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研究成果の概要：近年，蛋白質をコードしない遺伝子(non-coding RNA；ncRNA)が機能的

RNA として振る舞うことが注目されている．特に miRNA は，全蛋白質の 10-30%程度を制御下

にしているとの試算もなされている．miRNA は genetic/epigenetic 以外の第三の遺伝子制御

機構として，細胞特異的な遺伝子発現に関与している可能性がある．本研究では，複数の癌

腫において，生物学的特性の形成に重要な miRNA の発現異常を解析した．甲状腺癌では，末

分化癌における miR-138 の極端な発現低下が確認された．miR-138 の発現低下は hTERT 遺伝

子産物の発現を誘導し，甲状腺末分化癌のアグレッシブな生物学的特性を反映するものと考

えられた．また，約半数の骨肉腫で，miR-127 の発現低下が認められた．miR-127 の発現低

下はBCL6の過剰発現を誘導した．miR-127はエピジェネティックな発現の制御を受けており，

miR-127 の発現低下により誘導された BCL6 陽性骨肉腫では，予後不良の傾向にあった．悪性

黒色腫では miR-211 の発現低下が認められ，これは cancer-testis antigen である PRAME の

発現を誘導していた．PRAME 遺伝子産物は白血病では免疫療法の標的遺伝子ともなっており，

治療戦略への応用も考えられた．また当所目的で掲げた maspin 遺伝子の aberrant は発現に

関与する miRNA の特定には至らなかった．悪性腫瘍には組織型毎に特徴的な miRNA のプロフ

ァイルを示し個々の癌腫の生物学的特性の形成に役立っている．本研究で特定された miRNAs

は今後個々の癌腫の治療戦略を考える上に重要な情報を供与するもと考えられた． 
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１．研究開始当初の背景 

分化した細胞では，複数の遺伝子の中から

特定の遺伝子セットのみを発現させ，組織・

器官を形成し，生体の恒常性を維持している．

この細胞特異的な遺伝子発現の破綻は，細胞

単位での恒常性を喪失させ，細胞の化生・脱

分化の誘導につながり，時には発がんのイニ

シエーションとなる可能性さえある．細胞特

異的な遺伝子発現の制御機構を解明するこ

とは，細胞の分化・脱分化の誘導による悪性

腫瘍の克服や再生医療の開発につながる重

要な研究領域と位置づけられる． 

我々はこれまでに，化生粘膜上皮や異型性

病変で aberrantに発現する蛋白質に注目し，

エピジェネティックな異常と化生・異型性病

変の発生が密接な関連を持つことをin vitro, 
in vivo で明らかにしてきた．しかし，

aberrant に発現している個々の蛋白質につ

いて，多数の細胞株や生体材料で検討を進め

ると，genetic／epigenetic な発現制御機構

の破綻だけでは説明のつかない事象に，しば

しば遭遇する．これらの事象の説明には，DNA

→RNA→蛋白質というセントラルドグマ以外

の機構の破綻している可能性を考える必要

がある． 

近年，蛋白質をコードしない遺伝子

(non-coding RNA；ncRNA)が機能的 RNA と

して振る舞うことが注目されている．特に

22 nt 程の microRNA (miRNA)は，mRNA の

3’-UTR と会合することを通して蛋白質へ

の翻訳を抑える働きを持つことが明らか

となった．全蛋白質の 10-30%程度が miRNA

の抑制機構の制御下にあるとの試算もな

されている．miRNA は genetic/epigenetic

以外の第三の遺伝子制御機構として，細胞

特異的な遺伝子発現に関与している可能

性がある． 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では，これまで我々が精力的に

解析を行ってきた２種類のがん関連分子

（hTERT, maspin）に着目し，miRNA による遺

伝子産物の発現抑制機構の解析を行う． 
 
３．研究の方法 
本研究は，3段階の構成で展開された． 

STEP1は，miRNA microarrayを用いた，培養

細胞株での網羅的miRNAの発現解析を行っ

た．計画段階の癌腫と若干異なり，甲状腺

癌，骨肉腫，悪性黒色腫について行った．

STEP2は，特定された癌種特異的変動miRNA

の標的遺伝子解析を行った．STEP3は，hTERT

および maspin遺伝子の発現制御に関わる

miRNAの解析に特化して行った． 
 
（１） miRNA microarray.  

TRIZOL による各種培養細胞株から total 
RNAを抽出して，Ambion社製のmicroarray
を用いて網羅的解析を行った．各々正常初代
培養細胞株と比較して，２倍以上の発現増強，
1/2 以下の発現低下を有意とした． 
 
（２）real-time PCR 法による miRNA の定
量 
 ABI 社製の TaqMAnmicroRNA early 
access kit を用いて 157 miRNA について解
析した．必要に応じて興味ある miRNA につ
いては解析を行った．U6 の発現を内部標準
として，ΔΔct 法を用いて計算し，２倍以上
の発現増強，1/2 以下の発現低下を有意とし
た． 
 
（３）miRBase による標的遺伝子予測 

miRBase (http://microrna.sanger.ac.uk)
を用いて３‘非翻訳領域に結合する遺伝子予
測を行った． 
 
（４）標的遺伝子に対する miRNA の発現抑制

効果の検証． 

pMIR-REPORTTM Luciferase assay system 

(Ambion)を用いて，3’UTR との結合，蛋白質

の発現抑制効果を定量した．Dual-light 

Luciferase system (ABI)で導入効率の補正

を行った．標的遺伝子の発現は，miRNA を

lipofection あるいは electropolation し

real-time PCR 法および western blot 法で確

認した 

 

４．研究成果 

（１）甲状腺末分化癌における解析 
 甲状腺末分化癌と乳頭癌間で differential
に発現している miRNA の特定を試みた．

miR-138 は甲状腺末分化癌で有意に発現低

下が認められた．miRBase により，miR-138
は hTERT の３‘非翻訳領域に結合すること

が予測されたため，reporter assay を行って，

その結合および蛋白発現抑制効果を確認し

た．また miR-138 以外に，miRBase によっ

て hTERT の３‘非翻訳領域に結合すること

が予測された 11 種類の miRNA は甲状腺未

分化癌で発現低下していることが確認され

た．甲状腺末分化癌では miR-138 を初めとし

た複数の miRNA の発現低下が hTERT の発

現誘導に関与していることが示された． 
 また，miRBase 予測により miR-138 は



VEGF の発現抑制にも関与している可能性

が示唆されたため，細胞生物学的に解析を行

ったが明らかな関係は認められなかった． 
 
（２）骨肉腫における解析 
 骨肉腫培養細胞株と正常骨芽細胞株間で
differential に発現している miRNA の内，半
数の骨肉腫培養細胞株で発現の低下してい
る miR-127 に着目した． 
 miRBase 予測により，miR-127 は BCL6
を標的としている可能性が示唆された．
reporter assay ならびに transfection assay
を用いて miR-127 が BCL6 の発現制御に関
与していることを明らかにした．一方，
miR-127 は epigenetic な発現制御を受ける
ことが報告されていたので，脱メチル化剤／
脱アセチル化剤処理を行い，発現変動を確認
した．また，プロモーター領域の DNA メチ
ル化状態も解析した．miR-127 は epigenetic
な発現制御を受けていたもののプロモータ
ー領域のメチル化による直接的な制御では
なかった． 
 さらに骨肉腫原発巣では，約半数で BLC6
の過剰発現例がありこれらの予後は有意に
不良であった．miR-127 は骨肉腫の生物学的
特性の形成に関与している可能性が示唆さ
れた． 
 
（３）悪性黒色腫における解析 
 悪性黒色腫と正常ヒト表皮 melanocyte 初
代培養株間で differential に発現している
miR-211 に着目した．miRBase 予測により，
miR-211 は cancer-testis antigen である
PRAMEを標的としている可能性が示唆され
た．reporter assay ならびに transfection 
assay を用いて miR-211 が PRAME の発現
制御に関与していることを明らかにした．
PRAMEは retinoic acid receptor (RAR)を標
的にしてがんの生物学的特性の形成に関与
している可能性が報告されていたので，
miR-211 過剰発現した時の RERα，RERβ
の発現も検討した．RERα，RERβは
PRAME の低下に伴い，過剰発現がみられ間
接的に制御を受けていることが示された． 
 
（４）maspin の発現制御に関わる miRNA 
 当所目的で掲げた maspin 遺伝子を標的と
した５種類の miRNA について reporter assay
ならびに transfection assay を行った．しか
し，maspin の aberrant は発現に関与する
miRNA の特定には至らなかった． 
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