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研究成果の概要（和文）： 
 近年、ゲノム情報発現系における新たな調節・制御分子としてマイクロ RNA(miRNA)が注目
されている。miRNAは蛋白質に翻訳されない non-codingRNAであり翻訳阻害あるいは RNA干渉
により標的分子を阻害することから、発生・分化のみならずがん遺伝子やがん抑制遺伝子と同
様にがんの発生・分化における分子機序に深く関与すると考えられている。本研究では最終的
に個性診断および新規個別化治療法の確立を念頭におき、miRNA の機能的スクリーニングにメ
チル化解析と発現解析を組み合わせて絞込みを行い、新規がん抑制遺伝子型miRNAの同定を行
った。 
  
研究成果の概要（英文）： 
  MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs and negative regulators for their gene 
targets. Although the tumor-suppressive functions of several miRNAs have been 
demonstrated, the dysregulation of miRNAs and their molecular mechanisms in endometrial 
cancer still remain unclear.  To identify tumor-suppressive miRNAs (TS-miRs) silenced 
by DNA hypermethylation during endometrial carcinogenesis, we performed functional 
screening for TS-miRs in  endometrial cancer cell lines. We further analyzed DNA 
hypermethylation of CpG-islands around mature miRNAs, resulting in identification of some 
miRNAs as the candidate TS-miRs silencing by CpG island hypermethylation. Our data suggest 
that these TS-miRs might play an important role in endometrial carcinogenesis. 
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１．研究開始当初の背景 

 近年、子宮体癌は増加の一途をたどり、婦

人科悪性腫瘍において罹患率･死亡率共に最

も高くなることが容易に予想されている。し
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かしながらその病態については不明な点も多

く、治療の個別化にはほど遠い現状であり、

本疾患の発がん機構の解明とこれらに基づい

たがんの予防と至適治療法の確立は急務の課

題である。さらにごく近年、ゲノム情報発現

系における新たな調節・制御分子としてマイ

クロ RNA(miRNA)が注目されている。 

 miRNA は 蛋 白 質 に 翻 訳 さ れ な い

non-codingRNAであり、翻訳阻害あるいは RNA

干渉により標的分子を阻害することから、発

生・分化のみならずがん遺伝子やがん抑制遺

伝子と同様にがんの発生・分化における分子

機序に深く関与すると考えられているが、子

宮体癌発生における miRNA の関与についての

報告は皆無に等しい。 

 

２．研究の目的 

 本研究では子宮体癌の発がん・進展におけ

る miRNA の関与の解明を目的とした。特に、

独自に開発した miRNA の機能的スクリーニン

グとメチル化解析と発現解析を組み合わせて

絞込みを行い、新規がん抑制遺伝子型 miRNA

の同定を柱として、最終的に個性診断および

新規個別化治療法の確立を念頭に置いた。 

 

３．研究の方法 

(1) はじめに数種類の子宮体癌細胞株に対し

て、327 種類の miRNA 配列を持つ dsRNA ライ

ブラリー (ambion 社) の遺伝子導入による

in vitroの細胞増殖能解析を行う。子宮体癌

細胞株に miRNA を 1 種類ずつ導入し細胞増殖

抑制効果を MTT assay を行って検討し、細胞

増殖抑制効果を著明に認める miRNA を選出し

た(図 A)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2) 次に選出された miRNAについて、UCSC等

の公的ゲノムデーターベースによる検索 

(bioinfomatics) により miRNA が座位する近

傍に CpG islandの有無の検討、がんでの報告

を認めない miRNA であるか否かを検索した。

(3) このような絞り込みにより候補に残った

各 miRNA については同細胞株と臨床検体を用

いて、プロモーター領域の CpG islandのメチ

ル化を検討するために combined bisulfite 

ristriction analysis(COBRA)や bisulfite 

sequenceを行い詳細な解析を行った。さらに

脱メチル化剤投与による発現回復を行い、メ

チル化異常による発現制御の関与を検討した。 

これら結果により正常子宮内膜で高発現し、

がん細胞株と子宮体癌臨床検体において低発

現であり DNA メチル化異常により発現制御さ

れるがん抑制型 miRNAの同定を行った。 

(4) このように同定された miRNAの標的分子

の探索にはウェスタンブロット法を用いてタ

ンパクの同定を行い、また同定された分子は

細胞増殖能にどのように関与しているか機能

解析を進めた。また臨床病理学的因子と該当

する miRNAや標的分子との関連性を検討し臨

床的な意義を見出すこととした。 

 

４．研究成果 

(1) Pre-miR™ miRNA Precursor Library - 
Human V2 (Ambion 社)による増殖抑制効果を

指標としたがん抑制遺伝子型 miRNA の機能的

スクリーニングを細胞株 HEC-1A と HEC-1B に

対して施行した結果、114 種類の miRNA が選

出された。 

(2) 次に選出された miRNAについて、UCSC等

の公的ゲノムデーターベースによる検索 

(bioinfomatics) により 65種類のmiRNAが近

傍に CpG islandの有していた。さらにがんで

の報告を認めない miRNAは 33種類であった。 

(3) この 33種類の miRNAに対してメチル化解

析と発現解析をまず 16 種類の細胞株にて検

討した結果、5種類の miRNAが高頻度に（60％

以上のメチル化率）メチル化を認めた。その

5 種類の miRNA に関しては発現解析と脱メチ

ル化処理剤による発現回復解析を細胞株と臨

床 検 体 を 用 い て 施 行 し た 。 そ の 結 果

miR-EC20(labo.name)が子宮体癌において DNA

メチル化異常により発現抑制される新規がん

抑制遺伝子型 miRNAであることを同定した。 

(4) miR-EC20の標的分子の同定をウェスタン

ブロット法にて行った。現在までに複数の標

的分子を同定した。その中には転写因子や細

胞周期に関わる分子が含まれていた。また子

宮体癌臨床検体においては miR-EC20 のメチ

ル化率は 89.3%であり発現低下との一致率も

85.1%と効率であった。これは手術進行期分類

による stage に依存しないことから子宮体癌

の発がん・進展機序に関わる miRNA であるこ

とが示唆された。 
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