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研究成果の概要（和文）：let-7は多くの悪性腫瘍において中核的な腫瘍抑制microRNAとして機能している。こ
のlet-7はRNA結合タンパク（RBP）により制御されているが、その全貌は不明である。
本研究においてルシフェラーゼレポーターを応用し、全RBPを標的として、let-7の発現を制御する遺伝子の機能
的スクリーニングを行い、新たな制御因子TruB1をはじめ複数の遺伝子を同定した。生化学的解析及び次世代シ
ークエンサーを駆使した網羅的解析を行い、tRNA修飾酵素であるTruB1が酵素活性非依存的に、let-7に特異的に
結合してそれを正に制御することを明らかにした。これが腫瘍増殖能を抑制することも明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Let-7 functions as a core tumor suppressor microRNA in many malignancies. 
Although let-7 is regulated by RNA-binding proteins (RBPs), the full extent of this regulation is 
unknown.
In this study, we applied a luciferase reporter to target all RBPs and functionally screened for 
genes that regulate let-7 expression, and identified several genes including a new regulator, TruB1.
 Biochemical analysis and comprehensive analysis using next-generation sequencers revealed that 
TruB1, a tRNA-modifying enzyme, binds specifically to let-7 and positively regulates it in an enzyme
 activity-independent manner. We also found that this suppresses tumor growth potential.

研究分野： 分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
このtRNA修飾酵素TruB1が、その酵素活性とは独立してlet-7を上昇させることを明らかにした。この機構は、酵
素活性という既存の機能のみに注目した研究方法では見出すことが困難であったが、microRNAの機能的スクリー
ニングとRNAへの結合を網羅的に解析するCLIP法の組み合わせによって初めて見出すことが可能となった。ゲノ
ム遺伝学や既存の治療法、検査法のみでは解析の困難なエピトランスクリプトームの研究手法の選択肢を示すも
のである。

※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 
悪性腫瘍は本邦における死亡の第 1 位である。分子標的治療薬や免疫チェックポイント阻害薬

（ニボルマブなど）の登場で飛躍的に治療成績が向上したが、なお治癒は困難である。いずれの
治療でも薬剤耐性が生じるため、新規治療標的の同定が求められている。 
 MicroRNA は 21〜25 塩基程度の短鎖ノンコーディング RNA であり、相補的な配列を持つ
mRNA を分解する RNA サイレンシングを担っている。全 mRNA の約半数は microRNA の制
御を受けていると報告されている。中でも let-7 family は初めて同定された microRNA の一つ
であり、K-Ras や C-Myc、HMGB-2 などのがん遺伝子を抑制する事で腫瘍増殖に抑制的な機能
を有する事が知られている。肺癌においてはこの let-7 の発現が低い症例では生命予後が不良で
あり、がんと microRNA が密接に関わっていることを示した（Takamizawa J, et al. Cancer Res, 
2004.）。Let-7 family は RNA 結合タンパク質 Lin28 や KSRP などにより制御されているが、
これらに非依存的な let-7 family も報告されており（Robinson T, et al. Cell Reports, 2015.）、
未だその全貌は明らかとなっていない。 
 申請者は、Gene Ontology から RNA 結合が予測される 1123 遺伝子を標的として、let-7 を制
御する新たな遺伝子の探索的スクリーニングを行い、新たな制御因子 TruB1 を同定した。この
遺伝子は RNA 修飾遺伝子の一つであるが、哺乳類におけるその機能は十分に分かっていない。
さらに、microRNA との関与はこれまでに報告されていない。申請者は、この TruB1 が Lin28
の発現は変化させずに let-7 の前駆体（Primary-let-7）と結合し、さらに Drosha/DGCR-8 によ
る切断を促進して、成熟型の let-7（Mature-let-7）の発現を亢進させることを示した。また Array
解析から、microRNA の中でも比較的特異的に let-7 family の制御を行うことも示し、さらに
let-7 の下流の K-Ras と HMGB2 の発現抑制も認められた。TCGA (The Cancer Genome Atlas)
の Database を解析すると、TruB11 は肺癌や前立腺癌、腎細胞癌において生命予後と正の相関
関係を示した。これらのことから、TruB1 は、腫瘍抑制遺伝子の有力な候補であり、既に
Database 上は悪性腫瘍の臨床情報とも即したデータが蓄積しつつある。 
 
 
２．研究の目的 
本研究により、① 候補遺伝子 TruB1 によってどのように let-7 が選択的に制御されるのかを分
子生物学的に明らかにし、② in vitro および ③ in vivo における TruB1 の増殖能、浸潤能、分
化能、転移形成能へ与える影響を明らかにすることで腫瘍マーカーや治療標的の可能性を探る。
さらに、④ TruB1 と関与する分子を同定し、さらなる制御機構や治療標的の探索を行う。 
 
３．研究の方法 
1). TruB1 による let-7 制御機構の解明 
 TruB1 は、pricursor-let-7 と結合し、Drosha/DGCR-8 による成熟化を亢進する。この機序に
は microRNA による選択性の存在が示唆されることから、primary-microRNA の塩基配列の違いが
関与していることが予想される。これを検証するために申請者は、既に CRIPR/Cas9 により TruB1
の N 末端に HiBIT/Flag タグを付加した TruB1 標識細胞を樹立した。この標識細胞を用いて、
HITS-CLIP（High-throughput sequencing UV-cross linking immunoprecipitation）法により
LRF-1 が結合する全 Pricursor-let-7 の塩基配列を１塩基レベルで決定する。さらにこれを他の
microRNA の塩基配列と比較し、機能部位を詳細に特定する。その後、結合塩基配列に変異を加
えた pricursor-let-7 を合成し、TruB1 の存在下で in vitro processing 法を行い、配列依存的
に microRNA の成熟が抑制されるかを検証する。 
2). TruB1 による腫瘍の表現系に対する影響 
 申請者は先述のように、siRNA による TruB1 抑制に関して、MTT アッセイにより著しい腫瘍増
殖能の亢進効果を確認した。今後、Xenograft model や in vitro のモデルを用いて腫瘍の表現
系への影響を明らかにする。 
 
４．研究成果 
1). TruB1 による let-7 制御機構の解明 
TruB1 による microRNA への機能の特異性を評価するために、TruB1 のノックダウン下で TaqMan 
array を実施したところ、比較的特異的に let-7 family が制御されていた。Large scale の qPCR
においても同様であり、複数の癌細胞株でも同様の傾向が認められた。 
 
この TruB1 のノックダウンでは最終産物である let-7 は低下する一方で、転写初期産物である
primary-let-7 は上昇した。ノーザンブロットで primary、precursur、mature の比率を計測し
たところ、pri から pre、pre から mature に至る各 maturation step での抑制が認められた。こ
れらのことから、TruB1 は let-7 の転写ではなく転写後の成熟化を促進している可能性が示唆さ
れた。 



これを示すために TruB1 をノックダウンした細胞から得られた細胞溶解液を用いて in vitro 
processing を行ったところ、primary-let-7 の成熟化が抑制された。 
このプロセッシングに関わる機序を明らかにするために、代表的なmicroprocessorであるDGCR-
8 と let-7 の affinity を RIP assay を用いて検証した。その結果、TruB1 のノックダウンによ
って DGCR-8 と pri-let-7 の結合が抑制された。さらに、免疫沈降法によって TruB1 と DGCR-8 の
間での interaction が示唆された。 
 
次に、TruB1 の酵素活性が let-7 の制御機構に関わっているかを検証した。Mt1 を酵素活性の失
活させた変異体、Mt2をRNA結合能の失活させた変異体とする。これらの変異体を過剰発現させ、
qPCR およびノーザンブロット を行ったところ、酵素活性変異の Mt1 でも let-7 の上昇が認めら
れた。このことから、酵素活性は let-7 の上昇に関与していないことが示唆された。 
さらに、RI-UTP で標識した microRNA を TruB1 リコンビナントタンパク質で反応させたところ、
シュードウリジン化は認められなかった。 
さらに、TruB1 と let-7 の直接的な結合の有無を検証するために、RIP assay と EMSA、HITS-CLIP
を行ったところ、TruB1 と pri-let-7 の stem-loop 構造が特異的に直接結合していることが明ら
かとなった。 
 
2). TruB1 による腫瘍の表現系に対する影響 
細胞増殖能においては、TruB1 の発現によって増殖抑制が認められ、ここに let-7 のノックダウ
ンを加えることによって部分的にその抑制が解除される傾向が認められた。 
さらに、スフェア形成能を評価したところ、同様に TruB1 の発現によってスフェア形成が抑制さ
れ、let-7 の KD によってその抑制が部分的に解除された。また、TruB1 のノックダウンでは、
Xenograft model において、皮下移植腫瘍の増殖能が増加した。これらのことから、TruB1-let-
7 axis が細胞の増殖能と幹細胞性に影響を及ぼしている可能性が示唆された。 
 
本研究成果を、上記文献（Kurimoto R, et al. EMBO J. 2020 Sep 14:e104708.）として報告し
た。さらに、学会発表として、日本 RNA 学会オンラインミーティング（2nd RNAJ Online Meeting） 
2020 年 8 月 27 日、第 38 回日骨代謝学会学術集会 2020 年 10 月 9 日、2020 年度世界肺癌学会
（World conference on lung cancer） 2021 年 1月 28-31 日（シンガポール、オンライン）に
おいてこれらの成果を発表した。 
 
文献：Kurimoto R, et al. EMBO J. 2020 Sep 14:e104708. 
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