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研究成果の概要（和文）：MYC の活性を抑制する miRNA を in vitro でスクリーニングし、miR-766-5p を同定
した。miR-766-5p は MYC の発現の高い癌細胞において、その発現を抑制し、MYCの発現の低い非腫瘍細胞のMYC
発現に影響を与えなかった。機能解析の結果、miR-766-5p はスーパーエンハンサーの活性を制御する CBP の 
3’UTR を、BRD4 のコーディング領域を標的として抑制し、癌細胞特異的なMYC のスーパーエンハンサーを抑制
した。マウスモデルの治療実験で miR-766-5p の投与は 複数の癌細胞の腫瘍成長を抑制した。 

研究成果の概要（英文）：We identified miR-766-5p as a miRNA that downregulated MYC expression and 
inhibited tumor cell growth in vitro. We show that miR-766-5p directly targets CBP and BRD4. 
Concurrent suppression of CBP and BRD4 cooperatively downregulated MYC expression in cancer cells 
but not in normal cells. Chromatin immunoprecipitation analysis revealed that miR-766-5p reduced 
levels of H3K27ac at MYC super-enhancers (SEs) via CBP suppression. In vivo administration of 
miR-766-5p suppressed tumor growth in two xenograft models. Targeting SEs using miR-766-5p-based 
therapeutics may serve as an effective strategy for the treatment of MYC-driven cancers.

研究分野：腫瘍治療学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、新たな核酸抗癌薬のシーズとして miR-766-5p を同定した。miR-766-5ｐは BRD4 とCBP を抑制す
ることで、スーパーエンハンサーを制御し、癌細胞特異的に MYC の発現を抑制した。miR-766-5ｐを用いた核酸
抗癌薬は MYC が活性化している癌に対する新たな治療戦略となる可能性がある。特に希少難治癌であるNUT正中
線癌は、BRD4がドライバーとなってMYCが活性化しているため、miR-766-5pを用いた核酸抗癌薬は有効な治療法
となる可能性がある。 

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

miRNAは 25塩基程度の non-coding RNAであり、標的 mRNAの翻訳阻害や分解を介して、遺
伝子の発現を抑制する。一つの miRNAは多数の mRNAを標的としており、miRNAによる遺伝
子発現制御は、発生、細胞増殖および細胞分化、アポトーシス、代謝など広範な生物学的プロセ
スに深く関わることが知られている。癌においても多くの miRNAの発現異常が認められ、癌の
発育進展を抑制する癌抑制型 miRNAは一般的に癌細胞内において発現が低い。miRNA mimicを
用いて、癌細胞で消失した癌抑制型 miRNAの機能を回復させることにより、癌の悪性特性の改
善や抗腫瘍効果が得られる可能性がある。 
 癌はしばしば癌細胞特異的なスーパーエンハンサーを獲得し、様々な癌遺伝子を活性化して
いることが知られている。その中でも代表的な癌遺伝子MYCは多くの癌細胞においてスーパー
エンハンサーが存在して高発現し、癌の性質を特徴づける一方、MYCを標的とする分子標的治
療薬はいまだに開発されていない。MYCは全遺伝子の 15％のプロモーター領域に結合し、細胞
全体の遺伝子発現を大きく調節することが報告されている（Walz S et al, Nature, 2014）。MYCに
は細胞周期促進による増殖促進作用だけでなく、ワールブルグ効果を含む解糖系を促進する作
用や、さらには癌細胞表面に PD-L1 の発現を誘導することで T 細胞の攻撃を回避する作用があ
ることも報告されている(Casey SC et al, Science, 2016)。このようにMYCは癌細胞が生存するう
えで多面的に関わっていることから、MYCをターゲットとする治療法の開発が望まれる。 
 
２．研究の目的 
miRNA ライブラリーを用いたスクリーニングを行い、MYC を著明に抑制する新規癌抑制型
miRNAを同定し、MYCをターゲットとする miRNA核酸抗癌薬の開発を目指すことを目的とし
た。具体的には、以下の点を明らかにした。 
①  MYCを強く抑制する候補 miRNAとして miR-766-5pの同定 
②  miR-766-5pの標的遺伝子の同定及び標的遺伝子のMYC経路抑制効果の検証  
③  miR-766-5pのMYCスーパーエンハンサー抑制効果の検証 
④  miR-766-5pの in vivo 抗腫瘍効果 
 
３．研究の方法 
① MYCを強く抑制する候補 miRNA、miR-766-5pの同定 
まず我々がこれまでに見出した 138 種類の抗腫瘍効果の強い腫瘍抑制型 miRNA (Mol. Ther. 28, 
1494-1505. (2020)）を対象に、MYCの活性を抑制する miRNAを in vitroでMYC reporter assayを
用いて、スクリーニングし、MYC経路を強く抑制する miRNAを絞り込んだ。HCT116 p53 -/-細
胞に対して、138種類の腫瘍抑制型 miRNA (5μM)を導入し、Cignal Myc Reporter Assay Kit (luc) 
(CCS-012L; QIAGEN)を用いてMYC活性を評価した。次に得られた候補 miRNAである miR-766-
5pの in vitroにおけるMYC発現抑制効果を多数の腫瘍細胞および非腫瘍細胞で検証した。 
 
② miR-766-5pの標的遺伝子の同定及び標的遺伝子のMYC経路抑制効果の検証  
miR-766-5pを腫瘍細胞に導入したのちに、RNAを回収し、遺伝子発現アレイ(the Agilent 8 x 60 K 
array (Agilent Technologies))を行い、miR-766-5pにより発現抑制された遺伝子網羅的に解析した。
得られたデータは Gene-set enrichment analysis (GSEA)を行った。さらに miRNA標的遺伝子予測
データベース(TargetScan)と照合することで、miR-766-5pの標的遺伝子を同定した。miR-766-5pが
標的遺伝子に直接結合しているかどうかはルシフェラーゼレポーターアッセイを用いて検証し
た。 
 
③ miR-766-5pのMYCスーパーエンハンサー抑制効果の検証 
miR-766-5pあるいは miR-766-5pの標的遺伝子を抑制する siRNAを導入した後、スーパーエンハ
ンサー活性の指標である H3K27Ac の抗体を用いてクロマチン免疫沈降法を行い、MYC 遺伝子
のスーパーエンハンサー活性について検証した。 
 
④  miR-766-5pの in vivo 抗腫瘍効果 
HCT116 p53-/-細胞をヌードマウスに皮下移植し、腫瘤を形成させたのち、AteloGene (KOKEN)を
用いて miR-NC(コントロール)もしくは miR-766-5p を腫瘤周囲に週 2 回のペースで局所投与し、
腫瘍成長抑制効果を検証した。さらに、最終的に腫瘍は回収し、RNAを抽出することで miR-766-
5p が腫瘍内に導入されているかどうかを検証した。また、腫瘍サンプルからパラフィン包埋切
片を作成し、免疫染色を行うことで miR-766-5p の標的遺伝子の蛋白発現が抑制されているかど
うかを検証した。 
 
 
 



４．研究成果 
① 候補 miRNAの標的遺伝子の同定及び標的遺伝子のMYC経路抑制効果の検証 
  138種類の癌抑制型 miRNAを HCT116 p53-/-細胞
に導入し、MYC reporter assay (CCS-012L; QIAGEN)を
行ったところ、最も MYCレポーター活性を抑制した
miRNAは miR-766-5pであった（図 1）。 
これらのアッセイで得られた上位 3 種類の
miRNA(miR-766-5p, miR-7160-5p, miR-3140-3p)を用い
て、MYC mRNA 発現および MYC 蛋白発現を比較検
討したところ、miR-766-5p が最も強く MYC 発現を
mRNA レベルおよび蛋白レベルで抑制していること
が確認できた。 
  
 
miR-766-5pを導入した後、ウエスタンブロッティングでMYC発現レベルの変化を複数の癌細胞
および非腫瘍細胞で確認したところ、興味深いことに、miR-766-5pはMYCの発現が高い癌細胞
において特異的にMYC発現を強く抑制し、非腫瘍細胞のMYC発現に対してはほとんど影響を
与えないことが分かった（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
② miR-766-5pの標的遺伝子の同定及び標的遺伝子のMYC経路抑制効果の検証  
  miR-766-5p を HCT116 p53-/-および
MIAPaCa2 細胞に導入した後、発現アレイ
を行い、miR-766-5pによる遺伝子発現の変
化を網羅的に解析した。Gene-set enrichment 
analysis (GSEA)を行うと、miR-766-5p の導
入により、いずれに細胞においても MYC
経路、Glycolysis経路、WNT/β-catenin経路
が抑制されることが明らかとなった。
Glycolysis経路および WNT/β-catenin経路
はいずれも MYC により活性化されること
が知られていることから、これらの結果
は、miR-766-5pが MYC経路を強く抑制し
ていることを示していると考えられた。 
 
  次に遺伝子発現アレイの結果と、miRNAの標的遺伝子予測データベ
ース TargetScan (http://www.targetscan.org) 及 び  STarMirDB database 
(http://sfold.wadsworth.org)のデータを用いて、miR-766-5pの標的遺伝子の
探索を行ったところ、MYCそのものは miR-766-5pの標的遺伝子候補には
ならなかったが、スーパーエンハンサーを活性化させることでMYC発現
を大きく増強する CBP と BRD4 が miR-766-5p の標的遺伝子候補と考え
られた。CBP、BRD4 いずれも miR-766-5p の導入によりその発現が抑制
された（図 4）。CBP遺伝子の 3’UTRを組み込んだルシフェラーゼレポー
ターアッセイを行うと、miR-766-5pの導入により抑
制され、miR-766-5p の結合配列に変異を導入する
と、その抑制がレスキューされることから miR-766-
5p は CBP の 3’UTR を直接の標的としていること
が示された。また、BRD4については、コーディン
グ領域に miR-766-5p の標的配列が複数存在し、
BRD4発現ベクターを導入した後、miR-766-5pを導
入すると、候補標的配列のうち、R1、R2、R5 の 3
カ所に変異を挿入した場合、BRD4の発現抑制がレ
スキューされることから miR-766-5p は同領域を標
的としていることが確認できた（図 5）。 
 



③ miR-766-5pのMYCスーパーエンハンサー抑制効果の検証 
miR-766-5p を HCT116 p53-/-細胞
に導入した後、スーパーエンハンサー
活性の指標である H3K27Ac の抗体を
用いてクロマチン免疫沈降法(CHIP)
を行った。HCT116 細胞の MYC 遺伝
子領域のスーパーエンハンサーにつ
いては、これまでに詳細に検討され、
報告されている（Cell 2013;155:934–
47.）（図 6上段、赤線）。これらMYC
のスーパーエンハンサー領域でCHIP-
qPCR を行うと、miR-766-5p の導入に
よりスーパーエンハンサー領域の
H3K27Ac のレベルはコントロールと
比較し、低下していることから、miR-
766-5pはMYCのスーパーエンハンサ
ー活性を抑制していることが示された（図 6下段）。miR-766-5pの標的遺伝子 CBPをノックダウ
ンしても同様の結果が得られたことから、miR-766-5pは CBPを抑制し、その結果、MYCのスー
パーエンハンサー活性を抑制し、癌細胞特異的にMYC発現を抑制していると考えられた。 
 

④ miR-766-5pの in vivo 抗腫瘍効果 
最後に HCT116 p53-/-細胞をヌードマウスの皮下に接種し、皮下腫瘍モデルを作成し、miR-

766-5p による治療実験を行った。皮下腫瘍に対して miR-766-5p の局所投与を行うと、コントロ
ールである miR-NCの投与を行った場合と比較して、腫瘍の成長が抑制される結果であった（図
7）。治療後の腫瘍を回収し、RNAを抽出して、PCRを行ったところ、miR-766-5p導入群におい
て、有意に miR-766-5p の発現レベルは高く、このことから、miR-766-5p は皮下腫瘍内に送達さ
れていることが確認できた（図 8）。 
さらに、パラフィン包埋切片を作成して、免疫染色を行うと、miR-766-5p の導入により、MYC
の発現は有意に低下し、標的遺伝子である CBP、BRD4の蛋白発現も抑制されていることが確認
できた（図 9）。以上の結果から、miR-766-5pは in vivoの投与においてもMYC経路を強く抑制
し、腫瘍成長を抑制したことが確認でき、新規核酸抗癌薬の可能性が示された。 
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