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研究成果の概要（和文）：　肝細胞特異的Dicer欠損マウスに発生した肝細胞がんの解析から、これらの腫瘍では、腫
瘍により多様ながん関連遺伝子の発現異常が起きており、多数の腫瘍に共通して認められる発現異常や遺伝子変異は同
定できなかった。Dicerの欠損に伴う発現機構を、より均質な背景を有する腫瘍を発生するモデルを用いて解析するた
めに、マウス肝細胞に特定のがん遺伝子を導入し、発がんを可能とするモデルを確立した。

研究成果の概要（英文）：We analyzed hepatocellular carcinomas arising in hepatocyte-specific Dicer-deficie
nt mice and found that the altered expression of a number of cancer-related genes. However, we could not i
dentify genes that are commonly dysregulated or mutated in multiple tumors. To analyze the role of Dicer i
n hepatocarcinogenesis, we established a mouse model that allows the induction of liver tumorigenesis by g
ene transfer in vivo. 
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１． 研究開始当初の背景 
 microRNA は mRNA の安定性や翻訳の調
節を介して蛋白発現の調節に重要な役割を
果たしている non-coding RNA である。
microRNA は配列依存性に特定の mRNA の
分解や蛋白への翻訳を制御しており、個々の
microRNA の機能については、そのターゲッ
トとなる分子や生理機能について解析が進
められている。これまでに、 いくつかの
microRNA のがん関連遺伝子制御への関与
と、その発現異常の腫瘍発生との関連が報告
されている。 
 一方、多くのヒト腫瘍において、microRNA
全体の発現が低下している事が知られてい
る。腫瘍における microRNA 生成に関わる異
常として、Dicer とともに microRNA の前駆
体切断に関わる TRBP2 や miRNA 前駆体の
核 外 輸 送 に 関 わ る Exportin-5 な ど の
microRNA の生成に関わる因子の遺伝子変
異 (Melo, Nat Genet 2009; Melo, Cancer 
Cell 2010)、そして Dicer の 1 アレルの欠失
が示されている(Kumar, Genes Dev 2009)。
これらの所見は、microRNA 全体の発現低下
が腫瘍発生に促進的に働く事を示すもので
ある。 
 申 請 者 は こ れ ま で 肝 臓 に お け る
microRNA の働きを明らかにする目的で、肝
細 胞 特 異 的 Dicer 欠 損 マ ウ ス
（Alb-Cre;Dicerflox/flox mouse）を作成し、こ
の 解 析 を 行 っ て き た (Sekine, 
Gastroenterology 2009; Sekine, J Pathol 
2009)。Dicer は microRNA の生成に必要な
酵素であるため、このマウスは肝細胞におい
て microRNA の発現を欠失している。このマ
ウスは肝細胞の脂肪化、グリコーゲンの減少
等の代謝異常とともに、胎児期に特異的な遺
伝子の再発現をきたす。また、Dicer を欠失
した肝細胞は著明なアポトーシスの増加を
示す。この所見は microRNA の欠失が肝細胞
の生存に重要な役割を果たしている事を示
す所見である．しかしながら、このマウスを
長期間飼育すると、microRNA の発現を欠い
た肝細胞がんが高頻度に発生する。申請者は
これまでの解析から、この現象は Dicer 欠失
肝細胞に２次的な遺伝子異常が加わった結
果であることを示唆する所見を得ている
（Sekine, Gastroenterology 2009, 下図）。 
 
 

図: 肝細胞特異的 Dicer 欠失マウスにおけ

る肝発癌モデル 
 

 
２． 研究の目的 
 microRNA は 20-25 塩基の non-coding 
RNA で、mRNA の分解や翻訳の抑制を通じ
てタンパク質の発現を制御する。これまで、
個々の microRNA の発現異常が腫瘍発生に
関わる事が示されてきたが、多くのヒト腫瘍
において、しばしば microRNA 全体の発現低
下が見られる事が報告されている。近年、肝
細胞がんにおいても、microRNA 生成に関わ
る分子の発現低下と、その予後因子としての
可能性が報告されている(Kitagawa, Cancer 
Sci 2013)。 
 本研究では microRNA の発現を欠損する
肝細胞特異的 Dicer 欠損マウスに発生する肝
細胞がんをモデルとして、microRNA の欠失、
発現抑制が腫瘍発生を促進する機構を解析
する。また、Dicer の欠損自体はむしろ細胞
のアポトーシス等を誘導するため、Dicer の
欠損と協調して腫瘍生成に関わる因子が肝
発がんに必要と思われる。これらの因子の働
きを検索する。 
 
 
３．研究の方法 
 肝細胞特異的Dicer欠損マウスに形成され
た肝細胞がん組織を用いて、この腫瘍におけ
るがん関連遺伝子の発現異常、遺伝子変異お
よびメチル化異常を、定量 PCR, シークエン
シング、バイサルファイトシークエンシング
などを用いて検索した。 
 特定のがん関連遺伝子の導入によって
Dicer の欠損と協調的に肝発癌を誘導する
事が可能なモデルの確立を目的として、肝細
胞特異的にDicerの両アレルまたは片アレル
を 欠 損 し た マ ウ ス (Alb-Cre;Dicerflox/flox 
mouse, Alb-Cre;Dicerflox/WT mouse)に外来遺
伝子を導入するモデルの導入を行った。この
系の導入により比較的均質な分子病理学的
背景を持ち、再現性のある肝発がんの誘導が
可能となる事が期待される。遺伝子導入には
トランスポゾンプラスミドベクターをもち
いて、尾静脈注射による導入を行った。トラ
ンスポゾンには Sleeping beauty (Bell, Nat 
Protoc 2007), piggyback (Saridey, Mol Ther 
2009)を用いた。 
 
 
４．研究成果 
 肝細胞特異的Dicer欠損マウスに自然発生
する肝細胞癌においてがん関連遺伝子の発
現を定量 PCR を用いて検索した。肝腫瘍にお
いては Myc, Mdm2などの発現上昇が見られた
が、多くの腫瘍に共通して認められる発現異
常は認められなかった（結果の一部は Sekine, 
Gastroenterol 2009 に報告）。また、マウス
化学発がんで高頻度に肝細胞がんに変異が
知られている Hras, Braf をはじめとするが
ん遺伝子の変異についても検索を行ったが、
明らかな変異は認められなかった。 



 これらの所見などから、Dicer の欠損はマ
ウス肝細胞において多様な腫瘍関連遺伝子
の変化と協調することで腫瘍発生に関与し
うる事が示唆された。一方、Dicer の欠損に
よる腫瘍発生過程の解析のためのモデルと
しては、さまざまな分子病理学的背景を有す
るこれらの腫瘍は複雑すぎるものと考えら
れた。 
 以上の結果から、Dicer 欠損の腫瘍発生に
おける機能について機能的な検索を行うた
めには、Dicer を欠損した生体肝細胞への既
知の腫瘍関連遺伝子の導入などにより、腫瘍
発生を誘導可能なモデルの確立が望ましい
と考えた。このため、トランスポゾンを用い
てがん関連遺伝子を発現するベクターを作
成した。作成したベクターはマウス尾静脈か
らハイドロダイナミックインジェクション
により肝細胞への導入を行った。異なるトラ
ンスポゾンとプロモーターなどを用いた複
数のベクターを用いて条件設定を行い、比較
的高い効率で再現性を持って遺伝子の導入
と安定的な発現を得る事が出来た（下図）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図：マウス肝細胞に導入されたがん関連遺伝
子産物の発現（Tag に対する免疫染色） 
 
 次に、Dicer 欠損マウスに形成した肝細胞
がんの解析から、Dicer と協調して肝発がん
を促進する事が期待される遺伝子を組み込
んだベクターを作成した。このベクターを用
いて、マウス肝細胞にがん関連遺伝子をの導
入を行った。この結果、Dicer 変異マウス、
および非変異マウスのそれぞれにおいて、肝
細胞がんの発生を誘導できる遺伝子が複数
得られた（下図）。 

 
図：外来遺伝子導入によって形成された肝細
胞がん（左）および導入されたがん関連遺伝
子産物の発現（右：Tag に対する免疫染色） 
 
 この過程で得られた結果のうち、過去の論
文などに類似の結果が報告されているもの
の多くは矛盾しない所見が得られたが、一部

のものは明らかに一致しない結果であった。
これらの所見については、現在、その原因な
どについて詳細に検討を行っている。また、
今後、この手法を用いて、野生型および肝細
胞特異的Dicer欠損マウスに形成された腫瘍
の解析を通じて、Dicer および microRNA の抑
制が肝細胞発がんに与える影響について検
索を進めていく。 
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