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研究成果の概要（和文）： 
1. 肝細胞がんの新たな腫瘍化促進機構として細胞増殖因子E2F1,2がNF90-NF45複合体の発現

を増加させ、増加した NF90-NF45ががん抑制 microRNAである miR-7の産生を抑制することで
腫瘍化が促進するモデルを提唱することができた。 
 

2. 個体レベルにおいて NF90 は核内ミトコンドリア遺伝子や筋繊維遺伝子のマスター因子で
ある PGC-1の翻訳を抑制し、その結果としてミトコンドリア生合成や筋繊維形成に影響する
のではないかと考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）： 
1. We have proposed a novel tumorigenic model in which NF90-NF45 complex raised by E2F1 

and 2 transactivators impairs the generation of miR-7 which is known to be an 
anti-oncomiR, resulting in a promotion of tumorigenesis in hepatocellular carcinoma.  

 
2. We found that an overexpression of NF90 causes muscular atrophy accompanied with 

mitochondrial disruption via NF90-induced translational repression of nuclear-encoded 

mitochondria-related proteins such as PGC-1.  
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) MicroRNA (miRNA)は 21〜23 塩基からな
る小分子の非翻訳 RNA である。miRNA は相補

的, 一部相補的なメッセンジャーRNA(mRNA)
の3’非翻訳領域に結合しそのmRNAの翻訳を
抑制する。miRNA はその機能を通じ細胞の増
殖, 分化, アポトーシスに関与するため、多
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くの疾患の発症との関連性が示唆されてい
る。 
 
(2) miRNA と疾患発症という点においては、
がんとの関連性がよく研究されている。これ
までに様々な臓器由来のがん組織を用いて
miRNA のアレイ解析が行われ、多くの miRNA
の発現ががん組織において低下しているこ
とが分かってきた。このような miRNAはがん
遺伝子を標的としており、通常はがん抑制因
子として機能していると考えられている。一
方、がん組織における miRNAの発現低下の機
構については不明な点が多く残されている。 
 
(3) 我々はこれまでに核局在性の二本鎖 RNA
結合蛋白質である Nuclear Factor 90 (NF90)
とその結合パートナーである NF45 の複合体
(NF90-NF45)が miRNA の生合成を負に制御す
ることを見出した(Sakamoto et al MCB 2009 
13: 3754-69)。また興味深いことに、肝細胞
がん患者の手術標本を用いて NF90-NF45の発
現解析を行ったところ、非がん部と比較しが
ん部で NF90-NF45の発現が顕著に高いことが
分かってきた。このことより、がん組織にお
ける miRNAの発現低下に NF90-NF45が関与し、
それによりがん遺伝子の発現が増加するこ
とで、細胞の腫瘍化が促進するのではないか
と想定された。 
 
(4) ウイルス感染時においてウイルス DNAや
RNA から産生される小分子の非翻訳 RNA はウ
イルス自身の複製に関与することが知られ
ている。アデノウイルス(Ad)由来の DNAから
生じる Viral associated RNA (VA RNA)は
Dicer によりプロセッシングされ小分子
RNA(svaRNA)となる。この svaRNAは宿主細胞
の RNA干渉機構に必要な因子群を占有するこ
とで宿主の RNA干渉によるウイルス感染防御
を抑制する。興味深いことに NF90は Ad由来
の VA RNA と結合することが知られている。
従って、NF90は VA RNAとの結合を介して Ad
の増殖に関与するのではないかと想定され
た。 
 
２．研究の目的 
 
(1) 本研究では主に肝細胞がんの細胞株と
手術標本を用いて、上記の miRNA を介した
NF90-NF45 による細胞の腫瘍化機構に関して
検証を行った。 
 
(2) 本研究では Ad増殖に NF90の発現が及ぼ
す影響を検討した。 
 
３．研究の方法 
 
(1) NF90-NF45 による細胞の腫瘍化機構の解

明に関しては、主に以下の方法により解析を
行った。 
 
・ 肝細胞がん細胞株 Huh7細胞を用い、NF90

をノックダウンした際に発現が変動する
miRNA をアレイ解析により網羅的に解析
する。 
 

・ 肝細胞がんのがん部における NF90 の発
現増加メカニズムを NF90 遺伝子の転写
調節機構に着目し解析を行う。具体的な
方法としては主にルシフェラーゼ活性を
指標にしたプロモーターアッセイ及びゲ
ルシフトアッセイなどを用いる。 

 
・ 個体レベルにおける NF90-NF45 の生理機

能(腫瘍化促進を含む)を検証するために、
NF90-NF45 が 過 剰 発 現 し た マ ウ ス
(NF90-NF45 dbTgマウス)を作成し表現型
の解析を行う。その過程において我々は
NF90 及び NF45 をそれぞれ単独で過剰発
現するマウス(NF90 Tg及び NF45 Tgマウ
ス)を作成した。これらのマウスを用いて、
NF90-NF45の dbTgマウスの作出を試みる。
それと同時に NF90 Tg 及び NF45 Tg マウ
ス各々の表現型の解析を行う。 

 
(2) NF90 の発現が Ad 感染に及ぼす影響を検
討するために、ヒト胎児腎細胞株 293細胞を
用いて NF90 を過剰発現もしくはノックダウ
ンさせた後 Adを感染させ、増殖率は Adゲノ
ム DNA量を PCR法で測定することにより解析
する。 
 
４．研究成果 
 
(1) 野生型及び NF90 をノックダウンした
Huh7より RNAを調整し、miRNAのアレイ解析
を行った。その結果、シグナルが検出可能で



 

 

コントロールと比較し 2倍以上のシグナル強
度の増加が確認された miRNA は 16 種類であ
った。その中でも miR-7と miR-629*の増加は
顕著であった。これらの miRNAに関してはリ
アルタイム PCR法で確証実験を行った。その
結果、様々な肝細胞がん細胞株(Huh7, HepG2, 
Hep3B)において NF90 のノックダウンにより
miR-7と miR-629*の発現が顕著に増加するこ
とが分かった(図１黒バー)。 
これまでの報告により miR-7は上皮成長因子
受容体 (EGFR)やアポトーシス抑制因子
(Bcl-2)などを標的とするがん抑制 miRNA と
して知られている。そこでこの miR-7に着目
しさらに解析を進めた。まず肝細胞がんの手
術標本を用いて miR-7 の発現解析を行った。
その結果、がん部で NF90-NF45の発現が顕著
に増加している手術標本において miR-7の産
生が低下する傾向にあることが分かった。ま
た NF90-NF45を過剰発現させたヒト胎児腎細
胞株 293細胞において miR-7の初期転写産物
(pri-miR-7)の蓄積が確認された。成熟型
miRNA は pri-miRNA がプロセッシングされる
こ と に より 産 生さ れる 。 我々 は 以前
NF90-NF45 が pri-miRNA のプロセッシングを
抑制し miRNA生合成を負に制御することを見
出している(Sakamoto et al MCB 2009 13: 
3754-69)。従って、NF90-NF45 過剰発現 293
細胞における pri-miR-7の蓄積は、NF90-NF45
による pri-miR-7のプロセッシングの抑制に
よるものではないかと考えられた。 
これらの知見をまとめると、肝細胞において
NF90-NF45 の発現が増加するとがん抑制
miRNA である miR-7 の産生が低下し、腫瘍化
が促進する(図２)のではないかと考えられ
た。 
 
(2) 肝細胞がんの手術標本における NF90 の
発現増加は RNAレベルで確認される。そこで、
NF90 遺伝子のプロモーター領域に着目し解
析を行った。まず肝細胞がんの細胞株 Huh7
細胞における NF90 遺伝子の転写開始点をプ
ライマー伸長法により同定した。次に同定し
た転写開始点をもとに Huh7 細胞を用いてプ
ロモーターアッセイを行った。その結果、転

写開始点上流-52から+3領域が本遺伝子の転
写に重要であることが明らかとなった。この
領域にはがん抑制遺伝子 Rb の標的である細
胞増殖因子 E2F の結合モチーフが存在する。
そこで Huh7細胞の核抽出液を用いて-52 - +3
領域内の E2Fモチーフをプローブとしたゲル
シフトアッセイを行った。その結果、特異的
なバンドシフトを検出することができた。ま
た E2F1 及び 2 の抗体を用いたスーパーシフ
トアッセイを行ったところ、この特異的バン
ドが E2F2 抗体を用いた場合は上部にシフト
し、E2F1抗体の場合は減少することが分かっ
た。このことから E2F1,2が NF90遺伝子の-52 
- +3領域に結合し転写を活性化している可能
性が考えられた。実際、E2F1及び 2をダブル
ノックダウンした Huh7 細胞においては内在
性の NF90 の発現が RNA レベルで低下するこ
とが確認された。従って、肝細胞がんにおけ
る NF90 の発現増加は E2F1,2 による NF90 遺
伝子の転写活性化が一因である(図２)と考
えられた。また NF90は NF45の安定化を促す
ことが知られている。従って、E2F1,2の転写
活性化により発現増加した NF90は NF45の安
定化を促進させ結果として NF90-NF45の発現
が上昇すると考えられる(図２)。 
 
(3) NF90-NF45 は miRNA の産生を調節するこ
とにより miRNAの機能を介して様々な生体制
御(腫瘍形成を含む)に関与する可能性が考
えられる。そこで、このことを生体内で検証
するために NF90及び NF45をダブルで過剰発
現したマウス(NF90-NF45 dbTg mice)の作出
を試みている。この過程において我々は NF90, 
NF45 を各々に過剰発現したマウスを作成し
た。現在、この NF90 Tg mice及び NF45 Tg mice
を掛け合わせ dbTg miceを作出中である。そ
れと同時に各々の Tg マウスの表現型の解析
を行った。野生型と比較し NF45 Tgマウスに
関しては顕著な表現型の違いは確認されな
かった。一方、NF90 Tg マウスでは興味深い
表現型を見い出すことができた。明らかとな
った表現型を以下に列挙する。 

・ NF90 Tgマウスは体が小さい(図３A)。こ
の体の小ささは 10 週齢以上で顕著にな
る。 



 

 

 
・ NF90 Tg マウスは筋量・筋力が低下して

いる(図３A)。 
 
・ NF90 Tgマウスの心機能は低下しており、

心不全を引き起している。 
 
これらの表現型発症の要因を探るために組
織化学的解析を行ったところ、NF90 Tg マウ
スの骨格筋(図３A)や心筋においてはミトコ
ンドリアが空胞変性していることが分かっ
た。 
従って上記の表現型発症にはミトコンドリ
ア変性が深く関与するのではないかと考え
られた。 
次にこのミトコンドリア変性の機構を解明
するために解析を進めた結果、以下の点を明
らかにすることができた。 
 
・ NF90は蛋白質合成速度を低下させる。 

 
・ NF90 Tg マウスの筋組織において核内ミ

トコンドリア遺伝子や筋繊維遺伝子のマ
スター因子である PGC-1 の発現が翻訳レ
ベルで低下している。 

 
これらの知見をまとめると、NF90 Tg マウス
の骨格筋・心筋でのミトコンドリア変性を伴
う筋量・筋力・心機能の低下は NF90 による
PGC-1 の翻訳抑制に起因するのではないかと
考えられた。 
 
(4) 以前我々は NF90の発現が Ad増殖に及ぼ
す影響を検討するために、NF90をノックダウ
ンした 293 細胞にルシフェラーゼ(luc)を組
み込んだ Ad を感染させ luc 活性を指標に Ad
増殖率を解析した。その結果、NF90のノック
ダウンにより Ad 増殖率の顕著な上昇が確認
された。しかしながら、他のグループより
NF90をノックダウンすることでluc活性が著
しく上昇することが報告されている。そこで
本研究において Ad そのものを用いて感染実
験を行った。Ad 増殖率の変化は Ad 自身のゲ
ノム DNAを鋳型とした PCR法により検討した。
その結果、NF90の過剰発現及びノックダウン
ともに Ad 増殖率に有意な変動は確認されな
かった。このことより、NF90は Ad由来の VA 
RNAと結合するが、その結合が Adの増殖自体
に直接影響するものではないと考えられた。 
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