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研究成果の概要（和文）：先行研究を継続した本研究により、がん特異的エネルギー代謝機構を調節する
microRNA(miRNA)群を更に同定した。それ等の内、本研究においては特に、MIR122、137、206が臓器特異性を有
することが明らかとなり先行研究の結果を裏付けた。更にWarburg効果を制御する重要な遺伝子として大腸腫瘍
においてPTBP1が高発現していることを見出し、PTBP1はMIR1、133bにより調節されていることが明らかになっ
た。また抗がん剤耐性株におけるWarburg効果関連遺伝子の機能を解析し、がんで優位なPKM2の発現が耐性株で
はPKM1に逆シフトしていることが示された。

研究成果の概要（英文）：In this project, we found that cancer-specific energy metabolism (Warburg 
effect) is regulated by several organ-specific microRNAs (miRNAs). Especially, MIR122, 137 and 206 
had organ specificity and regulated Warburg effect-associated genes, i.e., PKM or PTBP1. Also, we 
indicated that PTBP1 is novel oncogene in colorectal tumors and that up-regulation of PTBP1 was 
induced by dysregulation of the MIR1 and 133b. Moreover, we partially clarified the functions of the
 Warburg effect-associated genes in chemo-resistant cancer cells. Namely, PKM2 was dominant in 
cancer cells, but in chemo-resistant cancer cells, PKM1 was re-up-regulated through the reverse 
shift of PKM isoforms.  

研究分野：消化器外科
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 がん特異的エネルギー代謝機構（Warburg
効果）の成立機構を解明するために
microRNA(miRNA)の観点から研究を開始
した。解糖系の律速酵素である、ピルビン酸
キナーゼ(PKM）のアイソフォームが PKM2
優位になることが、Warburg効果成立機構の
1つとして知られていた。PKMアイソフォー
ムを調節する遺伝子として先行研究では
HNRNP family に属するスプライサー遺伝
子 PTBP1の存在が知られていたが、PTBP1
の発現調節機構は明らかになっていない部
分が大半であった。（一部、MYCにより発現
が亢進することが知られていた。）よって、
PTBP1 を標的とする miRNA を中心に、
Warburg 効果成立機構の解明することを計
画した。 
 我々の先行研究では脳特異的に分布する
MIR124及び、筋特異的に分布するMIR133b
が PTBP1 の発現を制御することにより、
PKM アイソフォームの発現を調節すること
を明らかにしていた。更にこの機構を追求す
るため本研究では、PTBP1 を標的とする
miRNAの内、筋特異的分布を持つ、miRNA
が大腸腫瘍において Warburg 効果を通じて
どのような影響を与えているかを中心に解
析を開始した。 
 
２．研究の目的 
 Warburg効果成立機構をmiRNAの観点よ
り詳細に明らかにする。更に標的遺伝子から
新規重要遺伝子を抽出し関連性を検討する。
最終目標は、Warburg 効果を制御する
miRNA を新規創薬に発展させることである。 
 
３．研究の方法 
 主に用いた実験系を大別すると、I:in vitro、
II:in vivo、III:ヒト検体における検討の 3 つ
に大別できる。以下に各実験系における実験
方法を記載する。 
 
I：in vitro  
研究対象のがん細胞株に対して、効果を検証
する microRNA、siRNA、過剰発現ベクター
をリポフェクションにより導入する。48時間
～72時間で効果を検証した。効果の検証にお
いては以下の実験を主として用いた。 
microRNA：既存の microRNAを必要に応じ購
入した（Ambion®）。 
siRNA: BLOCK-iT™ RNAi Designerを用いて
設計した。 
細 胞 導 入 ： Lipofectamine™ RNAiMAX 
Transfection Reagent、Lipofectamine® 2000を用
いた。 
細胞増殖能：トリパンブルー染色による細胞
数カウントを用いた。 
蛋白発現：ウェスタンブロッティング法(WB
方)、免疫蛍光染色(IF)を用いた。 
mRNA/miRNA 発 現 ： リ ア ル タ イ ム
PCR(RT-PCR)を用いた。 

miRNA結合能：ルシフェラーゼレポーターア
ッセイ及び、miRNA阻害剤の併用を用いた。 
形態学的観察：透過型電子顕微鏡 (TEM)、ヘ
キスト染色、Mito Tracker®を用いた。 
細胞周期解析：Tali® Image-Based Cytometer
を用いた。 
RNA結合能解析：RIPアッセイを用いた。 
データベース： Target Scan 7.1 database 
(http://www.targetscan.org/) 、 miRTarBase 
(http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/php/index.php
)を用いた。 
その他：実験結果に基づき、ラクテートアッ
セイや、電子スピン共鳴装置(ESR)、スフェ
ロイド 3次元培養等を用いた。 
 
II：in vivo 
ヌードマウス（BALB/cSLC-nu/nu）に大腸癌
細胞株を移植し、効果を検証したい miRNA
を腫瘍に局所投与し抗腫瘍効果を検証した。 
また、腫瘍を摘出し蛋白を抽出しWBを用い
て標的遺伝子発現の変化を解析した。 
また、同マウスの各種臓器を一部摘出し、
miRNAを抽出しRT-PCRにより各臓器におけ
る miRNA の発現分布を解析した。同様に蛋
白を抽出しWBにより目的遺伝子の臓器分布
を解析した。 
 
III：ヒト検体 
RNA 検体として Clontech (TAKARA BIO 
INC.)、Biochain (BioChain Institute Inc.)を使用
した。また、手術加療で余剰検体を一部採取
し miRNA、蛋白を抽出し解析に用いた。 
 
４．研究成果 
PTBP1 を標的とする miRNA として Target 
Scan 7.1 databaseを基に、MIR1、MIR133bを
同定した。実際に、筋以外の臓器における発
現を検索すると大腸で発現が高いことが明
らかになった(図１)。 
 
図 1 
 
 
 
 
 
 
また正常粘膜に比した大腸癌(50例)及び、大
腸腫瘍(25 例)における MIR1、MIR133b の
発現は、実に 90％以上の症例で発現が低下し
ていた(図 2)。 
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そこで、大腸癌細胞株 DLD-1 及び WiDr に
MIR1、MIR133bを導入すると顕著な細胞増
殖抑制を認めた。またWBを用いてオートフ
ァジー関連遺伝子の発現を調べると LC3Iか
ら LC3II への移行を顕著に認めた。更に 
TEM を用い観察すると autophagosome や
mitophagy が観察されオートファジーが誘
導されていることが示唆された(図 3)。 
                
               図 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に、Warburg効果関連遺伝子の発現につい
て検討すると、MIR1,MIR133b の導入によ
り PTBP1 の発現が顕著に抑制され miRNA
阻害剤の併用によりこの効果はキャンセル
された。またルシフェラーゼレポーターアッ
セイにおいても、MIR1、MIR133bが PTBP1
と結合することが示された(図 4)。 
 
図 4 
 
 
 
 
 
更に下流の PKMアイソフォームの発現を解
析するとがんで優位な PKM2から PKM1へ
と移行することが明らかになった(図 5)。 
 
図 5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また ESRやN-アセルシステインの併用実験
により、両miRNAの導入により活性酸素が
発生していることが示唆され、解糖系最終産
物でる乳酸産生量は低下し、TCAサイクル産
物である ATP の産生量が亢進した。よって
両 miRNAの導入が PKMアイソフォームを
M2 から M1 へと移行させることによりエネ
ルギー代謝機構に抗がん的な影響を及ぼし
ていると考えられた。 
更に、標的遺伝子である PTBP1を siRNAに
よりノックダウンした際にも同様の結果が

観察され、MIR1、MIR133bが PTBP1を制
御することにより PKMアイソフォームを調
節し、Warburg効果に寄与していることが示
唆された。次に両miRNAの抗腫瘍効果を in 
vivo で解析した。DLD-1 細胞株をヌードマ
ウスに皮下移植し両miRNAを腫瘍局所投与
したところ、有意な抗腫瘍効果が確認された
(図6)。また腫瘍片を摘出しPTBP1及びPKM
アイソフォームの発現を解析すると in vitro
と同様の結果が観察された。 
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最後に、臨床検体 30 例を用いて PTBP1の発
現を解析したところ、ほぼ全例で発現が上昇
していた(図 7)。また大腸腺腫でも既にこの
結果を認めることから、発がんの初期にこれ
らの現象が生じていると考えられ、Warburg
効果の獲得は発がんの根源的現象であるこ
とが示唆された。 
 
図 7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
更に、数種の抗がん剤耐性株で PKMアイソ
フォームの発現を検証すると、興味深いこと
に、がんで優位であった PKM2の発現が抗が
ん剤耐性株では親株と比較しM1の発現が上
昇していることが明らかとなった(図 8)。ま
た、ミトコンドリア能や ATP 産生能が亢進
していることが確認された。 
図 8 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



また抗がん剤耐性株は細胞培養で増殖が親
株と比較して遅い傾向にあったが細胞周期
を解析すると G0/G1 期に停滞していること
が確認された。そこで PKM1を過剰発現させ
たところ、抗がん剤に耐性を有することが確
認された(図 9)。 
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そこで、親株及び抗がん剤耐性株に siRNA
を用いて PKM1 ノックダウンさせると内因
性アポトーシスを生じることが示唆された。
siR-PKM1 と抗がん剤(5-FU、Oxaliplatin)
を併用すると、顕著なアポトーシスの増強が
示された(図 10)。以上より、抗がん剤耐性に
は PKM1が関与していることが示唆された。 
 
図 10 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 また、PTBP1 は RNA 結合蛋白であり、
internal ribosome entry site(IRES)構造をも
つ遺伝子との関連性が報告されていた。一方
で我々が長年、研究を行っていた RNA 結合
蛋白にRNAヘリケースであるDDX6がある。 
また PTBP1 は MYC により発現が制御され
ていることが報告されており、Warburg効果
に深く関与する遺伝子であることが想定さ
れる。またMYCは IRES構造を持つ代表的
な遺伝子である。以上のことから、MYC と
DDX6の関連を解析することで更に深くがん
の病態を追求することとした。以前の報告で
大腸腫瘍に関しては検討が成されていたた
め、胃癌を用いて検討することとした。 
 先ず、初めに臨床検体(25 例)を用いて、
DDX6の発現をWB法で解析したところ有意
な発現亢進を認めた(図 11)。 
 
図 11 
 
 
 
 
 
 

さらに胃癌細胞株 MKN-45において RIPア
ッセイを用いてDDX6とMYCが結合するこ
とが示唆された(図 12)。 
 
図 12 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に siRNAにより DDX6をノックダウンさ
せた時の影響を検証した。MKN-45 と
KATOIII に siR-DDX6 を導入すると、有意
な細胞増殖効果が確認され、MYC 発現の減
少を認めた(図 13) 
 
図 13 
 
 
 
 
 
 
 
 
逆に DDX6を KATOIII、MKN-1細胞株に過
剰発現させると MYC 発現の亢進を認めた
(図 14)。 
 
図 14 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、胃癌細胞株の内、MYC 増幅を有する
HSC-39において DDX6の効果を検証した。 
DDX6の発現は他の胃癌細胞株に比して高か
ったが、統計学的に有意差は認めなかった。
DDX6のノックダウンにおいては顕著な増殖
抑制効果を認めた（図 15）。mRNAレベルで
は MYCの発現抑制は認めなかったが蛋白レ
ベルでは有意な発現抑制を認めた（図 16）。 
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MYCノックダウンにより DDX6の発現抑制
は認めず、DDX6がMYCの上流に位置する
と考えた。また、DDX6の発現が亢進してい
た症例（13 例）においては MYC の mRNA
発現が有意に亢進していた（図 17）。 
 
図 17 
 
 
 
 
 
 
 
 
更にMKN-45を 3次元培養し DDX6をノッ
クダウンすると抗腫瘍効果を認めた。蛋白サ
ンプルではMYC発現が減少していた（図18）。 
 
図 18 
 
 
 
 
 
これまでの検討で PTBP1 を標的とする
miRNA は脳、筋特異的に分布する法則が想
定されたが、更に普遍性を明らかにするため
に PTBP1を標的とする他の miRNAについ
て検証を進めることとした。また、がんで優
位に発現するPKM2を直接制御するmiRNA
にも焦点を当てることとした。Target Scan 
7.1 database、miRTarBase を用いて解析し
PTBP1を標的とする miRNAとして MIR137、
MIR206 を抽出した。また PKM2 を標的する
miRNAはMIR122のみ存在することが明らか
になった。そこで、ヒト、マウスの各臓器で 
これ等 miRNA の分布を解析すると、
MIR137 は脳に MIR206 は筋に MIR122 は
肝臓に特異的に分布していることが明らか
になった(図 19)。 
 
図 19 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
更に、脳特異的なMIR137を多形性膠芽腫細
胞株(U-251、U-87)に筋特異的なMIR206を
横紋筋肉腫細胞株(RD、KYM-1)に導入し効
果を検証したところ、これまでと同様に
MIR137、MIR206 は PTBP1 を直接標的と
し PKMアイソフォームの発現を制御してい

ることが明らかになった。更に肝像特異的
MIR122を肝細胞癌細胞株（HUH-7、Hep3B）
に導入し効果を検証したところ、PKM2を直
接標的としていることがWB法、ルシフェラ
ーゼレポーターアッセイ、阻害剤併用実験な
どで示唆された(図 20)。 
 
図 20 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また同様の結果は PTBP1 をこれらの細胞株
でノックダウンした時にも観察された。各正
常組織と細胞株における、これら臓器特異的
miRNA を比較すると、発現が有意に減少し
ており、細胞株におけるmRNA-PKM2の発
現が亢進していた。以上より、PKM を調節
するmiRNAは臓器特異性を有しており、正
常組織におけるmiRNAの分布が組織の発生
を方向づけており、発がんにおいては特にこ
れら臓器特異的miRNA脱制御が重要な機構
であることが示唆された。 
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