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〈要 約〉

　マイクロRNAの40％以上はタンパク質コード遺伝子のイントロンに存在し，そのコード遺伝子と協調的に発現が制御される．この研究において，筆者らは，肥満モデルマウスの肝臓において増加するイントロン性のマイクロRNAをスクリーニングすることにより，miR-676およびmiR-676の存在する遺伝子座によりコードされるタンパク質EDAが肥満により増加することを見い出した．ヒトにおいても，肝臓におけるEDAの発現は内臓脂肪の蓄積と強く相関した．EDAは無汗成外胚葉形成不全症の原因遺伝子の産物として知られる分泌タンパク質であるが，この研究において，EDAがPPARγにより制御され肥満により増加するヘパトカインであること，骨格筋を標的としてJNK経路を活性化し，筋肉におけるインスリンの作用の変化を介して全身の糖代謝に影響しうることが示された．さらに，肥満モデルマウスにおけるmiR-676のノックダウンにより，肝臓における脂肪酸の酸化経路の活性に関連するタンパク質の発現が上昇する一方，炎症に関連するタンパク質の発現が低下し，筋肉におけるEDAの作用と協調的に全身のエネルギー代謝に寄与しうることが示唆された．
はじめに
　近年のゲノム解析手法の進歩により，生体には多くの非コード性RNAが存在することが明らかにされた1)．しかしながら，概してわれわれの理解はそれらRNAがゲノムのどこに位置するかという“地理学的”な情報にとどまっており，大多数の例においてその機能的な意義は明らかにされてない．マイクロRNA（miRNA）は非コード性RNAのなかでもっとも研究が進められているが，ひとつのmiRNAが標的とする遺伝子は100以上ともいわれ，かつ，それぞれの標的に及ぼす影響は一般におだやかであることから2)，その機能的な意義づけは必ずしも容易とはいえない．
　この研究において，筆者らは，40％以上のmiRNAがコード遺伝子のイントロンに存在するという事実に着目した3,4)．このようなイントロン性miRNAの発現はそのコード遺伝子の発現と協調的に制御され，さらに，標的となる遺伝子あるいはシグナル伝達経路に対しこの両者が協調的にはたらくことにより，個体により大きく影響することが期待される．この仮説にもとづき，肥満モデルマウスの肝臓において変化するイントロン性miRNAをスクリーニングすることにより，肥満により変化する新たなmiRNAおよびコード遺伝子との組合せの同定を試みた．
1．Eda遺伝子およびmiR-676の発現は肥満状態の肝臓において上昇する

　肥満モデルマウスの肝臓において発現の上昇するmiRNAをスクリーニングしたところ，2種類の肥満モデルマウスの肝臓において共通して発現の上昇したmiRNAとして70種が同定され，その約半数にあたる34種のmiRNAはタンパク質コード遺伝子座に存在した．そのなかで，これまでに解析されていない7つのmiRNAおよびそれらの存在するコード遺伝子の発現について調べたところ，miR-676およびmiR-676をコードするEda遺伝子のみ，肥満モデルマウスの肝臓において発現が強く上昇していた．さまざまな臓器においてmiR-676およびEda遺伝子のRNAレベルでの発現について調べたところ，こうした肥満における発現の上昇は肝臓のみで観察されほかの臓器においては認められなかった．さらに，ヒトにおいても，肝臓におけるEDA遺伝子のmRNAの量は内臓脂肪および肝臓における脂肪の蓄積の程度と強い正の相関を示し，インスリン抵抗性の度合いと負に相関した．また，肥満の患者において減量手術の前後で肝臓におけるEDA遺伝子の発現を比較したところ，減量手術によりその発現が有意に低下することが確認された．これらの結果から，マウスおよびヒトにおいて，肝臓におけるEDA遺伝子の発現が肥満およびインスリン抵抗性と相関することがわかった．
2．EDAは肥満にともない増加するヘパトカインである

　EDAはTNFファミリーに属する分泌タンパク質であり，無汗成外胚葉形成不全症とよばれるまれな疾患の原因遺伝子の産物であることが知られていた5)．EDAは発生段階の皮膚においてNF-κB経路を活性化することにより皮膚附属器の形成にかかわり，その変異は無汗と毛髪および歯の形成の異常からなる症候群をひき起こすことがわかっていたが，ほかの組織においてEDAがどのようなはたらきをするのか，さらには，EDAが成人においてどのような役割を担うのかは明らかにされていなかった．そこで，EDAが肝臓から分泌タンパク質として分泌されるかどうか，すなわち，ヘパトカインなのかどうか調べた．肝細胞系の培養細胞から過剰に発現させたEDAが分泌され，この分泌は皮膚において知られていたのと同様にFurinとよばれるプロテアーゼに依存的に制御された．また，EDAはマウスの血中にも検出され，さらに，その濃度は肥満にともない増加した．以上から，EDAは肥満にともない増加するヘパトカインであることが示された．
3．Eda遺伝子の発現はPPARγにより増加する

　肥満した個体の肝臓においてEDA遺伝子の発現が亢進する機構について調べた．Eda遺伝子のプロモーター領域にはPPARγ，FOXO1，NF-κBなどの転写因子との結合モチーフが存在したが，培養細胞を用いたプロモーター解析においては，PPARγとその結合パートナーであるRXRαとの共発現のみがEda遺伝子プロモーターを活性化した．NF-κBはEda遺伝子プロモーターの活性に影響せず，FOXO1の発現はむしろEda遺伝子プロモーターの活性を低下させる傾向を示した．3箇所あったPPARγの結合モチーフのうちEda遺伝子プロモーターの活性化にかかわる領域を同定したしたところ，そこではPPARγの結合モチーフとFOXO1の結合モチーフとが近接しており，PPARγとFOXO1が互いに競合しながらEda遺伝子の発現を制御する可能性が示唆された．また，EDAはNF-κB経路を活性化することが知られているが，このような炎症性のタンパク質は多くの場合，それ自体も炎症性シグナルにより制御され，結果として正のフィードバックループを形成する．この意味で，EDAはPPARγという脂肪の代謝にかかわる転写因子により制御されるユニークな炎症性タンパク質であると考えられた．
4．EDA-A2は筋肉を標的としてJNK経路を活性化する

　EDAには選択的スプライシングにより生じる複数のアイソフォームが存在し，なかでもEDA-A1およびEDA-A2が主要なアイソフォームである5)．EDA-A1とEDA-A2はわずか6塩基，2アミノ酸残基が異なるだけだが，それぞれ特異的な受容体に結合する6)．EDA-A1とEDA-A2およびそれぞれの受容体により制御されるシグナル伝達経路は機能的には異なるものの，どちらも最終的にNF-κB経路を活性化する．無汗成外胚葉形成不全症は基本的にすべてEDA-A1あるいはその受容体であるEDA-A1受容体の変異に関連しており，EDA-A2およびEDA-A2受容体がはたす役割は不明であった7)．EDAの標的となる臓器を明らかにするため，マウスにおいてEDA-A1受容体およびEDA-A2受容体がさまざまな臓器にどのように分布するか調べた．すると，EDA-A1受容体およびEDA-A2受容体は骨格筋において強い発現を示し，とくに，EDA-A2受容体の発現は骨格筋において非常に高く，かつ，ほぼ特異的であった．この結果から，肝臓から分泌されたEDA-A2が骨格筋を標的として作用する可能性が示された．
　骨格筋はインスリンの主要な標的のひとつであり，かつ，炎症性シグナルは骨格筋を含むさまざまな臓器においてインスリン抵抗性をひき起こす8)．もし，EDA-A2が骨格筋において炎症性シグナルを活性化するなら，結果として，骨格筋においてインスリン抵抗性を惹起することにより全身の糖代謝に影響をおよぼす可能性がある．筋細胞系の培養細胞およびマウスの骨格筋に組換え体のEDA-A1あるいはEDA-A2を投与したところ，EDA-A2の投与のみによりインスリン抵抗性に深くかかわる炎症性タンパク質JNKのリン酸化が亢進し，さらに，これにともない，インスリンシグナルタンパク質IRS-1の抑制性のSerリン酸化9) が増加した．この応答は肝細胞系の培養細胞およびマウスの肝臓においてはみられず，このことはEDA-A1およびEDA-A2受容体の発現パターンと合致した．
5．EDA-A2の発現はマウスにおいて全身の糖代謝に影響する

　炎症は骨格筋においてもインスリン抵抗性を惹起するため，EDA-A2による骨格筋におけるJNK経路の活性化は全身の糖代謝に影響をおよぼす可能性がある．この可能性を実証するため，マウスの肝臓においてアデノ関連ウイルスを用いてEDAを過剰発現あるいはノックダウンし，その糖代謝への影響を個体のレベルで調べた．やせ型のマウスにおいてEDA-A2を過剰に発現させたところ，体重および摂食に影響はなく，対照と比較してエネルギーの消費に低下の傾向がみられたが，この傾向は少なくとも過剰発現から5週間後の段階においては有意ではなかった．グルコース負荷試験において，EDA-A2の過剰発現により対照と比較して血糖値が有意に上昇した．また，骨格筋においてはJNKのリン酸化とともにIRS-1の抑制性のSerリン酸化も増加した．一方，肥満モデルマウスにおいてEDAをノックダウンしたところ，体重，摂食，エネルギーの消費に変化はみられなかったが，グルコース負荷試験において対照と比較して血糖値が低下した．さらに，EDAのノックダウンによりインスリン抵抗性の改善が確認され，この改善は骨格筋，とくにヒラメ筋における糖の取り込みの増大によるものであることがわかった．以上より，肥満したマウスの肝臓におけるEDAの発現の変化が，おもに骨格筋への作用を介し全身の糖代謝に影響しうることがわかった．
6．miR-676は肝臓において脂肪酸の酸化に関連するタンパク質および炎症に関連するタンパク質を制御しうる

　肥満におけるmiR-676の増加がどのような病態的な意義をもつのか明らかにする目的で，肥満モデルマウスにおいてLNA（locked nucleic acid）の投与によりmiR-676を抑制した．一般に，miRNAはその標的となる遺伝子のmRNAの3’側非翻訳領域に結合することにより発現を抑制するが，この発現の抑制はmRNAのレベルよりもタンパク質のレベルにおいて強い2,10)．このことをふまえ，miR-676の抑制のもとで肝臓のプロテオームを解析することにより，どのようなタンパク質がmiR-676により制御されうるか解析した．2週間にわたるmiR-676の抑制により体重および糖代謝に変化はみられなかったが，プロテオミクス解析において，miR-676を抑制した肥満モデルマウスの肝臓においては対照と比較して脂肪酸の酸化に関連するタンパク質が増加し，一方，CRPをはじめとする一群の炎症に関連するタンパク質が減少した．この結果から，肥満におけるmiR-676の増加が脂肪酸の酸化を低下させ，さらに炎症を活性化する可能性が示唆された．
　EDA遺伝子およびmiR-676の転写の活性は脂肪の蓄積におけるキー転写因子であるPPARγにより制御されること，また，EDAが炎症性シグナル伝達経路を構成するJNKおよびNF-κBを活性化することを考えると，この結果は興味深い．ただし，miR-676の直接の標的となる遺伝子の同定にはいたっておらず，また，LNAの投与は肝臓のみならずほかの組織においてもmiR-676を抑制する可能性があるため，肝臓において発現の変化したタンパク質がmiR-676の直接の下流にあるのかどうかも明らかにされていない．これらについては，今後の検討課題と考えている．
おわりに

　この研究において，筆者らは，イントロン性miRNAに着目することにより，miR-676およびmiR-676をコードするEDA遺伝子の発現が肥満した動物の肝臓において上昇し，全身の糖脂質の代謝に影響しうることを見い出した（図1）．EDAの成人における意義，さらに，そのアイソフォームであるEDA-A2のはたらきはこれまで明らかにされていなかったが，もともと，EDAが皮膚においてのみ知られるタンパク質であったことから，その糖代謝における新たな役割の発見は驚きであった．では，こうした皮膚において重要なタンパク質が肥満した動物の肝臓において増加することの意味はなんであろうか．現段階においては，その全体像を想像することはむずかしい．しかしながら，筆者らは，この結果は代謝と皮膚とのあいだにこれまで考えられていた以上の関連が存在することを示唆するものではないかと考えている．皮膚は面積でいえば動物にとり最大の臓器であり，かつ，外界の環境との重要なインターフェースである．さらに，皮膚は皮脂の分泌，発汗，皮膚血管の収縮および拡張などにより代謝に積極的にかかわる可能性がある．この分野は現段階ではまだ十分に研究されているとはいいがたく，今後の研究の発展が楽しみである．
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〈図説明〉

図1　肥満におけるEDAおよびmiR-676の増加は全身の糖脂質の代謝に影響をおよぼしうる
