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研究成果の概要（和文）：肝癌細胞株に対してmiR-302を導入し、培養することでiPS細胞と形態学的に類似した細胞塊
の出現を認めた。これらは未分化マーカーの発現上昇を認め、分化誘導によって、三胚葉の分化マーカーが上昇してい
た。
そしてこれらの細胞塊は親株と比較し、細胞増殖の抑制、間葉上皮移行の誘導、複数の薬剤に対する感受性の改善、ア
ポトーシス細胞の増加を認めた。miR-302を導入した細胞塊においては、c-Mycの発現が低いことが特徴であり、miR-30
2の標的遺伝子のなかで、c-Mycの発現に影響のあるヒストン脱メチル化酵素AOF2の関与を認めた。

研究成果の概要（英文）：Among three miRNAs that were previously presented for miRNA-mediated reprogramming
, miR-302 was expressed at low levels in HCC cells. After transfecting three times with miR-302, the cells
 were incubated in ES medium for 3 weeks, and then characterized. iPSC-like-spheres were obtained after th
e 3-week incubation. Spheres presented high NANOG and OCT4 expression, low proliferation, high apoptosis, 
low epithelial-mesenchymal transition marker expression, and sensitization to drugs. Several miRNAs were c
hanged. cMyc was decreased, and methylation was elevated on histone 3 at lysine 4 (H3K4). Differentiated c
ells expressed markers of each germ layer (GFAP, FABP4, and ALB). AOF2 (also known as LSD1 or KDM1), one o
f the targets for miR-302, was repressed in iPSC-like-spheres. Silencing of AOF2 resulted in similar featu
res of iPSC-like-spheres, including cMyc down-regulation and H3K4 methylation. In drug-resistant cells, se
nsitization was achieved through miR-302-mediated reprogramming.
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１．研究開始当初の背景 
（１） 肝細胞癌の治療としては切除、
TACE・ラジオ波などの局所療法および分子
標的治療薬（ソラデニブ）などの全身投与が
ある。肝切除もしくは局所療法などが可能で
あった場合としても、5 年生存率は 50％に過
ぎず、さらに慢性肝炎を発生母地としている
ため、治療後に新たな癌が発生してくる確率
が非常に高く、新たな治療法の出現が望まれ
ている。 
 
（２）2006 年に Yamanaka らのグループが
4 つの転写因子（Oct3/4, Sox2, cMyc, Klf）
を体細胞に導入することで、ES 細胞と同様
の形態で多分化能を持つ iPS細胞を作成して
以降、様々なリプログラミング方法が報告さ
れている。 
 教室ではこの方法を大腸癌細胞株に応用
したところ、ES 細胞と同様の形態と多分化
能をもった細胞の作成に成功した。この細胞
はもともとの癌細胞と比べて、悪性度の低下、
すなわち増殖能の低下と薬剤感受性の改善
を認めた。 
 
（３）一方、近年になってノンコーティン
グ RNA のひとつであり、17～22 個の塩基
からなる microRNA（以下 miRNA）が注
目されており、様々な遺伝子の発現に関与
していることがわかってきている。教室で
は、ES 細胞と iPS 細胞の miRNA の発現
の網羅的解析を通じて、細胞のリプログラ
ミングに関与する miRNA を同定しており、
これら複数の miRNA(miR-302, miR-369, 
miR-200c)を導入することで体細胞のリプ
ログラミングに成功したことを報告した。 
 
（４）われわれは、前述の通り、Yamanaka 
S. らが報告した４つの転写因子を導入す
ることで癌細胞のリプログラミングを通じ
た治療が可能であると考えている。しかし
ながら、４つの転写因子は癌遺伝子である
c-Myc を含むこと、ベクター等により導入
する必要があることから、技術的に閾値が
高い。miRNA による癌細胞のリプログラ
ミングが可能であれば、臨床応用の可能性
はより広がると考えた。 
 
 
２．研究の目的 
2006 年に Yamanaka らが４つの転写因子に
よる体細胞のリプログラミングを報告して
以降、様々な手法によるリプログラミングが
報告されている。その中で教室からは大腸癌
をリプログラミングすることで悪性度が低
下することを報告した。また近年ノンコーテ
ィング RNA のひとつである microRNA（以
下 miRNA）が注目され、様々な遺伝子の発
現に関与していることが報告されている。教
室では、miRNA を用いた体細胞のリプログ
ラミングに成功した。今回肝細胞癌に対する

リプログラミング関連 miRNA の影響を検証
し、肝細胞癌の新たな治療戦略の開発を目指
す。 
 
 
３．研究の方法 
（１）リプログラミング関連 miRNA の肝癌細
胞株における発現の検討 
教室では体細胞に対してmiR-200c, miR-302, 
miR-369 を導入してリプログラミングに成功
したことから、肝細胞癌株 6種（PLC/PRF/5, 
HuH7, HepG2, Hep3B, HLE, HLF）を用いて、
関連する miRNA の発現を確認した。 
 
（２）リプログラミング関連 miRNA 導入によ
る肝癌細胞株の形質変化 
発現結果をもとに、miRNA の選定を行い、肝
癌細胞株に導入を行い、肝癌細胞株の形質変
化に関して検討を行った。 
評価項目しては「リプログラミングできてい
るか」と「癌細胞の悪性度が低下するか」に
ついて検討した。 
リプログラミングできているかどうかにい
ては miRNA 導入後、経時的な形態観察、未分
化マーカー(Nanog、Oct3/4、Sox2)の発現、
分化誘導に対する反応について検討を行っ
た。癌の悪性度の評価については増殖能、ア
ポトーシス、薬剤感受性について検討した。 
 
（３）悪性度変化の機能解明 
上記（２）で検証した性質の変化をもたらし
たメカニズムについて検討した。導入した
miRNA (miR-302)の標的遺伝子の中から AOF2
に着目して検討した。 
 
（４）耐性株での検討 
教室で保有している肝細胞癌のIFN耐性株を
用いて、同様の検討を行った。 
 
 
４．研究成果 
（１）肝癌細胞株においてこれらリプログラ
ミ ン グ 関 連 miRNA(miR-302, miR-369, 
miR-200c)の発現を確認した。参考値として
ヒト多能性胎生期癌（N-TERA2）を用いた。
いずれのmiRNAの発現においても細胞株間で
差異を認めた。miR-302においては他のmiRNA
とは異なり、N-TERA2 と比べ、肝癌細胞株で
は著明に発現が低値であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
図１ 肝癌細胞株における miR-302 の発現 
（２）体細胞のリプログラミングに準じて
同 miRNA を導入したところ、iPS 細胞と形
態学的に類似した細胞塊（iPS 細胞類似細
胞塊）の出現を認め、アルカリフォスター
ゼ染色が陽性であった。この細胞塊におい
ては、Nanog、Oct3/4 等の未分化マーカー
の発現が上昇しており、分化誘導によって、
三胚葉の分化マーカーが上昇していた。ま
た、親株と比較し、細胞増殖の抑制、間葉
上皮移行の誘導、複数の薬剤に対する感受
性の改善、アポトーシス細胞の増加を認め
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ iPS 細胞類似細胞塊 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ iPS 細胞類似細胞塊の細胞増殖 
 

図３ iPS 細胞類似細胞塊の薬剤感受性 
 

（３）miR-302 の標的遺伝子としては、AOF2, 
NR2F2, TGFBR2, CDK2 などが報告されてい
る。miR-302 を導入した細胞塊においては、
転写４因子(Oct3/4・Sox2・Klf4・c-Myc)

を導入した細胞と異なり、c-Myc の発現が
低いことが特徴であった。そのため、上記
miR-302 の標的遺伝子のうち、c-Myc との関
連が報告されていたヒストン脱メチル化酵
素 AOF2 に着目した。細胞塊では AOF2 の発
現低下およびヒストン H3 のリジン残基
（H3K4）のメチル化を認めた。AOF2 の抑制
実験では、同様に H3K4 のメチル化を認め、
さらにアポトーシス、薬剤感受性において、
細胞塊と同様の変化を確認した。 

 
図４ AOF2 の発現 

図５ H3K4 メチル化レベル 
 
（４）教室で保有している肝細胞癌の IFN 耐
性株に対して、miR-302 の導入を行ったとこ
ろ、親株と同様に iPS 細胞と形態学的に類
似した細胞塊の出現を認め、アルカリフォ
スターゼ染色が陽性であった。この細胞塊
においては、Nanog、Oct3/4 等の未分化マ
ーカーの発現が上昇していた。さらにこれ
らの細胞塊は、親株と同様に薬剤感受性の
改善を認めた。 
 
このように肝癌細胞株に対して miR-302 を
導入するリプログラミング技術を用いるこ
とで、癌の悪性度を低下させることができ
た。今後は臨床応用に向けて、ヒストン脱
アセチル化酵素の影響についての検討およ
び動物実験等による評価を行うことが必要
と考える。 
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