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研究成果の概要（和文）：先行研究において、LMO1遺伝子のコピー数の増加は予後の悪い高リスク群症例に多く見られ
、同遺伝子がコードする転写調節因子LMO1は神経芽腫細胞の細胞増殖を促進する機能を持つがん遺伝子であることが明
らかになっている。LMO1発現抑制下での神経芽腫培養細胞の遺伝子発現解析及びmicroRNAを疑似した合成RNA (microRN
A mimic)の神経芽腫培養細胞への導入実験の結果から、LMO1は細胞増殖抑制機能を持つmicroRNAの発現を間接的に抑制
することにより、がん促進的に機能することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Overall survival for the high-risk (HR) group of neuroblastoma (NB) patients 
still remains at 40 to 50%, necessitating the establishment of a curable treatment. LIM domain only 1 
(LMO1) gene encoding a transcriptional regulator is an NB-susceptibility gene with a tumor-promoting 
activity. Previously we conducted chromatin immunoprecipitation and DNA sequencing analyses on NB cell 
lines and identified 3 protein-coding genes regulated by LMO1. In this study, we extended our analyses to 
capture microRNA genes directly or indirectly regulated by LMO1. Using microarrays, we conducted a 
comparative gene expression analysis on an NB cell line SK-N-SH; between the cells with and without LMO1 
suppression, and identified 18 microRNAs indirectly down-regulated by LMO1. They included 7 microRNAs of 
the let-7 family, whose cell proliferation inhibition activity was observed. Target genes of the 
LMO1-regulated microRNAs and their relevant pathways may be a potential therapeutic target.

研究分野： 分子腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
 
神経芽腫は白血病、脳腫瘍についで頻度の

高い小児がんである。神経芽腫患者は腫瘍細
胞のゲノム構成や進展度などから低リスク
群と高リスク群に分けることができるが、高
リスク群は高頻度に転移を起こすとともに、
その 40-50%は治療後に再燃（手術・化学療法
などにより治癒に向かった病態が再度悪化
すること）し、これらに対する有効な治療法
がないことから、その予後は悪く（5 年無再
発生存率は 50％以下）、新たな治療標的分子
の同定が重要な課題となっている。 

 
このような中、代表研究者らの研究により、

転写調節因子をコードする LMO1（LIM 
domain only 1）遺伝子の一塩基多型と遺伝
子コピー数が神経芽腫の特に高リスク群と
関連すること、さらに LMO1 遺伝子が神経芽
腫においてがん促進的に機能していること
が明らかとなった（Wang, Saeki et al. 
Nature 2011）。この発見は、転写調節因子
LMO1 が発現を制御する遺伝子（LMO1 標的
遺伝子）を同定することにより、神経芽腫の
特に高リスク群症例においてがん促進的に
機能する分子経路を明らかにすることがで
きること及びこの分子経路の中に新規の治
療標的分子を見いだせる可能性があること
を示唆するものであった。 

 
そのため代表研究者は、神経芽腫細胞にお

いて転写調節因子 LMO1 が発現を制御する
遺伝子（LMO1 標的遺伝子）を同定するため
に、クロマチン免疫沈降－DNA シークエン
シング（ChIP-Seq、培養細胞内で DNA に結
合している転写因子をそのまま DNA 上に架
橋・固定し、この転写因子に対する抗体で免
疫沈降して転写因子が結合している DNA 断
片を回収し、その塩基配列を高速シークエン
サーで解読すること）を実施し、ゲノム上に
相当数の LMO1 結合領域を同定し、タンパク
をコードする標的遺伝子に対象を絞ってさ
らに解析を進めたところ、LIMS1(LIM and 
senescent cell antigen-like domains 1)を
LMO1 標的遺伝子として同定した。LIMS1
タンパクは細胞膜において ILK タンパクと
複合体を形成して様々ながん促進的シグナ
ル伝達を行うことが他のがんで報告されて
おり、ILK タンパクの阻害剤を神経芽腫培養
細胞に投与したところ、細胞増殖が強く抑え
られることがわかった(Saeki et al. Oncol 
lett in press)。 

 
 
２．研究の目的 
 
 先行研究では同定する LMO1 標的遺伝子
の対象をタンパクをコードする遺伝子に絞
って解析を行った。近年、microRNA（タン
パクをコードしない RNA の一種で、転写さ

れた mRNA の 3’UTR に結合することにより、
標的となる遺伝子の発現を制御している）が、
がんで重要な機能を持つことが明らかとな
っていることから、本研究では、LMO1 が発
現を制御している microRNA 遺伝子（LMO1
標的 microRNA 遺伝子）を同定することによ
り、神経芽腫においてそれらの microRNA 遺
伝子の発現量の上昇あるいは低下を介して、
LMO1 により活性化されるがん促進的分子
経路を明らかにし、その分子経路を構成する
分子の中に新たな創薬・治療標的分子を探索
する。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 先行研究で実施したクロマチン免疫沈
降―DNA シークエンシングで得られている
LMO1 結合 DNA 断片の塩基配列を解析し、
LMO1 の発現制御を受ける microRNA をゲ
ノム網羅的に明らかにする。 
 
(2) shRNA による LMO1 の発現抑制下での
培養細胞のマイクロアレイあるいは定量
PCR による遺伝子発現解析により、直接的あ
るいは間接的に LMO1 による発現制御を受
けている microRNA を同定する。 
 
(3)同定した microRNA について、それぞれ
の microRNA を 疑 似 し た 合 成 RNA 
(microRNA mimic)あるいは発現抑制用の合
成 RNA を神経芽腫培養細胞に導入して細胞
増殖への影響を調べる。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 先行研究で実施したクロマチン免疫沈
降―DNA シークエンシングにより、神経芽
腫細胞SK-N-SHのゲノム上にLMO1の結合
領域候補が相当数同定されていたが、本研究
における解析の結果、その中に、近傍に
microRNA 遺伝子が存在する結合領域候補
が5か所見つかった。SK-N-SH細胞にLMO1
発現抑制用の shRNA を導入し発現解析を行
ったところ、これら 5 か所の近傍にある
microRNA のうち、hsa-miR-3648 の発現量
が低下していたことから、この microRNA は
LMO1 により直接的に正の発現制御を受け
ることが示唆された。 
しかしながら、SK-N-SH 細胞において

hsa-miR-3648 の発現を抑制しても細胞増殖
速度には変化が見られなかったことから、こ
のhsa-miR-3648はLMO1の細胞増殖促進機能
を媒介するものではないと判断された。 
 
(2)前述の LMO1 発現抑制下での SK-N-SH
細胞のマイクロアレイ発現解析により、
LMO1 の結合領域近傍には存在してはいな
いが LMO1 の発現を抑制することにより発



現が上昇する（すなわち LMO1 により発現が
抑制されている）microRNA が複数同定され
た。これらは他の何らかの遺伝子を介して間
接的に LMO1 による発現抑制を受けている
ものと推測された。 
マイクロアレイ発現解析の結果をさらに

定量 PCR により確認した結果、18 個の
microRNA について間接的に LMO1 による
発現抑制を受けているとの結論を得た。これ
らの microRNA を疑似した合成 RNA 
(microRNA mimic)を神経芽腫培養細胞に導
入 し た と こ ろ 、 hsa-miR-34a-5p 、 
hsa-let-7a-5p、 hsa-let-7b-5p、 hsa-let-7c、
hsa-let-7e-5p、hsa-let-7f-5p、 hsa-let-7g-5p 、
hsa-let-7i-5p 、 hsa-miR-16-5p 、
hsa-miR-20b-5p 及び hsa-miR-409-3p が細
胞増殖を抑制することがわかった（図）。 
以上の結果より、LIMS1 などのがん促進的

遺伝子の発現を正に制御することに加えて、
細 胞 増 殖 抑 制 機 能 を 持 つ こ れ ら の
microRNA の発現を負に制御することによ
り、LMO1 はがん促進的に機能している可能
性が示唆された。これらの microRNA が
mRNA の 3’UTRに結合することにより発現
を抑制している遺伝子を同定することによ
り、がん促進的に機能する遺伝子あるいはそ
れらの遺伝子が関連するがん促進的分子経
路を同定することができるものと期待でき
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 microRNA による細胞増殖の抑制（細胞
増殖アッセイ）。RNA 導入効率のよい
SK-N-BE(2)細胞を使用している。 
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