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研究成果の概要（和文）：　悪性の肺癌細胞で高発現しているmiR-17-92クラスターは、癌悪性化の原因解明の鍵とな
ると考えられているが、その標的遺伝子についてはあまり報告されていない。我々は、そのクラスターの中でもmiR-19
aに焦点を当て、miRNAの標的遺伝子予測ソフトを使用して標的遺伝子候補を抽出し、ルシフェラーゼアッセイ、pull-d
ownアッセイ、ウエスタンブロット法によって標的遺伝子としての可能性を評価した。その結果、４つの遺伝子をmiR-1
9aの標的遺伝子として同定することができた。さらに、これらの遺伝子は肺癌細胞の生存率、コロニー形成能、遊走能
、浸潤能を抑制することを確認した。

研究成果の概要（英文）：Lately, miR-17-92, which is highly expressed in malignant lung cancer cells, is 
considered the key miRNA for tumorigenesis. However, its direct targets remain under reported. We 
identified the FOXP1, TP53INP1, TNFAIP3, and TUSC2 genes as miR-19a targets, using luciferase, pull-down, 
and western blot assays. The four miR-19a target cDNA expression vectors suppressed cell viability, 
colony formation, migration, and invasion of lung cancer cells.

研究分野： 分子腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 

(1) miRNA は約 20〜23 塩基の non-coding RNA

であり、標的とする遺伝子 mRNA の 3’非翻訳

領域に存在する部分的に相補的な配列

（miRNA 結合配列）と結合することにより、

蛋白質合成を抑制的に制御している。肺癌や

悪性リンパ腫においては、miR-17-92 クラス

ター（第 13 染色体）の過剰発現が報告され

ており、癌遺伝子としての機能が示唆されて

いる。これまで我々は miRNA 異常よる肺癌発

症機構の解明に向けて、プロテオミクス解析

によるmiR-17-92の直接的な標的蛋白の同定

を進めてきた。2 次元電気泳動法により検出

されたスポットのうち、肺癌細胞で発現量に

有意な変動が認められたスポットを液体ク

ロマトグラフィー質量分析計にて解析し、標

的蛋白質候補を同定している。 

(2) 一方、疾患発症機序の解明、治療法の開

発の為には、miRNA の標的遺伝子を検出する

新規の実験法が必要であると考え、申請者ら

は miRNA の標的遺伝子 mRNA を同定する新し

い方法(IVPD 法)を開発し、国内・国際特許出

願を行なった。 

 

２．研究の目的 

 肺癌では、microRNA(miRNA)のクラスター

miR-17-92の過剰発現が発癌に関わることが

報告されているが、その標的遺伝子に関して

はほとんど解明されていない。申請者らは、

これまでmiRNAの標的遺伝子の新規同定技術

の開発を行っており、このmiRNAの標的遺伝子

の同定技術を用いて、肺癌に関わるmiRNAの標

的遺伝子群の同定を行うこと、それによる肺

癌発症の分子機序を明らかにすることを目的

としている。 

 

３．研究の方法 

  これまでにプロテオミクス解析により検

出された miR-19a の新規標的候補遺伝子、お

よび、miRNA 標的遺伝子検索プログラムソフ

トにて新たに同定された新規の標的候補遺

伝子について、mRNA 3’非翻訳領域における

miRNA 結合配列の確認、Luciferase reporter 

assay、IVPD 法、Western blotting 法を行う

ことにより、標的遺伝子の絞り込みを行い、

miR-19a の新規標的遺伝子を同定する。肺癌

細胞株を用いて、得られた miR-19a の新規標

的遺伝子の機能解析、細胞癌化機構への関わ

りを明らかにする。 

 

４．研究成果 

(1)miR-17-92クラスターが高発現している肺

癌細胞株にmiR-19a、20a、92-1に対する

anti-miRNA Locked Nucleic Acid (LNA)をそ

れぞれ導入した後に、2次元電気泳動と質量分

析型を用いて、コントロールに比し発現上昇

を示す蛋白の検出と同定を行った。これらの

蛋白をコードする遺伝子の中から、そのmRNA

の３’非翻訳領域上に、対応するmiRNA結合配

列を持つ遺伝子を標的候補遺伝子として選択

した。miRNAが細胞内で確かに当該遺伝子を制

御しているかどうかを明らかにするために、

当該遺伝子のmiRNA結合配列を持つ

Luciferaseレポータープラスミドを作成して

Luciferaseアッセイを行い、miRNAにより発現

抑制を受ける遺伝子を絞り込んだ。 

(2)miRNAの標的遺伝子mRNAを回収するIVPD法

の最適条件（反応条件、洗浄条件等）を検討

した。HEK293細胞から細胞抽出液を作成し、

ビオチン修飾miR-19aと結合反応させ、

miRNA-mRNA複合体をアビジンビーズで回収し

た。回収されたRNAよりcDNAを作成した。miRNA

標的遺伝子検索プログラムソフトで選択され

る遺伝子群のうち癌化に関わる遺伝子に絞り

PCR用のプライマーを作成した。このプライマ

ーで上記のcDNAを増幅することで、miR-19a

に結合していたmRNAを見いだした。得られた

遺伝子のmiRNA結合配列を挿入したルシフェ

ラーゼプラスミドを作成した。anti-miR-19a 



(LNA)の存在下、非存在下でルシフェラーゼア

ッセイを行うことにより細胞内でmiRNAが作

用する遺伝子を絞り込んだ。 

(3)HEK293細胞にmiR-19a mimic RNAを導入し

てmiR-19aを増加させて蛋白発現解析を行な

い、コントロールRNA導入細胞に比して蛋白量

が減少するものを標的遺伝子として絞り込ん

だ。さらに、anti-miRNA Locked Nucleic 

Acid(LNA)を導入してmiR-19aをノックダウン

させて蛋白発現解析を行ない、コントロール

LNA導入細胞に比して蛋白量が上昇するもの

を絞り込んだ。最終的に、miR-19aの標的遺伝

子として４種類の遺伝子（FOXP1, TP53INP1, 

TNFAIP3, TUSC2）を同定した。 

(4)肺癌細胞１３株を用いて、miR-19aの発現

量を検討した。その中で、最もmiR-19a高発現

肺癌細胞と低発現肺癌細胞株を選んで、

miR-19a mimic RNAおよびアンチセンス

miR-19a LNA(Locked Nucleic Acid)を導入し、

確かにmiR-19aが細胞増殖の促進に関わる事、

miR-19a量の変動に伴い新規標的遺伝子の蛋

白質が変動する事を確認した。miR-19aの新規

標的遺伝子４種のcDNA発現ベクターを作成し、

miR-19a高発現肺癌細胞と低発現肺癌細胞株

にTransient Transfectionにより遺伝子導入

を行った。そのTransientな遺伝子導入細胞を

用いて、細胞増殖能、コロニー形成能に及ぼ

すmiR-19aの標的遺伝子の効果・影響を検討し

た。その結果、新規標的遺伝子４種の導入は

コロニー形成を抑制する事が明らかになった。

しかし、細胞の遺伝子導入効率が非常に悪く

Transient Transfection系では評価が難しい

ので、G418選択することにより、安定したcDNA

発現ベクター導入株を単離した。 

(5)樹立したそれぞれの株を用いて、増殖能、

遊走能、浸潤能について確認したところ、４

遺伝子とも肺癌細胞の増殖、遊走の抑制を示

した。浸潤については、TNFAIP3, TUSC2は浸

潤抑制能を示したが、FOXP1, TP53INP1 は細

胞により異なる結果を示した。以上の結果を

まとめると、我々が同定した miR-19a の新規

標的遺伝子である FOXP1、TP53INP1、TNFAIP3、

TUSC2 は、癌細胞において遺伝子ごとに浸潤

抑制能に違いはあるものの、４遺伝子とも増

殖抑制能と遊走抑制能を示した。よって、

miR-19a が異常な高発現をすることにより、 

FOXP1、TP53INP1、TNFAIP3、TUSC2 の蛋白発

現が抑制され、癌の悪性化が進行すると考え

られた。本研究のデータに関して論文作成と

投稿を行ない、PLOS ONE に出版された。 
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