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研究成果の概要（和文）：肝発癌の一因として網羅的解析で同定されたDDX20の発現低下によって惹起される分子変化
を検討した。その結果、DDX20はmicroRNAの成熟に必須の因子であるRISCの構成因子であり、発現が減ると特定のmicro
RNAの成熟が阻害されることが判明した。特にmicroRNA140-5pの発現低下は発癌に密接に関わるNF-KBの活性化に関与す
ることを見いだしたが、それは、microRNA140の発現低下によってDnmt1の発現が増え、メタロチオネインを減らすため
と考えられた。これらの現象はmicroRNA140のノックアウトマウスでも確認された。今後これらの結果を応用した肝癌
予防策が期待される。

研究成果の概要（英文）：DDX20 was previously identified as one of the causes of hepatocarcinogenesis. In t
his project, we identified that DDX20 is a component of RISC, which mediates microRNA maturation. By DDX20
 decrease, microRNA140-5p amount was specifically decreased, which enhanced DNMT1 leading to the decrease 
of metallothionein expression, which is closely related to NFkB activities, a major cause of hepatocarcino
genesis. These phenomena were confirmed in miR140 knockout mice and chemically-induced hepatocarcinogenesi
s. Therefore, it willbe promising that based on these results, novel preventive methods against hepatocarc
inogenesis are  developed by further analyses.
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１．研究開始当初の背景 
肝臓癌の遺伝子異常としては、 c-myc, 
cyclinD, p53, beta-catenin, p16, などの発現
変化や変異が比較的多く見られるものの、こ
れまでのところ集積する特定の遺伝子異常
は報告されていない。研究開始当初、
micrRNA と病態についての研究が盛んにな
ってきていたこともあり、「microRNA 
pathwayと肝発癌」という観点で肝発癌の病
態生理についての解析を進めていたところ、
マウスの肝発癌モデルと siRNA libraryを用
いた in vivo でのスクリーニングによって機
能未知の肝臓癌抑制遺伝子候補を同定した
報 告 が な さ れ た  (Zender. Cell. 
2008;135:852-64)。この網羅的解析によって
同定された 13 の新たな肝癌の癌抑制遺伝子
候補の中で、我々は Ddx20 (DP103) が 
miRNA が機能を発揮するのに必要な
Ribonucleoprotein complexの構成因子の一
つであることに注目し、Ddx20蛋白が肝発癌
にどのように寄与するのかという点の解明
とその防御法について検討を開始した。実際
に Ddx20 蛋白の発現量を肝癌細胞株・肝癌
組織アレイで検討をおこなったところ、
Ddx20 蛋白は肝癌のなかでも B 型肝炎ウイ
ルス感染によって惹起された癌において そ
の発現が著明に低下していた。Ddx20 は 
DEAD box domain (Asp-Glu-Ala-Asp 
(DEAD)) を有する RNA helicase 活性と
ATPase 活性を持つ蛋白であり、翻訳開始や
スプライシング、リボゾームのアセンブリや
転写活性抑制作用などの多彩な生理活性を
有し(Cell. 2002;109:169-80, Mol Cell Biol. 
2003;23:414-23)、細胞内の主要なシグナル伝
達系に関わっていることが予測されている。
また Ddx20 は Ribonucleoprotein complex 
の構成因子であり  microRNA も  その
complex に含まれることから(Genes Dev. 
2002;16:720-8)、miRNA の機能にもなんら
かの影響を及ぼしていることが想定される。
これらの想定される様々な細胞内の役割か
ら Ddx20 は細胞の生理的機能を維持するの
に重要な分子のひとつであることが考えら
れた。実際に Ddx20 内のアミノ酸置換を伴
う SNPが膀胱がんの riskを高めることも報
告されており(Cancer Res. 2008;68:2530-7)、
Ddx20 は機能的に肝癌だけでなく他臓器の
発癌においても普遍的な役割を担っている
可能性も考え、検討を開始した。 
 
２．研究の目的 
本研究では このDdx20による肝癌抑制機構、
とくに Ddx20 蛋白の発現が落ちている B型
肝炎関連肝癌における機能的役割を明らか
にし、この分子が関わる発癌メカニズムを解
明して将来の肝癌治療の分子標的の少なく
ともひとつとすることを第一の目的とする。
すなわち Ddx20 蛋白の過剰発現・ノックダ
ウン系による発癌に結びつく可能性のある
細胞内情報伝達系の撹乱、その作用機構、

miRNA 機能に及ぼす影響、などを in vitro
で検討し、発癌過程における作用メカニズム
を解明する。さらには、本研究を通して
「miRNA の機能の変化をもたらす分子によ
る新しい発癌メカニズムの同定」につなげる
ことを究極の目標とした。 
 
３．研究の方法 
（１）肝癌細胞株・肝臓癌臨床検体での Ddx20
の発現量の検討：マウスモデルで実験的に同
定された癌抑制遺伝子候補のDdx20の発現が、
実際のヒト肝細胞癌検体でどのような発現
状況を示すか、肝癌細胞株での蛋白発現量の
確認と組織アレイでの免疫染色により検討
する。 
（２）Ddx20 過剰発現系での細胞内シグナル
伝達系に与える影響：Ddx20 の発現が低下し
ている複数の肝癌細胞株にDdx20を過剰発現
させ、細胞内情報伝達経路の活性化状態の変
化を、網羅的なゲルシフトアッセイおよびレ
ポーターアッセイによって同定する。この時 
転写因子結合配列を持つ oligo DNA をラベル
したmixtureを準備し 細胞の核抽出物とmix
したのち、形成された DNA-転写因子複合体を
電気泳動で分離、そこから回収される DNA を 
準備した oligo DNA mixture に相補的な
oligo DNAsをスポットしたメンブレンとハイ
ブリダイゼーションさせることで 活性化し
ている転写因子を同定する転写因子活性化
測定アレイを用いて、先のレポーターアッセ
イやゲルシフトアッセイのデータを補完す
る。 
Ddx20 は細胞質と核に均一に分布し、核内に
局在する Ddx20 は ある種の転写因子活性を
転写因子の補因子とともに抑制的に働くと
いう報告もあり、この検索により影響を及ぼ
している細胞内情報伝達系の同定を行う。 
（３）Ddx20 の発現による細胞機能の変化の
解析：細胞内シグナル伝達への影響と並行し
て、Ddx20 の過剰発現細胞株においてコント
ロールと比較して、癌発生に寄与する表現型
を呈するか検討する。具体的には 細胞増
殖・抗アポトーシス効果・transformation 活
性などを検討する。 
先に同定した細胞内シグナル伝達系の
modulation と、ここでの細胞機能の表現型と
のリンクが可能か検証する。 
（４）シグナル伝達に関わる分子との直接相
互作用の有無の検定：同定したシグナル伝達
系とDdx20蛋白とのあいだに直接作用がある
のか、すなわち、シグナル伝達系に関与する
分子との相互作用の有無を免疫沈降・質量分
析を用いて検討する。直接の相互作用ではな
く他の分子を介した間接的な作用である場
合も想定して、関連分子の蛋白発現量の変化、
リン酸化状態の変化の有無についても合わ
せて検討する。 
（５）microRNA 機能への影響についての検
討： Ddx20 の特徴として RNP complex の構
成因子の一つである という点があり、Ddx20



のノックダウンの系で miRNA 機能が維持さ
れるか検討する。具体的には 肝細胞で高発
現している miR122 の標的配列を luciferase
の下流 3’UTR に組み込んだ miRNA 機能判定
用レポータープラスミドを作製し、これの反
応性を Ddx20 の有無で検討する。実際にはこ
の点についての検討はすでに始めており、下
左図のごとく Ddx20 のノックダウン下では
miRNA の機能が落ちることを確認している。
さらに数種のmiRNAについても同様のレポー
ター作製と検討を行い、miRNA 全般的な現象
であるか確認する。 
（６）細胞内シグナル伝達系に関わる miRNA
の同定： 先に同定した Ddx20 が modulate
する細胞内シグナル伝達系について 
luciferase ベースのレポーターを恒常的に
組み込んだ stable cell line を確立する。
そのうえで、肝組織で発現量の多い miRNA 
library（oligonucleotides） を 96-well 
plate 内に合成し、レポーターを発現する細
胞を reverse trasnfection することで、そ
の細胞内シグナル伝達系を制御するmiRNAを
同定する。 
同定した miRNA は 特定のシグナル伝達系を
制御する miRNA と考えられるが、Ddx20 は 
miRNA の機能発揮に必須の分子と考えられる
ので、Ddx20 のノックダウンにより miRNA に
よるそのシグナル伝達の制御機能が抑えら
れるかを検討する。これによって、miRNA 機
能を撹乱することによる細胞内シグナル伝
達機構の破綻にDdx20の発現変化が関与して
いる可能性が示唆される。 
（７）In vivo モデルでの確認：これまでの
検討結果を in vivo マウスモデルで確認する。 
 
 
４．研究成果 
（１）肝癌細胞株・肝臓癌臨床検体での Ddx20
の発現量の検討：肝癌細胞株では 8細胞株中
2株で発現の著明低下、組織では 50 検体を超
える背景肝と癌組織でのDdx20の発現を検討
し 約 25%の症例で背景肝よりも癌組織での
発現が低下していることを確認した。特に B
型肝炎ウイルス感染細胞株あるいは組織で
多く発現が低下している傾向があった。 
（２）Ddx20 過剰発現系での細胞内シグナル
伝達系に与える影響：DDX20 の過剰発現系で
は種々の細胞内シグナル伝達に与える影響
を検討した結果、NFkB の活性を抑えることが
判明した。逆に DDX20 の発現をノックダウン
すると NFkB の活性が増強することが示され
た。DDX20 は核内転写のコアクティベーター
である NCOA1 や NRIP と相互作用して NFkB の
活性を調節していることも示され、これらの
核内へのリクルートの変化が NFkB 活性の変
化に結び付いている可能性が示唆された。 
（３）Ddx20 の発現による細胞機能の変化の
解析：Ddx20 のノックダウン細胞では細胞の
増殖能には大きな影響はなかったが、TRAIl
刺激によるアポトーシスの誘導には抵抗性

を示した。そのアポトーシス抵抗性には NFkB
の活性化が関与していた。 
（４）シグナル伝達に関わる分子との直接相
互作用の有無の検定：DDX20 は既報の通り
RISC 構成因子である Ago2 と結合することが
免疫沈降法で示された。そのため、DDX20 の
発現低下細胞では RISC 機能が低下しなんら
かの影響が microRNA に作用することが示唆
された。 
５）microRNA 機能への影響についての検討：
そこでDDX20のノックダウン細胞で網羅的に
microRNA の発現量をアレイ法を用いてみた
ところ、microRNA140 の発現が低下していた。
この結果 microRNA140-5p の機能が低下する
ことがレポーターアッセイなどの結果で示
された。 
（６）細胞内シグナル伝達系に関わる miRNA
の同定：miRNA140 は NFkB の活性に強く関与
することはそれまでの検討で判明していた
が、その分子機序として、miRNA140 が直接標
的とする分子のひとつメタロチオネインの
発現がDDX20ノックダウン細胞で低下するこ
とが示された。メタロチオネインはもともと
その発現が低下するとNFｋBを活性化するこ
とが知られている分子である。そこでなぜ
DDX20 の発現低下がメタロチオネインの発現
低下に結びつくのか検討を加えたところ、
microRNA140 の発現が低下すると、直接の標
的分子である Dnmt1 の発現が増え、これがメ
タロチオネインのプロモーター領域をメチ
ル化し、発現を減らすことが判明した。その
けっか NFkB の活性が増強することが示され
た。 
（７）In vivo モデルでの確認：これまでの
検討結果は microRNA140 のノックアウトマ
ウスと化学発癌モデルを用いて in vivo でも
確認された。すなわち、microRNA140 のノッ
クアウトマウスでは DNMT1 の発現が増え、メ
タロチオネインの発現が低下し、NFkB 活性が
増強し、化学物質による肝癌誘発を増強して
いた。 
これらの結果から、DDX20 は新たな肝癌抑制
因子であり、特定の microRNA の発現低下を
介して NFkB の活性を攪乱し、そのため肝発
癌に寄与していることが示唆された。 
今後 DDX20 あるいは microRNA140 あるいは
NFkB 活性への介入法を開発することで肝癌
発症の予防ができないかを検討する価値が
あるものと考えられた。 
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