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研究成果の概要（和文）：マイクロ RNA という小さな分子をマウス生体内で強制的に発現させ

ることにより発生・発達や癌などの疾患に対する影響を検討した。その結果 miR-143 はヒトの

家族性大腸ポリポーシスのモデルマウスの小腸腫瘍発症を有意に押さえることを示し、またそ

れらの抑制シグナル伝達経路を明らかにした。mir-143 を強発現する腫瘍では原癌遺伝子

c-Myc の発現が抑えられる事が腫瘍発生抑制に密接に関連していた。 
 
研究成果の概要（英文）：In the present study, we analyze the effect of microRNAs, recently 
discovered small non-coding RNAs, on the development and pathogenesis of cancer using 
their transgenic mice. We show that the tumor development of the small intestines of  
APCmin mice, which are model mice of familial adenomatous polyposis, is inhibited when 
crossed to miR-143 transgenic mice. We also demonstrate that proto-oncogene c-myc is 
downregulated in transgenic tumors. 
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１．研究開始当初の背景 
 （ 1 ） 近 年 、 マ イ ク ロ RNA 
(microRNA ;miRNA)とよばれる 18-25 塩基
の non-coding RNA の存在が多くの生物種で

報告されてきている。マイクロ RNA はもと
もと線虫において標的遺伝子の mRNA の３’
末非翻訳領域に結合し、そのタンパクへの翻
訳を抑制して発生や分化を調節する分子とし



て発見された。一方、哺乳類でも、研究開始
当初で 400 種以上のマイクロ RNA が同定さ
れ、ヒトの転写産物の１～４%を占める最も
巨大な転写調節ファミリーを構成することが
わかってきた。さらにその標的は全ヒト
mRNA の３分の１に及ぶと試算されている。
これらの事実からマイクロ RNA が哺乳類の
発生・器官形成や病態に大きく関与している
可能性が示唆され, 実際癌との関連を示す事
実が蓄積されてきているが、残念ながらその
生理機能は殆どわかっていなかった。 
(2) それまでの多くのマイクロ RNA の研究
がその標的探索に重きが置かれてきたが、Ｌ
ｉｍらはマイクロ RNA は翻訳レベルのみで
はなく RNA レベルでも各々１００程度の組
織特異的遺伝子の発現を調節していることを
明 ら か に し た (Nature, 433, p769-p773, 
2005)。つまり一つのマイクロ RNA は想像し
ていた以上の多くの複雑な RNA・翻訳カスケ
ードを制御し、そのアウトプットはそれらの
ネットワークの生化学反応の総和として観察
されるはずである。それゆえマイクロ RNA
の機能を限られた標的遺伝子の翻訳抑制だけ
で説明しようとする既存のストラテジーだけ
では限界があると思われた。 
 (3)もともとマイクロ RNA は線虫での発生

を制御する non-coding RNA である lin-4, 
let-7として同定されたことから哺乳類でも発

生・分化に関与していると推測された。幾つ

かの実験はそれを支持している。マイクロ

RNA の成熟に必須の Dicer 遺伝子の欠損マ

ウスは胎生致死となる事実はマイクロ RNA 
がマウスの初期発生に必要である可能性を示

唆した(Nat. Genet., 35, p215-p217, 2003)。
個々のマイクロ RNA についても研究が進め

られており、miR-1 と miR-133 は心筋と骨格

筋にの分化・増殖に、miR-181 は筋肉や血球

の分化誘導に関与していることが示されてき

た （ Nat. Genet., 38, p228-p233, 2006; 
Science, 303, p83-p86, 2004; Nat. Cell. Biol, 
8, p278-p284, 2006）。一方、miR-124a 、
miR-132 や miR-134 は神経の分化・機能を制

御し（Nature, 439, p283-p289, 2006; PNAS, 
102, p16426-p16431, 2005; PNAS, 103, 
p2422-p2427, 2006), miR-196 は Hox8 を抑

制して後肢の発生を制御する(Nature, 438, 
p671-p674, 2005)。しかし、これらの実験は

培養細胞か器官培養の系で調べられておりマ

ウスの発生・器官形成における個々のマイク

ロ RNA の個体レベルでの解析の報告は我々

の知る限りでは申請時には無かった。 
(4) 一方、マイクロ RNA と癌との関連はより

多く示唆されてきている。Calin らはマイク

ロ RNA の約半数がヒトの癌との関連が深い

不安定な染色体の領域に局在しているという

驚 く べ き 報 告 を し た (PNAS, 101, 
p2999-p3004, 2004 ）。我々が M1 白血病細胞

の分化で発現が低下することを見出した

miR-17―miR-92クラスターもMycにより転

写制御され B 細胞リンフォーマや肺癌の発症

に関与しているという興味深い事実が報告さ

れた（ Nature, 435, p828 － p833, 2005; 
Cancer Res. 65, p9628-p9632, 2005）。 

また、miR－143 と miR-145 はヒト第５

染色体上に約２kB 上に近接して存在してい

るが、Michael らはそれらが共に腸管ポリー

プ・大腸癌組織では正常粘膜組織に比べ発現

が低下していることを示した(Mol Cancer 
Res., 1, p882-p891, 2003)。さらに、Calin ら

はそれらが Myelodysplastic syndrome でし

ばしば欠損する染色体の領域の近傍に存在す

る こ と を 報 告 し た 。 こ れ ら の 事 実 は

miR-143/miR-145 は腸管細胞や血球細胞に

おいて癌抑制遺伝子として標的タンパクの発

現を抑制しており、何らかの原因でマイクロ

RNA の発現が低下することが、悪性化へ移行

する引き金になっている可能性を示唆する。

しかも、Michael らのデータや我々が調べた

範囲では、miR-143/miR-145 は培養癌細胞で

は大腸癌や白血病細胞だけではなく、種々の

細胞でその発現が認められないので、それら

は多くの組織での発癌に抑制的に働いている

推測された。Akao らの miR-143 あるいは

miR-145 を導入すると大腸癌細胞株の増殖を

抑えるという報告はこの考えを支持した

（Oncol Rep., 16, p845-p850, 2006）。 
(5)しかしながら、我々の実験系では

miR-143 と miR-145 の発現ベクターを単独

あるいは共に V-SRC 形質転換マウス線維芽

細胞、大腸癌や白血病細胞株に導入して強制

発現しても増殖能やソフトアガーでのコロニ

ー形成能に明らかな変化を及ぼさなかった。

これらの事実の一部は第７７回日本生化学会

に報告した。Akao らの実験結果とのデイスク

レパンシーは、使った細胞の違いか、あるい

は彼らは合成マイクロ RNA を使っているこ

とに起因するかもしれない。そこで、更に検

証するためには多くのアーテイファクトが入

る培養細胞への遺伝子導入実験より、正常組

織からの発癌プロセスを経時的に詳細に解析

出来るトランスジェニックマウスが理想的で

あると考えられる。この研究の申請当時

Costinean らは、ヒトＢ細胞リンパ腫で発現

が増強しているmiR-155をリンパ球に強制的

に発現させたトランスジェニックマウスが B
細胞の異常増殖を呈することを示した(PNAS, 
103、p7024-7029, 2006)。これはトランスジ

ェニックマウスがマイクロ RNA の生体での



機能解析の優れたツールになることを示して

いる。 
 
２．研究の目的 
以上の背景から我々はマイクロ RNA のヒト
での機能を解析するためにモデル動物を用
いた機能解析が不可欠であると考えた。 
 そこで我々の研究室で設備が充実してい
るマウスの胚操作実験器具を用いて受精卵
にマイクロ RNA を作り出す遺伝子を導入す
ることによりマウス生体でマイクロ RNA を
発現させ、それにより個体の発生・発達に対
する効果を検討を計画した。 
 また、これらのマウスと発癌モデルマウス
と交配させることにより発癌過程に対する
マイクロ RNA の影響を解析出来る。 
本研究では以上の点を踏まえ、miR-143 と

miR-145 の発生・分化と腫瘍・癌における機

能解析に焦点をしぼり次に掲げる目標の達成

を目指す。 
(1) Spatio-temporal に制御されているマイク

ロ RNA の発現を乱すことにより起こる生体

反応を観察することにより、miRNA の機能を

推測する。腸管細胞など限られた臓器に発現

している miR-143 と miR-145 を広くユビキ

タスに発現するプロモーターを用いて多くの

組織に恒常的に発現する TgM を作る。これに

より引き起こされる生体反応を本来これらの

マイクロ RNA の発現が抑えられている脳や

肝臓などの発生・分化を中心に観察する。肉

眼的・組織学的解析に加え、生理学的検査(呼
吸代謝、心電図、血圧など)も加えて検討する。 
(2) miR-143/miR-145 が癌抑制遺伝子と

して多くの組織で機能するかを検証する

ために、(1)で作成したトランスジェニッ

クマウスを家族性大腸腺腫症（腸管に多数

のポリープで出き、高率に癌化する）モデ

ルマウス APCmin（ヒトと違い小腸で腫瘍

が多発）と交配して、これらのマイクロ

RNA の腸管腫瘍に対する影響を解析して

その発癌への機能解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）広く多くの臓器で働く転写調節ユニッ
トである CAG プロモ-タ-に miR-143 単独ある
いは miR-143 と miR-145 を bicistronic に発
現できるように連結した遺伝子を繋いだ。ま
た、さらにオワンクラゲの緑色蛍光分子 GFP
をこれらのマイクロ RNA と共発現できるよ
うにデザインした DNAコンストラクトも構築
した。 
（２）これらの DNA コンストラクトをマウス
の受精卵にマイクロインジェクションを行
いトランスジェニックマウスを作成した。 
（３）得られた親マウスを系統化し、マイク

ロＲＮＡを発現するマウスを選択した。 
（４）得られたトランスジェニックマウスの
うち miR-143 を強発現するマウス（LineC）
と家族性大腸腺腫症モデルマウス APCminを
交配して腫瘍発症に及ぼす効果を観察した。 
（５）これらの腫瘍からＲＮＡやタンパクを
抽出して導入マイクロＲＮＡの発現および
下流のシグナル伝達分子の発現をノザンブ
ロット法やリアルタイムＰＣＲ法さらにウ
エスタンブロット法で解析した。 
（６） 全身の臓器を肉眼的・組織学的に観
察して発達異常などの有無を検討する 
４．研究成果 
（１）トランスジェニックマウスにおける導
入マイクロＲＮＡの発現解析：樹立したトラ
ンスジェニックマウスの各組織での導入マ
イクロＲＮＡの発現をノザンブロット法で
確認した。図 1のように脳、腎臓、肝臓、乳
腺などで幅広く発現している系統を樹立す
ることができた。 
図１ トランスジェニックマウスにおける
導入マイクロＲＮＡの発現解析 

 
（２）この中で miR-143 を導入したトランス
ジェニックマウス（Line C）を家族性大腸腺
腫症モデルマウス APCminと交配し miR-143
過剰発現 APCminマウスを樹立した。これら
のマウスで腸管腫瘍の発症頻度を APCminマ
ウスでのそれと比較したところ、オス、メス
ともに miR-143 過剰発現APCminマウスの小
腸において約半分に抑制されていた（図２）。
一方、大腸での腫瘍発症頻度ではむしろ逆転
していた。 
そこでこれらの腫瘍における miR-143 の発
現をノザンブロット法で確認したところ、
miR-143 過剰発現 APCminマウスの小腸にお



いて高い miR-143 の発現が認められたが、大
腸腫瘍ではその発現は有意に抑えられてい
た。 
以上の結果より、mir-143 の強発現は腸管腫
瘍の発症を抑制する可能性が示唆された。 
 
図２小腸腫瘍の発症数 
 
   ♀          ♂  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 TG      W               TG      W 
 
TG:トランスジェニックマウス 
W: コントロールリッターメイト 
 
（３）トランスジェニックマウス腫瘍抑制の
分子メカニズムの解析：①miR-143 の標的遺
伝子として現在まで明らかにされている分
子の発現を解析した。その内 MAP キナーゼ
ERK5 の発現が有意に低下していることがウ
エスタンブロット法による解析の結果、明ら
かになった。また、腸管腫瘍において中心的
な役割を果たしている原癌遺伝子産物 C-Myc
の発現を解析したところ、面白い事にトラン
スジェニックマウスの小腸腫瘍で明らかに
発現が低下していた。一方大腸においては
ERK5およびC-Myc共に発現に変化はみとめら
れなかった。 
②これらの分子の発現変化が培養細胞レベ
ルでも再現できるかをヒト大腸癌細胞ＤＬ
Ｄ－１を用いて検討した。その結果、合成
miR-143を導入するとERK5と C-Myc共に低下
した。③C-Myc 発現低下のメカニズムを調べ
るために ERK5 の siRNA をＤＬＤ－１に導入
して,C-Myc の発現を解析したところ、有意に
低下した。これより miR-143 過剰発現マウス
の小腸腫瘍における C-Mycの発現低下の少な
くとも一部は ERK5 の発現抑制を介している
ことが示唆された。④大腸では miR-143 の発
現が低いがそれが転写レベルでの制御なの
か転写後での調節なのかを調べるため前駆
体 pri-miR-143の発現をリアルタイムＰＣＲ

法で解析した。その結果、大腸では小腸と同
じレベルで発現しており、大腸での発現低下
は主に転写後のプロセシングのレベルで調
節されていることが明らかになった。 
（４） トランスジェニックマウスに認めら
れ る 心 肥 大 の 解 析 ： miR-143 お よ び
miR-143/145 トランスジェニックマウスは生
後３ヶ月ころより心臓の肥大を呈してくる。
cDNA マイクロアレイの結果、ANP,BNP の発現
が増加し、何らかの病的心肥大と考えられる
が、現在まで導入マイクロＲＮＡとの直接の
関連が認められる分子の同定に至っていな
い。（６）まとめ：本研究では miR-143 のト
ランスジェニックマウスを樹立し、それを家
族性大腸腺腫症モデルマウス APCmin と交配
することにより小腸腫瘍の発症が低下した。
これはヒト大腸癌で miR-143/miR-145が低下
している事実と共にこれらのマイクロＲＮ
Ａが大腸癌の抑制分子として働く可能性を
示唆する。また miR-143 の過剰発現がその標
的分子である ERK5 の発現を低下させ、それ
により C-Mycの発現低下を誘導することによ
り腫瘍発症を低下させている可能性を示し
た。しかし、他のシグナル分子も関与してい
る実験結果が得られており、更なる解析が必
要とされる。また、大腸でのマイクロＲＮＡ
の転写後の発現抑制メカニズムも今後明ら
かにしてかなければならない。 
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