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研究成果の概要（和文）：miR-127は、第１４番染色体短腕（14q32）領域に存在しており、この領域の欠失は胃癌など
と同様に肺癌においても報告されている。miR-127の発現低下は、不死化の気道上皮細胞株と比較して、多くの肺癌細
胞株で観察された。miR-127の過剰発現は２種類の肺癌細胞株の増殖抑制を生じさせる。さらに、疑似miR-127の導入に
よる遺伝子の発現量をマイクロアレイで検討することにより、標的となる遺伝子を同定した。これの結果により、miR-
127がこの領域標的であり、非小細胞肺癌に増殖抑制効果を生じさせる効果があることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：MicroRNA-127 (miR-127) is located in 14q32 region and the deletion in this region 
has been reported in lung cancer as well as gastric cancer and hepatocellular carcinoma.  The reduced expr
essions of miR-127 were observed in most of lung cancer cell lines, compared the immortalized normal human
 bronchial epithelial cell by real time PCR method with Taqman microRNA assay.  The overexpression of miR-
127 in two lung cancer cell lines, leaded to tumor growth inhibition.  Moreover, mRNA microarray analysis 
of H1975 cancer cell lines after transfection of miR-127 mimic indicated the candidate target genes of miR
-127.  These results suggested that miR-127 have tumor suppressive effect in non-small-cell lung cancer.
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１．研究開始当初の背景 
 癌細胞における染色体の欠失領域の検索
より、今までに多くの癌抑制遺伝子が単離さ
れ、その機能が同定されてきた。これらの癌
抑制遺伝子異常に関する研究により、癌の発
生過程や生物学的な特徴が明らかにされ、肺
癌の診断や治療の向上がはかられている。し
かしながら、肺癌で高頻度の欠失する染色体
領域のすべてにおいて、癌抑制遺伝子が単離
されているわけではない。最近、マイクロホ
リボ核酸(マイクロ RNA)が遺伝子の発現、翻
訳を制御することが判明し、発癌過程におい
ても、癌関連遺伝子の発現制御することによ
り、重要な役割をはたすことが知られている。 
 
２．研究の目的 
 本研究において、以前より研究代表者が解
析をおこなってきた第 3番色体の短腕などの
欠失領域に存在するマイクロ RNA の肺癌発
生過程における関与を明らかにすることを
目的する。肺癌をはじめとする悪性腫瘍にお
いては、特定の染色体領域が欠失することが
知られているが、欠失の標的が遺伝子だけで
はなく、マイクロ RNA である可能性がある
と考えられる。 
 本研究により、標的となるマイクロ RNA
の同定より、肺癌診療の向上を目的とする。
欠失領域のマイクロ RNA の発現レベルなど
を検討することにより、肺癌の予後や薬剤の
感受性の予測が可能になるかもしれない。ま
た。マイクロ RNA の発現を回復させること
により、肺癌の治療への応用を指す。また、
欠失の標的となっているマイクロ RNA によ
り制御されている遺伝子を解析することに
より、癌の生物学的特性の理解が深まること
が期待できる。 
 
３．研究の方法 
 肺癌における最も高頻度の欠失領域であ
る第 3 番色体 21.3 領域に存在するマイクロ
RNA をデータベースにてサーチして、その機
能解析を行う。また、ゲノム刷り込みが生じ
ている遺伝子が存在し、肺癌で中程度の頻度
欠失している第１４番染色体短腕（14q32）
領域に存在するマイクロRNAに関しても検討
をおこなった。 
 不死化肺上皮細胞株と肺癌細胞株におい
て発現量の解析を行った（リアルタイム PCR
ホ法）。マイクロ RNA の本体ならびにプロモ
ーター領域の変異解析を行った（シークエン
ス法）。マイクロ RNA を過剰発現させ(リポフ
ェタミン等による疑似マイクロRNAの肺癌細
胞へのトランスフェクション)、癌細胞の増
殖抑制効果を検討した（WST—Ⅰアッセイ）。
さらに抑制の機序を解明するため、細胞周期
の解析をおこなった（propidium iodides 染
色後による FACS 装置による解析）。 
 データベース検索やマイクロアレイによ
る mRNA の発現の解析により、その領域に存
在しているマイクロRNAが制御している遺伝

子を同定する。 
 
４．研究成果 
(１) miR-566 
 高頻度の欠失領域である第三染色体短腕
(3p21.3 領域)に存在するセマフォリン
3F(SEMA3F)の遺伝子内に存在している miR- 
566 の解析を行った。８種類の肺癌細胞株と
56 臨床検体(腺癌 26 例、扁平上皮癌 30 例)
より DNA を抽出し、PCR 増幅（Fwd miR-566：
GGAGCATTAACCCCCACCTGAGC, Rev miR-566 ：
CATGCGGTCGTGGTCCTC）し、塩基配列をシーク
エンスして、プロモータ-領域およびマイク
ロ RNA 本体の変異の検索をおこなった 。既
知の遺伝子多型（rs6446201）を認めたが、
それ以外の新たな塩基配列の変化を認めな
かった。 
 次に、SEMA3F と miR-566 の発現のパターン
を比較検討した。一部の肺癌細胞株において
発現の低下を認めたが、従来いわれているよ
うに、マイクロ RNA が存在している遺伝子
(SEMA3F)の発現と必ずしも一致していなか
った(図１A, B)。miR-566 の発現の低下して
いる肺癌細胞株（A549, NCI-H-460）に、疑
似マイクロ RNA を導入して、細胞増殖能を検
討したが、細胞増殖能に変化を認めなかった
（図２）。さらに、足場非依存性増殖を検討
するために、寒天培地におけるコロニー形成
を検討したが、差が見られなかった。 
 以上の結果より、三番染色短腕 21.3 領域
に存在する miR-566 は、この領域の欠失の標
的である可能性は低いと考えられた。しかし
ながら、最近、肺癌での高い頻度が知られて
いる三番染色体の他の領域（FHIT 遺伝子の
内）のマイクロ RNA が腫瘍増殖抑制効果を有
することが報告されており、本研究のごとく
のアプローチには、妥当性があると思われる。 
 
(２) miR-127 
 miR-127 は、第１４番染色体短腕（14q32）
領域に存在しており、この領域は肺癌におい
て中程度の欠失が報告されている。最初に、
腫瘍細胞株 16 株および不死化正常細胞 2 株
における miR-127 の発現を、Taqman microRNA 
assay を用いた real time PCR 法により検討
した。不死化正常細胞と比較して、13 種類の
肺癌細胞株において、著明な miR-127 発現レ
ベ ル の 低 下 を 認 め た 。 低 発 現 株
(NCI-H-157,NCI-H-1975)に疑似 miR-127 を
導入したところ、著明な増殖の抑制を認めた
（図３）。さらにコロニー形成能の低下も認
めた。増殖抑制の機序を検討するために、細
胞周期の分析を行ったところ、NCI-H-1975 で
は、疑似 miR-127 の導入により、G1 アレス
トが生じている可能性が示唆された。さらに、
miR-127 により発現制御されている遺伝子を、
データベースおよびマイクロアレイによる
発現解析にて検討した結果、数個の候補遺伝
子が選択された(図４)。 
 疑似 miR-127 の遺伝子導入により、標的遺



伝子の発現の低下と、その遺伝子をノックダ
ウンすることにより、肺癌細胞の増殖を抑制
する効果を認めている。さらに、複数の肺癌
細胞株を用いて検討中である。 
 
 
 
図１miR-566(A)と SEMA-3F(B)の肺癌細胞株
における発現 
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図２疑似マイクロ RNA（miR-566）の肺癌細胞
株 NCI-H460 への導入の効果。試薬のみ(左)
や GFP：陰性コントロール(中)と比較しても、
miR-566(右)においも増殖抑制効果を認めな
かった。 

 
 
 
 
 
図３ 疑似マイクロ RNA（miR-127）の
NCI-H157 への導入による細胞増殖抑制効果。 
10nM の miR-127 and ac/eGFP（陰性コントロ
ール）を細胞株に導入後、WST-1 により細胞
増殖を評価した。H-1975 においても同様な抑
制効果を認めた（data not shown） 
 

 
 
 
 
 
図４ 公開されている３つのマイクロRNAデ
ータベースおよび疑似マイクロ RNA
（miR-127）の肺癌細胞株への導入よる遺伝
子発現の変化（mRNA のマクロアレイ解析）に
よる miR-127 の標的となる候補遺伝子 
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（３）まとめ 
この研究により、肺癌で中程度の欠失領域で
ゲノム刷り込みを受けている遺伝子のある
第１４番染色体短腕（14q32）領域に存在す
る miR-127 が、肺癌細胞株において、発現が
低下しており、その発現を回復させると、細
胞増殖抑制を認めた。さらに、miR-127 によ
り発現が抑制されている遺伝子をノックダ
ウンすることにより、同様に細胞株の増殖抑
制を認めた。以上より、miR-127 がこの領域
の欠失の標的である可能性が示唆され、この
マイクロRNAによる肺癌治療の可能性が示唆
された。遺伝子多型が、このマイクロ RNA 内
に存在していないので、アリルを区別が困難
であり、ゲノム刷り込みがこのマイクロ RNA
に生じているか不明である。しかしながら、
仮に miR-127 がゲノム刷り込みにより、片方
のアリルのみから発現しているならば、その
アリルの欠失のみで、著名な発現低下が生じ
る可能性があると思われる。同時に、変異や
DNA のメチル化によるこのマイクロ RNA の不
活性化の可能性もあり、さらなる検討が必要
であると思われる。 
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