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研究成果の概要（和文）：本研究では、新たな機能的miRNAのスクリーニング法として、RISC-capture法を確立
した。これにより悪性リンパ腫細胞においてmiRNAの機能が異常に低下していること、その結果本来抑制される
べきBCR経路などのシグナル伝達経路の脱制御が起こり、慢性的な活性化を引き起こすメカニズムが明らかにな
った。さらにmiRNA発現異常メカニズムとしてエピジェネティック異常を同定し、腫瘍化過程におけるエピゲノ
ム異常の重要性を示した。さらに腫瘍化における遺伝子翻訳異常の重要性も明らかにし、これらに対する阻害剤
が次世代創薬につながることを示した。

研究成果の概要（英文）：Defenseless signaling is the true nature of the cancer cell. By using 
RISC-capture assay for normal and clinical samples, this study demonstrates that the signaling 
cascade habitually confronts epigenetic interference composed of miRNA group in human cells. In 
malignant lymphoma cells, aberrant action of epigenetic factors hierarchically influences the 
functional miRNA en masse, enhancing target gene translation and coherent active crosstalk involving
 NF-kB, Ras-Erk, and Akt-mTOR. We illustrate an example of a biological masterplan comprised of 
signaling networks, miRNAs, translation regulation, and epigenetic mechanisms. Furthermore, we show 
that appropriate inhibition of the signaling cascades or the epigenetic abnormality appear to be 
effective for malignant lymphoma.

研究分野：分子生物学、ゲノム医科学、分子腫瘍学

キーワード： microRNA　エピジェネティクス　悪性リンパ腫　HTLV-1　ATL　遺伝子翻訳
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景	
microRNA(miRNA)は真核生物に広く保存され
ている 19-24nt の機能性非コード RNA である。
主に mRNA の 3’UTR を相補性によって認識し、
RNA の分解と翻訳抑制を介して遺伝子発現制
御を行う。ショウジョウバエを中心に miRNA
を取り巻く分子機構は急速に理解が進み、同
時に miRNA の生物学的多機能性も提唱されて
いる。それは miRNA が細胞の機能や分化制御
に必須であり、また特にがんや感染症など疾
患研究において多くの miRNA の発現異常が同
定されていることに起因する。短い RNA が
様々な生物学的イベントに与えるインパク
トは、発見当初の予想を遥かに超えるもので
あったと言える。疾患における miRNA の役割
を明らかにする上で、注目する miRNA の絞り
込みと標的遺伝子の同定が必須である。しか
し従来の手法は miRNA 発現量の差異のみで絞
り込み、標的についても予測のみ、あるいは
モデル細胞を用いた人工的な過剰発現によ
る同定が大半を占めており、周辺の分子メカ
ニズムと biological	impact を考慮した研究
が不足している。実際には一つの miRNA が一
標的遺伝子に対してもつ抑制能力は非常に
小さく、従って一つの分子間にのみ焦点を当
てる研究から全体像を見るべき新たな局面
を迎えている。解析技術が充実したビッグデ
ータ時代にある今、miRNA の本質的な理解は
従来のストラテジーでは回答を得ることが
できない重要な課題である。	
	
２．研究の目的	
本研究は「シグナル伝達系を標的とした新た
な機能的 miRNA スクリーニング法の確立と、
miRNA とエピジェネティクスが形成する複雑
なクロストークの解明」を目的とした。これ
までの研究成果と研究材料を活かし、疾患研
究で特に注目されている miRNA とエピジェネ
ティクスに対して基礎から応用までを網羅
した研究を計画した。がん細胞の生存と増殖
に必須なシグナル伝達経路に注目し、新たな
手法を用いて miRNA 群の本質的な機能と存在
意義を明らかにする。またグローバルな
miRNA 制御機構とエピジェネティクスの関与、
複雑なクロストークの存在証明とその制御
機構を明らかにし、がん細胞が miRNA による
Buffer 効果から回避していることを証明す
る。さらにがんの根本である遺伝子異常と
miRNA 及びエピジェネティック異常の実際的
な関連について悪性リンパ腫をモデルに検
討する。基礎生物学の理解と概念の進歩に貢
献し、同時に予後不良の悪性リンパ腫の新た
な治療標的とバイオマーカーの提案によっ
て社会に貢献する。	
	
３．研究の方法	
•	RISC-capture	assay の確立と各種 B 細胞の
解析	
細胞中のRISC-RNA複合体は、細胞溶解後AGO2
に対する抗体を用いた免疫沈降法によって

精製した。RISC 複合体に含まれる RNA を精製
したのち、qRT-PCR によって標的 mRNA 及び
miRNA の定量を行った。	
	
•	miRNA の機能解析		
各 miRNA の機能やシグナル伝達系を解析する
ために、目的の miRNA や shRNA を発現するレ
ンチウイルスベクターの作成を行った。レン
チウイルスベクターは理化学研究所バイオ
リソースセンター三好浩之教授が開発した
系を利用した。miRNA の標的遺伝子の同定は、
TargetScan による予測を行ったのち、3’UTR
を luciferase につなげたレポーターアッセ
イにより検証を行った。また各 miRNA を過剰
発現させた細胞を用いてRT-PCR及びWestern	
blot により標的遺伝子を決定した。さらに
miRNA によって直接制御されているかを確認
する為に、miRNA を過剰発現させた細胞から
RISC-RNA 複合体を精製し、標的 mRNA の定量
を行った。	
	
•	遺伝子翻訳異常の解析	
腫瘍細胞及び正常細胞からリボソームを含
む細胞質溶液を調製し、ショ糖密度勾配遠心
法によりリボソーム分画を分取した。各分画
に含まれる mRNA を発現アレイを用いて網羅
的に定量することで、各遺伝子の翻訳レベル
を定量し比較検討を行った。	
	
•	エピゲノム解析	
腫瘍細胞及び正常細胞の全プロモーター上
の H3K27me3 レベルを ChIP-on-chip 法を用い
て解析した。比較解析及び遺伝子発現データ
との統合解析によって、メチル化によって抑
制される遺伝子を決定し、また miRNA への影
響も検討した。	
	
４．研究成果	
•	機能的 miRNA のスクリーニング法の確立と、
悪性リンパ腫における miRNA 機能異常	
まず機能的 miRNA の新たなスクリーニング法
として、RISC-capture 法を確立した。本手法
は、細胞内の Argonaute 複合体を免疫沈降法
で精製し、複合体に含まれる miRNA と標的と
なる mRNA を抽出して分析する。これにより、
細胞内で機能する miRNA と標的 mRNA を同時
に定量することが可能になった。実際に正常
B、T リンパ球、及び各種リンパ腫細胞株、さ
らに実際のリンパ腫凍結サンプルに対して
RISC-capture 法を実施し、リンパ腫において
様々な miRNA が機能異常となっていることを
明らかにした。また同時に RISC に取り込ま
れた(=miRNA の標的となる)mRNA を定量した
ところ、びまん性大細胞型 B 細胞リンパ腫
(DLBCL)において、BCR の下流のシグナル伝達
経路においてシグナルを増幅させる因子群
の mRNA の取り込み効率が低下していること
を明らかにした	(図 1)。そこで実際の miRNA
の機能を検討するために、AGO2 などの RISC
構成因子を正常 B細胞においてノックダウン



したところ、BCR 経路が活性化し、B 細胞の
増殖が促進された	(図 2)。以上のデータは、
リンパ腫細胞における BCR 経路の慢性的な活
性化が miRNA の機能低下によって引き起こさ
れていることを示しており、B 細胞リンパ腫
に対する新たな治療方策として、miRNA の機
能をまとめて調節する意義が示された。	
	

	
図 1.	正常 B 細胞における BCR 経路因子 mRNA

の AGO2 複合体への取り込み	
	

	
	 図 2.	正常 B細胞においてAGO2を阻害する

と、BCR 経路が活性化する	
	
•	miRNA 異常による遺伝子翻訳異常への影響
の検討	
miRNA によって翻訳依存的に抑制される遺伝
子を検討できる Ribosome	profiling 法を開
発した。これにより miRNA によって翻訳抑制
された遺伝子を定量的に評価することが可
能になった。これまでに明らかにした miRNA
異 常 の 意 義 を 検 討 す る た め に 、 miRNA	
(-200c,-203,-31)をリンパ腫細胞株に導入
し、Ribosome	profiling 法によって BCR シグ
ナル因子を評価したところ、BCR 因子の多く
が miRNA によって制御されることがわかった	
(図 3)。シグナル経路を整理し、且つ実験的
に検証した結果、miR-200c,-203,-31 は NF-kB、
Ras-MAPK、PI3K-Akt シグナル経路に対して抑
制的に働くことがわかった。	
つまりリンパ腫細胞における miRNA の発現低
下が BCR シグナルの慢性的な活性化を促すと
考えられた。さらに、これらのmiRNA群がEZH2
依存的なエピジェネティック異常によって
抑制されることも明らかにした	(Yamagishi	
et	al.,	Sci.	Rep.,	2015)。	
	
	
	

	 	

	
図 3.	miRNA の標的遺伝子の同定(左)と、BCR

経路因子の miRNA 標的配列(右)	
	
•	ウイルス感染、腫瘍化過程におけるエピジ
ェネティック異常による miRNA 発現減少	
	
miRNA 群発現減少の分子メカニズムを検討し
た結果、リンパ腫細胞におけるポリコーム群
依存的なエピジェネティックな異常が原因
であることがわかった。ポリコーム群は
miRNA の発現を全体的に負に制御し、その結
果多くの miRNA によって制御されるべき標的
遺伝子の慢性的な過剰発現を引き起こして
いることを明らかにした。成人 T 細胞白血病
(ATL)においてはポリコーム群により少なく
とも 60 種以上の miRNA の発現が著しく低下
しており、ATL 細胞における遺伝子発現ネッ
トワークの全体的な異常に対する miRNA の重
要性が強く示唆された。	
HTLV-1 感染細胞で発現する Tax 遺伝子は、宿
主ポリコーム複合体の構成因子の発現レベ
ルを変化させ、また直接相互作用することで
宿主エピゲノムパターンを変化させること
を明らかにした。Tax によって誘導されるエ
ピジェネティックな発現異常は、感染初期、
及び無症候性キャリアの感染細胞ですでに
成立しており(図 4)、また HTLV-1 感染細胞の
不死化過程に不可欠であったことから、Tax
によるエピジェネティックな異常が HTLV-1
感染症において非常に重要なイベントであ
ることが示された(図 5)。またポリコーム群
について詳細な検討を行い、リンパ腫細胞に
おける EZH1 及び EZH2 の重要性を明らかにし
た(Fujikawa	et	al.,	Blood,2016)。EZH1 及
び EZH2 を同時に欠損させることにより、ATL
細胞や他の悪性リンパ腫細胞に対して合成
致死を誘導できることを明らかにした。	
	

	
図 4.	ATL 細胞と Tax 不死化細胞の H3K27me3
異常蓄積の実態。両者は酷似していた。	
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higher methylation level and corresponding lower expression at the
acute phase (supplemental Figure 10A).

We detected epigenetic accumulation in the infected cells from
asymptomatic carriers. Immunofluorescence microscopy analysis after

cell sorting showed H3K27me3 accumulation in the CD41/CADM11

subpopulation(Figure7D).PCR-ChIPassaysuggestedthat theepigenetic
change specifically occurred in the CADM11–infected cells
(Figure 7E). Finally, we observed differential sensitivity to the

Figure 6. Epigenetic alterations caused by HTLV-1 Tax. (A) Construction of Tax-expressing lentiviral vector. Tax-IRES-Venus expression is controlled by EF1a promoter.
(B) Left: graph showing proportion of Venus1 cells in PBMC cultures that were transduced with Tax WT, Tax M22 (NF-kB–deficient), Tax C29A (nuclear
localization–deficient), F-Tax (CREB-deficient), or empty lentivirus. DZNep (500 nM) or GSK126 (1 mM) were cotreated for 21 days to inhibit endogenous EZH2. Right:

representative flow cytometry showing expansion of Venus1 (Tax-expressing) population by Tax expression, which was inhibited by GSK126 or DZNep treatment. PBMCs
from 1 of 4 healthy donors was reproducibly immortalized by Tax expression, which is consistent with a previous report.51 (C) Expression levels of EZH2 and miR-31 in Tax-
dependent immortalized cells (Tax-cell, 5 weeks post lentivirus transduction) quantified by quantitative reverse-transcription PCR (n 5 3, mean 6 SD, P , .05). (D)

Representative flow cytometry showing H3K27me3 level in mock (activated PBMCs) and Tax-cell (30 weeks post-transduction). Staining without primary antibody was used
as a negative control. (E) Methylation intensity profiling of each probe in ATL cells, normal CD41 T cells, and Tax-cell. Relative H3K27me3 levels of normalized each probe

(P , .05) are shown in histogram. (F) Heat map and hierarchical clustering of H3K27me3 level at regions (P , .05) in ATL cells, Tax-cell, activated CD41 T cells, and control
resting CD41 T cells. (G) Venn diagram showing overlap between regions with H3K27me3 gain (P , .05) in ATL cells and Tax-cell compared with normal CD41 T cells. (H)
Box pot showing relative H3K27me3 levels at the overlapped 82.9% regions defined in (G) in resting and activated CD41 T cells, Tax-cell, and ATL cells (*P , 1E210). (I)

Composite H3K27 methylation profiles of 12 050 probes that showed H3K27me3 gain in ATL cells compared with normal CD41 T cells. (J) P value showing results of
gene ontology analysis of genes that were associated with H3K27me3 gain in ATL and Tax-cells defined in (G) and downregulated in acute-type ATL (expression profile
FC , 21.5, P , .05) compared with normal CD41 T cells.
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図 5.	Tax による T 細胞の不死化は EZH2 の阻

害によってブロックされる	
	
•	リンパ腫細胞における翻訳異常の網羅的
解析	
腫瘍細胞で減少した miRNA によって脱制御さ
れた遺伝子は転写レベルだけでなく、翻訳レ
ベルで発現上昇することがわかった。遺伝子
翻訳制御は転写制御と独立したシステムで
構成されており、腫瘍細胞ではエピゲノム異
常を契機に、転写、翻訳の各段階で異常な発
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