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ＲＵＮＸ遺伝子の後転写制御は神経芽腫の増殖・分化を決定するか？

Post-transcriptional regulation of RUNX1/RUNX3 is critical for neuroblastoma 
cell growth or differentiation.
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研究成果の概要（和文）：RUNX1およびRUNX3は神経発生を司る転写因子であり、小児がんである神経芽腫への関
与が疑われる。神経芽腫細胞株ではRUNX1/3のタンパク量は厳密に調節されており、量的撹乱は細胞死を引き起
こす。本研究では、RUNX1/3 のmRNA非翻訳領域(3’UTR)にタンパク翻訳阻害作用があること、がん遺伝子N-Myc
により転写誘導されるmicroRNAがRUNX1/3の3’UTR配列に結合することを発見した。該当するmicroRNAの結合配
列に変異を導入すると、3’UTRのタンパク合成抑制機能が解除された。N-Mycは、microRNA を介してRUNX転写因
子の量的調節を行う可能性が示唆される。

研究成果の概要（英文）：The transcription factors RUNX1 and RUNX3 play pivotal roles in lineage 
commitment of dorsal root ganglion neurons. In neuroblastoma cell lines, protein levels of 
RUNX1/RUNX3 are maintained within a narrow range. The perturbation of the protein amount of 
RUNX1/RUNX3 results in cell death, suggesting the roles of RUNX proteins as tumor suppressors. In 
this study, we found that the 3’UTR (untranslated region) of both RUNX1/RUNX3 mRNA inhibited the 
protein translation. Several microRNAs, that are the transcription targets of N-Myc, were enriched 
in 3'UTR purification by the Streptavidin binding RNA aptamer. Mutagenesis reporter assay indicates 
that the miR18 or miR19 binding to 3’UTR contributes to translational inhibition of RUNX1 or RUNX3,
 respectively. N-Myc is one of most frequently amplified oncogenes in neuroblastoma and the data 
suggest that N-Myc could overcome tumor suppressor functions of RUNX1/RUNX3 through 
post-transcriptional regulation with microRNAs. 

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 RUNX 転写因子(RUNX1/RUNX3)は神経
芽腫細胞株でタンパク量が一定に保たれて
いる。実験的にタンパク量を増加させると、
細胞はアポトーシスを誘導するかニューロ
ンに分化する。逆に RUNX の機能阻害を行
っても細胞は増殖を維持することができな
い(Inoue and Ito, Gene, Vol.487, p151-155, 
2011)。     
 RUNX は末梢ニューロンのマスター転写
因子であるため(Inoue et al., Nat. Neurosci., 
Vol.5, p946-954, 2002)、腫瘍化の段階でタン
パク量が厳密に調節されている可能性があ
る。 
 
２．研究の目的 
 RUNX 遺伝子が、後転写レベルでタンパク
量を制御される可能性を調べた。とりわけ、
mRNA の 3’UTR(非翻訳領域)に microRNA
が結合して、タンパク翻訳活性を阻害する可
能性に注目した。独自の生化学手法を用いて、
結合 microRNA を同定することを試みた。 
 
３．研究の方法 
・ウェスタンブロッティングによるタンパク
量定量 
・ヒト RUNX1/3 の 3’UTR 配列クローニング 
・3’UTR 配列がタンパク翻訳活性を阻害する
度合いを定量する、レポーターアッセイ 
・3’UTR をストレプトアビジン結合 RNA ア
プタマ−と融合し、結合 microRNA を生化学
的に単離 
・結合 microRNA をインフォマティクスで予
測 
・単離した microRNA を定量 RT-PCR で検
出 
・同定した microRNA がタンパク翻訳活性の
阻害に及ぼす影響を、レポーター変異導入ア
ッセイで検証 
 
４．研究成果 
・ RUNX1/3 のタンパク量は、プロテオソー
ム阻害薬の添加で変化しない。 

図１プロテオソーム阻害薬 MG132 は、
RUNX1/3 のタンパク合成に影響しない。 
 RUNX 遺伝子がタンパク分解レベルで制
御される可能性を排除するため、神経芽腫細
胞株をプロテオソーム阻害薬 MG132 で処理
した。使用した 12 種類の神経芽腫細胞株全
てで、MG132 添加によるタンパク量の変化
は確認されなかった(図１)。 

 
・RUNX1/3 の 3’UTR は、タンパク翻訳抑制
活性を有する。 
図２RUNX1-3’UTR および RUNX3-3’UTR
は、レポーター遺伝子のタンパク翻訳活性を
阻害する。 
 RUNX1およびRUNX3の3’UTRをクロー
ニングし、レポーター遺伝子に融合するプラ
スミドを作成した。3’UTR 配列にmicroRNA
が結合するとき、レポーター遺伝子のタンパ
ク翻訳活性が阻害されるため、microRNA セ
ンサーとして機能する。RUNX1-3’UTR と
RUNX3-3’UTR はともに、神経芽腫細胞株
NGP でレポーター活性の阻害作用を示した
(図２)。RUNX1-3’UTR は 4kbp に渡るため、
前半領域(RUNX1-5’)と後半領域(RUNX3-3’)
に分離してアッセイを行ったところ、阻害作
用は RUNX1-5’に存在することが分かった
(図２)。比較対象の HepG2(肝がん細胞株)で
も若干の阻害効果はあったが、NGP ほど劇
的ではなく、RUNX1-5’の特異的な阻害効果
も見られなかった (図２ )。データは、
RUNX1-3’UTR の 前 半 領 域 お よ び
RUNX3-3’UTR に microRNA が結合し、タ
ンパク翻訳活性を阻害する可能性を示唆す
る。 
 
・ストレプトアビジン結合 RNA アプタマ−
を用いた、microRNA の生化学的単離 
 ストレプトアビジン結合 RNA アプタマ−
配列に、レポーター抑制活性の見られた
RUNX1-3’UTR (5’ 領 域 2kbp) あ る い は
RUNX3-3’UTR(2.5kbp)を融合した発現プラ
スミドを作成した。このプラスミドを神経芽
腫細胞株 NGP に強制発現し、アプタマ−に融
合した 3’UTRのRNA配列をストレプトアビ
ジン磁性ビーズで単離した。当初は、3’UTR
と結合した microRNA をプライマーとし、逆
転写反応を利用してクローニングする計画
であったが、感度と特異性の問題で機能しな
いことが判明した。そこで、インフォマティ
クスで予想される microRNA の結合を、定量
RT-PCR で確認するアプローチに変更した。 
 

  



・N-Myc 転写標的 microRNA が、RUNX1
および RUNX3 の 3’UTR に結合する。 
 RUNX1UTR RUNX3UTR 
miR17 結合 結合 
miR18a 結合  
miR19a  結合 
miR20a 結合 結合 
miR130a  結合 
表１RUNX1およびRUNX3の3’UTRに結合
する microRNA のリスト 
 インフォマティクス解析により、RUNX1
および RUNX3 遺伝子はともに、がん遺伝子
N-Myc に転写誘導される microRNA と結合
することが示唆された。そこでアプタマ−で
単離した microRNA を配列ごとに定量した
ところ、表１に示される microRNA がそれぞ
れ、RUNX1 と RUNX3 の 3’UTR プルダウン
で濃縮されている(結合する)ことが明らかと
なった(表１)。 
 
・3’UTR 配列の特定箇所の変異は、タンパ
ク翻訳抑制効果を解除する。 

図３候補 microRNA 結合配列に変異を組み
込むと、レポーター活性の阻害作用が解除さ
れる。 
 同定した microRNA の推定結合配列に変
異を導入したレポータープラスミドを作成
し、上記と同じアッセイを行った。RNA ア
プタマーで抽出された microRNA の結合配
列に変異を導入すると (RUNX1:miR18, 
miR20, RUNX3:miR19, miR20)、タンパク翻
訳活性の阻害が有意に解除された。対照的に、
他の予測配列の変異(miR27)では、阻害作用
の解除は観察されなかった。 
 
・考察 
 本研究は当初、インフォマティクスの予測
バ イ ア ス な し で 3’UTR に 結 合 す る
microRNA を生化学的に単離・クローニング
する計画だった。しかしながらストレプトア
ビジン結合アプタマ−は単離効率が不十分で、
バイアスなしのクローニングは実現困難で
あることが判明した。 
 神経芽腫において、MYCN 遺伝子増幅は染
色体 1p36 欠損と並んで最も頻繁に観察され
る遺伝子異常であり、予後不良を規定する。
RUNX3 遺伝子は 1p36 に位置する腫瘍抑制
因子の候補であり、RUNX3 が N-Myc と同時
に存在するとき、N-Myc のタンパク分解を促

進することで細胞分裂を抑制する(Yu et al., 
Oncogene, Vol.33, p2601-2609, 2014)。つま
り N-Myc と RUNX3 は神経芽腫の増殖をそ
れぞれ正と負に制御することで、患者予後を
左右すると考えられている。本研究の結果は、
N-Myc が microRNA を介して RUNX3 を負
に制御することで、腫瘍抑制機能を克服する
ことを示唆している。 
 変異導入レポーターアッセイは、結合を確
認した microRNA が実際にタンパク翻訳活
性の阻害に貢献することを示唆したが、これ
だけでは証明として十分ではない。今後の予
定として、個別の microRNA の阻害実験によ
って RUNX1/RUNX3 タンパク量の増加、結
果として細胞死や分化が誘導されることを
確認する。 
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