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研究成果の概要（和文）： 

MicroRNAの発現異常が発癌に関わるとの指摘があり、いくつかの臓器癌において癌遺伝子
あるいは癌抑制遺伝子様の働きをする microRNAが報告されている。我々はこれまで進行胃
癌のゲノム異常（ゲノムコピー数異常）をアレイ CGH法により解析し、報告してきたが、
今回、マイクロアレイを用いて microRNAの発現を網羅的に解析して、ゲノムコピー数異常
に伴う microRNAの発現異常を解析したい。さらに同定した異常発現 microRNAの機能を解
析して、胃癌発癌に関わる microRNAを同定した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We investigated expression profiles of microRNA (miRNA) in gastric carcinomas by use 
of a miRNA microarray platform covering a total of 470 human miRNAs. By comparing 
miRNA expression profiles between intestinal-type and diffuse-type gastric 
carcinomas (ANOVA P < 0.05), we could not identify any miRNAs differentially expressed 
between them, suggesting that, in gastric carcinomas, the miRNA expression profile 
might not be correlated with histopathologic subtypes. We identified 39 
differentially expressed miRNAs in gastric carcinoma, of which 6 were significantly 
downregulated and the other 33 were upregulated. Among the 6 down-regulated miRNA, 
we selected 3, miR-375, miR-29c and miR-148a, as gastric cancer-related miRNA. 
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１．研究開始当初の背景 

MicroRNA（マイクロ RNA）は蛋白質をコー
ドしていない約 22 塩基の小さな RNA で、相
補的な配列を持つ mRNA に結合してその翻訳

を抑制したり、あるいは mRNA の分解を促進
することが知られている。重要なことは、
2005 年に癌遺伝子 Ras の機能が microRNA に
よって制御されていることが発見され(Cell, 
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120,635,2005)、かつ実際にヒトのリンパ腫
ならびに肺癌においてマイクロ RNAの過剰発
現 が 見 い だ さ れ た こ と で あ る (Cancer 
Res,64,3087,2004;Cancer 
Res,65,9628,2005)。このことは、マイクロ
RNA が癌遺伝子あるいは癌抑制遺伝子として
機能することを示唆している。我々は最近、
腎細胞癌におけるマイクロ RNA発現プロファ
イルをマイクロアレイを用いて網羅的に解
析して、腎細胞癌では miR-200 family が発
現 低 下 し て お り そ れ が 腎 癌 に お け る
E-cadherin 発現低下を引き起こしているこ
とを初めて見出した。したがって、マイクロ
RNA 発現異常の解析は発癌メカニズムの解明
に欠かせない。 

一方、癌において、遺伝子発現異常を引き
起こすものとして、ゲノムコピー数異常が重
要である。我々はこれまで、胃癌のゲノムコ
ピー数異常をアレイ CGH解析によって網羅的
に解析し、胃癌には他臓器癌と異なる特有の
ゲノム異常が存在すること、そしてそれが遺
伝子発現に影響することを示してきた。 

我々は、さらにこれらの進行胃癌症例の
mRNA発現をマイクロアレイで解析し、ゲノム
増幅領域および欠失領域に存在し、発現亢進
あるいは発現低下する遺伝子をそれぞれ複
数同定し報告した。私は、胃癌におけるゲノ
ムコピー数異常が mRNA のみならずマイクロ
RNA 発現にも影響する可能性が強いと考えた。
これまですでにゲノムワイドな解析に基づ
く microRNA 発現に関する報告は 2報(Cancer 
Cell,13,272,2008; PNAS,103,2257,2008) 外
国から出されており、発現亢進する microRNA
が報告されているが、発現抑制する microRNA
の報告はなく、かつゲノムコピー数異常との
詳細な関連性についても調べられていない。
そこで、本研究では、進行胃癌における
microRNA の発現異常を網羅的に解析し、特に
発現低下するマイクロ RNAにも注目して、さ
らにゲノムコピー数異常が microRNA 発現に
及ぼす影響を解析して胃癌の発症と進展に
関わるマイクロ RNAを同定することを目標と
した。 
 
２．研究の目的 

本研究では、以下の 4つを達成することで、
胃がん発症に関わる miRNAを同定することを
目的とした。 

第一に、胃癌におけるマイクロ RNA の発現
をマイクロアレイを用いて網羅的に解析し、
正常胃組織における発現プロファイルと比
較検討して、どのような microRNA の発現異
常が胃癌において特徴的にみられるかを明
らかにする。さらに検出された異常発現に関
して、real-time PCRにより validation をお
こない、発現異常を確認する。 

第二に、これらの発現異常が病理亜型、な

らびに臨床的予後とどのような関連性があ
るかを解析する。 
第三に、我々はこれまでアレイ CGH 解析に

よりゲノムコピー数異常を解析してきたが、
本研究で作成する microRNA の発現プロファ
イルデータと、アレイ CGH のデータを統合し
て、ゲノムコピー数マイクロ RNA roRNA の発
現異常に及ぼす影響を明らかにする。 
第四に、発現異常を認めたマイクロ RNAを

胃癌細胞に transfectして過剰発現させたり、
siRNA により発現抑制したりすることで、細
胞の増殖、生存にどのような機能を示すかを
解析する。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、まず、LCM を用いて胃癌組織
から癌細胞ならびに正常胃上皮細胞を切り
取り、total RNA を抽出する。Agilent 社製
のマイクロアレイを用いてマイクロ RNAの発
現を網羅的に解析して、胃癌において発現異
常を示すマイクロ RNA を抽出する。さらに、
抽出されたマイクロ RNAが本当に発現亢進あ
るいは低下しているかをリアルタイム PCRで
確認する。そして、発現異常が確認されたマ
イクロ RNAについて、培養細胞に遺伝子導入
あるいはノックダウンしてその機能を解析
して、発現異常の意義を明らかにする。最後
に、これまでにすでに報告したアレイ CGＨ解
析による遺伝子コピー数異常との関連を解
析して、マイクロ RNAの発現異常がゲノム異
常によりもたらされたものか否かを検証す
る。 
 詳細は以下である。 
 
（１）正常胃組織ならびに胃癌組織から
total RNA を抽出する。 
凍結ブロックから切り出した組織切片か

ら Laser-captured microdissection (LCM)
を用いて、癌組織の癌細胞と周辺組織の正常
胃粘膜の上皮細胞を切り取り、total RNA を
miRNesy mini kit (Agilent)を用いて抽出、
精製する。 
 
（２）胃癌組織におけるマイクロ RNAプロフ
ァイリングを解析する。 
正常胃上皮細胞と胃癌組織から抽出した

100ng の total RNA を用いて Agilent 社の
8x15K microRNA アレイで解析する。 
①正常胃組織 8 例と胃癌組織 30 例について
以下のプロトコールで解析。 
②バイオアナライザー(Agilent 社製)を用い
て抽出した RNA の質を評価。 
③microRNA labeling reagent and Hyb kit
を用いて microRNA をラベルし、ハイブリダ
イズする。 
④アレイを wash後、レーザースキャナーで
シグナルを検出する。 



 

 

⑤GeneSpring GX ｿﾌﾄｳｪｱ（Agilent）で発現プ
ロファイルを作成し、胃癌において異常発現
する microRNA を検出する。 
⑥さらに、クラスター解析により、microRNA
発現パターンにより胃癌の亜型分類が可能
か否かを解析する。 
 
（３）microRNA プロファイリングと病理組織
学的因子および臨床的予後との関連性の解
析する。 

クラスター解析の結果、亜型分類が可能な
場合、それらの亜型と病理組織学的因子（組
織型、分化度など）、臨床的予後との相関を
解析する。 
 
（４）組織ならびに細胞株の解析の結果、異
常発現する microRNA として抽出されたもの
について、リアルタイム PCR を行い、発現異
常を確認する（validation）。 

Taqman Micro RNA assay kit（アプライド
バイオシステムズ）を用いる。 
 
（５）ゲノムコピー数異常と microRNA 発現
異常の関連性を検討する。 
①我々はすでに進行胃癌のアレイ CGH解析と
トランスクリプトーム解析を行い、両データ
を統合してゲノムコピー数異常が mRNA 発現
に及ぼす影響を報告している。そこで、本研
究で抽出された microRNA 発現異常プロファ
イルのデータも同様にアレイ CGHデータと統
合して、ゲノム異常の存在する領域で発現異
常を認めた microRNA を抽出する。 
②ゲノムコピー数の増加あるいは減少と
microRNA 発現変化の相関を解析する。 
 
（６）異常発現候補遺伝子として抽出された
microRNA の機能解析。 
①異常発現する microRNA が癌細胞にどのよ
うな影響を及ぼすのかを明らかにするため
に、Anti-miR miRNA inhibitor (Ambion 社)
を用いたノックダウンや Pre-miR miRNA 
molecule (Ambion 社)を用いた発現誘導によ
り機能解析する。 
②21年度に胃癌における異常発現 microRNA
として抽出された microRNA を高発現してい
る胃癌細胞株あるいは発現が認められない
胃癌細胞株を使って、機能解析を行う。我々
はすでに胃癌細胞株における microRNA の網
羅的発現プロファイルを解析済みであるの
で、用いる胃癌細胞はそのデータを用いて決
定する。 
③機能解析としては、細胞増殖能(MTT assay)、
アポトーシス制御能、細胞周期解析、運動能
ならびに浸潤能の解析などを行う。 
 
４．研究成果 
 第一に、我々は胃がん組織におけるマイク

ロ RNA発現プロファイルをマイクロアレイで
解析した。クラスター解析を行ったところ、
正常組織と胃がん組織で発現プロファイル
が明らかに異なっていることを発見した（図
1）。組織型・リンパ節転移の有無など、臨床
病理学的因子とは関連が認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
がん組織で異常発現するマイクロ RNAを同定
するため、ANOVA 解析を行ったところ、発現
低下するマイクロ RNA を 6個、発現亢進する
マイクロ RNA を 33 個、同定した（図 2）。発
現差の認められたマイクロ RNA のうち、
miR-17-5pと miR-93と miR-29cについてはリ
アルタイム PCR で発現を確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 

図 2, miRNAs differentially expressed 
between tumor and normal tissues. 



 

 

 第二に、ゲノムコピー数異常とマイクロ
RNA 発現の相関を解析した。以前に我々が報
告したゲノムコピー数とメッセンジャーRNA
の相関と比較し、ゲノムコピー数とマイクロ
RNA の相関は小さいことがわかった（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 第三に、異常発現するマイクロ RNAが癌細
胞にどのような影響を与えるか機能解析を
行った。我々はまず、胃がんで発現低下して
いたマイクロ RNAのうち、もっとも有意に発
現低下していた miR-29cの機能解析を行った
（Corrected p value=0.0102）。miR-29c を胃
癌細胞株 MKN7, MKN45, MKN74 へ導入したと
ころ、いずれの細胞株においても細胞増殖抑
制が認められた（MKN45, 図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以前の報告では、miR-29c は他の癌腫におい
てアポトーシス誘導能を持つことが知られ
ていたが、興味深いことに、胃癌細胞株では
いずれにおいてもアポトーシスは認められ
なかった（Caspase 3/7 assay, miR-375導入
細胞をポジティブコントロールとする。図 5）。
増殖マーカーであるリン酸化ヒストン抗体
を用いて細胞染色を行ったところ、miR-29c
導入細胞で有意に染色率が低下していた（図

6）。この結果は、miR-29c による細胞増殖抑
制に細胞周期抑制が関与することを示唆す
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに我々は、miR-29c がどのように細胞増
殖を抑制するのか、メカニズム解明を試みた。
miR-29c 導入により発現変動する遺伝子を発
現マイクロアレイにて解析した。その結果、
3 つの細胞株に共通して、CDK6, RCC2, PPIC
が発現低下していた（図 7）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3, Population of deregulated miRNAs 
in genomic regions with copy number 
aberration. 

図 4 

図 5 

図 6 

図 7 



 

 

興味深いことに、これら 3 つの遺伝子の
3’UTRにはいずれも miR-29cの結合配列が含
まれていた。今後、更なる解析を行うことで、
miR-29c 発現低下と胃がん発症の関係、それ
を標的とした治療法の開発につながると確
信している。 
 このように、我々は、胃がんにおけるマイ
クロ RNA 発現の異常を網羅的に解析し、がん
抑制型マイクロ RNA 候補の同定に成功した。
今回のスクリーニングで得られた胃がんで
異常発現するマイクロ RNAは miR-29c以外に
も癌化に寄与するものが含まれていると考
えられる。今後研究を発展させることにより、
マイクロ RNAシグナルを標的とした胃がんに
おける新規治療法の開発につながることが
期待される。 
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