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序論 
 

長い間、タンパク質をコードしない ncRNA (non-coding RNA)は機能を持たないもの

とされてきたが、近年ではこの ncRNA が生物の多様性を生み出す基盤となると考えら

れている (Mattick, 2004)。ncRNA は 20-30 塩基長の小分子 RNA (snRNA)と、タンパ

ク質をコードする mRNA と同様の構造を有する長鎖 ncRNA (LncRNA)に大別される 
(Amaral and Mattick, 2008)。ここでは近年急速に研究が進んでおり、本研究でも研究

対象とした小分子 RNA に焦点を当てて紹介する。 
 
0-1. 小分子 non-coding RNA 

タンパク質をコードしない non-coding RNA のうち、20-30 塩基長の小分子 RNA に

は miRNAs (microRNAs)、siRNA (small interfering RNA)、piRNA (PIWI-interacting 
RNA)の 3 種がある (Kim et al., 2009)。これらは後述する様々な修飾過程を経て、

mature small RNA となるが、その後標的遺伝子へのリクルートをする因子によって 2
種類に分けられる。すなわち Argonaute ファミリーに属する AGO によってリクルー

トされる miRNAs および siRNA、同じく Argonaute ファミリーに属する PIWI によっ

てリクルートされる piRNA である (Czech and Hannon, 2011)。Argonaute によって

標的にリクルートされる小分子 ncRNA のうち、特に研究が進められているのが

miRNAs である (Kozomara and Griffiths-Jones, 2011)。 
 
0-1-1. miRNAs (microRNAs) 

miRNA の研究は lin-4 の発見に始まる。1993 年に lin-14 と呼ばれる転写因子の

mRNA 発現が小分子 ncRNA によって制御されていることが線虫において発見され、

この小分子 ncRNA は lin-4 と命名され、これが miRNA の最初の発見となった (Lee et 
al., 1993; Wightman et al., 1993)。実際に miRNAs という呼び名が使用され始めたの

は 2001 年からで、そこから miRNAs 研究は急速に進んでいった (Lagos-Quintana et 
al., 2001; Lau et al., 2001; Lee and Ambros, 2001; Ruvkun, 2001)。線虫からヒトに至

るまで 223 種において保存されていると言われている miRNAs であるが、種によって

特徴がある。代表的なものとして植物と動物に関して紹介すると、植物の miRNAs は

標的遺伝子の mRNA に対して完全相補性を持つ (Rhoades et al., 2002)。従って 1 種

の miRNAs に対する標的遺伝子の数は、多くても数遺伝子となる。一方動物の miRNAs
は、5’末端のわずか 7-8 塩基の相補性によって標的遺伝子の発現を制御できるという特

徴を持ち、これにより 1 種の miRNAs に対する標的遺伝子の数が数百に上ることもあ

る (Bartel, 2009; Doench and Sharp, 2004; Lai, 2002)。本研究においても動物の

miRNAs に注目して研究を進め、以降 miRNAs は動物のものを指すことにする。 
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0-1-2. miRNA の生合成経路 
標準的な miRNA の生合成は pri-miRNA (primary-miRNA)と呼ばれる長い転写産物

が段階的に切断を受けることで行われる。この pri-miRNA は通常 RNA polymerase II
によって転写される。その後のプロセシング過程には大きく分けて 2 つあり、canonical
なプロセシング、mitrion と呼ばれるプロセシング方法があり、それぞれ全 miRNAs 発

現様式の約 2/3、1/3 を占めると言われている (Ha and Kim, 2014; Kim et al., 2009)。
生成した pre-miRNAs は、canonical なプロセシングでは、核内で Drosha RNase III
および DGCR8 と呼ばれる酵素タンパク質によって切断を受け、~55-70 塩基長の pre-
miRNAs となる。一方、mitrion プロセシング過程では、スプライシング後、Lariat-
debranching enzyme と呼ばれる酵素タンパク質によって切断を受け、pre-miRNAs が

生成する。その後、Exportin-5 により核外に輸送された pre-miRNAs は Dicer RNase 
III および TRBP に認識されさらに切断され、~22 塩基長の 2 本鎖 RNA になる (Czech 
and Hannon, 2011)。この 2本鎖 RNAのうち細胞内に高濃度で存在するものはmature-
miRNAs、低濃度で存在するものは miRNAs もしくは star 配列と呼ばれ、以前は

mature-miRNA が主に AGO 複合体に取り込まれ、機能を発揮し、star 配列は分解さ

れるものと考えられていた (Khvorova et al., 2003; Schwarz et al., 2003)が、近年の研

究によって、star 配列側も AGO 複合体に取り込まれ、機能を発揮する例が発見され始

め、こちらも無視できない存在となっている (Ghildiyal et al., 2010; Okamura et al., 
2008)。miRNAs 生合成の過程の様子を Fig. 0-1 に示した。 
 
0-1-3. miRNAs による標的遺伝子の発現調節機構 

AGO 複合体に取り込まれ、miRISCs (miRNA-induced silencing complexes)となっ

た miRNAs は標的となる遺伝子の mRNA の 3’UTR にリクルートされる。miRNAs は

自身の 5’末端の 6-8 塩基長の seed sequence と呼ばれる領域によって、標的遺伝子の

3’UTR に存在する相補的配列を認識する。標的遺伝子の発現抑制は、まず mRNA の脱

アデニル化から始まる。複数の酵素タンパク質複合体により、脱アデニル化が繰り返さ

れ、最終的には脱キャップ反応が誘導される。その後、5’末端から mRNA の分解が始

まり、発現が抑制される (Fabian and Sonenberg, 2012; Huntzinger and Izaurralde, 
2011)、Fig. 0-2)。一方、翻訳の抑制は miRISCs が eIF4F 複合体に作用し、不安定化

することで誘導されていると考えられているが、その詳細な機構は明らかにされていな

い (Ricci et al., 2013)。こうした複数の機構によって標的遺伝子の調節が行われている

が、近年の研究成果によれば、miRNAs による制御はまず mRNA の緩やかな翻訳抑制

に始まり、その後強力な mRNA 分解が引き起こされることや、制御機構の 70-80%を

mRNA 分解が占め、mRNA 翻訳抑制は 20-30%程度であることなども報告されている 
(Eichhorn et al., 2014; Guo et al., 2010; Meijer et al., 2013)。 
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0-1-4. miRNAs による標的遺伝子抑制能 
 miRNAs が 5’末端の seed sequence をもとに標的遺伝子の 3’UTR に結合して働くこ

とは既に述べたが、その結合力あるいは作用力の評価も行われている。seed sequence
の相同性が高いほど結合力が高く、抑制作用が強くなることは言うまでもない。また標

的 mRNA の 5’末端から 1 塩基目が A であることや、8 塩基目が miRNAs の seed 
sequence と相補的であることなども重要な要素であり、標的部位のうちでこれら両条

件を満たすものを 8mer site、8 塩基目の相補性に欠けるものを 7mer-A1 site、1 塩基

目が A でないものを 7mer-m8 site と呼び、この順に発現抑制作用が強いことが提唱さ

れている (Lewis et al., 2005)。また標的遺伝子 3’UTR 内に複数の標的部位がある場合

や、3’末端により近い部分に標的部位が存在する場合には抑制作用を有しやすいなどの

報告もされている (Agarwal et al., 2015)。こうした知見を元に、様々な miRNAs の標

的遺伝子探索ツールが構築されており、そのうちの 1 つが本研究でも利用した

TargetScan (Release 7.0, http://www.targetscan.org/vert_70/)である。このサイトでは

ヒト、線虫、ショウジョウバエ、魚について種々の miRNAs とその標的部位を検索す

ることが出来る。様々なツールの中でも TargetScanHuman 7.0 は 2015 年 8 月に更新

され、最新のゲノム情報を元に標的部位を探索することが出来る。 
 
0-2. 種々の疾患の発症と miRNAs の関わり 

標的遺伝子の発現を調節するというその特性から、miRNAs は様々な疾患発症のメ

カニズムに関わるとされている。例としてここではガン、肥満とインスリン抵抗性、サ

ルコペニアと miRNAs との関わりについて述べる。 
 
0-2-1. ガンと miRNAs 
 慢性リンパ球性白血病患者のリンパ球において、しばしば miR-15/16 クラスターが

欠損していることから (Calin et al., 2002)、ガン抑制遺伝子としての miRNAs の側面

が明らかにされたことがきっかけになり、ガンと miRNAs の関連性は急速に研究され

ている。核外での miRNAs の最終的な修飾に働く Dicer (Fig. 0-1)をノックアウトし、

全体的な miRNAs の産生を抑制すると、細胞のガン化が促進されるなどの報告もあり、

こうした見解を支持している (Kumar et al., 2009; Lambertz et al., 2010)。miR-15/16
の他にも miR-26a は CCND2 や CCNE2 を標的とすることで、細胞増殖の抑制を誘導

する性質を持ち、肝臓ガン細胞において発現が低下していること、let-7 は Ras を標的

とすることで同じく細胞増殖の抑制を誘導する性質を持ち、肺ガン細胞において発現が

低下しているなど、様々な報告がなされている (Kota et al., 2009; Trang et al., 2010)。 
一方、逆にガン化を誘導する miRNAs に関する報告も数多くなされており、

OncomiRs と称される。例えば miR-155 はその過剰発現によって B 細胞のガン化を誘 
導することや、miR-21 の過剰発現によって B 細胞リンパ腫が誘導されるなどの報告が
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ある (Costinean et al., 2006; Medina et al., 2010)。 
さらに一部の miRNAs は組織によってはガン抑制遺伝子であったり OncomiRs でも

あったりする例も報告されており (Felli et al., 2005; Garofalo et al., 2012)、研究の余

地は残されているが、ガン治療の創薬などへの応用が大きく期待されている。 
 
0-2-2. 肥満、インスリン抵抗性と miRNAs 
 インスリンはグルコース代謝を司る非常に重要なホルモンであり、膵β細胞から分泌

され、全身の様々な組織に作用し、グルコース取り込みを促進する (Mayer et al., 2007)。
肥満によって誘導される種々の炎症性サイトカインは、組織のインスリン抵抗性を惹起

する一因とされている (Osborn and Olefsky, 2012)。肥満患者の脂肪細胞では miR-126
および miR-193b の発現が低下していること、このうち miR-126 が炎症性サイトカイ

ンの１種である CCL2 を標的としていることが報告されている (Arner et al., 2012)。
また miR-221 は肥満患者の脂肪細胞における発現が上昇しており、アディポネクチン

のレセプターである ADIPOR1 を標的とし、アディポネクチンの作用を抑制すること

でインスリン抵抗性の発症に寄与していると考えられている (Lustig et al., 2014; 
Yamauchi and Kadowaki, 2013)。他にも肥満患者の肝臓において miR-802 の発現が上

昇し、HNF1βを標的とし発現抑制することで耐糖能異常やインスリン抵抗性を誘導し

ている可能性なども報告されている (Kornfeld et al., 2013)。 
 
0-2-3. サルコペニア骨格筋萎縮病態と miRNAs 

近年、骨格筋萎縮病態の 1 つとして、Sarcopenia (サルコペニア、加齢に伴う骨格筋

萎縮)が注目されており、今後超高齢化社会を迎える我が国では特に対策が急務である

とも言われている (Cruz-Jentoft et al., 2010)。骨格筋萎縮病態が引き起こされる機構

の 1 つに 2 つの E3 ユビキチンリガーゼの発現調節がある。”Atrogenes” とも称される

MAFbx および MuRF1 は標的タンパク質をユビキチン化し、その後のユビキチン・プ

ロテアソーム系による分解を誘導することで骨格筋タンパク質量を減少させる 
(Bodine et al., 2001)。これら両遺伝子は miR-23a および miR-23b の標的配列を有し

ていることがマウスやラット、ヒトにおいて確認されており、細胞実験や動物実験にお

いて、こうした miRNAs の過剰発現によって Dexamethasone 誘導性の骨格筋萎縮の

程度を軽減することが報告されている (Wada et al., 2011)。 
 
0-3. タンパク質・アミノ酸栄養不良との関わりと、アミノ酸栄養シグナル 
 前述した癌やインスリン抵抗性とそれに伴う 2 型糖尿病、サルコペニアの発症および

その症状悪化において、日々の食事環境の悪化に伴う栄養不良がその一因であるとされ

ている (Anker and Morley, 2015; Turner-McGrievy et al., 2008; Vetter et al., 2014)。
本研究では代表的な栄養素として、タンパク質を構成する分子であるアミノ酸に着目し
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た。アミノ酸栄養状態が悪化すると、生体内では様々なシグナルを介してその状況への

応答が生ずる。中でもアミノ酸による翻訳活性調節機構および遺伝子発現調節機構は盛

んに研究が進められている。以下に代表的な例を 2 つ挙げる。 
 
0-3-1. mTOR 依存的な翻訳調節機構 
 mTOR (mammalian target of rapamycin)と呼ばれるキナーゼは、下流の 4E-BP1 や

p70S6K1 をリン酸化することで eIF4E 複合体形成を介したキャップ依存的翻訳の促

進、または Top mRNA と呼ばれる一部の mRNA の翻訳を活性化させることが知られ

ている。mTOR はインスリンや IGF-1 等の成長因子によって活性化されるほか、アミ

ノ酸、特にロイシンによって活性化されることが報告されている [(Loewith and Hall, 
2011)、Fig. 0-3.]。その機構には不明な点も多いものの、vATPase および RagGTPase
を介した、リソソーム膜上での活性化に関与すると言われている (Bar-Peled and 
Sabatini, 2014)。 
 
0-3-2. mTORC1 非依存的な経路 (General control 経路) 

種々のアミノ酸欠乏状態において、非アミノアシル tRNA 濃度が低下しこれが

mGCN2 (mammalian general control non-derepressing 2)と呼ばれる eIF2αキナーゼ

に結合することで、mGCN2 の活性化および eIF2αのリン酸化が引き起こされる。これ

により大部分の mRNA の翻訳が抑制されるが一部の mRNA の翻訳活性は上昇する

(Bar-Peled and Sabatini, 2014)。ここではその 1 つとして ATF4 (Activating 
Transcription Factor 4)による遺伝子発現調節を紹介する。ATF4 は転写因子として

様々な遺伝子の発現を調節しており、例えばアスパラギン合成酵素 (AS)のプロモータ

ーに存在する NSRE -1 (Nutrient sensing response element-1)と呼ばれる領域に同じ

くアミノ酸欠乏時に翻訳が誘導される C/EBPβと共に結合することで、ΑS の転写を促

進する [(Kilberg et al., 2009)、Fig. 0-4.]。 
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0-4. 本研究の目的 
 ここまで述べてきたように、miRNAs は標的遺伝子の発現抑制を介して、栄養不良に

起因する種々の疾患発症、あるいはその進行に大きく寄与しているものと考えられる。

また栄養不良時には翻訳活性や mRNA 転写活性の変化が迅速に生じ、生体機能が維持

されている。miRNAs も大部分の mRNA同様に生合成されるため、その例外ではなく、

こうした栄養状態の変化に応答して発現が変動する miRNAs が存在し、重要な役割を

演じている可能性が高い。しかしながら、分子栄養学研究において miRNAs に着目し

た研究事例は未だ少ない。そこで本研究ではアミノ酸栄養不良に応答して発現変動する

miRNAs を網羅的に探索し、その機能解析を行うことで、アミノ酸栄養情報伝達因子と

しての miRNAs の側面を明らかにすることを目的とした。 
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Fig. 0-1. miRNAs生合成経路
代表的な2パターンを示した。核内で転写により生成したpri-miRNAは、Drosha/DGCR8の作用
もしくはLariat-debranching enzymeによって切断され、pre-miRNAとなる。その後核外以降し、
Dicerによって処理され、mature miRNAが生成する。
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Fig. 0-2. miRISCsによる標的遺伝子mRNAの認識とその分解
miRISCが標的遺伝子3’UTRに結合すると種々の酵素タンパク質が誘導され、脱アデニル化、
脱キャップ化が順に起こり、最終的にmRNAが分解される。
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IR/IGF1R

IGF-1

Insulin

PI3K/Akt

mTORC1 Active 
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p70S6K、4EBP-1

Protein synthesis

Leu

vATPase

RagGTPase

Lipid synthesis

Autophagy

Fig. 0-3. 成長因子あるいはロイシンによるmTORC1活性化とその下流経路の制御
mTORC1は成長因子によりPI3K/Akt経路を介してもしくロイシンによって直接的に活性化され、タンパク
合成や脂質合成、オートファジーの抑制を誘導する。
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Amino acid
deprivation

NSRE-1 NSRE-2

ATF4 C/EBPβ

General control

AS promoter region

0

A

B

NSRE-1      -57  GAAGTTTCATCATGCCTGC  -75

-34-75

Fig. 0-4. ATF4によるアスパラギン酸合成酵素 (AS)の転写調節
A : アミノ酸欠乏に応答して、ATF4およびC/EBPbが特異的に翻訳が活性化し、NSRE-1と
呼ばれる領域に結合し、ASの転写を活性化する。

B : ATF4結合の結合コア配列 (赤字)
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第一章 

HepG2 細胞においてロイシン欠乏に応答して

発現変動する miRNAs の探索とオミクス手法

を利用した標的遺伝子解析手法の検討 
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緒言 

 
序論で述べたように miRNAs は標的遺伝子の発現を抑制する事で遺伝子発現を調節

する因子であるが、アミノ酸栄養の変化に応答する miRNAs に関する報告は未だない。

そこで本章では、アミノ酸栄養と miRNAs の関連を明らかにする第一歩として、培養

細胞を利用した簡便なモデルによって、必須アミノ酸の 1 つであるロイシンの欠乏に応

答する miRNAs が存在するかを、マイクロアレイ技術を利用した解析で探索すること

にした。また miRNAs の標的遺伝子の多様性から、標的候補となる遺伝子数は極めて

多い。そこで本章では DNA マイクロアレイを利用したトランスクリプトーム解析と

iTRAQ (Isobaric Tags for Relative and Absolute Quantitation)法を利用したプロテオ

ーム解析を併用し、結果を比較解析する事で、より効果的な標的遺伝子候補の探索方法

を検討した。 
 
 

第一節 
HepG2 細胞においてロイシン欠乏下で発現上昇する miRNAs の網羅的探索 

 
1-1-1. 材料と方法 
 
1-1-1-a. 細胞培養 

ヒト肝臓癌由来 HepG2 細胞 (Human Hepatocellular Carcinoma Cells, ATCC より

購入) を 10% FBS、100U/m penicillin、100 µg/mL streptomycin を含む DMEM (5796, 
Sigma Aldrich) を用い 37oC、5% CO2存在下で培養した。2 日に 1 度培地交換を行い、

80-90%サブコンフルエントになったところで 6 well-plate に細胞が 5.0×105 cell/well
となるように播種した。24 時間培養したところで培地を MEM (Minimum Essential 
Medium Eagle) に変更し、以後 12 時間培養した。この際、通常の MEM 培地で培養

した群をコントロール群 (Control) とし、ロイシンを欠乏させた MEM 培地をロイシ

ン欠乏群 ([Leu(-)]) とした。使用した培地の組成は Table. 1-1-1.に示した。 
 
1-1-1-b. 細胞からの total RNA 抽出 
 培養終了後の細胞プレートを各ウェル PBS で 2 回洗浄した後、1 mL TRIzol 試薬 
(Invitrogen ThermoFisher Scientific) を加え、ピペッティングによってよく混合した。

これを一時、-80oC 条件で冷凍保存した。氷上で解凍した後、200 µL クロロホルムを加

えて強く攪拌した。室温で 2~3 分間静置した後、4oC、16,000×g で 15 分間遠心して

上層を得た。これに 500 µL のイソプロパノールを加えて軽く転倒混合し、4oC、16,000 
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×g で 10 分間遠心し、上清を取り除いた。これに 80%エタノールを 1 mL 加えて軽く

転倒混合し、4oC、16,000×g、10 分間遠心し、再び上清を取り除き蒸発乾固させた後、

RNase Free Water を加えて室温でインキュベーションした。抽出した RNA サンプル

はアガロースゲル電気泳動※によって分解が無いことを確認した後、-80oC で保存した。 
 
※ 電気泳動 

25 mL D.D.W に 0.75 g アガロース S (ニッポン・ジーン) を入れ加熱して透明にな

るまで溶解させた。そこに 65oC で加温した 8.5 mL ホルムアルデヒド、11.5 mL D.D.W、

5 mL 10×MOPS (Sigma Aldrich) 溶液を加えた。混合溶液を 65oC で 10 分間加温した

後、型に流し込んで約 1 時間静置しゲルを作製した。抽出した RNA サンプル 1.0 µg に

8.0 µL 変性 buffer を加え 65oC で 10 分間加温後、氷上で保管しゲルに全量をアプライ

して電気泳動を行った。泳動開始 20 分後にゲルを回収し UV 照射を行い、28S リボソ

ーム RNA の輝度が 18S リボソーム RNA の輝度の 2 倍以上であることを確認した。 
 
1-1-1-c. mRNA の定量 PCR 

1-1-1-b.で得た total RNAから cDNAを合成し、これを使用して定量 PCRを行った。

Total RNA 500 ng を含む RNase free 水 8 µL に対し、PrimeScript™ RT Master Mix 
(Perfect Real Time、タカラバイオ)内の 5×PrimeScript RT Master Mix (Perfect Real 
Time)を 2 µL 加えてよく混合し、TaKaRa PCR Thermal Cycler Dice® Standard を利

用し以下の様に温度変化させ、cDNA を合成した。 
 
37oC  15 min 
85oC    5 sec 
4oC     ∞ 
 

こうして得られた cDNA を使用して定量リアルタイム PCR を行った。SYBR® 
Premix Ex Taq™ II (Tli RNaseH Plus、タカラバイオ)に含まれる SYBR Premix Ex 
Taq II (Tli RNaseH Plus) 6.3 µL に対し、0.5 µL のプライマー (F、Rそれぞれ 0.5 µM)、
RNase free 水 4.3 µL を混合したものに、cDNA テンプレートを 1 µL 加え、Thermal 
Cycler Dice Real Time System TP800 および real-time PCR detection system (共に

タカラバイオ)により cDNA の増幅および蛍光の検出を行った。内部標準として

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)のmRNA発現を補正に利用し、

目的の mRNA の相対値を算出した。PCR 反応時の温度変化、また使用したプライマー

を以下に示す。 
 
95oC  10 sec 
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95oC   5 sec 
60oC    30 sec 
95oC    15 sec 
60oC    30 sec 
95oC    15 sec 
 
使用したプライマー 
 
ATF4 
F : GGCCAAGCACTTCAAACCTC 
R : TTTCTCCAACATCCAATCTGTCC 
 
IGFBP-1 
F : AAGGCTCTCCATGTCACCAAC 
R : TTTCTTCTCCTGATGTCTCCTGTG 
 
GAPDH 
F : CGACCACTTTGTCAAGCTCA 
R : GCTGGTCCAGGGGTCTTACT 
 
1-1-1-d. miRNA マイクロアレイ 

1-1-1-b.で抽出した total RNA を解析に供した。各群 n=3 から当量の totalRNA をプ

ールし、計 1000 ng/8 µL になるように濃度を調整した。この total RNA サンプルに対

して、FlashtagTM RNA Labeling Kit (Genisphere) を用いて miRNA に polyA および

ビオチン標識された 3DNA®をライゲーションした。方法は Genisphere 社の標準プロ

トコールに従った。こうして得られた標識済み miRNA を GeneChip® miRNA Array 
3.0 (Affymetrix) に 48oC、16 時間ハイブリダイズさせた後、Fluidics Station 450 装置 
(Affymetrix) と試薬 GeneChip® Hybridization (Affymetrix) を用いて wash and stain
を行った。Scanning は装置 Affymetrix Gene Array Scanner 3000 を用いて行った。

方法は Affymetrix 社の標準プロトコルに従って行った。データの読み取りは AGCC 
(Affymetrix® GeneChip® Command Console® Software) を、正規化を含むデータの解

析は Affymetrix miRNA QC Tool software (version 1.0.33.0) を用いて行った。得られ

たデータセットのうち、発現変動倍率が Log ratio > 0.6 であったものを発現上昇した

ものとした。なお、本研究では同様の試験を 3 回行った。 
 
 

40 cycle 
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1-1-1-e. miRNA の定量 PCR 
1-1-1-b.で得た total RNAから cDNAを合成し、これを使用して定量 PCRを行った。

Total RNA 2000 ng を含む RNase free 水 12 µL に対し、miScript II RT kit (QIAGEN)
内の 5×miScript HiSpec Buffer を 4 µL、10×miScript Nucleics Mix を 2 µL、miScript 
Reverse Transcriptase Mixを2 µLを加え良く混合した。その後TaKaRa PCR Thermal 
Cycler Dice® Standard を利用し以下の様に温度変化させ、cDNA を合成した。 
 
37oC  60 min 
94oC    5 min 
4oC     ∞ 
 

こうして得られた cDNA を使用して定量リアルタイム PCR を行った。miScript 
SYBR Green PCR Kit (QIAGEN)内の QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix 12.5 
µL に対し、miScript Universal Primer を 2.5 µL、測定遺伝子のプライマーを 2.5 µL、
RNase free 水を 6.5 µL 加えて混合した後、cDNA テンプレートを 1 µL 加え、Thermal 
Cycler Dice Real Time System TP800 および real-time PCR detection system (共に

タカラバイオ)により cDNA の増幅および蛍光の検出を行った。内部標準として U6 
spliceosomal RNA (U6snRNA)の miRNA 発現を補正に利用し、目的の miRNA の相対

値を算出した。PCR 反応時の温度変化、また使用したプライマーを以下に示す。 
 
95oC  15 min 
94oC  15 sec 
55oC    30 sec 
70oC    30 sec 
 
使用したプライマー 
Hs_miR-1228*_2 miScript Primer Assay (MS00016387、QIAGEN) 
Hs_RNU6-2_11 miScript Primer Assay (MS00033740、QIAGEN) 
  

40 cycle 
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1-1-2. 結果 
 
1-1-2-a. アミノ酸欠乏に応答するマーカー遺伝子の発現変動 
 12 時間のロイシン欠乏を施した HepG2 細胞での ATF4 および IGFBP-1 の mRNA
発現量は、Control 群と比較して有意な増加を示し、それぞれ 1.71 倍、9.53 倍であっ

た (Fig. 1-1-2-1.)。 
 
1-1-2-a. マイクロアレイ解析 

HepG2 細胞の培養からマイクロアレイ試験までを独立して 3 回行ってデータを得た。

その結果、発現変動倍率が Log ratio > 0.6 を示した miRNAs は１回目、2 回目、3 回

目でそれぞれ 20、35、20 種であった (Data not shown)。これら 3 回のマイクロアレ

イ結果で共通して Log ratio > 0.6 を示したものを抽出したところ、12 種の miRNAs が

見出された (Table. 1-1-2.)。 
 
1-1-2-b. hsa-miR-1228-5p の定量 PCR 
 マイクロアレイ解析での平均発現上昇倍率の最も高かった hsa-miR-1228-5p の発現

量を定量 PCR によって測定したところ、ロイシン欠乏処理によって有意な発現上昇が

認められ、Control 群に対して 3.24 倍であった (Fig. 1-1-2-2)。 
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第二節 

各種オミクス手法を利用した、hsa-miR-1228-5p の標的遺伝子候補の探索 
 
1-2-1. 材料と方法 
 
1-2-1-a. 細胞培養 

1-1-1-a.と同様にして行った。 
 
1-2-1-b.  細胞へのロイシン欠乏処理と total RNA 抽出 
 1-1-1-b.と同様にして行った。 
 
1-2-1-c. 細胞へのロイシン欠乏処理とタンパク質抽出 
 細胞培養は基本的には 1-2-1-b.と同様にして行ったが、処理時間を 48 時間とした。

培養終了後のプレートの各ウェルを PBS で 2 回洗浄した後、液体窒素に接触させるこ

とで凍結させた。凍結した細胞プレートを氷上で融解し、セルスクレイパーにより細胞

を回収した。ここに 200 µL/well の RIPA buffer を加えよく懸濁し細胞を溶解、チューブ

に回収した。Microson ultrasonic cell disruptor XL-2000 (Misonix)の出力を 25%に設定し、

氷水中で 30 秒間ソニケーションすることで、溶出したゲノム DNA を剪断した。その

後 4oC で 1 時間ローテート処理を施し、4oC、16,000×g で 30 分間遠心、上清を回収し

てタンパク質抽出サンプルとした。タンパク質濃度の測定は BSA (Bovine Serum 
Albumin)を基準物質とした Bradford 法によって行い、595 nm の吸光度を測定した。 

 
1-2-1-d. miRNA のトランスフェクション 

miRNAのトランスフェクションは以下の様にして行った。アッセイ開始時に70-80%
コンフルエントになるように、6 well-plate に HepG2 細胞を播種し 10%FBS を含む

DMEM 培地で一晩培養した。翌日、hsa-miR-1228-5p もしくは標的遺伝子を持たない

Control miRNA を終濃度が 80 nM になるようにトランスフェクション※させた。トラ

ンスフェクション開始 6 時間後に一度培地交換を行い、以後 16 時間培養した。培養開

始 24 時間後に細胞から total RNA を、48 時間後にタンパク質を回収して以後の解析

に使用した。 
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※ miRNA のトランスフェクションは以下の様に行った。まず 2.5 µL/well 
Lipofectamine® RNAiMAX Reagent を、147.5 µL/well Opti-MEM I Reduced-Serum 
Medium (共に Invitrogen Invitrigen ThermoFisher Scientific)で希釈し、室温で 5 分

間静置した。他方 20 µM となるように RNAse free 水に溶解した miRNA 溶液 2 µL を

148 µL の Opti-MEM I Reduced-Serum Medium に溶解し終量 150 µL とした。次いで

両者を混合後 vortex、スピンダウンした後、室温で 20 分間静置した。予め 37oC に加

温しておいた 10%FBS を含む DMEM 培地を 700 µL 加え計 1000 µL とし各 well に分

注した。使用した試薬を以下に示す。 
 
Non-targeting miRNA Mimic v1 (MIM9001、Active Motif) 
hsa-miR-1228-5p Mimic (MIM0749、Active Motif) 
 
1-2-1-c. DNA マイクロアレイ解析 

1-2-1-b.で得た total RNA 200 ng を使用した。3’IVT Express Kit (Affymetrix) を用

いて RNA からの cDNA 合成、cDNA を鋳型としたビオチン標識 cDNA を合成した。

洗浄及び断片化をした後に GeneChip® Human Genome U133 Plus 2.0 Array 
(Affymetrix) に 45oC、16 時間ハイブリダイズさせた。方法は Affymetrix 社の標準プ

ロトコールに従った。Wash and stain、scanning は miRNA アレイと同様の方法で行

った。データの読み取りおよび正規化を含むデータの解析は AGCC を利用して行った。 
 
1-2-1-d. iTRAQ 法によるプロテオーム解析 
ⅰ アセトン沈殿およびバッファー交換 
あらかじめ-20oC に冷やしておいたアセトンをタンパク質抽出液に対して 6 倍量加え、

転倒混和した。その後-20oC で 1~3 時間静置し、沈殿を生成させた。その後遠心分離 
(12,000×g、4oC、15 min)し、上清のアセトンを除去した。得られたタンパク質ペレッ

トを 250 mM TEAB で溶解した。溶解液中のタンパク質濃度を再び Bradford 法で測定

し、各サンプルの濃度が 100 µg/20 µL になるように希釈し、各群のサンプルをプール

した。 
 
ⅱ 還元、システイン残基のブロック処理 
 プール後のサンプル溶液 20 µL に対して iTRAQ キット(iTRAQ® Reagent Multi-
Plex Kit、SCIEX)の Denaturant を 1 µL 加えた。次に Reducing reagent を 2 µL 加え

て撹拌、スピンダウンし、60oC で 1 時間インキュベートした。更に Cystein blocking 
Reagent を 1 µL 加えて撹拌、スピンダウンし室温で 10 分間インキュベートした。 
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ⅲ トリプシン消化 
 各サンプルにトリプシン溶液を 10 µL 加えて撹拌、スピンダウンした後 pH 試験紙を

使用して溶液 pH が 7~8 になっていることを確認した。その後 37oC で 16 時間インキ

ュベートした。 
 
ⅳ iTRAQ ラベリング 
 キット内の iTRAQ 試薬 114、115 にそれぞれ 70 µL のエタノールを加えて撹拌、ス

ピンダウンした。これをトリプシン消化後の各サンプルに対して全量加えた (Control
群 : 114、[Leu(-)群]: 115)。pH 試験紙で溶液 pH が 7~8 であることを確認した後、室

温で 1 時間インキュベートし、その後両サンプルを 1 つに混合した。 
 
ⅴ Cation Exchange Column による精製 
 ラベル後のサンプルに、10 倍量の Loading buffer (ICAT® Cation Exchange Buffer 
Pack、SCIEX)を加えた。pH 試験紙で溶液 pH を確認しながら、10%ギ酸を加えて pH
を 3 程度に調整した。平衡化したカラムにサンプルをアプライしカラムに吸着させ、

Loading buffer で洗浄し、調整した Elute buffer (ICAT® Cation Exchange Buffer Pack、
SCIEX)でサンプルを溶出させた。 
 
ⅵ 有機溶媒の除去 
 溶出させたサンプルフラクション (6 フラクション、それぞれ 1 mL)をバキュームド

ライで 100 µL 程度に濃縮し、buffer に含まれるアセトニトリルを除去した。ここに終

量が 1.5 mL になるように 0.1%ギ酸を加え、溶解させた。 
 
ⅶ 脱塩処理 
 Sep-Pak (Waters)を用いた。ディスポーザルシリンジで 1.5 mL の 70%アセトニトリ

ル、0.1%ギ酸/Milli-Q 水を送液し、次に 1.5 mL の 0.1%ギ酸/Milli-Q 水を送液した後、

サンプルを全量送液し、Sep-Pak にタンパク質を吸着させた。次に 1.5 mL の 1.5 mL
の 0.1%ギ酸/Milli-Q 水を送液した後に 1.5 mL の 70%アセトニトリル、0.1%ギ酸/Milli-
Q 水を送液し、溶出画分を回収した。 
 
ⅷ 有機溶媒の除去 
 脱塩処理後のサンプルをバキュームドライで濃縮乾固した後、0.1%ギ酸 50 µL に溶

解した。 
  

20



 
ⅸ LC-MS/MS による分析 
 10 µL のサンプルを LC-MS/MS (TripleTOFTM 5600 + System with Eksigent 
nanoLC)で分析した後、ProteinPilotTMSoftware、Mascot® server を用いた定性解析及

び MultiQuantTMSoftware を用いた定量解析を行った。 
 
1-2-1-e. TargetScanHuman を利用した hsa-miR-1228-5p の標的遺伝子候補の探索 
 hsa-miR-1228-5p の標的遺伝子候補の探索には TargetScanHuman (Release 7.0, 
http://www.targetscan.org/vert_70/)を使用した。得られたトランスクリプトームおよ

びプロテオームデータのうち、変動倍率が Log ratio < -0.1 であったものの中で各

miRNAs の標的部位を有するものを探索した。 
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1-2-2. 結果 
 
1-2-2-a. トランスクリプトーム解析 

マイクロアレイで発現解析された 21118 種の遺伝子のうち、ロイシン欠乏処理によ

って発現が Log ratio < -0.1 であった遺伝子は 11774 種あり、そのうちで hsa-miR-
1228-5p の標的部位を有するものは 676 種であった。一方、hsa-miR-1228-5p の過剰

発現によって発現が Log ratio < -0.1 と変化した遺伝子は 2724 種あり、そのうちで hsa-
miR-1228-5p の標的部位を有するものは 154 種であった。更にこれら 2 つの試験の共

通項、すなわちどちらの試験でも Log ratio < -0.1 を示しかつ hsa-miR-1228-5p の標的

部位を有する遺伝子は 98 種であった (Fig. 1-2-2-1)。 
 
1-2-2-b. プロテオーム解析  

今回 iTRAQ 試験によって同定されたタンパク質 4016 種のうち、定量に成功したも

のは 3361 種であった。このうちロイシン欠乏処理によって発現が Log ratio < -0.1 で

あったものは 593 種あり、そのうちで hsa-miR-1228-5p の標的部位を有するものは 42
種であった。一方、hsa-miR-1228-5p の過剰発現によって発現が Log ratio < -0.1 と変

化した遺伝子は 3425 種あり、そのうちで hsa-miR-1228-5p の標的部位を有するもの

は 241 種であった。更にこれら 2 つの試験の共通項、すなわちどちらの試験でも Log 
ratio < -0.1 を示しかつ hsa-miR-1228-5p の標的部位を有する遺伝子は 35 種であった 
(Fig. 1-2-2-2)。 
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第三節 
考察 

 
本章では HepG2 細胞を利用し、必須アミノ酸の１つであるロイシンの欠乏に応答し

て発現変動する miRNAs の網羅的探索を行った。また抽出された miRNAs の標的遺伝

子候補の探索方法として、mRNA 発現に着目しマイクロアレイ解析を利用する方法、

またタンパク質発現に着目しプロテオーム解析を利用する方法を比較検討することで、

以後の研究基盤を作ることにも着手した。 
 

3 度の独立したマイクロアレイ解析によって抽出された 12 種の miRNAs 
 本章では miRNAs の網羅的探索にあたり、false positive な結果を可能な限り除去す

る目的で、3 度の独立したマイクロアレイ解析を行った。解析に供した total RNA につ

いては、必須アミノ酸欠乏に応答するマーカー遺伝子として ATF4 およびこの転写因子

によって発現調節を受けている IGFBP-1 の発現上昇を確認し、正確にアミノ酸欠乏に

応答しているサンプルを供することが出来たと考えている。 
3 度のマイクロアレイデータを比較すると、Log ratio にして 0.1~0.2 程度の値のば

らつきはあるものの、miRNAs の発現変動傾向は安定しており (Data not shown)、ロ

イシン欠乏時に発現上昇する miRNA 群の探索としては成功したと言える。今回はこの

うち平均変動倍率が Log ratio > 0.6 であったもののうち、特に発現上昇が大きかった

12 種の miRNAs を抽出した。このうち最も平均変動倍率が大きかった hsa-miR-1228-
5p は、hsa-miR-1228-3p と共にヘアピンループ状で核外に輸送され、互いに対をなす

miRNAs である。5p 側はそのうちの star 配列側であるが、序論で述べたように、近年

では star 配列の機能性にも注目が集まっていることから (Ghildiyal et al., 2010)、今

回は hsa-miR-1228-5p に着目して研究を進めることにした。 
 

hsa-miR-1228-5p の標的遺伝子候補の探索方法の検討に関して  
 本章ではトランスクリプトーム解析およびプロテオーム解析の 2 つの解析を利用し

て、ロイシン欠乏時および hsa-miR-1228-5p の過剰発現時の両者の変化を比較するこ

とでそれぞれの有用性を評価することにした。網羅性の点でトランスクリプトーム解析

が大きく優れているのは言うまでもないが、ここでは網羅性 (測定出来る全遺伝子数)
に対する実験条件の影響 (ロイシン欠乏やmiRNAトランスフェクションにより変動し

た遺伝子数)の割合という視点も含めて考察する。 
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ロイシン欠乏下での両オミクスの結果に関して 

ロイシン欠乏下では mRNA については、マイクロアレイで評価できる全 21118 遺伝

子のうち 11774遺伝子が発現減少していた。一方 21118遺伝子のうちで hsa-miR-1228-
5p の標的部位を有する 1235 遺伝子のうち、発現減少していたのは 676 遺伝子であっ

た。全体に対する割合を計算すると、順に 55.7%、54.7%とほぼ同程度であった。一方

タンパク質については、定量できた全 3361 遺伝子中 593 遺伝子が発現減少しているこ

とが確認できた。3361 遺伝子のうちで hsa-miR-1228-5p の標的部位を有する 243 遺伝

子のうち、発現減少していたのは 42 遺伝子であった。全体に対する割合を計算すると、

順に 17.6%、17.3%となり、こちらもほぼ同程度であった。 
 
miRNA 過剰発現下での両オミクスの結果に関して 

他方、hsa-miR-1228-5p 過剰発現時では、mRNA についてはマイクロアレイで評価

できる全 21118 遺伝子のうち 2724 遺伝子が発現減少していた。一方 21118 遺伝子の

うちで hsa-miR-1228-5p の標的部位を有する 1235 遺伝子のうち、発現減少していた

のは 154 遺伝子であった。全体に対する割合を計算すると、順に 12.9%、12.4%とほぼ

同程度であった。一方タンパク質については、定量できた全 3361 遺伝子中 3328 遺伝

子が発現減少していることが確認できた。3361 遺伝子のうちで hsa-miR-1228-5p の標

的部位を有する 243 遺伝子のうち、発現減少していたのは 241 遺伝子であった。全体

に対する割合を計算すると、順に 99.0%、99.2%となり、こちらもほぼ同程度であった。 
 
両条件に共通して発現減少していた遺伝子に関して 

トランスクリプトームについては 98 種、プロテオームについては 35 種の遺伝子が

hsa-miR-1228-5p の標的部位を有し、かつ両条件で発現減少していた遺伝子として抽

出された。この 2 群の共通因子は 5 遺伝子 (CTSD、EZR、LRPAP1、QKI、RAB8A)
のみであり、極めて少なかった。従って本章においてはトランスクリプトームとプロテ

オーム結果の相関は非常に低いものとなった。 
 
栄養条件とトランスフェクション条件の影響の比較 

上記の結果より、トランスクリプトームは栄養状態の変化の影響を強く反映し、一方

でプロテオームは miRNA 過剰発現の影響を強く反映することが分かった。また発現変

動している遺伝子の割合に関する結果から、種々の条件の影響の強さは miRNA の標的

部位を持つものと持たないもので同程度であることも分かった。序論で紹介したように、

近年の研究では miRNAs による遺伝子発現制御の大半は標的遺伝子の mRNA 分解に

起因するという報告も多い (Guo et al., 2010)が、本章の結果はこうした報告とは異な

るものであった。しかし、こうした既報もあらゆる miRNAs に対しての普遍的な結果 

24



ではなく、miRNAs 導入後の培養時間等によっても大きく影響を受ける可能性が高い。

また hsa-miR-1228-5p の標的部位を有する遺伝子に関しては、トランスクリプトーム

とプロテオームデータに相関があまり認められなかったこと、タンパク質情報がより表

現型に近いものであることから、本研究の範囲内ではプロテオーム解析がより有用であ

ると結論付けることにした。 
 
本章まとめ 
 3 度の miRNA アレイの施行によって、擬陽性の低い結果としてロイシン欠乏に応答

して発現上昇する 12 種の miRNAs を見出すことに成功した。またそのうちの 1 つで

ある hsa-miR-1228-5p に着目し、その標的遺伝子探索方法の検討として、トランスク

リプトームとプロテオーム解析をそれぞれ利用する方法を比較したところ、本章の試験

条件ではプロテオーム解析結果が miRNA の作用をより強く反映すると考えられ、現段

階では以後の解析に有用であると考えられた。しかし時間検討などを引き続き行い、ト

ランスクリプトームデータとの併用など、より正確に標的遺伝子を見出す方法などの検

討も必要であろう。 
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10× Earle’s Balanced Salt Solution
100×MEM Vitamin Solution
NaHCO3
HEPES

L-グルタミン
L-アルギニン塩酸塩
L-システイン塩酸塩 (一水塩)
L-チロシン
L-ヒスチジン塩酸塩 (一水塩)
L-リジン塩酸塩
L-メチオニン
L-フェニルアラニン
L-スレオニン
L-トリプトファン
L-イソロイシン
L-ロイシン
L-バリン

100 mL
10 mL

2200 mg
5958 mg

292.2 mg
126 mg

31.4 mg
36 mg
42 mg
73 mg
15 mg
32 mg
48 mg
10 mg
52 mg
52 mg
52 mg

試薬 /L

Table. 1-1-1. アッセイに使用した培地組成

上記はControl培地の組成を示している。Leu (-)群については、
上記培地組成から、L-ロイシンを除いたものを調製した。
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miRNA Log ratio (Ave.)

hsa-miR-149-3p                                           0.87

hsa-miR-638                                                 0.71

hsa-miR-663a                                               0.80

hsa-miR-762                                                 0.88

hsa-miR-1228-5p                                         1.03

hsa-miR-1469                                               0.95

hsa-miR-1915                                               0.71

hsa-miR-3178                                               0.91

hsa-miR-3196                                               0.78

hsa-miR-4497                                               0.82

hsa-miR-4508                                               1.02

hsa-miR-4530                                               0.87

Table. 1-1-2. ロイシン欠乏下で発現上昇したmiRNAs

3回のマイクロアレイの試験で得られたLog ratioの平均値を
示した。 27
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Fig. 1-1-2-1. ロイシン欠乏下のHepG2細胞におけるATF4およびIGFBP-1
のmRNA発現
グラフの値は平均値±S.E.を示す。n=3, ＊＊:p<0.01 (vs.Control)
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Fig. 1-1-2-2. ロイシン欠乏下のHepG2細胞におけるhsa-miR-1228-5pの
発現
グラフの値は平均値±S.E.を示す。n=6, ＊:p<0.05 (vs.Control)
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ロイシン欠乏

Log ratio < -0.1
(11774)

hsa-miR-1228-5p OX

Log ratio < -0.1
(2724)

hsa-miR-1228-5p
標的候補

(676)

hsa-miR-1228-5p
標的候補

(154)

98候補遺伝子

Fig. 1-2-2-1. トランスクリプトーム解析によるmiRNA標的遺伝子
候補の探索
ロイシン欠乏時にhsa-miR-1228-5pの作用を介して発現減少する
98種の遺伝子リストを2つのマイクロアレイ試験の統合解析に
よって抽出した。()内には減少した遺伝子数を示した。
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ロイシン欠乏

Log ratio < -0.1
(593)

hsa-miR-1228-5p OX

Log ratio < -0.1
(3328)

hsa-miR-1228-5p
標的候補

(42)

hsa-miR-1228-5p
標的候補

(241)

35候補遺伝子

Fig. 1-2-2-2. プロテオーム解析によるmiRNA標的遺伝子候補の
探索
ロイシン欠乏時にhsa-miR-1228-5pの作用を介して発現減少する
遺伝子を2つのプロテオーム試験の統合解析によって抽出した。
()内には減少した遺伝子数を示した。
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第二章 
ロイシン欠乏下の HepG2 細胞で転写因子 

ATF4 によって制御される miRNAs の機能と 
その応答機序の解析 
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緒言 

 
第一章では、網羅的解析手法を利用して必須アミノ酸の 1 つであるロイシンの欠乏に

応答する 12 種の miRNAs を見出した。また併せて、トランスクリプトームやプロテオ

ーム解析の結果との統合解析によって、miRNAs の標的遺伝子候補を推定するための

有効な方法を探索した。本章ではそれら 12 種の miRNAs がどのような機構を介してロ

イシン欠乏に応答しているのか、その機序の解析を試みた。 
 必須アミノ酸欠乏下では、その状況に適応するために遺伝子発現の変化を始めとした

様々な応答が生じることが広く知られている (Bruhat et al., 1999)。そのうちの 1 つと

して、mGCN2/eIF2α経路を介した、転写因子 ATF4 (Activating Transcription Factor 
4)の特異的な翻訳活性化が挙げられる (De Sousa-Coelho et al., 2013)。ATF4 は bZIP
スーパーファミリーに属する転写因子であり、他の ATF ファミリーのタンパク質や

C/EBP (CCAAT/enhancer binding protein)ファミリーと共に働くことにより、アスパ

ラギン合成酵素や CHOP (C/EBP homology protein)の発現を誘導する (Ohoka et al., 
2005)。序論で述べたように、microRNA の発現は通常の遺伝子と同様に行われる 
(Canonical pathway)か、タンパク質コード遺伝子の転写時にイントロンから切り出さ

れる形 (Mitron pathway)で行われる (Ha and Kim, 2014; Kim et al., 2009)。従って

この ATF4 によって発現が制御される microRNA も存在することが予想されるが、こ

うした報告は未だなされていなかった。そこで本研究では、ロイシン欠乏時の miRNAs
の発現制御機構解明の一歩として、この ATF4 によって発現制御される miRNAs の探

索を行うこととした。また併せて、第一章で検討した標的遺伝子候補推定の結果を踏ま

え、主にプロテオーム解析を活用してこうした miRNAs の標的探索を行い、この現象

の生理学的な意義を見出すことを目的とした。  
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第一節 

ATF 過剰発現プラスミドの構築と HepG2 細胞導入時の発現確認 
 

2-1-1. 材料と方法 
 
2-1-1-a. 細胞培養 

ヒト肝臓ガン由来 HepG2 細胞の培養は、1-1-1-a.と同様にして行った。 
 
2-1-1-b. 細胞からの total RNA の抽出 
 1-1-1-b.と同様にして行った。 
 
2-1-1-c. ATF4 ORF 領域の増幅 

細胞から抽出した total RNA から cDNA を合成しこれを鋳型として使用した。cDNA
の合成は、1-1-1-c.と同様にして行った。得られた cDNA 200 ng を含む DNA 溶液と下

記のプライマー (それぞれ 0.2 µM に希釈したものを 1 µL ずつ)、dNTP mixture を 4 
µL、5×PrimeSTAR buffer (Mg2+ plus)を 10 µL、PrimeSTAR HS DNA polymerase を

0.5 µL を加え計 50 µL とし混合した後に TaKaRa PCR Thermal Cycler Dice® 
Standard を利用し以下の様に温度変化させ、ATF4 の ORF 領域を増幅させた。 
 
94oC 2 min 
98oC 10 sec 
55oC 5 sec 
72oC 70 sec 
4oC  ∞ 
 
使用したプライマー 
F : ACAGGATCCATTCCAGCAAAGCA (BamH1 の認識配列を含む) 
R : CTAGAATTCTCTATGTACAAGCACA (EcoR1 の認識配列を含む) 
 
プライマーの合成は、Invitrogen ThermoFisher Scientific に依頼した。 
  

30 cycle 
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得られた PCR 産物のうち、18 µL に対して 2 µL の 10×Loading buffer (Takara)を

混合した後、全量をアプライして電気泳動※1によって PCR 増幅産物が得られているこ

とを確認した。さらにゲルのその部分をカミソリで切り取り、-20oC で凍結した後、

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)を利用してゲル片から DNA
を回収、精製した。 
 
※1 PCR 産物の電気泳動は以下の方法で行った。TAE buffer 100 mL に対して 1 g の

Agarose S (ナカライテスク)を混合し、電子レンジで加熱して溶解したものを型に流し

込んで 60 分間静置しゲルを作製した。ここに Loading buffer と混合した PCR 産物を

アプライし、50 mV で 45 分間泳動した。泳動後のゲルを EtBr 溶液中で 15 分間振盪

後 UV を照射し、ヒト ATF ORF の塩基長である 1088 bp 付近にバンドがあることを

確認した。 
 
2-1-1-d. ATF4 過剰発現プラスミドの作製 

pcDNA TM3.1 (+) (Invitrigen ThermoFisher Scientific) 2 µg と 2-2-1-c.で得られた精

製後 PCR 産物 50 µg を、BamH1 および EcoR1 を加え 37oC で一晩処理した後、両者

のモル比が pcDNA : PCR 産物 = 1 : 5 になるように濃度を調整し、ここに T4 DNA 
ligase を混合し 4oC で一晩処理し、PCR 断片をプラスミドに導入した。ライゲーショ

ン後のプラスミドは 2-1-1-c.と同様に TAE ゲルでの泳動を行い分子量が約 6500 bp 付

近にバンドが生じる事を確認、切り取った後、ゲル片からの精製を経て適切にインサー

トが導入されたと考えられるものを回収した。このプラスミド DNA 3 ng を E coli. 
DH5a Competent Cells (Takara) 50 µL と混合し、氷上で 30-40 分間静置した後、ヒー

トブロックにて 42oC で 45 秒間処理し、氷上で 2 分間急冷した。ここに SOC 培地を

950 µL 加え、転倒混和した後、同じくヒートブロックにて 37oC で 30 分間培養した。

培養後の大腸菌溶液を、LB 寒天培地 (2.5 g/100 mL LB、1.5 g/100 mL Agar、それぞ

れ Sigma Aldrich、ナカライテスク)プレート上に塗布し、37oC で一晩培養した。プレ

ート上に生じたコロニーを回収し、50 µg/mL のアンピシリンナトリウムを含む 3 mL
の LB 液体培地中で一晩振盪培養した。培養後の培地を室温で 3,000 rpm、1 分間遠心

した後、大腸菌ペレットを回収し、GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma Aldrich)
を使用してプラスミド DNA を回収した。プラスミド DNA 2 µg に対して再度制限酵素

処理を施し、電気泳動を行い、5428 bp および 1088 bp 位置付近にバンドが生じること

を確認した後、シークエンスを Eurofins Genomics 社に依頼して解析し、正確に ATF4 
ORF が導入されていることを確認し、過剰発現プラスミドの完成とした。 
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2-1-1-e. HepG2 細胞への ATF 過剰発現プラスミドの導入 

6well-plate (Falcon)で 70-80%コンフルエントになるように HepG2 細胞を播種し、

10%FBS を含む DMEM 培地で一晩培養した。翌日、2-2-1-d.で作製した ATF4 過剰発

現プラスミドまたはインサートを含まない pcDNA TM3.1 (+) をトランスフェクション※2

させた。トランスフェクション開始 6 時間後に一度培地交換を行い、更にその 18 時間

後にも培地を交換した。トランスフェクション開始後 24、48 時間後に各 well を PBS
で 2 回洗浄し、プレートを液体窒素に接触させることで凍結させた。プレートは以後解

析に利用するまでは-80oC にて保存した。 
 
※2 プラスミドのトランスフェクションは以下のようにして行った。まず 10 µL/well 
Lipofectamine 2000 Reagent を、140 µL/well Opti-MEM I Reduced-Serum Medium 
(共に Invitrogen Invitrigen ThermoFisher Scientific)で希釈し、室温で 5 分間静置し

た。他方、両プラスミド 1 µg を同じく終量 150 µL となるように Opti-MEM I Reduced-
Serum Medium に溶解した。次いで両者を混合後 vortex、スピンダウンした後、室温

で 20 分間静置した。予め 37oC に加温しておいた 10%FBS を含む DMEM 培地を 1700 
µL 加え、計 2000 µL とし各 well に分注した。 
 
2-1-1-f. 定量 RT-PCR による ATF4 mRNA 量の測定 

培養後の HepG2 細胞から得た total RNA から cDNA を合成し、これを使用して定

量 PCR を行った。方法は 1-1-1-c.と同様にして行った。内部標準として glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)の mRNA 発現を補正に利用し、目的の mRNA
の相対値を算出した。使用したプライマーは以下に示した。 
 
使用したプライマー 
ATF4 
F : ACAGGATCCATTCCAGCAAAGCA  
R : CTAGAATTCTCTATGTACAAGCACA 
 
GAPDH 
F : CGACCACTTTGTCAAGCTCA 
R : GCTGGTCCAGGGGTCTTACT 
プライマーの合成は、Invitrogen ThermoFisher Scientific に依頼した。 
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2-1-1-g. HepG2 細胞からのタンパク質の抽出 
 1-2-1-c.と同様にして行った。 
 
2-1-1-h. イムノブロッティングによる ATF4 タンパク質発現量の測定 

SDS-PAGE に供する際、8%ポリアクリルアミドゲルを使用した。タンパク質 20 µg
の抽出溶液に対して 3×Laemmli’s buffer を加えて 5 分間煮沸したサンプルを SDS-
PAGE に供した。泳動槽は Mini-PROTEAN 3 cell (Bio-Rad)を使用した。泳動終了後、

PVDF 膜 (Immobilon-P, Millipore)へのブロッティングを、セミドライブロッター (ア
ナテック)を使用したセミドライ式で行った (定電流 1 mA/1 cm2、45-60 分間)。なお用

いた泳動 buffer および blotting buffer の組成に関しては後述する。ブロッティング終

了後、PVDF 膜を PVDF Blocking Reagent for Can Get Signal® (TOYOBO)に浸し、

室温で 1 時間もしくは 4oC で一晩ブロッキングした。抗体による検出は以下のように

行った。一次抗体は後述する濃度に Can Get Signal Solution 1 で希釈して用い、4oC
で一晩インキュベートした。続いて TBS-T で 5 回洗浄後、二次抗体として horseradish 
peroxidase (HRP)標識抗体 (GE Healthcare)を Can Get Signal Solution 2 で 1 : 2500-
10000 に希釈して用い、室温で 1 時間インキュベートした。最後に TBS-T で 5 回洗浄

した後に ECL Western Blotting Detection System (GE Healthcare)で化学発光させ

た。化学発光は Ez-Capture MG (ATTO)で検出し、CS Analyzer 3.0 (ATTO)を用いて

デンシメトリー解析により定量を行った。 
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泳動 buffer 組成 

25 mM Tris (ナカライテスク) 
192 mM Glycine (関東化学) 
0.1% SDS (ナカライテスク) 

 
Blotting buffer 組成 
 25 mM Tris (ナカライテスク) 
 192 mM Glycine (関東化学) 
 0.1% SDS (ナカライテスク) 
 15% (v/v) メタノール (関東化学) 
 
TBS-T (pH 7.4)組成 
 25 mM Tris (ナカライテスク) 
 135 mM NaCl (関東化学) 
 2.5 mM KCl (関東化学) 
 0.1% (v/v) Tween20 (関東化学) 
 
用いた一次抗体 
#11815 ATF-4 (D4B8) Rabbit mAb (Cell Signaling Technology) 
希釈倍率 1 : 1000 
GAPDH antibody (V-18): sc-20357 (Santa Cruz Biotechnology) 
希釈倍率 1 : 250 
 
2-1-1-i. 統計処理 

結果は平均値±標準誤差で示した。統計解析はスチューデントの t-test を用いて有意

性の検定を行った。 
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2-1-2. 結果 
 ATF 過剰発現プラスミドを導入した HepG2 細胞における ATF4 mRNA および ATF
タンパク質の発現量をそれぞれ測定したところ、過剰発現処理によって mRNA レベル

では約 18.6 倍の、タンパク質レベルでは約 6.27 倍の上昇が認められた (Fig. 2-1.)。 
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第二節 

ATF4 過剰発現時に発現上昇する miRNAs の探索とその発現挙動解析 
 

2-2-1. 材料と方法 
 
2-2-1-a. マイクロアレイ解析 

Total RNA は 2-1-1-f.で抽出したものを使用した。またマイクロアレイ解析には

GeneChip® miRNA 3.0 Array (Affymetrix)を使用し、実験条件については 1-1-1-d.と同

様にして行った。得られたデータセットのうちで、Mock 群に対する ATF4 OX 群の発

現上昇倍率が Log ratio > 0.6 であったものを発現上昇したものと判定した。 
 
2-2-1-b. ロイシン欠乏下での miR-663a および miR-1469 の発現挙動解析 

アッセイ開始時に 70-80%コンフルエントになるように、12 well-plate に HepG2 細

胞を播種し 10%FBS を含む DMEM 培地で一晩培養した。培地を MEM (Control 群)
もしくはロイシンを含まない MEM [Leu(-)群]に交換し、0-48 時間培養した。培養開始

後 0、12、24、48 時間後に細胞を洗浄し、total RNA を抽出した。total RNA の抽出は

1-1-1-b.と同様に行った。Total RNA からの cDNA 合成、およびその後の定量 PCR は

下記に示すプライマーを使用し、1-1-1-c.と同様にして行った。内部標準として U6 
spliceosomal RNA (U6snRNA)の miRNA 発現を補正に利用し、目的の miRNA の相対

値を算出した。 
 
使用したプライマー 
Hs_miR-663_3 miScript Primer Assay (MS00037247, QIAGEN) 
Hs_miR-1469_2 miScript Primer Assay (MS00037800, QIAGEN) 
Hs_RNU6-2_11 miScript Primer Assay (MS00033740、QIAGEN) 
 
2-2-1-c. ATF4 ノックダウン HepG2 細胞での ATF4 タンパク量の経時的変化の解析 

ATF4 のノックダウンは以下の様に行った。アッセイ開始時に 70-80%コンフルエン

トになるように、6 well-plate に HepG2 細胞を播種し 10%FBS を含む DMEM 培地で

一晩培養した。翌日、ATF4 を標的とする siRNA または標的遺伝子を持たない siRNA 
(後述)を終濃度が 40 nM になるようにトランスフェクション※3 させた。トランスフェ

クション開始後 6 時間で一度培地交換を行い、更にその 18 時間後にも培地を交換した。

トランスフェクション開始後 0、12、24、48 時間後に各 well を PBS で 2 回洗浄し、

プレートを液体窒素に接触させることで凍結させた。プレートは以後解析に利用するま

では-80oC にて保存した。 
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※3 siRNA のトランスフェクションは以下の様に行った。まず 2.5 µL/well 
Lipofectamine® RNAiMAX Reagent を、147.5 µL/well Opti-MEM I Reduced-Serum 
Medium (共に Invitrogen Invitrigen ThermoFisher Scientific)で希釈し、室温で 5 分

間静置した。他方 20 µM となるように RNAse free 水に溶解した siRNA (後述) 2 µL を

148 µL の Opti-MEM I Reduced-Serum Medium に溶解し終量 150 µL とした。次いで

両者を混合後 vortex、スピンダウンした後、室温で 20 分間静置した。予め 37oC に加

温しておいた 10%FBS を含む DMEM 培地を 700 µL 加え計 1000 µL とし各 well に分

注した 
 
使用した siRNA 
Hs_ATF4_5 FlexiTube siRNA (SI03019345, QIAGEN) 
AllStars Negative Control siRNA (SI03650318, QIAGEN) 
 
その後のイムノブロットに関しては、2-1-1-h.と同様に行った。 
 
2-2-1-d. ATF4 ノックダウン、ロイシン欠乏時の HepG2 細胞での ATF4 の発現解析 
 アッセイ開始時に 70-80%コンフルエントになるように、6 well-plate に HepG2 細胞

を播種し 10%FBS を含む DMEM 培地で一晩培養した。翌日、ATF4 を標的とする

siRNA または標的遺伝子を持たない siRNA を終濃度が 40 nM になるようにトランス

フェクションさせた。トランスフェクション開始 6 時間後に一度培地交換を行い、さら

にその 6 時間後に培地を MEM (Control 群)もしくはロイシンを含まない MEM [Leu(-)
群]に交換し、12 時間培養した。細胞から total RNA、タンパク質を抽出し、定量 PCR
およびイムノブロットにより ATF4 mRNA、ATF4 タンパク質の発現を測定した。Total 
RNA の抽出および定量 PCR、イムノブロットについては 1-1-1-c.および 2-1-1-h.と同

様にして行った。 
 
2-2-1-e. ATF4 ノックダウン、ロイシン欠乏時の HepG2 細胞での両 miRNAs の発現挙

動解析 
2-2-1-d.で抽出した total RNA を使用して cDNA を合成し、定量 PCR によって hsa-

miR-663a および hsa-miR-1469 の発現量を測定した。cDNA の合成およびその後の定

量 PCR については、2-2-1-b.と同様にして行った。 
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2-1-1-i. 統計処理 

結果は平均値±標準誤差で示した。統計解析は 2 群比較の場合はスチューデントの t-
test を、4 群比較の場合は二元配置分散分析後、Tukey の方法を利用して有意性の判定

を行った。 
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2-2-2. 結果 
  
2-2-2-a. マイクロアレイ解析 

マイクロアレイ解析の結果、ATF4 過剰発現時に発現上昇した miRNAs は 702 種あ

り、そのうち Mock 群に対する発現上昇倍率が Log ratio > 0.6 の条件を満たしていた

ものは 203 種であった。この 203 種と第一章で抽出されたロイシン欠乏下で発現上昇

する 12 種の miRNAs を比較すると、hsa-miR-663a および hsa-miR-1469 が共通して

発現上昇を示していた (Fig. 2-2-2-1)。 
 

2-2-2-b. ロイシン欠乏下での hsa-miR-663a および hsa-miR-1469 の発現挙動解析 
ロイシン欠乏下における両 miRNAs の発現挙動を調べるため、一定時間ごとに total 

RNA を回収し、発現量を測定したところ、hsa-miR-663a の発現量はロイシン欠乏開始

から以後 48 時間後まで上昇し続け、Control 群と比較して最大 3.14 倍の上昇を示した 
(Fig. 2-2-2-2A)。一方 hsa-miR-1469 の発現量はロイシン欠乏開始後 24 時間でピーク

を示し、以後 48 時間まで Control 群に対して高値を示し続けたが、最大 3.9 倍の上昇

を示した (Fig. 2-2-2-2B)。 
 
2-2-2-c. ATF4 ノックダウン HepG2 細胞での ATF4 タンパク量の経時変化 
 HepG2 細胞内の ATF4 タンパク発現量は、siRNA トランスフェクション開始 12 時

間以降、全ての時間において siRNA による有意なノックダウン効果が認められた。一

方で ATF4 を標的としない control siRNA 群では、トランスフェクション開始 24 時間

以降、顕著な ATF4 発現の上昇が認められた (Fig. 2-2-2-3A、B)。 
 
2-2-2-d. ATF4 ノックダウン、ロイシン欠乏時の HepG2 細胞での ATF4 の発現解析 
 HepG2 細胞内の ATF4 タンパク発現量および mRNA の発現量は、control siRNA の

トランスフェクション条件下では、ロイシン欠乏処理によって有意な増加を示した 
(Control 群に対してタンパクレベルでは 2.16 倍、mRNA レベルでは 1.92 倍)が、ATF4
を標的とする siRNA のトランスフェクションを施した群においては、この有意な発現

増加が認められなかった (Fig. 2-2-2-4A-C)。 
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2-2-2-e. ATF4 ノックダウン、ロイシン欠乏時の HepG2 細胞での各 miRNAs の発現挙

動解析 
 12 時間のロイシン欠乏処理を施した HepG2 細胞中の両 miRNAs の発現は有意に増

加し、hsa-miR-663a で 1.81 倍、hsa-miR-1469 で 1.70 倍の上昇を示した。しかし、

ATF4 を標的とする siRNA の処理によってこの上昇は Control レベルにまで完全にキ

ャンセルされた (Fig. 2-2-2-5A、B)。 
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第三節 
トランスフェクション技術を利用した 

hsa-miR-663a および hsa-miR-1469 の機能解析 
 
2-3-1. 材料と方法 
 
2-3-1-a. TargetScanHuman を利用した miRNA 標的遺伝子候補の探索 

hsa-miR-663a お よ び hsa-miR-1469 の 標 的 遺 伝 子 候 補 の 探 索 に は 、

TargetScanHuman (Release 7.0, http://www.targetscan.org/vert_70/)を使用した。第

一章で得たロイシン欠乏下の HepG2 細胞内のプロテオームデータセットのうち、発現

変動が Log ratio < -0.1 を満たす遺伝子に絞り、hsa-miR-663a および hsa-miR-1469
の標的部位を有するものを探索した。 

 
2-3-1-b. miRNA のトランスフェクション 
 各 miRNAs の過剰発現は 1-2-1-d.と同様にして行った。使用した試薬は以下に示し

た。 
 
Non-targeting miRNA Mimic v1 (MIM9001、Active Motif) 
hsa-miR-663a Mimic (MIM0663、Active Motif) 
hsa-miR-1469 Mimic (MIM0829、Active Motif) 
 
2-3-1-c. 細胞からの total RNA の回収 

1-1-1-b.と同様に行った。 
 
2-3-1-d. 細胞からのタンパク質の回収 

1-2-1-c.と同様に行った。 
 
2-3-1-e. イムノブロッティング 

2-1-1-h.と同様にして行った。使用した抗体を以下に示す。 
 
使用した抗体 
#2691 PRAS40 (D23C7) XP® Rabbit mAb 
 希釈倍率 1 : 1000 
#3339 Ras (27H5) Rabbit mAb 

希釈倍率 1 : 500 
#3787 Phospho-Akt (Ser473) (736E11) Rabbit mAb 

45

http://www.targetscan.org/vert_70/


 希釈倍率 1 : 1000 
#2938 Akt1 (C73H10) Rabbit mAb 
 希釈倍率 1 : 500 
#9205 Phospho-p70 S6 Kinase (Thr389) Antibody 
希釈倍率 1 : 1000 
#2708 p70 S6 Kinase (49D7) Rabbit mAb 
 希釈倍率 1 : 500 
#3700 β-Actin (8H10D10) Mouse mAb 

希釈倍率 1 : 1000 
(全て Cell Signaling Technology) 
 
2-3-1-f. 定量 PCR 

 得られた total RNA から、cDNA を合成しこれを鋳型として使用した。cDNA の

合成およびその後の PCR 増幅反応は 1-1-1-c.と同様にして行った。用いたプライマー

の配列、は以下に示した。尚、内部標準として glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (GAPDH)の mRNA 発現を補正に利用し、目的の mRNA の相対値を算

出した。 
 
使用したプライマー 
SREBP1c 
F : GGCCCGGGAAGTCACTGT 
R : GGAGCCATGGATTGCACATT 
FASN 
F : TGATTCAAATTGCTGCTTGG 
R : CACATGCGGTTTAATTGTGG 
ACC1 
F : GCCACAGTTCTGAGCCTTAACC 
R : CGCTCCATACCCAGCCATAC 
SCD1 
F : CCTGGGCATAACAGCAGGA 
R : TCACGAGCCCATTCATAGACA 
LDLR 
F : CAAGTGCCAGTGTGAGGAAGG 
R : GGTGAAGAAGAGGTAGGCGATG 
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HMGCR 
F : CTTGTTGAATGTCTTGTGATTGGAG 
R : AGGACACACAAGCTGGGAAGA 
LC3a 
F : CGCTACAAGGGTGAGAAGCA 
R : GGTTCACCAGCAGGAAGAAGG 
LC3b 
F : ACCATGCCGTCGGAGAA 
R : CACCGGGATTTTGGTTGG 
BCL2 
F : TGTGGATGACTGAGTACCTGAACC 
R : ACAGCCAGGAGAAATCAAACAGA 
β-actin 
F : AGCACAGAGCCTCGCCTTT 
R : GCGCGGCGATATCATCA 
 
2-3-1-g. 統計解析 
結果は平均値±標準誤差で示した。統計解析は 2 群比較の場合はスチューデントの t-
test を、3 群比較の場合は Dunnett の方法を用いて有意性の検定を行った。 
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2-3-2. 結果 
 
2-3-2-a. TargetScan を利用した miRNAs 標的遺伝子候補の探索 

TargetScan 上で hsa-miR-663a および hsa-miR-1469 の標的遺伝子候補を探索した

ところ、それぞれ 97 種、62 種の遺伝子が見出された。得られた結果を TargetScan 上

で標的候補の確からしさの指標の 1 つとして利用されている Cumulative weighted 
context++ score を参考にして順位付けし、上位 5 種の遺伝子を抽出したところ、hsa-
miR-663a については AKT1S1、FASN、SLC25A1、HRAS、GLO1 が、hsa-miR-1469
については AKT1S1、E2F7、NDRG1、SDF4、TMSB10 が抽出された (Table. 2-3-2.)。
なお、この後着目した AKT1S1 および HRAS について、各 miRNAs の標的部位の位

置や配列を Fig. 2-3-2-1~3.に示した。 
 
2-3-2-b. miRNA トランスフェクションによる標的候補タンパク質量の変化 
 トランスフェクション開始 48 時間後の HepG2 細胞中の AKT1S1 (PRAS40)、HRAS
のタンパク発現をイムノブロットで確認したところ、hsa-miR-663a の過剰発現によっ

て AKT1S1 (PRAS40)のタンパク発現量は有意な減少を示し、0.69 倍となった (Fig. 2-
3-2-4)。また HRAS のタンパク発現量は有意な上昇を示し、1.26 倍となった(Fig. 2-3-
2-5)。一方 hsa-miR-1469 の過剰発現によって AKT1S1 (PRAS40)のタンパク発現量は

変化しなかった (Fig. 2-3-2-4)。 
 
2-3-2-c. miRNA トランスフェクションが Akt および p70S6K のリン酸化に及ぼす影

響 
 トランスフェクション開始 48 時間後の HepG2 細胞中の Akt、p70S6K およびその

リン酸化タンパク発現を定量し、リン酸化レベルを測定した。その結果 hsa-miR-663a 
および hsa-miR-1469 の過剰発現によって Akt のリン酸化レベルには変化は無かった

が、p70S6K のリン酸化レベルは有意に減少し、それぞれ 0.65 倍、0.60 倍となった (Fig. 
2-3-2-6、7)。 
 
2-3-2-d. miRNA トランスフェクションが脂質代謝関連遺伝子の発現に及ぼす影響 
 トランスフェクション開始 48 時間後の HepG2 細胞中の脂質代謝関連遺伝子の

mRNA 発現を測定したところ、SREBP1c、FASN、LDLR、HMGCR はどちらの miRNA
のトランスフェクションによっても有意な発現上昇を示し、それぞれ hsa-miR-663a で

1.43、4.00、1.18、1.46 倍、hsa-miR-1469 で 1.41、4.73、1.30、1.53 倍となった。一

方 LDLR の発現はどちらの miRNA のトランスフェクションによっても有意な発現減

少を示し、それぞれ 0.90、0.78 倍となった。また、ACC1 は hsa-miR-663a のトラン 
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スフェクションでのみ有意な減少を示し、0.83 倍となった (Fig. 2-3-2-8)。 
 
2-3-2-e. miRNA トランスフェクションがオートファジーおよびアポトーシス関連遺

伝子の発現に及ぼす影響 
トランスフェクション開始 48 時間後の HepG2 細胞中のオートファジーおよびアポ

トーシス関連遺伝子の mRNA 発現を測定したところ、BCL2 はどちらの miRNA のト

ランスフェクションによっても有意な発現減少を示し、それぞれ hsa-miR-663a で 0.39
倍、hsa-miR-1469 で 0.60 倍となった。他方、LC3a、LC3b は hsa-miR-663a のトラ

ンスフェクションのみによって有意な発現減少を示し、それぞれ 0.78、0.81 倍となっ

た (Fig. 2-3-2-9)。 
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第四節 
考察 

 
本章では、第一章でマイクロアレイ解析によって抽出されたロイシン欠乏に応答して

発現変動した 12 種の miRNAs の発現調節機構の解明の第一歩として、転写因子 ATF4
によって制御される miRNAs のスクリーニングを行い、これと先の 12 種の miRNAs
を比較することで、ロイシン欠乏下で ATF4 を介して応答する miRNAs の探索を行っ

た。第一節にて作製した ATF4 過剰発現ベクターの導入により、HepG2 細胞内では大

幅な ATF4 の発現上昇が確認され、miRNAs のスクリーニングを行う上で適切なサン

プルを入手することが出来たと考えている。第二節ではこうして得られた total RNA を

供したmiRNAアレイ、またこの結果と第一章で抽出した12種の結果の共通項として、

hsa-miR-663a および hsa-miR-1469 を見出すことが出来た。 
 
2 つの miRNAs は、ATF4 による転写活性化により発現上昇している 

microRNA の発現の変動要因として、大きく分けて転写活性の変動およびその後の安

定性の変動の 2 つが考えられる。本章二節で得られた結果により、ATF4 のノックダウ

ンによってロイシン欠乏によって誘導される hsa-miR-663aおよび hsa-miR-1469の発

現上昇が対照群と同程度にまで完全にキャンセルされる事が明らかとなった。ATF4 の

転写因子としての働きに関する様々な報告、また両 miRNAs の host 遺伝子の転写開始

点上流には、ATF4 のコア配列の１種である AARE (Amino acid response element)お
よび CRE (cAMP response element)の類似配列が保存されていたこと (Fig. 2-4-1)か
ら、両 miRNAs はロイシン欠乏下において ATF4 による転写活性化を経て発現上昇し

ていたと考えることが出来る。 
 

両 miRNAs の標的候補探索の結果に関して 
 本章では TargetScanHuman7.0 を利用して、両 miRNAs の標的候補を 5 つずつ抽

出した。ロイシン欠乏時にはタンパク質代謝、および脂質代謝に大きな変動が生じるが、

この変動に大きく寄与しているのが mTOR であると考えられている (Ricoult and 
Manning, 2013)。mTOR はロイシンによって直接的に活性化されるほか、インスリン

や IGF-1 といった成長因子の作用により、PI3K/Akt 経路を経て活性化されることが報

告されている (Loewith and Hall, 2011)。そこで本章では、mTOR 経路の不活性化を

誘導する因子としての miRNAs の可能性を探るため、この経路に関連する因子を主な

解析対象とした。 
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標的候補遺伝子タンパク量への hsa-miR-663a 過剰発現の影響 
 今回標的候補とした AKT1S1 および HRAS のうち、48 時間後の miRNAs 過剰発現

によってタンパク量の有意な減少が認められたのは AKT1S1 のみであった。両者の

3’UTR を比較すると、hsa-miR-663a の標的部位は 2 か所あり、また seed sequence の

相同性は共に 7mer-m8 である点では共通している。しかしその 2 か所の 3’末端からの

距離 (AKT1S1 では 52-28、146-152 の 2 か所、HRAS では 195-201、243-249 の 2 か

所)については AKT1S1 において、極めて近い位置に標的部位が存在している点が大き

な違いであると言える。序論でも述べた様に、miRNAs の作用の強さの指標 
(Cumulative weighted context++ score、本論文で標的候補抽出に使用した指標でもあ

る)の計算項目には、相同 seed sequence の長さ、その GC 含有率、標的位置の数、標

的位置の 3’末端からの距離などがあり、この距離は非常に重要なファクターである。従

って今回の結果はこうした作用の強さの結果が現れたものだと考えている。 
 
標的候補遺伝子タンパク質量への hsa-miR-1469 過剰発現の影響 
 今回標的候補とした AKT1S1 のタンパク質発現量は、48 時間の miRNA 過剰発現を

施しても影響を受けなかった。しかし miRNA 過剰発現によって p70S6K のリン酸化

レベルの減少が認められていた事から、この miRNA が何らかの遺伝子の mRNA に作

用していることが予想される。標的遺伝子の決定に至らなかった原因として、プロテオ

ーム解析の網羅性の低さが挙げられる。網羅性の向上を期待すると共に、マイクロアレ

イなどを利用し、mRNA の発現変動を参考にすることで、標的遺伝子探索を行うこと

が今後の課題といえる。 
 
miRNAs 過剰発現による mTOR 経路周辺因子の活性の変化に関して 
 今回周辺因子として Akt および p70S6K の活性を評価した。両者は共にリン酸化さ

れることによって活性化される因子であり、Akt は mTOR を含む下流因子のリン酸化

をすることで最終的にタンパク質合成、脂質合成、細胞分裂などを誘導する (Martini 
et al., 2014)。一方 p70S6K は mTOR の下流に位置し、mTORC1 によってリン酸化さ

れ活性化し、自身の下流因子である S6 Ribosomal タンパク質のリン酸化を介してタン

パク質合成の活性化を誘導する (Martini et al., 2014)。今回48時間の2種類のmiRNAs
の過剰発現によって、Akt のリン酸化レベルに変化は認められなかったものの、p70S6K
のリン酸化レベルは大幅な減少が認められた。従って miRNAs は Akt より下流の因子

への関与を介して、p70S6K の活性調節に寄与していると考えられる。 
 hsa-miR-663a は AKT1S1 を標的としてそのタンパク質発現の抑制に関与している

ことが今回明らかになった。AKT1S1 は mTORC1 の構成因子 (mTOR、mLST8/GβL、
Raptor、AKT1S1)の 1 つである (Sancak et al., 2007)。一般には活性型 Akt によって
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リン酸化を受けると、それによって AKT1S1 は mTORC1 から解離し核内に移行し、

それにより mTORC1 が活性化されるため、mTORC1 の活性に対して抑制的な作用を

有する因子であると考えられている (Vander Haar et al., 2007)。しかし一方で Hong-
Brown らは AKT1S1 の KD を施したマウス筋管細胞 C2C12 では、mTORC1 の活性の

低下とそれに伴う p70S6K のリン酸化レベルの低下を報告している (Hong-Brown et 
al., 2010)。本章においても hsa-miR-663a の作用によって AKT1S1 のタンパク質発現

がノックダウンされ、同様の結果が得られたものと考えている。 
 また興味深い事として、第一章で抽出された 12 種の miRNAs のうち、hsa-miR-149-
3p、hsa-miR-762、hsa-miR-3196 も AKT1S1 mRNA の 3’UTR に標的部位を持つ事

が、TargetScanHuman により明らかにされている。hsa-miR-1469 の様に実際に標的

部位を持ちながらも発現を制御しないものもあるため、今後検討が必要であるが、ロイ

シン欠乏下で種々の miRNAs が AKT1S1 の発現を制御している可能性がある。 
 
miRNAs 過剰発現による脂質代謝関連遺伝子発現の変化に関して 
 生存のためのエネルギー産生や、細胞増殖を行うための膜形成のために、脂肪酸合成

経路およびコレステロール合成経路は重要な役割を演じている。生体内の状況を察知し、

こうした代謝を調節する転写因子として SREBPs が広く知られている SREBPs は

bHLH-Zip ファミリーの 1 つであるが、特徴として、まず前駆体として合成され、十分

なステロール存在下では小胞体もしくは核膜上に存在している。ステロール欠乏下では

この前駆体が 2 段階のプロセシングを受け、成熟型となり、コレステロールもしくは脂

肪酸合成関連遺伝子のプロモーター領域に存在する SREs (Sterol regulatory 
elements)あるいは E-box に結合する事で、これら遺伝子の発現を誘導する(Brown et 
al., 2000; Kim et al., 1995; Sakai et al., 1996)。なかでも SREBP1c は肝臓や脂肪組織

を含む様々な組織で主に発現し、脂肪酸合成関連遺伝子の発現を制御し、コレステロー

ル生合成関連遺伝子の発現を制御する SREBP2 との機能分担が行われている (Horton 
et al., 1998)。 

両 miRNAs の過剰発現によって、SREBP1c の mRNA 発現増加、またその下流に位

置する脂肪酸合成経路の酵素であるFASN、SCD1のmRNA発現の増加が認められた。

また、LDLR およびコレステロール合成経路の律速酵素である HMGCR の mRNA 発

現が上昇していたことから、過剰発現下においては脂肪酸およびコレステロールの積極

的な合成が行われる方向に遺伝子発現が変動していたと考えられる。HepG2 細胞をロ

イシン欠乏条件で一定時間培養すると、SREBP1c およびその下流の脂肪酸合成系、コ

レステロール合成系の mRNA 発現量は大幅に減少することが報告されており (Guo 
and Cavener, 2007)、本研究においても同様の結果を得ている (Data not shown)。ま

た、SREBP1cの活性はmTORC1によっても調節を受けていることが知られている (Jo 
et al., 2014)。今回 miRNAs の過剰発現により mTORC1 の活性低下を確認していたこ

52



とから、ロイシン欠乏時と同様に SREBP1c ならびにその下流遺伝子の発現の減少を予

想していたため、今回の結果は想定していたものとは逆の傾向を示していた。 
考えられる原因として、利用した細胞株の性質とトランスフェクション時の培地条件

が考えられる。今回の試験においては、ガン細胞である HepG2 細胞を使用した。一般

にガン細胞はエネルギー要求性が非常に高く、今回のように mTORC1 活性が低下して

いても、エネルギーを作り出す方向に代謝が動いていた可能性もある。また導入した

miRNAs が細胞内で正確に作用し、標的遺伝子の発現抑制を適切に誘導することを優

先し、培地中に10% FBSを含むDMEM培地での培養を施していた。そのためmTORC1
活性の抑制は誘導されたものの、他の経路がそれを補う制御が誘導され、結果として脂

質代謝の亢進が誘導されたものと考えている。miRNAs の脂質代謝関連遺伝子群への

より直接的な影響を明らかにするために、今後 miRNAs の inihibitor を使用した機能

解析による検討が必要である。 
 
miRNAs 過剰発現によるオートファジー、アポトーシス関連遺伝子発現の変化に関し

て 
アミノ酸や脂質、糖質など生存に必須な栄養素が欠乏している条件下では、細胞では

アポトーシスやオートファジーが誘導されるなど、生存の維持の為の応答が生じる。必

須アミノ酸であるロイシン欠乏条件下においても、こうした応答が誘導されることは広

く知られている (Wu et al., 2012)。本章ではアポトーシス関連遺伝子として BCL2 を、

オートファジー関連遺伝子として LC3a、LC3b に注目した。BCL2 は Bcl2-ファミリー

の 1 種であり、ミトコンドリアの膜透過性を調節することでアポトーシスの制御を担う

因子の 1 つとして、ミトコンドリアからのシトクロム C の放出を阻害することで、ア

ポトーシスを阻害することが報告されている (Ohsumi, 2001)。一方 LC3 は、転写後

LC3I として翻訳された後に LC3II へとプロセシングされ、オートファゴソームの構成

タンパク質となり、オートファジーのマーカー因子として広く知られている (Ohsumi, 
2001)。これら遺伝子の mRNA 発現が、miRNAs 過剰発現下でどのような振る舞いを

見せるかを検討したところ、両 miRNAs の過剰発現によって BCL2 の大幅な発現減少

が認められ、アポトーシスの誘導が行われていると考えられた。一方オートファジーマ

ーカーである LC3 の発現は、miRNAs の過剰発現によって上昇することはなかった 
(hsa-miR-663a の過剰発現で減少、hsa-miR-1469 の過剰発現では変わらず)。オートフ

ァジーの誘導は、mTORC1 の活性抑制によって惹起されることが知られており (Yu et 
al., 2010)、今回の結果は予想に反していたが、脂質代謝系と同様に使用した細胞株や培

養条件の影響があったと考えている。 
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本章まとめ 
ロイシン欠乏下の HepG2 細胞で発現上昇した 12 種の miRNAs のうち、hsa-miR-663a
および hsa-miR-1469 は転写因子 ATF4 を介して発現上昇していることが明らかにな

った。またその後の機能解析により、hsa-miR-663a は AKT1S1 を標的としその発現を

抑制する事で、mTORC1 の活性を低下させていることが示唆された。mTORC1 は脂質

生合成やタンパク質生合成、アポトーシスなどを制御していることから、ロイシン欠乏

下のこうした経路の制御に miRNAs の関与があることが示唆された。一方で hsa-miR-
1469 も mTORC1 の活性を抑制したものの、今回の解析の網羅性ではそれに寄与する

標的因子を見出すことは出来なかったため、引き続き検討が必要である。 
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Fig. 2-1. ATF4過剰発現プラスミド導入時のHepG2細胞内でのATF4発現
A : イムノブロットの結果
B : ATF4タンパク質発現量
C : ATF4 mRNA発現量
グラフの値は平均値±S.E.を示す。n=3, ＊＊:p<0.01(vs.Control)
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Up-regulated 
(702)

Log ratio > 0.6
(203)

Up-regulated 
(12)

ATF4 OX

Leu(-)

hsa-miR-663a (Log ratio : 0.80、1.01 )

hsa-miR-1469 (Log ratio : 0.95、0.73 )

2

Fig. 2-2-2-1 2つのマイクロアレイデータの統合解析
ロイシン欠乏下で発現上昇したmiRNAsを左 (ベン図緑)に、ATF4過剰
発現時に発現上昇したmiRNAsを右 (ベン図赤)に示している。抽出され
た2つのmiRNAsの変動倍率を（）内に示した (緑 : Leu(-)の3回のアレイ
結果の平均値、赤 : ATF4 OX時のアレイ結果)。
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Fig. 2-2-2-2. ロイシン欠乏下におけるhsa-miR-663aおよびhsa-miR-1469
の経時変化
A : hsa-miR-663a
B : hsa-miR-1469
グラフの値は平均値±S.E.を示す。n=6, ＊＊:p<0.01(vs.Control)
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Fig. 2-2-2-3. ATF4ノックダウンHepG2細胞でのATF4タンパク量の経時変化
A : 代表的なイムノブロットの結果
B : ATF4タンパクの発現量
グラフの値は平均値±S.E.を示す。n=3, ＊＊:p<0.01(vs.Control)
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Fig. 2-2-2-4. ATF4ノックダウン、ロイシン欠乏時のHepG2細胞での
ATF4の発現解析
A : 代表的なイムノブロットの結果
B : ATF4タンパクの発現量
C : ATF4 mRNAの発現量
グラフの値は平均値±S.E.を示す。n=3, ＊＊:p<0.01(vs.Control)
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Fig. 2-2-2-5. ATF4ノックダウン、ロイシン欠乏時のHepG2細胞での
miRNAsの発現解析
グラフの値は平均値±S.E.を示す。n=3, ＊: p<0.05、＊＊:p<0.01(vs.Control)
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miRNA 標的遺伝子候補 Score

hsa-miR-663a

hsa-miR-1469

AKT1S1 -0.89

FASN -0.80

SLC25A1 -0.60

HRAS  -0.60

GLO1 -0.54

TMSB10                     -0.61

E2F7                           -0.45

AKT1S1 -0.41

NDRG1 -0.35

SDF4                           -0.15

Table. 2-3-2 各miRNAsの標的遺伝子候補と標的スコア

TargetScan上での解析における、Cumulative weighted context++ scoreの
上位5位までを示した。また本論文中でその後着目した遺伝子は赤字で示した。
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Human AKT1S1 3’UTR (length : 884 bp )

Position of 52-58 of AKT1S1 3’UTR

. . . CGUCCCACACUACGCCCCCGCCC . . .
5’ 3’

CGCCAGGGCGCCGC-----GGGGCGGA
3’ 5’

hsa-miR-663a

Position of 146-152 of AKT1S1 3’UTR

hsa-miR-663a

CGCCAGGGCGCCGC-----GGGGCGGA
3’ 5’

. . . CCCGCCUCUGCCAAUCCCCGCCG . . .
5’ 3’

Fig. 2-3-2-1. hsa-miR-663aの配列とAKT1S1の結合予想部位

TargetScanHumanにより抽出した2ヶ所の結合予想部位を示した。
青または赤で示した配列が、miRNAのseed sequenceまたはその
予想結合配列である。

62



Human HRAS 3’UTR (length : 533 bp )

Position of 195-201 of HRAS 3’UTR

. .CGGAUGACCCCGGCU--CCCCGCCC . . 
5’ 3’

CGCCAGGGCGCCGC-----GGGGCGGA
3’ 5’

hsa-miR-663a

Position of 243-249 of HRAS 3’UTR

hsa-miR-663a

CGCCAGGGCGCCGC-----GGGGCGGA
3’ 5’

. . GCAGCCUCCCUUGUG-CCCCGCCC . . 
5’ 3’

Fig. 2-3-2-2. hsa-miR-663aの配列とHRASの結合予想部位

TargetScanHumanにより抽出した2ヶ所の結合予想部位を示した。
青または赤で示した配列が、miRNAのseed sequenceまたはその
予想結合配列である。
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Human AKT1S1 3’UTR (length : 884 bp )

Position of 176-182 of AKT1S1 3’UTR

5’

3’

3’

5’
. . . AGCCCACGACCUGCCGCGCCGAG . . .

CCUCGGGCGCGGGGCGCGGCUC

hsa-miR-1469

Fig. 2-3-2-3. hsa-miR-1469の配列とAKT1S1の結合予想部位

TargetScanHumanにより抽出した結合予想部位を示した。
赤で示した配列が、miRNAのseed sequenceまたはその予想結合配列
である。
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Fig. 2-3-2-4. hsa-mR-663a、hsa-miR-1469過剰発現がAKT1S1 
(PRAS40)に及ぼす影響
A :  代表的なイムノブロットの結果
B : PRAS40タンパク発現量

グラフの値は平均値±S.E.を示す。n=3, ＊:p<0.05(vs.Control)
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B

Fig. 2-3-2-5. hsa-mR-663a過剰発現がHRASに及ぼす影響

A :  代表的なイムノブロットの結果
B : HRASタンパク発現量

グラフの値は平均値±S.E.を示す。n=3, ＊:p<0.05(vs.Control)
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Fig. 2-3-2-6. hsa-mR-663a、hsa-miR-1469 過剰発現がAktの
リン酸化に及ぼす影響
A :  代表的なイムノブロットの結果
B : Aktのリン酸化レベル

グラフの値は平均値±S.E.を示す。n=3, ＊:p<0.05(vs.Control)
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Fig. 2-3-2-7. hsa-mR-663a、hsa-miR-1469過剰発現がp70S6Kの
リン酸化に及ぼす影響
A :  代表的なイムノブロットの結果
B : p70S6Kのリン酸化レベル

グラフの値は平均値±S.E.を示す。n=3, ＊:p<0.05(vs.Control)
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Fig. 2-3-2-8. 脂質代謝関連遺伝子発現の変化

グラフの値は平均値±S.E.を示す。n=3, ＊＊:p<0.01, ＊:p<0.05(vs.Control)
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Fig. 2-3-2-9. オートファジー、アポトーシス関連遺伝子発現の変化

グラフの値は平均値±S.E.を示す。n=3, ＊＊:p<0.01, ＊:p<0.05(vs.Control)
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hsa-miR-663a 
host gene

-747

CRE類似配列 (TGACGTTA)

hsa-miR-1469 
host gene(NR2F2)

-917

AARE(TTTCATCAT)

Fig. 2-4-1. hsa-miR-663aおよびhsa-miR-1469のhost遺伝子
の転写開始点上流

両遺伝子の上流にはATF4の結合コア配列 (AARE)、あるいはCRE類似
配列が保存されている。

71



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

第三章 
ロイシン欠乏食給餌マウス肝臓において 

発現上昇する miRNAs の探索と AML12 細胞

を利用したその機能解析 
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緒言 
 

第一章、第二章ではヒト肝臓ガン細胞である HepG2 細胞を用いて、必須アミノ酸の

欠乏に応答する miRNAs の探索およびその機能解析を行ってきた。培養細胞モデルは、

細胞周辺の栄養状態を変化させることや遺伝子導入を簡便に行うことができる非常に

強力なツールであるものの、組織間のネットワークや全身を介したフィードバックなど

実際の生体で生じるイベントを反映することは出来ない。そこで本章では、実験スケー

ルを動物モデルにまで拡張し、より実際の生体情報が反映される状況下でアミノ酸栄養

状態と miRNAs との関係性を見出すことを目的とした。 
 

 
第一節 

ロイシン欠乏食給餌マウスの表現型と脂質代謝関連遺伝子の発現解析 
 
3-1-1. 材料と方法 
 
3-1-1-a. 飼育条件 

6 週齢の雄性 C57BL/6J マウス (日本チャールズリバー)を 2 週間予備飼育した。飼

育期間中の食餌と水は自由摂取とし、飼育室は明期 (8:00~20:00)、暗期 (20:00~8:00)
の 12 時間サイクルで管理した。予備飼育に用いた餌は後述する Control 群の食餌を使

用した。予備飼育後、マウスを標準食 (Control)群、ロイシン欠乏食 ［Leu(-)］群の 2
群に分け (各飼料組成は Table. 3-1-1-1、3-1-1-2 に示す)、以後 7 日間飼育した。マウ

スは個別飼育とし、体重及び摂食量については 2 日に 1 度測定を行った。全ての動物実

験は、東京大学動物実験施設規則に従って動物実験委員会の承認を得て行った。 
本飼育開始後 7 日目に解剖を行った。マウスにイソフロラン (MERCK Animal Health)
で麻酔後、頸動脈より採血を行い、肝臓および骨格筋 (腓腹筋、ヒラメ筋)を摘出した。

摘出した臓器は直ちに液体窒素中で凍結し、後の分析に供するまで-80℃で保存した。

血液はヘパリン処理後、遠心分離し (3,000×g、 4oC、10 分間)、血漿を得た。得られ

た血漿は分析に供するまでは-80oC で保存した。 
 
3-1-1-b. 血中の生化学パラメーター解析 

血漿中のグルコース、トリグリセライド、総コレステロール、インスリンの濃度の測

定を行った。測定にはグルコース CII-テストワコー、トリグリセライド E-テストワコ

ー、コレステロール E-テストワコー (全て和光純薬工業)、マウスインスリン測定キッ
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ト (森永)を使用した。測定は添付のプロトコルに従って行った。 
 
3-1-1-c. 肝臓中脂質の解析 

肝臓中の脂質抽出は Folch et al.の方法 (Floch et al., 1957)をもとにして行った。肝

臓に対して 20 倍容のホルチ液 ［クロロホルム (関東化学) : メタノール (関東化学) = 
2 : 1］中でポリトロン型ホモジナイザーを用いて可溶化し、4oC で一晩静置した。翌日、

ホモジナイズに用いたホルチ液の 1/5 倍容の 0.8%塩化カリウム溶液を加え激しく撹拌

した後、氷上で 1 時間静置した。その後油層を注意深く分取し、減圧下で乾固した後、

再びホルチ液に溶解させた。この溶解液の一部を分取し、再び減圧下で乾固した後、イ

ソプロパノールに溶解させ、測定に供した。試料中のトリグリセライドおよび総コレス

テロール濃度は、トリグリセライド E-テストワコー、コレステロール E-テストワコー 
(ともに和光純薬工業)を用い、添付のプロトコルに従いそれぞれ測定した。 
 
3-1-1-d. 肝臓組織からの total RNA の抽出 

肝臓組織 (約 50 mg)を 1 mL TRIzol 試薬 (Invitrigen ThermoFisher Scientific)に入

れ、ポリトロン型ホモジナイザー (Kinematica)でホモジナイズし、室温で 5 分間静置

した。その後の抽出処理、および純度の確認は 1-1-1-b.と同様にして行った。 
 
3-1-1-e. 定量 RT-PCR 

得られた total RNA から、cDNA を合成しこれを鋳型として使用した。cDNA の合

成およびその後の PCR 増幅反応は 1-1-1-c.と同様にして行った。用いたプライマーの

配列は以下に示した。尚、内部標準としてβ-actin の mRNA 発現を補正に利用し、目的

の mRNA の相対値を算出した。 
 
プライマー 
SREBP1c 
F : ATCGGCGCGGAAGCTGTCGGGGTAGCGTC 
R : ACTGTCTTGGTTGTTGATGAGCTGGAGCAT 
FASN 
F : TTGTCGTCTGCCTCCAGAGC 
R : GACCATGTCCACACCACCAA 
ACC1 
F : CAATCCGATTTGTTGTCATGGT 
R : CGTAATTGTTGTTGTTGGGTCCT 
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SCD1 
F : GCAAGCTCTACACCTGCCTCTT 
R : AGCCGTGCCTTGTAAGTTCTGT 
LDLR 
F : GCAAGGACAAGTCAGATGAGGA 
R : GGCTACCGTGAATGCAGGA 
HMGCR 
F : CAGTACAGTCGTCATTCATTTCCTC 
R : AACTTTGCTAATGCACTCGCTCT 
β-actin 
F : TTCGTTGCCGGTCCACA 
R : CCACGATGGAGGGGAATACA 
 
3-1-1-f. 統計解析 

結果は平均値±標準誤差で示した。統計解析はスチューデントの t-test を用いて有意

性の検定を行った。 
  

75



 
3-1-2. 結果 
 
3-1-2-a. 体重及び摂食量 

飼育期間中の体重は、ロイシン欠乏食給餌群 ［Leu(-)群］では、飼育日数を重ねるに

連れて Control 群と比べて著しく減少し、飼育最終日には Control 群の約 0.82 倍とな

った (Fig. 3-1-2-1A)。また飼育期間中の総摂食量には、両群で有意な差は認められなか

った (Fig. 3-1-2-1B)。 
 
3-1-2-b. 臓器重量 

解剖時の臓器重量を Fig. 3-1-2-2.に示した。肝臓重量は Control 群と比較してロイシ

ン欠乏食給餌群 ［Leu(-)群］で有意に低値を示し、Control 群の約 0.79 倍となった(Fig. 
3-1-2-2A)。また骨格筋重量に関しても、腓腹筋、ヒラメ筋共に有意に低値を示し、共に

Control 群の約 0.88 倍となった (Fig. 3-1-2-2B、C)。 
 
3-1-2-c. 各種血液パラメーター 
ⅰ 血糖値および血漿中インスリン濃度 
 血糖値は Control 群と比較してロイシン欠乏食給餌群 ［Leu(-)群］で有意に低値を

示し Control 群の約 0.85 倍となった (Fig. 3-1-2-3A)、一方血漿中インスリン濃度は両

群で有意な差は認められなかった (Fig. 3-1-2-3B)。 
 
ⅱ 血中トリグリセライド、総コレステロール濃度 
 血中トリグリセライド、総コレステロール濃度は Control 群と比較してロイシン欠乏

食給餌群 ［Leu(-)群］で有意に低値を示しそれぞれ Control 群の約 0.77 倍、0.87 倍と

なった (Fig. 3-1-2-4A、B)。 
 
3-1-2-d. 肝臓中脂質量 
 肝臓中トリグリセライド量、総コレステロール量ともに両群間で有意な差は認められ

なかった (Fig. 3-1-2-5A、B)。 
 
3-1-2-e. 肝臓中脂質代謝関連遺伝子の mRNA 発現 
 SREBP1c、HMGCR、LDLR は Control 群と比較してロイシン欠乏食給餌群 ［Leu(-)
群］において有意な増加が認められ、それぞれ Control の約 1.33 倍、2.33 倍、1.75 倍

であった。他方 SCD1 はロイシン欠乏食給餌群 ［Leu(-)群］において顕著な減少が認

められ、Control の約 0.39 倍となった。FASN および ACC1 の発現量には有意な差は

認められなかった (Fig. 3-1-2-6A-F)。 
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第二節 

ロイシン欠乏食給餌マウス肝臓において発現応答する miRNAs の網羅的探索と 
標的遺伝子候補の探索 

 
3-2-1. 材料と方法 
 
3-2-1-a. マイクロアレイ解析 
 本章 3-1-1-d.で抽出した total RNA を使用した。各群、終量が 1 µg となるように total 
RNA をプールした。以後の miRNAs に対するビオチンラベル化処理からマイクロアレ

イチップへのハイブリダイズ、データの読み取りおよび解析に関しては 1-1-1-d.と同様

に行った。ただし、本試験ではマイクロアレイチップとして GeneChip® miRNA 4.0 Array
（Affymetrix）を使用した。まず得られたデータセットのうち、ロイシン欠乏食給餌群 
［Leu(-)群］での Signal 値が 20 以上であったもののうち、変動倍率が log ratio で 1.0 以

上であったものを抽出した。さらにこうした miRNAs のうち、マウス及びヒトでも保存

されているものを抽出した。 
 
3-2-1-b. mmu-miR-182-5p、mmu-miR-193a-3p、mmu-miR-193b-3p の発現解析 

定量 PCR を利用して解析を行った。3-1-1-d.で抽出した total RNA を使用して cDNA
を合成し、定量 PCR に供した。cDNA の合成及びその後の PCR 反応に関しては、1-1-
1-e.と同様に行った。PCR に使用したプライマーを以下に示す。 
 
使用したプライマー 
Mm_miR-182_2 miScript Primer Assay (MS00011291、QIAGEN) 
Mm_miR-193_1 miScript Primer Assay (MS00001785、QIAGEN) 
Mm_miR-193b_1 miScript Primer Assay (MS00011368、QIAGEN) 
Mm_miR-335_1 miScript Primer Assay (MS00002142、QIAGEN)  
Hs_RNU6-2_11 miScript Primer Assay (MS00033740、QIAGEN) 
 
3-2-1-c. マウス肝臓からのタンパク質抽出 
肝臓組織を約 50 mg 秤り取り、1000 µL の RIPA buffer (組成は後述)に入れ、ポリト

ロン型ホモジナイザー (Kinematica) でホモジナイズした。1 時間ローテーターで撹拌

した後、遠心分離 (14,000×g、4oC、30 分間)し、上清をタンパク質抽出液とした。抽

出液のタンパク質濃度は BSA を基準とした Bradford 法によって測定した。得られた

抽出液は測定に供するまでは-80oC で保存した。 
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RIPA buffer 組成 
50 mM Tris pH 7.6 
150 mM NaCl 
1 mM EDTA 
1% TritonX-100 
1% Sodium Deoxycholate 
0.1% SDS 

 
3-2-1-d. iTRAQ 法によるプロテオーム解析 
 1-2-1-d.と同様にして行った。 
 
3-2-1-e. TargetScan を利用した miRNA 標的遺伝子候補の探索 

mmu-miR-182-5p、mmu-miR-193a、mmu-miR-193b の標的遺伝子候補の探索に

は TargetScanHuman (Release 7.0, http://www.targetscan.org/vert_70/)を使用し

た。得られたプロテオームデータのうち、変動倍率が Log ratio < -0.1 であったものの

中で各 miRNAs の標的部位を有するものを探索した。 
 

3-2-1-f. 統計解析 
結果は平均値±標準誤差で示した。統計解析はスチューデントの t-test を用いて有

意性の検定を行った。 
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3-2-2. 結果 
 
3-2-2-a. マイクロアレイ解析 

今回同定された 3165 種のマウス miRNAs のうち、1300 種の miRNAs が発現上昇、

1504 種の miRNAs が発現減少した。また発現上昇した 1300 種の miRNAs のうち、ロ

イシン欠乏食給餌群 ［Leu(-)群］で Signal 値が 20 以上、かつ変動倍率が Log ratio で

1.0 以上であった miRNAs は、15 個であった。この 15 個の miRNAs のうち、マウス

とヒトの両方で保存されていたのは、mmu-miR-335-5p、mmu-miR-193b-3p、mmu-
miR-182-5p、mmu-miR-193b-3p の 4 種であった (Table. 3-2-2.)。 

 
3-2-2-b. 定量 PCR による各 miRNAs の発現確認 
 定量 PCR でこれら 4 種の miRNAs の発現を確認したところ、mmu-miR-182-5p、
mmu-miR-193a-3p、mmu-miR-193b-3p の発現は有意な上昇を示し、それぞれ 2.15 倍、

2.07 倍、2.40 倍であった。mmu-miR-335-5p については有意な上昇は認められず、マ

イクロアレイ解析の再現性を得ることは出来なかった (Fig. 3-2-2-1)。 
 
3-2-2-c. iTRAQ 法によるプロテオーム解析 

プロテオミクスの結果、2477 種のタンパク質が同定され、そのうち 1734 種のタン

パク質の定量に成功した。このうち発現の減少が認められたものは 823 種であった 
(Fig. 3-2-2-2)。 
 
3-2-2-d. TargetScan を利用した miRNAs 標的遺伝子候補の探索 

TargetScan 上で mmu-miR-182-5p および mmu-miR-193a-3p、mmu-miR-193b-3p
の標的遺伝子候補を探索したところ、それぞれ 97 種、62 種の遺伝子が見出された。得

られた結果を TargetScan 上で標的候補の確からしさの指標の 1 つとして利用されてい

る Cumulative weighted context++ score を参考にして順位付けし、上位 5 種の遺伝子

を抽出したところ、mmu-miR-182-5p については RAC1、MSN、CD2AP、NUS1、
CORO1C が、mmu-miR-193a-3p、mmu-miR-193b-3p※については AP2M1、RPS21、
SPRYD4、HYOU1、YWHAZ が抽出された (Table. 3-2-2-2.)。なお、その後着目した

RAC1、CD2AP、YWHAZ について、各 miRNAs の標的部位の位置や配列を Fig. 3-2-
2-3~5.に示した。 
 
※ mmu-miR-193a-3p と mmu-miR-193b-3p は同一の seed sequence を有するファミ

リーを形成しており、従って標的候補となる遺伝子も同一とされているため、Table. 
3-2-2-2.では mmu-miR-193a、b とまとめて表記する事にした。 
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第三節 

マウス肝臓 AML12 細胞を利用した 
mmu-miR-182-5p および mmu-miR-193a-3p、mmu-miR-193b-3p の機能解析 

 
3-3-1. 材料と方法 
 
3-3-1-a. 細胞培養 

マウス肝臓 AML12 細胞 (alpha mouse liver 12、東京大学農学生命科学応用生命化

学専攻 食品生化学研究室 佐藤隆一郎教授より御供与頂いたもの) を 10%FBS (ニチ

レイバイオサイエンス)、1% 100 U/ml penicillin streptomycin (Sigma Aldrich)、40 
ng/mL DEX、1% ITS (insulin、transferrin、selenium、41400-045、Gibco)を含む

DMEM-F12 培地 (Dulbecco's modified Eagle's medium and Ham's F12 medium、

D8437、Sigma Aldrich) で培養した。培養中は 2 日に一度培地交換を行い、80-90%コ

ンフルエントになったところで継代を行った。継代は細胞プレートに対して PBS で一

度洗浄を施し、Trypsin-EDTA 溶液 (Sigma Aldrich)を加えて 3 分間処理することで細

胞を剥離させることで行った。以後全ての培養は 37oC、5% CO2 の条件下で行った。 
 
3-3-1-b. miRNAs のトランスフェクション 

6 well-plate または 12 well-plate に対してアッセイ開始時 40~50% confluent になる

ように AML12 細胞を播種した。mmu-miR-182-5p、mmu-miR-193a、mmu-miR-193b
の過剰発現条件およびその後の培養条件に関しては、1-2-1-d.と同様に行った。トラン

スフェクション時に使用した試薬は以下に示す。 
 
Syn_mmu-miR-182-5p (MSY0000211、QIAGEN) 
Syn_mmu-miR-193a-3p (MSY0000223、QIAGEN) 
Syn_mmu-miR-193b (MSY0004859、QIAGEN) 
AllStars Negative Control siRNA (SI03650318, QIAGEN) 
 
3-3-1-c. 細胞からの total RNA の回収 

1-1-1-b.と同様に行った。 
 
3-3-1-d. 細胞からのタンパク質の回収 

1-2-1-c.と同様に行った。 
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3-3-1-e. イムノブロッティング 

2-2-1-h.と同様にして行った。使用した抗体を以下に示す。 
 
使用した抗体 
#5478 CD2AP (A599) Antibody 
 希釈倍率 1 : 1000 
#2465 Rac1/2/3 Antibody 
 希釈倍率 1 : 1000 
#5521 14-3-3 ζ (D23B7) Rabbit mAb 
 希釈倍率 1 : 500 
#9205 Phospho-p70 S6 Kinase (Thr389) Antibody 
希釈倍率 1 : 1000 

#2708 p70 S6 Kinase (49D7) Rabbit mAb 
 希釈倍率 1 : 500 
#3787 Phospho-Akt (Ser473) (736E11) Rabbit mAb 
 希釈倍率 1 : 1000 
#2938 Akt1 (C73H10) Rabbit mAb 
 希釈倍率 1 : 500 
#4376 Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) (20G11) Rabbit mAb 
 希釈倍率 1 : 1000 
#4696 p44/42 MAPK (Erk1/2) (L34F12) Mouse mAb 
 希釈倍率 1 : 500 
#3700 β-Actin (8H10D10) Mouse mAb 

希釈倍率 1 : 1000 
 
(全て Cell Signaling Technology) 
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3-3-1-f.  定量 PCR 

得られた total RNA から、cDNA を合成しこれを鋳型として使用した。cDNA の合

成およびその後の PCR 増幅反応は 1-1-1-c.と同様にして行った。用いたプライマーの

配列、は以下に示した。尚、内部標準としてβ-actin の mRNA 発現を補正に利用し、目

的の mRNA の相対値を算出した。 
 
使用したプライマー 
SREBP1c 
F : ATCGGCGCGGAAGCTGTCGGGGTAGCGTC 
R : ACTGTCTTGGTTGTTGATGAGCTGGAGCAT 
FASN 
F : TTGTCGTCTGCCTCCAGAGC 
R : GACCATGTCCACACCACCAA 
ACC1 
F : CAATCCGATTTGTTGTCATGGT 
R : CGTAATTGTTGTTGTTGGGTCCT 
SCD1 
F : GCAAGCTCTACACCTGCCTCTT 
R : AGCCGTGCCTTGTAAGTTCTGT 
LDLR 
F : GCAAGGACAAGTCAGATGAGGA 
R : GGCTACCGTGAATGCAGGA 
HMGCR 
F : CAGTACAGTCGTCATTCATTTCCTC 
R : AACTTTGCTAATGCACTCGCTCT 
β-actin 
F : TTCGTTGCCGGTCCACA 
R : CCACGATGGAGGGGAATACA 
LC3a 
F : CGCTACAAGGGTGAGAAGCA 
R : TGGTTGACCAGCAGGAAGAA 
LC3b 
F : CCAAGTTCCTGGTGCCTGA 
R : ACTTCGGAGATGGGAGTGGA 
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BCL2 
F : GAGAGCGTCAACAGGGAGATG 
R : GGGCCATATAGTTCCACAAAGG 
 
3-3-1-g. 統計解析 

結果は平均値±標準誤差で示した。統計解析は 2 群比較の場合はスチューデントの t-
test を、3 群以上の比較の場合は Dunnett の方法を用いて有意性の検定を行った。 
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3-3-2. 結果 
  
3-3-2-a. miRNA トランスフェクションによる標的遺伝子候補タンパク質の発現変化 

トランスフェクション開始 48 時間後の AML12 細胞中の Rac1、CD2AP、YWHAZ
のタンパク発現をイムノブロットで確認したところ、mmu-miR-182-5p の過剰発現に

よって Rac1 のタンパク発現量には変化は認められなかったが、CD2AP のタンパク発

現量は有意な減少を示し、0.64 倍となった (Fig. 3-3-2-1、2)。また mmu-miR-193a-3p
および mmu-miR-193b-3p の過剰発現によって YWHAZ のタンパク発現量は有意な減

少を示し、それぞれ 0.50 倍、0.43 倍となった(Fig. 3-3-2-3)。 
 

3-3-2-b.  miRNA トランスフェクションが Akt、p70S6K および Erk1/2 のリン酸化

に及ぼす影響 
トランスフェクション開始48時間後のAML12細胞中のAkt、p70S6KおよびErk1/2

のリン酸化タンパク発現を定量し、リン酸化レベルを測定した。その結果 mmu-miR-
182-5p および mmu-miR-193a-3p、mmu-miR-193b-3p の過剰発現によって Akt のリ

ン酸化レベルには変化は無かったが、p70S6K のリン酸化レベルは有意に減少し、それ

ぞれ 0.63 倍、0.60 倍、0.43 倍となった (Fig. 3-3-2-4、5)。一方、Erk1/2 のリン酸化レ

ベルは miRNA 過剰発現による影響を受けなかった (Fig. 3-3-2-6)。 
 
3-3-2-c.  miRNA トランスフェクションが脂質代謝関連遺伝子の発現に及ぼす影響 
 トランスフェクション開始 48 時間後の AML12 細胞中の脂質代謝関連遺伝子の

mRNA 発現を測定したこところ、SREBP1c、FASN、SCD1、HMGCR は全ての miRNA
のトランスフェクションによって有意な発現減少を示し、それぞれ mmu-miR-182-5p
で 0.83、0.81、0.66、0.82 倍、mmu-miR-193a-3p で 0.77、0.76、0.69、0.51 倍、mmu-
miR-193b-3p で 0.60、0.50、0.63、0.30 倍となった。一方 FASN の発現は mmu-miR-
193a およびmmu-miR-193bの過剰発現によって有意な発現減少を示し、それぞれ 0.66、
0.41 倍となった。また、SCD1 は mmu-miR-182-5p のトランスフェクションでのみ有

意な発現上昇を示し、1.96 倍となった (Fig. 3-3-2-7)。 
 
3-3-2-d.  miRNAトランスフェクションがオートファジーおよびアポトーシス関連遺

伝子の発現に及ぼす影響 
トランスフェクション開始 48 時間後の AML12 細胞中のオートファジーおよびアポ

トーシス関連遺伝子の mRNA 発現を測定したこところ、LC3a はすべての miRNA の

トランスフェクションによっても有意な発現減少を示し、mmu-miR-182-5p で 0.79倍、

mmu-miR-193a-3p で 0.67 倍、mmu-miR-193b-3p で 0.56 倍を示した。他方、BCL2 
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の発現は mmu-miR-182-5p のトランスフェクションのみによって有意な発現減少を示

し、0.49 倍となった。LC3b の発現は miRNA トランスフェクションの影響を受けなか

った (Fig. 3-3-2-8.)。 
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第四節 
考察 

 
本章では必須アミノ酸の 1 つであるロイシンを欠乏した食餌を 1 週間給餌した

C57/BL6J マウスの肝臓において発現変動する miRNAs を網羅的に探索し、mmu-miR-
182-5p および mmu-miR-193a-3p、mmu-miR-193b-3p を見出した。さらに肝臓プロテ

オームデータとの比較により標的遺伝子候補の探索を行い、マウス肝臓細胞 AML12 を

利用した機能解析を試みた。 
 

動物実験で得られた表現型、肝臓での遺伝子発現に関して 
必須アミノ酸を欠乏させたラットやマウスでは、摂食量の低下や窒素源の不足による

タンパク質分解を介した大幅な体重減少が観察されることは古くから知られている。ま

た摂取エネルギー不足によって、全身の脂質の分解、さらに全身のタンパク質 (主に骨

格筋や肝臓)の分解が引き起こされ、生じた遊離アミノ酸がエネルギー合成に利用され

ている状態になるとされている (Beverly et al., 1990; Kamata et al., 2014)。 
本章で行った動物試験でも、体重の低下や骨格筋、肝臓の重量低下が認められた。ま

た血中パラメーターに関しても、血糖値、TG、TC 濃度の低下が認められ、タンパク源

不足や摂取エネルギー不足の影響があったとみられる。一方で肝臓中脂質量 (TG、TC)
には変化は無く、また肝臓中脂質合成関連遺伝子の発現については SREBP1c、LDLR、

HMGCR といったコレステロール生合成関連遺伝子の発現増加が認められ、FASN や

ACC1 などの脂肪酸合成関連遺伝子には変化は認められなかった。 
Guo らは、ロイシン欠乏食給餌により肝臓での脂質生合成が低下することを報告し

ており、これには肝臓中 SREBP1c タンパク量の低下とそれに伴う脂質合成関連遺伝子

群の発現減少が関与しているとしている。またその結果として、血中 TG 濃度の低下が

生じていると論じている (TC には変化なし)。また、この時血糖値に変化は認められな

かったとしている(Guo and Cavener, 2007)。 
マウスの週齢や飼育期間などについては同様の試験系で飼育を行ったにも関わらず、

得られた結果には相違が認められているが、他にも Xiao らは同様の飼育を行い、血糖

値の低下を確認している (Xiao et al., 2011)ことや、Kamata らも血中 TG、TC 濃度の

低下を確認しており (Kamata et al., 2014)、今回得た結果と同様の傾向を示している

実験報告もある。 
本章の動物試験は、飼育環境等なんらかの違いにより Guo らと比較して、栄養制限

による影響がより強く反映されたものだと考えている。Guo らの報告では肝臓重量お

よび血糖値の低下が認められていないこともこの考えを支持している。今回飼育したマ

ウス体内では、骨格筋などの分解によって生じた遊離アミノ酸が肝臓で糖新生あるいは
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コレステロール生合成に利用されていたと考えている。より確かな議論をするために、

今後より短い日数での飼育を施し、結果を先行研究と比較するなど、さらなる検討が必

要であるが、全身のタンパク質代謝、エネルギー代謝に大きな変動がもたらされている

ことは確認できた。 
 

肝臓で発現上昇した miRNAs とその標的遺伝子の探索結果に関して 
 本章の実験で肝臓での発現上昇が認められた mmu-miR-182-5p および miR-mmu-
miR-193a-3p、mmu-miR-193b-3p の標的候補を、TargetScanHuman を利用して探索

した。第二章と同様に本章でも Cumulative weighted context++ score の上位 5 つまで

を抽出し、その中で mTORC1 をはじめとした細胞増殖に関わりのある因子に着目して

その後の機能解析を行った。 
 
標的候補遺伝子タンパク量への mmu-miR-182-5p 過剰発現の影響 

今回標的候補とした RAC1 および CD2AP のうち、48 時間後の miRNAs 過剰発現に

よってタンパク量の有意な減少が認められたのは CD2AP のみであった。両者の 3’UTR
を比較すると、RAC1 の 3’UTR には mmu-miR-182-5p の標的部位は 1 つあり、その

seed sequence の相同性は 8mer であり、他方 CD2AP の 3’UTR には標的部位は 3 か

所ありそれぞれ seed sequence の相同性は 7mer-8m、8mer、7mer-A1 であった。また

3’末端から標的位置までの距離に関しては、RAC1 の 1 か所は 308-315、CD2AP の 3
ヶ所は 7mer-8m、8mer の順に 174-180、2275-2282 であった。標的部位の数、また 3’
末端からの距離などを総合して、CD2AP が miRNAs の作用を受けやすい状態にあっ

たことが、今回の結果に影響していたものと考えられる。 
 

標的候補遺伝子タンパク量への mmu-miR-193a-3p、mmu-miR-193b-3p 過剰発現の影

響 
今回標的候補とした YWHAZ のタンパク発現量は、48 時間の miRNA 過剰発現によ

って、どちらの miRNA においても有意な減少を示した。両 miRNAs の有する seed 
sequence や YWHAZ 3’UTR 内の標的部位は同一であるものの、mmu-miR-193b-3p の

過剰発現の方がより影響が強いことが、本章で得られた種々の結果から示唆されている。

これには AML12 細胞における内在性 miRNAs の発現量の違いが起因していると考え

ている。定量 PCR による発現量測定時には、mmu-miR-193a-3p が mmu-miR-193b-
3p と比較して Ct 値が 1~2 程度小さく発現が高い傾向にあった (Data not shown)。従

って今回の miRNA 導入時の影響が mmu-miR-193b-3p の方がより強く影響したもの

と考えられる。 
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miRNAs 過剰発現による細胞増殖関連因子の活性の変化に関して 

今回周辺因子として Akt および p70S6K、さらに Erk1/2 の活性を評価した。

Akt/p70S6K に関しては第二章で述べた通りであるが、今回は PI3K/Akt 経路に並ぶ主

要な細胞増殖シグナル経路の分子である Erk1/2 も評価対象にした。今回 48 時間の

miRNAs の過剰発現によって、Akt、Erk1/2 のリン酸化レベルに変化は認められなか

ったものの、p70S6K のリン酸化レベルは大幅な減少が認められた。 
CD2AP はその全身ノックアウトマウスはネフローゼ症候群および腎不全を発症する

ことから、糸球体足細胞を利用した研究が盛んに行われている (Shih et al., 1999)。
CD2AP は 3 つの SH3 ドメインを有するアダプタータンパク質であり、この SH3 ドメ

インを介して様々なタンパク質と結合し、その局在化やシグナル伝達の足場として働く

ことが知られている (Panni et al., 2015; van Duijn et al., 2010)。また近年では PI3K
の p85 に結合し、PI3K の細胞膜移行を誘導する事で、PI3K/Akt 経路の活性化を引き

起こし、アポトーシスの阻害に働いていることも報告されているほか、こうしたアポト

ーシスの阻害に、Ras-Erk1/2 シグナル経路の活性化が関与している可能性も示唆され

ている (Ren and You Yu, 2015; Yu and Li, 2013)。今回 mmu-miR-182-5p の過剰発現

によりこの CD2AP の発現減少が認められたことから、PI3K/Akt シグナルや Erk1/2
シグナルの活性低下を予想したが、Akt のリン酸化状態に変化は認められず、また Erk
シグナルについても活性の変化は認められなかった。本章で得た結果を説明するために

は、CD2AP を介して制御される他の経路が存在し、直接的に p70S6K のリン酸化を制

御している可能性や、今回着目しなかったタンパク質をコードする遺伝子をmmu-miR-
182-5p が標的として発現抑制した可能性などを今後検討していく必要がある。 

一方 YWHAZ は別名 14-3-3 ζとも呼ばれ、14-3-3 ファミリー (β、 γ、 ε、 δ、 ζ、 
τ、 η)の 1 種である (Aitken, 1995, 2006)。14-3-3 ファミリーは標的とするタンパク質

のセリン/スレオニンモチーフに結合し、その局在や活性を調節する因子とされており、

生体内の様々な機能調節に関わっている (Benzinger et al., 2005; Jin et al., 2004)。今

回着目したζアイソフォームは、その過剰発現によりヒト上皮ガン細胞の増殖が促進さ

れることや、この時 PI3K の p85 サブユニット (セリンモチーフを持つ)に結合し、PI3K
の細胞膜への移行を促進しこれを活性化させ、下流因子である Akt のリン酸化を誘導

していることが報告されている (Neal et al., 2012; Neal et al., 2009)。またリン酸化さ

れた AKT1S1 は mTORC1 から乖離した後、14-3-3ζと結合することで安定化し、

mTORC1 の活性低下が誘導されること、AKT1S1 のリン酸化サイトに変異を導入する

と、14-3-3ζとの結合が出来なくなり、結果 mTORC1 活性阻害能が減少する事が報告さ

れている (Fonseca et al., 2007; Vander Haar et al., 2007)。こうした報告を踏まえる

と、今回 miRNAs の過剰発現によって Akt のリン酸化レベルに変化は認められなかっ

たものの、p70S6K のリン酸化レベルに変化が認められたことは、14-3-3ζタンパク質
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発現量の低下によって AKT1S1 と 14-3-3ζの相互作用が阻害されたことに起因してい

ると考えられた。 
 
miRNAs 過剰発現による脂質代謝関連遺伝子発現の変化に関して 

3 種の miRNAs の過剰発現によって、SREBP1c、FASN、LDLR、HMGCR の有意

な発現減少が、また ACC1 に関しては mmu-miR-193a-3p、mmu-miR-193b-3p の過剰

発現によって有意な発現減少が認められた。すなわち脂質生合成が抑制されていること

が考えられた。第二章で利用した HepG2 細胞における結果では、p70S6K のリン酸化

レベルが低下していたにも関わらず、こうした脂質生合成経路が亢進しており、予想に

反した結果となったが、本章で使用した AML12 細胞においては、種々の報告と矛盾し

ない結果が得られた。第二章第四節では、こうした結果が得られた理由として、細胞種

の違いや培地の組成を考察事項として述べた。本章においてもトランスフェクション時

の培地条件は 10%FBSを含む DMEM であり、第二章と基本的には同一条件であった。

こうした事実を総合すると、ガン細胞と通常細胞との代謝活性の違いが結果の違いに影

響していたものと解釈する事が出来た。 
 

miRNAs 過剰発現によるオートファジー、アポトーシス関連遺伝子発現の変化に関し

て 
アポトーシス抑制遺伝子である BCL2 の発現は mmu-miR-182-5p の過剰発現により

有意に減少し、mmu-miR-193a-3p および mmu-miR-193b-3p の過剰発現では有意では

ないものの減少傾向が認められた。従ってアポトーシスが誘導されている事が示唆され、

中でも mmu-miR-182-5p は強く影響することが明らかとなった。一方オートファジー

マーカー遺伝子である LC3 に関しては、第二章同様、各 miRNAs の過剰発現により

LC3a の減少が認められることが分かったものの発現上昇はなく、オートファジーの誘

導は示唆されなかった。mmu-miR-193a-3p、mmu-miR-193b-3p の過剰発現時には、

広範な細胞死が確認されていたが、mmu-miR-182-5p においてはこうした所見は認め

られなかった (Fig. 3-3-2-9)。本章では 48 時間の培養を行ったが、脂質生合成経路の抑

制の影響がより強く反映された結果となった。培養時間を延長するなど、検討を続ける

ことによって、mmu-miR-182-5p の作用も表現型として顕在化する可能性がある。 
 

本章まとめ 
ロイシン欠乏食給餌マウスの肝臓において、mmu-miR-182-5p および mmu-miR-193a-
3p、mmu-miR-193b-3p が発現上昇する事が明らかとなった。AML12 細胞を利用した

機能解析によって、CD2AP や YWHAZ が標的となり、細胞増殖経路が抑制されること

が示唆された。しかし CD2AP については既報にある働きのみでは今回の現象を説明す 
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る事は不十分であり、今後別の経路についての検討が必要である。 
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成分 g/kgg/kg

Control Leu (-)

アミノ酸混合物

コーンスターチ

メチオニン

大豆油

ビタミン混合物 (AIN76組成)

ミネラル混合物 (AIN76組成)

セルロース

計

150

647.5

2.5

50

10

40

100

1000

137

660.5

2.5

50

10

40

100

1000

Table. 3-1-1-1. 給餌した餌の組成

※ アミノ酸混合物の組成はTable. 3-1-1-2に示す。
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アミノ酸 g/kgg/kg

Control Leu (-)

イソロイシン
ロイシン
リジン塩酸塩
メチオニン
シスチン
フェニルアラニン
チロシン
トレオニン
トリプトファン
バリン
ヒスチジン
アルギニン
アラニン
アスパラギン酸
アスパラギン１水和物
グルタミン酸
グリシン
プロリン
セリン
グルタミン

計

7.1
13.0
14.1
3.9
0.8
7.2
7.8
6.1
1.7
9.2
4.1
5.2
4.1
5.1
5.8

14.6
2.6

15.0
8.1

14.6

150

7.1
0.0

14.1
3.9
0.8
7.2
7.8
6.1
1.7
9.2
4.1
5.2
4.1
5.1
5.8

14.6
2.6

15.0
8.1

14.6

137

Table. 3-1-1-2. アミノ酸混合物の組成
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Fig. 3-1-2-1. 飼育期間中の体重推移と、総摂食量

グラフの値は平均値±S.E.を示す。n=9, ＊＊:p<0.01(vs.Control)
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Fig. 3-1-2-2. 解剖時の臓器重量

グラフの値は平均値±S.E.を示す。n=9, ＊＊:p<0.01(vs.Control)
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Fig. 3-1-2-3. 解剖時の血糖値と血漿インスリン濃度

グラフの値は平均値±S.E.を示す。n=9, ＊＊:p<0.01(vs.Control)
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Fig. 3-1-2-4. 解剖時の血漿中TG濃度およびTC濃度

グラフの値は平均値±S.E.を示す。n=7-9, ＊＊:p<0.01(vs.Control)

0

10

20

30

40

50

60

Control Leu(-)

(m
g/

dL
)

0

20

40

60

80

100

120

140

Control Leu(-)

(m
g/

dL
)

TG濃度

TC濃度

96



Fig. 3-1-2-5. 解剖時の肝臓中脂質量

グラフの値は平均値±S.E.を示す。n=9

0

5

10

15

20

25

30

35

Control Leu(-)

(m
g/

g 
liv

er
)

0

10

20

30

40

50

Control Leu(-)

(m
g/

g 
liv

er
)

TG

TC

97



0

0.5

1.0

1.5

Control Leu(-)
0

0.5

1.0

1.5

2.0

Control Leu(-)

0

1.0

2.0

3.0

Control Leu(-)
0

0.5

1.0

1.5

2.0

Control Leu(-)

Fig. 3-1-2-6. 肝臓脂質代謝関連遺伝子発現の変化

グラフの値は平均値±S.E.を示す。n=9, ＊＊:p<0.01, ＊:p<0.05(vs.Control)
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miRNA Log ratio [Leu(-)/Control]

mmu-miR-706

mmu-miR-335-5p

mmu-miR-3068-3p

mmu-miR-324-3p

mmu-miR-193b-3p

mmu-miR-322-5p

mmu-miR-30b-3p

mmu-miR-182-5p

mmu-miR-362-5p

mmu-miR-210-3p

mmu-miR-345-3p

mmu-miR-92b-3p

mmu-miR-187-3p

mmu-miR-193b-3p

mmu-miR-29b-2-5p

2.52

2.30

1.86

1.53

1.44

1.41

1.36

1.31

1.14

1.13

1.11

1.07

1.06

1.06

1.01

Table. 3-2-2-1. ロイシン欠乏食給餌マウス肝臓で発現上昇したmiRNAs

Log ratioが1.0以上のもののうち、Singal値が20以上であったものを示した。
またマウスとヒトに共通して保存され、本論文で特に注目したものを赤字で
表記している。
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Fig. 3-2-2-1. 各種miRNAsの発現
グラフの値は平均値±S.E.を示す。n=9, ＊＊:p<0.01, ＊:p<0.05(vs.Control)
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Identified protein (2477)

Quantified protein (1734)

Decreased protein (823)

Log ratio <-0.1 (651)

Fig. 3-2-2-2. ロイシン欠乏食給餌マウス肝臓におけるプロテオーム結果
iTRAQ法により行われたプロテオームの結果を示した。（）内は対象の
タンパク質数を示す。
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miRNA 標的遺伝子候補 Score

mmu-miR-182-5p

mmu-miR-193a, b

RAC1 -0.62

MSN -0.62

CD2AP -0.53

NUS1 -0.48

CORO1C -0.39

AP2M1 -0.75

RPS21 -0.53

SPRYD4  -0.50

HYOU1 -0.45

YWHAZ -0.41

Table. 3-2-2-2. 各miRNAsの標的遺伝子候補と変動倍率

TargetScan上での解析における、Cumulative weighted context++ scoreの
上位5位までを示した。また本論文中でその後着目した遺伝子は赤字で示した。
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Human CD2AP 3’UTR (length : 2593 bp )

Position of 149-155 of CD2AP 3’UTR

. . UUUAUAUAUUUUGUUUUGCCAAU. . 
5’ 3’

GCCACACUCAAGAUGGUAACGGUUU
3’ 5’

mmu-miR-182-5p

Position of 1812-1819 of CD2AP 3’UTR

mmu-miR-182-5p

GCCACACUCAAGAUGGUAACGGUUU
3’ 5’

. . GCAUUGAAUCUGUCAUUGCCAAA. . 
5’ 3’

Position of 2570-2576 of CD2AP 3’UTR

mmu-miR-182-5p

GCCACACUCAAGAUGGUAACGGUUU
3’ 5’

. . AAGAGAGAAGAAAAAUGCCAAAG. . 
5’ 3’

Fig. 3-2-2-3. mmu-miR-182-5pの配列とCD2APの結合予想部位

TargetScanHumanにより抽出した2ヶ所の結合予想部位を示した。
青または赤、緑で示した配列が、miRNAのseed sequenceまたはその
予想結合配列である。 103



Human RAC1 3’UTR (length : 1528 bp )

Position of 269-276 of RAC1 3’UTR

5’

3’

3’

5’
. . UGCUCAGAUUAAAAAUUGCCAAA . . 

GCCACACUCAAGAUGGUAACGGUUU

mmu-miR-182-5p

Fig. 3-2-2-4. mmu-miR-182-5pの配列とRAC1の結合予想部位

TargetScanHumanにより抽出した結合予想部位を示した。
赤で示した配列が、miRNAのseed sequenceまたはその予想結合配列
である。
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Human YWHAZ 3’UTR (length : 2143 bp )

Position of 296-302 of YWHAZ 3’UTR

. . UUGUGGCUUCAGAAGGGCCAGUG. .
5’ 3’

AUGACCCUGAAACAU--CCGGUCAA
3’ 5’

mmu-miR-193a-3p

Position of 296-302 of YWHAZ 3’UTR

mmu-miR-193b-3p

UCGCCCUGAAACAC--CCGGUCAA 
3’ 5’

. . UUGUGGCUUCAGAAGGGCCAGUG. .
5’ 3’

Fig. 3-2-2-5. mmu-miR-193a、mmu-miR-193b-3pの配列とYWHAZの
結合予想部位TargetScanHumanにより抽出した2ヶ所の結合予想部位を
示した。青または赤で示した配列が、miRNAのseed sequenceまたはその
予想結合配列である。
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Fig. 3-3-2-1. mmu-miR-182-5pの過剰発現がCD2AP発現に及ぼす

影響
A :  イムノブロットの結果
B : CD2APタンパク発現量

グラフの値は平均値±S.E.を示す。n=3, ＊＊:p<0.01(vs.Control)
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Fig. 3-3-2-2. mmu-miR-182-5pの過剰発現がRac1発現に及ぼす

影響
A :  イムノブロットの結果
B : Rac1タンパク発現量

グラフの値は平均値±S.E.を示す。n=3
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Fig. 3-3-2-3. mmu-miR-193a-3p、mmu-miR-193b-3pの 過剰発現が

YWHAZ発現に及ぼす影響
A :  代表的なイムノブロットの結果
B : YWHAZタンパク発現量

グラフの値は平均値±S.E.を示す。n=3, ＊＊:p<0.01(vs.Control)
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Fig. 3-3-2-4. mmu-miR-182-5p、mmu-miR-193a-3p、
mmu-miR-193b-3pの過剰発現がAktのリン酸化に及ぼす影響
A :  代表的なイムノブロットの結果
B : Aktのリン酸化レベル

グラフの値は平均値±S.E.を示す。n=3
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Fig. 3-3-2-5. mmu-miR-182-5p、mmu-miR-193a-3p、
mmu-miR-193b-3pの過剰発現がp70S6Kのリン酸化に及ぼす影響
A :  代表的なイムノブロットの結果
B : p70S6Kのリン酸化レベル

グラフの値は平均値±S.E.を示す。
n=3, ＊＊:p<0.01, ＊:p<0.05(vs.Control)

0

20

40

60

80

100

120

Control 182OX 193aOX 193bOX

Ph
os

ph
ol

yr
at

ed
 ra

tio
 

(%
 v

s.
Co

nt
ro

l)

B

p-p70S6K

p70S6K

A
Control 182OX     193aOX  193bOX

110



Fig. 3-3-2-6. mmu-miR-182-5p、mmu-miR-193a-3p、
mmu-miR-193b-3pの過剰発現がErk1/2のリン酸化に及ぼす影響
A :  代表的なイムノブロットの結果
B : Erk1のリン酸化レベル C : Erk2のリン酸化レベル

グラフの値は平均値±S.E.を示す。n=3
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Fig. 3-3-2-7. 脂質代謝関連遺伝子発現の変化

グラフの値は平均値±S.E.を示す。n=3, ＊＊:p<0.01(vs.Control)
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Fig. 3-3-2-8. オートファジー、アポトーシス関連遺伝子発現の変化
グラフの値は平均値±S.E.を示す。n=3, ＊＊:p<0.01 (vs.Control)
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Control mmu-miR-182-5p

Fig. 3-3-2-9. miRNAs過剰発現がAML12細胞の増殖に及ぼす影響

mmu-miR-193a-3p mmu-miR-193b-3p
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総合討論 

 
本研究では近年研究が盛んに進められている miRNAs に着目し、細胞培養モデルや

実験動物においてアミノ酸栄養状態の変化に応答し、下流遺伝子発現の調節を引き起こ

す miRNAs の探索とその作用機序の解明を行った。また必須アミノ酸欠乏下で活性化

される転写因子 ATF4 に着目し、一部の miRNAs についてはその発現調節機構の解明

も試みた。ここでは総合討論として、各章で得た結果を振り返りつつ、本研究を総括し

ていく。また今後の分子栄養学における miRNA 研究の展望に関しても述べたい。 
 

第一章 HepG2 細胞においてロイシン欠乏に応答して発現変動する miRNAs の探索

とオミクス手法を利用した標的遺伝子解析手法の検討 
 本章ではマイクロアレイ技術を利用した解析により、HepG2 細胞においてロイシン

欠乏に応答して発現上昇する 12 種の miRNAs を見出した。同時にロイシン欠乏に応

答して発現減少する miRNAs も見出されており、こちらも重要な事実であると考えら

れる。しかし序論で述べた通り、必須アミノ酸欠乏下では General control 経路によ

り一部の遺伝子を除く大部分の mRNAs の翻訳が抑制されることから、遺伝子発現の

抑制の為に発現上昇する miRNAs が多く存在し、重要な役割を担うと予想した (実
際、マイクロアレイの結果において 3 度の結果に共通して Log ratio < -0.6 であったも

のは存在しなかった。Data not shown)。このような理由から、本研究ではまず発現上

昇する miRNAs に着目し解析を進めた。 
またこの 12 種のうち、最も発現上昇倍率の大きかった hsa-miR-1228-5p に着目

し、その細胞内発現を変動させた際のトランスクリプトームやプロテオームの変化を

俯瞰する事で、この miRNA の標的遺伝子の探索における有用な手法の検討を行っ

た。その結果、特に hsa-miR-1228-5p の過剰発現時の細胞内プロテオームに極めて大

きな変動があり、miRNA トランスフェクションの影響をプロテオームが強く受ける

事、またロイシン欠乏時の細胞内オミクス結果との比較により、標的候補遺伝子の中

には mRNA の変動とタンパク質の変動結果に相関の認められないものも多かった。ト

ランスクリプトームと比較してプロテオームがより表現型に近いことなども考慮し、

本研究ではプロテオーム結果を利用する方が標的遺伝子候補を見出しやすいとの結論

を得た。この結論を受けて、以後の章ではプロテオーム解析結果との比較により標的

遺伝子候補の探索を行っている。 
しかし miRNAs による遺伝子発現調節の機構の大半は mRNA の脱アデニル化に始

まる mRNA 分解であることも数多く報告されている。本研究では miRNAs の作用が

mRNA やタンパク質発現に反映される時間にはラグがあることを想定し、最初の

miRNAs のスクリーニングおよび DNA マイクロアレイ解析には 12 時間のロイシン欠
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乏下または 24 時間の miRNA 過剰発現での培養を施した細胞の total RNA を、後半

のプロテオーム解析には 48 時間のロイシン欠乏あるいは miRNA 過剰発現での培養を

施した細胞のタンパク質を供したが、こうした設定時間が最も適切であったかには疑

問が残る。特に mRNA 発現はフィードバック調節などを鋭敏に受けやすく、培養 48
時間時点では既にこうした調節を受けていた可能性がある。従ってより適切な時間設

定の為には、タイムコース試験などを行い、複数の培養時間サンプルから得た結果を 
俯瞰して考察する必要がある。本研究では議論を一貫させるために、以後の章での

miRNA トランスフェクションでも処理時間を 48 時間として進めている。 
 

第二章 ロイシン欠乏下の HepG2 細胞で転写因子 ATF4 によって制御される

miRNAs の機能とその応答機序の解析 
 本章は 1) ロイシン欠乏下での miRNAs の発現応答機序の解明、および 2) こう

した miRNAs の機能解析の 2 つに大きく分けることが出来る。 
 
1) 発現応答機序の解明 

本章ではまず、ロイシン欠乏下で発現上昇した 12 種の miRNAs の発現調節機構を

探る一歩として、過剰発現モデルを作製する事で転写因子 ATF4 によって制御を受け

る miRNAs のスクリーニングを行った。その後ノックダウン技術を利用した解析によ

り、ロイシン欠乏下の HepG2 細胞では、hsa-miR-663a および hsa-miR-1469 が

ATF4 によって発現亢進されていることが明らかになった。miRNAs のスクリーニン

グにあたり、24 時間の過剰発現処理後の miRNA 発現プロファイルを取得したが、そ

の結果 hsa-miR-663a および hsa-miR-1469 の発現上昇倍率は Log ratio でそれぞれ

1.01、0.73 であった。しかしロイシン欠乏時のこれら miRNAs の継時的発現変化を確

認した実験では、対照群に対して 3~4 倍の発現上昇を示していた。miRNA スクリー

ニング用サンプルとして、敢えて過激な実験条件を採用したため、予想に反する結果

ではあったものの ATF4 は C/EBPβなど種々のタンパク質と共に働くことも知られて

おり、ATF4 のみの過剰発現では実際の生体状態を反映した正確なスクリーニングが

出来なかった可能性がある。 
 また各 miRNAs の host 遺伝子転写開始点上流には ATF4 の結合コア配列である

AAREや CREに類似した配列が保存されていることがゲノムデータベース上での解析

により明らかになり、本章ではこの部位に ATF4 が作用する事で転写を活性化している

と考察したが、実際の結合状態を確認するまでには至らなかった。今後レポーターアッ

セイを利用した転写活性の評価や、ChIP アッセイによる結合状態の確認などによって、

miRNAs の発現に対する ATF4 の作用の詳細を明らかにしていきたい。 
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2) miRNAs の機能解析 
 本章後半では第一章で得たプロテオーム解析結果をもとにして、両 miRNAs の標的

遺伝子候補を抽出した。その結果 hsa-miR-663a の標的遺伝子として AKT1S1 
(PRAS40)が抽出された。PRAS40 が mTORC1 の構成因子の 1 つとして重要な役割を

果たしていることは種々の報告から明白であり、さらに hsa-miR-663a の過剰発現によ

って p70S6K のリン酸化レベルの低下が確認されたことから、今回の結果によって

miRNAs による mTORC1 の活性調節経路の存在の可能性を提示する事が出来た。一方

hsa-miR-1469 の標的遺伝子は、今回得たプロテオームデータとの比較では同定する事

が出来なかった。しかしこの miRNA の過剰発現によっても hsa-miR-663a と同様に

p70S6K のリン酸化レベルの低下や、その下流遺伝子発現に変化が認められていた為、

何かしらの遺伝子を標的として、こうした経路の活性調節に寄与していた可能性は高い。

miRNAs 過剰発現時のプロテオームデータを取得し、標的遺伝子候補を探るなど、引き

続き検討をしていきたい。 
 また mTORC1 の下流遺伝子発現に関しては、miRNAs 過剰発現時の脂質生合成経

路、アポトーシス経路、オートファジー経路の代表的な遺伝子の発現を評価したが、ロ

イシン欠乏下の HepG2 細胞で認められる遺伝子発現変動や、mTORC1 の活性低下に

よって期待される遺伝子発現変動とは異なる結果が得られた。今後はロイシン欠乏下で

これら miRNAs をノックダウンすることで、その詳細な機能を明らかにしていきたい。 
 本章で得た結果のまとめを Fig. 4-1 に示した。 
 
第三章 ロイシン欠乏食給餌マウス肝臓において発現上昇する miRNAs の探索と

AML12 細胞を利用したその機能解析 
本章も第二章同様、1) 動物実験による検討、2) AML12 細胞を利用した機能解析

と大きく分けることができる。 
 

1) ロイシン欠乏食給餌マウスの飼育と肝臓 miRNA 発現変動 
本章前半では 1 週間のロイシン欠乏食給餌を C57BL/6J マウスに施した。1 週間の飼

育によってマウスの体重や各種臓器重量、血中パラメーターに大きな変化が生じた。一

部の既報に比べて栄養制限による影響を強く受けていたと考察していることは本章で

述べた通りだが、今回はこの条件下での肝臓 miRNA 発現プロファイルを取得し、発現

上昇していたmiRNAsとしてmmu-miR-182-5p、mmu-miR-193a-3p、mmu-miR-193b-
3p を見出した。マイクロアレイ、およびその後の定量 PCR での評価によって、これら

miRNAs は 2.0~2.5 倍程度の発現上昇をしていたことが確認できたが、これが発現ピー

クであったのかは判定できず、今回得られた表現型 (重度の影響があったと思われる)
を踏まえると、飼育初期でのこれら miRNAs の発現挙動が気になるところである。今
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後短い日数での飼育を行い、こうした miRNAs が栄養制限初期で鋭敏に応答するのか、

あるいは日数の経過と共にさらに上昇していくのかを評価したい。 
本研究室では以前に低タンパク質食を給餌したラットの肝臓における miRNAs 発現

プロファイルを取得しており、非常に興味深いことに rno-miR-182 および rno-miR-
193 は減少した miRNAs の上位 4 つに含まれていた (高橋ら)。この 3 つの miRNAs は

ヒト、マウス、ラットで seed sequence が共通したファミリーを形成しており、ラット

とマウスでは 3’UTR 上の配列が保存された遺伝子も多いことから、類似した働きを有 
している可能性が高いと考えている。一般に低タンパク質食を給餌したラットは脂肪肝

を発症し、肝臓中での脂質生合成も活発に行われることが報告されている (Flores et 
al., 1970; Kato and Kimura, 2003; Toyoshima et al., 2010)。本章後半で示されるよう

に、こうした miRNAs の過剰発現により脂質生合成遺伝子の発現は大幅に抑制されて

いる。これらの結果よりこの 3 種の miRNAs はアミノ酸栄養状態の変化に何らかの機

構で応答し、mTORC1 などの活性調節を介して、脂質代謝やタンパク質代謝に寄与し

ていることが考えられた。今後ラットの結果についても解析を進めることで、応答機序

解明の手掛かりが掴める可能性もある。 
 

2) AML12 細胞を利用した機能解析 
本章後半ではマウス肝臓のプロテオーム結果をもとにして、mmu-miR-182-5p の標

的遺伝子として CD2AP を、mmu-miR-193a-3p、mmu-miR-193b-3p の標的遺伝子と

して YWHAZ を見出した。CD2AP は腎臓での働きが広く報告されているアダプター因

子であり、肝臓でのその働きに関する報告はされていないが、腎細胞では PI3K/Akt シ
グナルの制御に関与することから着目した。miRNAs の過剰発現により CD2AP の発

現が低下し、p70S6Kのリン酸化レベルの低下が認められたものの、上流因子であるAkt
や Erk1/2 のリン酸化レベルには変化が認められず、どのような経路を介して p70S6K
のリン酸化の制御が行われているのかは明らかにできなかった。今後は肝臓での

CD2AP の新たな働きの可能性を探ると共に、CD2AP 以外の標的候補も含めて検討を

続けていきたい。一方 YWHAZ は様々なリン酸化タンパク質と結合する足場タンパク

質として働きシグナル伝達を制御する因子であり、今回 mmu-miR-193a-3p、mmu-
miR-193b-3p の過剰発現によって発現が抑制されることで、mTORC1 の活性調節に関

わるリン酸化シグナルが阻害され、p70S6K のリン酸化レベルの低下が誘導されたもの

と考えている。また mmu-miR-182-5p の過剰発現時には認められなかった広範なアポ

トーシスが認められたことからも、様々な経路に関わる重要な因子であることが分かる。 
こうした miRNAs がどのようにロイシン欠乏に応答しているのかは非常に興味深く、

第二章でも示したように、培養細胞モデルはこうした検討を簡便に行うことができる。

本章においても同様に考えて応答機序解析に着手した。しかし、AML12 細胞をロイシ

ン欠乏培地で48時間 (0、12、24、48時間)まで培養したところ、細胞内のこれらmiRNAs
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の発現上昇は認められず(Data not shown)、続く解析を行うことができなかった。原因

として AML12 細胞のロイシン欠乏に対する応答性が低い可能性や、単純なロイシン欠

乏に応答しているわけではない可能性もある。すなわちロイシン欠乏食を給餌すると全

身でタンパク質分解が生じ、遊離アミノ酸の形でロイシンが供給されるが、同時にその

他の余剰なアミノ酸の血中濃度が上昇する事になる (Kamata et al., 2014)。こうした

外界アミノ酸バランスの変化に肝臓が応答している可能性もある。今後異なるマウスの

細胞株を利用した評価や、培地中の全体的なアミノ酸バランスを考慮した検討が必要で

あろう。また近年では miRNAs は exosome という形で血中で安定に存在し、各組織の

細胞においてエンドサイトーシスによって取り込まれることで、臓器間輸送が行われる

可能性も指摘されている (Sun et al., 2015; Zavesky et al., 2015; Zhang et al., 2015)。
従って他の臓器で発現上昇し、こうした機構によって肝臓に運ばれてきた可能性も考え

られる。血中の miRNAs を解析する事は困難とされてきたが、近年では安定に抽出を

する事が出来るキットも開発されており、今後アミノ酸栄養の変化に対する血中

miRNAs の挙動を測定する事も重要であると考えられる。 
本章で得た結果を Fig. 4-2 に示した。 
 

総括と今後の展望 
本研究では、培養細胞もしくは実験動物においてアミノ酸栄養状態の変化に応答して

発現上昇する miRNAs を探索し、さらにプロテオーム解析を主に利用してその標的遺

伝子の探索を行うことで生体内での機能を明らかにした。また培養細胞モデルにおいて

はその発現制御機構についても明らかにすることができた。 
私たちの健康寿命を延長する上で、ガンや生活習慣病、運動器疾患の予防は重要な課

題である。こうした疾患の発症には miRNAs が深く関与していること、また食生活の

乱れによる栄養不良も同時に関与していることは知られていた。本研究の成果によって、

栄養状態の変化に応答して miRNAs の発現が変動する事、またこうした miRNAs が

mTORC1 を始めとした、疾患発症にも重要な因子の活性を調節することが明らかにな

り、この 2 つの要素に miRNAs が栄養伝達因子として介在している可能性を提示でき

た。 
今後単一アミノ酸欠乏にとどまらず、様々な栄養状態における miRNAs の発現変動

やその生理学意義を蓄積していくことで、miRNAs を標的とした機能性食品の開発や

創薬など、様々な領域での応用が可能であり、分子栄養学における miRNAs 研究の発

展がますます期待される。 
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Fig. 4-1. 第二章で予想されたhsa-miR-663aとhsa-miR-1469の作用機序
hsa-miR-663aとhsa-miR-1469はロイシン欠乏下で転写因子ATF4を介して発現上昇し、
そのうちhsa-miR-663aはAKT1S1 (PRAS40)を標的としてmTORC1の活性低下を誘導する。
hsa-miR-1469の標的は今回同定することができず、今後さらなる検討が必要である。
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Fig. 4-2. 第三章で予想されたmmu-miR-182-5pとmmu-miR-193a-3p、mmu-miR-193b-3pの
作用機序
ロイシン欠乏食を給餌したマウス肝臓で発現上昇するmmu-miR-182-5pはCD2APを、
mmu-miR-193a-3pおよびmmu-miR-193b-3pはYWHAZ (14-3-3ζ)を標的とすることで、最終的に
p70S6Kリン酸化レベルの低下、その下流での脂質生合成の低下や細胞死の活性化を誘導
していると考えられる。しかしCD2APの作用機序の詳細など、今後さらなる検討が必要である。
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論文題目 
必須アミノ酸欠乏に応答する miRNAs の探索とその作用機序に関する研究 

 
 
 
 

背景と目的 
microRNA (miRNAs)は、23-25 塩基長の小分子 non-coding RNA の 1 種であり、そ

の 5’末端に位置する 6-8 塩基長の seed sequence と呼ばれる配列が標的遺伝子の

mRNA の 3’非翻訳領域に作用することで、その分解や翻訳の抑制を誘導する事が知ら

れている。   
miRNAs は、現在では全遺伝子の半数以上の発現調節に関わると考えられており、

注目を浴びている因子であるが、近年の研究によって癌や糖尿病、サルコペニアとい

った種々の病態において骨格筋や肝臓などの主要な臓器での発現が大きく変化するこ

とも見出されている。他方こうした疾患の発症機序の一因には、日々の食生活の乱れ

による栄養不良があるとされているため、栄養状態によって発現変動する miRNAs が

存在し、生体内で重要な役割を演じている可能性が高いが、分子栄養学研究における

miRNAs の果たす役割を明らかにした研究事例は少ない。そこで本研究では、培養細

胞および実験動物を利用して、肝臓において必須アミノ酸欠乏に応答して発現変動す

る miRNAs の網羅的探索およびその機能解析を行うことで、miRNAs の栄養情報伝達



因子としての新たな側面を明らかにすることを目的とした。 
 

第一章 HepG2 細胞においてロイシン欠乏に応答して発現変動する miRNAs の探索

とオミクス手法を利用した標的遺伝子解析手法の検討 
 本章ではまず、3 度の独立したマイクロアレイ解析によって、ヒト肝臓ガン細胞で

ある HepG2 細胞において必須アミノ酸の 1 つであるロイシンの欠乏に応答する 12 種

の miRNAs を見出した。さらにこのうち最も発現変動が大きかった hsa-miR-1228-5p
に着目し、標的遺伝子の探索手法の検討を行った。すなわち HepG2 細胞におけるロ

イシン欠乏下のトランスクリプトームの変化と hsa-miR-1228-5p の過剰発現時のトラ

ンスクリプトームの変化を比較し標的遺伝子候補を抽出する方法と、同条件における

プロテオームの変化を比較し標的遺伝子候補を抽出する方法を比較検討した。プロテ

オーム解析には iTRAQ (Isobaric Tag for Relative and Absolute Quantitation)法を用

いた。しかしながら両者によって抽出された遺伝子を比較したところ、共通して発現

減少を示していたものは極めて少なかった。また mRNA とタンパクの発現量に相関の

認められないものも比較的多かったことや、より表現型に近い因子で評価すべきとい

う点から、マイクロアレイと比較して網羅性に劣るものの、現段階ではプロテオーム

解析を中心に利用することが有効であると考えられた。 
 
第二章 ロイシン欠乏下の HepG2 細胞で転写因子 ATF4 によって制御される

miRNAs の機能とその応答機序の解析 
 第一章ではロイシン欠乏に応答して発現上昇する 12 種の miRNAs が見出された。こ

うした miRNAs がどのような機構を介して応答しているのかを明らかにすることを本

章の目的とした。ATF4 は必須アミノ酸欠乏時に mGCN2 および eIF2αの活性化によ

り特異的に翻訳が活性化される転写因子であり、種々の遺伝子の発現を亢進することで

こうした栄養飢餓への応答を誘導するが、この ATF4 によって制御を受ける miRNAs
については今まで報告が無かった。そこで HepG2 細胞に対して ATF4 の過剰発現を施

し、マイクロアレイ解析によって ATF4 によって制御される 203 種の miRNAs を見出

した。これと第一章で抽出した 12 種の miRNAs を比較し、ロイシン欠乏下で ATF4 を

介して発現上昇する miRNAs の候補として hsa-miR-663a および hsa-miR-1469 を見

出した。両 miRNAs はロイシン欠乏下で時間依存的な発現上昇を示したほか、ATF4 を

ノックダウンするとこの発現上昇がキャンセルされること、両 miRNAs の host 遺伝子

の転写開始点上流には、ATF4 の結合コア配列である AARE もしくは CRE 類似配列が

保存されていたことから、両 miRNAs は ATF4 を介してロイシン欠乏に応答している

と考えられた。第一章で得たプロテオーム解析結果を元にこれら miRNAs の標的遺伝

子の探索を行ったところ、複数の標的候補遺伝子が抽出された。HepG2 細胞に対して

これら miRNAs の過剰発現を施し、標的タンパク発現量を評価したところ、hsa-miR-



663a が AKT1S1 を標的としていることが明らかになった。また、両 miRNAs の過剰 
発現により、mTORC1 の下流因子の 1 つである p70S6K1 のリン酸化レベルの大幅な

減少が認められた。ロイシン欠乏下の細胞では mTORC1 の活性が低下し、それに伴っ

た脂質生合成活性、タンパク質生合成活性の低下やアポトーシス誘導が観察されること

は広く知られているが、本章で得られた結果により、こうした現象に関する新たな経路

を見出すことができた。しかし一方で今回の実験からは hsa-miR-1469 の標的遺伝子を

見出すことが出来ず、網羅性の向上という課題が残る結果となった。 
 
第三章 ロイシン欠乏食給餌マウス肝臓において発現上昇する miRNAs の探索と

AML12 細胞を利用したその機能解析 
 本章では動物モデルでの miRNAs の栄養伝達因子としての役割の検討を目的とし

た。ロイシン欠乏食を一週間給餌した C57BL/6J マウス肝臓において発現上昇する

miRNAs をマイクロアレイ解析によって探索したところ、mmu-miR-182-5p、mmu-
miR-193a-3p、mmu-miR-193b-3p が見出された。マウス肝臓のプロテーム解析結果

をもとにこれら miRNAs の標的遺伝子候補を探索したところ、CD2AP および

YWHAZ が見出された。各 miRNAs の機能解析として、マウス肝臓 AML12 細胞にお

いてこれら miRNAs を過剰発現させたところ、CD2AP および YWHAZ のタンパク発

現量の低下が認められ、実際に標的とされていることが確認できた。また p70S6K1
のリン酸化レベルの大幅な減少、さらに SREBP1c を始めとした脂質生合成関連遺伝

子群の発現減少、アポトーシス関連遺伝子 BCL2 の発現上昇が認められたほか、

mmu-miR-193a-3p、mmu-miR-193b-3p の過剰発現時には広範な細胞死が観察され

た。ロイシン欠乏食給餌マウスにおいては血中トリグリセライド、コレステロール濃

度の低下や肝臓重量の減少が観察されており、細胞分裂や脂質生合成の抑制が予想さ

れていたが、本章の結果によりこうした表現型にこれら miRNAs の働きが関与してい

ることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
総括 

本研究では、必須アミノ酸であるロイシンの欠乏に応答して発現上昇する miRNAs
の探索またその機能解析を培養細胞および実験動物を利用して検討した。その結果、

どちらの実験モデルにおいても複数の miRNAs が応答し、標的遺伝子の発現を抑制す

ることで mTOR シグナル系の抑制を誘導し、その結果脂質生合成やタンパク合成の抑

制、アポトーシスの活性化を引き起こしていることが明らかなった。またヒト培養細

胞モデル (HepG2 細胞)での検討においては、転写因子 ATF4 を介したこれ miRNAs
の発現制御機構も併せて明らかにすることが出来た。 
本研究の成果により、アミノ酸栄養伝達機構の新たな経路として、miRNAs による

遺伝子発現機構を提示することに成功した。今後様々な栄養条件に関してこうした知

見を蓄積することで、分子栄養学における miRNA 研究領域の発展、また将来的には

miRNAs を標的とした創薬や機能性食品開発に貢献出来ると考えている。 
 
本研究で明らかにされたこと 
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