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研究成果の概要（和文）：二本鎖RNA結合タンパク質であるNF90はNF45と複合体を形成し、miRNAの初期転写産物
(pri-miRNA)に結合することで複数のmiRNAの生合成を阻害する。しかしながら、NF90が産生制御するpri-miRNA
の特徴は不明である。本研究で我々は、NF90と結合するpri-miRNAの構造的特徴を解析し、NF90が「ミスマッチ
の少ないステム構造」を有するpri-miRNAに強く結合することを見出した。
加えて、我々はがん抑制miRNAであるmiR-7がNF90の発現を抑制することも明らかとし、がん部で発現増加してい
るNF90とmiR-7の間にフィードバックループが存在することを発見した。

研究成果の概要（英文）：(1) Nuclear Factor 90 (NF90), which is double stranded RNA binding protein, 
and NF45 form a heterodimer complex (NF90-NF45). In cancer tissues, NF90-NF45 is known to bind to 
primary miRNAs (pri-miRNAs), resulting in an inhibition of anti-oncogenic miRNA biogenesis. However,
 a common characteristic of pri-miRNA for NF90 binding motif is still unclear. In this study, we 
found that NF90 preferentially binds to pri-miRNAs that have a structure of straight stem with few 
mismatches. 
(2) We demonstrated that miR-7, an anti-oncogenic miRNA, regulates the expression of NF90. Taken 
together with our previously findings that NF90-NF45 suppresses miR-7 biogenesis, it suggests that 
the level of NF90 is increased by a negative feedback loop between NF90 and miR-7 in tumor tissues 
under physiological conditions. 
Based on (1) and (2), we would expect to be applied oligo RNAs, which have a NF90 binding motif, and
 miR-7 to cancer therapy.

研究分野：分子生物学

キーワード： RNA結合タンパク質　miRNA　NF90　がん　RNA二次構造
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研究成果の学術的意義や社会的意義
NF90とNF45の複合体はがん部で高く発現しており、がん抑制作用を有する複数のmiRNAの生合成を阻害してい
る。本研究の成果より、NF90の結合するpri-miRNAの構造が同定できたため、その情報を元に、内在性pri-miRNA
よりもNF90-NF45に対して結合性の高いオリゴヌクレオチド (デコイRNA)を作製することが可能となった。デコ
イRNAはNF90-NF45のmiRNA生合成阻害機能を抑える効果が期待できるため、新規のがん治療法開発の礎となるこ
とが想定される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) マイクロ RNA (miRNA)は約 22 塩基の機能性小分子 RNA であり、相補的または一部相補
的なメッセンジャーRNA (mRNA)の 3'非翻訳領域に結合し、mRNA の翻訳抑制および分解を引き
起こす。miRNA は、その機能を通じて細胞の増殖や分化など様々な生命現象の調節に関与す
ることが知られている。加えて miRNA は、発がんやがんの悪性化に関与することがわかって
きている。特に、がんにおいて発現低下している miRNA の中にはがん抑制作用を持つ miRNA 
(anti-oncomiR)が含まれており、がん部において anti-oncomiR の発現を回復または補充する
ことが新規のがん治療法に繋がるのではないかと期待されている。一方で、がん部における
anti-oncomiR の発現低下メカニズムについては未だ不明な点が多い。 
 申請者らはこれまで、二本鎖 RNA 結合タンパク質である NF90 (別名 ILF3, NFAR1, DRBP76) 
が結合パートナーである NF45 と複合体を形成し、miRNA の初期転写産物(pri-miRNA)に結合
することで、複数の miRNA の生合成経路を阻害することを in vitro 及び in vivo の両面で明
らかにしている (Sakamoto, Higuchi[3 番目] et al., MCB, 2009) (Todaka, Higuchi et al., 
MCB, 2015)。さらに我々は、肝がん手術標本のがん部において NF90 及び NF45 の発現が増加
しており、発現増加した NF90-NF45 は anti-oncomiR の一つである miR-7 の生合成を阻害する
ことで、細胞増殖促進的に機能することを見出した（Higuchi et al., JBC, 2016）。加えて、
NF90-NF45 は miR-7, miR-181a, miR-193a/b, miR-133b、let-7 といった anti-oncomiR に分
類される複数の miRNA の生合成経路を抑制することが明らかとなっている。一方で、
NF90-NF45 は炎症促進・がん化促進的に作用する miR-21 の初期転写産物との結合性が低く、
miR-21 の産生については影響を与えないことから、NF90-NF45 は特定の RNA に選択的に結合
することが想定される。一方で、上記の NF90-NF45 が結合する anti-oncomiR の初期転写産物
には「共通する配列」が認められなかった。このことから、NF90-NF45 が pri-miRNA に結合
する際には「構造的特徴」を認識することで、複数の anti-oncomiR の生合成を制御すること
が想定できる。 
上記の知見を受け、申請者は新規がん治療法の候補として『NF90-NF45 の pri-miRNA 結合能
を阻害し、複数の anti-oncomiR の産生を回復させることで腫瘍化を抑制する手法』の開発の
着想に至った。 
 
(2) NF90 は肝細胞がんや肺がん、乳がん、結腸がん、膀胱がんのがん部で、NF45 は肝細胞
がん、肺がん、結腸がんのがん部で高く発現している。前述の通り、NF90-NF45 は複合体を
形成し、miRNA の生合成経路を負に制御することから、がん部で発現増加した NF90-NF45 は
様々な anti-oncomiR の生合成を阻害することでがんの増悪化に寄与する可能性が考えられ
る。しかしながら、がん部において NF90 及び NF45 が発現増加するメカニズムは未だ不明な
点が多く残されている。がん部における NF90 および NF45 の発現制御機構を明らかにするこ
とは、前述の『NF90-NF45 の pri-miRNA 結合能を阻害し、複数の anti-oncomiR の産生を回復
させることで腫瘍化を抑制する手法』を医療に応用する際の重要な知見となりえる。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、NF90-NF45 が結合する pri-miRNA の結合様式(構造的特徴)を明らかにする
ことである。得られた構造的特徴を元に、NF90-NF45 が内在性 pri-miRNA よりも優先的に結
合するオリゴヌクレオチド(デコイ RNA)を作製できれば、デコイ RNA による NF90-NF45 の RNA
結合能阻害を介した新たながん治療法開発に繋がる。 
 
３．研究の方法 
(1) NF90-NF45 と pri-miRNA が結合する際には、NF90 が直接 pri-miRNA と結合し、NF45 は NF90
の RNA 結合能を向上させるという役割を担う。NF90-NF45 が結合する可能性のある pri-miRNA
の候補を絞り込むため、国際共同研究を通して、RNA 結合タンパク質が結合する RNA を網羅的
に解析した eCLIP-seq データベース「ENCORD」を利用し、NF90 が結合する可能性のある候補
pri-miRNA を探索した。得られた候補 pri-miRNA の配列を用いて放射性同位体標識した
RNA-probe を作製し、リコンビナント NF90 との結合性を検討する RNA ゲルシフトアッセイを実
施した。また、候補 pri-miRNA の二次構造を「RNAfold software」および「mfold」により解析
し、NF90 が結合する RNA 二次構造の特徴を探索した。得られた RNA 二次構造の特徴を変化させ
るように変異を導入した変異型 RNA-probe を作製し、野生型 RNA-probe と比べて NF90 に対する
結合能が変化するか否かを RNA ゲルシフトアッセイにより検証した。 
 
(2) NF90-NF45 が産生制御する miRNA の標的を探索する中で、miR-7 の予測標的配列が NF90 
mRNA 上に存在することが新たに判明した。そこで、培養細胞に miR-7 または miR-7 anti-sense
阻害剤を導入し、ウエスタンブロッティングおよびｑRT-PCR により NF90 の発現量への影響を
検討した。またレポーターアッセイを用いて、NF90 mRNA に対して miR-7 が直接作用するかを
検証した。 
 
 
 



４．研究成果 
(1)-①  NF90-NF45 により生合成経路が阻害される miRNA を探索する中で、申請者らは国際共
同研究によりNF90が結合する可能性のあるpri-miRNAの候補としてpri-miR-3173 を見出した。
そこで、pri-miR-3173 と NF90 が結合するか否かを検討するため、RNA ゲルシフトアッセイを実
施した。その結果、NF90 は pri-miR-3173 と直接結合しており、その結合活性は pri-miRNA の
プロセッシングを促進するマイクロプロセッサーの構成因子である DGCR8 よりも強いことが明
らかとなった。また、pri-miR-3173 は miRNA 生合成制御の中心因子である Dicer の pre-mRNA
上に存在し、NF90 による pri-miR-3173 のプロセッシング抑制が Dicer の発現を促進すること
も合わせて見出した。 
本研究により、Dicer の発現には NF90 による pri-miR-3173 のプロセッシング阻害が重要であ
ることが示唆された。本研究成果は、主な発表論文等の[雑誌論文]リスト(3)として発表した 
(Barbier, Higuchi[6 番目] et al., Cell Res, 2018)。 
  
(1)-② さらに我々は国際共同研究を通して、
eCLIP-seq の結果を集めたデータベースである
「ENCORD」のデータを用いて NF90 と結合している
pri-miRNA を探索した。その結果、既に報告して
いるpri-miR-3173の他にNF90-NF45が結合してプ
ロセッシング制御を行う候補として、pri-miR-186、 
pri-miR-1273c、pri-miR-3189 を見出した。上記
のpri-miRNAとNF90との結合活性をRNAゲルシフ
トアッセイにより解析した結果、NF90 と結合性が
低いと予測される pri-miR-200a と比較し上記の
pri-miRNA は NF90 と顕著に結合していた(図１)。 
さらに「RNAfold software」および「mfold」を
使用して、NF90 が結合する RNA の二次構造の特徴
を解析した。その結果、NF90 が結合する pri-miRNA
はミスマッチが少ないステム構造を有することが
示唆された。そこで、変異導入によりステム構造
を変化させた pri-miRNA probe を用いて再度 RNA
ゲルシフトアッセイを行った。RNA ゲルシフトア
ッセイの結果、NF90 と強く結合する pri-miR-3173
のステム構造にミスマッチを導入した変異体は、
野生型 pri-miR-3173 と比較し NF90 との結合能が
大幅に減少した(図２右側, pri-miR-3173 WT vs 
pri-miR-3173 Mut1 および Mut2)。さらに、NF90
との結合性が低い pri-miR-200a のステム構造か
らミスマッチを減らした変異体は、野生型
pri-miR-200aよりも強くNF90と結合していた(図
２左側, pri-miR-200a WT vs pri-miR-200a Mut)。
以上の結果より、NF90 はミスマッチが少ないステ
ム構造を有する pri-miRNA に対して高い結合性を
有することが明らかとなった。 
一方、本研究では NF90-45 に強く結合し内在性
miRNA の産生を回復させる「デコイ RNA」の作製・
効果検証には至らなかった。今後、本研究成果を
元にデコイ RNA の作製に取り掛かる予定である。 
 
(2)  NF90 mRNA 上には miR-7 の予測標的配列が存在する。miR-7 は NF90-NF45 が産生制御する
antionco-miR の一つであるため、NF90 と miR-7 の発現にはフィードバックループが存在する可
能性が考えられる。そこで、培養細胞に miR-7 または miR-7 antisense 阻害剤を導入した際の
NF90 の発現への影響を検討した。その結果、NF90 の発現が高い Huh7 細胞においては、miR-7
の導入により RNA およびタンパク質レベルで NF90 の発現が顕著に低下した。また、NF90 の発
現が低い SK-N-SH 細胞において miR-7 antisense 阻害剤を導入することで、NF90 の発現増加が
認められた。次に、上記の miR-7 予測標的配列を組み込んだレポーターベクターを作製し、miR-7
が予測標的配列に直接作用しているかの検討を行った。レポーターアッセイの結果、miR-7 の
導入により予測標的配列を有するレポータ−ベクターの活性は有意に低下した。さらに、予測標
的配列に変異を導入したレポーターベクターの活性は、miR-7 を導入した場合でも有意な変化
は見られなかった。 



以上の結果より、miR-7 は NF90 mRNA
を直接の標的として、その発現を抑制
することが明らかとなった。これまで
の我々の知見と今回の結果から、がん
部において発現増加している NF90 と
anti-oncomiR である miR-7 の間には
フィードバックループが存在するこ
とが示唆された(図 3)。本研究成果は、
主な発表論文等の[雑誌論文]リスト
(2)として発表した (Higuchi et al., 
BBRC, 2018)。 
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