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研究成果の概要： 
脱メチル化剤を培養細胞に投与し、発現が回復するマイクロＲＮＡをエピジェネティックな因

子による発現制御を受けるマイクロＲＮＡ候補とし、解析を行った。対象とした培養細胞は、

食道癌由来、肝細胞癌由来、大腸癌由来の培養細胞。hsa-mir-26b,517a, 372, 373, 519, 520g
に注目し、細胞増殖能を変化させることを明らかにした。一部のマイクロＲＮＡにおいて、プ

ロモーター領域の異常メチル化を明らかにし、異常メチル化により発現が制御され、癌細胞の

増殖に関与することが明らかになった。 
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１．研究開始当初の背景 
遺伝子変異や、欠失、増幅といった遺伝子配
列そのものに変化をきたすジェネティック
な異常だけではなく、エピジェネティクな異
常による遺伝子発現制御も注目されている。
特に、プロモーター領域の異常メチル化、ヒ
ストンの脱アセチル化によるクロマチン構
造の変化によって遺伝子配列に変化をもた
らすことなく、発癌や癌の進展に大きな役割
を果すエピジェネティックな異常も注目を
集めている。これまで我々は、食道癌、胃癌、
肝細胞癌、大腸癌由来の培養細胞を用いて、
異常メチル化によって発現が低下し、また発
癌に対する寄与について検討を行ってきた。
またタンパク質をコードしない小さなＲＮ
Ａ分子であるマイクロＲＮＡは、発生・分
化・増殖など様々な生命現象に関わっている
と考えられ、注目を集めている。マイクロＲ
ＮＡをコードする遺伝子は、ゲノム上に少な
くとも数百存在している。それらの遺伝子か
らは、まず、数百から数千ヌクレオチドの長
さの初期マイクロＲＮＡが転写され、その後
処理され、約６０～７０ヌクレオチドのヘア
ピン型前駆体マイクロＲＮＡとなる。さらに
Dicer と呼ばれるリボヌクレアーゼによって、
１９～２４ヌクレオチドの成熟したマイク
ロＲＮＡとなる。その作用機序は、マイクロ
ＲＮＡと部分的に相補的なメッセンジャー
RNA との不完全なハイブリダイゼーションと、
それに伴う未知の翻訳抑制作用であると考
えられている。そのため、一種類のマイクロ
ＲＮＡが、タンパク質をコードする複数のメ
ッセンジャーRNA の翻訳を制御するという極
めてユニークな発現調節機構に携わってい
ると考えられている。一方で、これらマイク
ロＲＮＡ自体の発現調節機構については、不
明な点も多いが、エピジェネティクな異常に
より発現が制御されている可能性が報告さ
れ始め、やはり、発癌、発生に重要な役割を
果たすことが予想された。 
 
２．研究の目的 
エピジェネティックな異常により発現が制
御されたマイクロＲＡＮを検出し、その機能
解析を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１） 消化器癌由来の培養細胞株（肝細胞
癌由来 3種、食道癌由来 2種、大腸癌由来 2
種）を対象とした。それぞれの培養細胞に対
して、脱メチル化剤(5-aza-2'-deoxycytidine、
以下 DAC)を、１μＭもしくは５μＭの濃度
で９６時間投与した。その前後で発現上昇を
認めるマイクロ RNA を、異常メチル化によ
って発現が制御されている候補遺伝子とし
た。発現上昇を認めたマイクロ RNA の検出
方法として、約 300個のマイクロ RNAがス

ポットされたマイクロアレイを用いた。この
手法は、これまで、蛋白をコードする遺伝子
については、広く応用され、様々な異常メチ
ル化に制御される遺伝子が発見、報告されて
いる。マイクロアレイの結果はリアルタイム
PCRにて確認した。 
（２） 発現上昇が確認されたマイクロ
RNA については、マイクロ RNA molecule
を培養細胞にトランスフェクションするこ
とにより、細胞増殖能が変化するかについて
ＭＴＳアッセイにて検討した。 
（３） 細胞増殖能を変化させることが確
認されたマイクロＲＡＮについては、その転
写開始点（ＴＳＳ）を、5`race法にて同定し
た。5`race法は、蛋白をコードするｍＲＮＡ
だけでなく、蛋白をコードしないマイクロＲ
ＮＡのｍＲＮＡにおいても 5’末端にキャッ
プ構造があることに着目している。ＴＳＳの
上流にＣｐＧアイランドが存在するかにつ
いては、web上で公開されている方法にて検
討した（http://www.cpgislands.com/）。Ｃｐ
Ｇアイランドの異常メチル化については、
Methylation Specific PCR（ＭＳＰ）法にて
解析した。 
（４） プロモーター領域に異常メチル化
を認めたマイクロＲＡＮについては、そのタ
ーゲット遺伝子（マイクロＲＮＡによって発
現が制御されている可能性が高い遺伝子、
web 上 で 公 開 さ れ て い る
http://microrna.sanger.ac.uk/sequences/ind
ex.shtml）の中で、抑制効果が高いことが予
想されている上位１０個の遺伝子について
検討した。特にこれまで、癌との関連が報告
されている遺伝子について着目した。これら
遺伝子の発現量について、ＤＡＣ処理後、ま
たマイクロＲＮＡmolecule をトランスフェ
クションした後の変化を検討した。 
 
４．研究成果 
（１） ＤＡＣ処理後のマイクロＲＮＡの
発現量の変化：マイクロアレイ解析により、
各培養細胞にて発現が上昇したマイクロＲ
ＮＡの一部を示す。食道癌由来 2種、大腸癌
由来 2種、肝細胞癌由来 3種の培養細胞を用
いて、マイクロアレイの結果を比較検討を行
った。大腸癌由来培養細胞は、投与したＤＡ
Ｃの濃度が５μＭと他の検討と異なるため、



比較検討は行わなかった。食道癌由来の培養
細胞であるＴＥ－１とＴＥ－１０では、それ
ぞれ 1.5倍以上の発現上昇を認めたマイクロ
ＲＮＡは、それぞれ 13個、6個認めた。しか
し、両者に共通して発現上昇したマイクロＲ
ＮＡは認めなかった。一方で、肝細胞癌由来

の培養細胞（Alexander、Huh7、HLE）で
は、それぞれ４、３、１６個のマイクロＲＮ
Ａが発現上昇を認めた。この中には、培養細
胞間で共通して発現情報を認めたマイクロ
ＲＮＡが、3個認めた(hsa-mir-21, 524,525)。
特に hsa-mir-21 は、腫瘍抑制遺伝子である
phosphatase and tensin homolog deleted 
on chromosome 10（ＰＴＥＮ）との関連が
報告されており、その発現機構の解明は有用
なものになると思われる。これらの検討から、
培養細胞ごとに、ＤＡＣ処理後のマイクロＲ
ＮＡの発現パターンが異なることがわかり、
各培養細胞の特異性を示している。残念なが
ら各培養細胞間の共通性については、明らか
な結果は得られなかった。 
（２）  リアルタイムＰＣＲ法にて、その
一部のマイクロＲＮＡの発現変化を確認し
た。 
（３） 大腸癌由来培養細胞株における結
果を示す（表１、表２）。上記検討によりＤ
ＡＣ処理により発現上昇した６種類のマイ
クロＲＮＡ（hsa-mir-517a、hsa-mir-517b、
hsa-mir-372、hsa-mir-373、hsa-mir-519d、
hsa-mir-520g）の molecule をおなじく大腸
癌由来培養細胞株にトランスフェクション
し、細胞増殖能を検討したところ、図１に示
すように、それぞれ、有意に細胞増殖抑制能
を示した。 
 

（４） 上記６種類のマイクロＲＮＡのゲ
ノム上流域を検索し、ＣｐＧアイランドの存
在するマイクロＲＮＡ５種（hsa-mir-517a、
hsa-mir-372、hsa-mir-373、hsa-mir-519d、
hsa-mir-520g）のＴＳＳを同定の上、上流域
のＣｐＧアイランドの異常メチル化をＭＳ

Ｐにて明らかにした。同時に、ＤＡＣ処理に
よって、異常メチル化が解除されることも明
らかにした（図２）。 
（５） 上記５種のマイクロＲＮＡのター
ゲット遺伝子内で、既に癌組織で発現量が高
いと報告されている遺伝子について、検討し
た。結果として、マイクロＲＮＡmoleculeの
トランスフェクションによって、各遺伝子の
発現量は低下した（表３）。以上より、異常
メチル化によって、発現が抑制されたマイク
ロＲＮＡを明らかにした。マイクロＲＮＡは
癌促進に働く遺伝子の発現をコントロール
することにより、発癌のメカニズムの一端を

担っていると考えられる。 
（６） 同様にして、食道癌由来培養細胞で
ＤＡＣ処理によって発現上昇がみられたマ
イクロＲＮＡのうち、hsa-mir-26b に着目し
て検討した。hsa-mir-26b moleculeをトラ
ンスフェクションすることにより、ＭＴＳア
ッセイによる検討では、細胞増殖能の増加を
認めた。ゲノム上流域の異常メチル化を、バ
イサルファイト処理後 direct sequence 法に
て検討したところ、異常メチル化が確認され
た。大腸癌由来培養細胞を用いた検討と同じ
く、web上で公開された hsa-mir-26bのター
ゲット遺伝子上位１０個のうち、上位１０個
の遺伝子のmRNA発現量が、moleculeの強
制発現により抑制されるかを検討した。結果



として、癌抑制遺伝子として報告のある
transducer of ERBB2, 1（ＴＯＢ１）の
mRNA発現量の低下を確認した。また、ウエ
スタンブロッティング法にて、蛋白レベルの
低下も確認した（図４）。以上より、
hsa-mir-26b は、異常メチル化によって、食
道癌由来培養細胞において、発現が制御され
ており、ＴＯＢ１の発現増加を引き起こし、
細胞増殖能に影響を与えているものと推察
された。 
 
（７） 蛋白をコードしないマイクロＲＮＡ
が、非常に多機能であることがわかり、最近、
代表的な癌抑制遺伝子であるｐ５３と密接
な関連があることが明らかになった。これら
の報告は、マイクロＲＮＡは、癌の発生や進
展に重要な役割を果たすことを示しており、
マイクロＲＮＡの動態の把握は、癌研究にお
いて、必須のものである。本研究では、マイ
クロＲＮＡの制御方法として、従来報告され
ているジェネティックな因子のみならず、エ
ピジェネティックな因子、特にプロモーター
領域の異常メチル化も重要であることを明
らかにした。また、それぞれのマイクロＲＮ
Ａの機能については、ＤＡＣ処理で発現変化
がみられるマイクロＲＮＡに着目したこと
により、発癌との関連が深いマイクロＲＮＡ
を選び出すことができたと考えている。 
マイクロＲＮＡは、そのサイズが小さいこと
などから、通常の mRNA と比較して、安定し
ており、ＲＴ－PCR による発現量の差異の検
討が容易とされている。また、マイクロＲＮ
Ａを用いた遺伝子導入も、通常の蛋白をコー
ドする遺伝子と比べて容易であり、臨床応用
の可能性が高い。本研究では、当初予定して
いた臨床検体を用いた検討については、学内
の倫理委員会に現在申請中であり、数か月以
内に許可される予定である。大幅に予定が遅
れた原因として、マイクロＲＮＡが発現する

際の、transcription starting site(TSS)が
明らかになっておらず、その確認が予想以上
に困難であった。その原因として、ゲノムか
ら最初に読みだされるＲＮＡが微量で不安
定なため、ＴＳＳの決定が困難になったと予

想される。今後、マイクロＲＮＡの発現量を
調整するメカニズムの解明には、ＴＳＳを含
めたデータベースの構築が必要と思われる、
しかしながら、本格的な研究が開始されて間
もないこともあり、今後の世界レベルでの情
報集積に期待したい。少数例ではあるが、市
販されている大腸癌の臨床検体（匿名化され、
遺伝子研究が許可されている）を用いた前検
討では、今回の培養細胞を用いた検討と合致
する結果が得られており、今後多数の臨床検
体を用いた検討によって、臨床の現場に役立
つ結果を提供できる可能性が高いと思われ
る。 
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