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研究成果の概要（和文）：当研究グループで同定した、がん抑制的miR-101とmiR-22の機能解析を通して、がん細胞内
に存在する新たながん抑制ネットワークを明らかにした。miR-101による細胞増殖抑制は、細胞周期のM期進行に重要な
遺伝子の発現抑制を介しており、この抑制によりp53シグナル経路の活性化を伴うことを明らかにした。また、miR-22
の解析から、p53の機能が失活したがん細胞の細胞周期亢進に必須の因子を同定することに成功した。この因子の発現
を抑制することで、p53変異・欠損細胞の増殖を特異的に抑制できることを示した。これらの成果はがん治療薬開発に
おける新しいシーズ・分子標的の提案を可能とする。

研究成果の概要（英文）：By detailed analysis of miR-101 and miR-22, we successfully found novel intra-cell
ular networks, which are deeply involved in the regulation of cancer cell proliferation. miR-101 was defin
ed as a novel regulator for G2 checkpoint of cell cycle through the repression of several microtubule regu
lators, and resulted in its function as a inducer of p53-dependent apoptosis. We also confirmed that expre
ssion of miR-101 is frequently down-regulated in human cancers.
  We identified NEK9 as a crucial regulator for cell cycle progression in p53-inactivated cancer cells thr
ough the target screening of miR-22. Knockdown of NEK9 was caused to repress cell proliferation only in p5
3 mutant and deficient cells both in vitro and in vivo. NEK9 KD was indicated to induce prolonged inhibiti
on of G1 to S progression of cell cycle leading to express senescence-like features of cancer cells. Our f
indings might provide a novel strategy for cancer therapy targeting mutant p53. 
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１．研究開始当初の背景 
ヒト発がん過程では、 Genetic および
Epigenetic な変異が多段階的に蓄積するこ
とが知られている。細胞傷害性ストレスに暴
露された正常細胞において、これらの変異が、
がん抑制遺伝子やがん遺伝子に生じること
は、細胞の形質転換を惹起する最も大きな要
因の一つである。一方、正常細胞には、細胞
傷害性ストレスに対しての防御機能、いわゆ
る発がん抑制機構が存在し、pre-mature 
senescence や細胞死（apoptosis）を誘導す
ることで、細胞の悪性転換を防御している。
発がん抑制機構の誘導に関しては、がん抑制
因子 p53 による標的遺伝子の選択的な活性
化が必須である。しかしながら、如何にして
p53 が選択的に標的遺伝子を活性化し、2 つ
の異なる表現型（細胞周期停止と細胞死）へ
とダメージを受けた細胞を導くかに関する
分子機構については、未だ決着がついていな
い。 
近年、新たな遺伝子発現制御分子として、

マイクロ RNA（miRNA）をはじめとする 
non-coding RNA が注目されている。特に、
約 22 塩基で構成される miRNA の機能異常
は、様々なヒトがん種において認められ、発
がんと深く関連していることが示唆されて
いる。我々は、大腸発がんの極めて初期段階
で生じる遺伝子発現制御異常に関する研究
を通じて発がんの分子機構の解明を目標に
研究を行ってきた。その課程で、マイクロ
RNA（miRNA）の制御因子の一つである
SND1 が、大腸がん抑制因子 APC の発現を
転写後レベルで制御する新しい分子機構を
見出し報告した（Tsuchiya et. al.Cancer Res. 
2007）。また、大腸発がんと関連する miRNA 
のスクリーニングとして miR-34a を単離 
し、その機能について報告した（Tazawa et al. 
PNAS 2007）。さらに、最近、機能的 miRNA 
スクリーニング法を確立し（Izumiya et al. 
Carcinogenesis 2010）、網羅的遺伝子解析を
組み合わせて、大腸がんの新規がん抑制遺伝
子として、miR-22 を単離した。 
 
２．研究の目的 
我々が同定した miR-34a と miR-22 は、が
ん抑制因子 p53 の標的遺伝子であり、がん細
胞の増殖を強く抑制する。miR-34a は、p53 
依存的に細胞老化様の細胞周期停止を引き
起こす。一方、miR-22 はアポトーシスを選
択的に誘導することができる。miR-34a は
p53 を活性化する多くの刺激で発現誘導さ
れるのに対して、miR-22 はアポトーシスが
誘導される刺激にのみ応答する。細胞傷害性
ストレス応答における細胞周期停止とアポ
トーシスの択一的選択は、発がん抑制機構と
して重要である。本研究では、miR-34a およ
び miR-22 遺伝子の p53 による発現制御機
構を詳細に解析し、発がんストレス応答に対
する miR-34a と miR-22 の役割分担を明ら
かにする。2 つの異なる表現型の択一的な選

択の分子機構の解明を介して、発がん抑制ネ
ットワークを理解する。加えて、miR-101 の
解析も行い、p53 ネットワーク制御における
miRNA の役割を解明する。 
 
３．研究の方法 
miR-22 の解析 
miR-22 標的遺伝子の同定 
 がん抑制遺伝子p53の変異の有無によって、
miR-22 が誘導する表現型が異なることから、
p53 変異細胞と野生型細胞を用いて、miR-22
の標的遺伝子をマイクロアレイによって網
羅的に探索した、 
細胞増殖アッセイ 
 様々ながん細胞に標的遺伝子の siRNA を
導入し、細胞数を継時的にカウントした。ま
た、2 次元のコロニー形成能及び足場非依存
性増殖における、標的遺伝子の役割を解析し
た。 
マウスモデル 
 ヒト大腸がん細胞株（p53 野生型及び変異
型）をマウスへ移植し、標的遺伝子の siRNA
を 2 日おきに投与し、細胞増殖能の変化を観
察した。 
組織染色 
 ヒト肺がん検体の組織マイクロアレイを
用いて、NEK9 と p53 の免疫染色を行った。
ヒト検体の使用に関しては、国立がん研究セ
ンターの倫理審査委員化の承認を得て行い、
各々の患者さんからは、同意を得た検体を使
用した。 
 
miR-101 の機能解析 
標的遺伝子探索 
miR-101 をがん細胞株へ導入後、mRNA の
発現プロファイルをマイクロアレイで作成
し、複数の細胞株で共通に変化する遺伝子群
を抽出した。ネットワーク解析も行い、
miR-101 によって変動する細胞内シグナル
伝達経路を同定した。 
臨床検体の発現解析 
臨床検体の発現解析は、共同研究機関である
NCIと協力して、肺腺がん91症例について、
Nano-spring で行った。また、日本人の肺腺
がん症例については、NCC の検体を用いて
行った。これらの研究は、倫理審査委員会の
承認を経て実施された。 
細胞周期の解析 
miR-101 を導入した後に、FACS を用いて、
細胞周期の各 phase の細胞をソートし、その
分画から RNA 及びタンパク質を抽出して解
析を行った。 
 
４．研究成果 
miR-22 標的遺伝子 NEK9 の同定とその機能 
 がん抑制的 miRNA である miR-22 は、p53 野
生型のがん細胞には、細胞死を強く誘導する
一方、p53 変異型のがん細胞には細胞周期停
止を誘導する。これまでの解析から、miR-22
による、p53 変異細胞の細胞周期停止には、



CDKやHDACなどの細胞周期制御因子は関与し
ていないことが示唆されていた。このことは、
miR-22がp53変異がん細胞の増殖に必須な因
子を標的としている可能性を示している。そ
こで、miR-22 の p53 変異細胞の標的遺伝子を
探索し、p53 変異がん細胞の増殖に必須な因
子の同定を試みた。 
 P53野生型細胞株であるHCT116と変異型で
ある SW480、さらに HCT116 の p53 ノックアウ
ト細胞へ miR-22 を導入し、mRNA 発現アレイ
解析を行った。変異型とノックアウト細胞で
共通して発現が低下する遺伝子を抽出し、さ
らに、p53 野生型細胞では、miR-22 によって
発現低下を示さない遺伝子を選別した。さら
に、細胞周期制御因子を抽出した後に、デー
タベースを用いて、miR-22 の標的となる遺伝
子を選別したところ、6 種類の遺伝子が候補
となった。これらを、siRNA でノックダウン
し、p53 変異がん細胞の増殖を検討したとこ
ろ、NEK9（NIMA-related kinase 9）が候補
として同定された。NEK9 のノックダウンによ
って、様々な p53 変異がん細胞の増殖を抑制
することができるが、野生型のがん細胞では、
NEK9 のノックダウンによる影響はほとんど
認められなかった。マウス移植がんモデルに
おいても、NEK9 の siRNA 投与により、p53 変
異がん細胞の増殖は抑制されたが、野生型は
抑制しなかった。さらに、詳細な解析から、
NEK9 が、細胞周期の G1 期から S 期への進行
に必要な因子であることを明らかにした。興
味深いことに、ヒト肺がん症例の免疫染色の
結果、肺腺がんでは、NEK9 と p53 変異型タン
パク質の両者が発現している症例は、予後不
良であった。これらの結果から、NEK9 の機能
はp53変異がん細胞の細胞周期制御を介した
増殖亢進に関連していることを見出した（論
文投稿中）。 
 miR-101 は、当研究グループで確立した機
能スクリーニング法により、がん抑制的に機
能するmiRNAとして単離した（Tsuchiya et al 
Cancer Res. 2011）。その詳細な機能を解析
し、細胞周期の G2 期制御の新しいシグナル
伝達経路を明らかにした。 
 miR-101 を導入した複数の細胞株を用いて、
mRNA の発現アレイを行い、miR-101 によって
影響を受ける細胞内ネットワークの解析を
行った。その結果、細胞株間で共通して、ATM
依存性のDNAダメージチェックポイント経路
が、有意に影響を受けることを見出した。そ
の経路を詳細に解析すると、mIR-101 によっ
て p53 の下流遺伝子の発現が上昇していた。
事実、miR-101 を導入すると、p53 の蓄積と
共に、Ser15 のリン酸化が誘導されること、
さらに、下流遺伝子のアポトーシス制御因子
の発現が有意に上昇していた。一方、細胞周
期の解析から、miR-101 を導入すると、G2 期
の細胞集団が増加し、その後に細胞死が誘導
されることが示唆された。この現象に関連す
るmiR-101の標的遺伝子をマイクロアレイを
用いて検索し、複数の微小管制御因子を同定

した。これら、複数の標的候補を siRNA でノ
ックダウンすると、細胞周期の G2 期停止と
アポトーシスの亢進が認められた。さらに、
このうち、protein X の発現を単独で抑制し
た場合、p53 の蓄積と Ser15 のリン酸化が亢
進されることが解った。これまで、X と p53
の関連について、報告はなく miR-101 によっ
て、新たな細胞内ネットワークが連結されて
いる可能性が考えられる。また、ATM/ATR の
ノックダウンによっても、miR-101 依存的な
p53 のリン酸化が抑制されること、X のノッ
クダウンは、ATM の活性化を誘導することか
ら、miR-101 が、Xの発現抑制を介して、p53
の活性化を誘導していることを明らかにし
た。興味深いことに、FACS を用いて、各細胞
周期の細胞をソートし、miR-101 の標的遺伝
子の解析を行った。その結果、G2 期のみで、
標的遺伝子の発現低下とp53のリン酸化が検
出され、PARP-1 の切断も観察されることから、
miR-101 は、細胞周期の G2 期停止→細胞死誘
導となることが強く示唆された。この現象は、
p53 をノックダウンすると失われることから、
この経路がp53依存的に生じていることも判
明した。miR-101 は、G2 期へと細胞が収束す
るタイプのストレスに応答して、p53 野生型
の細胞でのみ、発現上昇が認められた。しか
し、p53 は miR-101 遺伝子の近傍には結合し
ていなかったことから、miR-101 は p53 の直
接の標的遺伝子ではないが、発現の活性化に
は、p53 の存在が必要であると考えられる。
miR-101 による p53 依存的ストレス応用反応
は、その活性化までの時間がかかることや、
DNA ダメージ応答反応の後に活性化されるこ
とも分かった。これらの結果を総合すると、
細胞には、ストレスに対して、Rapid response
と Slow response の２つの経路が存在し、p53
依存的な、シグナルネットワークは両者を制
御していること、miR-101 は後者の活性化に
必要な分子であると考えられる。実際に、大
腸腺腫におけるmiR-101の発現を検討すると、
非がん部に比べて、腺腫では発現が高く、が
ん部では、発現低下を示していた。したがっ
て、生体内でも長時間のストレス応答反応は
重要であり、発がん過程においては、そのシ
ステムが破綻している可能性が示唆された
（論文準備中）。 
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