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研究成果の概要（和文）： 

肺癌の発生・進展において特徴的な発現制御異常を示すmRNAとマイクロRNAのネットワークを

同定するため、マイクロRNAとそのマイクロRNAが直接制御する可能性の高い遺伝子を抽出した。

さらに、マイクロRNAとそのマイクロRNAを転写制御する可能性の高い遺伝子を抽出した。マイク

ロRNAとそれによって制御を受ける遺伝子候補として１０組が、また、転写因子とその標的とな

っているマイクロRNAの候補として１２組が推定されたが、それらにはmiR-29cとDNMT3Aおよび

DNMT3Bの制御関係や、E2F8とmiR-18aなどの既報の制御関係が含まれていた。現在、抽出したマ

イクロRNAと遺伝子の制御関係について、実験的な検証を進めつつある。 
 
研究成果の概要（英文）： 

The aim of this study is to identify networks composed of mRNAs and miRNAs that show 
distinctive abnormality in the control of expression in the development of lung cancer. 
Thus, we extracted genes and miRNAs that are likely to directly regulate each other. As 
a result, we have found 10 pairs of miRNAs and their potential direct downstreams as well 
as 12 pairs of transcription factors and miRNAs of their potential targets. They included 
previously reported pairs including miR-29c and DNMT3A/DNMT3B as well as E2F8 and miR-18a. 
The regulatory interactions between the miRNAs and the coding genes are being 
experimentally validated. 
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１．研究開始当初の背景 

ゲフィチニブ®等の分子標的薬が、EGFR
変異を有する腺癌に対して有効性を持つ
ことが示されているが、さらに、十分な抗
腫瘍効果を持つ新規分子標的薬や治療法

が明らかに必要とされている。近年、個別
の遺伝子に注目した研究手法ではなく、主
要な発癌関連パスウェイの活性化とその
相互関係を基にした発癌関連遺伝子群の
発現制御メカニズム異常の解明に端緒が
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開かれつつある。最近、Bild らは細胞株を
用いて肺癌における活性化パスウェイと、
肺癌症例のサブクラス分類や予後との相
関、或いは薬剤感受性との相関について報
告している（Bild, A. H., et al., Nature, 
2006）。一方、我々は肺癌腫瘍組織を直接
用いた解析によって得たデータに GSEA 法
及びC-MAP法というバイオインフォマティ
クス手法を適用することによって、予後と
相関するパスウェイを明らかとし、さらに、
そのパスウェイの抑制に有効な薬剤とし
て、これまで抗腫瘍効果を持つことが知ら
れていなかったFDA認可の薬剤を見出して
いる(Ebi, H., et al., Cancer Res., in 
press）（図１）。 

一方、近年、標的遺伝子の mRNA の分解或
いはタンパクへの翻訳を抑制する、約 20
塩基からなるマイクロ RNA が、癌の発生・
進展に密接に関わっていることが示唆さ
れている。（図２）。特に肺癌研究において、
我々は肺腺癌におけるlet-7の発現異常と
その機能について（Takamizawa, J., et al., 
Cancer Res., 2004; Tokumaru, S., et al., 
Carcinogenesis, 2008）及び、小細胞肺癌
におけるmiR-17-92の発現異常とその阻害
による細胞死誘導（Hayashita, Y., et al., 
Cancer Res., 2005; Matsubara, H., et al., 
Oncogene, 2007）並びに標的遺伝子（HIF-1
α）の同定（Taguchi, A., et al., Cancer 
Res., 2008）などの成果を上げてきた。そ
の過程において、今後のマイクロ RNA 研究
における遺伝子発現制御ネットワークの
解明の重要性に注目するに至った。 

 

２．研究の目的 

マイクロ RNAの発現異常が、肺癌の発
生・進展において極めて重要な働きを持
つことが次第に明らかとなってきた。し
かしながら、その発現制御異常のメカニ
ズムは未だ殆ど分かっていない。マイク
ロ RNA の発現異常の分子機構を解明する

ためには、従来のように特定のマイクロ
RNA とその標的遺伝子間の発現制御を対
象とした微視的なアプローチではなく、
ゲノムワイドに mRNA を規定する遺伝子
とマイクロ RNA の相互制御関連性を検討
していくことが重要と考えられる。その
ためには、膨大なパラメータを対象とし
た極めて複雑な解析が必要となると予想
される。 
そこで、本研究においては、申請者の得
意とするバイオインフォマティクス解析
手法を基盤に取り組むことによって、肺
癌の発生と進展に重要なパスウェイ群の
発現制御異常メカニズムの全貌に迫るこ
とを目指す。そのために、100 例を超え
る肺癌腫瘍検体から取得した mRNA とマ
イクロ RNA 双方のマイクロアレイ解析デ
ータと臨床データを基盤情報として、肺
癌の病態に関連するmRNAとマイクロRNA
を規定する双方の遺伝子セットを探索・
同定し、それらの構成要素間に存在する
制御ネットワークの同定をマイクロ RNA
に重点を置きつつ進める。さらに、in 
silico の解析を通じて存在を推定した
ネットワーク群について、in vitro の実
験系による検証を行うことによって、今
後の革新的な新規分子標的薬・治療法の
確立を目指した研究にとって、極めて重
要な基盤情報を確立する。 

 

３．研究の方法 

(１）肺癌検体に基づく類似発現パターンを
示す mRNA およびマイクロ RNA の抽出 

肺腺癌検体 76 症例の mRNA (23000 個）
およびマイクロ RNA（470 個）の既取得マ
イクロアレイデータを用いたバイオイン
フォマティクス解析に基づいて進めた。
mRNA マイクロアレイデータについては、肺
癌検体において、3 fold change 以上の発
現変動を示すmRNAを解析に用いた。また、
マイクロRNAマイクロアレイデータについ
ては、発現が確認できた 257 個のマイクロ
RNA を解析に用いた。まず、mRNA マイクロ
アレイデータおよびマイクロRNAマイクロ
アレイデータを基に、mRNA と負の相関を示
すマイクロ RNA を抽出した。なお、相関の
検定においては膨大な数のパラメータを
繰り返し扱う多重検定に起因して誤って
有意と判定する危険性を回避するため、解
析データ全体の検定の有意水準を予め決
め(α=0.05)、これを検定数で割った値を
有意水準として用いる Bonferroni 法によ
る多重検定の補正を行った。また、mRNA マ
イクロアレイのうち、GO term に基づいた
転写因子関連の mRNA データを抽出し、転
写因子関連 mRNA と正の相関を示すマイク
ロ RNA を抽出した。相関絵の検定について

図１ 予後に関するパスウェイの同定 

図２ 転写因子・マイクロ RNAによる制御ネットワーク 
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は、上記と同様 Bonferroni 法による補正
を行った。 

(２）マイクロ RNA と直接制御関係のある遺
伝子の抽出 

マイクロRNAとの負の制御関係を示す遺
伝子には、直接の標的遺伝子が含まれる可
能性が高いため、標的遺伝子予測プログラ
ムである TargetScan を用いて、マイクロ
RNA のターゲット予測を行い、その関係性
を推定した。この解析によって、マイクロ
RNAとそのターゲットであるmRNAである可
能性が極めて高い発現相関性を示すマイ
クロ RNA を抽出する。また、マイクロ RNA
とその転写制御遺伝子を抽出するため、有
意な正相関を示すマイクロRNAと遺伝子に
おいては、 TFBIND(Tsunoda T et al., 
Bioinformatics, 15, 622-630, 1999)を用
いて、マイクロ RNA の 5’UTR の 5kb 上流
配列における転写因子結合部位の検索を
行った。 

 
４．研究成果 
(１）肺癌検体の遺伝子発現プロファイルに
基づくマイクロ RNA とその予測ターゲット
遺伝子の抽出 

肺癌の発生・進展において発現制御異常
を示す mRNA とマイクロ RNA を規定する遺
伝子群を同定するため、肺腺癌検体７６症
例の mRNA およびマイクロ RNA のマイクロ
アレイデータを用いて、遺伝子とマイクロ
RNA の発現パターンの相関を調べた結果、
有意な負相関を示す、152 個の遺伝子とマ
イクロ RNA との組合せを得た(Bonferroni
補正 p-value < 0.05)。 
このうち、遺伝子とマイクロ RNA との間

に負の相関のあるものについては、マイク
ロRNAがターゲット遺伝子を抑制する関係、
あるいは、遺伝子がマイクロ RNA を抑制す
る関係が考えられる。ここでは、マイクロ
RNA がターゲット遺伝子を抑制する関係に
注目することとし、その関係を示す遺伝子
と マ イク ロ RNA を 抽 出す るた め 、
TargetScan を用いて、マイクロ RNA の
predicted targetである遺伝子のみを抽出
した。その結果、マイクロ RNA とその予測
ターゲット遺伝子の１０個の組合せを抽
出した。このうち、マイクロ RNA と遺伝子
に負の相関がある２個の組合せ、miR-29c
と DNMT3AおよびDNMT3Bについては（図3）、
肺癌で高発現する miR-29 family が各遺伝
子をターゲットとすることが報告されて
いる(Fabbri M et al., Proc Natl Acad Sci 
U S A, 104(40), 15805-15810, 2007)。こ
のことから、抽出したその他のマイクロ
RNA と予測ターゲット遺伝子についても、
実際に制御関係があることが期待される。
現在、抽出したマイクロ RNA とターゲット

遺伝子の制御関係の実験的な確認を進め
つつある。 

  (２）肺癌検体の遺伝子発現プロファイル
に基づくマイクロ RNA とその転写制御遺伝
子の抽出 

肺腺癌検体７６症例の転写因子関連遺
伝子およびマイクロRNAのマイクロアレイ
データを用いて、遺伝子とマイクロ RNA の
発現パターンの相関を調べた結果、有意な
正相関を示す、６５個のマイクロ RNA とそ
の予測転写制御遺伝子の組合せを得た
(Bonferroni 補正 p-value < 0.05)。 
 このうち、マイクロRNA の 5’UTR 上流 5 
kb の配列に結合部位のある転写因子に絞
った結果、マイクロ RNA とその転写因子で
ある可能性の高いマイクロRNAと転写因子
の組合せ 12 個が得られた。得られた転写
因子として、細胞周期進行に関わる MYB フ
ァミリーのメンバーである MYBL2 や、細胞
周期の進行に必要な一連の遺伝子群の発
現を制御し、細胞増殖に必須の役割を果た
す E2F ファミリーのメンバーである E2F8
などがあった。今回予測された E2F8 と
miR-18a については(図 4)、E2F ファミリー
がmiR-17-92クラスターのメンバーの転写
を制御することが知られており、この制御
関係を捉えたと考えられる。このことから、
抽出したその他の転写因子とマイクロ RNA
についても、実際に制御関係があることが
期待される。現在、抽出したマイクロ RNA
とターゲット遺伝子の制御関係の実験的
な確認を進めつつある。 

 

 (３）予測した肺癌関連ネットワークの検
討 

可視化が可能なソフトウェアであるIPA
を用いて、既知の制御関係の確認を行った
が、上記以外での抽出したマイクロRNAと
遺伝子との制御関係は得られなかった。今
後、今回抽出した制御関係を実験的に確認
し、未知の制御関係の有無を同定する予定
である 

図 3 miR-29c と DNMT3A, DNMT3B の発現パターン  
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図 4 E2F8 と miR18a, miR-18b の発現パターン  
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