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研究成果の概要（和文）：マイクロ RNA (miRNA)と呼ばれる機能性 RNAが各種癌の進展に重要と

考えられているが、癌の進展における役割についての多くは不明である。本研究では、前立腺

癌における miRNA の発現とその機能について検討をおこなった。miRNA データベースと前立腺

癌細胞でのゲノムの増幅及び欠失部位から、前立腺癌の進展に関与すると考えられる miRNA を

絞り込み、前立腺組織及び前立腺細胞株内の発現を定量的 PCR によって検証した。その結果、

発現量が前立腺癌で高い miR-30d を見出した。さらに、miR-30d のインヒビターを前立腺癌細

胞株に導入したところ、癌細胞の増殖が抑制された。このことから、miR-30d は前立腺癌の増

殖に重要と考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）：Micro RNA (miRNA) is considered the responsibility of growth and 
invasion in some cancer cells. However, the function of miRNA is still unclear. We 
investigated miRNA expression and the function in prostate cancer. We used the databases 
of miRNA and the genome abnormality sites in prostate cancer for the screening of the 
target miRNA. Further, we examined the expression of miRNA in prostate cancer tissues 
and prostate cancer cell lines using quantitative PCR. As the result, we found miR-30d. 
The inhibitor for miR-30d was reduced the growth of prostate cancer cell lines. Thus, 
these data was suggested that miR-30d had an important role for prostate cancer cell 
growth.  
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１．研究開始当初の背景 

機能不明とされていた non-coding RNA の
持つ重要な機能が明らかとなりつつある。中
でも、マイクロ RNA(miRNA)による遺伝子発現
制御は様々な疾患の重要な原因因子と示唆
されている。 

miRNA はたんぱく質をコードしない低分子
RNAであり、細胞内において標的遺伝子 mRNA
の転写産物の分解、または翻訳を阻害するこ
とで、標的分子の発現制御をする機能性 RNA
である。また、miRNA は完全な相補配列だけ
ではなく、部分的に一致した相補配列に対し
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ても機能するため、一つの miRNAが何種類も
の標的分子の発現を低下させる。これらの
miRNA は約 400 種類以上あると報告されてお
り、実際はさらに多く、1000種類以上存在す
るともいわれている。 

miRNA と癌進展の役割についてはこれまで
に幾つかの報告がなされているが、その研究
は始まったばかりであり、いまだに癌進展と
miRNAの機能についての多くは不明である。 

そこで、本研究で、前立腺癌の進展に関与
する miRNAを探索し、その機能について検討
をおこなう。この研究をおこなうにあたり、
すでに前立腺癌の発生や進展に関与する可
能性のある miRNAをバイオインフォマティク
スの手法を用いて絞り込んでいる。本研究で
は、絞り込んだ miRNAの前立腺癌における発
現とその標的分子について分子生物学の手
法を用いて検索し、前立腺癌細胞の発生や進
展への関与と新たな治療標的としての可能
性を探索する。 
 

２．研究の目的 

本研究ではバイオインフォマティクス手
法を応用して前立腺癌の進展に重要と考え
られる miRNAを探索し、前立腺癌組織や細胞
で癌の進展に重要な可能性を持つ miRNAの発
現を確認するとともに癌進展における機能
を明らかとすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 

(1)前立腺癌細胞及び前立腺組織 
横浜市立大学内に設置された倫理委員会

で研究について承認を受け、研究使用の同意
を得た前立腺組織(癌組織及び正常組織)を
用いた。また、前立腺細胞として、前立腺癌
細胞株 LNCaP、PC-3、DU145 及び正常前立腺
細胞株 PrECを用いた。 

 
(2)miRNAの探索と定量的 PCRによる miRNAの
発現の検討 

標的とする miRNA の探索のために、web 上
の デ ー タ ベ ー ス で あ る miRBase 
(http://www.mirbase.org/)を用いて、これ
までに同定されている miRNAを確認した。次
に、前立腺癌において、これまでに遺伝子増
幅及び欠失が認められている遺伝子領域を
文献検索及び web 上のデータベース
(http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/Mi
telman)等より、抽出した。これらを統合さ
せることにより、前立腺癌で高頻度に遺伝子
増幅もしくは欠失を認めた部分にコードさ
れている miRNAを抽出した。 
 

(3)定量的 PCRによる miRNAの発現の検討 
前立腺組織もしくは前立腺細胞株より、低

分子RNAをISOGEN(日本ジーン)により抽出し
た 後 、 TaqMan MicroRNA Assays 、 TaqMan 

MicroRNA RT Kit、TaqMan Universal Master 
Mix No AmpErase UNG ( 全 て Applied 
Biosystems 社)を用いて、標的とした miRNA
の発現量を定量的 PCRにより確認した。 

また、我々は atypical protein kinase 
C(aPKC)分子が前立腺癌の進展に重要である
ことを報告している。そこで、aPKCの発現と
標的 miRNAの関連性についても検討をおこな
った。 

 

(4)miRNA インヒビターによる前立腺癌細胞

の細胞増殖の解析 

標的 miRNA に対するインヒビターとして
Anti-miR miRNA Inhibitor (Ambion 社)を用
いた。導入する試薬として、 HiPerFect 
(Quiagen 社)を使用した。インヒビターに対
応するネガティブコントロールとしては
Anti-miR miRNA Inhibitors—Negative 
Control #1 (Ambion 社)を用いた。インヒビ
ターを導入後に RNAを抽出し、定量的 PCRに
よりインヒビターの効果を確認した。 

効果を確認した後、前立腺癌細胞を 24well
プレートに 2×104 cells/well となるように
撒き、それと同時に標的 miRNAのインヒビタ
ーを導入した。その後、7 日間の培養をおこ
ない、細胞の増殖について細胞数を計測する
ことにより検討した。 
 
４．研究成果 
 前立腺癌の進展に関わる miRNAを探索する
ために、これまでに同定されている miRNAの
遺伝子上の位置と、前立腺癌における遺伝子
異常の部位(増幅もしくは欠失)との関連に
ついて検討した。それらの条件から、前立腺
癌の進展に重要と考えられた miRNA群を推測
し、定量的 PCRによって前立腺癌組織におけ
る発現量を検討した。その結果、8 番染色体
上にコードされる miR-30dの発現量が前立腺
癌組織で高い傾向にあることを認めた。更に、
前立腺癌細胞株における miR-30dの発現量に
ついて検討した結果、前立腺癌細胞株ではそ
の発現が増加していることが明らかとなっ
た(図 1)。 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 前立腺癌細胞株におけるmiR-30dの

発現 



 

 

このことから、miR-30d は前立腺癌進展に重
要な役割を持つと考えられた。 
 前立腺癌の進展における miR-30dの機能を
探索するために、miR-30d のインヒビターを
前立腺癌細胞株に導入した。インヒビターの
効果は定量的 PCRによって確認した(図 2)。 

 
miR-30d のインヒビターを前立腺癌細胞に

導入してから 7日間培養の後、細胞数を計測
したところ、コントロール細胞群と比較して、
miR-30d のインヒビターを導入した前立腺癌
細胞株では細胞増殖が抑制されていた(図 3)。
この細胞増殖の抑制はアポトーシスによる
ものか検討したところ、アポトーシス関連遺
伝子の発現に関与が認められなかった。また、
aPKC 分子の発現量との間にも関連性は認め
られなかった。 

 
これらのことから、前立腺癌において、

miR-30d が高発現することによって、癌細胞
の増殖が促進されていると考えられた。また、
その機構は miR-30dが前立腺癌内の癌抑制遺
伝子の発現を抑制しているためと予測され
た。 

現在、前立腺癌細胞内で miR-30dが高発現
することにより、発現量が変動する標的遺伝
子群を探索し、候補となる多くの癌抑制遺伝
子を見出している。また、前立腺癌進展機構
に深く関与する aPKC によって発現が制御さ
れる miRNAについても多くの miRNAを同定し
ており、解析を続けている。 

今後、これらの見出した miRNAとその標的
遺伝子群の解析を続けることで、前立腺癌に
対する新たな治療標的分子と治療方法の開
発につながると考える。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2. miR-30d インヒビターによる前立腺

癌細胞株内での miR-30dの発現抑制効果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3. 各種前立腺癌細胞株の miR-30dイン

ヒビターによる細胞増殖抑制効果 
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