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研究成果の概要（和文）：本研究によって、ccRCCにおいてmiR-629が正常部位に比べ癌部で高発現していることを見出
した。腎癌細胞株を用いた検討の結果、miR-629がTGF-bシグナル抑制因子TRIM33のタンパク質量を減少させることによ
り、Smad2/3とSmad4の結合を促進させ、TGF-bシグナル伝達経路を活性化させることが明らかとなった。組織免疫染色
による検討の結果、TRIM33タンパク質量が正常腎部位に比べ腎腫瘍部位にて癌悪性化と共に減少していた。これらの結
果よりmiR-629は、TGF-bシグナル伝達経路の活性化により、細胞遊走能・細胞浸潤能といった腎癌悪性化に寄与してい
ることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：This is the first study showing significant upregulation of miR-629 in ccRCC 
specimens by quantitative real-time PCR analysis. We demonstrate that miR-629 downregulates TRIM33 
expression, leading to the association of Smad2/3 and Smad4 and then to the promotion of the TGFb/Smad 
signaling pathway. Moreover, we clarify that TRIM33 is significantly downregulated in ccRCC tissues 
compared with that in the adjacent noncancerous renal tissues, which seems to correlate with pathologic 
stages and grades. Our findings show that miR-629 is a potent regulator of the TGFb/Smad signaling 
pathway and accelerates ccRCC cell motility and invasion.

研究分野：分子腫瘍学

キーワード： miR-629　TGF-bシグナル伝達経路　ccRCC
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１．研究開始当初の背景 
(1) 淡明細胞型腎細胞癌(ccRCC)と miR-629 
腎癌は成人腎において最も一般的な腫瘍で
あり、ccRCC は腎癌において最も多く発症す
る組織型である。いくつかの分子標的治療薬
が ccRCC 患者に用いられているが、十分満足
される治療効果には至っていない。そこで
ccRCC における新規分子標的を探索する目的
で miRNA に着目し、ccRCC 臨床検体を用いて
miRNA-microarray 解析を行なった。その結果、
正常腎と比べ癌部において高発現が認めら
れる miR-629 を見出した。ccRCC 細胞株を用
いた機能解析の結果、miR-629 は細胞遊走能
及び細胞浸潤能の亢進に関わることが明ら
かになった。また、miR-629 の標的分子とし
て Tripartite motif containing 33(TRIM33)
を同定した。さらに、ccRCC 病理組織におい
て、TRIM33 発現が病期及び悪性度に相関して
低下していることを明らかにした。 
(2) TRIM33 による TGF-βシグナル伝達経路
の制御 
TRIM33 は TGF-βシグナル伝達経路の抑制因
子であり、癌抑制因子として報告されている
(J Clin Invest. 2011;121(6):2361-70)。ま
た、上皮間葉転換(EMT)においても重要な働
きをもつことが報告されている(EMBO Rep. 
2011;12(7):665-72) が 、 ccRCC に おける
TRIM33 の生理的意義は明らかとなっていな
い。一方 TGF-βシグナル伝達は、遊走能・浸
潤能・EMT において重要なことが知られてい
る。しかし、腎癌においてはその生理的意義
は十分に明らかにされてはいない。申請者は
既にmiR-629阻害剤がTGF-βによるccRCC細
胞の間葉系様への形態変化を抑制すること
を明らかとしている。よって、miR-629 が
TRIM33 の発現を抑制することによって TGF-
βシグナル伝達経路を調節している可能性
が考えられる。TRIM33 に関して 3つの機能が
報告されている。 
 
２．研究の目的 
淡明細胞型腎細胞癌(clear cell renal cell 
carcinoma: ccRCC)における新規標的分子を
探索するために microRNA(miRNA)に着目し、
ccRCC臨床検体を用いて miRNA-microarray 解
析を行なった。その結果、正常腎と比べ癌部
において高発現が認められる miRNA として
miR-629 を見出した。また miR-629 は TGF-β
シグナル伝達経路の抑制因子として報告され
ている TRIM33 を標的とし、細胞遊走能及び細
胞浸潤能を亢進させることも突き止めた。さ
らに、ccRCC 臨床検体を用いた免疫組織化学
染色により TRIM33 発現が病期及び悪性度依
存性に有意に減少していることも明らかとし
た。そこで本申請研究は、ccRCC における
miR-629 の生理的意義、シグナル解析を核酸
創薬に向けて行なうことを目的としている。 
 
 

３．研究の方法 
miR-629は ccRCCにおけるTGF-βシグナル伝
達経路を調節するのか？ 
 (1)miR-629 阻害剤が Smad 活性に与える影
響を検討する。(2)miR-629 阻害剤が TGF-β
による Smad2/3 及び Smad4 の核内移行に与え
る影響を、細胞免疫染色・細胞分画・免疫沈
降法により評価する。(3)複数の ccRCC 細胞
株を用いて、miR-629 発現量と TRIM33 発現量
及び TGF-βに対する Smad 活性化の相関性を
検討する。 
miR-629 は ccRCC において上皮間葉転移
(EMT)に関与しているのか？ 
 (1)miR-629阻害剤がEMT関連因子の発現に
与える影響を、ウェスタンブロット法及びリ
アルタイム PCR 法により検討する。(2)TGF-
βによる遊走能・浸潤能亢進作用への
miR-629 阻害剤の効果を検討する。 
 
４．研究成果 
(1) miR-629阻害剤によるSmad活性への影響
の検討 
Caki-2細胞にmiR-629阻害剤をトランスフェ
クションすること
により、TGF-β依
存性Smad活性が低
下した。また、こ
の効果は TRIM33 
siRNA により減弱
したことから、
miR-629 は TRIM33
依存的にSmad活性
を促進させている
ことが示唆された
(図 1)。 
 
 
(2) TGF-βによる Smad2/3 及び Smad4 の核内
移行に対する miR-629 阻害剤の影響 
Caki-2細胞にmiR-629阻害剤をトランスフェ
クションすることにより、TGF-β依存的
Smad2/3 の核内移行が抑制された(図 2)。ま
た、免疫沈降法により miR-629 が TGF-β依存
的 Smad2/3 と Smad4 の結合を促進することも
明らかにした(図 3)。 

図  1 miR-629 阻 害剤は

TRIM33依存性にSmad活性を

抑制する 

図  1 miR-629 阻害剤は

TRIM33 依存性に Smad2/3 の

核内移行を抑制する 

図 3 miR-629 阻害剤は

TRIM33 依存性に Smad2/3

と Smad4 の結合を抑制す

る 



(3) ccRCC に お ける
miR-629 及び TRIM33 発
現量と TGF-βによる
Smad 活性化の相関性有
無の検討 
ccRCC 細胞株(786-O、
Caki-1、Caki-2、ACHN
細胞)において、miR-629
と TRIM33 発現量は逆相
関の関係にあった。また、
TGF-βによる Smad 活性
の上昇は TRIM33 発現量
と逆相関の関係にあったことから(図 4)、
ccRCC 細胞株において miR-629 は、TRIM33 を
介してTGF-β/Smadシグナル伝達経路のシグ
ナル強度を上昇させていることが示唆され
た。 
 
(4) miR-629 阻害剤による EMT 関連因子発現
への影響 
TGF-βによって
EMT 関 連 因 子
(N-cadherin 、
Slug 、 Snail 、
ZEB1)の発現上

昇がみられ、間
葉形様への形態
変化がみられた
が、miR-629 阻害
剤によりこれら
TGF-βによる効果は減弱した。一方、miR-629 
mimic は、TGF-βの効果(EMT 関連因子の発現
変化)を促進した(図 5)。 
 
(5) TGF-βによる遊走能・浸潤能亢進作用へ
の miR-629 阻害剤の影響 
TGF-βによって遊走能・浸潤能亢進作用がみ
られたが、miR-629 阻害剤によりこれら TGF-
βによる効果は減弱した。一方、miR-629 
mimic は TGF-βによる遊走能・浸潤能亢進作
用を促進した(図 6、図 7)。 

(6)TGF-βによる遊走能・浸潤能亢進作用へ
の TRIM33 siRNA の影響 
miR-629 が TRIM33 を抑制することにより
TGF-βシ
グナル伝
達経路を
促進させ、
遊走能・
浸潤能を
促進させ
ている可
能性が考
えられる。
そこで、
TGF-βに
よる遊走能・浸潤能亢進作用に対する TRIM33 
siRNA の効果を検討した。TRIM33 siRNA によ
って、TGF-βによる遊走能亢進作用は更に促
進されたが、浸潤能亢進作用には影響はみら
れなかった(図 8)。 
これらのことより、miR-629 は TRIM33 を介し
て遊走能を促進させるが、浸潤能に関しては
別の標的因子を介して促進させている可能
性が示唆された。 
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現に対する TGF-βの効果を促

進する 

図 4 miR-629 阻害剤は TGF-βによる遊走能(左)、

浸潤能(右)亢進作用を抑制する 

図 8 TRIM33 siRNA は TGF-βによる遊

走能亢進作用を促進する 

図 5 miR-629 mimic は TGF-βによる遊走能(左)、浸

潤能(右)亢進作用を促進する 
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