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研究成果の概要（和文）：p53誘導性miRNA，miR-200b/200c/429の新規標的遺伝子としてCRKL， およびp53ファ
ミリーに直接転写制御される新規標的遺伝子としてICAM2を同定した．それぞれ消化器癌の予後と相関すること
を明らかにした．またp53の新規標的遺伝子としてBRMS1Lを同定し，転写制御機構およびその機能解析として癌
細胞における浸潤能に与える影響を検討した．BRMS1Lは外因性，内在性のp53発現上昇に伴いともに発現が誘導
され，p53により直接制御される遺伝子であることを示した．さらに，種々のヒト消化器癌において，BRMS1L低
発現が予後不良因子であった．

研究成果の概要（英文）：Recent studies revealed that p53 family proteins are important for the 
regulation of cell invasion and migration. Microarray analysis showed that breast cancer 
metastasis-suppressor 1- like (BRMS1L) is upregulated by p53 family proteins, specifically p53, 
TAp63γ, and TAp73β. We identified two responsive elements of p53 family proteins in the first 
intron and upstream of BRMS1L. These response elements are well conserved among mammals. Functional 
analysis showed that ectopic expression of BRMS1L inhibited cancer cell invasion and migration; 
knockdown of BRMS1L by siRNA induced the opposite effect. Importantly, clinical databases revealed 
that reduced BRMS1L expression correlated with poor prognosis in patients with breast and brain 
cancer. Altogether, these results strongly indicate that BRMS1L is one of the mediators downstream 
of the p53 pathway, and inhibits cancer cell invasion and migration, which are essential steps in 
cancer metastasis. 

研究分野： 消化器内科学
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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 

（１）転写されたRNAの多くがタンパクに翻訳さ

れない非コードRNAであり，エピジェネティック

修飾，転写・翻訳，RNAの安定性など遺伝子発現

の様々な段階で機能することが近年明らかとなっ

てきた．microRNA (miRNA)は20数塩基の短い非

コードRNAで，標的遺伝子の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・進展過程

におけるmiRNAの役割についての研究も進めら

れているが不明な点が多く，胃癌，食道癌など消

化器癌の浸潤・転移，治療抵抗性の関わるmiRNA

の解析は始まったばかりである (Lancet Oncol 

11: 136, 2010)．一方高分子の非コードRNAも同

定されるようになり，mRNAと同様にスプライシ

ングを受けるものも少なくなく，また既知のタン

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 て い る  (long ncRNA (lncRNA) ， Nature 

458:7235, 2009)．ヒトゲノムからは5000以上の

lncRNAが転写されていることが示唆されている

が，疾患，特にがんの発生・進展との関係は充分

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る．

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ているが，p53 ファミ

リー (p53, p73, p63)に制御される非コード RNA

の研究は進んでいない．p53 に転写制御される

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, miR-205 等いく

つか報告されているのみである．また Harvard 大

の John L. Rinn 博士のグループが，p53 によって

転写誘導される初めての lncRNA, lincRNA-p21

を同定し，細胞死に関わっていることを明らかに

した（Cell 6;142:409, 2010）が，その後は報告が

なされていない. よって p53 に制御される未知の

非コード 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 

 最近のゲノム研究により，miRNA を含む膨大

な数の非コード RNA (non-coding RNA, ncRNA)

が同定されたが，その生物学的役割はいまだ充分

解明されておらず，研究者の関心を集めている．

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，およびそのファミリ

ーと発がん，がんの進展過程との関連性を多面的

に理解するため，p53 ファミリーによって制御さ

れる非コード RNA をゲノム情報を駆使して効率

的に同定し，機能解析へと展開する．さらに発現

異常，遺伝子変異の有無，悪性度および治療効果

との関連性を分析することで，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 ファミリーに制御される非コード

RNA の同定 

 ヒト miRNA マイクロアレイ (Agilent 社

Rel.18.0)，および 10000 以上の lncRNA が搭載

されたマイクロアレイ(Agilent 社 SuperPrint 

G3 Human GE v2, Broad Institute Human 

large intergenic non-coding RNA catalog デー

タベースに対応)を利用した解析により，p53 フ

ァミリーによって発現が上昇する 87 の miRNA，

442 の lincRNA を同定した．次に p53 を活性化

した際のヒストン活性化状態を ChIP シークエ

ンス（H3K4me3, H3Ac）で解析したところ，

約半数で転写活性化が認められた．さらに in 

silico 解析により近傍に p53 結合配列が存在す

るものを p53 ファミリーに制御される候補非コ

ード RNA とした（lncRNA に関しては，同一の

転写物について複数のプローブが搭載されてい

るため，解析遺伝子数は 50 前後となった）．こ

れらの非コード RNA について，qRT-PCR によ

り発現変化の再現性を確認する．近傍に存在す

る結合配列を同定し，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 ファミリーに制御される非コード

RNA の発現解析 

 初代培養細胞の分化段階，個体の発生段階，正

常組織，癌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．臨床検体につい

ては札幌医科大学病院，および関連施設で摘出さ

れた食道癌，胃癌，胃 GIST，大腸癌の検体を使

用し，ガイドラインに沿って充分なインフォーム

ドコンセントの得られたもののみを札幌医科大

学倫理委員会の承認の基で行なう．癌組織，隣接

正常組織は３分割し，それぞれ全 RNA および

DNA 抽出用, 組織染色用としてすでに適切に処

理をしている．さらに p53 蛋白の発現レベル，

p53 の遺伝子変異の有無との相関も重要であり，

免疫染色により p53 の発現も解析する．必要に応

じ，p53 の変異の有無も検討する（胃癌症例につ

いては全例 p53 の変異の有無を解析済みである）．

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，がん関連非コード RNA の同定を



試みる． 

 

４．研究成果 

（１）miR-200 ファミリーを介する p53 ファミリ

ーによる CRKL 発現調節とがん進展における役割 

 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．（発表論文 15） 

（２）p53 ファミリーの新規標的遺伝子 ICAM2

の同定 

 p53 ファミリーに直接転写制御される新規標的

遺伝子として ICAM2 を同定した．ICAM2 が癌細

胞の遊走・浸潤能を抑制し，一方で接着能を促進

させる機能を有していることを示した．これらの

機能は、ERK 経路の制御を介して発揮されている

ことが推測された．公共データベースの解析から，

種々のがんで ICAM2 の低発現が予後不良因子で

あることが明らかになった．（発表論文 13） 

（３）p53 の新規標的遺伝子 BRMS1L の同定 

 p53 の新規標的遺伝子として Breast cancer 

metastasis suppressor 1-like (BRMS1L) を同定

し，転写制御機構およびその機能解析として癌細

胞における浸潤能に与える影響を検討した．

BRMS1L は外因性，内在性の p53 発現上昇に伴い

ともに発現が誘導され，BRMS1L 遺伝子内に p53

結合配列を 2 か所同定し，クロマチン免疫沈降と

レポーターアッセイにより p53 により直接制御さ

れる遺伝子であることを示した．機能解析におい

ては， BRMS1L が p53 の転写活性を増強する補

助因子であることが示唆された．さらに，種々の

ヒト腫瘍において，正常組織と比較し癌組織での

BRMS1L 発現が有意に低下しており，癌患者にお

いて BRMS1L 低発現群で有意に生存率が低下し

ていることから，BRMS1L 低発現が予後不良因子

と考えられた．（発表論文 9） 

（４）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．p53 ファミ

リーに転写調節される誘導性 lncRNA（ long 

non-coding RNA）として NEAT1 を報告し，p53

の転写活性化能，抗腫瘍活性を増強することを明

らかにした．また， NEAT1 発現低下が消化器癌

の予後不良因子であることを発見した．（発表論

文 6） 
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