
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１５４０１

基盤研究(B)（一般）

2016～2014

老化関連マイクロRNA標的遺伝子の機能解析とがん治療への応用

Application of cancer therapy of senescence-associated microRNA

００２７１０６５研究者番号：

田原　栄俊（Tahara, Hidetoshi）

広島大学・医歯薬保健学研究院・教授

研究期間：

２６２９００４７

平成 年 月 日現在２９   ６ １５

円    12,900,000

研究成果の概要（和文）：正常線維芽細胞において、PRPF19 siRNAはp53依存的に細胞老化を誘導することを見
出した。がん細胞では、PRPF19 siRNAは分裂期細胞死を誘導した。がん細胞では、PRPF19 siRNAはスプライシン
グ異常産物を増加させたが、正常細胞ではほとんど検出されなかった。そのため、PRPF19 siRNAによるスプライ
シング調節不全ががん抑制に深く関与していることが示唆された。さらに、膵がんゼノグラフトマウスモデルに
おいても、PRPF19 siRNAは腫瘍抑制効果を有することが観察され、PRPF19はがん治療の有効な分子標的となるこ
とが期待される。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to reveal the tumor-suppressive mechanisms by PRPF19 siRNA.
 PRPF19 siRNA induced p53-dependent senescence-like cell cycle arrest in normal fibroblasts. 
However, DNA damage response kinases, ATR and ATM, are insufficient in p53 accumulation by PRPF19 
siRNA in spite of accumulated DNA damage. On the other hand, PRPF19 siRNA induced mitotic cell death
 in cancer cells and pancreatic cancer cell lines are especially more sensitive to a low 
concentration of siRNA. Importantly, it is suggested that splicing deregulation by PRPF19 siRNA 
triggers tumor suppression because PRPF19 siRNA generated more intron-retaining products in cancer 
cells than normal cells. Moreover, PRPF19 siRNA suppressed tumor growth in a xenograft mouse model, 
indicating that PRPF19 is a potent molecular target for anti-cancer therapeutics.

研究分野： マイクロRNA、エクソソーム、がん、老化

キーワード： PRPF19　老化　がん　膵がん
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
我々は、細胞老化で発現上昇する microRNA
（老化関連 microRNA）を同定した。その１つ
である miR-22 をがん細胞に補充することに
より、がん細胞に老化を誘導して腫瘍形成を
抑制することを明らかにした。元々、細胞老
化は“がん抑制機構”の１つとして考えられ、
がん細胞に対する“老化プログラム”の起動
は、革新的な治療法として期待されている。
我々は、老化関連 microRNA のさらなる解析
をする上で、これらの標的遺伝子を探索した。
そして、複数の老化関連 microRNA がスプラ
イシング因子 PRPF19 を標的とすることを見
出した。これまで、RNA スプライシング経路
は老化との関連が示唆されてきたものの、そ
の詳細な解析は進んでいない。また、PRPF19
も過剰発現によって、血管内皮細胞の分裂寿
命を延長させることから、細胞老化と密接に
関わる遺伝子であることが推測される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、老化関連 microRNA の標的遺伝
子である PRPF19 に着目して、その特異的
siRNA の核酸医薬型抗がん剤としての応用を
最大の目的とする。この中で、PRPF19 の発現
抑制による細胞老化誘導及びがん抑制にお
けるメカニズムを解明する。 
 
３．研究の方法 
（A）正常線維芽細胞を用いたトランスクリ
プトーム解析などにより、ゲノム不安定性や
細胞老化の誘導に関して、重要な因子及び経
路を明らかにする。さらに、PRPF19 の発現抑
制による DNA 損傷、紡錘体形成阻害を解析す
る。変異型 PRPF19 の過剰発現における細胞
表現型を解析する。 
（B）様々ながん細胞株を用いて、PRPF19 
siRNA の治療適応がん種を決定する。PRPF19 
siRNA の抗腫瘍効果を検討するために、in 
vivo実験系を構築する。ゼノグラフトマウス
モデルにおける PRPF19 siRNA の抗腫瘍効果
を検討する。 
（C）がん細胞を用いて、PRPF19 の発現抑制
によるDNA損傷や紡錘体形成阻害を含む細胞
表現型を解析する。PRPF19 を発現抑制したが
ん細胞に共通の分子シグナルを同定する。
PRPF19 の発現抑制によるスプライシング異
常を介した細胞異常を解析する。 
（D）PRPF19 を標的とする老化関連 microRNA
の機能解析を行う。ウェット実験系において
も、老化関連 microRNA が PRPF19 の発現を抑
制するかを検討する。細胞増殖に及ぼす老化
関連 microRNA の影響を調べる。アンチセン
ス核酸を用いた microRNA の恒常的抑制によ
る評価を行う。 
 
４．研究成果 
（A）PRPF19 を発現抑制した正常線維芽細胞
TIG-3 におけるトランスクリプトーム解析は、
細胞周期や DNA 修復経路、相同組換えなどの

パスウェイが変動することを示した。これら
の変動は、細胞のゲノム不安定性に寄与する
ことが考えられる。これまでに、PRPF19 の発
現抑制は細胞老化を誘導するという知見が
得られているため、はじめに、細胞周期経路
について詳細な解析を進めた。PRPF19 の発現
抑制は、細胞老化の誘導に重要な p53-p21 経
路を活性化させた（図 1A）。これらの経路が、
PRPF19 の発現抑制による細胞老化の誘導を
制御しているかを検証するために、p53 発現
抑制細胞において、細胞周期の進行に及ぼす
PRPF19 の発現抑制の影響を調べた。評価は、
チミジン類似体 EdU を指標として、複製期を
進行した細胞の割合を解析した。PRPF19 の発
現抑制は、EdU 取込み細胞減少させたが、こ
れはp53の発現抑制によってレスキューされ
ることが示された（図 1B）。これらの結果か
ら、PRPF19 の発現抑制は p53 依存的に細胞老
化を誘導することが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1：p53 依存的な PRPF19 の発現抑制による
細胞増殖抑制 
A：ウェスタンブロット解析；TIG-3 における
p53-p21経路に及ぼすPRPF19発現抑制の影響 
B：EdU 取込み評価；TIG-3 における PRPF19
発現抑制を介した細胞増殖抑制に及ぼす p53
発現抑制の影響 
 
 
さらに、詳細な解析を進めると、p53と PRPF19
の両方を発現抑制した細胞は、増殖を回復さ
せる能力は失っており、分裂期様の細胞形態
をしていることが観察された。免疫蛍光染色
法を用いて、この細胞を観察したところ、重
度の紡錘体形成異常を引き起こしていた。ト
ランスクリプトーム解析は、PRPF19 の発現抑
制によるDNA修復経路の変動を示していたた
め、DNA 損傷が、PRPF19 発現抑制細胞のゲノ
ム不安定性や細胞老化の誘導において中心
的な原因となっているのではないかと考え
た。予想通りに、コメットアッセイによって、
PRPF19 の発現抑制は DNA 損傷（二本鎖切断）
を誘発することが示された。また、DNA 損傷
マーカーであるγH2AX の蓄積も見られた。
DNA 損傷は、DNA 損傷応答因子である ATR や
ATM を介して p53 を活性化させることが知ら
れている。これらの因子が、PRPF19 の発現抑
制によるp53活性化を制御しているかを検証
するため、ATR 及び ATM 発現抑制細胞におい



て、PRPF19 の発現抑制による p53 の発現レベ
ルを解析した。しかしながら、これらの細胞
においても、PRPF19 の発現抑制は p53 の発現
を上昇させた。他にも、DNA-PK や ROS の関与
を調べたが、これらは PRPF19 の発現抑制に
よるp53活性化に関与しないことが示唆され
た。これらの結果をまとめると、PRPF19 の発
現抑制は DNA 損傷を誘発する一方で、この応
答因子はp53を介した細胞老化の誘導を実行
していないことが明らかになった。 
次に、p53 活性化機構について p53 抑制因子
である MDM2 や MDMX に着目した。これらは、
ユビキチン・プロテアソーム系によって p53
を不安定化する。PRPF19 の発現抑制は、MDM2
を発現上昇させる一方で、MDMX を発現減少さ
せた。そこで、MDMX の発現減少が p53 安定化
に寄与しているのではないかと考え、MDMX 過
剰発現系を構築して、p53 の発現レベルを解
析した。しかしながら、MDMX の過剰発現は、
PRPF19の発現抑制によるp53安定化を抑制で
きなかった。従って、PRPF19 の発現抑制によ
る p53安定化は MDM2 や MDMX に制御されない
ことが示唆された。 
PRPF19のN末にあるU-boxドメインを欠損さ
せた変異型PRPF19の過剰発現実験は、PRPF19
を発現抑制させたときと同様の老化様表現
型を示した。このドメインは、K67 ユビキチ
ン化に関与し、PRPF19 のスプライシング機能
や一部のDNA修復機能を司っていると考えら
れている。そのため、PRPF19 の発現抑制によ
るスプライシング異常に応答して、p53 が活
性化しているのではないかと考えた。転写や
翻訳を標的とした阻害剤を用いた実験によ
り、PRPF19 による p53 活性化は、転写と翻訳
間で引き起こされる異常が関与しているこ
とが示唆された。これらは、スプライング異
常とp53活性化を結びつける新規メカニズム
を明らかにする上で重要な知見であり、現在
さらなる解析を進めている。 
（B）次世代がん支援において、39 種類のヒ
トがん細胞株を用いて PRPF19 siRNA の細胞
増殖抑制効果を検討した。これらの細胞は、
肺がん、胃がん、大腸がん、乳がん、卵巣が
ん、腎がん、前立腺がん、脳腫瘍、メラノー
マに由来している。その結果、Contorol siRNA
と比較して、39 種類中 28種類の細胞が 10nM
の PRPF19 siRNA によって 80%以上の増殖抑制
効果を示した。また、50%以上の増殖抑制効
果を示した細胞は、38 種類であった。そのた
め、PRPF19 siRNA は多種のがんで増殖抑制効
果を示すことがわかった。さらに、PRPF19 
siRNA の有効性を詳細に検討するために、細
胞生存率を基にした PRPF19 siRNA の 50%阻害
濃度（IC50）を決定した。大腸がん、膵がん、
骨肉腫、子宮頸がん、乳がん由来の細胞を用
いて評価したところ、大腸がんと膵がん細胞
に対する IC50 は、10-100pM 程度という極め
て低濃度であった。膵がんは、現在有効な治
療法が確立されていないため、膵がんに対す
る PRPF19 siRNA の治療有効性を示すことを

目標とした。PRPF19 siRNA の抗腫瘍効果を評
価するために、in vivo 実験系を構築した。
ルシフェラーゼを発現させた膵臓がん細胞
株CFPAC-1をマウス移植して、腫瘍形成後（移
植 7 日後）に、Control siRNA 及び PRPF19 
siRNA の投与を開始した。一部の実験結果で
は、PRPF19 siRNA によって腫瘍増殖が抑制さ
れることが観察された（図 2）。一方で、ドラ
ッグデリバリーシステムによって、PRPF19 
siRNA の抗腫瘍効果に強弱もあった。現在は、
shRNA を利用して、PRPF19 shRNA を発現する
膵がん細胞を移植して、がん治療分子標的と
しての PRPF19 の有効性を検討することを試
みている。今後は、有効なドラッグデリバリ
ーシステムとともに核酸医薬型抗がん剤と
しての PRPF19 siRNA の抗腫瘍効果を検討し
ていく必要がある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2：PRPF19 siRNA による膵がんの抑制 
生体内イメージング解析；膵がん細胞
（CFPAC-1 luc）ゼノグラフトマウスモデル
における PRPF19 siRNA の腫瘍抑制効果 
 
 
（C）膵がん細胞株を用いて、PRPF19 の発現
抑制によるがん抑制メカニズムについて調
べた。PRPF19 の発現抑制は、細胞増殖を有意
に抑制したが、細胞老化マーカーである老化
関連β-ガラクトシダーゼ活性は検出されな
かった。一方で、細胞死マーカーである
AnnexinV 陽性細胞数は、PRPF19 の発現抑制
によって有意に増加した（図 3）。（A）の結果
から、PRPF19 の発現抑制による細胞老化の誘
導には、p53 活性化が必要であることが示唆
されている。p53 は、多くのがん細胞で変異
が検出され、その機能は喪失している。実際、
今回使用した膵がん細胞株は、p53 をコード
するゲノム上に変異がある。そのため、
PRPF19 の発現抑制による細胞運命の決定を、
p53 が制御していると考えた。そこで、p53
野 生 型 及 び 欠 損 型 の 大 腸 が ん 細 胞 株
（HCT116）を用いて、PRPF19 の発現抑制が細
胞死を誘導するかを検討した。その結果、ど
ちらの細胞においても、PRPF19 の発現抑制は
細胞死を誘導した。従って、がん細胞におけ
る PRPF19 の発現抑制は細胞死を誘導し、正



常細胞とは特異的なストレスもしくはシグ
ナルが引き起こされていることが示唆され
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3：膵がん細胞株における PRPF19 の発現抑
制を介した細胞死誘導 
FACS 解析；膵がん細胞株における AnnexinV
陽性細胞数に及ぼす PRPF19 発現抑制の影響 
 
 
PRPF19 の発現抑制による細胞死の誘導につ
いてさらなる解析を進めた。まず、細胞周期
に及ぼす PRPF19 の発現抑制の影響を検討し
た。FACS による細胞周期解析の結果は、
PRPF19 の発現抑制によって細胞集団を G2/M
期に蓄積させることを示した。また M期のマ
ーカーであるヒストン H3 の Ser10 のリン酸
化レベルが、PRPF19 の発現抑制によって上昇
した。これらの結果から、PRPF19 の発現抑制
は分裂期における細胞死、いわゆる Mitotic 
catastrophe を引き起こすことが示唆された。
一方で、細胞死シグナルについて調べるため
に、有名なアポトーシス経路であるカスパー
ゼシグナルについて解析した。しかし、切断
型カスパーゼ-3 は PRPF19 の発現抑制によっ
て検出されなかった。従って、PRPF19 の発現
抑制は、別経路を介して細胞死を誘導するこ
とが示唆された。これらの知見は、水がん細
胞以外のがん細胞株についても、同様の結果
が得られた。 
DNA損傷や紡錘体形成阻害に及ぼすPRPF19の
発現抑制の影響について、正常細胞とがん細
胞を比較して検討を行った。PRPF19 の発現抑
制によるγH2AX の蓄積は、正常細胞と比較し
て膵がん細胞で高度に検出された。また、紡
錘体形成阻害について、姉妹染色分体接着因
子である sororin に着目した。なぜなら、ス
プライシング因子の抑制によるsororinのス
プライシング異常を介した姉妹染色分体接

着異常が、がん細胞の分裂期異常を引き起こ
すという研究が報告されたからである。正常
細胞と膵がん細胞を用いて、PRPF19 の発現抑
制によってsororinのスプライシング異常が
引き起こされるかを解析した。興味深いこと
に、PRPF19 を発現抑制した膵がん細胞では、
sororin のスプライシング異常産物が増加し
たが、正常細胞では、ほとんど検出されなか
った。現在、正常細胞と比較してがん細胞で
は、PRPF19 の発現抑制によってこれらの DNA
損傷やスプライシング異常が強く引き起こ
されるかについて検討段階ではあるが、この
特異性が PRPF19 の発現抑制によるがん抑制
メカニズムにおいて重要であるかもしれな
い。 
（D）標的予測データベースを用いた in 
silico 解析によって、6 種類の老化関連
microRNA が PRPF19 を標的とすることが予測
された。これらの microRNA を TIG-3 に導入
して、3’UTR ルシフェラーゼレポーター評価
及び PRPF19 の発現量解析を行った。その結
果 、 miR-27a 及 び miR-27b が PRPF19 
mRNA-3’UTR に直接結合して、その発現を抑
制することが示された。さらに、miR-27a 及
び miR-27b は TIG-3 細胞の増殖を抑制し、細
胞老化の誘導に関与することが示唆された。
さらに、アンチセンス核酸による microRNA
の恒常的抑制によって、PRPF19 の発現レベル
が安定化することが示された。これらの結果
から、老化関連 microRNA である miR-27a 及
び miR-27b の機能的役割の一つとして、
PRPF19 の発現抑制を介した細胞老化誘導に
寄与していることが示唆された。 
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