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研究成果の概要（和文）：本研究では、環境ストレス（電離放射線、紫外線、温熱、Hypoxia）

に対する細胞応答に際しての miRNA の役割を知るため、既知の miRNA の検索、さらにライ

ブラリーを作製して網羅的に解析しようと試みた。さらにギャップ結合をポイントにして解析

すると我々が長年研究してきた cPLA2αの有無に依存することが明らかとなった。完全に

cPLA2αをノックアウト(KO)したマウスを得るため、我々で conditional KO マウスを作製す

ることにした。 
 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, in order to know the role of miRNA upon cell response 
(ionizing radiation, UV, heat-shock, Hypoxia) to environmental stress and tried search 
miRNA known to try comprehensively analyzed to generate a library further. Relying on 
the presence or absence of cPLA2α we have studied for many years and analyzed by point 
gap junction further revealed. To get the completely cPLA2α knockout (KO) mice, we 
decided to produce a cPLA2α conditional KO mouse. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 扁平上皮や血管内皮細胞はお互いに連携
を保って存在しなければ上皮や血管として
の機能は果たせない。このような細胞では細

胞間のギャップ結合を介して細胞間情報交
換  (gap-junctional intercellular 
communication, GJIC) が行われていると考
えられている。ギャップ結合はコネキシン
（Cx）６量体で構成されており、特に Cx43
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の役割が大きいとされ
ている(図 1)。 
 ギャップ結合を通っ
て細胞間の情報伝達に
携わっている物質はど
のようなものが考えら
れるであろう？ ギャ
ップ結合を通過できる
のは１kDa 以下の低分
子とされている。われわ
れは miRNA がその一
つの候補ではないだろ
うかと考えた。その理由
はいくつかある。１つに
は miRNA が分泌顆
粒に含まれて細胞間を
移動している可能性が
示唆されたことである
（Nat Cell Biol 9: 654-659; 2007）。さらには、
細 胞 が 遊 走 刺 激 に 応 じ て 伸 展 さ せ る
pseudopodia 内に多種類の miRNA が蓄積さ
れていることが報告された（Nature 453: 
115-119; 2008）。また、miRNA がギャップ
結合を通過できることも分かった  (BBRC 
363: 610-615; 2007)。したがって、これらの
結果を踏まえて われわれは以下のような仮
説を立てた。すなわち、放射線などのストレ
スに対して細胞は miRNA をギャップ結合を
通して隣り合った細胞に移動させて情報を
交換し、ストレスに対する抵抗性を速やかに
高めているのではないか、と考えている。 
 以前にわれわれの研究室では、温熱ストレ
スに対する細胞の反応性を、細胞を高密度で
維持した場合と低密度で維持した場合とで
比べた事がある。その研究で分かったことは 
細胞は細胞間のコンタクトがなくなると途
端に温熱に対する感受性が高くなるという
ことである。lindane という Cx43 の機能を
阻害する薬剤を培地中に同時に与えること
で、たとえ高密度で維持している細胞におい
ても温熱に対する感受性が非常に高くなる
ことから、こうした考えは妥当なものだと思
われた。また一般に癌細胞はギャップ結合に
異常をきたしていると考えられている。この
ことは、癌が温熱や放射線に対して比較的感
受性が高い原因の一つなのかもしれない。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目標は放射線、紫外線、温熱、低
酸素分圧  (Hypoxia) など細胞を取り巻く
種々のストレスに適応するため細胞が
miRNA を使って適応していることを証明す
ることである。おそらく、細胞が利用する
miRNA の種類は一つではないだろう。異な
るストレスに対しては異なる種類の miRNA

を準備しているであろう。その多様性こそが
細胞の持っている防衛機所の特徴だと思わ
れる。われわれは本研究にて、少なくとも上
記のストレスそれぞれに対応した miRNA を
同定したい。そして、それらの miRNA がス
トレス刺激を受けた１個の細胞からギャッ
プ結合を通って隣接する細胞へと移動して
いく過程を画像化して見せることでこの仮
説の証明を試みる。 
 ストレス応答に関わる物質についてギャ
ップ結合を介しての miRNA に求めた点は独
創的な点といえるのではないだろうか。
miRNA はこれまで１個の細胞内での生物学
的機序の同定は行われてきたが、細胞集団に
おける働きは未だ認識されていない。本研究
の仮説を図２にまとめた。ギャップ結合を介
してのストレス応答に miRNA の存在が明ら
かになれば、頭頸部癌のような固形癌の治療
において重要な貢献ができると考えている。
miRNA を局所に投与することで全身投与と
比べても副作用を極力抑えた新しい治療法
開発への道を開く指標となり得る。 

 
 
３．研究の方法 
 
 環境ストレス（電離放射線、紫外線、温熱、
Hypoxia）に対する細胞応答に際してのギャ
ップ結合および miRNA の役割を知るために、
実験計画を（１）環境ストレス応答における
細胞情報交換因子 miRNAのスクリーニングと
同定、（２）同定された miRNA の機能とスト
レス応答との関連付けおよびギャップ結合
の通過能解析、（３）共焦点レーザー顕微鏡
下での miRNA移動解析および（４）正常細胞
と腫瘍細胞との相違点について種々のスト
レスに対する細胞の防御機構の一手段とし
ての細胞間情報交換システムの解明に取り
組む年次計画を立て実験を進めていく予定
であった。 
 以下に述べる研究計画においては、ギャッ
プ結合を介した環境ストレス応答に関わる
未知の miRNAを同定するという本研究の性格
上、使用する細胞、薬剤、miRNA 発現のため
の shRNA、細胞形態学的手法、分子生物学的
手法、アレイシステム等を併用し、多角的に
検討を加えられるよう勘案した。 



 

 

（１）環境ストレス応答における ギャップ
結合を介した細胞情報交換因子 miRNAのスク
リーニングと同定 
 細胞を様々なストレス下に置くことによ
り発現が大きく変化する miRNA を同定する。
本研究ではその手掛かりを求めるため、アレ
イ法による既知の miRNAの検索を行い、さら
にライブラリーを作製して網羅的に解析し
ようと試みた。本研究では環境ストレスとし
て電離放射線、紫外線、温熱、Hypoxia（低
酸素分圧）を選んだ。細胞は CV-1、SK-N-SH、
野生型マウス肺繊維芽細胞、HeLa S3、メラ
ノーマを用いることを予定していたが、野生
型マウス肺繊維芽細胞は凍結保存していた
ストックに問題があったため今回は用いる
ことができなかった。スクリーニングは SA
バイオサイエンス社のリアルタイム PCRアレ
イを用いた。 
 
（２）同定された miRNA の機能とストレス応
答との関連付けおよびギャップ結合の通過
能解析 
 miRNA とストレス応答との関連付けを行う。
miRNA を合成、導入し、ギャップ結合が関与
しているかを解析した。Confluent（ギャッ
プ結合が効率よく働く状態）にした培養細胞
とより低い細胞密度の細胞で比較を行った。
さらに、Cx43の阻害剤である lindaneや Cx43
の siRNA も用いて比較を行った。 
 アッセイ方法として致死感受性測定のコ
ロニーアッセイ、cell counting kit (同仁
科学) を用いたアッセイ及びアネキシンア
ッセイを行った。さらに分子生物学的解析と
してリアルタイム PCR、ウエスタンブロッテ
ィング及び免疫蛍光染色法を行った。 
 さらに、同定した miRNAに対するショート
ヘアピン RNA (shRNA) 発現プラスミドを作成
し、これを遺伝子導入してその働きを解析す
る予定であったが、結果的にその実験まで至
らなかった。 
 特に、Cx43の機能はそのリン酸化（BBA 
1711: 154-163; 2005）によって調節されて
いることから、ストレス応答におけるリン酸
化の差異は重要であるので、市販のリン酸化
認識抗体を用いてウエスタンブロッティン
グを行った。これらの解析は miRNA それぞれ
に対して順次行った。 
 
（３）共焦点レーザー顕微鏡下での miRNA 移
動解析 
 共焦点レーザー顕微鏡による局在解析も
併用して miRNA と Cx43が環境ストレス応答
においてどのような役割を担っているかを
調べる。具体的には miRNAを標識して細胞に
導入し、miRNAがストレス刺激を受けた１個
の細胞からギャップ結合を通って隣接する
細胞へと移動していく過程を画像化して見

せることでこの仮説の証明を試みる予定で
あった。 
  
（４）正常細胞と腫瘍細胞におけるギャップ
結合の相違点 
 正常細胞と腫瘍細胞、特に悪性の腫瘍とに
おいては環境ストレスに対する耐性が大き
く異なる。この一つの原因が GJIC機構の違
いにあるのではないかとの仮説を実証する。 
 Confluent（ギャップ結合が効率よく働く
状態）にした培養細胞とより低い細胞密度の
細胞で比較を行った。さらに、Cx43の阻害剤
である lindane や Cx43の siRNAも用いて比
較を行った。 
 
（５）cPLA2 コンディショナル ノックアウト
マウスの作成 
 以前、共同研究で cPLA2αの KOマウスを使
ったことがあるが、継代することが困難で実
験材料として使うには労力が大きく、相手の
研究室への依存度が大きすぎた。従って、
我々で conditional KOマウスを作製するこ
とにした。世界的にもこのようなマウスは存
在せず、ソースとしての貢献も副産物として
得られ、遠回りではあるが最も早く目的に近
づく実験であると考えた。導入する
Targeting vectorを作製し、共同研究により
ES 細胞からマウスを作製した。 
 
 
４．研究成果 
 

 本研究では、環境ストレス（電離放射線、

紫外線、温熱、Hypoxia）に対する細胞応答

に際しての miRNA の役割を知るため、最初

に細胞を様々なストレス下に置くことによ

り発現が大きく変化する miRNA を同定する

ことを試み、その手掛かりを求めるため、ア

レイ法による既知の miRNA の検索、さらに

ライブラリーを作製して網羅的に解析しよ

うとした。しかし、量があまりにも膨大なの

が問題となった。これまで 1 個の細胞内での

生物学的機序の同定は行われてきたが、細胞

集団における働きは未だ認識されていない。 

 以前に我々の研究室では、温熱ストレスに

対する細胞の反応性を、ギャップ結合をポイ

ントにして比較した実験を行っていた。その

研究で分かったことは 細胞は細胞間のコン

タクトがなくなると途端に温熱に対する感

受性が高くなるということである。この結果

は我々が長年研究してきた cPLA2αの有無

に依存した。よって、スクリーニングを試み

る細胞は cPLA2αが欠損している細胞とそ

の正常細胞を比較して用いることがその突

破口になると考えた。 



 

 

 簡便なやり方として siRNA などを用いる
方法があるが、完全にノックアウト(KO)する
ことはできず、ストレス応答の再現性に問題
点が残る。よって cPLA2αの KO マウス由来
の細胞を用いることが最善策であると考え
た。以前、共同研究で cPLA2αの KO マウス
を使ったことがあるが、継代することが困難
で実験材料として使うには労力が大きく、相
手の研究室への依存度が大きすぎた。従って、
我々で conditional KO マウスを作製するこ
とにした。世界的にもこのようなマウスは存
在せず、ソースとしての貢献も副産物として
得られ、遠回りではあるが最も早く目的に近
づく実験であると考えている。 
 
（１）環境ストレス応答における ギャップ
結合を介した細胞情報交換因子 miRNAのスク
リーニングと同定 
 細胞を様々なストレス下に置くことによ
り発現が大きく変化する miRNA を同定した。
本研究ではその手掛かりを求めるため、アレ
イ法による既知の miRNAの検索を行った。さ
らにライブラリーを作製して網羅的に解析
しようと試みたが、結果として得られるもの
はなかった。 
 
同定した miRNA 
 電離放射線：miR-152, -410, -431, -493 
(up-regulated),miR-155, -20a, -25, -15a 
(down-regulated) (Int. J. Radiation 
Oncology Biol. Phys. 81: 839–848; 2011) 
 紫外線：miR-125b (JBC 280: 16635- 16641; 
2005、JBC 287:33036- 33047; 2012),miR-22 
(BBRC 417: 546- 551; 2012) 
 温熱：miR-3120 (JBC 287: 14726- 14733; 
2012), miR-21、 miR-24 (FEBS Lett. 582: 
4137– 4142; 2008) 
 Hypoxia：miR-23, -24, -26, -27, -103, 
-107, -181, -210, -213 (MCB 27: 1859 -1867; 
2007) 
 
（２）ギャップ結合と cPLA2α 
 miRNA とストレス応答との関連付けを行う。
miRNA を合成、導入し、ギャップ結合が関与
しているかを解析した。 
 
①温熱ストレスによる細胞密度と生存曲線 
 
 CV-1、SK-N-SH、HeLaS3細胞で confluent、
あるいは低密度での温熱ストレスを与えた
ところ、すべての細胞で confluentの方が
温熱ストレスに耐性であることを示した。
これにはギャップ結合が関与しており、特
にコネキシン 43( connexin 43; Cx43)に注
目して解析を行った。 
 

CV-1細胞 

SK-N-SH細胞 
HeLa S3細胞 

②コネキシン 43 阻害剤 Lindane は温熱スト

レス耐性を低くする 
 
 confluent な CV-1 細胞に Cx43 の阻害剤
Lindane を加えて温熱ストレスに対する同様
の実験を行った。ウエスタンブロティングに
おいて Cx43 の発現が少なくなることも確認
した。温熱ストレス耐性は著しく低下したの
で、ギャップ結合におけるコネキシン 43 の
関与は明らかとなった。 
 



 

 

 
 
 
③温熱ストレスによる細胞密度と cPLA2α存
在下の生存曲線 
 
 cPLA2αノックアウトマウス肺より得られ
た初期培養細胞においては温熱ストレスに
対して強い耐性を confluentな状態では示す
が、低密度では野生型コントロールに近い耐
性しか示さなかった。この結果は温熱ストレ
スに cPLA2αが深く関与していることを示し、
さらに解析を進める予定だったが、共同研究
での cPLA2αのKOマウス供給が困難になり、
従って、我々で conditional KO マウスを作
製することにした。実験材料として使うには
継代と PCR による遺伝子型判定において労
力が大きく、相手の研究室への依存度が大き
すぎた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（２）cPLA2αコンディショナル ノックアウ
トマウスの作成 
 cPLA2α conditional KO マウスを作成する
ことにした。KO マウスは存在するが、世界
的にもこのようなマウスは存在せず、ソース
としての貢献も副産物として得られ、遠回り
ではあるが最も早く目的に近づく実験であ
ると考えている。継続して飼育する場合には
非常に有効である。 
 ターゲティングベクターは Gateway System 
(Invitrogen)を使用して作製した。以下にベ
クターのデザインと作製方法の図を示す。 
 
 

 

 
 
 cPLA2α conditional KO マウスはほぼ完成
したので、これからは安定した初期培養細胞
の供給が可能になり、より深い解析に進める
と期待している。 
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