bio-Rad）を用いた．ECL prime

（GE Healthcare）を用い，発行シグナルを LAS3000（FUJIFILM）により検出した． 

�����PCR����
������	����
����
��� ������5'→3'�
Dicer-F
Dicer-R
Cre-F
Cre-R

GAPDH-F
GAPDH-R

18S rRNA-F
18S rRNA-R

GGCTGCATCGGATAGTACACC
CACACGCCTCCTACCACTACAACAC

GCCTGCATTACCGGTCGATGC
CAGGGTGTTATAAGCAATCCC
GACCCCTTCATTGACCTCAAC
TAAGCAGTTGGTGGTGCAGGA

CTTAGAGGGACAAGTGGCGTTC
CGCTGAGCCAGTCAGTGTAG
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第７節	 マウス背部での創傷治癒試験 

	 ソムノペンチルによる麻酔を行い，マウス背部の毛を剃った．イソジンで消毒を行い，5 

mm径のバイオプシーパンチを用いて２つの創傷を作製した．その後，2日ごとに 8日後ま

で，イソフルランによる麻酔下でノギスを用いて創傷の大きさを測定した (Dioufa et al. 

2010)． 

 

第８節	 Ex vivo大動脈リングアッセイ 

	 マウスを頚椎脱臼により安楽死させた後，大動脈を無菌操作下で摘出し，~1 mm の大き

さのリングにカットし，serum reduced Opti-MEM で一晩，37℃，5%CO2でインキュベート

し，血清飢餓とした．翌日，24 well cell culture plateを 40 μlの growth factor reduced-Matrigel

でコートし，血清飢餓にしたリングを置いた．さらにその上から40 μlのgrowth factor reduced-

Matrigelを加え，リングを Matrigel中に包埋した．Matrigel中へ包埋した大動脈リングは，

2.5% FBSを含む 1 mlの Opti-MEMで培養した．内皮細胞の出芽を誘導するため，培養液中

には 50 ng/mlの血管内皮増殖因子（Vascular endothelia growth factor: VEGF）を添加した． ２

日ごとに培地を交換し，７日後に顕微鏡下でデジタルカメラ DS-Ri1（Nikon）を用いて画像

を取得した (Baker et al. 2011)． 
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第９節	 統計処理 

	 データは平均±標準誤差で示した．統計処理は２群間では Student’s t-test, 他群間では二元

配置分散分析に続く Turkey-kramer testを行い P値 < 0.05を統計的有意差とした． 
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第５章	 結果 

	 本研究では，筋線維タイプの遅筋化やミトコンドリア新生，血管新生といった持久性運動

による骨格筋適応におけるマイクロ RNA の役割を明らかにするため，主に成熟マイクロ

RNA へのプロセシングに必須の酵素である Dicer の欠損マウスを用いた．また，タモキシ

フェン誘導性 Dicer 欠損マウスの解析により，運動誘発性血管新生が抑制されたことから，

これらの原因が血管内皮細胞にあると考え，以降の検討は血管内皮細胞特異的なマイクロ

RNA欠損マウスを用いて，運動誘発性血管新生の解析を行った． 

 

第１節 マイクロ RNA欠損マウスの作出と運動による骨格筋適応の解析 

	 持久性運動による骨格筋適応におけるマイクロ RNA の役割を概観するため，Dicer 欠損

マウスを用いて自発走運動による筋の適応を観察した．骨格筋特異的 Dicer 欠損マウスは，

原因不明の理由により生後まもなく死に至るため，タモキシフェン誘導性 Cre マウスを用

いて成熟した骨格筋の Dicerを欠損させる戦略をとった．これらのマウスにおいて自発走運

動による骨格筋適応を解析した結果，筋線維タイプの遅筋化ならびにミトコンドリア新生

は正常に誘導されたが，血管新生の抑制が観察された． 
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１	 骨格筋特異的 Dicer欠損マウスの作出とその表現型 

	 まず初めに，運動による骨格筋適応におけるマイクロ RNAの役割を概観するため，骨格

筋特異的 Dicer欠損マウスを作出した．組織特異的な Dicerの欠損には，Cre-loxPシステム

を用いた．Creはバクテリオファージ P1に由来する部位特異的 DNA組み換え酵素であり，

loxP 配列を認識し，その配列に挟まれた領域を切り出すことで遺伝子の特定部位を欠損さ

せることが可能である．さらに，この Cre酵素を組織特異的な遺伝子のプロモーターの下流

に挿入することで，組織特異的な遺伝子の欠損を可能とする (Gu et al. 1994)．本研究では， 

Ckmm の下流に Cre が組み込まれた ckmm-cre マウスと，Dicerfloxマウスを交配することで

Ckmm-Cre; Dicerfl/flマウスを作出した．しかしながら，これらのマウスでは成長の遅延が認

められ，生後数週間で死に至ったため，自発走運動試験に供することができなかった．また，

同じく筋特異的 Creマウスである MyoD-Creマウスとの交配により得られた筋特異的 Dicer

欠損マウス（MyoD-Cre; Dicerfl/fl）においても，生後直ちに死に至ることが報告されている 

(O'Rourke et al. 2007)．これらの結果は，骨格筋における Dicer および生成されるマイクロ

RNA がマウスの正常な発生および発達に重要であることを示す．これらのことから，生体

マウスにおける解析が困難であったため，同じく Cre-loxPシステムの改良型である CreERT2

システムを用いて生後の骨格筋において Dicerを欠損させることを試みた 
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２	 タモキシフェン誘導性 Dicer欠損マウスの作出 

	 骨格筋特異的 Dicer欠損マウスに代わり，タモキシフェン誘導性 Creマウスを用いて，タ

モキシフェン誘導性 Dicer 欠損マウス（CAG-CreERT2;Dicerfl/fl; iDicer KO）を作出した	

(Hayashi et al. 2002)．CreERT2は Cre酵素の改良型であり，Creにエストロゲン受容体のリガ

ンド結合ドメインと核内移行シグナルが付加され，エストロゲン類似化合物のタモキシフ

ェンと結合することで，CreERT2が核内へ移行し，遺伝子の切り出しを行う．8週齡の雄マウ

スに 5日間連続で１mgのタモキシフェンを腹腔内投与し，翌週より２週間の回転輪による

自発走運動に供した（図 3）． 
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タモキシフェン投与の翌週に，ヒラメ筋および足底筋を摘出，RNAを回収し，RT-PCRによ

りDicer mRNAを定量した．Dicer mRNAを検出するプライマーは loxP配列に挟まれたDicer

のエクソン 24 の両側に位置し，タモキシフェン投与による CreERT2の核内移行によりエク

ソン 24が切り出されることで，小さな mRNAが検出される（図 4 A）．ヒラメ筋，足底筋と

も iDicer KOマウスにおいて，タモキシフェン投与により顕著な Dicer mRNAの減少が確認

された（図 4 B，C）．次に，real-time PCRにより骨格筋に豊富に存在する成熟マイクロ RNA

の発現レベルを定量した．Dicer mRNA は顕著に減少した一方で，iDicer KO マウスのヒラ

メ筋における miR-1，miR-133a，miR-208b，miR-499，miR-133b，miR-206，miR-23aの発現

レベルは 10~50%の減少，足底筋における miR-1，miR-133a，miR-133b，miR-206 の発現レ

ベルは 20~30%の減少に留まり，miR-23aに関しては減少が認められなかった（図 5 A，B）． 

	 以上の結果から，骨格筋においては，成熟マイクロ RNAへのプロセシングに必須の酵素

とされている Dicerが著しく減少したにも関わらず，骨格筋中の成熟マイクロ RNAはその

発現レベルを維持し，高い安定性を持つ可能性が示唆された．これまでに小脳皮質に存在す

るプルキンエ細胞や，心筋細胞においても成熟マイクロ RNAが高い安定性を保つことが報

告されている (Schaefer et al. 2007, van Rooij et al. 2007)．これらを踏まえると，骨格筋におけ

る成熟マイクロ RNAも何らかの理由により高い安定性を示した可能性が示唆される。 
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CAG-CreERT2トランスジーンは，chicken beta actinプロモーター/エンハンサーとサイトメガ

ロウイルスのエンハンサーにより発現が誘導されるため (Hayashi et al. 2002)，理論上は全組

織においてトランスジーンが発現することとなる．そこで，タモキシフェン投与の 4週間後

において，WTマウスおよび iDicer KOマウスの褐色脂肪組織，肝臓，小腸の Dicer mRNA

発現を RT-PCRにより定量した．さらに，これらの組織に豊富に発現する成熟マイクロ RNA

の発現レベルを real-time PCRにより定量した．タモキシフェン投与の 4週間後において，

iDicer KOマウスの褐色脂肪組織の Dicer mRNAは顕著に減少した（図 6 A）．一方で，肝臓

および小腸の Dicer mRNA発現レベルは僅かな減少に留まった（図 6 B，C）．さらに，Dicer 

mRNAの発現レベルに付随して，足底筋および褐色脂肪組織に豊富に存在する miR-1，miR-

133aおよび miR-193b，miR-378はそれぞれ 50%~70%の減少を示したが，タモキシフェン投

与による Dicer欠損の 4週間後においても約 50%の成熟マイクロ RNAが検出可能であると

いう驚くべき結果が得られた（図 7 A，B）．一方で，肝臓および小腸に豊富に存在する miR-

193a，miR-21，miR-214の発現レベルに変化は認められなかった（図 7 C，D）．さらに，iDicer 

KOマウスの組織ごとに Dicer mRNAおよび成熟マイクロ RNAの減少の程度が異なる原因

として，CreERT2トランスジーンの発現レベルが異なると考え，Cre mRNAに特異的なプライ

マーを用いて発現量を定量した．これまでの Dicer mRNAおよび成熟マイクロ RNAの発現
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レベルのデータと一致して，Cre mRNAの発現レベルは，肝臓および小腸と比較して，足底

筋および褐色脂肪組織で顕著に高いことが認められた（図 8）． 
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	 これら一連の結果から，タモキシフェン投与により組織ごとに Dicer mRNAおよび成熟マ

イクロ RNAの発現レベルの減少の程度が異なるのは，CreERT2のトランスジーンの発現の違

いによるものである可能性が示唆された．その一方で，これまで成熟マイクロ RNAへのプ

ロセッシングに必須の酵素とされていた Dicerの欠損後においても，成熟マイクロ RNAが

検出可能であるという驚くべき結果が得られた． 

 

３	 タモキシフェン誘導性 Dicer欠損マウスにおける運動による骨格筋適応の解析 

	 長期間の持久性運動は，足底筋などの速筋優位な骨格筋において，筋線維の遅筋化，ミト

コンドリア新生，血管新生等の適応を誘導することが知られている (Gute et al. 1996, Waters 

et al. 2004, Schiaffino et al. 2011, Delavar et al. 2014)．タモキシフェン誘導性 Dicer欠損マウス

（iDicer KOマウス）において，Dicer mRNAの顕著な減少ならびに成熟マイクロ RNAの部

分的な減少が認められたことから，これらのマウスを回転輪を用いた 2 週間の自発走運動

に供した．WTマウスまたは iDicer KOマウスを，それぞれランニングホイールを設置した

zĞ CAG-CreERT2O-98��'Cre mRNA�½µ

CAG-CreERT2O-9�ó�Ä, èáÛÖ,Õß,�Þ8��'Cre mRNA½µ)
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ケージで一匹ずつ飼育した．ランニングホイールの回転数から走行距離を算出した結果，

WTと iDicer KOマウスの 1日当たりの走行距離に違いは認められなかった（図 9）． 
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線維については，自発走運動および Dicer欠損による影響はいずれも認められなかった（図

10 A，B）．WTマウスの足底筋において，酸化的特性を持つ速筋である type IIa線維が有意

に増加し，iDicer KOマウスにおいてもこれらの増加が認められた（図 10 C，D）．同様に，
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KOマウスにおいて観察された（図 10E）．これらの結果から，iDicer KOマウスにおいても，

WTマウスと同様に筋線維の遅筋化が誘導されたことが示唆された．続いて，ミトコンドリ

ア活性を評価するため，組織切片を用いてコハク酸脱水素酵素染色（succinate dehydrogenase; 
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よび iDicer KOマウスにおいて SDH活性の増加が認められ，WTマウスと iDicer KOマウス

の間に顕著な差は認められなかった（図 11）． 
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	 さらに，ウエスタンブロットによりミオシン重鎖 type IIa（MyHC IIa），ミトコンドリア新

生のマスターレギュレーターおよび血管新生に必須の転写コアクチベーターPGC-1α，ミト

コンドリア呼吸鎖複合体を構成するタンパクである COX IV の発現を足底筋において定量

した（図 12 A）．WTマウスにおいて，2週間の自発走運動に伴いMyHC IIa，PGC-1α，COX 

IVのタンパク発現は顕著に増加した（図 12 B, C, D）．これらのタンパク発現は iDicer KOマ

ウスにおいても顕著な増加が認められた．しかしながら，iDicer KOマウスにおいては運動

を行なっていないコントロール群（Con）のマウスにおいて，これらのタンパク発現の増加

傾向が認められたため，統計的有意差を検出するには至らなかった．これらの結果を踏まえ

ると，iDicer KO マウスにおいては，2 週間の自発走運動による筋線維の遅筋化およびミト

コンドリア新生は，WTマウスと同様に正常に誘導されることが示された． 
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	 続いて，蛍光免疫染色により血管内皮マーカーである CD31および筋線維を染色し，血管

新生の指標として筋線維当たりの毛細血管数を定量した．WTマウスにおいては，2週間の

自発走による毛細血管新生が誘導された一方で，iDicer KOマウスにおいて毛細血管新生は

誘導されなかった（図 13）．これまでに，マイクロ RNAが in vitroにおいて血管内皮細胞の

増殖や遊走を調節することや (Kuehbacher et al. 2007, Suarez et al. 2007)，血管内皮細胞特異

的 Dicer欠損マウスの解析から，腫瘍内の毛細血管数の減少や，血管内皮増殖因子（Vascular 

endothelial growth factor: VEGF）による血管新生が抑制されることが示されている (Suarez et 

al. 2008)．本研究で用いたタモキシフェン誘導性 Cre マウスは全身の組織で CreERT2トラン

0 

1 

2 

3 

0 

1 

2 

3 

PGC-1α

COX IV

MyHC IIa

Cre - + - +

Con Run

γ-tubulin

A

0 

1 

2 

3 

4 
MyHC IIaB

RunCon

* *

C PGC-1α

fo
ld

 c
ha

ng
e

fo
ld

 c
ha

ng
e

**

D COX IV

fo
ld

 c
ha

ng
e

**

RunCon RunCon

WT

iDicer KO

zėĘ ĘúĆ�à½òüs8b
øÄĒó�Äē�Đ¥Äý�ćùþa��;YF2½µ

ĒAēă¶|O-9ĒWTē�$�;S17I.Yî��Dicer©�O-9ĒiDicer KOē�ĘúĆ�

à½òüs��ó�Ä8��'MyHC IIa�$�PGC-1α, COX IV�;YF2½µ)-/9;Y

gX=@8$&ê¢��. ĒB, C, DēMyHC IIa, PGC-1α, COX IV�;YF2ð½µ��Ąg. 

γ-tubulin)lÿ¨²���·	�., *P < 0.05, **P < 0.01 vs. vċüsÓn = 5-6,  mean + sem.



 

 67 

スジーンの発現が誘導されるため，血管内皮細胞が豊富な肺組織において，Dicer mRNAの

発現レベルを定量した結果，iDicer KOマウスにおいて，肺の Dicer mRNAの減少が認めら

れた（図 14）． 
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	 以上のタモキシフェン誘導性 Dicer欠損マウスを用いた解析から，運動による筋線維の遅

筋化およびミトコンドリア新生は WT マウスと同様に正常に誘導された一方，運動誘発性

の毛細血管新生は Dicerの欠損において抑制された．さらに，運動誘発性血管新生に必須で

ある PGC-1α の発現が iDicer KO マウスにおいても WT マウスと同様に増加したことは

(Chinsomboon et al. 2009)，骨格筋から毛細血管への刺激は十分であるにも関わらず，その刺

激を受取る血管内皮細胞に何らかの異常が生じている可能性を示唆するものである．先行

研究で報告された，マイクロ RNA による血管新生の調節および血管内皮細胞特異的 Dicer

欠損マウスを用いた結果を踏まえると，iDicer KOマウスにおいて認められた運動誘発性血

管新生の抑制は，血管内皮細胞の Dicerおよびマイクロ RNAの減少に起因することが想定

される．そのため以降の検討は，血管内皮細胞の Dicerおよびマイクロ RNAに着目し，運

動誘発性血管新生に関する解析を行なった． 

 

第２節 血管内皮細胞特異的miRNA欠損マウスの作出と運動誘発性血管新生の解析 

	 タモキシフェン誘導性 Dicer欠損マウスを用いた検討から，２週間の自発走運動による足

底筋の毛細血管新生が抑制されたことが示された．また，運動誘発性血管新生において必須

の分子である PGC-1αが増加したこと，先行研究において血管内皮細胞の Dicerおよびマイ
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クロ RNA が血管新生を調節することが報告されていることから，Dicer の欠損による運動

誘発性血管新生の抑制は，血管内皮細胞の Dicerおよびマイクロ RNAの減少に伴う血管新

生応答シグナルの破綻が原因であると仮定し，血管内皮細胞特異的 Dicer欠損マウスを作出

し，運動誘発性血管新生を解析した．さらに，血管新生を調節するマイクロ RNAとして miR-

23クラスターに着目し，血管内皮細胞特異的 miR-23クラスター欠損マウスを作出し，血管

新生に関する表現型を観察した． 

 

１	 血管内皮細胞特異的 Dicer欠損マウス（Tie2-Cre; Dicerfl/fl）の作出 

	 運動誘発性血管新生における血管内皮細胞の Dicer の関与を検証するため，まず初めに， 

血管内皮細胞特異的 Dicer 欠損マウスを作出した．血管内皮細胞および造血幹細胞特異的

Cre発現マウスである Tie2-Creマウス (Kisanuki et al. 2001) と Dicerfloxマウスの交配により

血管内皮細胞特異的 Dicerホモ欠損マウス: Tie2-Cre; Dicerfl/flマウスの作出を試みた．しかし

ながら，Tie2-Cre; Dicerfl/+マウスと Dicerfl/flマウスの交配からホモ欠損マウスである Tie2-Cre; 

Dicerfl/flの仔を得ることはできなかった．これらのブリーディングペアにより期待された仔

の遺伝子型のメンデル比と実際に得られたメンデル比を比較したところ，期待される正常

なメンデル比を示さなかった（表 2）． 
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	 血管内皮細胞特異的 Dicer欠損マウスが生存可能であり，成熟したマウスにおいて解析が

なされている一方 (Suarez et al. 2008, Zhou et al. 2009)，近年，同様に血管内皮細胞特異的

Dicer 欠損マウスが胎生致死であることが報告された (Gauvrit et al. 2014). これら矛盾した

結果の原因は不明であるが，それぞれの研究において用いられたマウスの由来が異なるこ

とが確認された。少なくとも Tie2-Creマウス (Kisanuki et al. 2001, Koni et al. 2001)，Dicerflox

マウス (Cobb et al. 2005, O'Rourke et al. 2007) ともに２つの独立した研究室から作製されて

いる．今回用いたペアは，2014年に Gauvritらが用いた胎生致死となるマウスのブリーディ

ングペアと同様であった．そのため，今回作出を試みた血管内皮細胞特異的 Dicerホモ欠損

マウスも，胎生致死である可能性が示唆された． 

Ûč Ù½g¶ÀÏ«±µDicer �L-8�NU=R£

�Tie2-Cre; Dicerfl/+L-8��Dicerfl/flL-8�Zõ8$&�%(�37Ă�

�­[8�	�, ���(�NU=R£�$�~ý8�%(��­[�

NU=R£)¹��. 

♂Tie2-Cre;Dicerfl/+ × ♀Dicerfl/fl n = 37

Dicerfl/+ or Dicerfl/fl Tie2-Cre; Dicerfl/+ Tie2-Cre; Dicerfl/fl

expected 50.0% 25% 25%

observed 59.5% 40.5% 0%
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	 血管内皮細胞特異的 Dicerホモ欠損マウスを得ることができなかったため，ヘテロ欠損マ

ウスを用いて以後の検討を行うのと並行して，異なる血管内皮細胞特異的 Cre 発現マウス

を用いてホモ欠損マウスの作出を試みた． 

 

２	 血管内皮細胞特異的 Dicer欠損マウスにおける運動誘発性血管新生の解析  

	 Tie2-Cre マウスと Dicerfl/flマウスの交配によっては血管内皮細胞特異的 Dicer ホモ欠損マ

ウスを得ることできなかったため，以後の検討はヘテロ欠損を用いて解析を行なった。 

	 血管内皮細胞特異的 Dicerヘテロ欠損マウス（Het）の肺組織において，Dicerの mRNAを

定量したところ，WTマウスと比較して約 40%の減少が認められた（図 15 A，B）．しかし

ながら，血管内皮細胞に特異的に発現する miR-126の発現レベルを real-time PCRを用いて

定量したところ (Wang et al. 2008)，WTマウスと Hetマウスでその発現レベルに差は認めら

れなかった（図 15 C）． 

	 次に，これらのマウスに 2週間の回転輪による自発走運動を行わせ，足底筋を摘出し，免

疫染色により運動誘発性血管新生を評価した．また，これらの実験では運動群のみ設置し

た．２週間の自発走運動後において，WTマウスと Hetマウスの間に，毛細血管数／筋線維

数比の顕著な差は認められなかった（図 16）． 
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	 血管内皮細胞特異的 Dicerヘテロ欠損マウスにおいては，Dicer mRNAの減少が認められ

たものの，片アリルの Dicer の残存により，miRNA の発現レベルに差は認められなかった

可能性があり，運動誘発性血管新生においても顕著な表現型は観察されなかった．これらの

可能性を排除するため，異なる血管内皮細胞特異的 Cre 発現マウスを用いて両アリルを欠

損させたマウスを作出し，表現型を解析することを試みた． 

 

３	 血管内皮細胞特異的 Dicer欠損マウス（VE-Cad-Cre; Dicerfl/fl）の作出 

	 Tie2-Cre マウスに代わり，血管内皮細胞特異的 Dicer 欠損マウスの作出に VE-Cad-Cre マ

ウスを用いた．VE-Cadherinは血管内皮細胞特異的な細胞接着分子であり，Tie2とは対照的

に造血幹細胞への発現は認められない (Giannotta et al. 2013)．VE-Cadherinのプロモーター

の下流に Creが組み込まれたトランスジーンを持つ VE-Cad-Creマウスを用いて (Kogata et 

al. 2006)，Dicerfloxマウスとの交配により血管内皮細胞特異的 Dicerホモ欠損マウス: VE-Cad-

Cre; Dicerfl/flの作出を試みた．マウス尻尾からゲノム DNAを抽出し，PCRを用いてジェノ

タイピングを行なった結果，VE-Cad-Creの発現が認められる Dicerfl/flマウス（KO）を得る

ことができた（図 17）．しかしながら，これら KOマウスの肺組織において RT-PCRにより

Dicer mRNAを定量したところ，Dicer mRNAの減少は認められなかった（図 18）．さらに，
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real-time PCRにより血管内皮細胞に豊富に存在する miR-126，miR-23a，miR-24，miR-214の

発現レベルを定量したものの，Dicer mRNAの発現と同様にWTマウスと KOマウスの間に

差は認められなかった（図 19）． 
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	 先行研究において，これら VE-Cad-Creマウスは血管内皮細胞特異的 Creマウスとして機

能することが，複数の独立した検討より確認されている (Kogata et al. 2006, Iesato et al. 2013, 

Aspalter et al. 2015, Gao et al. 2016)．遺伝子型の判定上はホモ欠損マウスが得られているにも

関わらず，Dicer mRNAが全く減少しないことについて，正確な原因は不明である．しかし

ながら，その一因として，VE-Cadherinプロモーターによりドライブされる Creの発現量が

少ないのではないかと考え，VE-Cad-Cre マウス，比較対象として Tie2-Cre マウスおよび

CAG-CreERT2マウスの肺組織においてCreのmRNAを定量した．Tie2-CreマウスおよびCAG-

CreERT2マウスと比較して，VE-Cad-Creマウスにおいて，Cre mRNA発現がやや低い傾向が
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観察されたが，顕著な差は認められなかった（図 20）． 

	 以上の結果から，VE-Cad-Cre マウスを用いて血管内皮細胞特異的な Dicer 欠損マウスを

作出したものの，Dicer mRNAおよび血管内皮細胞に豊富に存在するマイクロ RNAの発現

の減少は認められなかった． 

 

 

４	 血管内皮細胞特異的miR-23クラスター欠損マウスの作出 

	 血管内皮細胞特異的 Dicer欠損マウスの作出および表現型解析と並行して，タモキシフェ

ン誘導性 Dicer欠損マウスにおいて観察された，運動誘発性血管新生の抑制に寄与する血管

内皮細胞のマイクロ RNAを特定するため，miR-23クラスターに着目した． 

	 これまでに，血管内皮細胞の miR-23クラスターは，主に in vitroにおいて血管新生を調節

することが明らかにされている (Zhou et al. 2011, Biyashev et al. 2012, Urbich et al. 2012, Zhou 
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et al. 2014)．しかしながら，血管内皮細胞の miR-23クラスターの in vivoにおける役割は十

分に明らかでない． 

	 また，我々のグループでは，この miR-23クラスターを遅筋優位に発現するマイクロ RNA

として同定し，タンパク分解経路の阻害を介した筋萎縮の抑制や，骨格筋におけるミトコン

ドリア量の制御に寄与することを明らかにしてきた (Wada et al. 2011, Wada et al. 2015)．さ

らに我々のグループでは，miR-23クラスターの両側に loxP配列を持つ miR-23 clusterfloxマ

ウスを作出した（和田ら，未発表データ）． 

	 miR-23 clusterflox マウスは，筑波大学生命科学動物資源センター資源開発分野より供与を

受けた pDT-loxP-loxPFRT-PGKneo-loxPFRTをプラットフォームベクターとし，miR-23a，b両

クラスターを挟み上流 4kb，下流 2kbをそれぞれ長腕と短腕とするターゲティングベクター

が作製された（図 21，22）．C57Bl6/Jマウスから樹立した ES細胞へターゲティングベクタ

ーを導入し，PCR スクリーニングを経て得られたコロニーのゲノムを用いてサザンブロッ

ト解析が行われた．長腕５’上流ならびに短腕３’下流にデザインしたプローブによるサザン

ブロット解析の結果，複数の ES細胞クローンで相同組換えが確認された．得られた ES細

胞クローンからキメラマウスが作出された． 
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	 キメラマウスを CAG-FLPe マウスに交配し，得られた F１の生殖系列細胞レベルでター

ゲットベクターに由来するネオマイシン耐性カセットを抜去した．また，F１世代において

行なった 3rd LoxP 配列に対するジェノタイピングの結果，相同組換え体 ES 細胞由来の遺

伝子型が確認されたことから，遺伝子ターゲットされた ES細胞の生殖系列細胞へのトラン

スミッションが確認された（和田ら，未発表データ）． 

	 これらのマウスを Tie2-Creマウスと交配することで，血管内皮細胞特異的 miR-23クラス

ター欠損マウスを作出した．マウス尻尾から抽出したゲノム DNAにおいて，PCRによりジ

ェノタイピングを行なった結果，Tie2-Cre陽性の miR-23 clusterfloxマウス（DKO）が確認さ

れた（図 23）．DKO マウスは生存可能であり，成熟期まで正常に発達し，胎児期および成

熟期において著しい表現型は認められていない． 
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	 DKO マウスにおいて，KO の効率を確認するため，血管内皮細胞が豊富に存在する肺お

よび大動脈，陰性コントロールとしてヒラメ筋において，miR-23 クラスターの個々のマイ

クロ RNA ならびに血管内皮細胞特異的に発現する miR-126 の発現を real-time PCR により

定量した．WTマウスと比較して，DKOマウスの肺組織においてそれぞれマイクロ RNAの

有意な減少が確認された（図 24 A）．大動脈組織においては，DKO マウスにおいて統計的

有意差は検出できなかったものの，それぞれのマイクロ RNAの発現レベルの減少は肺組織

と同様の傾向を示した（図 24 B）．陰性コントロールであるヒラメ筋における miR-23クラ

スターの発現を定量したが，いずれのマイクロ RNAにおいてもWTマウスと DKOマウス

で差は認められなかった（図 24 C）．また，マイクロ RNAの陰性コントロールとして定量

した miR-126 の発現は，肺，大動脈およびヒラメ筋のいずれの組織においても WT マウス

と DKOマウスの間に差は認められなかった．これらの結果から，Tie2-Creマウスと miR-23 

clusterfloxマウスの交配により，血管内皮細胞特異的 miR-23クラスター欠損マウスの作出が

確認されたため，成熟したマウスにおいて運動誘発性血管新生を解析した． 
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５ 	 血 管 内 皮 細 胞 特 異 的 miR-23 ク ラ ス タ ー 欠 損 マ ウ ス に お け る	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	

運動誘発性血管新生の解析 

	 これまでに，血管内皮細胞における miR-23クラスターに属するそれぞれのマイクロ RNA

は，主に in vitroの実験系において，血管内皮細胞の増殖や遊走，および血管様管構造の形

成を介して血管新生を制御することが明らかにされている (Kuehbacher et al. 2007, Zhou et al. 
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2011, Biyashev et al. 2012, Urbich et al. 2012, Zhou et al. 2014)．そこで，in vivoでの血管内皮細

胞の miR-23 クラスターの役割を明らかにするため，作出した DKO マウスに，２週間の回

転輪による自発走運動を行わせた． 

	 ２週間の自発走運動期間中において，WT マウスと DKOマウスの間で，１日当たりの自

発走行距離に差は認められなかった（図 25 A）．２週間の自発走運動後の足底筋を用いて凍

結切片を作製し，蛍光免疫染色により血管新生を評価した結果，WTマウスにおいて有意な

毛細血管数の増加が認められた．さらに，自発走運動による毛細血管数の増加は，DKOマ

ウスにおいても同様に観察された（図 25 B，C）． 

	 これらの結果から，血管内皮細胞特異的な miR-23クラスター欠損マウスにおいて，運動

誘発性血管新生は正常に誘導されることが示された． 

 

６	 血管内皮細胞特異的miR-23クラスター欠損マウスにおける血管新生能の解析 

	 血管内皮細胞特異的な miR-23クラスター欠損マウスにおいては，運動誘発性血管新生が

正常に誘導された．これまでに多くの研究が血管内皮細胞における miR-23クラスターの血

管新生への関与を示唆している一方，in vitroのデータが in vivoにおいて必ずしも再現され 
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るとは限らない．In vivo における miR-23 クラスターとの関係性について洞察を深めるた

め，異なるコンテクストにおいて血管新生能を評価した． 

	 まず初めに，マウス背部への創傷治癒試験を行なった．創傷治癒過程において血管新生は

重要な構成要素であり，既存の毛細血管から出芽し，毛細血管網を拡大することで創傷部へ

酸素や栄養を運搬する役割を担う (Tonnesen et al. 2000)．また，血管内皮細胞における血管

新生シグナルは，血管新生能および創傷の回復へ影響を及ぼすことが報告されている 

(Sawada et al. 2014, Xu et al. 2017)．5mmの生検パンチを用いて，マウスの背部の皮膚へ全層
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欠損層を作製した．その後２日毎に８日後まで，ノギスを用いて創傷の大きさを測定した

が，DKO マウスにおける創傷の治癒速度は，WT マウスと同程度であった（図 26 A，B）． 

 

 

	 次に，マウス胸部大動脈を用いた ex vivo大動脈リングアッセイを行なった．大動脈リン

グアッセイでは，マウスの大動脈を摘出し，リング状にカットした上で細胞外基質である
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らびに毛細血管様の管構造形成能を評価することが可能である (Baker et al. 2011)．WTマウ

スおよび DKOマウスから胸部大動脈を摘出，Matrigel中に包埋し，血管内皮細胞の出芽を
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観察した．また，血管新生を誘導するために VEGF（50 ng/ml）を添加し，包埋の７日後に

顕微鏡下で撮影し，大動脈リングの周囲に拡がる血管内皮細胞の面積を定量した．VEGFを

添加しないグループにおいては，大動脈における血管内皮細胞の出芽面積に顕著な差は認

められなかった．さらに，WTマウス，DKOマウスともに VEGF刺激により顕著に毛細血

管面積は増加したが，ジェノタイプ間での顕著な差は認められなかった（図 27 A，B）． 

 

 

 

	 以上の結果から，in vitro の実験系において miR-23 クラスターに属する個々のマイクロ
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方，in vivo において，miR-23 クラスター単位で全てのマイクロ RNA を欠損させた場合に

は，血管新生への影響は限定的である可能性が示唆された． 
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第５章	 考察 

第１節 タモキシフェン誘導性 Dicer欠損マウスにおける運動による骨格筋適応 

	 まず初めに，筋線維の遅筋化やミトコンドリア新生，血管新生などの持久性運動による骨

格筋適応におけるマイクロ RNA の役割を明らかにするため，マイクロ RNA 前駆体から成

熟マイクロ RNAへのプロセシングに必須のリボヌクレアーゼである Dicerを筋特異的に欠

損するマウスの作出を試みた．しかしながら，筋特異的 Cre発現マウスである Ckmm-Creマ

ウスとの交配により得られた筋特異的 Dicer欠損マウス（SM-Dicer KO）は，生後数週間で

死に至ることが観察され，成熟した個体において解析を行うことが不可能であった．また，

その詳細なメカニズムについても不明である．同様に，筋特異的 Cre 発現マウスである

MyoD-Creマウスとの交配により得られた筋特異的 Dicer欠損マウスも生後直ちに死に至る

ことが報告されている (O'Rourke et al. 2007)．Ckmmは筋型クレアチンキナーゼであり，骨

格筋および心筋にて発現が確認されている．さらに，胎児期 16日目で成熟した筋に発現し，

出生 1 日後には 10 倍程度に増加する．生後 14 日後で発現レベルは最大に達し，その後成

体マウスの成熟した骨格筋において発現レベルを維持する(Trask et al. 1990)．一方でMyoD

は，骨格筋細胞の運命決定および筋細胞への分化に必須のタンパク質群であるMRFの１つ

であり，basic helix-Loop-helix（bHLH）構造を持つ転写因子である (Davis et al. 1987)．MyoD
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は，胎児期の 9.5日目に筋前駆細胞に発現し，発生期に高い発現レベルを維持するが，成体

においてその発現はほとんど確認されない (Sassoon et al. 1989)．O’Rourkeらは，MyoD-Cre; 

Dicerfl/flマウスにおいて，骨格筋線維数の減少に伴う筋線維横断面積の増加や筋線維の形成

異常，細胞死（アポトーシス）の増加を報告している．これらMyoD-Cre; Dicerfl/flマウスに

おいて観察された表現型は，胎児期の E15.5 から E17.5 の時点において観察されている．

Ckmmが胎児期の 16日目に発現を始めることから，MyoD-Cre; Dicerfl/flマウスと SM-Dicer 

KOマウスの表現型は異なる可能性が推察される．また，Ckmmは心臓でも発現し，発生期

の心臓特異的な Dicerの欠損は胎生致死に至ることから (Zhao et al. 2007, Chen et al. 2008)，

SM-Dicer KOマウスが死に生後数週間で死に至る要因として，心臓における Dicer欠損の関

与が示唆される． 

	 発生期に Creを発現するマウスとの交配による筋特異的 Dicer欠損マウスでは，成熟した

筋における運動適応を観察することは困難であったため，CreERT2 システムを用いて，タモ

キシフェン誘導性に成熟した骨格筋において Dicerを欠損させる戦略を採用した．全身性に

CreERT2遺伝子が発現する CAG-CreERT2マウスと Dicerfloxマウスの交配により CAG-CreERT2; 

Dicerfl/flマウス（iDicer KOマウス）を作出した．Dicerの欠損を誘導するため，８週齡の雄

マウスに５日間連続でタモキシフェンを腹腔内投与した．その翌週に Dicer mRNAおよび筋



 

 89 

に豊富に存在するマイクロ RNAの発現を定量したところ，ヒラメ筋および足底筋における

Dicer mRNAの顕著な減少が認められた（図 4B, C）．さらに，筋に豊富に存在するマイクロ

RNAを定量したところ，完全な減少ではないものの，ヒラメ筋においては 20~50%，足底筋

においては 20~30%の減少が確認された．そのため，これらのマウスに回転輪による２週間

の自発走運動を行わせ，速筋である足底筋において骨格筋適応に関する表現型を解析した． 

	 まず初めに，２週間の自発走運動後において，遅筋優位なヒラメ筋の筋線維組成を観察し

たが，ジェノタイプ間，自発走運動の有無で筋線維タイプの組成に変化は認められなかった

（図 10A，B）．遅筋線維の筋線維組成におけるマイクロ RNAの役割について，これまでに

複数の研究でその関連性が示唆されている．miR-208bおよび miR-499は，遅筋を構成する

主要なミオシン重鎖である β-Myosin heavy chain（β-MHC）および Myosin heavy chain 7b 

（Myh7b）のイントロンにそれぞれコードされるマイクロ RNAであり，ホスト遺伝子と同

様，ヒラメ筋や心筋にその発現が確認され，腓腹筋，前脛骨筋，長趾伸筋といった速筋優位

な筋において発現は確認されない (van Rooij et al. 2009)．これらマイクロ RNAそれぞれの

コンベンショナル KOマウス，ダブル KOマウス（dKO）および miR-499のトランスジェニ

ックマウス（miR-499 Tg）を用いて解析が行われた．その結果，dKOマウスにおいてはヒラ

メ筋における type I 線維の減少したのに対して，miR-499 Tg マウスにおいてはその増加が
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認められた．さらに，miR-499 Tg マウスでは，ヒラメ筋および速筋優位な前脛骨筋におい

て，β-MHC，Myh7bおよび心筋，骨格筋の収縮機構を構成する troponin Iの発現が増加した

ことが報告された．一方で，心筋および骨格筋特異的に発現する miR-133aのコンベンショ

ナル KOマウスにおいては，miR-208b/499の dKOマウスとは相反するフェノタイプが報告

されている．また，miR-133a-1/-2のコンベンショナル dKOマウスの速筋では，中心核性ミ

オパチーの病態を示すとともに，酸素消費速度，脂質酸化の減少などのミトコンドリア機能

障害も確認された（Liu et al. 2011）．このマウスのヒラメ筋の筋切片を解析したところ，type 

I線維の数の増加が認められた．さらに，ウエスタンブロットによりMyHC Iの発現増加，

MyHC IIa，MyHC IIx/d，MyHC IIbのタンパク発現の減少が確認され，ｍiR-133aコンベンシ

ョナル dKOマウスにおいては，遅筋線維の増加を示したことが報告された（Liu et al. 2011）．

しかしながら，この type I線維の増加は，筋ジストロフィーにおいて観察されるミトコンド

リア機能障害に対する代償的な応答である可能性があり (Cros et al. 1989, Wang et al. 1999)，

中心核ミオパチーに伴う二次的な表現型である可能性も考慮する必要がある．これらの結

果を踏まえると，本研究で用いたタモキシフェン誘導性 Dicer欠損モデルでは，成熟マイク

ロ RNAのプロセシングに必須の酵素である Dicerの欠損に伴い，すべてのマイクロ RNAが

減少したため（図 5A，B），先行研究において報告されている，それぞれのマイクロ RNA欠
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損マウスによる表現型が相殺された可能性が推察される．さらに，iDier KOマウスでは miR-

133aおよび miR-208b, miR-499の発現の減少は 20~50%程度であるのに対し，先行研究のコ

ンベンショナル KOマウスにおいては，ほぼ 100%の発現低下が確認されている (van Rooij 

et al. 2009, Liu et al. 2011)．これらのことから，iDicer KOマウスにおいては，Dicerを欠損さ

せた後においても成熟したマイクロRNAが残存したことで表現型が観察されなかった可能

性が推察される． 

	 次に速筋優位な足底筋において，筋線維の遅筋化およびミトコンドリア新生を組織染色

およびウエスタンブロットにより観察したが，筋線維の遅筋化およびミトコンドリア新生，

さらにはミトコンドリア新生のマスターレギュレーターである PGC-1α，ミトコンドリア呼

吸鎖複合体を構成する COX IVの発現の増加は，いずれもWTマウスと同様，iDicer KO マ

ウスにおいても観察された（図 10C-図 12D）．2016年に，前述した miR-133a-1/-2のコンベ

ンショナル dKOマウスを用いて，持久性運動による骨格筋適応および運動耐容能について

の表現型解析の結果が報告された (Nie et al. 2016)．miR-133a dKOマウスにおいては，急性

のトレッドミル運動時の走行スピード，時間，距離がWTマウスと比較して減少しており，

運動耐容能の障害が示唆された．さらに，これらのマウスに対し６週間のトレッドミルによ

る持久性トレーニング（週 5日，1日当たり 60分，14 m/min）を行わせ，運動による筋線
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維の遅筋化，ミトコンドリア新生を観察したところ，これらの適応が抑制されたことが示唆

された．さらに，PGC-1αおよびそのホモログである PGC-1β，ミトコンドリア DNAの維持

に必須の転写因子であるミトコンドリア転写因子 A（transcriptional factor A, mitochondrial: 

TFAM），ミトコンドリア DNAおよび核 DNAにコードされるミトコンドリア関連遺伝子を

制御する転写因子である Nuclear respiratory factor 1（NRF1）の遺伝子発現が抑制された．こ

れら持久性運動による筋線維の遅筋化およびミトコンドリア新生の抑制のメカニズムとし

て，miR-133a が標的とするインスリン様成長因子-１受容体の発現増加による，Akt シグナ

ルの活性化およびその下流に存在する転写因子 forkhead box protein O1（FOXO1）によるPGC-

1α の転写抑制が原因である可能性が示唆されている．以上のことから Nie らは，miR-133a 

dKO マウスにおける筋線維の遅筋化およびミトコンドリア新生の抑制は，Akt シグナルの

活性化による PGC-1αの転写抑制が原因であると指摘している．しかしながら，骨格筋特異

的な PGC-1α 欠損マウスにおける解析から，持久性運動による筋線維の遅筋化において，

PGC-1αは必須ではないことが明らかにされており (Geng et al. 2010)，miR-133a dKOマウス

における筋線維の遅筋化の抑制については，異なるメカニズムを考慮する必要があるかも

しれない．一方で，本研究においては，iDicer KOマウスにおいて筋線維の遅筋化およびミ

トコンドリア新生が WT マウスと同様に誘導されたことを，組織染色およびウエスタンブ



 

 93 

ロットにより確認した．本研究と先行研究の大きな相違点の 1つは実験モデルであり，本研

究で用いた iDicer KOマウスでは，タモキシフェンの投与により Dicerの mRNAがほぼ完全

に欠失したにも関わらず，miR-133a の発現レベルは 20%程度の減少に留まった．さらに，

足底筋におけるmiR-133aの発現レベルはタモキシフェン投与の 4週間後においても 60%程

度の減少に留まった．一方で，miR-133a dKOマウスにおいては，miR-133aは 100%に近い

減少率であることが示されているため (Liu et al. 2011, Nie et al. 2016)，本研究と先行研究の

表現型の相違は，マイクロ RNAの減少の程度に依存することが推察される． 

 

第２節 骨格筋におけるマイクロ RNAの安定性 

	 本研究では，グローバルにマイクロ RNA を欠損させるため，成熟マイクロ RNA のプロ

セシングに必須の酵素である Dicerを，成体マウスにおいて欠損させた．しかしながら，タ

モキシフェン投与の翌週に Dicer mRNA の 90%近い減少が確認されたにも関わらず，成熟

マイクロ RNAの発現は最大でも 50%の減少に留まった（図 5）．さらに，驚くべきことに，

タモキシフェン投与の 4週間後に足底筋の成熟マイクロ RNAの発現を定量すると，約 50%

のマイクロ RNAが未だに検出可能であった（図 6）．さらに，CAG-CreERT2トランスジーン

は全身で発現するため，骨格筋において確認された成熟マイクロ RNAの高い安定性が，骨
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格筋においてのみ存在するか否かを検討した．褐色脂肪および肝臓，小腸における Dicer 

mRNAおよび，それぞれの組織に豊富に存在するマイクロ RNAを定量した．褐色脂肪にお

いては，タモキシフェン投与の 4週間後において，Dicer mRNAの顕著な減少が認められた．

その一方で，肝臓及び小腸においては Dicer mRNAの減少は僅かであった．さらに，褐色脂

肪における成熟マイクロ RNA の発現レベルは骨格筋と同様に約 50%程度の減少に留まっ

た．また，肝臓及び小腸においては，Dicer mRNAと同様，成熟マイクロ RNAの発現レベ

ルにも変化は認められなかった．これらの結果から，タモキシフェン誘導性 Dicer欠損マウ

スの骨格筋および褐色脂肪においては，Dicer欠損の 4週間後においても成熟マイクロ RNA

は約 50%程度残存することが示された． 

	 本研究と同様，先行研究において成熟マイクロ RNAが高い安定性を持つことが報告され

ている．小脳皮質に存在するプルキンエ細胞特異的な Dicer 欠損マウスを用いた検討では，

Creによる組み換えが確認された 4週齡の約 2ヶ月後においても，miR-107，miR-134，miR-

138，miR-143，miR-149，miR-212，miR-221，miR-329が検出されたことが報告された (Schaefer 

et al. 2007)．また，心筋特異的に存在するミオシン重鎖タンパク質である α-MHCのイント

ロンにコードされる miR-208aの発現レベルも高い安定性を保つことが報告されている．甲

状腺ホルモン合成の阻害剤であるプロピルチオウラシル（PTU）による α-MHC発現阻害の
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9 日後において，α-MHC の発現レベルは完全に消失する一方，そのイントロンに存在する

miR-208aの発現は同じ 9日後において約 40%しか減少しておらず，その後もホスト遺伝子

の完全な消失にも関わらず，薬理学的阻害の 21日後においても約 30%の発現レベルが確認

された (van Rooij et al. 2007)．さらに，肝臓特異的に存在する miR-122においては，pri-miR-

122および pre-miR-122の発現レベルは概日リズムを有し，1日の中で 5倍近い変動を示す

のに対して，成熟した miR-122 の発現レベルは 1 日を通して安定した発現レベルを保つこ

とから，pre-miRNAと成熟した miR-122の発現レベルには乖離が認められた (Gatfield et al. 

2009)．これらのデータは，今回観察した骨格筋および褐色脂肪のみならず，脳や心臓，肝

臓などの様々な組織において，ある特定の成熟したマイクロ RNAが安定した状態で存在す

ることを示唆するデータである．  

	 今回観察した，Dicer 欠損後における成熟マイクロ RNA の高い安定性について，そのメ

カニズムは明らかでない．また，成熟マイクロ RNAの安定性や分解の機構については，現

在研究が発展しており，これらの分子メカニズムの解明が待たれる．しかしながら，いくつ

かの先行研究において，今回観察された in vivo における成熟マイクロ RNA の高い安定性

に関するデータが in vitroの実験系において報告されている．2012年には，Dicer欠損後の

哺乳類細胞における成熟マイクロ RNAのターンオーバーに関する報告がなされ（Gantier et 
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al. 2011），マウス胚線維芽細胞（mouse embryonic fibroblasts: MEF）における Dicer欠損後の

成熟マイクロRNAの発現レベルおよびそれらから数学的モデルを用いて算出したマイクロ

RNAの半減期は，約 119時間（約 5日）程度であることが示唆された (Gantier et al. 2011)．

また，異なる研究では，細胞の状態に依存してマイクロ RNAが安定性を保持することが示

された．非増殖性の静止期にある不死化された IL-3 依存的な造血幹細胞において，成熟し

たマイクロ RNAは，RISCを構成するタンパク質の 1である Argonauteタンパク質へロード

された形で細胞内に保持されることが示された．さらに，これらの Argonauteタンパク質と

成熟マイクロ RNAの複合体は，静止期では RISCを構成せず低分子量の複合体として存在

する一方で，増殖刺激により RISC を再構成し，標的とする mRNA の翻訳抑制または翻訳

を行うことが示された．また，この低分子量の複合体は，静止期の細胞において，少なくと

も 3週間は安定であることが示唆された (Olejniczak et al. 2013)．このように，in vitroの実

験からも，成熟マイクロ RNAが高い安定性を持つ可能性が示唆されている． 

	 以上の成熟マイクロ RNAの安定性制御機構に加え，骨格筋における Dicer欠損後の成熟

マイクロ RNAの残存に寄与するメカニズムとして，Dicer非依存的なマイクロ RNAの生合

成および異なる組織からの循環中を介したマイクロ RNAの流入を考慮する必要がある．は

じめに，Dicer 非依存的なマイクロ RNA の生合成について，これまでにいくつかの異なる



 

 97 

経路が報告されている．miR-451 は Dicer 非依存的なマイクロ RNA の１つであり，その成

熟には Dicerを必要とせず，pre-miR-451が直接，Argonaute protein 2 （Ago2）へロードされ，

Ago2 の触媒活性によりプロセシングを受けることが報告されている (Cheloufi et al. 2010, 

Cifuentes et al. 2010)．また近年では，同じく pre-miRNAが Ago2へロードされ，エキソヌク

レアーゼなどの何らかにメカニズムにより 3’ strandがプロセシングを受け，5’ strandが ago

中へ存在することが報告された (Kim et al. 2016)．しかしながら，これらの Dicer非依存的

なプロセシングを受けるマイクロ RNA はごく一部であると考えられており，Dicer 非依存

的な成熟マイクロ RNAの合成経路が積極的に関与していることは考え難い．次に，循環中

マイクロ RNAによる異なる組織からの流入について，2017年に，脂肪組織由来のマイクロ

RNA が，細胞外小胞であるエクソソームへ包含された形で異なる組織へ流入し，その組織

において遺伝子発現を制御し得る可能性が示唆された (Thomou et al. 2017)．これらのデー

タは，細胞内で産生されたマイクロ RNAが同細胞内における遺伝子発現を制御する古典的

なマイクロ RNA の作用に加え，エクソソームへ包含された循環マイクロ RNA として異な

る組織へ運ばれ，その組織において遺伝子発現および生理作用を制御し得る，マイクロ RNA

を介した組織間のダイナミックな相互作用機構の存在を示唆するものである．本研究で，足

底筋において発現を定量した miR-133aおよび miR-1については，心臓においてもその発現
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が確認されることから，これらの miRNAの流入の可能性は否定できない (Kim et al. 2006)． 

	 今回用いた CAG-CreERT2マウスにおいて，肝臓および小腸では Dicer mRNAの減少が確認

されなかった．Hayashi らは，CAG-CreERT2マウスの組織ごとの Cre による組換え効率を，

Rosa26レポーターマウスとの交配により得られたマウスにおいて評価した．その結果，脳，

心臓，腎臓，肺においては X-gal染色によるシグナルが強く，組換え効率が高い可能性が示

唆された一方，肝臓では X-galによる染色が弱いため，CreERT2による組換えの効率が低い可

能性が示唆された (Hayashi et al. 2002)．これらの結果から，本研究において，タモキシフェ

ンを投与したにも関わらず肝臓における Dicer mRNAが変化しなかったのは，Creによる組

換え効率の低さがその一因であると考えられる． 

 

第３節 タモキシフェン誘導性 Dicer欠損マウスにおける運動誘発性血管新生 

	 本研究で用いた iDicer KOマウスにおいて，運動による筋線維の遅筋化およびミトコンド

リア新生は，WTマウスと同様に誘導された一方，運動誘発性血管新生は抑制された．この

iDicer KOマウスにおいて確認された運動誘発性血管新生のメカニズムについて，血管内皮

細胞に原因があると仮設を立てた． 

	 その根拠として，まず 1点目に，今回用いた CAG-CreERT2マウスが持つ CreERT2トランス
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ジーンは，chicken beta actin promoter/enhancerおよび cytomegalovirus（CMV）enhancerによ

り制御されているため (Hayashi et al. 2002)，全身の組織において発現が確認されている．実

際に血管内皮細胞を豊富に含む肺組織において Dicer mRNAの発現を確認すると，マイルド

ではあるがその減少を確認した（図 14）． 

	 2点目に，先行研究において，血管内皮細胞におけるマイクロ RNAは in vitro，in vivoの

両方の実験系において，血管新生に必須の分子であることが報告されている．血管内皮細胞

の培養細胞である HUVECおよび EA.Hy.926を用いた検討において，siRNAにより Dicerを

ノックダウンした結果，ブロモデオキシウリジン（Bromodeoxyuridine: BrdU）により評価し

た細胞増殖およびマトリゲル上での管構造形成時の平均 cumulative tube lengthが減少したこ

とが報告されている (Suarez et al. 2007)．また，血管内皮細胞特異的 Dicer欠損マウス（Tie2-

Cre; Dicerfl/fl）を用いた解析では，VEGF誘導性の血管新生，腫瘍中の毛細血管密度および下

肢虚血による代償性血管新生のいずれもが抑制されたことが示された (Suarez et al. 2008)．

Dicer による血管新生の制御には，プロセシングを受けるマイクロ RNA が重要な役割を担

い，血管内皮細胞におけるマイクロ RNAも血管新生の調節因子であることが明らかにされ

ている．血管内皮細胞に豊富に存在する miR-23クラスターは，5つのマイクロ RNAにより

構成されるが（miR-23a，miR-23b，miR-24，miR-27a，miR-27b），それぞれのマイクロ RNA
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が異なる遺伝子を制御することで内皮細胞における血管新生シグナルを協調的に調節して

いることが明らかにされている (Zhou et al. 2011, Biyashev et al. 2012, Urbich et al. 2012, Zhou 

et al. 2014)．マイクロ RNA17-92クラスターは，がんに関連するマイクロ RNAとして同定

されたポリシストロニックマイクロ RNA である (Mendell 2008)．これらのマイクロ RNA

は，VEGF刺激により発現が増加し，がん抑制遺伝子である phosphatase and tensin homolog 

（PETN）の遺伝子発現を抑制することで，血管内皮細胞の増殖を調節することが報告され

た (Chamorro-Jorganes et al. 2016)．以上のことより，血管内皮細胞におけるマイクロ RNA

は，細胞増殖や遊走といった細胞の機能を調節することで血管新生に寄与する，重要な分子

であることが示唆されている． 

	 3点目に，運動誘発性血管新生に必須の分子である PGC-1αのタンパク発現が，iDicer欠

損マウスの骨格筋においても WT マウスと同程度に増加したことが挙げられる（図 12）．

PGC-1α は，転写因子である ERRα と共役し，血管内皮細胞の増殖および遊走を刺激する 

VEGF の転写を活性化することや (Arany et al. 2008, Chinsomboon et al. 2009)，分泌型リン酸

タンパク質 SPP1 の分泌によりマイクロファージを活性化し，単球遊走因子 MCP-1 の分泌

を促すことで，周皮細胞 pericyteや血管平滑筋細胞を細動脈および毛細血管の周囲に動員し

血管の成熟を促進することが明らかにされている (Rowe et al. 2014)．さらに，VEGFも運動
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誘発性血管新生に必須のタンパク質であることが，骨格筋特異的 VEGF 欠損マウスを用い

た検討により明らかにされている (Olfert et al. 2010)．これら一連の研究から，PGC-1αおよ

び VEGF を中心とした骨格筋におけるシグナルは，機能的な毛細血管の再構築に重要な役

割を担うことが示唆される． 

	 以上のことを踏まえると，運動による毛細血管新生という最終的な表現型に至るまでの

細胞内，細胞間シグナル伝達において，骨格筋内のシグナルは正常に働いている一方で，そ

の骨格筋のシグナルを受け取る，血管内皮細胞に何らかの原因があることが推察された．そ

こで，iDicer欠損マウスにおける運動誘発性血管新生の抑制が，血管内皮細胞の Dicerおよ

びマイクロ RNA に起因するか検討するため，血管内皮細胞特異的 Dicer欠損マウスを作製

し，運動誘発性血管新生を評価することとした． 

 

第４節 血管内皮細胞特異的 Dicer欠損マウスにおける表現型 

	 タモキシフェン誘導性 Dicer欠損マウスにおいて観察された，運動誘発性血管新生の抑制

が，血管内皮細胞の Dicerおよびマイクロ RNAに起因するか否かを検討するため，血管内

皮細胞特異的な Dicer欠損マウスを作出した．しかしながら，作出を試みた Tie2-Cre; Dicerfl/fl

マウスは胎生致死であった．先行研究において，血管内皮細胞特異的 Dicer欠損マウスが作
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出され，成体マウスまで成長することが確認されている一方 (Suarez et al. 2008, Zhou et al. 

2009)，同じく血管内皮細胞特異的 Dicer欠損マウスが，胎生期 E12.5から E14.5にかけて，

血管とリンパ管の分離不全，浮腫，出血が確認され，胎生致死となることが報告された 

(Gauvrit et al. 2014)．このような矛盾するデータが報告された一因として，それぞれの研究

で用いられたマウスの系統の相違が考えられる．2008年および 2009年に報告された，成体

マウスまで成長するとされる報告では，Dicerfloxマウスは Imperial College London のグルー

プが作製したものであるのに対し，本研究および Gauvrit らが報告した Dicerfloxマウスは，

フロリダ大学のグループにより作製されている (O'Rourke et al. 2007)．また，独立したグル

ープより作製された Dicerfloxマウスの詳細な差異は，Dicer1 遺伝子上の loxP 配列の位置で

ある．Dicerは pre-miRNAが有するヘアピン構造を取り除き，二本鎖 RNAを生成するため，

2つの ribonuclease domainを有する (MacRae et al. 2007)．Imperial College Londonのグループ

が作製した Dicerfloxマウスでは，loxP配列は Dicer1の ribonuclease III domain aに含まれるエ

クソン 20および 21を挟んでいるのに対し，本研究で用いたフロリダ大学由来の Dicerfloxマ

ウスについては，loxP配列は ribonuclease III domain bに含まれるエクソン 24の両側に挿入

されている．そのため，同じ Dicer1 遺伝子を欠損させているにも関わらず，結果としてそ

れぞれ異なる exon，如いては ribonuclease domainが欠損する．エクソン 24を含む ribonuclease 
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III domain bは，ヘアピン構造の 5’側をプロセシングすることが明らかにされている．この

5’側は guide strandと呼ばれ，成熟マイクロ RNAとして Ago2と RISCを形成し，passenger 

strand と呼ばれる 3’側と比べその生物学的活性がより高いことが報告されている（Ha and 

Kim. Nature review mol cell biol. 2014）．しかしながら，このような Dicerfloxマウスの loxP配

列の挿入位置の相違が，マイクロ RNAのプロセシングおよび表現型に影響するか否かは定

かではなく，さらなる検討および考察が必要である． 

	 血管内皮細胞特異的 Dicerホモ欠損マウス（Tie2-Cre; Dicerfl/flマウス）は胎生致死であっ

たため，血管内皮細胞特異的 Dicerヘテロ欠損マウス（Tie2-Cre; Dicerfl/+マウス: Het）を用い

て検討を行った．まず初めに，血管内皮細胞が豊富に存在する肺組織から RNA を抽出し，

Dicer mRNAおよび血管内皮細胞特異的な miR-126の発現を定量した．Dicer mRNAは有意

な減少を示したのに対し，miR-126の発現はWTマウスと Hetマウスで顕著な差は認められ

なかった（図 13A-C）．また，これらのマウスに 2週間の自発走運動を行わせ，運動誘発性

血管新生を評価したが，WTマウスとの差は認められなかった（図 16）．本研究とは対照的

に，褐色脂肪組織（brown adipose tissue: BAT）特異的な Dicerヘテロ欠損マウス（UCP1-Cre; 

Dicerfl/+）においては，Dicer mRNAの発現はわずかな減少であるのに対し，BATに豊富に存

在する miR-193bおよび 365の発現は 50%の減少が確認されている．さらに，これらのマウ
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スにおいては，脱共役タンパク質の発現低下，寒冷曝露に対する抵抗性の低下，高脂肪食負

荷による糖代謝異常の悪化等の表現型が示されている (Oliverio et al. 2016)．これらの結果

は，Dicer による成熟マイクロ RNA へのプロセシング，およびこれらによる表現型への影

響には，組織依存的な機能的冗長性が大きく異なる可能性を示唆するものである． 

	 血管内皮細胞特異的 Dicerホモ欠損マウスが胎生致死であったため，ホモ欠損マウスの作

出を試みた．国立研究開発法人 医薬基盤・健康・栄養研究所実験動物研究資源バンクより

分与を受けた VE-Cad-Cre マウスを Dicerflox マウスと交配させることにより VE-Cad-Cre; 

Dicerfl/flマウス（EC-Dicer KO）を作出した．VE-Cadherinは血管内皮細胞特異的な細胞接着

分子であり，Tie2とは異なり，造血幹細胞系列への発現は認められるため，より血管内皮細

胞特異的な Creマウスである (Giannotta et al. 2013)．ジェノタイピングの結果，VE-Cad-Cre; 

Dicerfl/flマウスを得ることができた．しかしながら，肺組織において Dicer mRNAならびに

マイクロ RNAの発現を定量すると，WTマウスと EC-Dicer KOマウスの間で顕著な差は認

められなかった（図 18，19）．今回用いた VE-Cad-Creマウスは，複数の独立した研究室か

ら Creマウスとして機能することが報告されていることから (Kogata et al. 2006, Iesato et al. 

2013, Aspalter et al. 2015, Gao et al. 2016)，本研究において Dicerの mRNAの発現に変化が認

められなかった原因は不明である．その要因の 1 つとして，CreERT2の発現レベルが影響し
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ていると仮定し，同じく肺組織において Cre mRNAの発現を定量した（図 20）．しかしなが

ら，その発現は，Tie2-Creマウスと比較して VE-Cad-Creマウスでやや低い傾向を示したも

のの，顕著な差ではなかった．肺組織は血管内皮細胞の他にも線維芽細胞や免疫系の細胞を

多く含むため，肺組織よりフローサイトメトリーや抗体を用いて血管内皮細胞のみを単離

し，より精密に血管内皮細胞の Dicer mRNAおよびマイクロ RNAが減少しているか否かに

ついて検討する必要があると考えられる． 

	 以上のことより，血管内皮細胞特異的 Dicer欠損マウスにおいては，2つのモデルマウス

を用いて運動誘発性血管新生を評価することを試みたが，いずれもモデルマウスの問題に

より，表現型を観察することができなかった．このことから，血管内皮細胞特異的な Dicer

欠損マウスには，VE-Cad-CreERT2マウスや PDGFB-CreERT2マウスといったタモキシフェン誘

導性血管内皮細胞特異的 Cre マウスを用いる必要があり，今後はこれらのマウスを用いて

タモキシフェン誘導性血管内皮細胞特異的 Dicer欠損マウスを作出し，運動誘発性血管新生

を評価する必要があると考えられる (Claxton et al. 2008, Pitulescu et al. 2010)． 

 

第５節 miR-23クラスターによる血管新生の制御 

	 タモキシフェン誘導性 Dicer 欠損マウスにおける運動誘発性血管新生の抑制のメカニズ
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ムを明らかにするため，血管内皮細胞における Dicerに着目すると同時に，血管内皮細胞に

おける miR-23クラスターに着目し，Tie2-Creマウス miR-23クラスターfloxマウスの交配に

より血管内皮細胞特異的に miR-23a クラスターおよび miR-23b クラスターの両方を欠損し

た二重欠損マウス（Tie2-Cre; miR-23afl/fl/23bfl/fl: DKO）を作出した．これらのマウスを用い

て，運動誘発性血管新生を初めとする血管新生に対する血管内皮細胞の miR-23クラスター

の影響を検討した． 

	 DKOマウスは，際立った発育・発達異常も無く，成体マウスに成長した．ジェノタイピ

ングにより DKO マウスであることが確認され（図 23），続いてマイクロ RNA の発現を定

量した．血管内皮細胞を豊富に含む肺，大動脈，陰性コントールとしてヒラメ筋における

miR-23クラスターの発現を確認した．肺においては，miR-23クラスター内の全てのマイク

ロ RNAが有意な減少を示した．大動脈においては，有意ではないもののそれぞれのマイク

ロ RNAは減少し，さらに，肺と同様の減少パターンを示した（図 24）．肺組織および大動

脈において，miR-23 クラスターのそれぞれのマイクロ RNA は最大でも 60%程度の減少に

留まった（図 24）．これには，肺組織および大動脈中に血管内皮細胞以外の細胞が存在する

ことが影響することが推察される．肺組織は，線維芽細胞や上皮細胞，免疫系の細胞が存在

し，大動脈は平滑筋細胞および線維芽細胞を含むなど複数の細胞により構成されている．ま
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た，miR-23 クラスターは血管内皮細胞に最も高く発現するものの，免疫系の細胞や線維芽

細胞でもその発現は確認されている (Zhou et al. 2011)．そのため，血管内皮細胞以外の細胞

におけるmiR-23クラスターの発現により，完全な欠損が認められない可能性が推察される． 

	 これらのマウスに 2 週間の自発走運動を行わせ，筋切片を用いて毛細血管新生を評価し

たが，WTマウスと DKOマウスの間に有意な差は観察されなかった（図 25）．miR-23クラ

スターはこれまで，主に in vitroの実験系において，血管新生を調節することが複数報告さ

れている．しかしながら，in vitroの実験結果を in vivoで再現できるとは限らない．そこで，

in vivoにおいては miR-23クラスターの欠損は血管新生に影響を及ぼさない，という結論を

支持するデータを補強するため，異なるコンテクストにおいて血管新生を評価した．はじめ

に，WTマウスおよび DKOマウスの背部に生検パンチにより全層欠損層を作製し，その創

傷の治癒過程を観察することで血管新生の関与を評価した．創傷治癒過程においては，免疫

系細胞，線維芽細胞，血管内皮細胞などの様々な細胞が関与する．中でも血管内皮細胞は，

虚血となる創傷部位に新たな毛細血管を出芽させ，その部位で活性化される免疫系細胞や

線維芽細胞へ酸素や栄養素を供給する役割を担う (Tonnesen et al. 2000)．これまでに，血管

内皮細胞特異的な遺伝子改変マウスを用いた検討から，血管内皮細胞における血管新生関

連シグナルの制御は，創傷治癒過程に影響を及ぼすことが明らかにされている．例えば，血
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管内皮細胞特定 PGC-1α Tgマウスでは，血管新生時の tip cellおよび stalk cellの運命決定に

重要な Notchシグナルの抑制により，血管新生の抑制および創傷治癒の遅延が認められた．

対照的に血管内皮細胞特異的な PGC-1α KOマウスでは，創傷治癒が促進することが示され

た (Sawada et al. 2014)．さらに，アデノシン代謝酵素であるアデノシンキナーゼの血管内皮

細胞特異的な KO マウスにおいては，血管新生に関連する遺伝子発現のエピジェネティッ

クな制御により血管新生を促進し，それに伴い創傷治癒も促進することが報告されている 

(Xu et al. 2017)．しかしながら本研究では，WTマウスおよび DKOマウスの間で，創傷治癒

過程に顕著な差は認められなかった（図 26）．さらに，マウス大動脈を用いて血管内皮細胞

の出芽を観察する ex vivo大動脈リングアッセイを行なった．しかしながら，運動誘発性血

管新生および創傷治癒と同様，大動脈リングからの血管内皮細胞の出芽についても，WTマ

ウスと DKOマウスの間に顕著な差は認められなかった（図 27）．これらのデータから，DKO

マウスでは，血管新生に関する顕著な表現型は観察されず，in vivoにおける miR-23クラス

ターの欠損は血管新生に影響しないという結論を支持するものである．本研究において，

DKOマウスにおいて，血管新生に関する顕著な表現型が得られなかった要因として，miR-

23 クラスター内に属する個々のマイクロ RNA が血管新生に対して相反する作用を有する

ことが挙げられる．これまでに，miR-23および miR-27については，血管新生を阻害する因
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子である sprouty 2 や semaphorin 6A を介して血管新生を促進する作用を有することが報告

されている一方，miR-24 はアクチン細胞骨格シグナルを調節し，細胞の運動性を制御する

ことで血管新生を抑制する作用を有することが報告されている（Zhou et al. 2011, Urbich et al. 

2012, Zhou et al. 2014）．今回用いた DKOマウスでは，miR-23クラスターに属する 5つ全て

のマイクロ RNA が欠損していることから（図 24），in vivo における miR-23 クラスターの

欠損により血管新生に対して顕著な影響が認められなかった要因の 1 つとして，血管新生

に対して相反する作用を持つクラスター内のマイクロ RNAが，同時に減少したため，その

作用が相殺されたためと推察される．miR-23クラスターに限らず，マイクロ RNAクラスタ

ー内のそれぞれのマイクロ RNAは，生物学的プロセスを制御するシグナル経路内の，異な

る遺伝子を調節することで，その生物学的プロセスを協調的にコントロールすることが明

らかにされている (Chen et al. 2006, el Azzouzi et al. 2013, Chamorro-Jorganes et al. 2016)．ま

た，miR-23 または miR-27 のノックダウンは，それぞれ miR-27 または miR-23 の代償的な

発現増加を誘導し，miR-23および miR-27のノックダウンにより miR-24の発現増加が認め

られるなど (Zhou et al. 2011)，クラスター内において 1つのマイクロ RNAが阻害されると，

その失われたマイクロ RNA の機能を補うために代償的にマイクロ RNA が増加しているこ

とが想定される．これらのことから，血管内皮細胞における miR-23クラスターは，血管新
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生の促進ならびに抑制の両方を調節することで，血管新生という生物学的プロセスを協調

的に制御している可能性が示唆された． 

	 2016 年に Li らによって，miR-23 に関する非常に興味深い報告がなされた．miR-23a

（AUCACAUUGCCAGGGAUUUCC）と miR-23b（AUCACAUUGCCAGGGAUUACC）は，

異なる染色体ならびにクラスターに属するマイクロ RNAであるが，2塩基目から 8塩基目

までのシード配列は同一であり，異なるのはシード配列外の 18 塩基目のウリジン: U また

はアデニン: Aのみである．Liらは，この 1塩基の違いにより標的遺伝子および血管新生へ

の影響が異なる可能性を示唆した (Li et al. 2016)．miR-23a の過剰発現は，matrigel 上での

HUVECにおける管構造形成に影響しない一方，miR-23の過剰発現は，管構造形成を抑制し

たことが報告された．さらに，同じシード配列を持つマイクロ RNAにも関わらず異なる作

用を示した原因として，miR-23aと miR-23bの間で唯一異なる 18塩基目が原因である可能

性が示唆されている．miR-23aおよびmiR-23bが標的とする，細胞接着分子 Junctional adhesion 

molecule（JAM-C）のタンパク発現は，miR-23aの過剰発現により顕著に減少するが，miR-

23bの過剰発現によっては，有意ではあるものの僅かな減少であった．同様に，ルシフェラ

ーゼレポーターアッセイを用いて，miR-23aにより顕著にレポーター活性が抑制されたのに

対し，miR-23bによるその抑制レベルは有意に低いことを示した．しかしながら，この miR-
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23aと miR-23bによる JAM-Cのレポーター活性への影響は，シード配列外の 1塩基の変異

によりキャンセルされた．これらのことから，miR-23aと miR-23bはシード配列が同一であ

るにも関わらず，標的遺伝子の翻訳及び分解に影響しないと考えられているシード配列外

の 1塩基の違いが，翻訳抑制の効率に影響する可能性が示唆された．一方で，これらの研究

においては，シード配列外の 1 塩基の違いにより標的遺伝子の翻訳抑制へ影響する可能性

が示唆されたが，これらの相違が真に血管新生の表現型にまで影響を及ぼすかは明らかで

なく，今後さらなる検討が必要であると考えられる． 

	 miR-23 クラスター欠損マウスを用いて，運動誘発性血管新生および創傷治癒，大動脈リ

ングアッセイを表現型として解析した結果，WT マウスとの顕著な差は認められなかった．

また，これらの結果には，相反する作用を有する miR-23クラスター内の，個々のマイクロ

RNA が同時に減少したことにより，それぞれの血管新生に対する作用が相殺された可能性

が推察される．今後，培養細胞を用いて，これら in vivoで観察された結果を再現すること

ができるか，検討を行なう必要があると考えられる． 

 

 

 



 

 112 

第６章	 総合討論 

	 本研究では，持久性運動による骨格筋適応におけるマイクロ RNAの役割を探るため，成

熟マイクロ RNAへのプロセシングへ必須の酵素である Dicerを欠損させたマウス（タモキ

シフェン誘導性 Dicer欠損マウス: iDicer KO）を作出し，表現型を解析した．iDicer KOマウ

スの骨格筋において Dicerの mRNAは 90%近い KO効率であったのに対し，成熟マイクロ

RNAは最大でも 50%の減少に留まった．これらのマウスに 2週間の自発走運動を行わせ，

筋線維の遅筋化とミトコンドリア新生を評価したが，WTマウスと iDicer KOマウスの間に

顕著な差は認められなかった．一方で，生体マウスでの全身的な Dicerの欠損により運動誘

発性血管新生が抑制されたことが明らかとなった． 

	 iDicer KO マウスにおいて観察された運動誘発性血管新生の抑制について，iDicer KO マ

ウスは全ての組織・細胞で Dicerが欠損していること，先行研究において血管内皮細胞特異

的 Dicer欠損マウスでは血管新生が抑制されることが報告されていること，運動誘発性血管

新生に必須の分子である PGC-1αは iDicer KOマウスでも顕著に増加したことから，毛細血

管を構成する血管内皮細胞に原因があると仮定し，血管内皮細胞のマイクロ RNAに着目し

以降の検討を行った．2系統の Creマウスを用いて血管内皮細胞特異的 Dicer欠損マウスの

作出を試みたが，血管内皮細胞特異的 Dicerホモ欠損マウスを得ることはできなかった．運
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動誘発性血管新生の抑制における責任のマイクロ RNA を同定するため，miR-23 クラスタ

ーに着目した．miR-23クラスターは血管内皮細胞に豊富に存在するマイクロ RNAであり，

主に in vitroの実験系において，内皮細胞の増殖や遊走を調節することで血管新生に寄与す

ることが明らかにされていた．そこで，Tie2-Creマウスと miR-23クラスターfloxマウスの交

配により血管内皮細胞特異的 miR-23 クラスター欠損マウス（DKO）を作出した．DKO マ

ウスに 2 週間の自発走運動を行わせたが，運動誘発性血管新生は WT マウスと同様に誘導

された．さらに，毛細血管新生を異なるコンテクストで評価するため，創傷治癒試験および

大動脈リングアッセイを行なったが，DKOマウスにおいて顕著な表現型は得られなかった．

miR-23 クラスター内にコードされる個々のマイクロ RNA は，血管新生に対して相反する

作用を有するため，クラスター単位での欠損によっては個々のマイクロ RNAの作用が相殺

され，表現型が得られなかった可能性が考えられた．以上の結果から，iDicer KOマウスに

おいて観察された運動誘発性血管新生の抑制には，異なる細胞やマイクロ RNAが寄与する

可能性が示唆された． 

	 iDicer欠損マウスにおいて，運動誘発性血管新生が抑制された一方で，筋線維の遅筋化お

よびミトコンドリア新生は正常に誘導された．しかしながら，100%近い KO効率を示す個々

のマイクロ RNA のコンベンショナル KO マウスにおいては，，筋の収縮・代謝特性の決定
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に関する表現型が観察されている．そのため，本研究の結果から持久性運動による筋線維の

遅筋化およびミトコンドリア新生へのマイクロRNA関与を結論付けることはできないと考

える．今後は，個々のマイクロ RNA を欠損するマウスまたは，Dicer 欠損以外の方法によ

りマイクロ RNAをグローバルに欠損させるモデルを用いて，持久性運動による骨格筋適応

に関する表現型の解析を行なう必要があると考えられる． 

	 iDicer KOマウスにおいて，Dicer欠損後においても成熟マイクロ RNAが残存する詳細な

分子メカニズムについては明らかでない． 2017 年に，エンドヌクレアーゼ Tudor-SN が，

成熟マイクロ RNAの特異的な配列を認識し切断すること，および Tudor-SNが RISCを構成

するタンパク質の 1つであることが明らかにされるなど，成熟マイクロ RNAのターンオー

バーの制御メカニズムが徐々に明らかとなっている (Elbarbary et al. 2017)．これまでに，

Dicer 非依存的なマイクロ RNA の生合成経路も報告されているものの，そのような経路で

プロセシングされるマイクロ RNAは特定かつ極僅かであるため，本研究の結果は，新たな

マイクロ RNA 生合成経路，または成熟マイクロ RNA に高い安定性を付与するメカニズム

の存在を示唆するデータである可能性が考えられる． 

	 本研究では，iDicer KOマウスにおいて観察された運動誘発性血管新生の抑制が，血管内

皮細胞のマイクロ RNAに起因すると推察し，実験を進めた．血管内皮細胞特異的 Dicerヘ
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テロ欠損マウスを用いた解析では，モデルの問題により顕著な表現型を得ることができな

かっため，タモキシフェン誘導性の血管内皮細胞特異的 Dicer 欠損マウスを用いることで，

実験モデルの問題は解決されることが予想され，今後の検討課題である．また，血管内皮細

胞特異的miR-23クラスター欠損マウスにおいても，表現型を観察することはできなかった．

これまでの複数の報告から，miR-23クラスター内のマイクロ RNAは，一方のマイクロ RNA

が血管新生を促進するのに対して，もう一方のマイクロ RNAが血管新生に抑制的に作用す

ることで血管新生を fine-tuning している可能性が推察される．このことについて，今後 in 

vitro の実験系でクラスター単位での詳細な解析を行なう必要がある．また，本研究では，

血管内皮細胞における miR-23クラスターに着目し検討を進めたが，これまでに，miR-17-92

クラスターや miR-106b~25クラスター等も血管新生を制御することから，miR-23クラスタ

ー以外のマイクロ RNAが運動誘発性血管新生に関与する可能性も推察される． 

	 最後に，本研究では血管内皮細胞のマイクロ RNAに着目し検討を行なったが，異なる細

胞のマイクロ RNAの関与についても考慮する必要があると考える．近年，様々な組織に局

在するマクロファージや (Fujiu et al. 2017, Hulsmans et al. 2017)，毛細血管の周囲を覆うペリ

サイトが，発生や疾患へ関与することが明らかにされ，注目を集めている (Chen et al. 2017, 

Kisler et al. 2017)．マクロファージから分泌される secreted phosphoprotein 1（SPP1）は，骨格
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筋の機能的な毛細血管ネットワークの構築に必須であることや (Rowe et al. 2014)，ペリサ

イトと血管内皮細胞の受容体を介した相互作用は，発生時の網膜の血管新生を促進するこ

とや，腫瘍中の血管新生を抑制することが明らかにされた (Teichert et al. 2017)．以上のこと

から，iDicer KOマウスの骨格筋における運動誘発性血管新生の抑制には，血管内皮細胞の

みでなく，マクロファージやぺリサイトなどの細胞が関与する可能性も否定できず，新たな

運動誘発性血管新生のメカニズムとして，これらの細胞間コミュニケーションも興味深い

研究領域であり，今後の検討課題である． 
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第 7章	 結論 

	 本研究は，筋線維の遅筋化やミトコンドリア新生，毛細血管新生などの持久性運動による

骨格筋適応の分子メカニズムについて，マイクロ RNAによる転写後調節の関与を明らかに

することを目的として検討を行なった．マイクロ RNAをグローバルに欠損させるため，成

熟マイクロ RNAへのプロセシングに必須の酵素である Dicerを欠損させたマウスを作製し

た．筋特異的な Dicer欠損マウスは，寿命が生後数週間であるため，成体マウスでの解析が

行えなかった．そこで，タモキシフェン誘導性 Creマウスを用いて，タモキシフェン誘導性

に成体マウスで Dicerを欠損するマウスを作出した．これらのマウスでは Dicer mRNAの発

現は顕著に減少したが，予期せぬことに，筋に豊富に存在する成熟マイクロ RNAの発現は

20~50%の減少に留まったことから，骨格筋のマイクロ RNA は高い安定性を有する可能性

が示唆された．また，生体マウスにおける Dicerの欠損は，持久性運動による筋線維の遅筋

化およびミトコンドリア新生に影響を及ぼさなかった．しかしながら，マイクロ RNAが完

全に欠損していない点を考慮すると，持久性運動による骨格筋適応におけるマイクロ RNA

の役割を結論付けることはできず，個々のマイクロ RNA欠損マウスなど，異なるモデルマ

ウスでさらなる検討を行う必要があると考えられる．一方で，自発走運動に伴う毛細血管新

生は Dicerの欠損により抑制された．この表現型の原因が毛細血管を構成する血管内皮細胞
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にあると仮定し，血管内皮細胞特異的 Dicer欠損マウス（Tie2-Cre; Dicerfl/fl）を作出したが，

このマウスは胎生致死であり，VE-Cad-Cre; Dicerfl/flマウスについては Dicerの減少が認めら

れなかった．並行して，運動誘発性血管新生抑制のメカニズムの責任となるマイクロ RNA

を明らかにするため，miR-23クラスターに着目し，血管内皮細胞特異的な miR-23クラスタ

ー二重欠損マウスを作出した．これらのマウスに 2週間の自発走運動を行わせたが，運動誘

発性血管新生に顕著な表現型は観察されなかった．以上の結果から，運動誘発性血管新生に

おいて，血管内皮細胞の miR-23クラスターの役割は限定的であることが示唆された．これ

らの結果から，Dicerの欠損により得られた運動誘発性血管新生抑制のメカニズムには，異

なる細胞のマイクロ RNA または血管内皮細胞における miR-23 クラスター以外のマイクロ

RNAが関与する可能性が示唆された． 
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