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研究成果の概要（和文）：p53誘導性miRNA，miR-200b/200c/429の新規標的遺伝子CRKL (v-crk sarcoma virus CT10 on
cogene homolog-like)を同定した．CRKL遺伝子の3’-UTRにmiR-200b/200c/429の結合配列を同定し，p53ファミリーがm
iR-200b/200c/429を転写活性化し，この配列を介してCRKLの発現を抑制していることを明らかにした．CRKL遺伝子発現
は胃癌患者の予後不良と相関しており，p53変異のある症例で有意に発現上昇していた．CRKLの導入により，胃癌細胞
株の増殖，浸潤，遊走能が上昇することを明らかにした．

研究成果の概要（英文）：The miR-200 family includes two clusters: miR-200b-200a-429 located on chromosome 
1; and miR-200c-141 located on chromosome 12. We identified response elements located around both clusters
 that are responsive to p53 family. Here, in silico miRNA target prediction identified the v-crk sarcoma v
irus CT10 oncogene homolog-like (CRKL) as a potential miR-200b/200c/429 target. MiR-200b/200c/429 inhibits
 the expression of CRKL by directly targeting its 3'-UTR region. Importantly, CRKL expression was decrease
d in cancer cells with introduction of wild-type p53 and TAp63. Oncomine database shows that CRKL levels a
re significantly overexpressed in multiple cancer types compared with the corresponding normal tissues. We
 also found that CRKL was overexpressed in primary breast cancer tissues harboring mutant p53 genes. Our r
esults indicate that a p53-inducible miRNA, 200b/200c/429 is a negative regulator of the CRKL oncoprotein 
and suggest a new p53-miR-200-CRKL pathway in carcinogenesis.
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１．研究開始当初の背景 
（１）最近のゲノム解析の進展により，転写
されたRNAの多くがタンパクに翻訳されない
non-coding RNA（ncRNA, 非コードRNA）であ
り，遺伝子発現の様々な段階で重要な制御因
子として機能することが明らかとなってきた．
microRNA (miRNA)は20数塩基の短い機能性
RNAで，遺伝子の3'非翻訳領域に結合して転
写・翻訳抑制に関与しており，多くの疾患と
の関連が知られている．がんの発生・進展に
おけるmiRNAの役割に関する研究も進められ
ているが不明な点も多く，食道癌，胃癌など
消化器癌の浸潤・転移，治療抵抗性の関わる
miRNA の研究は始まったばかりである 
(Lancet Oncol 11: 136, 2010)．一方比較的高分
子のncRNAの存在も知られていたが，複数の
exonを含み，既知のタンパクコード遺伝子と
は重なり合わずに遺伝子間領域に存在する大
きい転写単位が最近多数見いだされ，Large 
intervening non-coding RNA (lincRNA)と呼ばれ
ている (Nature 458:7235, 2009)．ヒトゲノムか
らは5000以上のlincRNAが転写されているこ
とが示唆されているが，疾患との関係はほと
んど明らかになっていない． 

（２）p53 は，ヒトがんにおいて最も高頻度
に遺伝子変異が検出されているがん抑制遺
伝子であり，その遺伝子産物は転写因子とし
てゲノム上の応答配列に結合し，近傍の標的
遺伝子の転写を活性化することで，細胞周期
調節・アポトーシス誘導・血管新生抑制など
に関与し，腫瘍抑制機能を発揮している．し
たがって，p53 が機能性 RNA の発現調節を
介してその機能を発揮している可能性が高
い．しかしながら，p53 によって転写制御さ
れる miRNA としては，これまでのところ
miR-34 ファミリー，miR-192/215, miR-145 が
報告されているのみである．また最近，
Harvard 大の John L. Rinn 博士のグループが，
p53 に誘導される初めての lincRNA を同定し，
細胞死に関わっていることを報告した（Cell 
6;142:409, 2010）．よって p53 に制御される
未知の機能性 RNA が多数存在することが充
分予想され，がんの発生，進展に関わってい
る可能性がある． 
 
２．研究の目的 
 近年，ncRNA，miRNA を含む機能性 RNA
が発がん，発生・分化に密接に関与している
ことを示唆する研究結果が蓄積されつつあ
る．本研究では，最も高頻度に遺伝子変異が
検出されているがん抑制遺伝子p53経路の異
常が発がん，がんの進展過程におよぼす分子
機構を多面的に理解するため，p53 によって
制御される機能性 RNA を最新のゲノム情報
を駆使して効率的に同定し，その機能解析へ

と展開する．さらに発現異常，遺伝子変異の
解析，悪性度および化学療法効果との関連性
の分析を通じて，胃癌，食道癌を中心とした
消化管癌の新しい診断・治療予測システムを
開発しようとするものである． 
 
３．研究の方法 
（１）p53 に制御される機能性 RNA の同定 
 すでにマイクロアレイ，および ChIP シー
クエンス（H3K4me3, H3Ac）によって同定し
たp53によって発現が上昇する81のmiRNA，
649 の lincRNA について，in silico 解析により
近傍に p53 結合配列がないかを解析し，p53
に制御される候補機能性 RNA を抽出する．
これらの機能性 RNA のうち，miRNA につい
ては qRT-PCR により発現変化の再現性を確
認する．lincRNA については種々の分子学的
手法によって転写物の全長を同定し，
qRT-PCR により発現変化を確認する．近傍に
存在する結合配列に対して，クロマチン免疫
沈降，レポーターアッセイによる転写制御様
式の解析を順次行う． 

（２）p53 に制御される機能性 RNA の発現解
析 
 いくつかの初代培養細胞の分化段階，個体
の発生段階，正常組織，がん組織における発
現パターンを ISH 法，qRT-PCR 法を用いて解
析する．癌部と隣接正常部の発現を定量的に
評価し，臨床病理学的因子や治療反応性との
相関を解析する．さらにがん組織での発現変
化，予後，悪性度との相関を分析し，がん関
連機能性 RNA の同定を試みる． 

（３）p53 に制御される機能性 RNA の機能解
析 
 発現変化が著しい機能性RNAについては，
遺伝子の構造異常やエピジェネティック異
常がないか，解析を加える．癌症例における
発現と悪性度，予後との相関から，癌関連機
能性RNAを抽出し，機能解析の対象とする．
またデータマイニングによって，特定の機能
性 RNA の発現プロファイルが消化器癌の診
断・治療マーカーになりうるかどうかを詳細
に解析する．公共のデータベース，ソフトウ
ェアを利用して，同定した機能性 RNA によ
って転写・翻訳抑制を受けるタンパクコード
遺伝子を推測し，実験的に確認を行う． 
 
４．研究成果 
（１）miR-200 ファミリーの新規標的遺伝子
CRKL の機能解析 
 p53 誘導性 miRNA，miR-200b/200c/429 の新
規標的遺伝子 CRKL (v-crk sarcoma virus CT10 
oncogene homolog-like)を同定し，発がん過程に
おける役割を解析した．CRKL 遺伝子の



3’-UTR に miR-200b/200c/429 の結合配列を同
定し，p53 ファミリーが miR-200b/200c/429 を
転写活性化し，この配列を介して CRKL の発
現を抑制していることを明らかにした．臨床検
体の解析から，CRKL 遺伝子発現が胃癌組織で
上昇し，予後不良と相関することをつきとめた．
また，p53 変異のある症例で有意に CRKL が発
現上昇していた．CRKL の導入により，胃癌細
胞株の増殖，浸潤，遊走能が上昇することを明
らかにした．以上の結果から，p53 ファミリー
が miR-200b/200c/429 の転写誘導を介して
CRKL の発現を制御し，がんの浸潤，転移能を
抑制していることが示唆された． 

（２）miR-142-3pを介したp53によるXPO1の発
現抑制 
p53により発現抑制される遺伝子として，核外
輸送受容体をコードするXPO1 (exportin 1)を同
定し，その転写調節機構，癌組織における発現
を検討した．qRT-PCR，ウエスタンブロットに
おいて，外来性，および内在性p53はXPO1の
mRNA，蛋白発現を抑制した．一方，XPO1プ
ロモーターに対するリ一ポーターアッセイで
は，p53による変化はわずかであった．miRNA
のマイクロアレイ，複数のアルゴリズムを利用
したmiRNAの標的予測から，p53がmiR-142-3p
の転写誘導を介してXPO1を発現抑制している
ことを明らかにした．miR-142-3p導入により，
XPO1のmRNA，蛋白レベルが抑制され，核局
在p53の増加と細胞周期のG1期停止をもたら
した．この効果はXPO1の外来性発現によって
阻 害 さ れ た ． さ ら に XPO1 の 3’-UTR に
miR-142-3pの標的配列を同定した．乳癌組織の
解析では，p53変異を持つ症例で有意にXPO1
遺伝子の発現上昇を認めた．本研究はp53が
miR-142-3pの転写誘導を介してXPO1の発現抑
制し，自らの機能を増強させる正のフィードバ
ック機構を示唆しており，新たながん治療の標
的となりうることが示された． 

（３）p53 に制御される新規機能性 RNA の同
定 
 マイクロアレイ，および p53 結合コンセンサ
ス配列の全ゲノム網羅的解析より，76 の p53
誘導性 ncRNA 候補を同定した．それらすべて
について，RT-PCR 法により p53 ファミリーに
よる発現誘導を確認したところ，6 つの ncRNA
の強い転写誘導が認められた．さらに 6 つの
ncRNA すべてについて近傍の p53 応答性配列
を同定した． 
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