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研究成果の概要（和文）：ヒトでは現在約 1000種以上の miRNAが知られ、その中でも miR-21, 

miR-199a, niR-200c, miR-15/-16等はその発現レベルが癌組織において、それが由来した正常

細胞のそれと比べ異常な発現レベルを示すことが知られる。本研究では、こうした miRNA の

異常発現がどのように誘導されているのかを追求して、miRNA と転写制御因子やクロマチン

構造変換因子の間で形成されるいくつかの重要な発現制御ネットワークを明らかにした。また

我々が開発した特定の miRNA を阻害する分子(TuD)が、こうした解析にはもちろん、将来の

がん治療にもたいへん有効であることを示した。(288) 

 

研究成果の概要（英文）： 

There have been reported to be about 1000 species of miRNA in human, among them, such 

miRNAs as miR-21, miR-199a, miR-15/-16 and miR-200c are expressed at aberrant levels 

in cancer tissues. In this research, we demonstrated how these aberrant expression were 

induced and maintained, and found in several cases, stable gene regulatory net works have 

been formed among the miRNA, transcription factors and SWI/SNF chromatin remodeling 

factors.  We further show the RNA decoy molecules that we developed for the inhibitor of 

specificmicorRNA activity (designated TuD) is very effective for the analysis of molecular 

mechanisms and for future therapietic application for cancer. 
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１．研究開始当初の背景 

microRNA (miRNA) は RNA 干渉により、細胞
質内で標的 mRNA の発現を転写後レベルで

抑制する 20-24nt 程の non-coding RNA であ
り、これまでヒトでは 1000 種以上がクロー
ニングされている。十数種類の miRNAについ
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ては癌部で miRNAの発現異常が観察されるこ
とから癌の有力な遺伝子診断マーカーとと
らえられつつある。しかし、このような miRNA
の発現異常がそれぞれどのような分子機構
で引きおこされるのかはもちろん、異常な発
現亢進が発がんやその進展の原因となって
いるのか、または結果であるのかについてす
ら、多くの場合わかっていないのが現状であ
った。 
２．研究の目的 
本研究ではこうした発癌に伴う miRNAの発現
異常が生じる分子機構とそれが及ぼす生物
学的効果を解明し、新しい治療標的を同定し
てその治療法を開発することを目標とする。
具体的には、すでに我々の研究蓄積があるほ
とんどすべての癌種で発現亢進が見られる
miR-21を対照において、癌抑制活性が期待さ
れる miR15/16、癌種によって発現動態が著し
く変動する miR-199a、上皮形質の維持に必須
でその不活性化が、上皮―間充織変換を誘導
すると報告される miR-200の 3種の miRNAを
それぞれ代表例として選び、これらを中心と
して形成される遺伝子発現ネットワークを
解析する。 
３．研究の方法 
種々のヒトがん細胞株をもちいて、miRNAの
プロモーターの同定と各 miRNAの標的遺伝子
群を同定する。その成果を総括し対象の
miRNAが形成する発現制御ネットワークを解
明するとともに、発現異常の機構に関する作
業仮説を立てる。我々はこれまでに in situ 
hybridizationによる miRNAの高感度検出法
を開発してきたが、この感度を増強する方法
論を開発しながら、各種ヒトがん病理検体中
の対象 miRNAやその標的タンパク質の動態と
発現様式を精査して、作業仮説を検証する。
また解析には従来の分子生物学的手法に加
えて、我々が開発した新規のデコイ RNA(TuD
と名付けた)による特定の miRNA分子の活性
抑制法を使用する。そしてヒト培養癌細胞株
での解析を進め、その造腫瘍性の評価は、マ
ウス xenograftモデルも利用したい。 
４．研究成果 
本研究では、miR-199aが形成する遺伝子制御
ネットワークの重要な骨格を解明した。すな
わち一般にmiR-199a-5p,-3pとEgr1の発現が
高い細胞株では、Brmの発現が低く（タイプ1）、
逆にmiR-199a-5p,-3pとEgr1の発現が低い細
胞株では、Brmの発現が高い傾向があることを
示し（タイプ2）、こうした発現様式により多
種の上皮由来のがん細胞株を大きく2種に分
類することが可能であることを示した。さら
にBrmがmiR-199a-5pと-3pの標的であること、
miR-199a-2遺伝子は転写因子Egr1により活性
化されるが、一方Egr1の発現はBrmにより負に
制御されることを示して、miR-199a/ 
Brm/Egr1が形成するdouble negative 

feedback loopによる分子スイッチにより上
記の外皮由来細胞が2種のタイプに分かれて
いることが示された。 
一方miR-15/16のmiRNAクラスターは、慢性白
血病で欠失や発現低下が見られる癌抑制活性
をもつmiRNAである。我々は、腸の特異的な 
マーカーであるCdx1とCdx2に注目して、Cdx1
のexogenousな発現がCdx2をpost- 
transcriptionalに抑制すること、またこの抑
制には、Cdx1の発現により発現誘導される
miRNAの中のmiR-9,miR-15/16, miR-22による
ことを示した。すなわち、miR-9, miR-15/-16, 
miR-22はCdx2 mRNAの3’-UTR領域の2～3ヶ所
に結合し、その発現を協調して抑制するので
ある。この結果Cdx1,Cdx2という同じファミリ
ーに属する転写因子のホメオスタシスの維持
の機構の一側面を明らかにした。 
LNA を含むプローブを利用した miRNA の in 
situ hybridigation系は、研究分担者稲田準
教授を中心に改良を進めたが合成したプロ
ーブのロットにより、大きくシグナルの感度
が影響を受けることがわかった。残念ながら
いまだに安定した検出法の確立には至って
いない。その結果 miR-199a-3p や-5p の検出
には困難が伴ない、マウス個体実験の遂行に
は至らなかった。 
また miR200c は上皮癌である HCT116 細胞で
高レベル発現しているが、その活性を
TuD-miR200c の発現ユニットを搭載したレン
チウイルスベクターで導入したところ、2 週
間をかけて上皮-間充織変換をおこし、間充
織の性質は、その後も安定して持続した。ま
た 2’O-Methyl化 RNAを 2本アニールするこ
とにより TuD の構造を模した合成修飾
RNA(Synthetic TuD, S-TuD と名付けた)を作
製して、これが既法の miRNA阻害剤と比べて
著しく低い濃度で高い阻害効率を示すこと
を明らかにした。実際に S-TuD-miR200ｃを合
成し、これを Transfection法で HCT116細胞
に導入することにより 10 日間で部分的に間
充織細胞を誘導させることに成功した。TuD
や S-TuDは、本研究で多くの miRNAの標的遺
伝子の同定に使用され、基礎研究の重要な
toolとして確立したと共に、今後の癌治療に
おいても極めて有用であることが示された。 
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