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研究成果の概要（和文）：ヒト卵巣顆粒膜由来細胞株を用いて、Augonaute2（AGO2, EIFC2）に

結合している microRNA（miRNA）の大規模プロファイリング解析を行った。miR-21 は、得ら

れた miRNA の約 80%を占め、顆粒膜細胞において機能的な miRNA であり、重要な役割を果た

していることが示唆された。さらに、AGO2-RNA複合体に結合している mRNA解析から、miR-21
の標的 mRNA の 1 つである COL4A1 mRNA を見出した。また、KGN 細胞の解析過程で、短鎖

2 本鎖 RNA（23-24 塩基）が、顆粒膜細胞特異的にアポトーシスを誘導すること、さらにその

作用は 2 本鎖 RNA 結合蛋白質である PKR や RIG-I を介する新規機構であることを見出した。 
 
研究成果の概要（英文）：We performed large-scale profiling of microRNA (miRNAs) in human 
granulosa-derived cell lines (e.g., KGN) by high-throughput sequencing. In these cell lines, we found 
that miR-21 accounted for more than 80% of AGO2 (designated EIFC2) -bound miRNAs, suggesting 
that it played a central role as a functional miRNA in human GCs. We also performed cDNA cloning of 
AGO2-bound mRNAs in KGN cells and identified COL4A1 mRNA as a possible miR-21 target in KGN 
cells, which was corroborated by subsequent experimental validation. In proceeding in vitro functional 
studies using synthetic mimics of miRNA precursors or short-interference RNAs, we also found that 
these short double-strand RNAs (23- and/or 24-nucleotide dsRNAs) readily induced apoptosis in human 
granulosa cell tumor-derived cells but not in other cell types. Furthermore, we revealed that the short 
dsRNAs transcriptionally hyper-induce retinoic acid-inducible gene-I through dsRNA-activated protein 
kinase. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年、ゲノム DNA 上ジャンクとされてい
た箇所（非蛋白質コード領域）に由来する

RNA （非コード RNA）が注目されている。
非コード RNA のうち、22 塩基ほどの 1 本鎖
RNA より成る microRNA(miRNA)は、miRNA



の塩基配列と部分的に相補的な mRNA(標的
mRNA)と結合し、転写後の翻訳を抑制すると
考えられている。miRNA は、1000 以上の
miRNA が報告され、ヒト器官の発生・分化へ
の関与、さらには、組織(臓器)特異的な発現
様式を示し、組織の分化・機能と形態の維持
に重要な役割を果たしていることが示唆さ
れている。しかし、しかし、個々の組織・臓
器に特異的に発現している miRNA と、その
機能は、ほとんど解明されていない。 
 我々は、マウス卵巣の詳細な miRNA の発
現プロファイル解析を行い、卵巣に特徴的な
miRNA を見出した。さらに、卵巣の in situ 
hybridization 解析を行い、卵胞顆粒膜細胞に
特異的に発現している miRNA（miR-351 な
ど）が存在するという新規の知見を掴んだ。
この予備解析から、卵胞顆粒膜細胞に発現し
ている miRNA と、その機能の一端を明らか
にしたいと考えた。 
 
２．研究の目的 
 卵胞顆粒膜細胞に特徴的な miRNA が、卵
胞顆粒膜細胞の機能制御を通して、卵胞の成
熟と閉鎖の調節機構にどのように関わるか
という点について、標的 mRNA の同定を含め
分子レベルでの機能解明を目指すとともに、
臨床応用（卵細胞の評価、癌治療など）につ
ながる基盤研究を行うことを目的に研究を
行った。 
 
３．研究の方法 
 下記に記載した（１）～（３）の３つの研
究を軸として、卵胞顆粒膜細胞に特徴的に発
現している miRNA に関する基盤研究を行っ
た。 
（１）顆粒膜細胞に発現している miRNA の
プロファイル解析と標的 mRNA の同定 

①培養細胞［ヒト顆粒膜細胞腫由来細胞株
（KGN）など］を用いて、発現している
miRNA のプロファイル解析を行った。 

②卵胞顆粒膜細胞に特徴的な miRNA の標
的 mRNA の同定するために、Augonaute
蛋白質（AGO；RNA-induced silencing 
complexes の主要因子であり、miRNA が
複合体を形成することで、遺伝子発現の
抑制が行われる）を単離し、AGO 中の
RNA を抽出、miRNA と mRNA の cDNA
ライブラリー作製し、シークエンス解析
を行った。また、標的 mRNA の検証を行
った。 

（２）卵胞顆粒膜細胞に特徴的な miRNA の
機能解析 

①培養細胞系で、miRNA を過剰発現また
は抑制させ、形態学解析、増殖能解析、
アポトーシス解析を行った。 

②アポトーシスに関しては、アポトーシス
を起こすシグナル経路に関連する分子

の real-time PCR 解析、Western blot 解析
を行った。さらに、RNA センサー［retinoic 
acid-inducible gene-I（RIG-I）など］の関
与についても、RNA 干渉技術等を用いて、
機能解析を行った。 

（３）miRNA の診断ツールとしての臨床応用 
①倫理委員会の承認を得て、体外受精・胚
移植の採卵時に、ヒト卵胞顆粒膜細胞を
採取、保存した。 

②採取した卵胞顆粒膜細胞サンプルの
miRNA の発現量を、real-time PCR にて
定量解析を行った。 

 
４．研究成果 
（１）顆粒膜細胞に発現している miRNA の
プロファイル解析と標的 mRNA の同定 
 ヒト卵巣顆粒膜由来の細胞株（KGN 細胞）
から、RNA を抽出し、Genome Analyzer II (イ
ルミナ社)を用いて、高速大容量配列解析を行
った。 約 380 万個の miRNA 配列を得え、
let-7a、let-7f、miR-21 などの miRNA が上位に
クローニングされた。さらに、ヒト卵巣顆粒
膜由来の細胞株（KGN 細胞、GC1a 細胞、
HSOGT 細胞）から、抗ヒト Augonaute2
（AGO2）モノクローナル抗体を利用した免
疫沈降法を用いて、AGO2 に結合している
miRNA を精製し、次世代シーケンサー 
GS-FLX（ロシュ・ダイアグノスティクス社）
を用いて大規模プロファイリング解析を行
った。プロファイル解析から 20 万個以上の
配列情報が得られ、その約 99％が既知の
miRNA 由来であった。特に miR-21 は、すべ
ての細胞株において約 80%を占めていた。こ
の結果は、miR-21 が顆粒膜細胞において機能
的な miRNA であり、重要な役割を果たして
いることが示唆された。 
 次に、KGN 細胞から抗 AGO2 抗体を用い
た免疫沈降で AGO2-RNA 複合体を回収し、
複合体に結合している mRNA をクローニン
グ、シークエンス解析し、標的 mRNA の同定
を行った。AGO2-RNA 複合体と結合していた
mRNA に、miR-21 の予測標的 mRNA の 1 つ
である COL4A1 を見出した。COL4A1 mRNA
の 3'-非翻訳領域を含むレポータープラスミ
ドを構築し、ルシフェラーゼアッセイにより、
COL4A1が標的mRNAであることを明らかに
した。 
 
（２）卵胞顆粒膜細胞に特徴的な miRNA の
機能解析 
 KGN 細胞に卵胞顆粒膜細胞に特徴的な
miRNA （miR-351 など）を過剰発現させたと
ころアポトーシス様の細胞死を認めた。
miR-351 は 24 塩基であり、他の 24 塩基の
pre-miRNA 分子を KGN 細胞に導入したとこ
ろ、アポトーシスが顕著に誘導され、この現
象は同様な短鎖 2 本鎖 RNA (double-strand 



RNA; dsRNA)である合成 small interfering 
RNA を用いた場合にもアポトーシスを誘導
することを見出した。より短鎖の dsRNA、お
よび長鎖 2 本鎖 RNA では認められず、その
塩基数に依存しており、顆粒膜細胞特異的に
アポトーシスを誘導すること、さらにその作
用は dsRNA 結合蛋白質である PKR や RIG-I
を介する新規機構であることを見出した
［Science Signaling (provisionally accepted)］。 
 
（３）miRNA の診断ツールとしての臨床応用 
 （１）結果から、これらの顆粒膜細胞株に
おいて多く発現している miRNA の一部につ
いて、初代培養ヒト卵巣顆粒膜細胞および生
殖器系組織（子宮、卵巣、胎盤、精巣）にお
ける発現を real-time PCR により比較解析し
た。ヒト卵巣顆粒膜由来細胞株のシークエン
ス解析で上位を占めたmiRNAのうち、miR-21、
let-7a などは、初代培養卵巣顆粒膜細胞でも
強く発現する傾向が認められた。 
 また、体外受精において、採卵された卵の
質、受精後の着床能を含めた胚機能をより正
確に予測しうる新規臨床マーカーの検索と
して、付着していた卵胞顆粒膜細胞の miRNA
が検出可能であることを示したが、卵細胞の
質を評価するためのマーカーとなりうるか、
臨床解析は課題として残された。 
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