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研究成果の概要（和文）：大腸がん細胞の増殖を強く抑制する miR-34aが、どのようにしてがん

細胞の増殖を抑制しているか明らかにした。がん細胞内で miR-34aの量が増加すると、miR-34a

が p53と呼ばれる分子を再度活性化して、細胞の増殖を停止させることを明らかにした。また、

がん細胞の増殖抑制機能を持つマイクロ RNA を効率よくスクリーニングする方法を樹立し、新

たながん抑制因子 miR-22を単離することに成功した。  
 
研究成果の概要（英文）：miR-34a is a tumor-suppressive miRNA, which represses cancer cell 
proliferation by inducing cell cycle arrest. In this study, we found positive feedback 
activation of p53 by miR-34a through the repression of endogenous inhibitors of p53. 
Furthermore, a functional screening method was established to quickly and efficiently 
isolate tumor-suppressive miRNAs. By using this method, a novel tumor-suppressor miR-22 
was successfully identified. 
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１．研究開始当初の背景 
 miR-34a は、代表的ながん抑制因子 p53 に
よって制御される、がん抑制的 miRNAである。
miR-34aは CDK4や E2Fファミリーの発現を抑
制することで、がん細胞を老化様の表現型を
誘導する。これに加えて、miR-34a が p53 を
ポジティブフィードバック制御により活性
化している可能性が示唆されていた。また、
他の大腸がん抑制的 miRNAは同定されていな
かった。 
   

 
２．研究の目的 
 （１）miR-34a による、p53 活性化の分子
機構を解明し、細胞増殖抑制機構を明らかに
する。 
（２）大腸発がん過程における miR-34a機

能喪失の意義を検討する。 
（３）新たな大腸がん抑制因子 miRNAを単

離する。 
 

３．研究の方法 
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（１）miR-34a による、p53 のポジティブフ
ィードバック活性化機構の解析 
  miR-34a を大腸がん細胞株 HCT 116 へ導
入した。細胞を細胞質と核とに分画し、各々
からタンパク抽出液を調整した。イッムノブ
ロット法により、p53の局在を解析した。P53
の翻訳後修飾は、部位特異的リン酸化抗体及
びアセチル化抗体を用いて解析した。 
（２）miR-34aの標的分子の同定 
  TargetScan データベースを用いて、
miR-34a の標的候補となる分子を抽出した。
その中から、Gene Ontology 解析により、p53
の翻訳後修飾の制御因子をさらに抽出した。
生化学的に、候補分子のを同定するため、3’
末端へビオチンを導入した miR-22を合成し、
HCT 116 細胞へ導入した後、細胞質抽出液を
調整した。アビジンビーズを加えて、４C で
2 時間インキュベート後、miR-34a と相互作
用している細胞内 mRNA を単離した。SIRT フ
ァミリーの特異的プライマーを用いて、mRNA
の検出を行った。 
（３）レポーター遺伝子による p53活性化の
解析 
  ルシフェラーゼレポーター遺伝子の上
流に、p53AIP1 の p53 応答配列を挿入したプ
ラスミドを入手した（国立がん研究センタ
ー・荒川博士からの提供）。HCT 116 細胞へ、
レポータープラスミドと miR-34a を導入し、
一晩培養した後、ルシフェラーゼ活性を測定
した。 
（４）機能スクリーニングによるがん細胞増
殖抑制 miRNAの同定 
  レンチウィルス miRNAライブラリー（４
５０種類の miRNA）を培養大腸がん細胞株へ
感染させ、感染成立直後の一部の細胞をプー
ルした。一方で、一定期間、継代培養を続け
た細胞のプールを作成し、両者から DNAを回
収し、ウィルスベクターの共通配列を利用し
て、細胞に感染している miRNAクローンをす
べて PCRで増幅した。増幅した感染直後と継
代培養後の各々の細胞由来の PCR 産物を Cy3
及び Cy5で標識し、独自にデザインしたプロ
ーブを搭載したカスタムアレイを用いて PCR
産物に含まれる miRNAクローンのコピー数の

比を算出し、細胞増殖に伴ってコピー数が減

少する miRNA（ドロップアウトクローン）の
抽出を行った（図１）。 
（４）大腸がん抑制遺伝子として機能する
miRNAの絞込み 
 上記、機能スクリーニングで得られたがん
細胞の増殖抑制的 miRNA（ドロップアウト
miRNA）について、それらの遺伝子座のコピ
ー数変化の解析を行った。大腸がん 24 検体
を用いて、染色体の増幅及び欠損を array 
Comparative Genomic Hybridization 法で解
析した。 
（５）miR-22の標的 mRNAの同定 
 miRNAの制御因子であるAGO2を恒常的に発
現する HCT116細胞を樹立した。その細胞へ、
miR-22もしくはコントロールmiRNAを導入し、
一晩培養した。細胞から AGO2 を免疫沈降法
により回収し、沈降物から RNA を抽出した。
その RNAを用いてマイクロアレイ解析を行い、
miR-22 の導入後に AGO2 複合体に取り込まれ
る mRNA 群を同定した。同時に、miR-22 の導
入した HCT116 細胞の発現プロファイルを作
成した。AGO2複合体への濃縮率を算出した後、
バイオインフォマティックス解析を行った。 
（６）分子生物学的及び生化学的解析 
 タンパク質の電気泳動、イムノブロット解
析は、常法に従った。 
 
４．研究成果 
（１）miR-34aによる p53経路の活性化機構 

miR-34a は、p53 により発現制御されてお
り、細胞傷害性ストレスにより、p53 依存的
に発現が亢進する。miR-34a の発現上昇は、
CDK4 や E2F ファミリーの発現抑制を介して、
細胞周期停止を誘導する。このとき、p53が、
さらに活性化され、その下流遺伝子の代表で
ある p21の発現亢進が誘導されることを見出
した。この分子機構を解析するため、p53 の
翻訳後修飾の解析を行った。miR-34a を細胞
へ導入すると、p53 の核内移行が促進される
が、Ser15 などのリン酸化に変化は生じてい
ないことが分かった。興味深いことに、K382
のアセチル化が miR-34aの導入により亢進し
ていることが判明した。miR-34a の標的遺伝
子の中に、p53 のアセチル化を制御可能な分
子があるか否か、データベースを利用して、
分子の絞込みを行った結果、SIRT1 が候補と
して同定された。さらに、実際に細胞内で、
miR-34aと標的分子のmRNAが相互作用してい
るか否か、ビオチン標識した miR-34aを細胞
へ導入し、Pull-down法により確認を行った。
SIRT ファミリーの中でも、SIRT1 は miR-34a
と相互作用していることが判明した。実際に、
miR-34a を導入することによりタンパク質量
の減少が認められた。レポーター遺伝子を用
いた解析から、miR-34a が SIRT1 の発現を直
接抑制していることが分かった。 
SIRT1 はヒストン脱アセチル化酵素であ
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り、p53 のアミノ酸 382 番目のリジンの脱ア
セチル化を触媒する、内在性の p53の阻害分
子である。miR-34a を導入すると、p53 の活
性化が生じることは、レポーター遺伝子の解
析で明かであったが、SIRT1 を発現させるこ
とにより、miR-34a による p53 の活性化は抑
制されることが分かった。さらに、SIRT1 を
ノックダウンすることでも p53の活性化を誘
導することができることから、miR-34a によ
る SIRT1の抑制が p53ネットワークの活性化
に重要であることが判明した。同時に、
miR-34a と p53 の間にはポジティブフィード
バック制御が存在することも判明した。
miR-34a が、ストレス応答に際して、p53 と
強調して機能し、正常機能を維持している可
能性が考えられる(図２)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（２）機能スクリーニング法の確立 
 miR-34aは、in vitro 解析では強い細胞増
殖抑制機能を有し、p53 ネットワークの制御
に関連するがん抑制遺伝子である可能性が
考えらえる。ヒト大腸がん検体における
miR-34a の発現を解析した結果、約 30%の症
例で発現低下を示したものの、40%以上の症
例で発現亢進が認められた。このことから、
大腸がんの抑制遺伝子として機能する新た
な miRNA分子を単離することとした。 
 そのために、レンチウィルス miRNA発現ラ
イブラリーを用いた、機能スクリーニング法
を開発した。Pooled libraryを培養細胞へ導
入し、一定期間培養した後、培養前後でコピ
ー数が変動したクローンを定量的にアレイ
解析により同定する。さらに、大腸発がん過
程において、抑制的に機能する miRNAを同定
するため、ヒト正常大腸組織における miRNA
の発現解析を行い、さらに、ヒト大腸がん検
体を用いた染色体のコピー数異常の解析デ
ータと統合して、新たに大腸がん抑制因子と
して miR-22 を単離した。miR-22 遺伝子は、
ヒト染色体 17p13.3に局在し、大腸がん検体
の 70%以上で片アリルの欠損と発現低下が認
められる。miR-22を大腸がん細胞株へ導入す
ると、p53 が野生型のがん細胞に選択的にア
ポトーシスを誘導することを見出した。

miR-22を導入した HCT116細胞の mRNA発現プ
ロファイルを作成し、ネットワーク解析を行
うと、p53 経路が最も影響を受ける細胞内経
路であることが判明した。興味深いことに、
miR-22を細胞へ導入しても、p53の安定化や
活性化は認められず、p53 経路の下流で機能
していることが示唆された。生体内で、この
ような経路が存在するか確認するため、
miR-22 の遺伝子構造を解析した。その結果、
miR-22遺伝子には、p53応答配列が複数存在
し、ストレスに応答して p53の結合が増加し、
転写が活性化されることを明らかにした。注
目すべきは、miR-22のp53による発現亢進が、
細胞に強い傷害を与えて、アポトーシスが誘
導されるときにのみ認められることである。 
 我々は、miR-22の標的分子の検索を生化学
的手法でおこない、p21 を同定した。P21 は
p53 の標的遺伝子であり、細胞周期の停止に
必須の分子である。古典的には、がん抑制因
子として機能するとされているが、近年、p21
ががん促進的に機能することも多数報告さ
れている。その理由は、アポトーシスの抑制
にある。過剰に p21が発現すると、細胞周期
は停止するものの、アポトーシスが抑制され
る。miR-22を導入した細胞では、アドリアマ
イシン処理による p53依存的 p21の発現上昇
が認められなかった。細胞に低用量のアドリ
アマイシンを添加すると、p21 の急激な上昇
とともに細胞周期の停止が誘導される。
miR-22を導入した細胞では、低用量のアドリ
アマイシンで急激なアポトーシスが誘導さ
れ、p53 依存的アポトーシスの亢進が生じる
ことを明らかにした（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 

 
miR-22 は、70%の大腸がん症例で遺伝子座

の片アリル欠損と発現低下を示すがん抑制
遺伝子の候補であることを明らかにした。
miR-22の欠損は、細胞傷害性ストレスに対す
るアポトーシス耐性を引き起こし、DNA に傷
を持った細胞が生存するチャンスを与えて
いる可能性が考えられる。今後、詳細な検討



 

 

を加えて、miR-22ががん抑制遺伝子であるこ
とを証明し、発がん過程における役割を明ら
かにする。 
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