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研究成果の概要（和文）：MIR34aを胃癌細胞株に導入すると顕著な増殖抑制効果が得られ、機序としてオートフ
ァジーの誘導が示唆された。MIR34aはSLC2A1、LDHAの発現制御を介し、ラクテート産生、グルコース取り込みを
抑制することが示唆された。また臨床検体においてもLDHA、SLC2A1の発現亢進を認めMIR34aの脱制御によりこら
れの遺伝子の発現亢進が胃癌促進的に機能している可能性が示唆された。また副次的にDDX6がMYC発現を調節し
胃癌促進的に機能することを見出した。更に、他のPTBP1標的遺伝子miRNAを同定した。これらの事象はWarburg
効果を標的とした創薬開発に重要な所見である。

研究成果の概要（英文）：The ectopic expression of MIR34a significantly inhibited the cancer cell 
growth through the induction of autophagy in gastric cancer (GC) cells. The production of lactate 
and the up-take of glucose were decreased in MIR34a-treated GC cells through the down-regulation of 
the expression levels of SLC2A1 and LDHA. Also, the expression levels of LDHA and SLC2A1 were 
up-regulated in clinical GC samples. Our findings implied that dysregulation of MIR34a-expression 
affect the acquisition of the Warburg effect in GC cell. Additionally, we revealed that RNA-helicase
 DDX6 promote GC development by regulation of MYC. Also, we detected new PTBP1-associated miRNAs. 
Our findings in this project were very important for innovative drug development which targets the 
Warburg effect.

研究分野：消化器外科、核酸創薬、分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 近年、メタボローム解析の結果よりがん特
異的エネルギー代謝機構（Warburg効果）の
重要性が再認識されている。しかしながら
Warburg 効果の成立機構は十分に解明され
ていない。我々は先行研究で microRNA
（miRNA）がWarburg効果成立機構に及ぼ
す影響を検証してきた。その結果より、解糖
系の律速酵素である、ピルビン酸キナーゼ
(PKM)アイソフォームの発現比が、がんでは
PKM2 優位に傾くことが重要であることを
見出した(引用文献 1)。更に、PKMアイソフ
ォームを制御するスプライサー遺伝子とし
てHNRNP familyに属するPTBP1が重要で
あること、PTBP1 は臓器特異的（脳、筋に
分布する）miRNA によって制御されている
ことを明らかにしてきた（引用文献 1）。この
ことから、Warburg 効果成立機構には
miRNA が深く関与していることが想定され
る。また、我々は先行研究で、MIR34aが胃
癌で脱制御されていることを示した（引用文
献 2）。更に、Warburg効果成立には代表的、
がん促進的転写因子である MYCの関与が示
唆されており、MIR34aはMYCの発現を制
御することが知られていたため、本研究では
胃癌における Warburg 効果成立機構を
MIR34aの関与から解明することを目標に研
究を進めることとした。最終的な大目標は
miRNA の創薬化であり、本検討でも予後不
良である、スキルス胃癌（印環細胞癌）を用
いる事を計画し研究に臨んだ。 
 
２．研究の目的 
MIR34a の胃癌における Warburg 効果成立
機構に対する関与を解析することで、
Warburg効果成立におけるmiRNAの役割を
詳細に明らかにする。また、これまで研究対
象としてきた PTBP1、PKMアイソフォーム
や、それを調節するmiRNA以外のWarburg
効果関連遺伝子を同定し、機能を解析するこ
とを目標とした。核酸創薬に繋がる検証を行
い次世代医薬としてmiRNA創薬の可能性を
探ることを最終的な大目標とした。 
 
３．研究の方法 
・細胞株：胃癌細胞株として MKN-45、
NUGC-3、印環細胞癌の細胞株として
KATOIII、HSC-39を用いた。 
・細胞導入実験：MIR34a(Ambion®)をリポ
フェクション(Lipofectamine™ RNAiMAX)
を用いて導入した。効果を約 60 時間後に解
析した。 
・siRNA: BLOCK-iT™ RNAi Designerを用い
て設計した。 
・細胞増殖能：トリパンブルー染色による細
胞数カウント、及び CellTiter-FluorTM Cell 
Viability Assay（Promega）を用いた。 
・蛋白発現解析：目的の各種1次抗体に対し、
ウェスタンブロッティング法(WB法)及び、
免疫蛍光染色法（IF、IHC）を用いて解析し

た。 
mRNA/miRNA 発 現 ： リ ア ル タ イ ム
PCR(RT-PCR)法を用いた。 
miRNA の標的遺伝子に対する結合能：
Luciferase reporter assayを用いた。 
阻害剤実験：miRNAの阻害剤を適宜併用した。
オートファジー阻害剤として 3-メチルアデ
ニン（3-MA）を MYC 阻害剤として 5-(4-エ
チルベンジリデン)ロダニン用いた。 
・形態学的解析：透過型電子顕微鏡を用いた。 
・ラクテート産生量、グルコース取り込み量： 
GloTM Assay (Promega)を用いた。 
・データベース：Target Scan 7.1 database 
(http://www.targetscan.org/) 、 Oncomine 
(https://www.oncomine.org/resource/login.html) 
を用いた。 
 
４．研究成果 
先ず、初めに胃癌細胞株 MKN-45、

KATOIII に MIR34a を導入し細胞増殖能に
与える影響を解析した。MKN-45においては
顕著な増殖能の抑制を認めた。KATOIIIに関
しては細胞導入高率が不良で解析が不十分
であった。そこで更に細胞株として NUGC-3、
HSC-39 を追加し、検証を加えた。両細胞株
で、顕著な増殖能の抑制効果を認めた（図 1A）。
以降の実験では MKN-45 と印環細胞株とし
て HSC-39 を選択した。何れの細胞も
MIR34a阻害剤併用により細胞増殖能が回復
した（図 1B）。 
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 次に、PARP1、MAP1LC3Bの蛋白レベル
での発現を WB 法で解析した。PARP1 の断
片化を認め、アポトーシスを示唆した。また
MAP1LC3Bは 1から 2への顕著な発現移行
を認めた（図 2）。また電子顕微鏡で形態を観
察したところ、多数のオートファゴソームを
認めた。一部にクロマチン凝集、断片化を認
めWB法の解析結果に矛盾しなかった（図 3）。
本研究では Warburg 効果との関連性に着目
していたため、オートファジーの誘導が特に
重要であると考えた。更に 3-MAを併用し細



胞増殖能を解析したが、オートファジーの導
入が顕著であり至適濃度でMAP1LC3Bの移
行をキャンセル出来ず、今後の課題とした。 
 図 2        図 3 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 これまでの研究成果で解糖系反応の律速
酵素である PKMに関して、PTBP1を標的と
する miRNA を導入すると、がんで優位な
PKM2 の発現が PKM1 に移行することを見
出していた。MIR34a は PTBP1 を直接標的
とはしないが、PTBP1 の転写を促進する
MYC を制御することが知られているため、
MIR34a が Warburg 効果に及ぼす影響を
PTBP1、PKMアイソフォームの発現変化か
ら間接的に検証した。MYCの発現はMIR34a
導入胃癌細胞株で顕著に抑制された。しかし、
これまで認めた、PKM アイソフォームの発
現変化は認められなかった（図 4）。PKM2
のリン酸化は抑制されたが、この点について
は検証・考察を追加する必要がある。 
 
図 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 MIR34a の Warburg 効果における機能を
更に解析するため、データベースを用いて、
MIR34a が直接標的とする Warburg 効果関
連遺伝子について検索した。Target Scan 7.1 
database では解糖系の最終産物である、
LDHA が MIR34a により直接制御されてい
ることが示された。よってMIR34a導入胃癌
細胞株における LDHA の蛋白発現を WB 法
で検証したところ、顕著な発現抑制を認め、
その効果は MIR34a 阻害剤で一部キャンセ
ルされた（図 5）。また Luciferase reporter 
assay で MIR34a が LDHA に結合すること
が示された（図 6）。 
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 一方、グルコーストランスポーターとして
解糖系の入口に存在する膜蛋白、SLC2A1の
発現を解析したところ、MIR34a導入胃癌細
胞株で SLC2A1 の顕著な発現抑制を認めた
（図 7）。WB法による蛋白発現に関してはバ
ンドが広範囲の分子量に検出されるため正
確な同定にやや難渋した。今後、MIR34a阻
害剤併用によるキャンセル効果を検証する
計画である。 
 
図 7 
 
 
 
 
 
 
 
 また、MIR34aの SLC2A1の発現制御メカ
ニズムを追求した。siRNA及びMYC阻害剤
5-(4-エチルベンジリデン)ロダニンを用いて
MYCをノックダウンさせ SLC2A1発現を解
析した。一部の系では SLC2A1の抑制を認め
たが（図 8）、更なる検証を追加する必要があ
る。またMYCが SLC2A1の転写因子となる
可能性が示唆されたため、MYC ノックダウ
ン時の SLC2A1のmRNA発現レベルを解析
したが発現抑制を認めなかった。また、
SLC2A1を標的とするmiRNAの挙動を解析
したが MIR148a の発現上昇は認めなかった。 
MIR34a の SLC2A1 制御システムに関して
は今後検証が必要である。 
 
図 8 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
更に、MIR34a導入胃癌細胞株においてラク
テート産生量、グルコース取り込み量を解析
したところ、MIR34aを導入することで、ラ
クテートの産生量、グルコースも取り込み量
が減少した（図 9）。実験結果をより確固たる
ものにするため、追加実験を考慮しておりメ
タボローム解析を追加するかを検討中であ
る。 
 



図 9 
 
 
 
 
 
 
 
 
 次に臨床検体における SLC2A1、LDHAの
発現を解析した。データセットを用いて
mRNAを解析した所、両遺伝子の胃癌組織に
おける発現亢進を認めた（図 10）。 
 
図 10 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
  
一部、利用可能な手術検体を用いて、両遺伝
子の蛋白発現をWB法で解析したところ、が
ん組織における両遺伝子の発現亢進を認め
た（図 11）。更に現在、IHCを用いての検討
を重ねている。我々の先行研究において、胃
癌では MIR34a の脱制御が示唆されていた
ため、胃癌においてはMIR34aの脱制御によ
り Warburg 効果成立に関与する遺伝子発現
が亢進し、Warburg効果を獲得していること
が示唆された。更なる実験を追加し、研究成
果を論文化する計画である。 
 
（図 11） 
 
 
 
 
 
 
 
 更に、我々は先行研究で RNA ヘリケース
である DDX6がMYCと結合し、がん促進的
に機能すること、Warburg効果調節に深く関
与するMIR124がDDX6を標的としMYC発
現を制御することを大腸癌で明らかとして
いた（引用文献 3）。本研究過程においても、
MYCがWarburg胃癌において非常に重要な
機能を有していることが想定されたため、
DDX6とMYCの関連性を検討することとし
た。胃癌臨床検体において、DDX6の発現が
亢進しており、胃癌細胞株を用いた実験によ
って、DDX6がMYCの発現を促進させ、癌
促進的に機能することを同定し報告した（図
12）。 

図 12 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 更に先行研究では PTBP1 を標的とする
miRNA の内、特に脳に高発現する miRNA
が重要であることが明らかになっていた。本
研究の先行実験で MIR34a は脳に最も発現
していることが示されていたが（図 13）、本
年度の研究結果では PKMアイソフォームの
発現変化を認めず、PKM アイソフォームの
発現に関しては PTBP1 を直接標的にする
miRNA により調節されることがより重要で
あると考えられた。よって PTBP1 を標的と
する他の miRNAについても検討を加えた。 
 
図 13 
 
 
 
 
 
 
 
検証した結果、脳特異的な MIR9、筋特異的
なMIR206が PTBP1を標的とし PKMアイ
ソフォームを制御することが明らかとなっ
た。更に、直接 PKM を標的とする miRNA
として肝特異的なMIR122を同定した。正常
肝組織は PKMのアイソザイムである PKLR
が発現している。これは肝特異的MIR122に
よって PKMの発現が抑制されていることが
関与していると考えられ、正常組織における
発生学的特徴をmiRNAが担っている 1つの
典型例であると思われ成果として報告した
（図 14）。 
 
図 14 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これら臓器特異的miRNAは発癌過程で高率
に脱制御を受けることが想定されるため、



miRNA による発がん機構を解析するために
はがん種によって起源となる組織に特異的
に発現するmiRNAに焦点をおくことが重要
であること考えられる。また本プロジェクト
により、新規核酸創薬コンセプトとして
Warburg 効果が 1 つの標的となりうること
が示唆された。 
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