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研究成果の概要（和文）：DNAの変異はがんの発生・進展に重要な役割を果たすが、RNA編集もがんに寄与する可
能性がある。ヒトで最も一般的なRNA編集はアデノシンからイノシンへの編集で、がんにおけるmRNAのRNA編集に
ついては報告があるが、miRNAについては十分な検討がなく、非小細胞肺がんにおいてRNA編集を受けるmiRNAを
探索することとした。肺腺がんのNGSデータ解析によりmiR-200b, 381におけるRNA編集の増加と、miR-99a, 379,
 411, 497におけるRNA編集の減少を同定した。肺がん手術検体の解析ではmiR-99aのRNA編集低下は術後再発のバ
イオマーカーとなることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Genetic mutations play important roles in cancer development and 
progression, but RNA editing also alters RNA sequence and may contribute to cancer biology. The most
 prevalent form of RNA editing in human is Adenosine to Inosine editing (A to I editing) mediated by
 ADAR1 and ADAR2. Recent study has shown altered editing levels of protein coding genes in cancer, 
but RNA editing of miRNAs have not been studied in detail. The purpose of the study is to identify 
miRNAs that undergo A to I editing in non-small cell lung cancer (NSCLC).
Using the publicly available small RNA sequencing data of lung adenocarcinoma, we identified gain of
 editing in miR-200b and miR-381 and loss of editing in miR-99a, miR-379, miR-411, and miR-497. We 
analyzed the editing levels of miR-99a in 50 cases of surgically resected NSCLC, and loss of editing
 was observed in 19 cases. The loss of miR-99a editing was associated with relapse after surgery. 
The RNA editing of miR-99a can be used as a biomarker of NSCLC.

研究分野： 呼吸器内科学、腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
（１）miRNA とがん 
マイクロRNA (miRNA)は標的遺伝子の3’

非翻訳領域(3’UTR)への結合により標的遺伝
子の発現を抑制し、発生・細胞増殖・発がん
など多くの生命現象に関与している。がんに
おいて miRNA の発現は変化しており、がん
遺伝子もしくはがん抑制遺伝子として機能
する miRNA が数多く報告されている。 
 
（２）申請者のこれまでの研究 
申請者は肺がんにおける miRNA の発現

低下機序としてエピジェネティクス異常に
注目し研究を進めてきた。例えば miR-34b
とmiR-126はDNAメチル化による発現制御
を受けており miR-34b の DNA メチル化は
リンパ管浸潤と相関すること（Watanabe et 
al. Int J Cancer 2012）、miRNA の DNA メ
チル化が術後再発に関連すること（Kitano, 
Watanabe et al. Cancer Sci 2011)、miR-139 
が肺がんにおいて転移抑制的に機能し、DNA
メチル化とは独立したヒストン修飾(Histone 
H3 Lysine 27 のトリメチル化)により発現抑
制されることを明らかにした（Watanabe et 
al. Cancer Medicine 2015）。 
また miRNA の結合部位となる 3’UTR に

着目し、肺がんにおける 3’UTR の短縮化
の網羅的解析を行い、3’UTRが短縮している
遺伝子群を同定した。この研究では 3’UTR 
短縮化が予後不良因子となっていること、肺
がんにおける PABPN1 遺伝子の発現低下と
細胞増殖マーカーの発現増加が 3’UTR 短縮
化と相関していることを報告し（Ichinose, 
Watanabe et al. Cancer Sci 2014)、miRNA
の発現量の変化のみならず標的遺伝子側の
変化が、がんにおける miRNA の機能に影響
を及ぼしている可能性が示唆された。以上の
研究により申請者は肺がんにおける miRNA 
研究の基盤を構築した。 
 
（３）RNA 編集とがん 

RNA 編集とは転写後に RNA の塩基配列
が変化することで、ヒトではアデノシン（A）
が脱アミノ化酵素（ADAR1, ADAR2）によ
りイノシン（I）に変換される A-to-I editing 
が最も知られている。 
がんでは RNA 編集の状態が変化しており、

例えばグルタミン酸受容体遺伝子は正常神
経細胞で完全に RNA 編集を受けているが、
神経膠芽腫では RNA 編集の割合が低下する
ことが報告されている（Mass et al. PNAS 
2001）。 
最近、肝細胞がんにおいて、ADAR1 の発

現亢進とADAR2 の発現低下に伴いRNA 編
集が変化していること、ADAR1 はがん遺伝
子として ADAR2 はがん抑制遺伝子として
機能することが報告された（Tim et al. Gut 
2014）。すなわち RNA 編集の変化は RNA の
塩基配列の変化を介して、がん化やがんの形
質に直接寄与している可能性がある。 

 
（４）miRNA の RNA 編集 

RNA 編集を受ける遺伝子としてグルタミ
ン酸受容体遺伝子など少数の protein coding 
gene が報告されてきたが、最近 miRNA の
一次転写産物である pri-miRNA が RNA 編
集を受け、miRNA のプロセシング効率や
miRNA の機能が変化することが報告された
（Kawahara et al. Science 2007, Kawahara 
et al. NAR 2008）。従って、がんにおいて
miRNA の RNA 編集が変化し miRNA の機
能が変化することが、がん化やがんの形質に
寄与している可能性がある。実際、神経膠芽
腫においてmiR-376a*のRNA 編集が低下す
ることで転移が促進されることが報告され
た（Yukti et al. JCI 2012）。 
 
（５）予備解析 
肺がん組織のマイクロアレイデータを用

いた予備解析で、ADAR2 が非小細胞肺がん、
特に扁平上皮癌において発現低下し、
ADAR2 発現低下はリンパ節転移や予後不
良と相関しており、肺がんにおいて RNA 編
集の変化が生じている可能性が示唆された。
以上を踏まえて、本研究課題では肺がんにお
ける miRNA の RNA 編集の変化と ADAR1, 
ADAR2 の機能について解析することとし
た。 
 
２．研究の目的 
肺がん手術検体や肺がん細胞株を用いて

RNA 編集が変化している miRNA を同定す
る。これにより RNA 編集に関連した新たな
バイオマーカーを確立し、肺がんの臨床的悪
性度（術後再発、化学療法反応性、予後など）
との関連を明らかにする。また①ADAR1, 
ADAR2 遺伝子の機能解析、②RNA 編集を
受ける遺伝子の機能解析、を行うことで、肺
がんにおける RNA 編集の変化が、がん化や
がんの形質にどのように寄与しているかを
明らかにする。 
 
（１）RNA 編集をうける miRNA の同定 
 正常肺組織と肺がん手術検体、もしくは正
常気道上皮細胞と肺がん細胞株の比較を行
い、肺がんにおいて RNA 編集が変化してい
る（亢進もしくは低下）遺伝子を同定する。
miRNA のスクリーニングのために公開され
ている small RNAのNGSデータを用いるこ
ととする。 
 
（２）臨床検体での RNA 編集の解析 
当院での肺がん手術検体を用いて RNA 編

集の変化を定量的に解析し、病理学的所見
（病期や脈管浸潤）や臨床所見（術後再発や
予後）との関連を検討する。 
 
（３） ADAR1, ADAR2 の機能解析 
肺がん手術検体や肺がん細胞株を用いて

ADAR1, ADAR2 の発現量を検討し、RNA 



編集と ADAR1, ADAR2 の発現量との関連
を明らかにする。ADAR1, ADAR2 が低発現
の肺がん細胞株にこれらの遺伝子を導入し、
RNA 編集の変化を検討する。またこれらの
遺伝子の導入によりがん細胞の形質（増殖能、
遊走能、浸潤能、in vivo での腫瘍形成能）
がどのように変化するかを検討する。 
 
（４）miRNA の機能解析 
肺がんにおいて RNA 編集が変化し病理学

的所見や臨床所見との関連が見いだされた
miRNA については、肺がん細胞株を用いて
機能を解析する。特に RNA 編集が miRNA
の seed 配列内に位置するものについては
RNA 編集に伴い miRNA の標的遺伝子が変
化している可能性があり、miRNA の機能の
変化を説明できる可能性がある。 
 
３．研究の方法 
（１）RNA 編集をうける miRNA の同定 

NGSのデータを用いて miRNA の RNA 編
集を網羅的に同定する方法が Alon らによっ
て報告された（Alon et al. Genome Res 
2012）。そこで公開されている肺腺がんの
small RNA の NGS のデータベース(Vucic et 
al. BMC Cancer 2014)を用いて、正常肺組織
と肺がん組織において最も高率に RNA 編集
を受けている miRNA を検索した。同定され
た miRNA のうち、がんと正常肺組織との比
較で RNA 編集の割合が変化している
miRNA を同定した。 
 
（２）臨床検体での RNA 編集の解析 
肺がん手術検体において RNA 編集を定量

するために Taqman Advanced miRNA 
cDNA Synthesis Kit (Applied Biosystems)
を用いて cDNA を合成し、RT-PCR にて目的
の mature miRNA を増幅した。PCR 産物を
tandemに ligationした後にTA cloningし、
複数のプラスミドの sequence を行うことに
よって RNA 編集の割合を定量した。 
 
４．研究成果 
（１）RNA 編集をうける miRNA の同定 
公開されている NGS のデータベースを解

析し肺腺がんにおいて RNA 編集の割合が変
化している miRNA を同定した。肺がんにお
いて RNA 編集の割合が増加している
miRNAとしてmiR-200b, miR-381が同定さ
れ、一方肺がんにおいて RNA 編集の割合が
減少している miRNA として miR-99a, 
miR-379, miR-411, miR-497 が同定された。 
 
（２）臨床検体での RNA 編集の解析 
同定された miRNA のうち RNA 編集の比

率が高い miR-99a に着目して、肺腺がんの手
術検体 50 例の腫瘍部位と各々の対応する正
常肺組織部位との RNA 編集の割合を定量し
た。50 例中 19 例において正常肺組織部位と
比較して RNA 編集の低下があり、1 例で上

昇があり、30 例では変化が認められなかった。
またmiR-99aのRNA編集が低下している症
例では術後再発の割合が高い傾向が見いだ
された。 
 
（３）今後の検討課題 

miRNAのRNA編集はmiRNAの標的遺伝
子を変化させたり、プロセシング効率や発現
量に変化をもたらしたりする可能性がある。
今回同定された miRNA の機能解析を行うこ
とで、miRNA の RNA 編集ががん化やがん
の形質に直接寄与するかどうか検討する予
定である。また ADAR1, ADAR2 の機能解析
を進めることで RNA 編集の肺がんにおける
役割を検討する予定である。 
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