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は じ め に

　1993年，のちに「microRNA」と呼ばれるようにな
る 20-24塩基から構成される小分子の機能的 RNAが
線虫の実験で初めて報告された．microRNA（以下
miRNA）は線虫から，植物，哺乳類に至るまでのあ
らゆる種に存在する．この機能的 RNAは mRNAから
の蛋白翻訳を制御することで，正常細胞の分化や増殖
に重要な役割を担うことが明らかされている．ヒトで
は現在 900近くのmiRNAが知られており，蛋白をコー
ドするヒトの遺伝子のほぼすべては miRNAによって
制御され得るとされている．今世紀に入って各種の疾
患と miRNAの関りも注目を浴びるようになった．が
んでは，2001-2002年に慢性リンパ性白血病（Chronic 

lymphocytic leukemia : CLL）の 13q14欠損の標的遺
伝子として DLEU2遺伝子が報告された．2004年に，
びまん性大細胞型 B細胞リンパ腫（Diffuse large 

B-cell lymphoma : DLBCL）で 13q31のゲノム増幅の
標的遺伝子として我々は C13orf25が同定した．これ
らの遺伝子は蛋白をコードしない（non cording） 遺伝
子であるが，DLEU2には miR-15a，16-1（miR-15，
16）が，C13orf25には 6つの miRNA（miR-17-92）が

存在し，これらの microRNAはゲノム欠損や増幅によ
り発現低下，あるいは過剰発現をしていたことから，
異常発現により造腫瘍に関わると考えられた．その後，
固形がんにおける microRNAの発現異常が相次いで報
告され，今日では microRNA発現異常とがん発症が密
接な関わりを持つことが機能面からも次々と明らかに
されている．本論文では，miRNAの正常の機能的役
割からがんにおける役割に至るまでを我々の知見を中
心に解説する．

1.　miRNA

　miRNAとは，20-24 nucleotideからなる蛋白をコー
ドしない RNA （non-coding RNA）である． miRNAは
線虫において lin-4遺伝子から転写される 22ntの non-

coding RNAとして 1993年に発見された1）．Ambrosら
は，lin-4は lin-14蛋白を抑制し，線虫細胞の分化に
重要な働きをしていることを明らかにした1）．
　miRNAは miRNA遺伝子そのものとしてゲノム
DNAに存在するが，時として蛋白をコードする他の
遺伝子内にある場合がある．蛋白をコードする遺伝子
と同様な転写機構で 5́ 側にキャップ構造，3́ 末端に
ポリ A構造を持つ pri-miRNAとして転写される．そ
して Doroshaと呼ばれるリボヌクレアーゼ IIIにより
分解され 70-80塩基のヘアピン構造をもつ pre-miRNA

に分解された後，核内から細胞質へ輸送蛋白（Exportin 

5）により輸送される．さらに細胞質内で Dicerと呼
ばれるリボヌクレアーゼ IIIにより切断され 20-24塩
基配列の成熟（mature） miRNAとなる2）．miRNAは
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RISC（RNA inducing silencing complex）蛋白と複合体
を形成して siRNAのように標的分子の mRNAの相補
配列に結合することによって，その標的遺伝子の
mRNAを分解する場合がある．しかし殆どは，標的
の sequenceに部分的，不完全に結合して mRNAから
蛋白への翻訳を阻害することにより，細胞の分化増殖
等の調節をおこなう（図 1）． miRNAは 6-8 塩基の
「seed」と呼ばれる種をこえて保存される配列を持ち，
その sequenceが標的 mRNAの 3́-UTR（untranslated 

region）に存在する場合は，その seed配列を中心と
して相補的に不完全結合する．Seed配列を利用した
miRNA標的予測プログラムがいくつか存在し，Target 

Scanや Pictarが有名である3,4）．miRNAはしばしば
seed配列以外の 1，2塩基の配列のみが異なる場合が
あり，ファミリーを形成する．たとえば，let-7は 1-2

塩基の違いにより a-eまである．そのファミリーは染
色体上の極めて狭い範囲にしばしばクラスターを形成
している．ヒトでは数十のファミリーからなる約 900

の miRNAが現在知られており，毎年新たな miRNA

が同定されており，その数は 3,000程度にのぼると予
想されている．

2.　non coding RNAとmiRNA

　今日では miRNAの発現異常が多くのがんで知られ

ているが，がんにおける最初の報告は Croceらのグ
ループによりなされた．2001年に Dalla-Faveraのグ
ループは CLLにおける 13q14欠損領域の詳細な探索
によって non cording遺伝子 DLEU2の発現低下を発
見した5）．翌年 Croceらは 2002年に CLLの 13q14の
共通欠損領域から miR-15，16の発現低下を報告し 

た6）．miR-15，16は前述のDLEU2遺伝子内に存在した．
2003年，バーキットリンパ腫（Burkitt lymphoma）で
miR-155の sequenceを含む BICと呼ばれる non cod-

ing遺伝子の過剰発現が報告された7）．BIC遺伝子が
miR-155の pri-miRNAであることが翌年以降報告さ
れ，その発現異常がリンパ腫造腫瘍性に重要な役割を
果たしていることが強く示唆された．2004年，我々
は non coding遺伝子 C13orf25が 13q31のゲノム増幅
により DLBCLを中心とする B細胞リンパ腫で過剰発
現することを報告した8）．これらの報告を根拠に，
2004年，Croceらは 1） miRNAは全ゲノムにわたっ
て存在し，しばしばクラスターを形成する， 2）  
miRNAの半数近くは，がんで異常を来すことの多い
ゲノム不安定領域（fragile region）に存在する，こと
を報告した9）．この論文の中で，彼らは miR-155や
miR-17-92などの「がんで過剰発現する miRNA」は「が
ん抑制遺伝子・蛋白」の発現を下げ，miR-15，16な
どの「がんで異常に発現低下をする miRNA」は，「が
ん遺伝子・蛋白」の発現亢進をきたし造腫瘍に関わる
可能性を指摘した （図 2）．

3.　OncomiR1としてのmiR-17-92クラスター

　C13orf25/miR-17-92 は miR-17-5p，miR-18，miR-

19a，miR-19b，miR-20a，miR-92-1 の 6 つの miRNA

からなる「microRNA polycistron」を遺伝子内にもち，
miR-17，20からなる miR-17と miR-19の 2つのファ
ミリーに大別される．miR-17-92 クラスターが 13q31

のゲノム増幅により B細胞リンパ腫で過剰発現する
（図 3A）ことは前述した．この報告に基づいて Ham-

mondや Hannonらのグループが miR-17-92を導入し
た恒常的に c-Mycを発現するマウス（Eµ-Mycマウス）
の胎児肝幹細胞を，放射線照射した骨髄致死的同マウ
スに骨随移植し，腫瘍発生を観察した．結果，移植マ
ウスでは，Eµ-Mycマウスより早期に B細胞白血病が
生じた10）．彼らはがん遺伝子（oncogene），あるいは
がん抑制遺伝子（tumor suppressor gene）のように機
能する miRNAとして「OncomiR」という呼称を提唱

図 1.　miRNA の成熟経路と機能．Pri-miRNA 
Pre-miRNAmature miRNA．miRNA（ 赤 色 ） は
miRNA RISC（RNA inducing silencing complex） 蛋白
と複合体を作り，標的 mRNA（青色）の蛋白への
翻訳を阻害する．
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し miR-17-92は OncomiR1とされた．彼らは，miR-

17-92は単独の強制発現ではがんを生じさせることが
できず，c-Mycとの協調により初めて造腫瘍効果をも
つことを示した10）．
　B細胞リンパ腫で，miR-17-92がどの蛋白を標的と
しているのか ?に関する疑問は 2008-2009年の間に
次々と明らかにされた．2008年になり，miR-17-92

は pro-pre B 細胞への分化に重要な働きをもつ遺伝子
であることが Rajewskyや Jacksらのグループからあ

いついで報告された11,12）．彼らは miR-17-92が B前駆
細胞の分化の段階で「アポトーシス誘導蛋白」である
Bimを抑制することを明らかにした．Jacksらは miR-

17-92のノックアウトマウスを作製し miR-17-92の欠
損により Bimが過剰発現し，B細胞は pro-preへの細
胞分化が阻害されること，Rajewsky らは miR-17-92

をリンパ組織特異的に発現させるトランスジェニック
マウスを作製し，同マウスでは B細胞の分化の過程
で Bimの発現が抑制されリンパ球増殖性の病態をき

（9）

A.

B.

図 2.　OncomiRの機能の模式図．
A.　がん遺伝子として働く場合．
B.　がん抑制遺伝子として働く場合．
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たすことを報告した11,12）．これらの報告から miR-

17-92は Bimを抑制することによりMycをはじめと
するがん遺伝子・蛋白と協調して B細胞リンパ腫の
造腫瘍性に関与することが示唆された．しかし，マン
トル細胞リンパ腫（MCL）由来の Jeko-1細胞株は
13q31のゲノム増幅とそれに伴う miR-17-92の過剰発
現を来しているが，2q13のホモ欠損により BIM遺伝
子の発現がないことも知られている13,14）．従って，
miR-17-92が Bimとは異なる標的を持ちうることが
示唆された．我々は，BCL2転座陽性の DLBCL由来

細胞株である SUDHL4に対してレンチウィルスを用
いて GFP-miR-17-92を導入し，安定に miR-17-92が
過剰発現する変異細胞株を得た．この変異細胞株を用
いて遺伝子発現解析を行い，1,000以上の（miR-17-92

の）標的候補遺伝子の中から 17遺伝子が発現低下す
ることを見出した．これら 17遺伝子は，がん抑制遺
伝子として CDKN1A，p53DINP1，BTG2，TGFBRII

等を含んでいた．CDKN1Aはサイクリンキナーゼ抑
制因子（Cyclin kinase inhibitor）である p21蛋白をコー
ドする遺伝子である．その翻訳蛋白 p21は p53依存的

（10）

A.

B.

図 3.　OncomiR1/miR-17-92と Bリンパ腫での役割．
A.　13q31ゲノム増幅領域（矢印）から同定された C13orf25/miR-17-92. 
B.　miR-17-92は p21あるいは Ptenを抑制する．また，first hitの遺伝子異常（BCL2やMYC）の違いによ
り標的が異なることが示唆される．
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あるいは非依存的に CDK4/6をリン酸化して細胞周期
調節に関わり，主に G1-S期を調整する．miR-17-92

が導入された SUDHL4細胞株では p53非依存性に
p21の発現が抑制された．この miR-17-92導入細胞株
では CDK4/6の発現が上昇し，G1-S期が増大し，細
胞増殖能が亢進を来たすことを明らかにした．さらに
miR-17-92が過剰発現している前述の Jeko-1細胞株
にたいしてアンチセンスオリゴ（antisence oligo 

nucleotide） を用いて miR-17-5pと miR-20aの発現を
抑制すると p21の発現の上昇，さらには CDK6の発
現の低下がみられ，G1 arrestが誘導された． しかし，
miR-19の発現を抑制しても p21の発現量の変化は生
じなかった． 以上により Bリンパ腫での miR-17-92

の標的は CDKN1A/p21であることが強く示唆され 

た15）（図 3B）．強い抗アポトーシス能を有する腫瘍で
は，miR-17ファミリーが細胞周期回転の亢進という
付加的な機能を増強せしめることで，よりアグレッシ
ブな病態になることが考えられた．
　c-Myc陽性の B細胞リンパ腫では，miR-17-92は
CDKN1A/p21とは異なる標的を持つことも明らかにさ
れた．Eµ-Mycマウスでは，miR-17-92を強制発現さ
せると miR-19ファミリーが，がん抑制遺伝子である
Ptenの発現量を下げて Akt-mTOR経路を活性化し，
がん細胞はアポトーシス抵抗性になることが Heと
Venturaのグループにより示された16,17）．miR-17-92は
リンパ腫のサブタイプの違いにより異なる標的を持つ
ことが示唆された．

4.　NK細胞腫瘍の遺伝子異常

　NK細胞リンパ腫・白血病は，WHO分類によれば
natural killer cell （NK : sCD3－CD56+TCR－）由来の
腫瘍である．EBウィルス（EBV）感染が腫瘍発症に
重要な働きを持つことが考えられるが，詳細な腫瘍化
メカニズムは不明である．アジア，メキシコ，南アメ
リカで好発し，アグレッシブな臨床病態を呈し，難治
性の疾患である18）．その発症には EBVの感染が重要
で，ほぼ全例で陽性であり，詳細な機能は明らかでは
ないが NK細胞腫瘍の発症に濃厚に関与しているであ
ろう．「NK細胞腫瘍」には NK/T-cell lymphoma, extra 

nodal nasal typeと aggressive NK-cell leukemiaの 2つ
の亜型があるが，これらは共通の本質的遺伝子異常を
もつと推測される．DeVIC+放射線療法が従来の
CHOPを中心とする化学療法などと比較して予後の改

善が見られるが，依然として難治性疾患である．疾患
特異的遺伝子異常があると考えられて来ており，その
探 索 の 為 に， 比 較 ゲ ノ ム（Comparative genomic 

hybridization : CGH）解析，FISH解析などが行われ
てきたが 10-20%の症例で第 6染色体長腕（6q）の欠
損がみられるという点を除いて，疾患特徴的なゲノム
異常は見出されていない19）．6q欠損の標的遺伝子と
して PRDM1と AIM1の点突然変異とメチル化が最近
報告されている20）．PRDM1は Blimp1に翻訳され，B

細胞から形質細胞分化へ必須の蛋白であるが，その遺
伝子は少数の細胞株と臨床検体で「nonsense muta-

tion」が生じていて，6q欠損と相まって PRDM1の発
現が失活することにより，がん抑制遺伝子として機能
する．PRDM1欠損は DLBCL報告されている．
　我々は，miRNAの発現異常が多くの腫瘍で生じて
いることや，特徴的な転座異常・遺伝子異常が長らく
不明であったという点から NK細胞腫瘍を対象に
miRNAの発現解析を行った．以下，我々は単一の疾
患単位で遺伝子異常の明らかでなかった NK細胞リン
パ腫・白血病に対する miRNA発現異常を同定したの
で紹介したい．

5.　NK細胞腫瘍でのmiRNA発現異常と機能解析

　miRNAの発現異常は，リンパ性腫瘍から次々と報
告されている．しかし，それはほとんど B細胞リン
パ腫が主体であって T細胞や NK/T細胞由来のリン
パ腫での報告ではない．NK細胞腫瘍は単一疾患であ
るにもかかわらず，疾患特徴的な遺伝子異常が報告さ
れていない．従って miRNAの何らかの異常が存在す
る可能性が考えられる為，miRNAの発現異常の有無
を検討した．NK細胞リンパ腫細胞株と正常対応細胞
を使って，ノーザンブロット解析によるスクリーニン
グを行い，いくつかの過剰発現 miRNA候補と発現低
下を示す miRNAを見出した． miRNAは 20-24ntの
短い RNAでありパラフィン標本から抽出した検体を
用いてもデグラデーションせず遺伝子定量解析が可能
である．我々はパラフィン切片から CD56陽性領域を
マイクロダイゼクションし，検体の腫瘍部分から
RNAを抽出した．約 800 miRNAに対して，ノーザン
ブロット，定量 PCR，miRNAアレイを併用して網羅
的に発現解析を行った．これらの解析により正常の
NK細胞の発現と比較すると患者検体，細胞株ともに
miR-21と miR-155は著しく発現亢進していること，

（11）
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miR-150が正常検体と比較して発現低下していること
を見出した（後述）．細胞株と臨床検体の解析では，
miR-21と miR-155の発現パターンはどちらも排他的
相関関係（mutually exclusive）を示した（図 4）．
　なぜ，miR-21と miR-155が発現亢進しているのか ?

網羅的ゲノムコピー数解析が幾つか報告されている
が，これらの miRNAの位置する染色体のゲノム増幅
は報告されていないため，ゲノムコピー数増幅による
可能性は極めて少ない．EBV感染は発現亢進の可能
性のひとつとして挙げられる．その根拠は Bリンパ
球で EBV感染により不死化した細胞では miR-21と
miR-155が増幅することが報告されている21）．
　代表的な OncomiRである miR-21と miR-155が過
剰発現していたことから，NK細胞リンパ腫細胞株を
用いて miRNAのノックダウンと遺伝子導入による機
能解析を行った．NKL細胞株は miR-21が高発現して
いるためアンチセンスによる miR-21ノックダウン
アッセイを行った．その結果 PTENと PDCD4という
2つのがん抑制蛋白の発現レベルが上昇することが確
認された．逆に miR-21をMOTN1に導入するとこれ
らのがん抑制蛋白の発現は低下した（図 5AB）．次に
miR-155の標的の探索を行った．miR-155は「イノシ
トールリン脂質の脱リン酸化酵素」をコードする

SHIP1遺伝子の 3́UTRに，種間で保存された seed配
列をもつことが予測されている3）．つまり miR-155が
SHIP1を標的とし，発現量を制御している可能性を示
唆する22）．PTENと SHIP1脱リン酸化酵素はそれぞ
れイノシトールリン脂質である PIP3を PIP2に，ま
た PIP4を PIP3にそれぞれ脱リン酸化する酵素であ
るので，これらの酵素の発現低下により，リン酸化
AKT ser473（pAKT）の発現量は上昇する．我々は SNK6

とMOTN1細胞株で miR-155の発現をノックダウン
したところ PTENの発現量の変化なしに SHIP1の発
現が上昇し，pAKTの発現量が低下した（図 5CD）．
miR-155は実際，3́UTRに結合することにより SHIP1

の発現を抑えうるかという可能性を検証するため，ル
シフェラーゼアッセイを行い，詳細は省くが，miR-

155が，SHIP1の 3́UTRに結合しうることが示され
た23,24）．NK細胞腫瘍では miRNAの発現異常によりが
ん抑制的蛋白である 2つの脱リン酸化酵素の発現量の
低下を通じて AKTの活性化を来すことが強く示唆さ
れた24）．
　前述したように NKリンパ腫で，miR-150の発現が
正常対応細胞と比較して，著しく発現が低下している
ことを見出した（図 6AB）．miR-150を，レンチウィ
ルスベクターを用いて NK/T細胞リンパ腫細胞株に導

（12）

図 4.　NK/T cell lymphomaにおける miRNA発現異常．
A.　CD56+領域をマイクロダイゼクション（micro-dissection）し，RNA抽出を行い解析を行った．
B.　miR-21と miR-155の過剰発現と miR-150の発現低下．Taqman法による患者検体を含めた定量解析で
ある．norm : 正常NK細胞．cell lines : NK腫瘍細胞株．Pt’s sample : NK/T-cell lymphoma/leukemia患者検体．
miR-21と miR-155の発現は排他的相関関係を示した（B左下）．
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図 5.　miR-21と 155の標的蛋白の解析．
A.　miR-21のアンチセンスアッセイ．上は FACS解析．miR-21ノックダウンでアポトーシス細胞か増えて
いる．A下 : アポトーシスが誘導され，PTENの発現量の上昇と pAKTの発現低下がみられる．SC :  
scramble （control）， AS : antisence.　
B.　miR-21 導入．右図は PTENの発現低下と pAKTの発現量の上昇がみられる．
C.　miR-155のアンチセンス導入（AS）．SHIP1は miR-155アンチセンスの導入により発現量が上昇する．
pAKTの発現量は低下する．
D.　miR-155 導入 : 遺伝子導入による miR-155強制発現．SHIP1の発現量低下と pAKTの発現量増加が見
られる（文献 27より一部引用）．
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入すると，導入された細胞株では，図に示すように
beta-galで濃染される細胞が多数出現した，これは細
胞老化を示すいわゆる目玉焼き細胞（filed egg appear-

ance）様の細胞で，セネッセンスが誘導されたことを

意味する（図 6CD）．miR-150が導入された細胞株で
のテロメアーゼ活性は著しく低下していた．従って
miR-150は細胞老化に関与し，その発現低下は不死化
に寄与すると考えられる25）． 

　以上により，miR-21，miR-155，miR-150の発現異
常が，おもに AKT経路の異常を介して細胞周期，ア
ポトーシス，細胞老化など様々な下流の遺伝子・蛋白
の活性化あるいは非活性化を来たし腫瘍化に関与する
と考えられる （図 7）． 最近，NK細胞腫瘍の網羅的遺
伝子発現解析の報告がなされた．Extra nodal NK/

T-cell lymphoma，nasal typeの網羅的遺伝子発現解析
の報告がなされ PI3K-AKT 経路の活性化が生じるこ
とが報告されている26）．この知見は，我々の結果と矛
盾しない．

お わ り に

　以上，miRNAの発現異常とリンパ腫の関わりにつ
いて概説した．miRNAの知識はがんの病態を理解す

図 6.　 miR-150の機能解析．
A.　NK/T cell lymphoma, extra nodal nasal typeの免疫染色．
B.　miR-150ノーザンブロット．患者検体で miR-150の発現低下，miR-155，21の発現上昇がみられる．
C.　miR-150導入によるセネッセンス誘導．GFP : control vector．
D.　TRAPアッセイ（テロメラーゼ活性を測定する PCR）．miR-150導入によるテロメアーゼ活性の低下（投
稿中文献 28より一部引用）．

図 7.　NK/Tリンパ腫での miRNA発現異常と AKT
活性化の模式図．

（14）
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るためには必須であると考えられる．実際，miRNA

は最も重要な研究テーマの一つとして実際世界中の研
究施設で精力的に研究されている．miRNA発現の診
断への応用，miRNAそのものの治療薬への応用，新
たな分子標的として miRNA研究が，がん診断治療へ
のブレイクスルーとなることが大いに期待される．
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