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研究成果の概要（和文）：我々はこれまでにmiR-27がP-glycoprotein (P-gp)発現制御に関与する事を見出しており、
本研究ではその制御メカニズムを解明するとともに、miR-27aのP-gp発現への影響が細胞間で異なるという現象に着目
し、効果的ながん化学療法を指向した研究を行った。Caco2細胞におけるmiR-27aによるP-gp発現上昇作用は、miR-27a
がHIPK2発現を抑制することで引き起こされることが示唆された。また、miR-27a発現量を変動させることでイリノテカ
ン、ドキソルビシンに対する感受性が変化したことから、miR-27a発現量の制御に基づく効果的ながん化学療法への応
用が期待される。

研究成果の概要（英文）：P-glycoprotein (P-gp, ABCB1) is one of the best studied ATP-binding cassette 
transporters. Over-expressed P-gp in cancer tissues confers resistance to a broad range of anticancer 
drugs. It is important to clarify the regulation mechanism of ABCB1 gene expression. MicroRNA regulates 
the target genes expression negatively through translational repression or mRNA degradation. We had 
already shown that ABCB1 is the target of miR-27a. In this study, we analyzed the mechanism behind the 
regulation of P-gp expression by of miR-27a regulating P-gp expression and evaluated the effect of 
miR-27a on the sensitivity to anti-cancer drug in human cell lines. Our results suggest that miRr-27a 
increased the expression of ABCB1 mRNA via down-regulated HIPK2 expression in Caco2 cells. Precursor 
miR-27a transfected Caco2 cells showed the decreased the sensitivity to irinotecan and doxorubicin. 
Regulating miR-27a expression levels may allow the application of individualized cancer chemotherapy.

研究分野： 薬物動態学

キーワード： microRNA　P-gp
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１．研究開始当初の背景 
 P-glycoprotein（P-gp / ABCB1）は生体内
に広く存在し、様々な薬物を細胞外へ排出す
るトランスポーターである。がん細胞に高発
現することで多剤耐性化をもたらすことが
知られるが、発現制御機構は完全には明らか
となっていない。そこで発現制御機構解明へ
の新たなアプローチとして  microRNA
（miRNA）に着目した。miRNA は内在性の 
non-coding small RNA の一種で、mRNA の
3’-非翻訳領域（3’-UTR）に結合し、翻訳
阻害や mRNA 切断によって遺伝子発現を
抑制する。これまでに P-gp 発現制御に関わ
る miRNA として miR-27a を見出し、レポー
タージーンアッセイにより、これらの
miRNA が ABCB1 3’-UTR に作用して発現
を抑制することを明らかにした。また、
miR-27aはヒト白血病由来細胞K562細胞と
ヒト結腸癌由来細胞 Caco2 細胞において
P-gp に対してそれぞれ異なった影響を与え
ることを明らかにしてきた。miR-27a の P-gp
発現への細胞間での異なる作用に基づき、抗
がん剤治療の効果増強・副作用軽減への展開
が想起された。 
 
２．研究の目的 
 本研究では miR-27a 発現を調節すること
で効果的ながん化学療法を指向し、miR-27a
が培養細胞においてP-gp発現およびP-gp基
質薬物の抗腫瘍効果に及ぼす影響を評価す
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) ABCB1、HIPK2、ZBTB10 mRNA、P-gp 発現
への miR-27a の影響評価 
 miR-27a 前駆体をヒト白血病由来細胞 
K562 細胞（20 nM）、ヒト結腸がん由来細胞 
Caco-2 細胞（50 nM）に導入し、mRNA 発現
量を  qRT-PCR 、 P-gp 発現量を Western 
blotting により定量した。 
(2) ABCB1 mRNA 発現への HIPK2、ZBTB10 の影
響評価 
HIPK2、ZBTB10 をそれぞれの siRNA でノッ

クダウンし、ABCB1 mRNA 発現量に与える影響
を qRT-PCR により定量した。 
(3) ABCB1 遺伝子転写開始点近傍への転写調
節因子結合への miR-27a の影響評価 
 miR-27a 前駆体を導入した K562 細胞（20 
nM）、Caco-2 細胞（50 nM）について NOMe-Seq 
を行い (Fig. 1)、miR-27a が転写調節因子の
ABCB1 遺伝子転写開始点近傍への結合に与え
る影響を評価した。 
(4) P-gp 基質薬物 IRT、DOX の薬効への 
miR-27a の影響評価  
anti-miR-27a を導入した K562 細胞（50 

nM）、miR-27a 前駆体を導入した Caco-2 細
胞（50 nM）を 96 well plate に播種し、イ
リノテカン（IRT）、ドキソルビシン（DOX）
曝露 48 時間後の細胞生存活性を WST-8 
assay により評価した。 

 
Fig. 1 Flow chart of NOMe-Seq methodology 
White circles: unmethylated, black circles: 
methylated. The blue triangle represents the 
bound transcription factor. Red bars represent 
regions to accommodate a nucleosome. 
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４．研究成果 
(1) miR-27a が P-gp 発現に与える影響 
K562 細胞、Caco-2 細胞に miR-27a を導入し
たところ、K562 細胞では P-gp 発現を有意に
低下させるのに対し、Caco-2 細胞では P-gp
発現を有意に上昇させた。このことから、
K562 細胞と Caco2 細胞で miR-27a が P-gp 発
現を制御する機構が異なることが考えられ
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2 A The precursor for miR-27a or control 
miRNA was transfected into K562 cells at 20 nM. 
Relative P-gp expression levels were 
de-termined by western blot. (n = 3) B The 
precursor for miR-27a or control miRNA was 
transfected into Caco-2 cells at 50 nM. 
Relative P-gp expression levels were 
determined by western blot. (n = 8) (bars, S.D.; 
*, p < 0.05, **, p < 0.01, compared with the 
control.) 
 
(2) HIPK2、ZBTB10 が ABCB1 mRNA 発現に与え
る影響 
HIPK2、ZBTB10 が ABCB1 の抑制因子である

か確かめるために、これらの因子をノックダ
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ウンしたところ、K562、Caco2 両細胞におい
て ABCB1 mRNA 発現量は上昇した。このこと
から、これらの因子は Caco2 細胞、K562 細胞
において P-gp の発現を抑制する転写調節因
子であることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3 A The siRNA for HIPK2 or ZBTB10 or control 
siRNA was transfected into K562 cells at 100 nM. 
Relative ABCB1 mRNA expression levels in K562 
cells were determined by Real-time RT-PCR. (n 
= 3) B The siRNA for HIPK2 or ZBTB10 or control 
siRNA was transfected into Caco-2 cells at 10 
nM and 20 nM, respectively. Relative ABCB1 mRNA 
expression levels in Caco-2 cells were 
determined by Real-time RT-PCR. (n = 4)(bars, 
S.D.; *, p < 0.05, compared with the control.)  
 
(3) miR-27a が HIPK2、ZBTB10 mRNA 発現に与
える影響 
miR-27a が HIPK2、ZBTB10 の発現抑制に関

与しているのかを明らかにするために、K562、
Caco-2細胞にmiR-27aを導入した。その結果、
K562 細胞では miR-27a によって HIPK2、
ZBTB10 mRNA はどちらも抑制されなかったの
に対し、Caco-2 細胞では HIPK2 は miR-27a に
よって抑制、ZBTB10 は有意ではなかったもの
の、miR-27a による発現低下傾向を認めた。
このことから、K562 細胞と Caco2 細胞におけ
る miR-27a の P-gp 発現への作用が異なる要
因としてmiR-27aによる転写因子発現抑制の
有無が関与している可能性が示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 4 A, B The precursor for miR-27a or control 
miRNA was transfected into K562 cells at 20 nM. 
Relative HIPK2 (A) and ZBTB10 (B) mRNA 
expression levels in K562 cells were determined 
by Real-time RT-PCR. (A, B: n = 4)C, D The 
precursor for miR-27a or control miRNA was 
transfected into Caco-2 cells at 50 nM. 
Relative HIPK2 (C) and ZBTB10 (D) mRNA 
expression levels in Caco-2 cells were 
determined by Real-time RT-PCR. (C, D: n = 3) 
 
(4) miR-27aによるP-gp発現上昇へのHIPK2、
ZBTB10 の関与 
Caco-2 細胞において、HIPK2、ZBTB10 の 2

種の転写調節因子をノックダウンすること
で、miR-27a による ABCB1 mRNA 発現上昇への
影響を評価した。その結果、HIPK2 をノック
ダウンすることで、miR-27a による有意な
ABCB1 mRNA発現上昇を認めなくなった一方で、
ZBTB10 のノックダウン条件下における
miR-27a による ABCB1 mRNA 発現上昇はコント
ロール siRNA と同程度であった。このことか
ら、Caco2 細胞における miR-27 による P-gp
発現上昇にはHIPK2が主要な役割を果たして
いる可能性が示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5 The siRNA for HIPK2 or ZBTB10 or control 
siRNA was transfected into Caco-2 cells at 20 
nM. The precursor for miR-27a or control miRNA 
was transfected into the cells at 50 nM after 
24 hr from HIPK2, ZBTB10 knockdown. Relative 
ABCB1 mRNA expression levels were determined by 
Real-time. (n = 3, bars, S.D.; *, p < 0.05, **, 
p < 0.01, compared with the control.)  
 
(5) miR-27a が ABCB1 遺伝子転写開始点近傍
への転写調節因子結合に与える影響 
これまでの結果より、miR-27a は HIPK2 を

介してABCB1遺伝子発現に影響を及ぼすこと
が示唆されていることから、miR-27aが ABCB1
転写調節においてどの領域に作用している
のかを明らかとするため、転写因子の結合変
化を検出することができる NOMe-Seq assay
を行った。ABCB1 遺伝子の 5’-UTR の解析の
結果、miR-27a 導入により Caco-2 細胞におい
てのみ一部領域においてメチル化頻度の上
昇を認めた。本アッセイにおけるメチル化頻
度の上昇は転写調節因子の結合低下を示し
ていることから、miR-27a によりこれらの領
域を介して作用する転写調節因子の結合が
低下することが示唆された。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 6 The precursor for miR-27a or control 
miRNA was transfected into K562 and Caco-2 
cells at 50 nM. Methylation profiles of GpC 
sites were determined by NOMe-Seq assay. White 
circles: unmethylated, black circles: 
methylated. Red bars indicate the location of 
nucleosomes on individual DNA molecules as 
determined by GpC profile. The positions are 
related to the transcriptional start site. 
 
(6) miR-27a 発現変動が P-gp 基質薬物 IRT、
DOX の抗腫瘍効果に与える影響 
K562 細胞は P-gp 発現が比較的低い細胞で

あるので、miR-27a を阻害することで P-gp 発
現を上昇させ、抗腫瘍効果を評価した。その
結果、miR-27a を阻害することで、イリノテ
カン、ドキソルビシンどちらの IC50 も有意
に上昇した。Caco-2 細胞においては K562 細
胞とは逆に miR-27a を導入することで P-gp
発現が上昇させ、抗腫瘍効果を評価した。そ
の結果、miR-27a 導入により細胞生存率は上
昇し、IC50 も上昇傾向を認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 7 A, B Anti-miR-27a or control anti-miR was 
transfected into K562 cells at 50 nM. 
Sensitivity of IRT (A) and DOX (B) in K562 cells 
were determined by WST-8 assay. C, D The 
precursor for miR-27a or control miRNA was 
transfected into Caco-2 cells at 50 nM. 
Sensitivity of IRT (C) and DOX (D) in Caco-2 
cells were determined by WST-8 assay. The data 
are described as the ratio of cell viability of 
samples without drugs. (n = 3, bars, S.D.; *, 
p < 0.05, compared with the control.) 
 
以上の結果より、miR-27a は K562 細胞に

おいて P-gp 発現を低下，Caco-2 細胞にお
いては HIPK2 を介して上昇させ、Caco-2 細
胞での miR-27a による P-gp 発現上昇は，
ABCB1 遺伝子転写開始点近傍への転写調節因
子の結合量変動が関与していることが考え
られる。また miR-27a 発現量を変動させるこ
とで，P-gp 基質薬物のイリノテカン（IRT），
ドキソルビシン（DOX） の感受性が変動した
ことから、miR-27 発現量を指標とするまたは、
miR-27a 発現量をコントロールすることでよ
り効果的ながん化学療法への応用が期待さ
れる。 
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