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研究成果の概要：ヒト肺がんで染色体異常を高頻度に認める領域に、進化的に保存さ

れている機能性 RNA として miR-107 および-185 を見出した。これらの合成模倣体を

ヒト肺がん培養細胞に導入したところ、増殖抑制効果を認めた。これは細胞周期の

G1 期での停止によるものであり、細胞自爆死によるものではなかった。発現プロフ

ァイル解析によって、miR-107 および 185 による細胞周期停止の分子機構はそれぞれ

異なることが示された。本研究は肺がん発がんにおいて、進化的に高度に保存されて

いる機能性 RNA が重要な役割を果たしている可能性を示唆した。  
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１．研究開始当初の背景 
がんは体細胞での遺伝子変異と変異クロー
ンの増殖の繰り返しによる多段階発がん過
程をへて発症する。中でも p53 遺伝子を代表
とするがん抑制遺伝子の失活が発がんに大
きく寄与することは知られている。がん抑制
遺伝子の失活機構には点突然変異によるタ
ンパク質レベルでの機能不全のみならず、プ
ロモーター領域のメチル化による発現低下、
染色体欠失による遺伝子そのものの消失な
どがある。特に染色体の特定の領域の両アレ
ルが欠失するホモ欠失は、その欠失領域が小

さいため比較的容易にがん抑制候補遺伝子
を絞り込むことが可能であり、事実p16, p15、
SMAD4、CBP、FHIT、RASSF1A などのがん抑制
遺伝子がこのようなアプローチで単離同定
されてきた。しかし、すべてのホモ欠失のマ
ッピングから候補がん抑制遺伝子の単離同
定が可能だったわけではない。事実、ホモ欠
失上にある構造遺伝子の機能解析や、臨床検
体での点突然変異など他の構造異常の探索
によっても発がんとの関連を見出すことの
できない場合も多かった。一方理研ゲノム科
学総合研究センターでのマウストランスク
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リプトーム解析は、１１万を超える完全長
cDNA クローン（FANTOM クローン）や数百万
個の CAGE タグマッピングに基づき、予想以
上に広い範囲のゲノムが実際に細胞内で転
写されていること、非常に多くの非コード
RNA（ncRNA）が転写されていること、miRNA
のような一部の ncRNA は切断・修飾を受けた
後それ自体で機能しうることが示され、いわ
ゆる RNA 大陸という概念が提唱されている。
特にこれまでのがん抑制遺伝子探索がタン
パク質をコードした構造遺伝子にのみ注意
が集まっており、ncRNA に対してはそれほど
注意が払われていなかった。 
 
２．研究の目的 
ncRNA が未知のがん抑制遺伝子としてがん
細胞のホモ欠失領域に存在しうると考えら
れる。ヒトゲノムからも非常に多くの転写産
物が出ていることが内外の研究からも明ら
かにされており、トランスクリプトーム解析
において先行しているマウスの結果をヒト
ゲノムからの転写活性の解析に応用するこ
とは理にかなっている。理化学研究所 ゲノ
ム科学総合研究センターで実施されたマウ
ストランスクリプトーム解析の結果を利用
してマウスとヒトのゲノム間で近傍遺伝子
の位置関係がよく保存されている部分（シン
テニー）からヒト染色体のがん特異的ホモ欠
失領域にありうる非コード RNA を推定検出
し、発がん抑制機構を有するか検討をすすめ
る。 
３．研究の方法 

ヒト肺がん細胞で検出された１８箇所のホ
モ欠失領域についてマウスとシンテニーを
構築する領域をマウス側で確定する。理研ゲ
ノム総合科学センター遺伝子構造機能研究
グループによって同定された ncRNA のうち、
ホモ欠失領域に対応する領域に存在するも
のを抽出する。また、プロモーター領域のみ
保存されていると考えられるゲノム領域に
ついても検討対象とする。相応するヒト RNA
の存在の探索、同定されたマウス ncRNA の
機能解析を行い、最終的にヒト肺がん発症と
の関連を追求する。 

 
４．研究成果 
（１） ヒト肺がんで検出された染色体コ
ピー数異常領域とシンテニーを示すマウス
染色体領域の同定および同領域中の ncRNA
発現情報の FANTOM database からの抽出 
研究分担者および諸外国の研究に基づき、ヒ
ト肺がんにおけるホモ欠失領域及び遺伝子
増幅領域の情報を文献的に確認した。これら
のホモ欠失領域に存在する構造遺伝子を指
標に、理研ゲノム総合科学センターのマウス
FANTOM データーベースの情報などから相
応する領域を同定した。さらに同領域にマッ
プされている ncRNA を抽出した。特にその
中でも miRNA に注目し、最終的に６つの候
補癌抑制 miRNA を生物情報学的に同定した。 
これら 6 種の miRNA のうち、4 種類につい
て各種のヒト組織由来の RNA において発現
を確認した（図 1）。 

図１肺がん染色体異常領域にマップされた
miRNA の発現パターン。 
 
（２）染色体異常領域にマップされたヒト
ncRNA のがん抑制能の検討 
 上記６種の miRNA の模倣体を A549 およ
び H1299 という、２つのヒト肺がん細胞株
に導入し、主に細胞増殖能を解析した。結果
として miR-107、miR-185 の２つの miRNA
が増殖抑制能を示した。 

図 2 miR-107, -185 による増殖抑制 
この増殖抑制の程度は肺がんで既に知られ



 

 

ている癌抑制 miRNA である Let-7 による増
殖抑制効果とそん色ない程度のものであっ
た。２種の miRNA が導入され、増殖が抑制
された細胞株は形態学的には大きな変化は
示さなかった。 

図３miRNA による細胞周期制御 
 さらにこの細胞増殖の抑制の原因を探る
ため、FACS による細胞周期の解析を行ったと
ころ、どちらの miRNA も細胞周期を G1 期で
ブロックしていることが明らかとなり、癌抑
制 miRNAとして機能していることが判明した。 
 一次構造の異なる 2つの miRNA がよく似た
機能を示したことから、これらの miRNA がど
のように細胞周期の進行を抑制しているの
かを解明するためにこれら miRNAが発現抑制
していると考えられる構造遺伝子を遺伝子
発現プロファイル解析によって同定するこ
とを試みた。 

図４miRNA 標的の影響 
これら 2つの miRNA の合成模倣体をそれぞ

れ細胞に導入し、しばらく培養したのちに
RNA を抽出、Agilent 社製マイクロアレイに
よって発現プロファイルを解析した。一方で
ヒトゲノムにコードされているすべての
mRNA のうち、これら 2種の miRNA の標的とな
りうる候補を Target Scan, Miranda などの
解析ソフトウエアを用いてリストアップし
た。その結果、発現抑制を認めた遺伝子に占
める標的候補の割合が統計的に有意に高い
ことを生物情報学的解析によって示した。 

さらに我々は、これら抑制を受けた遺伝子
のうち、細胞周期に関連する分子が有意に選
択されているかを Entrez データベース上で
の解析から確認することを試みた。 
cell cycle phase (304) 

cell cycle process (519) 
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mitotic cell cycle (279) 
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DNA metabolic process (665) 
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表１．miR-107 によって抑制されている GO

の例 
実際、miR-107 によって多数の細胞周期制

御関連の遺伝子が発現抑制を受けているこ
とが今回の研究から明らかとなった。しかし、
miR-185 に関してはそのような関係性は得ら
れなかった。これらの miRNA は互いに異なる
細胞内シグナルを伝達し最終的に細胞周期
の進行を G1 期で抑制することを確認した。 
multicellular organismal process (2482)

multicellular organismal development 
(1739) 

organ development (900) 

system development (1265) 

anatomical structure development (1576)

developmental process (2503) 

anatomical structure morphogenesis 
(831) 

tissue development (234) 
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表２．miR-185 によって抑制されている GO

の例。 
 
また、両方の miRNA によって共通に抑制さ

れる遺伝子群を検討したが特に細胞周期制
御や細胞増殖調節因子がいくつか認められ
た。 
SMG6 

FUNDC2 

MUC20 

BCL2L11 

CCNE1 

CDK6 

RASSF5 



 

 

RUNX3 

VEGFA 

XRCC3 

TUBGCP3 

TPD52 

RAB1B 

MAP9 

RAPGEF1 

CDK5R1 

表 3 2 つの miRNA によって共通に抑制され
ていた遺伝子の代表例 

 
 今回の研究においてはこれらの遺伝子の
うち、どれが抑制されることが細胞周期開店
を G1 で停止させているのかについては検討
を行わなかった。その根拠の一つとして、
miRNA は多数の標的を同時に抑制することに
よってその機能を発現すると考えられてお
り、１つ 1つの遺伝子の発現の制御が細胞周
期制御に必須か否かを確認することは困難
であると考えられたからである。 
 そこで最終的にこれらのマイクロアレイ
解析の結果が確かなものであるか否かを
RT-PCR 解析およびイムノブロット法によっ
て確認した。 

 
図５想定される標的とその RT-PCR およびイ
ムノブロット 
 
 今回 6つの遺伝子について RT-PCR によっ
て発現低下を確認し、さらにそのうちの一つ
についてはタンパク質レベルでも発現低下
を確認した。miRNA によって確かに細胞周期
制御関連の遺伝子の発現が抑制されていた。 
 今回の研究によって、ヒト肺がんで認めら
れる染色体の異常領域に存在する種間で保
存されている機能性 RNAが癌化に関与しうる
ことが明らかとなった。また、文献的にも指
摘されていたことだが、実際に細胞内におい
て miRNA の標的は多数にのぼり、その配列特

異性は統計学的に有意な偏りを示す程度に
強いものであることも確認された。また、多
くの抑制的 miRNAが細胞周期制御にかかわる
ことも示された。我々の研究によって、miRNA
をはじめとする機能性 RNAが実際の癌細胞に
おいて重要な役割を果たしうることが示さ
れた。またそれらの多くは進化的に保存され
ている可能性があることも示された。 
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