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研究成果の概要（和文）：マイクロＲＮＡはヒトで約1,000種類あまり知られており、がんや生活習慣病など重篤な疾
患の発症や病態と密接に関与していると報告されている。本研究は、５種類の細胞周期関連マイクロＲＮＡについて、
標的遺伝子の同定とエピジェネティクスによる発現制御機構の解明を目指した。得られた知見は、がんの診断だけでな
く、エピジェネティック治療やマイクロＲＮＡの医療への応用を加速することが期待される。

研究成果の概要（英文）：MicroRNA (miRNA) has been shown to be involved in regulation of the etiology of 
serious illness such as cancer and metabolic diseases. It is estimated that human cells have 
approximately more than 1,000 kinds of miRNAs. In this study, we focused on five miRNAs that could be 
associated with cell cycle regulation and aimed to reveal functional aspects including target gene 
identification and epigenetic regulation of miRNAs. It is expected that the results obtained from this 
study would be useful not only for diagnosis of cancer but also for epigenetic therapy and for promotion 
of microRNA-based medicine.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： マイクロＲＮＡ
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
従来、タンパク質をコードするｍＲＮＡに

大きな関心が払われてきたが、最近ではタン
パク質をコードしないいわゆるノンコーデ
ィングＲＮＡがさまざまな細胞の機能に深
く関与していることが明らかとなりつつあ
る。特に、２２個程度のヌクレオチドから構
成される小さなＲＮＡであるマイクロＲＮ
Ａは線虫の発生段階特異的に発現変動する
ＲＮＡとして発見されたことを起源とする。
その後、マイクロＲＮＡは線虫、ショウジョ
ウバエからヒトに至る様々な生物種で発見
されている。このようにマイクロＲＮＡは生
物種間で長期にわたって保存され、重要な役
割を担っていることが解明されてきた。 
マイクロＲＮＡは、ヒトで現在約 1,000 種

類あまり知られており、標的ｍＲＮＡの分解
やタンパク質の翻訳抑制を介して多彩な細
胞機能の制御に影響を与えていることから、
ますます注目されつつある。近年ヒトにおい
ては、がんや生活習慣病など重篤な疾患の発
症や病態と密接に関与している事実が次々
と報告されている（引用文献①）。 
以前の研究において、がん原遺伝子であり

ＭＡＰキナーゼ経路を介して細胞の増殖や
ストレス応答に主導的な役割を演じている
ＲＡＳならびに転写因子として細胞の成長、
増殖、分化、死といった運命決定制御のハブ
として機能するＪＵＮやＥ２Ｆファミリー
（Ｅ２Ｆ１～Ｅ２Ｆ６）にユニークな発現制
御を受けるいくつかの細胞周期関連マイク
ロＲＮＡ群を同定した（引用文献②）。興味
深いことに、これらマイクロＲＮＡ群の発現
制御機構や細胞制御における機能は詳細に
解明されていないのが現状である。したがっ
て、これらマイクロＲＮＡの細胞機能制御に
おける新たな知見を増やし、マイクロＲＮＡ
の重要性を確立することに貢献することを
本研究では企図した。 
 
２．研究の目的 
本研究は、申請者ががん原遺伝子ＲＡＳな

らびに転写因子であるＪＵＮやＥ２Ｆによ
る発現制御を受ける細胞周期関連マイクロ
ＲＮＡとして見出した５種類のマイクロＲ
ＮＡについて、エピジェネティクスを中心と
した発現制御機構の解明を目指した。加えて、
これらマイクロＲＮＡ群が標的とする新奇
遺伝子群を同定することでエピジェネティ
クスと細胞周期に対するフィードバック制
御機構を解明し、オンコ・マイクロＲＮＡと
して位置づけることを目的とした。これら諸
目的の解決を通して、マイクロＲＮＡによる
細胞機能制御の全貌解明に貢献することを
企図した。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞培養 
ヒト肺がん細胞株Ａ５４９およびヒト肺

由来線維芽細胞株ＴＩＧ‐１は、１％非必須

アミノ酸、１％抗生物質‐抗菌性物質（イン
ビトロゲン）および１０％ウシ胎仔血清を含
む）Ｅａｒｌｅ’ｓ ＭＥＭ（最小必須培地、
インビトロゲン）で培養した。ヒト骨肉種細
胞株Ｕ２ＯＳは１％非必須アミノ酸、１％抗
生物質‐抗菌性物質（インビトロゲン）およ
び１０％ウシ胎仔血清を含むＭｃＣｏｙ’ｓ 
５Ａ培地（インビトロゲン）で培養した。培
養は３７℃、ＣＯ２濃度５％のインキュベー
ターで行った。 
 
(2) 試薬 
５-アザ-２’-デオキシシチジン（以下５

‐Ａｚａ‐ＣｄＲ、シグマ）およびトリコス
タチンＡ（ＴＳＡ、和光純薬工業）は１０ mM
となるようにジメチルスルホキシド（以下Ｄ
ＭＳＯ）に溶解し、－３０℃冷蔵庫に暗所保
存した。 
 
(3) 定量的リアルタイムＲＴ‐ＰＣＲ 
ＲＮＡは mirVana miRNA Isolation Kit（ラ

イフテクノロジーズ）を用いて回収後、デオ
キシリボヌクレアーゼ I（インビトロゲン）
処理し、以下①あるいは②によって発現量を
解析した。①マイクロＲＮＡは TaqMan 
MicroRNA Reverse Transcription Kit（アプ
ライドバイオシステムズ）を製造元のプロト
コールに従って逆転写し、TaqMan microRNA 
Assay（アプライドバイオシステムズ）を製
造元のプロトコールに従って実施した。ＰＣ
Ｒ反応液には総量２０ µl 中に TaqMan 
MicroRNA Assay Primer と TaqMan Univarsal 
PCR Mix を含み、ＰＣＲ反応は 7500 Fast 
Real-Time PCR Systems（アプライドバイオ
システムズ）を用いて 9600 Emulation にて
実施した。サイクルパラメーターは、９５℃
１０分間変性後、９５℃１５秒間と６０℃１
分間を４０サイクル行った。Cycle threshold
（Ｃｔ）値は、発光基底ラインより上の閾値
に到達した発光強度でのサイクル数と一致
するように決定した。マイクロＲＮＡのプラ
イマーは、miR-494（Assay ID 002365）、
miR-483-5p（Assay ID 002338）、miR-345
（Assay ID 002186）、miR-139-3p（Assay ID 
002313）および miR-370（Assay ID 002275）
を用いた。また、マイクロＲＮＡの発現レベ
ルは内在性コントロールとしてＲＮＵ６Ｂ
（アプライドバイオシステムズ）で補正した。
データ解析は比較Ｃｔ法を用いた。②ＰＤＥ
２ Ａ は 、 High-capacity cDNA Reverse 
Transcription Kit（アプライドバイオシス
テムズ）で製造元のプロトコールに従って逆
転写し、Taqman Gene Expression Assay（ア
プライドバイオシステムズ）を製造元のプロ
トコールに従って実施した。ＰＣＲ反応液に
は総量２０ µl 中に Taqman Gene Expression 
Assay Primer と Taqman Univarsal PCR Mix
（アプライドバイオシステムズ）を含み、Ｐ
ＣＲ反応は 7500 Fast Real-Time PCR Systems
（アプライドバイオシステムズ）を用いて



7500 Standard にて実施した。サイクルパラ
メーターは、９５℃１０分間変性後、９５℃
１５秒間と６０℃１分間を４０サイクル行
った。Ｃｔ値は、発光基底ラインより上の閾
値に到達した発光強度でのサイクル数と一
致するように決定した。ＰＣＲに使用したプ
ライマー（アプライドバイオシステムズ）は、
１から４すべてのバリアントに共通のプラ
イマー（Assay ID: Hs00159935_m1）、バリ
アント３のみを検出するプライマー（Assay 
ID: Hs03681546_m1）である。また、ｍＲＮ
Ａの発現レベルは内在性コントロールとし
てＧＡＰＤＨ（アプライドバイオシステム
ズ）で補正した。データ解析は比較Ｃｔ法を
用いた。 
 
(4) ゲノムＤＮＡ抽出とバイサルファイト
シークエンシング 
ゲノムＤＮＡ 抽出のため、細胞に Lysis 

Buffer（１M Tris-HCl、０．５M EDTA、１０％ 
SDS、４Ｍ NaCl、２０ mg/ml Protainase Ｋ）
を添加後、３７℃で２４時間インキュベート
し、イソプロパノールを１ ml 加えた。次い
で、MethylEasy XceedRapid DNA Bisulphite 
Modification Kit （ Human genetic 
signatures）を製造元のプロトコールに従っ
て、非メチル化シトシンをウラシルに変換し
た 。 プ ラ イ マ ー 配 列 は 、 Methprimer
（http://www.urogene.org/methprimer/）を
用いて設計した。ＰＣＲは TaKaRa EpiTaq HS
（for bisulfite-treated DNA）で実施した。
ＰＣＲ産物はプラスミドへサブクローニン
グ後、シーケンスを決定した。データ解析は
QUantification tool for Methylation 
Analysis （ QUMA 、
http://quma.cdb.riken.jp/）を用いた。 
 
４．研究成果 
(1) ５種類のマイクロＲＮＡ 
本研究では細胞周期関連マイクロＲＮＡ

と し て miR-494 、 miR-483-5p 、 miR-345 、
miR-139-3p および miR-370 に着目した。興味
深いことに、それらは特定の染色体すなわち
１１あるいは１４ｑ３２に位置する。さらに、
それらはＡ５４９細胞においてＥ２Ｆ１～
Ｅ２Ｆ６をそれぞれ一過性に発現させた際、
ユニークな発現変動のパターンを示したマ
イ ク ロＲＮ Ａ を含む 。 具体的 に は 、
miR-483-5p は活性型Ｅ２Ｆ（Ｅ２Ｆ１～Ｅ２
Ｆ３）により発現上昇を示した。一方
miR-139-3p は抑制型Ｅ２Ｆ（Ｅ２Ｆ４～Ｅ２
Ｆ６）により発現が抑制された。加えて、
miR-370 は抑制型のＥ２Ｆ５およびＥ２Ｆ６
により発現が抑制された。最後に、miR-345
は活性型Ｅ２Ｆ（Ｅ２Ｆ１およびＥ２Ｆ３）
により発現上昇を示すとともに、抑制型Ｅ２
Ｆ（Ｅ２Ｆ５およびＥ２Ｆ６）により発現が
抑制された。 
 
(2) イン・シリコ解析による標的遺伝子探索 

miR-494 はＡ５４９細胞の増殖を抑制し老
化を誘導し得ることを見出した（引用文献
③）。イン・シリコ解析による標的遺伝子検
索と機能的な解析を実施した結果、miR-494
はＩＧＦ２ＢＰ１、ＪＵＮＤおよびＰＴＥＮ
を標的遺伝子とすることが予想され、実験的
にそれらのｍＲＮＡレベルを抑制すること
を解明した（引用文献③）。この結果から、
イン・シリコ解析によるマイクロＲＮＡの標
的遺伝子探索は有効であると言える。そこで、
マイクロＲＮＡの標的遺伝子探索に着手し
た。 
マイクロＲＮＡの標的遺伝子を探索する

目的で、代表的なデータベースを用いた系統
的なイン・シリコ解析を実施した。マイクロ
ＲＮＡのデータベースとしては Sanger 
miRBase (http://mirbase.org/)を参照し、
標的遺伝子探索には TargetRank、TargetScan、
MicroCosm Targets、miRDB および PicTar の
5 つのアルゴリズムを用いた。まず、個別の
アルゴリズムによって予測される標的遺伝
子を同定し、さらに複数のアルゴリズムに共
通した候補遺伝子を絞り込んだ。結果、
miR-483-5p の 標 的 遺 伝 子 と し て は
TargetRank、MicroCosm Targets および miRDB
に共通して４遺伝子が同定され、とりわけｐ
４４ＭＡＰＫ３は細胞増殖制御の観点から
注目すべき標的遺伝子候補である。一方、
miR-139-3p の標的遺伝子としてはデータベ
ース間に共通して多くは予測されなかった。
また、miR-370 の標的遺伝子としては、４つ
のデータベースに共通した候補遺伝子とし
てＳＨ３ＢＰ２のみが同定された。miR-345
の標的遺伝子としては、 TargetRank 、
TargetScan、MicroCosm Targets および miRDB
に共通の候補として２０遺伝子が同定され、
ＲＰＡ１が細胞周期Ｓ期におけるＤＮＡ複
製開始に関与する遺伝子であるので細胞増
殖制御の観点から興味深い。同様に、３つの
データベースに共通の遺伝子として、ＡＫＴ
２、ＥＰＳ８、Ｅ２Ｆ３およびＥ２Ｆ６が同
定され、これらについては下記に機能的な解
析結果について記載する。 
 
(3) レポーターアッセイによるmiR-345標的
候補遺伝子の解析 
３つのデータベースに共通のmiR-345標的

候補として同定したＡＫＴ２、ＥＰＳ８、Ｅ
２Ｆ３およびＥ２Ｆ６については、レポータ
ーアッセイによりmiR-345が制御し得る可能
性をさらに検証した。この際、miR-345 の標
的遺伝子として報告されているＣＤＫＮ１
Ａもコントロールとしてレポーターアッセ
イに供した。各ｍＲＮＡの３’-ＵＴＲ内に
おいてmiR-345と相補鎖を形成し得る配列は
Target Scan で予測した。ＡＫＴ２では３カ
所、Ｅ２Ｆ３とＥ２Ｆ６は２カ所存在したた
め、よりミスマッチが少ない配列を選択した。
そ れ ら の 配 列 は レ ポ ー タ ー で あ る
pGL3-Promoter プラスミド（プロメガ）のホ



タルルシフェラーゼ遺伝子３’-ＵＴＲ内に
挿入した。また、miR-345 と相補鎖形成にお
いて１００％一致する配列も同様にホタル
ルシフェラーゼ遺伝子３’-ＵＴＲ内に挿入
した（詳細は Fukui ら、2013 を参照）。ルシ
フェラーゼアッセイは既報の方法に準じた
（引用文献②）。簡単に説明すると、Ａ５４
９細胞へのＲＮＡ (mature miR-345あるいは
ネガティブコントロールＲＮＡ)とレポータ
ープラスミドの同時トランスフェクション
は Attractene（キアゲン）を使用し、0.4 µg
のホタルルシフェラーゼレポータープラス
ミドと 0.6 ng の Renilla ルシフェラーゼレ
ポータープラスミドおよび 6 pmol のＲＮＡ
を 2 µl のトランスフェクション試薬と共に
60 µl の Earle’s ＭＥＭ中で室温１５分間
インキュベート後、１０％ウシ胎仔血清を含
むＭＥＭ 500 µl 中の細胞に添加した。トラ
ンスフェクション２４時間後に 100 µl の
Passive Lysis Buffer（プロメガ）を２４ウ
ェルプレートのそれぞれのウェルに添加し、
Dual Luciferase Reporter Assay Kit（プロ
メガ）によりルシフェラーゼアッセイを実施
した。発光強度の測定には GloMax 20/20n 
Luminometer（プロメガ）を用いた。実験は
少なくとも３回実施した。トランスフェクシ
ョン効率を一定にするために、ホタルルシフ
ェラーゼ活性値は Renillaルシフェラーゼ活
性値で標準化した。miR-345 で得たルシフェ
ラーゼ活性はネガティブコントロールＲＮ
Ａで得たルシフェラーゼ活性で相対化し、さ
らに親ベクターであるpGL3-Promoterで得ら
れた活性値を１として際の相対値を算出し
た。結果、pGL3-Promoter と比較して miR-345
は pGL3-Promoter-miR-345由来のレポーター
活性を約２０％にまで抑制した。イン・シリ
コ解析で予測されたmiR-345の標的候補遺伝
子ＡＫＴ２、ＥＰＳ８、Ｅ２Ｆ３およびＥ２
Ｆ６の３’-ＵＴＲ由来の miR-345 結合配列
を有するレポーター活性はpGL3-Promoterと
比較して有意（P<0.01、n=3）に抑制された
（詳細は Fukui ら、2013 を参照）。コントロ
ールである pGL3-Promoter-CDKN1A 由来の活
性も miR-345 により有意に抑制された。 
以上より、データベース検索で得たマイク

ロＲＮＡ標的候補のいくつかは実験上でも
標的である可能性が示された。したがって、
miR-345 はＣＤＫＮ１Ａに加えＡＫＴ２、Ｅ
ＰＳ８、Ｅ２Ｆ３およびＥ２Ｆ６を標的とす
ることでＡ５４９細胞の増殖や老化誘導に
関与する可能性が高い。 
 
(4) miR-483-5p安定発現Ａ５４９細胞の樹立
と機能解析 

 miR-483-5p 発 現 プ ラ ス ミ ド
（pmR-ZsGreen1-miR483-5p）を構築するため、
miR-483-5p の配列を含むゲノム領域をヒト
ゲノムＤＮＡ（プロメガ）からＰＣＲにて増
幅し pmR-ZsGreen1（タカラ）の緑色蛍光タン
パク質遺伝子の下流に挿入した。miR-483-5p

安定発現Ａ５４９細胞作製に先立ち、
pmR-ZsGreen1-miR483-5p由来のmiR483-5pが
機 能 的 で あ る こ と を 確 認 す る た め 、
pmR-ZsGreen1-miR483-5p とルシフェラーゼ
レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド で あ る
pGL3-Promoter-miR-483-5p をＡ５４９細胞
に共発現させ、pGL3-Promoter-miR-483-5p 由
来のルシフェラーゼ活性が有意に減少する
こ と を 確 認 し た 。 こ の 際 使 用 し た
pGL3-Promoter-miR-483-5p は 上 述 し た
pGL3-Promoter-miR-345 の作製法に準じた。
miR-483-5p 安 定 発 現 細 胞 株 は
pmR-ZsGreen1-miR483-5p あるいは親ベクタ
ーである pmR-ZsGreen1 を Lipofectamine 
Plus（インビトロゲン）でＡ５４９細胞にト
ランスフェクションし、２４時間後Ｇ４１８
（インビトロゲン）を 800 μg/ml の濃度で
培地に添加することで作製した。これら細胞
株を用いた WST-1 アッセイ（ロシュ）により
細胞増殖を測定した結果、3つの miR-483-5p
安定発現細胞株はコントロール細胞より増
殖が抑制される傾向を示すことが判明した。 
 
(5) miR-483-5pはｐ４４ＭＡＰＫ３に加えｐ
４２ＭＡＰＫ１の発現を制御する可能性
がある 

 ｐ４４ＭＡＰＫ３は細胞増殖に関与する
miR-483-5p の標的候補遺伝子としてイン・シ
リコ解析で得られた。解析を進める途上、ｐ
４４ＭＡＰＫ３は miR-483-5p の標的遺伝子
であると報告された（引用文献④）。しかし
ながら、ｐ４２ＭＡＰＫ１は miR-483-5p の
標的遺伝子ではないと結論付けられている。
一方、本研究では miR-483-5p がｐ４４ＭＡ
ＰＫ３に加えｐ４２ＭＡＰＫ１の発現を制
御する可能性を見出した。具体的には、
miScript miRNA Mimic Syn-hsa-miR-483-5p
（キアゲン）をルシフェラーゼレポータープ
ラスミドである pGL3-Promoter-miR-483-5p
とともにＡ５４９細胞に共発現させ、
pGL3-Promoter-miR-483-5p 由来のルシフェ
ラーゼ活性が有意に減少することを確認し
た。次いで、miR-483-5p（200 pmol）を２日
間連続して Lipofectamin 2000（インビトロ
ゲン）でＡ５４９細胞にトランスフェクショ
ンし、２４時間後細胞を回収してタンパク質
を抽出し、ウエスタンブロット解析に供した。
結果、miR-483-5p はｐ４４ＭＡＰＫ３に加え
ｐ４２ＭＡＰＫ１の発現を抑制した（未発表
データ）。 
 
(6) マイクロＲＮＡの発現制御におけるエ
ピジェネティクスの関与 
５つのマイクロＲＮＡ（miR-483-5p、

miR-494 、 miR-345 、 miR-139-3p お よ び
miR-370）の発現制御におけるエピジェネテ
ィックな修飾の関与を調べる目的で、まずＡ
５４９細胞に脱メチル化剤５－Ａｚａ－Ｃ
ｄＲを７２時間投与し、発現変化を解析した。
結果、コントロールであるＤＭＳＯ投与と比



較して、miR-139-3p および miR-370 の顕著な
発現量増加を検出した。５‐Ａｚａ‐ＣｄＲ
を投与したＡ５４９細胞においては、
miR-139-3p だけでなく miR-139-5p の発現レ
ベルも上昇した。一方、ヒト肺由来繊維芽細
胞ＴＩＧ‐１では５‐Ａｚａ‐ＣｄＲ投与
により発現変動を示すマイクロＲＮＡは検
出されず、ヒト骨肉腫細胞株Ｕ２ＯＳにおい
ては、miR-370 のみ５‐Ａｚａ‐ＣｄＲ投与
により顕著に発現が増加した（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
さらに、Ａ５４９細胞において５‐Ａｚａ

‐ＣｄＲの７２時間投与後、ヒストン脱アセ
チル化酵素阻害剤ＴＳＡを 24 時間連続投与
し、５つのマイクロＲＮＡの発現変化を解析
した。結果、miR-139-3p および miR-370 は５
‐Ａｚａ‐ＣｄＲの単独投与時よりさらに
顕著な発現上昇を示した。 
興味深いことに、miR-139-3p は環状ＡＭＰ

の分解に関わるＰＤＥ２Ａ遺伝子のイント
ロンに存在しており、ＰＤＥ２Ａ遺伝子の４
つのバリアントの中で少なくともバリアン
ト３の発現量は５‐Ａｚａ‐ＣｄＲ投与で
上昇した。５‐Ａｚａ‐ＣｄＲを投与したＵ
２ＯＳ細胞においてＰＤＥ２Ａ遺伝子バリ
アント３の発現量は変化しなかった。これら
の結果より、miR-139-3p はＰＤＥ２Ａ遺伝子
の４つのバリアントの中で少なくともバリ
アント３と共発現している可能性が高く、し
かも共通のエピジェネティカルな制御を受
けていると推察される。 
ここまでの発現解析から、miR-139-3p を含

む２つのマイクロＲＮＡは、がん細胞におい
てＤＮＡメチル化により発現が抑制されて
いる可能性が高く、ＤＮＡメチル化を含むエ
ピジェネティクスの関与を詳細に調べるこ
とで、エピジェネティクス制御機構の検出や
解除によりがん細胞の診断や予防的治療に

資することができると予想される。そこで、
ＤＮＡメチル化およびヒストンアセチル化
がマイクロＲＮＡ群の発現制御にいかに関
与 し て い る か 解 明 す る 目 的 で 、 ま ず
miR-139-3p のホスト遺伝子であるＰＤＥ２
Ａ遺伝子の発現制御領域についてＣｐＧ配
列の有無をデータベースで検索した。カリフ
ォルニア大学サンタクルズ校のゲノム解析
デ ー タ ベ ー ス Human Genome Browser
（http://genome.cse.ucsc.edu/）において、
ＰＤＥ２Ａ遺伝子バリアント２と３の転写
開始点近傍に約１．１‐ｋｂｐのＣｐＧアイ
ランドを確認した。バイサルファイトシーク
エンシング法によるＤＮＡメチル化解析で
は、まず細胞から抽出したゲノムＤＮＡの非
メチル化シトシンをウラシルに変換した。Ｐ
ＣＲ増幅し、ＤＮＡメチル化の有無を確認し
たＣｐＧは、ＣｐＧアイランドの５’領域で
は３２カ所、３’領域では３０カ所である。
Ａ５４９細胞において、ＣｐＧアイランドの
メチル化は認めず、代わりにＣｐＧアイラン
ドから約２‐ｋｂｐ上流に存在しているＣ
ｐＧアイランドショアの高メチル化を認め
た。以上より、ＰＤＥ２Ａ遺伝子の発現はＣ
ｐＧアイランドよりＣｐＧアイランドショ
アのＤＮＡメチル化により制御される可能
性が示唆された。ＤＮＡメチル化の有無を確
認したＣｐＧは、ＣｐＧアイランドショアで
は１２カ所である。 
ＰＤＥ２Ａ遺伝子とは無関係にmiR-139は

発現している可能性もある。まず、miR-139
の上流約１‐ｋｂｐ領域をルシフェラーゼ
遺伝子上流に挿入したレポータープラスミ
ドを作製し、Ａ５４９細胞でルシフェラーゼ
アッセイを実施した。結果、miR-139 上流領
域を挿入したレポータープラスミドのルシ
フェラーゼ活性はコントロールと比較して
増加した。次いで、miR-139 上流のメチル化
状態を確認するため、miR-139 およびその上
流領域をバイサルファイトシーケンシング
によりメチル化解析を実施した。結果、Ａ５
４９細胞において、miR-139 上流に存在する
8 つのＣｐＧ配列のうち、単一のＣｐＧ配列
が高度にメチル化されていた。このことから、
Ａ５４９細胞では、miR-139 上流において高
度にメチル化された単一のＣｐＧ配列が
miR-139 の発現に関与している可能性がある。 
今後、マイクロＲＮＡとエピジェネティク

スの関連を更に解明することで、がんの診断
だけでなく、エピジェネティック治療やマイ
クロＲＮＡの医療への応用も加速すること
が期待される。 
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