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研究成果の概要（和文）：遺伝子発現制御機能を有するタンパクをコードしていない 22 塩基

以下の一本鎖 RNA であるマイクロ RNA（miRNA）のプロファイリングおよび制御されるタ

ンパク質のプロテオミクス解析により、発がん過程を網羅的に把握し、新規発がん予防法開発

に応用できるモデル構築を最終目的として行った。ヒト皮膚由来細胞を用い、紫外線により誘

発されるダメージ解析を行い、細胞死や DNA 修復関連 miRNA を中心にプロファイリングを

行った。 
 
研究成果の概要（英文）：To construct model cell lines for cancer development, profiling the 

microRNA, a small non-coding RNA (less than 22 bases) which has a function of regulating 

gene expression, and proteomic analysis were performed. Human keratinocytes were 

exposed to UV-B, and miRNA related to apoptosis (programming cell death) and DNA 

repair were analyzed. 
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１．研究開始当初の背景 
本研究は、遺伝子発現制御機能性マイク

ロ RNA（miRNA）のプロファイリングお
よび制御されるタンパクのプロテオミクス
解析を行うことで、発がん抑制物質の細胞
内作用機序を網羅的に把握できるシステム
を構築することを目的として行った。 

がんは、突然変異やエピジェネティクス
（メチル化・アセチル化）な変化が蓄積し、
がん関連遺伝子の発現異常により起こると
考えられている。近年、タンパクをコード
していない 22 塩基以下の一本鎖 RNA であ
る miRNA による新たな遺伝子発現制御機
構が明らかにされ、種々のがんにおいて、
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正常組織とは異なる miRNA の発現パター
ンが明らかにされている。miRNA は
miRNA の遺伝子から産生され、RISC（RNA 
induced silencing complex）と結合して標的
mRNA に直接作用することで発現を制御
している。がん抑制 miRNA とがん促進
miRNA があり、がん抑制 miRNA 遺伝子に
突然変異、プロモーター領域のメチル化異
常が起こるとがん遺伝子の発現を促し、が
ん促進 miRNA が過剰に産生されるとがん
抑制遺伝子の活性を抑制することが報告さ
れている。しかしながら、がん化と miRNA
の研究は始められたばかりで、未だ解明さ
れていない点も多く、培養細胞を用いた
miRNA のプロファイリングを行った例は
少ない。 
申請者は、食品由来物質による効果的で

安全な発がん予防法開発を最終目的とし、
種々の食品由来物質が DNA 修復関連遺伝
子発現を促進して突然変異を抑制すること
を明らかにしてきた。また、siRNA による
ジーンサイレンシング法を用いて DNA 修
復関連遺伝異常細胞株シリーズを樹立し、
発がん予防法開発に有用な検出系構築に取
り組んできた。タンパクをコードしている
遺伝子上の突然変異を修復する DNA 修復
関連遺伝子発現は、プロモーター領域のメ
チル化異常であるエピジェネティクスな変
化により抑制される。一方、miRNA も、
miRNA 遺伝子上の突然変異あるいはメチ
ル化異常により miRNA 産生に異常を来す
ことが報告されている。したがって、発が
ん予防法の開発には、突然変異、メチル化
異常、miRNA のプロファイリング、産生さ
れるタンパクのプロテオミクス解析を包括
的かつ網羅的に把握できるシステムの構築
は重要であると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、遺伝子発現制御機能性マイク
ロ RNA（miRNA）のプロファイリングお
よび制御されるタンパク質のプロテオミク
ス解析を行うことで、発がん過程を網羅的
に把握し、新規発がん予防法開発に応用で
きるモデルの構築を目的として行った。ま
ず、正常ヒト由来細胞を用い、環境要因に
より発がんを誘発し、がん関連 miRNA 発
現、がん関連遺伝子 mRNA 発現パターンを
把握（プロファイリング）し、シグナリン
グ関連タンパク質を中心としたプロテオミ
クス解析を行い、同時に、突然変異・アポ
トーシス・メチル化異常検出を行い、発が
ん過程における miRNA、mRNA、タンパク
質発現のプロファイルと従来指標との関連

性を解明することで、網羅的に発がん過程
を評価できるモデルを構築することを試み
た。また、発がん抑制効果が期待される食
品由来物質について、構築したモデルを用
いて詳細な細胞内作用機序の解明を目的と
して行った。 
 
３．研究の方法 

主な研究対象として、皮膚がんを選んだ。
マイクロアレイ法を用いた皮膚がん組織の
miRNAプロファイルによると、メラノーマに
おいて、がんとの関連性が知られている
miRNAの内85%の発現異常が観察されてい
る。本研究では、まず、種々の細胞に紫外線
（UV-B）を照射し、経時的にmiRNAの発現
量の変化を追った。同時に、発がん抑制効果
が報告されている食品由来物質（トマト由来
リコピンまたは茶カテキン）を用い、同様に
影響評価を行った。 
 
(1)細胞 
 予備実験として、チャイニーズ・ハムスタ
ー肺由来V79細胞（理化学研究所、つくば市）
を用いた。さらに、ヒト正常ケラチノサイト
由来HaCaT細胞（Cell Lines Service社、
Eppelheim、Germany）を用いた。 
 V79細胞（理化学研究所， つくば市）は、
5%のFBS（Invitrogen， 東京）含有Minimum 
Essential Medium（MEM, Invitrogen）培地
を用い、HaCaT細胞は、10%のFBS含有
Dulbrcco’s Modified Eagle Medium
（DMEM、Invitrogen）を用い、5% CO2存
在下、37℃で培養した。細胞剥離には、
Trypsin-EDTA（Invitrogen）を用いた。 
 
(2)UV-B照射 
 培地による紫外線吸収作用を除外するた
め、照射中は培養用培地をEarl’s Balanced 
Salt Solution （EBSS, Invitrogen）に換え
て用いた。UV-BはUV Stratalinker 2400
（Agilent社, La Jolla, CA）により照射した。 
 
(3) 突然変異試験 
 HPRT 試験を用いた。HAT 含有培地で細
胞を 10 日間培養してバックグラウンドの突
然変異細胞を除去した後、培地を元に戻して
用いて一晩培養した。培地を EBSS に換え、
UV-B を照射した後、再び培地を戻し、さら
に６日間培養した。Trypsin-EDTA ですべて
の細胞を剥離して回収し、106 個になるよう
に突然変異を起こした細胞のみが生存でき
る 6-TG（10 μg/ml）含有培地で調整し、さ
らに２週間培養した。メタノール固定後、
0.5%クリスタルバイオレット液で染色し、コ
ロニー数（MC: Mutant Clones）を数えた。
同時に、1000 個の細胞を 6-TG を含まない
MM 培地で培養し、６日後にコロニー数



（PEC: Plating Efficiency Clones）を数え、
突 然 変 異 頻 度 （ Mutant Fraction ） ＝

を算出した。 
 
(4)アポトーシス試験 
細胞全体の紫外線誘発ダメージの影響は、

アポトーシス（細胞死）検出法により評価し
た。方法は、APOPercentage 法（Biocoler, 
Northern Ireland）を用いた。細胞数を 3 × 
104 個/well になるように調整して 96 well 
plate にまき、一晩培養した後、培地を EBSS
に換えて各エネルギー量の UV-B を照射し、
培地を培養用培地に戻し、さらに 6、12 およ
び 24 時間培養した。その後、APOPercentage 
Dye 含有培地に換え、さらに 30 分間培養し
た後、顕微鏡下で赤色色素を取り込んだ細胞
を観察した。画像解析ソフトウェアを用い、
色素取り込み量を数値化して比較した。 
 
(5)total RNA の抽出 
 24 well ディッシュに 3 X 10 5 cells/well に
なるように細胞を播種し、UV-B 照射前、照
射直後、6 時間、12 時間および 24 時間培養
した。1 ml の TRIZOL（Invitrogen）を加え
て、細胞全てを 2 ml のチューブに移し室温
で 5 分間置き、0.2 ml のクロロホルムを加え
て手で 15 秒間振って、12000g で 15 分間遠
心した。上清を 1.5 ml のチューブに移し、0.5 
ml のイソプロピルアルコールを加えた。室温
で10分間置いて12000gで10分間遠心した。
沈殿した RNA を 75% ethanol で洗い、30 μl
の Nuclease-free H2O に溶解した。 
 
(6)発がん関連遺伝子発現解析 
①cDNA の精製 
 (5)で抽出した total RNA から、High 
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 
(Applied Biosystems,社, 東京)を用い、下記
の方法により cDNA を生成した。PCR チュ
ーブに、10X Reverse Transcription Buffer
を 2 μl、25X dNTPs を 0.8 μl、10X Random 
Primers を 2 μl 、 MultiScribe Reverse 
Transcriptase (50 U/μl)を 1 μl、RNase 
Inhibitor を 1 μl、Nuclease-free H2O を 3.2 
μlを入れ、i)で抽出したRNAを 10 μl加えて、
PCR 反応（ステップ 1:25℃ 10 分間、ステッ
プ 2:37℃ 120 分間、ステップ 3:85℃ 5 秒間、
ステップ 4: 4℃）により cDNA を生成した。 
 
②RealTime PCR 

96 well プレートに、 TaqMan Gene 
Expression Master Mix (Applied 
Biosystem)を 10 μl、アポトーシスおよび
DNA 修復に関連した各遺伝子に対応した
TaqMan Gene Expression Assay を 1 μl、
Nuclease-free H2O を 8 μl、①で作製した
cDNA template 1 μl を加えた。コントロール

として、Human RNA sample（Ambion 社, 
東京）を使用し、GADPHについて解析した。
RealTime PCR 法（ステップ 1: AmpliTaq 
Enzyme Activation, 95℃ 10 分間、ステップ
2: UDG Incubation, 50℃ 2 分間、ステップ
3: Denature, 95℃ 15 秒間、ステップ 4: 
Anneal/Extend, 60℃ 1 分間）を行い、SDS 
software を用い、遺伝子発現量を定量的に解
析した。 
 
(7)miRNAプロファイリング 
 (5)において抽出した total RNA から、
TaqMan MicroRNA Reverse Transcription 
Kit（Applied Biosystem 社、東京）により、
ターゲットとする miRNA 特異的なプライマ
ーを用いて cDNA を生成した。生成した
cDNA について、TaqMan miRNA Assay を
用い、リアルタイム PCR システムによりア
ポトーシスおよび DNA 修復との関連が報告
されている miR21、miR22、miR34a 等
miRNA 群の発現量の変化を解析することで、
プロファイリングを行った。 
 
 
４．研究成果 
(1)突然変異の検出 
 V79 細胞における結果を Fig 1 に示した。
UV-B の照射量に応じて、誘発される突然変
異頻度は増加した。また、リコピンによる抑
制率は、UV-B 50 J/m2 では 22.1%、100 J/m2

では 30.4%、200 J/m2 では 30.4%であった。 
 

 

Fig.1. Dose-dependent UV-B induced 
mutant fractions were reduced by lycopene.  
Solid circle: control, Open circle: lycopene (5 
μM).
 
(2)アポトーシスの検出 
アポトーシスを起こしている細胞を、顕微

鏡下で観察した（Fig. 2）。UV-B 100 J/m2照
射では、赤色色素を取り込んだ細胞が多く観
察され、UV-B によりアポトーシスが誘発さ
れていることがわかった（Fig. 2-b）。一方リ
コピン処理群では、リコピン非処理群に比べ



て色素を取り込んでいる細胞がほとんどな
く、UV-B による細胞障害がリコピンにより
抑制されていることがわかった（Fig. 2-c）。
UV-B 200 J/m2 照射でも同様の傾向を得た
が、赤色色素の取り込みは、100 J/m2照射で
最も多かった。 
 

a. control 

 

b. UV-B (100 J/m2) 

 

c. UV-B + lycopene 

 

Fig. 2. UV-B induced apoptosis in V79 cells. 
a. control, b. Cells were exposed to UV-B 
(100 J/m2), c. Cells were treated with 
lycopene (5 µM) for 24 hrs prior to UV-B 
exposure. 
 
画像解析ソフトにより色素の取り込み量

を数値化した結果を Fig. 3 に示した。未処理
の細胞群（CONT）に比べ、100 J/m2の UV-B
照射細胞群（UV-B）では 1.8 倍程度赤色色素
の取り込みが増加していたのに比して、リコ
ピン処理群（UV-B LYC）では、UV-B 照射
によるアポトーシス誘発が抑制されていた。 

Fig. 3. UV-B induced apoptosis were 
reduced by lycopene in V79 cells. Data were 
shown as mean ± S.D. of triplicate 
experiments.
 
(3)発がん関連遺伝子群発現解析 
 Fig. 4 に、発がん関連遺伝子群の発現解析
結果の一部を示した。 
 がん抑制遺伝子である P53 は、UV-B の照
射量により発現量が抑制されていたが、500 
J/m2では増加していた。しかしながら、細胞
のほとんどが死んでいたため、正確な発現量
ではないと判断された。アポトーシス誘発関
連遺伝子である Bcl-2 は、UV-B 照射強度に
応じて、発現量が増加し、アポトーシスが誘
発されていることを示唆していた。 
 

Fig.4. Gene expression of P53 and Bcl-2 by 
UV-B (100 J/m2, 2hr). 

 
 



(3)miRNA プロファイリング 
 紫外線照射による miRNA 発現の変化の１
例を下図に示した。発がんに関連があり、さ
らに細胞死との関連性が報告されている
miR34a は、UV-B 照射直後から 12 時間後に
かけては UV-B により発現が抑制されていた
が、24 時間後では復活していた。この他、
miR21、mir22等についても同様に試験した。 
 

Fig.5. miRNA expression induced by UV-B.
 
 

以上の結果より、本研究の最終目的である
モデル細胞の構築までには至れなかったが、
次段階へと進める上で有益なベースライン
のデータや、研究を進める上での留意点、問
題点等についての貴重なデータを得た。 

特に、miRNA プロファイリングについて
は、発がん過程に重要なシグナル経路に関与
していることが報告され、さらに DNA 修復
にも影響を及ぼすことが報告されている
miRNA のプロファイリングが行えた。しか
しながら、発現実験における誤差が大きく、
条件をより細かく設定して実験を繰り返す
ことで、誤差範囲を最低限に抑える必要があ
ることが示唆された。 
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