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研究成果の概要（和文）： 本研究では胃がんの発症 進展および臨床病理学的諸性状に関わる

miRNA を探索し、その発現異常を検討した。その結果、miR-181c と miR-212 がエピジェネテ

ィックなメカニズムで発現抑制されていることが明らかになった。特に、miR-181c の発現には

CpG アイランドのメチル化が密接に関連していた。これらの miRNA を胃がん細胞内で強制発

現させると細胞増殖が抑制された。一方、CDX2 転写因子の発現には miR-9 が関与しており、

リンパ節転移陽性胃がんで miR-9 の発現が高い傾向が認められた。以上、胃がんに関わる新規

miRNA を複数明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： The mechanism underlying the aberrant miRNA expression in gastric 

carcinogenesis remains unclear. Here we observed that miR-181c and miR-212 were epigenetically 

regulated in gastric cancers (GCs). Methylation status at the CpG island of miR-181c was strongly related 

to its expression levels. Over-expression of these miRNAs significantly reduced cell proliferation, 

suggesting a tumor suppressive function. Moreover, miR-9 expression was high in GCs with lymph node 

metastasis and inversely associated with CDX2 expression. Thus altered expression of these miRNAs 

may contribute to gastric carcinogenesis. 
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１．研究開始当初の背景 
 マイクロ RNA(以下、miRNA)は、タンパク質
をコードしない約 22 塩基長の機能性低分子
RNA の一つであり、発生、分化、細胞増殖な
どの様々な過程で時期的、組織特異的に発現
している。miRNA は機能的に下流遺伝子の 3 -
非翻訳領域に結合し、それら遺伝子の発現を
翻訳レベルまたはメッセンジャーRNA レベル
で調節している。これまでの研究により、
miRNA の発現異常は肺がんや大腸がんなどの
多くの腫瘍で検出されており、miRNA の異常
はヒトがんの発生 進展において重要と考え
られている。miRNA は腫瘍において発現亢進
しているものと低下しているものがあり、
miRNA と標的遺伝子との関係から、前者はが
ん促進的な機能を持ち、後者はがん抑制的な
機能を持つと推測されている。 
 miR-124a や miR-34 などの発現低下は DNA
メチル化異常によって起こることが明らか
となり、一部の miRNA の発現調節にはエピジ
ェネティックな変化が関わることが示唆さ
れた。我々は、胃がん細胞に脱メチル化剤
(5aza-dC:5-aza-2 -deoxycytidine)を処理し
た後に変化する miRNAについてマイクロアレ
イにて網羅的に検討し、21個の miRNA を同定
した。これらの発現制御には DNA メチル化異
常が関与する可能性を考えており、胃がん細
胞および組織を用いた解析を行っている。 
 胃がんは、様々な組織形態を示すため、そ
れらの発症機構は異なる可能性がある。これ
までに多くの遺伝子異常が胃がんで検出さ
れているものの、その発症における分子レベ
ルでのメカニズムは解っていない。SOX2 や
CDX2 は胃がんの発症に重要な転写因子であ
り、メチル化異常によってそれらの発現異常
が起こっているものの、メチル化がなくとも
発現が弱い場合がある。これらは別のメカニ
ズムが関与している可能性が高く、miRNA も
一つの候補と考えられる。しかし、胃がんに
おける miRNAの解析はほとんど行われておら
ず、胃がん発症 進展および臨床病理学的諸
性状に関わる miRNA は不明である。 
 
２．研究の目的 
 胃がんの発症機構において miRNAが果たす
役割を解明することは重要と考えられる。本
研究では、胃がん細胞株において脱メチル化
剤処理後に発現変化した miRNA および、既に
発現異常が検出されている転写因子群に着
目し、以下に示すように胃がん細胞と組織に
おける miRNA の解析を行った。 
①胃がんの発症に関わる miRNA を探索し、そ
の発現制御機構の破綻についてエピジェネ
ティックな面から解明する。②更に、胃がん
の臨床病理学的諸性状と密接に関連する
miRNA 異常を明らかにする。③今後、miRNA

研究を発展させるためには、パラフィン切片
を用いた発現解析が重要であるため、パラフ
ィン切片からの miRNA 抽出法を確立させる。 
 
３．研究の方法 
1) 対象： 10例の胃がん培養細胞株 (MKN7, 
MKN45, MKN74, TGBC11TKB, AGS, HSC58, GCIY, 
NUGC3, NUGC4, KATO-III)と３例の大腸がん培
養細胞株(Colo320DM, HCT116, HCT116-DNMT1 
/3b KO)を用いた。更に、16例の原発性胃がん
症例とその非がん部胃粘膜上皮を対象とした。
複数のがん細胞株に対し、最終濃度5μMとし
て5aza-dCを処理し、72時間培養後に回収した。
TrizolまたはmiRNeasy mini kitにてRNAおよ
びmiRNAを抽出した。胃がん組織からのmiRNA
抽出には、TrizolまたはRecover-All Total 
Nucleic Acid Isolation Kit (Ambion)を用い
た。 
2) miRNAマイクロアレイ解析：5aza-dC処理前
後のKATO-III細胞からmiRNAを抽出し、miRNA
マイクロアレイ(Ambion: mirVana miRNA 
Bioarrays V2)を行った。 
3) cDNA合成とRT-PCR：1 2μgのRNAを用いて
SperScript-IIIでcDNA合成を行い、RT-PCRを
行った。miRNAについては、Applied 
Biosystems 社のTaqMan Universal PCR 
Master Mix, TaqMan Reverse Transcription 
kitおよびTaqMan miRNA assaysを用いてcDNA
合成後、リアルタイムRT-PCRを行った。 
4) メチル化解析：DNA1μgを用いて、Sodium 
Bisulfite処理を行った。次に、メチル化特異
的PCRにより、メチル化の有無を判定した。 
5) miRNA導入実験：合成miRNA前駆体または
miRNAアンタゴニストを胃がん細胞へ導入し
た。対照はPre-miR Negative Controlを用い
た。miRNA導入後、WST-8法にて細胞増殖能を
測定した。 
6) レポーター解析：miRNA と推定標的遺伝子
との結合について、標的遺伝子の 3 -非翻訳
領域を PCR で増幅し、pGL4.13 (luc2/SV40)
レポーターベクターに組み込み、miRNA との
co-transfection によりレポーター活性を測
定した。 
7) miRNA 標的遺伝子の探索：合成 miRNA 前駆
体をがん細胞に導入後、発現変化した遺伝子
について cDNA マイクロアレイ (Agilent: 
Whole Human Genome oligo DNA arrays)で網
羅的に調べた。その後、通常の RT-PCR また
はリアルタイム PCR、Western blot 法により
標的遺伝子の発現変化を検証した。 
8) 免疫組織化学染色：胃がん組織のホルマ
リン固定パラフィン包埋切片を用いて、本研
究で解析している遺伝子(CDX2, MeCP2 など)
のタンパク質発現を免疫組織化学染色法で
調べた。 
 



４．研究成果 
1)メチル化によって発現制御されるmiRNAの
検出： KATO-III 胃がん細胞について
5aza-dC 処理を行い、miRNA マイクロアレイ
を行った結果、
21 個の成熟型
miRNA の発現
は未処理と比
べて２倍以上
亢進していた。
このうち、発
現変化が３倍
以上と大きか
っ た ５ つ の
miRNA を選ん
でRT PCRで発
現を調べた。
次にコンピュ
ー タ 解 析 で
miRNA 配列上流に CpG アイランドが存在して
いた miRNA を探索したところ、２つの miRNA 
(miR-432ASと miR-181c)が候補として残った。
胃がん細胞株と大腸がん細胞株の脱メチル
化剤処理を行って検討し、miR-181c が最終候
補となった(図１)。miR-181c は複数のがん細
胞株で脱メチル化剤処理によって発現回復
するばかりでなく、メチル化転移酵素である
DNMT1 と DNMT3B をノックアウトした HCT116
細胞(DKO)でも発現が認められたが、ヒスト
ン脱アセチル化阻害剤処理では変化がなか
った。miR-181c の転写開始部位上流には CpG
アイライドが存在していることが、RACE 解析
とコンピュータ解析によって明らかになっ
たため、その部分でメチル化特異的 PCR(MSP)
を行った。その結果、miR-181c のメチル化と
発現が一致していた(図２)。 

 miR-181c の発現は成熟 (mature)型だけで
なく、その前駆体(precursor)レベルでも脱
メチル化剤処理で発現回復していた(図３)。
胃がん組織 16例について miR-181c の発現を
検討した結果、９例は非がん部胃粘膜上皮よ
りも発現が低く、４例でメチル化も検出され
た。従って、この miRNA の発現は DNA メチル
化異常によって、precursor(または primary)
レベルで発現が調節されていることが明ら
かになった。 
 miR-181c の機能的役割を明らかにする目
的で、合成前駆体 miR-181c の胃がん細胞株
への導入実験を行った。導入後、KATO-III と
NKN45 では細胞増殖の抑制が起こった。また、

cDNA マイクロアレイにより、発現変化した
miR-181c 標的遺伝子の探索を行った結果、が
ん遺伝子 KRAS、NOTCH2 および NOTCH4 の発現
が低下した。更に、レポーター解析により、
miR-181c が直接、KRAS と NOTCH4 の 3 -非翻
訳領域に結合することが明らかになった。以
上より、miR-181c はがん抑制的な機能を持つ
ことが示唆された。 

 また、miRNA マイクロアレイの選択基準を
弱くした場合、21個の miRNA に加え更に多く
の miRNAの発現が回復していることが明らか
になった。それら miRNA の標的遺伝子のデー
タベース解析したところ、一部の標的遺伝子
は共通であった。そこで、複数の miRNA を胃
がん細胞へ導入したところ、相乗、相加的に
標的遺伝子の発現が減少した。この結果より、
メチル化によって発現低下している複数の
miRNA は相乗または相加的にも共通の遺伝子
発現を制御している可能性が推測された。現
在、複数の臨床検体を用いてそれらのメチル
化を解析中である。 
 
2)胃がんにおける miR-212 の発現低下：  
 分化型および未分化型の胃がん細胞株 3例
(MKN7, MKN74,NUGC4)を用いた miRNA マイク
ロアレイの結果、miR-212 の発現が共通して
正常胃粘膜上皮よりも低かった。これらの細
胞株に脱メチル化剤処理を行った場合、
miR-212 の発現が亢進したが、MSP 解析では
発現に一致したメチル化異常が認められな
かった。今後、miR-212 発現におけるエピジ
ェネティックな発現調節機構について更に
明らかにする必要がある。 

  
    
  
 
 
 
 
 
 
 
 

  合成 miR-212 前駆体を胃がん細胞に導入し
た結果、細胞増殖が抑制された(図４)。更に
miR-212 標的遺伝子のデータベース検索、レ
ポーター解析および免疫組織化学染色の結
果、MeCP2 が miR-212 の直接の標的遺伝子で



あることが明らかになった。 
 
3)転写因子 CDX2 の発現を制御する miRNA： 
胃がんの組織型は分化型と未分化型の２つ
に大別されており、分化型胃がんの発生には
腸上皮化生が関与している。CDX2 転写因子は
腸上皮化生や分化型胃がんで強く発現して
いることが報告されているが、胃がんの中に
は CDX2 発現が低下している症例が存在して
いる。我々は以前、胃がんにおける CDX2 発
現低下にはメチル化異常が関与しているこ
とが報告した。しかし、一部の胃がんでは
CDX2 のメチル化は陰性であるが、タンパク質
発現も弱い症例が存在していることが明ら
かになった。我々は、CDX2 の 3 -非翻訳領域
について miRNAのデータベース検索を行った
結 果 、 miR-9
が候補となっ
た。胃がん細
胞株と原発胃
がん組織にお
いて miR-9 と
CDX2 発現の比
較を行ったと
ころ、CDX2 タ
ンパク質発現
とは逆相関が
認められた(図５)。また、miR-9 の発現はリ
ンパ節転移陽性胃がんで高い傾向が示唆さ
れた。 
 合成 miR-9前駆体を胃がん細胞へ導入した
結果、CDX2 はタンパク質レベルで発現低下し
た。一方、miR-9 アンタゴニストを miR-9 発
現陽性胃がん細胞へ導入すると、CDX2 発現お
よび CDX2 標的遺伝子(p21, TFF3, MUC2)発現
が増加し、更に細胞増殖抑制が認められた。
一方、miR-9 は乳がんなどでメチル化異常に
よって発現低下していることが報告されて
おり、本研究でも症例数は少ないが一部の胃
がんにおいて miR-9のメチル化が検出された。
我々の胃がんにおける検討により、miR-9 は
発現亢進と低下している場合があり、両者は
機能的にも異なる可能性が示唆された。 
 
4) パラフィン切片からの miRNA 抽出と発現
解析： 本研究中に通常の病理診断で用いる
ホルマリン固定パラフィン包埋切片を利用
して miRNA 抽出を試みた。10μm の切片を脱
パラフィン後、Trizol 法と市販のキットを用
いて miRNA を抽出した。我々の結果では、
Recover-All Total Nucleic Acid Isolation 
Kit を用いたところ、比較的良好な量と質の
miRNA が得られた(文献 1、2 で発表)。 
 
 以上、本研究により胃がんに関与する新規
miRNA を複数単離することができた。特に、
miR-181c はメチル化との関連性が強く、今後

胃がん症例数を増やしたメチル化解析が必
要である。 
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