
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成 25 年 5 月 13 日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
miR122 は 肝細胞特異的に発現する microRNA であり、かつ肝癌でその発現が落ちてい
るなどの背景から、肝細胞を正常な肝細胞として維持する機能をもつ。miR122 のノック
ダウンによって AFP の発現が増加し、肝細胞の脱分化が起きていた。miR122 の低下によ
って CUX1 という標的転写因子の発現が増すが、CUX1 は癌細胞の悪性化に関わっている
ことが報告されており、miR122 の発現低下が肝癌細胞の悪性度を増すとともに AFP の産
生を増やしていることが示唆された。この所見は臨床的にしばしば観察される AFP 高発
現の肝細胞癌の予後が悪いことを分子生物学的に説明したものである。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Liver specific miR122 is frequently downregulated in hepatocellular carcinoma (HCC). 
Knockdown of miR122 induces AFP expression, indicating the de-differentiation of 
hepatocytes. Decreased miR122 expression leads to the increased expression of CUX1, a 
transcriptional factor, which is related with the aggressiveness of HCC. From these results, 
decreased miR122 results in the AFP expression and aggressiveness of HCC, which is a 
molecular explanation about the clinical poor prognosis of HCCs with high AFP expression. 
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１．研究開始当初の背景 
本研究開始時は、microRNA 研究がようやく
一般に広まりつつある時期であり、肝臓にお
ける microRNA の機能的意義を明らかにす
る必要があった。また iPS 細胞をはじめとす

る他の細胞からの肝細胞分化の方法を開発
することも大きなニーズとなっていた。蛋白
質をコードしていない non-coding RNA の一
種である miR は，ゲノムから転写後，特異的
な酵素によってヘアピン型の前駆体から短
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い二重鎖に切断されたのち、そのうちの一本
が配列の類似性に依存して標的遺伝子の 3’非
翻訳領域（3’-UTR）に作用し、標的 mRNA
の分解や翻訳抑制によって、その標的遺伝子
の発現を抑制する。miRNA は現在 2,000 種
類ほど報告されているが、肝臓にほぼ特異的
に発現している miR122 は、悪性度の高い肝
臓がんで発現抑制されていることが多いと
報告されていた。 
 
２．研究の目的 
上記の背景のもとに、本研究では肝細胞に特
異 的 に 発 現 し て い る と 言 わ れ て い る
microRNA122 に注目した。肝細胞内の全
microRNAの 80%以上を占めている miR122
は 肝細胞特異的に発現する microRNA であ
り、かつ肝癌でその発現が落ちているなどの
背景から、肝細胞を正常な肝細胞として維持
する機能を有している可能性が考えられる。
そこで、miR122 の肝細胞分化に与える生理
機能を in vitro での miR122 過剰発現系・ノ
ックダウン系とmiR122の機能的ノックアウ
トマウスにより in vivo で解明し、特に
miR122 による細胞内情報伝達系への影響と
肝機能維持と肝細胞分化に寄与する機構に
ついての結果を効率的な肝再生療法の確立
の一助として演繹することを最終的な目的
とした。 
 
３．研究の方法 
（１） レンチウイルスを用いた miR122 機
能的ノックダウンおよびmiR122過剰発現細
胞株の樹立：① miR122 に対する anti-sense
配列 RNAを H1 promoter 下に発現するレン
チウイルスを作製し これを肝細胞株に感染
させ miR122 の機能をノックダウンした
stable cell line を樹立した。miR122 の機能
については luciferase 遺伝子の下流 5’UTR
にmiR122の標的配列を組み込んだレポータ
ーコンストラクトを作製し transfection する
ことで luciferase の発光を定量することによ
り確認した。② 反対に過剰発現系について
は、miR122 の precursor を CMV promoter 
下に発現するコンストラクトを作製しレン
チウイルスに組み込んで発現した。 
（２）miR122 の機能的ノックアウトマウス
の作製: 上記の miR122 の anti-sense を発現
するコンストラクトを切り出し、マウスゲノ
ムに組み込んで transgenic mouse を作製し
た。これにより 機能的に miR122 をノック
ダウンした mouse を樹立し、in vitro で解明
したmiR122の機能を in vivo で検証するた
めのモデルとした。 
（３）miR122 の発現変化に伴う細胞内シグ
ナル伝達系の変化と機構の解明: In vitro, in 
vivo の検討から miR122 が惹起するシグナ
ル伝達系を検討した。 

（４）iPS 細胞からの肝細胞分化：microRNA
の強制発現・ノックダウンによる iPS 細胞か
らの肝細胞分化法の検証のための基礎デー
タを蓄積した。 
 
４．研究成果 
(1) miR122を比較的高レベルに発現している
ヒト肝臓がん細胞株 Huh7 に，ウイルスベク
ターでアンチセンスの miR122 を発現するコ
ンストラクトを導入した。アンチセンスの
miR122 は細胞内で成熟し、内在性の miR122
に相補的に結合し機能を抑制することで、
miR122の機能をノックダウンする。この系を
用いて細胞の形態変化や増殖能を調べたと
ころ，細胞増殖は変わらなかったが，多数の
偽足を出して活発な移動能を示した。また細
胞分化との関連を調べるため，肝細胞マーカ
ーの発現を検討したところ，α1-アンチトリ
プ シ ン や Hepatocyte Nuclear Factor-4 
(HNF4) などの肝特異因子の発現量に変化は
見られなかったが，コントロール細胞に比較
して AFP の著明な発現増加が確認された。 
 AFPの発現と miR122の発現と肝臓がんの悪
性度との三つ巴の相関は、臨床検体でも認め
られた。すなわち肝臓がんのグレードが進む
とともに miR122 の発現は減弱し，それと反
比例して AFP発現の著明な亢進が捉えられた。
さらに、miR122機能抑制肝がん細胞をヌード
マウスの肝被膜下に移植する実験でも，コン
トロール細胞移植では少ない血管への細胞
浸潤が見られた。 
 これらの結果から、miR122 の発現が低下し
た肝がん細胞では AFPの発現が亢進すること，
またそうした細胞では移動能や侵襲性が増
し，がんの悪性度が亢進することが示唆され
た。 
 miR122 機能を抑制した肝がん細胞では，培
養上清中の AFP濃度がコントロール細胞と比
較して増加しており，細胞質内での AFP mRNA
レベルは 10 倍にも達していた。これらの結
果から通常考えられるのは，miR122のターゲ
ットが AFP mRNAの 3’UTRであり，何らかの
原因で miR122 の機能が低下することによっ
て miR122による AFP mRNAの発現抑制が解除
されて発現が亢進してくるのではないか、と
いうことである。ところが AFP mRNA の
3’-UTR内には miR122が標的としうる配列は
コンピューターサーチ上 存在せず，miR122
が AFP mRNA を直接標的とする可能性は低い
ことが示唆された。 
 次に「miR122の標的遺伝子は何か」という
ことが問題となった。AFPが miRNA122 の直接
標的でないとすると、miR122 が何らかの因子
の発現を制御し、間接的に AFPの発現に関与
していると考えられる。そこで、数ある
miR122 標的因子のなかで 特に遺伝子の発現
制御に関わることが想定される「転写因子」



に注目して miR122 標的因子候補を再検索し
た。そこで浮かび上がってきたのが CUX1 と
いう遺伝子であった。 
 CUX1 はもともと腫瘍の悪性化に関わる因
子と指摘されており，細胞移動や細胞侵襲に
密接に関連する small GTPaseの RhoA活性化
などを通じて，がんの転移を促進するとすで
に報告されていた。しかもこの転写因子は、
転写を正にも負にも制御することのある因
子であった。さらにこの検索の最中に、別の
グループから「CUX1 が miR122 の標的因子で
ある」ということが報告され、miR122が CUX1
を標的としていることが図らずも裏付けら
れる結果となった。 
 そこで 実際にウイルスベクターで small 
hairpin RNA（shRNA）を導入して CUX1 を抑
制すると，AFP を高発現している肝がん細胞
で AFP の減少が確認された。したがって、
miR122 の発現低下ないしは機能阻害によっ
て、標的因子 CUX1の発現が増えると、AFPの
発現が増えると同時に、CUX1 による RhoA 活
性化などを通じてがんの悪性度が増すこと
が示唆された。 
 CUX1 が AFP の promoter に作用して転写を
直接負に制御するとすれば話しは単純だっ
たのだが、種々検討をしたものの CUX1が AFP
の promoter に作用する証拠が得られなかっ
た。そこで、AFPの promoter に作用する転写
因子の側からアプローチをすることにした。
AFPの転写抑制因子としてはすでに p53やβ-
カテニンが知られていたが、それらとともに、
AFP の新たな転写抑制因子としてジンクフィ
ンガー蛋白質 ZBTB20が 2008年に米国科学ア
カデミー紀要に報告されており、その研究グ
ループに教えを頂きながら、miR122抑制にお
ける これらの転写因子の発現変化を検討し
た。その結果、miR122発現抑制ヒト肝臓がん
細胞でこれらの因子の発現動態を見ると p53
とβ-カテニンの発現はコントロール細胞と
ほぼ同等で特筆すべき変化は見られなかっ
たが、ZBTB20 の発現が著明に減少しているこ
とが判明した。 
 次に、CUX1 と ZBTB20 のリンケージを検討
することとなった。CUX1 は転写因子なので，
何らかの遺伝子配列のプロモーター部分へ
の結合を通じて，その遺伝子の mRNA の増減
に関わることが想定された。ところが，
miR122 の機能を抑制した肝臓がん細胞では，
ZBTB20 mRNA 量はコントロール細胞と同等で
あり，ZBTB20 蛋白質だけが著明に減少してい
た。そこでわれわれは，可能性として、ZBTB20
の 3’-UTR 内の配列を標的とし mRNA 量では
なく翻訳調節で発現量を変え得るもう 1つの
miRの存在を想定した。 
 コンピューターによる検索で，最終的に同
定されたのが miR214 である。miR122 抑制細
胞で miR214 が著明に増加していることが確

認され，また miR122 抑制細胞ではコントロ
ール細胞と比較して約 50％も減少していた
ZBTB20 が，miR214 の発現を抑制した細胞で
は 90％以上発現が回復することも確認され
た。さらに，先述の shRNA による CUX1 ノッ
クダウン細胞では，miR214の発現レベルが減
少していた。miR214 の転写因子結合サイトの
検討を通じて，CUX1 は miR214 の転写プロモ
ーター領域に結合することにより，その発現
アクチベーターとして関与することが明ら
かになった。 
 しかしながら、なぜ miR122 の発現が低下
することがあるのか、すなわち miR122 の発
現制御機構については 現時点では未解明で
ある。ただし、miR122は肝臓特異的な miR で
あるだけに肝細胞の正常な機能維持に必須
であるらしく、最近二つのグループから、肝
細胞で miR122 を欠損すると inflammatory 
steatosis を生じ、線維化を経て肝癌が発生
することが miR122 ノックアウトマウスの解
析から報告された。これらの miR122 ノック
アウトマウスの肝細胞・肝癌細胞でも AFP 値
は高いことが示されている。 
 
（２）この所見は臨床的にしばしば観察され
る AFP 高発現の肝細胞癌の予後が悪いこと
を分子生物学的に説明したものであり今後
の分子標的治療の応用が期待される。また論
文として高いインパクトのジャーナルに掲
載され、その質が高く評価された。 
 
（３）肝細胞の分化誘導法の開発のために
iPS 細胞からの肝細胞分化を検討した。その
結果、従来の FGF2, BMP4 を用いた分化誘導
法を改変する事で より早く安価に肝細胞に
分化誘導できることが判明した。この結果は 
今後の肝細胞分化誘導法の開発に重要なイ
ンパクトを与える結果となった。 
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