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研究成果の概要（和文）：老化により舌や口の周りにある筋のサイズが小さくなったり（萎縮）、

筋力が弱くなったりするときの miRNA（20 塩基前後の小さい RNA）の働きと筋萎縮の予防

法について調べた。その結果、miRNA が舌や口の周りにある筋ができてくる時に非常に大事

な働きをしていることが明らかになった。この miRNA を利用して老化により舌や口の周りに

ある筋の萎縮を予防できるかもしれない。 

 
研究成果の概要（英文）：The present study attempt to elucidate the function of miRNAs in 

the atrophy of tongue and masticatory muscles with aging and to explore the treatment. 

The miRNA play significant roles in the development of tongue and masticatory muscles 

and might provide the muscle atrophy with very useful treatment for the muscle atrophy. 
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１．研究開始当初の背景 

超高齢社会を迎え、誤嚥による事故が大
きな社会問題になっている。誤嚥の原因の一
つとして、高齢になると舌筋や咀嚼筋の萎縮
がおこり筋力低下することが考えられる。こ
の加齢による舌筋や咀嚼筋の委縮によって
誘発される誤嚥の予防、治療法を開発するこ
とは、高齢者歯科医学にとって非常に重要な
課題である。 

microRNA(miRNA)は、21～23 塩基対
からなる機能性 non-coding RNA であり、そ
の機能は、遺伝子発現の転写後抑制であり、

複数のタンパク質と複合体を形成して標的
となる mRNA に結合し、その翻訳を抑制す
る。miRNA の機能は細胞増殖・アポトーシ
ス・発生と分化・代謝などの多岐にわたり、
その異常は癌などの疾患とも密接に関わっ
ており、多くの生命現象に深く関与している
ことが明らかになっている。 

骨格筋の発生においても、おもに C2C12

などの培養筋芽細胞を用いた研究から、
miR-1、 miR-133、 miR-195、 miR-181、
miR-206などの miRNA重要な役割を果たし
て い る こ と が す で に 報 告 さ れ て い る
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（ Naguibneva et al.,Nature Cell Biol 

8:278-284, 2006. Chen et al.,Nature Genet 

38: 228-233, 2006 など）。最近、荷重をかけ
て肥大させた骨格筋においては miRNA－1、
miRNA－133a が減少していることが報告
（McCarthy and Esser, J Appl Physiol 102: 

306-313, 2007)されており、加齢による舌筋、
咀嚼筋の委縮の誘発機序に miRNA が関係し
ている可能性が考えられる。しかし、この加
齢による骨格筋の萎縮における miRNA の役
割についてまったく調べられていない。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、microRNA (miRNA)の機能
を促進または抑制する薬物を探求し、咀嚼筋
の再生療法、筋萎縮を防止する薬物やサプリ
メントを開発するための基礎的なデータを
得ることである。 

 

３．研究の方法 

(1) 老齢マウスの解析を開始する準備段階と
して、マウス胎仔の舌発生過程における
miRNAの発現変化を解析した。胎齢 11、12、
13、14、15 日のマウス胎仔から舌と摘出し、
miRNA を抽出した。次に、それぞれの
miRNA に特異的なプライマーを結合させ逆
転写を行った。逆転写後、それぞれの miRNA

に特異的なフォアードプライマーと、逆転写
で付加した人工的な配列に特異的なリバー
スプライマーを用いて Real-time PCR を行
い、目的の成熟 miRNA の発現量を測定した。
胎齢 12、13、14、15 日のマウス胎仔より舌
を摘出し、4%パラフォルムアルデヒドかブア
ンで固定した。Whole mount miRNA in situ 

hybridization 法を用いて、摘出した舌全体
における miR-1 の分布を解析した。舌標本の
ほぼ中央付近の凍結切片し、miRNA in situ 

hybridization 法を用いて、筋線維内の
miR-1 の分布を解析した。 

 

(2) マウス胎仔より舌を摘出し、BGJb 培養
液を用いて器官培養を行った。培養液に
miR-1 に 対 す る Antisense Morpholino 

Oligonucleotide を添加し２、４日間培養した。
培養終了後、舌より miRNA を分離・精製し、
Real-time PCR 法を用いて miR-1 の発現量
を計測することにより Antisense の抑制効果
を確認した。さらに筋分化マーカーである
myoD、myogenin、muscle creatine kinase 

(MCK)の mRNA 発現量を計測した。 

 

(3) 老化にともなう舌、咀嚼筋の性質の変化
を明らかにするために以下の実験を行った。
３、６、１２、２４ヶ月齢の野生型ラットを
安楽死させ咬筋、オトガイ舌筋、オトガイ舌
骨筋を摘出し RNA、蛋白質を分離した。老
化に伴う筋特性変化を明らかにするために

SDS -PAGE、Real-time PCR 法を用いて、
これらの筋におけるミオシン重鎖の発現を
解析した。 

 

４．研究成果 

(1) Real-Time PCR 法を用いた発現解析によ
り miR-1、24 は胎齢が進むにつれ発現量が増
加し、舌筋細胞の分化が活発に進行している
胎齢 13～15 日には大量に発現していた(図
１)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１：miR-1、24 の発現 

 

 

逆に、miR-199a3p、199a5p の発現量は胎齢
11 日では最も高く、その後、胎齢が進むにつ
れて減少した。miR-133a の発現量は胎齢 11

～13 日に増加した後、減少した。miR-181a

の発現量は胎齢 11～15 日において大きな変
化は観察されなかった。また、miRNA in situ 

hybridization 法を用いた実験より miR-1 は
舌筋線維内に分布しており、舌筋の発生に伴
い染色強度が上昇していることが示された
(図２)。以上の結果から miR-1、24 が舌筋細
胞の分化調節に関与している可能性が示唆
された。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

図２：舌筋組織内の miR-1 の分布 



 (2) 舌の器官培養系において、miR-1 の発現
量は培養 2 日目から 4 日目の間に増加した。
Antisense 処理はこの miR-1の増加を抑制し
た。myogenin、MCK の発現量は培養 2 日目
から 4 日目の間に増加した。しかし、
Antisense 処理によってもこの増加は抑制で
きなかった（図３）。以上の結果より、
Antisense Morpholino Oligonucleotide によ
る miRNA 機能抑制のための実験条件が確立
できたことが示された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３：Antisense の効果 
 
 (3) 咬筋、オトガイ舌筋、オトガイ舌骨筋
におけるミオシン重鎖の蛋白質、mRNA の発現
において加齢に伴う顕著な変化は観察され
なかった。 
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