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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、内在性の機能性低分子RNAであるmicroRNA (miRNA)に着目し、合成二本鎖m
iRNAライブラリーの機能的スクリーニングと腫瘍特異的CpG island過剰メチル化を指標とした網羅的DNAメチル化スク
リーニングを基盤とする統合的解析(Functional genomics)によって、新たな癌RNA創薬に寄与する癌抑制遺伝子型miRN
Aを同定する事を目的とする。本研究課題によって、3種類の新規癌抑制遺伝子型miRNA、1種類の新規EMT抑制性miRNA、
ならびにそれらのmiRNAの直接的標的分子を同定し、癌抑制遺伝子型miRNAの核酸医薬としての有効性をも実証した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to identify tumor-suppressive microRNAs (miRNAs) and thei
r direct targets, which potentially contribute to the development of clinical application to miRNA-based t
herapy for cancers.  Actually, in this study, three tumor-suppressive miRNAs, one EMT-suppressive miRNA, a
nd their direct targets were identified through our integrated approach using function- and methylation-ba
sed screenings.  Moreover, we demonstrated here the great potential of double-stranded RNAs (dsRNA) mimick
ing sequences of tumor-suppressive miRNAs to be applied to miRNA-based therapy for cancers.
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１．研究開始当初の背景 
癌遺伝子や癌抑制遺伝子に関する研究の飛

躍的な進展により、「癌は遺伝子の病気」として
発癌に関するメカニズムが徐々に解明され、予
防・診断・治療に臨床応用されつつある。特に、
癌細胞の増殖に関わる分子を直接的に阻害す
る「分子標的治療薬」に関しては、Bcr-Abl チロ
シンキナーゼおよび KIT チロシンキナーゼを標
的とするイマチニブメシル酸塩(グリベック®)や
変異 EGFR を標的とするゲフィチニブ(イレッサ
®)等での有効性の実証によって、分子標的治
療薬が狙い撃ちする標的分子、即ち「がん遺伝
子中毒(Oncogene addiction)」を惹起する Driver 
oncogene の臨床的な重要性が再認識された。
現在、臨床応用されている主な分子標的治療薬
は低分子化合物とモノクローナル抗体であるが、
今や基礎医学生物学には不可欠となった short 
interfering RNA (siRNA)も核酸医薬としての応
用が期待されている。遺伝子から転写される
mRNA を直接的な標的とする siRNA は、
off-target 効果等の安全性や生体内での安定性、
あるいはデリバリーシステム等、解決すべき課題
も多いものの、全ての遺伝子に対しての適応が
可能である優れた利点を持つ事から、癌を含む
様々な疾患においてそれら責任遺伝子を標的と
する RNA 創薬を目指した基礎研究が進められ
ている。 

一方、ゲノム情報発現系の新たな調節・制御
分子として注目されている microRNA (miRNA)
は、蛋白質へは翻訳されない non-coding RNA
であるが、標的分子の蛋白発現を転写後の配
列特異的な RNA サイレンシングによって抑制す
る機能性低分子 RNA である。研究開始当初に
は、数十種類の miRNA について、蛋白質をコ
ードする既知の癌遺伝子や癌抑制遺伝子と同
様に、発癌・進展過程の分子機序への関与が
報告されていた。 
 
２．研究の目的 

本研究課題の目的は、ゲノム情報発現系の
内在性制御機序を担う新たな機能性低分子
RNA として注目されている miRNA に着目し、合
成二本鎖 miRNA (ds-miRNA)ライブラリーの機
能的スクリーニングと CpG island における腫瘍
特異的 DNA 過剰メチル化を指標とした網羅的
DNA メチル化スクリーニングを基盤とする統合
的解析(Functional genomics)を進め、癌治療体
系における新たな RNA 創薬に寄与する癌抑制
遺伝子型 miRNA (TS-miRNA)とその標的分子
を単離・同定し、さらには、癌抑制遺伝子型
miRNA よる癌の新規治療法の開発をも試みる
事である。 
 
３．研究の方法 

複数の癌腫において、1) 癌抑制遺伝子活性
を指標とした ds-miRNA ライブラリーの機能的ス
クリーニング、ならびに 2) 腫瘍特異的な DNA
過剰メチル化の検出に特化した網羅的スクリー
ニングを展開し、これらに 3) 定量的発現解析
等を組み合わせた統合的解析を強力に推進す

る事によって、TS-miRNA とその(癌遺伝子様)
標的分子における分子機序の解明を行う。さら
に、TS-miRNA による新たな癌治療体系の構築
に寄与すべく、4) ds-miRNA ならびに標的分子
の siRNA デリバリーシステムの詳細な検討を試
み、抗癌剤としてのアンチセンス核酸医薬への
応用や分子標的治療等の新たなテーラーメード
医療の実現を目指す。 
 
４．研究成果 

平成 23 年度は、in vitro 細胞増殖抑制効果を
指標とした 327 種類の miRNA 配列を搭載した
ds-miRNA ライブラリーの機能的スクリーニング
を行い、さらに、癌細胞株と臨床検体における
DNA メチル化解析ならびに発現解析を組み合
わせた統合的解析によって、口腔扁平上皮癌
(OSCC)あるいは子宮体癌(EC)において DNA メ
チ ル 化 異 常 に よ り 発 現 抑 制 さ れ る 新 規
TS-miRNA として miR-218 と miR-152 を同定し
た。また、これらの TS-miRNA に共通する新規
標的分子 Rictor を同定した。一方、詳細な in 
vitro 解析から、miR-218 は Rictor を標的分子と
する事によって TOR-Akt シグナル経路を負に制
御する事を明らかした(Uesugi, et al. Cancer Res., 
2011) 。 加 え て 、 miR-152 配 列 を 有 す る
ds-miRNA を用いた in vivo 解析を施行し、
TS-miRNA による miRNA replacement therapy
の癌治療における有効性を示した(Tsuruta, et al. 
Cancer Res., 2011)。 

平成 24 年度は、OSCC 細胞株における CpG 
island 5’側近傍に座位する miRNA を対象とした
網羅的 DNA メチル化スクリーニングと定量的発
現解析を組み合わせた絞り込みを施行し、新規
TS-miRNA として miR-596 を同定した。また、
OSCC 症例における DNA 過剰メチル化と臨床
病理学的悪性度との相関性、ならびに in vivo 実
験系における新規抗癌剤としての有用性等をも
明らかにした。一方、miR-596 の細胞増殖抑制
効果がアポトーシス誘導による事、さらに、
miR-596 の直接的な標的分子として LGALS3BP
を同定し、miR-596 が LGALS3BP の発現・翻訳
阻害を介して ERK1/2 のリン酸化を抑制し、細胞
増殖を負に制御しうる事を明らかにした（Endo et 
al., Carcinogenesis, 2013）。 

近年、上皮-間葉転換(epithelial-mesenchymal 
transition, EMT)は、正常の発生過程に加え、が
ん等の疾患への関与が注目されている。平成
25 年度は、EMT 抑制性 miRNA を探索すべく、
E-カドヘリンのプロモーター活性を蛍光値として
検出可能な独自の in vitro 機能的探索モデル系
を確立し、同モデル系を用いた 470 種類の
ds-miRNA ライブラリーの機能的探索によって、
新規 EMT 抑制性 miRNA である miR-655 を同
定した。miR-655 の強制発現系では、E-カドヘリ
ンの発現上昇や典型的な EMT 誘導遺伝子の
発現低下のみならず、間葉系細胞の上皮系細
胞への形態変化を伴った運動能と浸潤能の抑
制を認めた。加えて、食道扁平上皮癌(ESCC)
においては、miR-655 発現と予後に有意に相関
を認めた。さらに、TGF-β シグナル経路において



重要な遺伝子である ZEB1 と TGFBR2 が
miR-655 の直接的な標的遺伝子である事を明ら
かにした。これらの結果から、miR-655 の発現低
下が TGF-β-ZEB1-E-カドヘリン経路を活性化し、
がん細胞の悪性形質獲得を促進する事が示唆
された(Harazono et al., PLOS ONE, 2013)。 
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