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研究成果の概要（和文）：マイクロ RNA (miRNA)は数多くの遺伝子発現制御に関与しており、。

我々はこれまでに前立腺癌の進展に関与する可能性の高い miRNA群を同定してきた。本研究で

はその中から、miR-30d に注目し、miR-30d が前立腺癌細胞及び前立腺癌組織で高く発現してい

ることを明らかとした。また、miR-30d が高く発現している前立腺癌ほど再発までの期間が短

いことから、miR-30d が前立腺癌再発の診断マーカーとなりうることを明らかとした。その標

的分子としては SOCS1 を同定し、miR-30d による SOCS1 の発現制御が前立腺癌の進展に大きく

かかわっていることを明らかとした。 

 
研究成果の概要（英文）：micro RNAs (miRNAs) regulate many genes and therefore their 
expression abnormality cause various diseases including cancer. Previously, we 
identified some miRNAs that might be related with prostate cancer progression. In this 
study, we found that miR-30d expression in cancer cells and tissues is higher than in 
normal prostate cells and tissues. Further, miR-30d expression was associated with 
recurrence free survival ratio. Therefore miR-30d might be a prognosis factor for prostate 
cancer recurrence. We identified that SOCS1 was one of the targets for miR-30d. SOCS1 
regulation by miR-30 was related with prostate cancer progression. 
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１．研究開始当初の背景 
前立腺癌は男性ホルモン依存性の増殖を

示す高齢者に多い癌であり、日本ではその罹
患率が上昇傾向にある。また、ホルモン療法
不応性となった再燃前立腺癌に対する有効
な治療法は確立していない。そのため、今後
の高齢化社会に向けて再燃前立腺癌をはじ
めとした前立腺癌の予防方法、早期診断方法
や新たな治療方法の開発が急務である。 
マイクロ RNA (miRNA)は癌を始めとした

様々な疾患の原因因子となっていることが
明らかとなりつつある。miRNA はタンパク質
をコードしない低分子 RNA であり、細胞内に
おける役割として標的遺伝子 mRNA の翻訳を
阻害することで、標的分子の発現を制御する
機能性 RNA である。また、miRNA は完全な相
補配列だけではなく、部分的に一致した相補
配列に対しても機能するため、一つの miRNA 
が何種類もの標的分子の発現を低下させる
ため、多くのタンパク質が一つの miRNAによ
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って発現制御を受けると考えられる。このこ
とから、各種疾患に miRNA ネットワークが重
要な機能を持つと示唆される。 
我々は、これまでに前立腺癌の進展に関与

する可能性の高い miRNAの探索を行い、幾つ
かの miRNA 群を同定してきた。本研究では
miRNA についてより詳細な検討を行い、前立
腺癌及び再燃性前立腺癌の発生や進展との
関係を明らかとすることについて検討し、新
たな治療標的や診断マーカーの探索を目的
とした。 

 

２．研究の目的 
マイクロ RNA(miRNA)による遺伝子発現制

御は様々な疾患の重要な原因因子と示唆さ
れている。我々は、これまでに前立腺癌の進
展に関与する多くの重要な新規分子の同定
とその機能について明らかにしてきた。更に、
前立腺癌の発生や進展への関与が疑われる
miRNA 群を同定してきた。本研究ではこれま
での研究をさらに進化させて、特に臨床的に
重要な課題である再燃性前立腺癌の発生や
進展に関与する miRNA 群の同定と詳細な検
討をバイオインフォマティクス及びプロテ
オミクスにより網羅的に検索し、新たな治療
標的としての可能性を探索する。 

 

３．研究の方法 
(1)miR-30dの前立腺細胞株及び前立腺組織
検体における発現と臨床像との関連性 
横浜市立大学内に設置された倫理委員会

で研究について承認を受け、研究使用の同意
を得た前立腺組織(癌組織及び正常組織)及
び前立腺細胞株における miR-30d及び標的遺
伝子の発現を qPCR によって確認し、更に各
臨床像との関連性について検討した。また、
標的分子と考えられた SOCS1については qPCR
と共に免疫染色法を用いて検討した。 
 

(2)miR-30d の標的遺伝子の同定及び機能解
析 
miR-30dの標的遺伝子について TargetScan 

5.1 (http://www.targetscan.org), PicTar 
(http://pictar.org) 及 び miR-Base 13.0 
(http://microrna.sanger.ac.uk)の 3つのデ
ータベースを用いて探索した。得られた結果
の中から、すべてのデータベース上で予測さ
れた標的分子について qPCR 及び western 
blotによる発現の確認を行った。 

機能解析方法としては miR-30dの発現を抑
制した細胞株、または miR-30d 及び 3’非翻
訳領域を持つ標的遺伝子を高発現する細胞
株を作製し、レポーターアッセイ、MTT assay、
invasion assay、western blotを用いて解析

した。 
 
(3)in vivoにおける腫瘍増殖能の検討 
 5 週令のヌードマウスに miR-30d の発現を
抑制した PC3及び LNCaPを移植し、PC3 は 36
日経過後、LNCaPは 49日経過後に腫瘍サイズ
を測定し、腫瘍を摘出した。摘出したサンプ
ルは qPCRや免疫染色法によって評価した。 
 
４．研究成果 
 以前の研究結果から、miR-30d が前立腺癌
株で高く発現し、前立腺癌細胞株の増殖に関
与する可能性を明らかとしている。そこで、
前立腺癌組織における miR-30dの発現につい
て検討し、正常組織と比較して癌組織では
miR-30d の発現量が増加していることを明ら
かとした(図 1a)。更に、臨床像との関連性を
検討したところ、miR-30d の発現量が高いほ
ど再発までの期間が短いことを明らかとし
た(図 1b)。この結果から、miR-30dは前立腺
癌の予後マーカーとなりうると考えられた。 

図 1. 前立腺における miR-30d の発現と

再発期間の関連性 (a)前立腺組織におけ

る発現  (b)前 立腺癌の再発期間 と

miR-30dの発現の関連性 
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 miR-30dの機能解析を行うために、miR-30d
発現を抑制もしくは高発現させた細胞株を
作製した。それらの細胞の増殖能と浸潤能に
ついて検討した結果、miR-30d の発現を抑制
した前立腺癌細胞では、その増殖及び浸潤の
どちらも抑制された。また、逆に miR-30dを
強く発現させた正常前立腺細胞では細胞増
殖及び浸潤能が上昇した(図 2 及び図 3)。こ
れらの結果から、miR-30d は前立腺癌の進展
に重要な miRNA であると考えられた。 

 続いて、miR-30d の標的分子についてプロ
テオーム解析及びバイオインフォマティク
ス的手法によって探索した結果、SOCS1 を標
的分子として同定した。そこで、miR-30d の
発現を抑制した細胞株における SOCS1の発現
を確認したところ、miR-30d の発現を抑制し
た細胞株では SOCS1の発現が上昇した(図 4)。
また、SOCS1 の過剰発現が前立腺癌細胞株の
浸潤を低下させることを確認した。 

 更に、miR-30d が SOCS1 mRNA 内の 3'非翻
訳領域(3'-UTR)に結合することで SOCS1の発
現を制御していることを確認するために、野
生型 (SOCS1 3'-UTR WT)及び変異型 (SOCS1 
3'-UTR Mut)の 3'UTR を持つレポータープラ
スミドを作製し、miR-30d の過剰発現と組み
合わせたルシフェラーゼレポーターアッセ
イを行った。miR-30dが SOCS1 mRNA の発現量
を直接制御することを明らかとした(図 5)。 

in vivo における検討においても in vitro
と同様であり、miR-30d の発現を抑制した移
植モデルで得られた腫瘍はコントロール細
胞由来の腫瘍サイズと比較して小さい腫瘍
サイズであった。また、得られた腫瘍を用い
て SOCS1 を免疫染色したところ、miR-30d を
抑制した腫瘍では SOCS1タンパクが増加して
いた。また、臨床検体における SOCS1の発現
を検討したところ、miR-30d の発現と逆相関
していた。 

以上の事から、本研究で miR-30d は前立腺

図 4. 前立腺癌細胞株における miR-30d

の発現抑制による SOCS1の発現増加 

図 3. 前立腺細胞株に

おける miR-30dの浸潤

能 へ の 影 響 . (a) 

PC3, (b) LNCaP and 

(c) RWPE-1 

図 2. 前立腺細胞株における miR-30dの

細胞増殖への影響. (a) PC3, (b) LNCaP 

and (C) RWPE-1 
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図 5. miR-30dによる SOCS1 mRNA の制御. 



 

 

癌の再発マーカーとなりうること、また
SOCS1 を直接制御することで前立腺癌の増殖
及び浸潤に関与していると考えられた。 
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