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研究成果の概要（和文）：放射線誘起線維症(RIF)は、コラーゲン等、細胞外マトリックスの過剰な蓄積の結果
である。我々は、放射線によりI型コラーゲンの発現がTGF-βを介して増加することを報告した。miRNAは遺伝子
発現を負に調節すると提唱されているが、RIFにおけるmiRNAの役割は不明である。本研究では、放射線によるI
型コラーゲン発現増加に関わるmiRNAについて調べた。その結果、放射線によりmiR-29が減少し、miR-29過剰発
現でI型コラーゲン発現増加が緩和された。さらに、放射線によるmiR-29の発現減少にTGF-βが関与していた。
以上の結果、miR-29がRIFの重要な調節因子であることが示唆される。

研究成果の概要（英文）：Radiation-induced fibrosis (RIF) is thought to involve the excessive 
accumulation of collagen; previously, we reported that radiation increased the type I collagen 
expression and TGF-β was involved in this increase. It has been suggested that miRNA negatively 
regulate the gene expression. However, their role in the RIF process remains unclear. In this study,
 we examined the effects of miRNA on the type I collagen expression induced by radiation. We found 
that miR-29 were downregulated and targeted type I collagen gene in irradiated cells. We also found 
that the overexpression of miR-29 inhibited the type I collagen expression whereas the knockdown of 
miR-29 enhanced it. In addition, TGF-βsignaling decreased the miR-29 expression whereas the 
inhibition of this signaling cancelled this decrease. In conclusion, miR-29 was involved in the 
regulation of type I collagen expression through the TGF-β signaling in irradiated cells, 
suggesting that miR-29 may be an important regulator of RIF.

研究分野： 放射線管理
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１．研究開始当初の背景 
 
現在、放射線は CT 検査や癌治療等、医学的

に広く実用化されているが、正常な組織や臓器
への放射線照射を避けることは困難であり、その
結果、副作用として生じる放射線障害が懸念さ
れている。放射線障害には、照射から数日から
数か月内に起こる急性障害と数か月以後に現
れる晩期障害に分類される。臨床で大きな問題
となるのは、主に晩期障害であり、晩期障害を予
防するために放射線照射量を少なくしたり、照
射範囲を縮小したりするなど対応されているが、
それにより腫瘍への効果も十分得られなくなると
の問題もある。放射線によって生じる晩期障害
の一つに、放射線誘発線維症(RIF)があり、特に
肺や皮膚への線維化が、放射線治療を行う際
に重要視される有害事象となっている。RIF は、
様々な種類のサイトカインや増殖因子と協調し
て、放射線による線維芽細胞の増殖や分化、お
よびそれによるコラーゲン等の細胞外マトリックス
(ECM)構成因子の過剰な蓄積の結果と考えら
れているが、RIF プロセスを促進する遺伝子発
現機構やそれに関わるシグナル伝達等のメカニ
ズムについて詳細に解明されていない。従って、
RIF のメカニズムについて解析し、臨床的に RIF
による肺や皮膚への線維化を軽減させる手法を
見出すことが急務であると考えられる。 

コラーゲン分子は、ECM の主成分であり、体
内のタンパク質の約 3 割を占めることに加え、現
在、発生や再生時の組織形成や種々の細胞の
機能発現にも重要な役割を担うことが報告され
ている。我々は、このコラーゲン遺伝子について
RIF に関連する遺伝子発現機構に十分に関与
することと予測し、RIF メカニズムについて解析
するために、コラーゲン遺伝子を研究対象として、
その放射線による発現変化について調べている。
これまでに、放射線により、NIH3T3 培養細胞、
マウス胎児皮膚由来線維芽細胞にて I 型コラー
ゲンの発現が mRNA レベル、転写レベル、タン
パク産生レベルで増加し、この発現増加に関わ
るシグナル伝達に MAPK シグナル経路はほとん
ど関与せず、TGF-/Smad シグナル経路が重要
な役割を担うことを示した。また、TGF-の応答
因子と考えられている CTGF についても、放射
線による I 型コラーゲン発現増加に関与すること
を報告した。 
 近年、タンパク質をコードしないRNAの一種で
ある microRNA(miRNA)に関する研究が盛んに
展開されている。miRNA は、標的とする mRNA
の 3’UTR と特異的に結合することでタンパク質
への翻訳の阻害、もしくは直接分解し、転写後
の遺伝子発現調整に関与すると考えられている。
さらに miRNA が、細胞増殖、細胞死、分化等の
局面で重要な機能を果たし、ガンをはじめとした
各種疾患にも関与していることが明らかになりつ
つある。RIF プロセスに関しても、放射線による

miRNA の発現変動が、I 型コラーゲンの発現増
加に、直接的または間接的に関与していると考
えられるが、RIF プロセスと miRNA との関連を検
討している報告は、まだない。また、放射線によ
って発現が変化するmiRNA について、いくつか
の報告はあるが、miRNA の転写等の遺伝子発
現機構への放射線の影響に関しての報告はな
い。従って、RIFプロセスに関連する遺伝子発現
機構に関してさらなる知見を得るためには、転写
後の遺伝子発現制御に関わる miRNA の関与
の有無について調べる必要があると考えられ
る。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、まず、RIF プロセスにおける遺伝
子発現制御に関わる miRNA について調べるた
めに、miRNA マイクロアレイ解析により、放射線
により発現変動する複数の miRNA を見出す。
そして、放射線により発現が変動した miRNA の
過剰発現、およびノックダウン実験を行い、その
場合の I型コラーゲン遺伝子の発現がどのように
変化するか調べる。次に、I 型コラーゲンの発現
に関与する CTGF についても miRNA が発現調
整にどのように機能するか調べる。 
 放射線により発現変動した miRNA について、
放射線による転写調節領域の存在、さらにその
転写調節領域に結合する転写因子の同定を行
い、miRNA 転写調節機構への放射線の影響に
ついて調べる。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) I 型コラーゲンの発現調節に関与する
miRNA の同定と機能解析 
 放射線照射した NIH3T3 細胞から small RNA
を含む RNA を抽出して miRNA アレイ解析を行
い、放射線によって発現が変動する miRNA を
網羅的に調べた。そして miRNA データベース
(Targetscan)を用いて I 型コラーゲン遺伝子を標
的としうる miRNA を解析し、miRNA アレイ解析
の結果と比較した。次にルシフェラーゼ・アッセ
イにより、miRNA の結合部位をルシフェラーゼ
遺伝子の3’末端側に導入した場合のルシフェラ
ーゼ活性、及び miRNA 結合部位に変異を加え
た場合のルシフェラーゼ活性を測定し、I 型コラ
ーゲン遺伝子を標的としうる miRNA について調
べた。さらに、この miRNA を過剰発現、及び
knockdown させた場合の I 型コラーゲンの発現
の変化を real-time PCR、ELISA にて測定した。 
 
(2) CTGF の発現調節に関与する miRNA の同
定と機能解析 
 ルシフェラーゼ・アッセイにて CTGF 遺伝子と
miRNA との結合部位のルシフェラーゼ活性の
変化を測定し、CTGF 遺伝子を標的としうる
miRNA について調べる。さらに、この miRNA を
過剰発現、及び knockdown した場合の CTGF



の発現の変化を real-time PCR、Western blotting
にて測定した。そして、同様に I 型コラーゲンの
発現の変化を測定して、miRNA が CTGF の発
現調整を通して、間接的に I 型コラーゲンの発
現に影響を与えるかどうか調べた。 
 
(3) I 型コラーゲン発現増加に関与する miRNA
の転写調節機構への放射線の影響の解析 
 (1) で解析した miRNA について、これら
miRNA の転写調節機構への放射線の影響に
ついて調べるために、ルシフェラーゼ・アッセイ
にて miRNA のプロモーター解析を行った。ルシ
フェラーゼ・アッセイにて解析した miRNA 転写
調節領域について、その領域に結合しうる配列
を持つ転写因子をデータベース(TRANSFAC
等)により解析し、CHIP・アッセイより、予測した
転写因子が miRNA 転写調節領域上に直接結
合するか調べた。また、TGF-/Smad シグナル伝
達を阻害した場合の miRNA の発現の変化を
real-time PCR にて調べた。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)放射線による I 型コラーゲンの発現増加にお
ける miRNA の作用機序の解明 
 
 miRNA アレイ解析の結果、放射線により 10 種
の miRNA が発現低下、9 種の miRNA が発現
増加した。これらの放射線により発現が変化した
miRNA について、Targetscan により I 型コラーゲ
ン 遺 伝 子 を 標 的 と し う る か 分 析 し た 結 果 、
miR-29 family を見出した。ルシフェラーゼ・アッ
セイにより、I 型コラーゲン遺伝子の 3’UTR 活性
を調べた結果、放射線により1 鎖、2 鎖遺伝
子の 3’UTR 活性は増加したが、 miR-29 結合
部位に変異を加えた場合、放射線による増加が
緩和された(図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に、miR-29 を過剰発現させた場合の I 型コラ
ーゲンの発現変化を測定した。その結果、放射
線により I 型コラーゲンの mRNA 発現量、およ
びタンパク産生は増加したが、miR-29 の過剰発
現により、この発現増加が抑制された(図 2)。 
さらに CRISPR-Cas9 システムを用いて、miR-29
をノックアウトした細胞株を樹立し、この細胞株の
I 型コラーゲンの発現について調べた結果、放
射線による I 型コラーゲン発現の増加が、さらに
増していた。これらの結果から、放射線による I
型コラーゲンの発現増加には、miR-29 が関与
することが考えられる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)CTGFの発現調節に関与するmiRNA の機能
解析と I 型コラーゲン発現増加への寄与の解明 
 
 Targetscan により選定した CTGF 遺伝子を標的
としうる miRNA について、(1)の miRNA アレイの
結果を解析した結果、miR-26 を見出した。
CTGF の 3’UTR 活性についてルシフェラーゼ・
アッセイにより測定した結果、放射線により増加
したが、miR-26 結合部位に変異を加えると放射
線による増加が緩和された。次に、miR-26 を過
剰発現させた場合の CTGF の発現を測定した結
果、放射線による CTGF の発現増加が緩和され
た(図 3a)。さらに、miR-26 を過剰発現させた場
合、放射線による I 型コラーゲン発現増加が緩
和された(図 3b)。以上の結果より、miR-26 は放
射線による CTGF の発現増加を制御し、その発
現制御により I 型コラーゲンの発現も間接的に
調整することが考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3)miR-29 転写調節機構への放射線の影響の
解析 
 
 放射線による miR-29 の発現低下に関して、そ
の発現制御機構を調べるために、ルシフェラー
ゼ・アッセイにより miR-29 のプロモーター活性を
測定した。miR-29b2 をコードする遺伝子の転写
開始点から下流の+639bp から+865bp までの領
域でルシフェラーゼ活性が増加し、また、同
+1,030bp から+1,492bp までの領域では、ルシフ
ェラーゼ活性が減少した(図 4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 放射線による I 型コラーゲン 3’UTR 活性の変化 

図 2 miR-29 過剰発現した場合の I 型コラーゲン発現の変化 

(a) mRNA 発現 (b) タンパク産生の変化 

図 4 放射線による miR-29b2 プロモーター活性の変化 

図 3 miR-26 過剰発現した場合の発現の変化 

(a) CTGF タンパク発現 

(b) I 型コラーゲン タンパク産生 



次に+1,030bp から+1,492bp までの領域における
プロモーター活性は、放射線により減少したた
め、TRANSFAC によりこの領域に結合しうる転
写因子を調べた。解析の結果、TGF-の下流因
子である Smad の結合が予測され、CHIP・アッセ
イより、Smad が結合することが分かった(図 5a)。
さらに、この Smad との結合が予想される領域に
変異を加えるとルシフェラーゼ活性の減少が緩
和された(図 5b)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上の結果より、放射線により TGF-β/Smad シ
グナル経路を介して、miR-29 の発現が減少し、
この miR-29 の発現が減少することで、放射線に
よる I 型コラーゲンの発現増加がさらに増すこと
と考えられる。RIFの重要な調節因子として、
miR-29 が示唆でき、今後、RIF の治療タ
ーゲットとしての miR-29 の臨床的応用の
可能性が考えられる。 
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図 5 miR-29 プロモーター活性の変化 

 (a) CHIP・アッセイ 

(b) ルシフェラーゼ・アッセイ 


