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研究成果の概要（和文）：

miR-143、-145、-34a は共に大腸腺腫・癌細胞において低発現であり、がん抑制遺伝子として

機能している。がん細胞ではこれらのマイクロRNA の転写に異常があることが明らかになった。

これらをがん細胞に導入すると増殖が抑制され、アゴニストとして治療に応用できる可能性が

ある。

研究成果の概要（英文）：

We examined the expression levels of miRNAs (miRs) in colorectal tumors (63 cancer specimens and 65

adenoma specimens) and paired non-tumorous tissues. Decreased expression of miR-143 and -145 was

frequently observed in the adenomas and cancers tested, compared with miR-34a down-regulation and

miR-21 up-regulation. Expression profiles of miR-143 and -145 were not associated with any clinical

features. Since the down-regulation of miR-143 and -145 was observed even in the early phase of

adenoma formation, the decreased expression of both miRs would appear to contribute mainly to the

initiation step of tumorigenesis, not to the progression stage, and not to clinical prognostic factors. For

clinical application, we changed the sequences of the passenger strand in the miR-143 duplex and

performed chemical modification at the 3’-overhang portion of miR-143, leading to greater activity and

stability to nuclease. The cell growth inhibitory effect of the chemically modified synthetic miR-143 in

vitro was greater than that of endogenous miR-143. The miR-143 showed a significant

tumor-suppressive effect on xenografted tumors of DLD-1 human colorectal cancer cells.
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１．研究開始当初の背景
ヒトゲノム計画の成果としてヒトゲノムの
98％にも及ぶジャンクとよばれた非コー
ド 領 域 か ら 多 数 の non-coding RNA
(poly-A を持つ)が転写されていることが確
認された。このような転写産物の多くは修
飾を受け、18-25 ヌクレオチドの小さな
RNA（miRNA）になり、遺伝子（mRNA）
の発現を翻訳レベルで制御していることが
明らかになった。miRNA の発現異常と発
癌との間に密接な関係が報告されている。
一般的にmiRNAは100-200以上のmRNA
（蛋白コード遺伝子）を標的にすることが
知られている。癌に観察される染色体異常
の領域から転写される miRNA はその発現
に異常がみられ、従来の癌遺伝子、癌抑制
遺伝子の異常の蓄積と相まって、癌化の促
進、進展と深く関連すると考えられている
（図２）。miRNA が癌の発生、増殖に関係
する遺伝子を標的にすればそれら遺伝子の
発現を翻訳段階でコントロールしているこ
とになる。したがって、miRNA 発現異常
はさまざまな生命現象に影響を与え、その
脱制御がついには発癌につながるとも考え
られる。実際、慢性リンパ性白血病でしば
しば異常が認められる 13q14 領域の欠失
により miRNA の miR-15a と miR-16 の発
現の低下が認められたことが報告されてい
る （ Calin et al.proc Natl Acad sci
USA,2002）。その後、miR-15a と miR-16
の標的遺伝子がアポトーシスを抑制する
Bcl-2 であることが報告され（Cimmino et
al. Proc Natl Acad Sci USA,2005）、13q14
領域の欠失により miRNA の miR-15a と
miR-16の発現の低下がbcl-2の発現を上げ
ることになり癌化に関与することが強く示
唆された（図２）。また肺癌症例においてヒ
ト miRNA の let-7 の発現が低下しており、
肺癌の細胞株に let-7 を過剰発現させると
増殖が著明に抑制されることが報告されて
いる。let-7 の標的遺伝子が RAS であるこ
とも確認された（Johnson et al.cell,2005）。
さらに乳癌において miR-125b、miR-145、
miR-21、miR-155、その他組織特異的な
miRNA 発現プロフィールがあることから
様々な癌において特徴的な発現プロフィー
ルをもつことが明らかになった。

２．研究の目的
本研究では①miR-143,-145 の発癌への関
与について大腸癌において低発現をきたし
ている機構、②標的遺伝子のさらなる同定、
細胞死との関連について解明し、③動物モ
デルにおいて miR-143,-145 の治療効果を
検証する。

３．研究の方法
①細胞モデルを用いた miRNA-143 と 145の
発癌との関連（赤尾、中川）
miRNA-143、145 の発現レベルは TaqMan
probe miRNA assay と Ambion miRNA
Detection assay の 両 方 法 を 用 い た
Real-time PCR で決定する。
②標的遺伝子の同定
標的遺伝子の同定は分子メカニズムの解明
に必須である。
・バイオインフォマティックスにより絞り
込んだ標的遺伝子について検証する。（可能
性の高いものから miRNA-143、145 を導
入した DLD-1 細胞の蛋白抽出液を用いて
ウエスタンブロット解析により絞り込んで
いく。）
・ 標的遺伝子として ERK5 が確認された。
配列からすでに結合部位が推定されている。
欠損変異体ベクターを作成し、結合部位を
決定する。他の標的遺伝子候補についても
同方法で確認する
③細胞死との関連を検証する。
・Jurkat 細胞の Fas を介したアポトーシ
スにおいて miRNA-143 の発現が上昇する
ことが確認された。アポトーシス細胞をフ
ィコールを用いた重心遠心法により分離し、
アポトーシスの段階とその発現との関連を
調べる。さらにカスパーゼ、そのインヒビ
ターを用いてそれらの活性化との関連を調
べる。
・ヒト大腸癌 DLD-1 を用いた TRAIL を介
した細胞死との関連を同様に調べる。

４．研究成果
① miR-143 -145 -34a は大腸腺腫(症例 63

例)、癌（69 例）において高頻度で低発
現(Cancer Gene Ther,2010)。

②３者はがん抑制マイクロ RNA として機
能している (Cancer Gene Ther,2010;
BBRC,2008 その他５報)。

③標的遺伝子として miR-143 は ERK5、
miR-145はFascin1、miR-34aはSirt1、
E2F3 を同定した(Oncology, 2009; Leuk
Res,2009; BBRC, 2008; Cancer Lett, in
press)。

④ miR-143、 -145 は染色体 5q33 に共局
在し、同じ Pri-miRNA で転写される
(NCR-143/145)。 NCR-143/145 は多く
の大腸癌サンプル、細胞株で発現が低下
していた(Mol Cancer, 2010)。

⑤ miR-143 -145 -34a は坦癌動物モデル
において抗腫瘍効果を示した。miR-143
は全身投与で効果を示した (Cancer
Gene Ther,2010; Mol Ther,in press )。

⑥ヒト大腸癌細胞株DLD-1の5-FU耐性株
では miR-34a/Sirt1 カスケードが耐性に
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関与していた(Cancer Lett,2011)。
以上を成果としてあげることができる。
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