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研究成果の概要（和文）：TRAILは、癌細胞特異的にアポトーシスを誘導するサイトカインであり、癌予防に寄与して
いる。申請者らは、TRAILの発現調節機構としてmicroRNAの関与の可能性を考えた。既に報告されているmiR-145に加え
、複数の候補microRNAについて検討した結果、ヒト癌細胞に対し、著明にTRAILの発現を誘導しうるmicroRNAを見出し
た。その機序は、プロモーターの活性化を介するものであることが判明した。さらに、TRAILの発現を誘導することが
報告されている食品由来の成分のTRAIL発現誘導機構においても、このmicroRNAの発現誘導を部分的に介するものであ
ることも明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：TRAIL is a cytokine which can induce apoptosis against cancer cells, and 
contribute to cancer prevention. We considered possibility of the involvement of microRNA as one of the 
mechanisms of regulation of TRAIL expression. As the results of examinations for several candidate 
microRNAs including miR-145, we found that certain microRNA (miR-X) significantly induced the expression 
of TRAIL in human cancer cells. The activity of TRAIL promoter was up-regulated by the microRNA, miR-X. 
Furthermore, this study showed that miR-X was partially involved in the mechanism of TRAIL induction by 
the metabolism product derived from a dietary fiber reported as TRAIL inducer.

研究分野： がん予防

キーワード： がん　microRNA　TRAIL　予防
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１．研究開始当初の背景 
TRAIL は、免疫細胞だけでなく多くの細胞

で発現が確認されているサイトカインで、膜
型と分泌型が存在し、TRAIL 受容体（DR5）
を介して癌細胞に特異的にアポトーシスを
誘導する。癌細胞においても発現が確認され
ており、オートクライン、パラクラインによ
って作用すると考えられている。TRAIL や
TRAIL 受容体のノックアウトマウスは発癌
率の増加を示すことから（J. Immunol., 175, 
5586, 2005; J. Clin. Invest., 118, 100, 2008）、
TRAIL は現在、癌予防戦略において最も重要
な分子の一つであると考えられている。 
しかしながら、多くの癌細胞では TRAIL

の発現が抑制されていることが癌予防にお
ける大きな障害となっている。申請者らは、
TRAIL 受容体である DR5 の発現誘導能を有
する天然由来癌予防成分の探索を行い、報告
している。その後、乳酸菌や酪酸菌がリンパ
球や好中球に対し TRAIL の産生増強効果を
示すことを見出し、報告した。免疫細胞での
TRAIL 誘導のみに依存する抗腫瘍効果には
限界があるため、今回、癌細胞からの TRAIL
産生を促進しうる機序の一つとして、
microRNA の発現調節に着目した。 
現在、ヒトで 2500 種ほどの microRNA が報

告されている。その内、多くの microRNA が
発癌の促進や抑制に重要な役割を果たして
いることが明らかとなってきた（Semin 
Cancer Biol., 13, 253, 2003; Nature, 447, 1130, 
2007; PNAS, 104, 15472, 2007）。その中で、癌
抑制的に働くと考えられている miR-145 に着
目した。miR-145 は、大腸癌をはじめとした
種々の癌組織において正常組織に比べて発
現量が低い (Mol. Cancer Res., 1, 882, 2003; 
Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev., 20, 1272, 
2011)ことに加え、ヒト癌細胞において
miR-145の発現回復によってTRAILの発現が
増強することが報告されている（Br. J. Cancer, 
103, 256, 2010）。 

 
 

２．研究の目的 
 TRAILの発現誘導能を有する microRNAの
発現を促進させる食品成分を探索すること
により、新規 TRAIL 発現誘導成分を見出す。
並行して DR5 発現誘導成分の探索と新規作
用機序の検討を行い、新しい癌の分子標的予
防法の開発を試みる。 
 
 
３．研究の方法 
 研究計画段階では、2010 年に Br. J. Cancer
に掲載された論文を参考に、ヒト前立腺癌細
胞に対し、TRAIL 発現増強作用が示されてい
た miR-145 に着目した。しかしながら、平成
24 年度中に行った数々の実験の結果、
miR-145によるTRAIL発現上昇は再現性をも
って確認されなかった。そのため、研究計画
を大幅に修正することとした。 

癌抑制能が報告されている microRNA を対
象とし、TRAIL の発現を誘導する microRNA
の探索に着手した。 
 
1）TRAIL 発現誘導 microRNA の探索と作用
機序解明 
①癌抑制 microRNA の mature miRNA (二本
鎖) に相当する配列の合成 RNA (miRNA 
mimic)をヒト前立腺癌細胞に導入し、
TRAIL 発現量に対する影響を検討した。タ
ンパク質レベルの検討は Western blotting に
て、mRNA レベルの検討は real time RT-PCR
にて行った。また、TRAIL promoter を組み
込んだ plasmid を用い、luciferase assay によ
り、TRAIL プロモーター活性に及ぼす影響
についても検討を行った。 
さらに、ヒト大腸癌細胞、ヒト膀胱癌細

胞を用い、TRAIL 発現誘導能を検討した。 
 
②TRAIL 発現誘導に伴い、発現変動を示し
た分子については、①で見出された
microRNA、および TRAIL との関連性を検
討した。 
 

 
2）新規 DR5 発現誘導成分の探索と作用機序
の解明 

申請者らの現在までの研究を継続し、ヒ
ト癌細胞を用い、DR5 発現誘導成分の探索
を行った。近年、発癌予防効果が期待され
ている NSAIDs の DR5 発現誘導効果、
TRAIL 感受性増強効果とその作用機序につ
いて、検討を行った。 

 
 
４．研究成果 
1）TRAIL 発現誘導 microRNA の探索と作用
機序解明 
①癌抑制 microRNA の中から、ヒト前立腺
癌細胞に対し、TRAIL の発現を誘導する
microRNA を探索した結果、新規 TRAIL 発
現誘導 microRNA として、miR-X を見出し
た。癌抑制 microRNA である miR-X は、正
常細胞に比べ、多くの癌細胞では発現量が
低下していることが報告されている。 

miR-X によって、TRAIL の発現が正に制
御されているのであれば、癌細胞における
TRAIL の発現抑制は、この miR-X の発現が
抑制されていることに起因するというもの
であるとも考えられる。 
ヒト前立腺癌細胞に miR-X mimic を導入

し、継時的なサンプリングにより、TRAIL
発現量の影響を検討した結果、時間依存的
な TRAIL の発現増強作用が認められた（図
1A-C）。 
＊図中の NC は miRNA mimic のネガティ

ブコントロールを意味する。 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

さらに、ヒト大腸癌細胞、ヒト膀胱癌細
胞を加え、TRAIL 発現増強作用について検
討を行った。その結果、いずれの細胞にお
いてもタンパク質レベルでTRAILの発現が
顕著に誘導された（図 1D）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

②miR-X がヒト癌細胞に対し、TRAIL の発
現を増強することが複数の細胞において認
められたことから、その TRAIL 発現誘導メ
カニズムの解析を行った。 

TRAIL のプロモーターレベルでの活性化
が認められたことから、TRAIL プロモータ
ー上に結合する転写因子から検索を行った。
その結果、miR-X mimic の導入によって、
TRAIL の発現増強とともに発現が顕著に誘
導される分子 Y が見出された。分子 Y の発
現を siRNA によってノックダウンしたとこ
ろ、miR-X mimic の導入による TRAIL 発現
誘導効果が減弱した（図 2）。よって、miR-X
は癌細胞内において、分子 Y の発現を誘導
することで、TRAIL の発現を増強させてい
ると考えられる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 miR-X の発現を誘導しうることが、複数
の食品成分において報告されていることか
ら、現在、それらの TRAIL 発現誘導能につ
いて評価を進めている。 

 
 
2）新規 DR5 発現誘導成分の探索と作用機序
の解明 

申請者らの現在までの研究を継続し、ヒ
ト癌細胞を用い、DR5 発現誘導成分の探索
を行った。近年、発癌予防効果が期待され
ている NSAIDs の DR5 発現誘導効果、
TRAIL 感受性増強効果とその作用機序につ
いて、検討を行った。 
ヒト大腸癌細胞およびヒト正常リンパ球

に対し、NSAIDs のスリンダクの体内活性化
体である sulindac sulfide の TRAIL 感受性増
強能を比較した。その結果、ヒト正常リン
パ球には全く影響を及ぼさない条件で、ヒ
ト大腸癌細胞に対し、顕著なアポトーシス
誘導効果を認めた（図 3A）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 Sulindac sulfide による TRAIL 感受性増強
能およびその作用機序の一つとしてDR5の
発現増強作用が知られている（Cancer Res., 
61, 6918, 2001）。本研究においても、確認実
験を行った。その結果、ヒト大腸癌細胞に
対し、濃度依存性に DR5 の発現誘導効果が
認められた（図 3B,C）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 本研究では、さらに DR5 の発現誘導メカ
ニズムの解析を進めた。DR5 のプロモータ
ー配列を組み込んだプラスミドを用い、
luciferase assay を行ったところ、DR5 のプロ
モーター活性化能を認めたため、さらに
deletion や point mutation を加えたプラスミ
ドを用い、検証を行ったところ、転写因子
である MZF1 が sulindac sulfide 応答領域に
寄与している可能性が示唆された(図 3D)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
そこで、さらに MZF1 を siRNA で特異的

に発現をノックダウンしたところ、sulindac 
sulfide による DR5 の発現誘導効果が減弱し
た（図 3E）。以上より、sulindac sulfide はヒ
ト癌細胞に対し、転写因子 MZF1 の発現を
誘導し、その結果として DR5 発現を増加さ
せ、そして TRAIL 感受性を増強していると
考えられる。 
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