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研究成果の概要（和文）：マイクロ RNA と呼ばれる小さな RNA はヒトの疾患に関連している

ことが解ってきているがその詳細は不明である。本研究では腸管に腫瘍を多発する家族性腸管

腺腫症モデルマウスにマイクロ RNA を過剰発現させることにより腸管腫瘍の発症が抑制され

ること、またその抑制にはマイクロ RNA 間の原癌遺伝子を介した相互作用、および一連の癌

抑制性マイクロ RNA の生合成に必須の分子の抑制が絡んでおり、それらの間には複雑なフィ

ードバック機構が働くことを示した。さらにこれらのマイクロ RNA を心臓に発現させると拡

張型心筋症様の症状がおこる事実を見出し、その分子機構の一部を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： Although accumulating evidence has shown that microRNAs are 

involved in many human diseases, the molecular mechanisms are still unknown. In this 

project, we reveal that strong expression of certain microRNAs suppresses the intestine 

tumor development in the model mice of familial adenomatous polyposis and that 

cooperation of miRNAs plays pivotal roles in inhibiting protooncogene expression. We 

further show that key components for biogenesis of a subset of tumor suppressor 

microRNAs are downregulated in the transgenic tumors. These data indicate the 

complicated feedback inhibition between micoRNAs and molecules for their biogenesis. 

This project also demonstrates that their strong expression in mouse heart induces 

cardiomyopathy, partially clarifying its molecular mechanisms. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）マイクロＲＮＡとは？ 
今世紀に入り microRNA (以下 miRNA)と
よばれる21-22塩基のnon-coding RNAの

存在が多くの生物種で報告されてきてい

る。miRNA はもともと線虫において標的

遺伝子のmRNAの３’末非翻訳領域に結合

し、そのタンパクへの翻訳を抑制して発生

や分化を調節する分子として発見された。

一方、哺乳類でも、当時で既に 500 種以上

の miRNA が同定されたが、その生理的作

用は不明な点が多かった。我々は複数の

miRNA のトランスジェニックマウス（以

下 TGM）や miRNA の生合成に必須の分

子である DGCR8 の欠損マウスを作成し

て、それまでに幾つかの大変興味ある知見

を得てきていた。 
（２）miR-143 とmiR-145 
①miR-143 およびmiR-145 と発癌との関

連の経緯 miR－143 とmiR-145 はヒト

では第５染色体上に約２kB上に近接して

存在しているが、現在まで幾つかの報告が

これらとヒトの癌との関連を示唆してき

ている。最初にMichaelらがmiR-143/145
が共に腸管ポリープ・大腸癌組織では正常

粘膜組織に比べ発現が低下している実験

結 果 を 示 し た (Mol Cancer Res., 1, 
p882-p891, 2003)。続いて、Calinらはそ

れらがMyelodysplastic syndromeでしば

しば欠損する染色体の領域の近傍に存在

す る こ と を 報 告 し (PNAS, 101, 
p2999-p3004, 2004 )、その後多くの癌細

胞でこれらのmiRNAの発現が低下してい

ることが明らかになってきた。これらの事

実はmiR-143/145 が広く癌抑制遺伝子と

して標的タンパクの発現を抑制してお

り、何らかの原因でmiRNAの発現が低

下することが、悪性化を誘起する可能性

を示唆した。その後培養細胞レベルでの

miR-143/145 の gain-of-function や

loss-of-functionの実験で、それらが細胞の

増殖を抑制することが判ってきた（Oncol 
Rep., 16, p845-p850, 2006；Cancer Sci., 

8, p1914-p1920, 2007; Oncogene, 28, 
1385-p1392, 2009）。 
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②miR-143/miR-145 の生合成と癌miRNAは

メッセンジャーRNAと同様にRNAポリメラ

ーゼIIにより転写され通常数千塩基以上の

pri-miRNAとして作られ、その後核内で

Drosha/DGCR8 により 70 塩基程度のヘアピ

ン構造を持つpre-miRNAとなり細胞質にお

いて成熟型のmiRNAとなる。一方、そのこ

ろRNAヘリカーゼp68/p72 がmiR-143/145
をはじめとする癌抑制性マイクロRNAの生

合成に必須であることが解ってきていた

(Fukuda et al., Nat Cell Biol 9: 604-611. 
2007)。我々はmiR-143/145 が培養細胞で発

現が低い性質を利用して、これらとGFP遺伝

子の融合遺伝子を複数作成し、レトロウイル

スを用いてNIH3T3 細胞に導入することに

より、pri-miRNAからpre-miRNAへのプロセ

シングを可視的にモニターできることを示

し た (Tsutsui et al., BBRC, 
372:856-861.2008)。その後, この系を用い

た東京大学大学院分子病理学の宮園浩平博

士らとの共同研究によりmir-143/145 の生合

成過程に癌抑制遺伝子p53 が関与していると

いう意外な事実が明らかになった。（Suzuki 
et la., Nature, 460:529-533．2009)。実際

miR-143/145 を含む幾つかの癌抑制機能を

もつと推測されるmiRNA (miR-16, miR-206
など)は人の大腸癌細胞やファイブロブラス

トでp53 の発現誘導により発現が増強し、逆

にp53 のDNA結合ドメインの変異はこれら

のmiRNAの発現を抑制することが判った。

驚 い た こ と に 、 こ れ ら の 発 現 増 強 は

pri-miRNAの転写ではなくpre-miRNAへの

プロセシングの亢進によるものであった。す

なわち、これらのmiRNAのプロセシングに

は p53 がRNAヘリカーゼ p68 を介して

Drosha/DGCR8 と会合することが必要であ

った。 
今まで p53 により転写制御される癌抑制性

miRNAとしてmiR-34aが知られていたがこ

の研究によりp53は転写以外のパスウェイで

miRNA による癌抑制機構に介入しているこ

とが初めて証明された。また同時にこの研究

で miR-143 の標的遺伝子として癌遺伝子

K-Ras, miR-145 のそれとして細胞周期因

子 CDK6 がそれぞれ新たに同定された。すな

わち miR-143/145 が大腸癌をはじめとする

多くの発癌過程で癌遺伝子や癌抑制遺伝子

と複雑なネットワークを形作る可能性が浮

かび上がってきたのである。 
(3) miR-143/miR145 と血管平滑筋 
miR-143とmir-145の生体における生理的機

能は長らく不明であった.しかし、この研究を

始めたころに、それらは血管平滑筋や腸管平

滑筋および胎生期の心臓に発現しており、

SRF を介して平滑筋を分化誘導しているこ

と（Cordes et al., Nature, 460, p705-p710, 
2009）, miR-143/145 欠損マウスは正常に発

育するがストレス下での血管新生が抑制さ

れること（ Xin et al., Genes Dev., 23, 
p2166-p2178, 2009）, ゼブラフィッシュで



は miR-145 のノックダウンで心臓の浮腫や

腸管の形成不全がおこること (Zhen et al., 
PNAS 20;106(42):17793-8.2009) が次々と

明らかになった。しかしその分子メカニズム

に関しては各レポートで統一した見解はみ

られず更なる解析が必要と思われた。 
(４)研究の準備状況 
上記のように発癌に miR-143 あるいは

mir-145 が関与している可能性が示唆されて

きたが生体の生理的な環境下での発癌過程

における評価は全くなされていなかった。実

験開始時点では、生体の器官形成や発達に対

する機能も全く不明であった。そこで我々は

生体での機能解析を試みるため miR-143 お

よび miR-143/145 を全身に発現するトラン

スジェニックマウス（TGM）を作成した。 
 我々がこれらのマウスに以下に示す特徴

を見出していた。 
i）miR-143-TGM を腸管腫瘍発症モデルであ

る APCmin マウスと交配させたところ有意に

小腸腫瘍の発症が抑えられた。 
ii）miR-143/145 を共に全身に強発現する

miR-143/ 145-TGM は加齢とともに心筋線

維の肥厚を伴う心肥大が認められた。この現

象は我々にとっては驚きであったが、この頃、

心血管系に関連する報告が上述したように

複数のグループから相次いでなされた。 
 
２．研究の目的 
それまでの miRNA に関する多くの研究は培
養細胞への合成 miRNA の導入により検証し
ていた。 
（１）そこで生体での機能を解析するために
miR-143 を過剰発現させた個体を作り、腸管
腫瘍発症モデルである APCmin マウスでの影
響を分子レベルで解析して、miR-143 の生体
に自然発症する腫瘍への効果を検討する。 
（２）miR-143/145 を全身に強発現する
TGM が如何なるメカニズムで心肥大を発症
するかを解明し、ヒトの心疾患との関連を明
らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）miR-143-TGM と APCmin マウスを
交配し、発症した腫瘍とコントロール
APCmin マウスの腫瘍を病理組織学的に観
察しどのような変化があるかを検討する。 
(2) miR-143 の標的産物やヒト大腸癌の発
症に重要な分子の発現をウエスタンブロッ
ト法やノザンブロット法、リアルタイムＰ
ＣＲ法により解析する。更にこれらで得ら
れた知見がヒト培養大腸癌細胞でも再現さ
れるかを検討する。 
(3) 心肥大の病態解析：miR-143/145-TGM
にみられる肥大心における分子の発現の変

化をマイクロアレイで網羅的に解析し、心
肥大のメカニズムを生化学・分子生物学的
解析および生理学的検査を用いて明らかに
する。一方、これらの変化が心臓局所の
miR-143/145 によるかどうかは明らかでな
い。そこで miR-143/145 を心筋細胞特異的に
発現させるため alpha myosin heavy chain 
の調節領域に連結してトランスジェニック
マウスを作製して解析する。 
４．研究成果 
（１）miR-143-TGM における腸管腫瘍抑制
の解析： 
①miR-143-TGM と APCminマウスを交配さ
せると小腸では有意に腫瘍の発症が低下し
たが、大腸ではむしろ逆転した。 
②発症した腫瘍から RNA を抽出してノザン
ブロット法で miR-143 と miR-145 の発現を
解析した所、意外なことに miR-143 のみなら
ず miR-145 も miR-143-TGM / APCminマウ
スで上昇していた。更にリアルタイム PCR
の解析により、pri-miR-143/145 の発現もこ
れらの腫瘍で上昇していた。このことより小
腸腫瘍において導入 miR-143 が内在性
miR-145 を転写レベルで発現上昇させるこ
とが明らかになった。 
またこれには原癌遺伝子c-Mycの発現低下が
関与していることが示唆された。 
③miR-145/ APCminマウスの小腸腫瘍のタン
パクの発現をウエスタンブロット法で確認
したところ、miR-143 の標的分子である
ERK5 の他に癌抑制性 miRNA の生合成に必
須の RNA ヘリカーゼ p68/p72、beta-catenin
の下流分子である c-Myc, c-Jun,cyclin-D1 の
発現が低下していた。これらの変化は大腸腫
瘍では認められなかった。興味あることに最
近p68/p72はヒト大腸癌の増殖に重要な分子
であることがわかっている。 
④これらの分子の発現変化のメカニズムを
調べるためにヒト大腸癌細胞 DLD-1、Lovo
に合成 miR-143 と miR-145 を導入したとこ
ろ、miR-143 導入により ERK5 の発現は低
下した。また miR-145 の導入で p72 が、
miR-143 および miR-145 の導入で c-Myc の
発現が低下した。一方、ERK5 のドミナント
ネガティブフォーム、siRNA 共に c-Myc の
発現を抑制した。 
⑤さらに p72 の３末非翻訳領域に miR-145
の標的配列があることを見出したので、その
領域をルシフェラーゼに繋いでレポーター
アッセイを行った所、miR-145 の導入で活性
が低下した。一方、標的配列に変異を導入し
たものではその低下は解除された。 
さらにp72の３末非翻訳領域には他の癌抑制
性 miRNA の標的配列も存在した。実際これ
らの標的配列をルシフェラーゼ遺伝子に結
合したレポーターアッセイを行った所、
miR-145と同様にそれぞれのmiRNAで活性



が低下した。 
⑥ p68 の低下のメカニズムは不明であるが、
DLD-1 細胞において c-Myc の siRNA により
有意に発現が低下したので、c-Myc の発現低
下が何等かの関与をしているのは間違いな
いと思われる。 
⑦以上の結果より、miR-143TGM と交配さ
せた APCmin マウスに発症する小腸腫瘍にお
いては内在性の miR-145 の発現が上昇し、
ERK5 の低下と共に大腸癌の key 分子であ
る p68/p72 が抑制され、それが c-Myc などの
beta-catenin のシグナル下流分子を抑制し、
腫瘍の発症が抑えられたと考えられた。大変
興味深いことにこの p68/p72 は癌抑制性
miRNA の生合成に必須の分子である。この
ことはこれらの miR-143/145 をはじめとす
る癌抑制性 miRNA は複雑な feed back 機構
により制御されていると考えられる（図１参
照）。 
 

 
 
（２）miR-143/145 における心肥大の解析： 
miR-143/145TGM の心臓を cDNA マイクロ
アレイで解析した結果、線維化に関係する遺
伝子の発現が増強していたが、miR-143/145
との関係を示唆する分子を絞り込むことは
出来なかった。また、心筋特異的に発現する
miR-143/145 の効果を検証するため alpha 
myosin heavy chain の調節領域に連結して
トランスジェニックマウスを作製した結果、
これらの TGM３系統の内強発現している１
系統は生後２か月程から心室の収縮不全を
起こし、早期に死亡した。これはヒト拡張型
心筋症に類似した病態であった（図２参照）。 
 これらの心臓での分子の発現を解析した
所、アンジオテンシン変換酵素 1, IGF1 受容
体の発現が亢進していた。そこでアンジオテ
ンシン変換酵素阻害剤であるカプトプリル
を飲水投与したところ、生存率は劇的に改善
した。これらの事実は miR-143/145TGM に
おける心拡大は少なくともアンジオテンシ

ン変換酵素 1の発現増強による可能性を強く
示唆した。 
アンジオテンシン変換酵素阻害剤は末梢血
管の強力な拡張作用があり降圧剤として世
界中で広く使われているが、拡張型心筋症な
どの心疾患に効果があることも解っている。
現在このマウスにおいてみられる拡張型心
筋症様の病態がアンジオテンシン変換酵素
を介して如何なる分子メカニズムで発症し
ているかを解析中である。 
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