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研究成果の概要（和文）： 

 miR-34aは癌抑制的に働く microRNA である。既知の癌予防食品成分から miR-34a 発現を調節

している物質を見つけるため、様々な食品成分を使用し、RB 失活癌細胞に対して G1 期におけ

る細胞周期停止を促す物質の探索を行った結果、いくつかの食品成分を見いだした。 

 これらの候補物質の中から、リアルタイム PCRを用いて実際に miR-34a 発現量を測定するこ

とで、miR-34a発現上昇を誘導する物質としてフラボンを見いだした。また、miR-34aターゲッ

トタンパク質の減少をウエスタンブロットで確認し、miR-34a発現上昇との関係を検証した。 

 これらの結果から、食品成分による生体内microRNAの調節は可能であると考えられる。さらに、

フラボンによる癌細胞増殖抑制効果におけるmiR-34aの関与の程度を調べることで、「microRNA

調節化学予防法」の実現が充分期待出来る。     

 
研究成果の概要（英文）： 

  miR-34a is a tumor suppressor microRNA.  I searched for the food components that 
regulated miR-34a expression.  As a result from flow cytometry analysis, several kinds 
of materials inducing G1 arrest were found, using RB inactivated cancer cells. 
  Real-time PCR specified flavone that induced miR-34a expression from candidate 
materials.  In addition, decrease in target proteins of miR-34a was confirmed by Western 
blot analysis.  
  These results suggested that food component could control expression of microRNA in 
vivo.  The research of miR-34a regulated by flavone might realize “microRNA-regulating 
chemoprevention” 
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１．研究開始当初の背景 

 

 悪性腫瘍の根絶が叫ばれ続けながら、実際
の死亡率減少の達成が難しい今現在におい
て、斬新かつ有効な癌予防法の開発は目下の
急務である。  
 近年、microRNA という全く新しい概念に属
する分子群が、種々の病態において極めて重
要な役割を持つことが明らかにされてきた。
microRNA とは細胞内に存在する長さ 20〜25
塩基程度の 1本鎖 RNA のことであり、標的と
なる遺伝子の発現を翻訳抑制する機能を有
すると考えられているノンコーディング RNA
の 1 種である。最近では発癌制御に関与し、
重要な機能を果たすことがわかってきてい
る。 
 今日までの分子を標的とした癌予防法に
おいて、発癌に密接に関与する microRNA を
ターゲットとする癌予防に関する研究報告
は皆無である。これらのことから、最も重要
な癌抑制遺伝子である p53により活性化され
る microRNA である miR-34a を標的とした新
規癌予防法に関する研究を行うことが新た
な癌予防戦略として重要であると考えた。 
 
２．研究の目的 

 

 1.の背景から、本研究では癌抑制的に働く
microRNA の発現を調節する新規癌予防物質
を、食品成分から同定することで、より有効
な癌予防物質を見いだし、全く新規な視点か
らの癌予防方法の開発を目的とした。 
 あらゆる悪性腫瘍の約半数において失活
しているとされている最も代表的な癌抑制
遺伝子 p53 により発現が上昇する microRNA
である miR-34aを活性化する因子を食品由来
成分から探索する。 
 癌により p53 が失活すると、本来発現が増
強されている miR-34a の発現が低下し、細胞
周期調節機構 RB/E2F 経路の不活性化がおこ
り、細胞増殖が促進され発癌に至る。そこで
その段階において探索した食品由来の癌予
防物質により miR-34aの発現を上昇させるこ
とで RB/E2F 経路の再活性化を促し、発癌予
防を行う。 
 
３．研究の方法 

 

「miR-34a発現上昇を促す食品成分のスクリ
ーニング」 
 
 miR-34aに依存した G1期における細胞周期
停止を効率よく見極めるため、p53および RB
失活癌細胞（ヒト前立腺癌細胞 DU145）を用
いることでスクリーニングを行った。その方
法として WST-8アッセイによる細胞増殖抑制
効果を調べた後、当該効果の詳細をフローサ

イトメトリーによって解析した。 
 
「miR-34aターゲットタンパク質の解析」 
 
 細胞周期解析結果から、細胞周期停止関連
タンパク質の挙動および、miR-34aターゲッ
トタンパク質の挙動をウエスタンブロット
分析によって調べた。 
 
「リアルタイム PCR」 
 
 ウエスタンブロット分析結果から、量的変
化をみせたタンパク質の mRNA解析を行った。 
 また、実際の miR-34a 発現量も測定した。 
 
「miR-34aプロモーターの構築」 
 
 miR-34a発現上昇を促す新たなスクリーニ
ング方法確立のため、microRNA がプロモータ
ーレベルで発現調節を受けていることを利
用し、miR-34aプロモーター予測配列を増幅
させ、ルシフェラーゼ上流に組み込んだレポ
ータープラスミドを作製した。これを用いた
るしフェラーゼアッセイによって、ルシフェ
ラーゼの活性値を減少させる物質の探索を
開始した。 
 
４．研究成果 
 
「miR-34a発現上昇を促す食品成分のスクリ
ーニング」 
 
 様々な食品成分および、薬剤を用いて
WST-8 アッセイを行った結果、数種類の細胞
増殖抑制効果をもつ物質を見いだした。 
 さらに、それらの化合物を用いてフローサ
イトメトリー解析を行い、G1 期細胞周期停止
を誘導する物質としてフラボンを見いだし
た（図 1、2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
「miR-34aターゲットタンパク質の解析」 
 
 G1 期における細胞周期停止に関連タンパ
ク質の挙動をウエスタンブロット分析によ
って調べた。その結果、p21、p27 の上昇、CDK6
の減少が確認された（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、miR-34a ターゲットタンパク質として
CDK6および SIRT1の減少が確認された（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 これらの結果から、実際に生体内において
miR-34a が機能している可能性が予想される。 

 
「リアルタイム PCR」 
 
 ウエスタンブロットの結果から、量的変化
を示したタンパク質の mRNA 解析を行った結
果、p21 mRNA の発現上昇がみられたが、p27
は変化がなかった。また CDK6 は mRNAレベル
での減少がみられた（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 さらに miR-34aの発現の上昇が確認された
（図 6）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 今後、フラボンによる G1 期における細胞
周期停止の誘導効果における、miR-34a の関
与の程度を Anti-miR-34a を用いた実験を行
い検証していく。 
 
「miR-34aプロモーターの構築」 
 
 さらに、miR-34a 発現誘導成分を効率よく
見いだすため、miR-34a のプロモーター予測
配列をルシフェラーゼ上流に組み込み、活性
化レベルを評価するためのプラスミドを構
築した。miR-34a プロモーターを上昇制御す



る食品成分の探索を今後も続けていく予定
である。 
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