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悪性リンパ腫におけるがん抑制的microRNAを介した 
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miR-16の新たながん抑制機構として細胞老化誘導能
を見出した．さらに細胞老化にはがん抑制遺伝子であ
る p53が必要であることが知られているが，CTCL細
胞が p53変異型であるとき，miR-16は細胞老化では
なくアポトーシスを誘導することを見出し，細胞老化・
アポトーシスの相互排他的な関係性を明らかにした．
HDAC阻害剤であるボリノスタット （Suberoylanilide 

Hydroxamic Acid, SAHA） は近年臨床的に難治性 CTCL

に対する有効性が認められた薬剤であるが，その詳細
な機序は明らかでない．今回我々の検討で HDAC阻
害剤が miR-16の発現を回復させ，さらにその標的分
子の回復，CTCL細胞への細胞老化・アポトーシス誘
導を来すことを示した．このことはがん抑制的
miRNAのエピジェネティックな発現抑制が，がんの
進展に密接に関与していることを示唆するものであ
る．

結　　　果

1.　 miR-16は CTCLはじめ種々の T細胞リンパ腫
において発現低下している

T細胞リンパ腫における miR-16の役割を明らかに
するため，まず miR-16の発現を検討することとした．
はじめに miR-16及び miR-16と類似の配列を有する
ファミリーの発現をノーザンブロット法にて正常 T
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は じ め に

microRNA （以下 miRNA） は 20-24塩基から構成さ
れる蛋白をコードしない機能的小分子 RNAの一種で
ある．miRNAは標的とする mRNAの 3´非翻訳領域
に配列特異的に結合し，蛋白翻訳を阻害することでそ
の作用を発揮する．3,000にものぼるとされる各々の
miRNAは多数の標的遺伝子の発現制御に関与すると
考えられており，発生や分化，細胞増殖，アポトーシ
ス，細胞老化などの様々な生命現象を緻密にコント
ロールしている1）．miRNAの発現異常は特に悪性腫瘍
において分子病態との密接な関連が数多く報告されて
いるが，悪性リンパ腫も例外ではなく miRNAの発現
異常から様々な腫瘍分子病態が明らかとされてき 

た2）．今回我々は，がん抑制的 miRNAとしてよく知
られている miR-16が皮膚 T細胞リンパ腫（Cutaneous 

T cell lymphoma，以下 CTCL）をはじめ多くのリンパ
腫で発症初期段階から発現低下していることを示し，
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リンパ球，患者検体，CTCL細胞株で検討した．
miR-16は正常 T細胞で最も強く発現し患者検体，細
胞株両者で発現抑制を認めた （図 1a）．この結果は定
量的 PCRにおいても同様であった （図 1b）．さらに，
別のT細胞リンパ腫である成人T細胞リンパ腫 （ATL，
n=7），末梢性 T細胞リンパ腫非特異型 （PTCL-NOS，
n=20），NK/T細胞リンパ腫 （n=10）の臨床検体にお
いても miR-16は正常リンパ球に比し発現低下を示し
た （図 1c）．CTCL初期・進行期の臨床検体及びコン
トロールとしてアトピー性皮膚炎患者検体の CD4+リ
ンパ球の miR-16発現を比較したところ初期から発現
低下を認め進行につれてさらに発現低下を認めた （図

1d）．この結果は個々の臨床検体の比較においても同
様であった （図 1e）．これらの結果から，miR-16は種々
の T細胞リンパ腫において発現低下しており，さら
に進行につれて発現抑制を受けることが示された。

2.　miR-16は CTCLモデルマウスの生存期間を延
長させる

次に miR-16のがん抑制的効果を検証するため，
miR-16導入 CTCL細胞株を作製した （図 2a）．我々は
以前「CTCL細胞を免疫不全マウスに皮下移植すると
移植後 35日前後で全身多臓器浸潤により死亡する」
CTCLモデルマウスを樹立しており，これは皮膚から

図 1.　CTCL及び種々の T細胞リンパ腫において miR-16は発現低下している
（a, b） 正常 CD4陽性 T細胞，CTCL細胞株 （MyLa株，MJ株，HH株，HUT78株）・臨床検体 （MF : mycosis 
fungoidesの患者検体）における miR-16ファミリーの発現をノーザンブロット・RT-qPCR法にて評価した．
（c） 成人 T細胞リンパ腫 （ATLL, n=7），末梢性 T細胞リンパ腫非特異型 （PTCL-NOS, n=20），NK/T細胞リ
ンパ腫 （n=10），末梢血正常 CD4陽性 T細胞 （n=14），末梢血正常 CD56陽性細胞 （n=12）の miR-16発現
を RT-qPCRにて評価した．（d） CTCL患者検体の初期 （early : n=26）・進行期検体 （tumor :  n=15）の CD4
陽性細胞を microdissectionにて RNA抽出し miR-16発現を比較した．コントロールとしてアトピー性皮膚
炎 （AD） 患者検体を使用した （n=18）．（e） CTCL初期・進行期の miR-16発現を同一患者検体で比較した．
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全身臓器へと増殖浸潤していく CTCL進行期の病態
をよく反映しているものである3）．この系を用いて
miR-16導入における生存延長効果を検討したところ
いずれの細胞株においても生存延長効果を認め，特に
My-La株において著明な延長効果を認めた．さらに
miR-16導入によって，骨髄・脾臓への浸潤が著明に
抑制されることを確認した （図 2c, d）．以降の実験で
は miR-16がいかなる機構によりがん抑制的に働くの
かを検討することとした．

3.　miR-16は CTCL細胞に細胞老化を誘導する

miR-16の機能解析としてまず細胞増殖アッセイを
行ったところ，すべての CTCL細胞株で細胞増殖抑
制を来すことを確認した．細胞周期解析ではMy-La

株・MJ株では G1期・G2期細胞の増加を，HH株・
HUT78株では G1期細胞のみの増加を認め細胞株間
で異なる傾向を示した （図 3a）．さらにフローサイト

メトリー解析において，FSChighSSChighの細胞集団が
My-La株・MJ株において増加することを見出した （図
3b）．これは細胞径増大を示唆しており，細胞周期停
止と細胞の肥大化は細胞老化の特徴であることから，
細胞老化の指標となる SA-β-GALアッセイを行った．
結果，細胞径増大を認めたMy-La株・MJ株において
SA-β-GAL陽性の老化細胞の増加を認めた．一方 HH

株・HUT78株では老化細胞の増加を認めず，これら
細胞株間の違いを探索していくこととした．

4.　miR-16は Bmi1の発現抑制を介して p21を発
現亢進し細胞老化誘導に寄与する

近年の研究により細胞老化誘導にはがん抑制経路と
してよく知られる p53-p21経路が必須であることが示
されている4）．そこで既報より p53の変異の有無を調
べたところ，細胞老化誘導を認めたMy-La株・MJ株
は p53野生型，細胞老化の誘導されない HH株・

図 2.　In vivoにおける miR-16のかん抑制的効果．
（a） miR-16導入細胞株をレンチウィルスベクターを用いて作製し，miR-16発現亢進を RT-qPCR法にて確
認した．（b） GFP-controlを導入した My-La株，HH株，HUT78株と miR-16導入の My-La株，HH株，
HUT78株の Kaplan-Meier生存曲線を示す．（c, d） My-La株，HH株における GFP-control，miR-16導入時
の GFP陽性細胞の骨髄浸潤・脾浸潤を比較した．

Akita University



― 30―

Senescence induction via a tumor suppressive microRNA

第 44巻 1号

（30）

HUT78株は p53変異型であった5）．そこで p53，p21

を含む細胞老化関連タンパクの miR-16導入における
発現変化を確認したところ，My-La株・MJ株におけ
る p53非依存性の p21発現亢進を認めた．またポリ
コーム群蛋白の一つであるBmi1の発現低下を認めた．
Bmi1は我々が miR-16の直接の標的となることを以
前マントル細胞リンパ腫において報告しており6），一
方別の研究では Bmi1が p21を制御しうることが示さ
れている．そこで Bmi1のノックダウンを行ったとこ
ろ，確かにMyLa株・MJ株において p21発現亢進を
認めた （図 4b）．さらに Bmi1と p21の直接の結合を

クロマチン免疫沈降アッセイにより確認した （図 4c）．
以上より miR-16は p53野生型細胞に対しては Bmi1

の発現抑制を介して p21を発現亢進し細胞老化誘導に
寄与するものと考えられた．

5.　miR-16は p53機能の有無により細胞老化・ア
ポトーシス転換を調節する

miR-16はがん抑制的 miRNAとしてよく知られて
いるが，その機能はアポトーシス誘導が多く報告され
ている7）．そこでエレクトロポレーションにより
miR-16を導入し （図 5a），Annexin Vを用いてアポトー

図 3.　miR-16は CTCL細胞に細胞老化を誘導する
（a） control細胞，miR-16導入細胞の細胞周期解析を示す．（b） control細胞，miR-16導入細胞のフローサイ
トメトリー解析．横軸に FSC （forward scatter），縦軸に SSC （side scatter）で展開している．（c） control細胞，
miR-16導入細胞の SA-β-GALアッセイ．老化細胞は青く染色される．
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シスアッセイを行ったところ，p53変異型細胞株にお
いてよりアポトーシスを誘導することを見出した （図
5b）．同様に BMI1のノックダウンにおいても p53変
異株においてよりアポトーシス細胞の増加を認めた 

（図 5c）．さらに miR-16導入におけるアポトーシス関
連蛋白をウェスタンブロットにてスクリーニングした
結果，抗アポトーシス蛋白である Survivinの発現低下
を見出した （図 5d）．これらの結果から，miR-16は細
胞老化が誘導されない p53変異細胞に対しては，細胞
老化ではなくアポトーシスを誘導することが示唆され
た．

6.　p21発現亢進の有無が細胞老化・アポトーシス
転換の key factorである

細胞老化・アポトーシスの転換がいかなるメカニズ
ムによって行われているかを検討することとした．
p21は本来サイクリン依存性キナーゼ阻害因子であり
細胞周期を制御する役割がよく知られている．しかし
p21はアポトーシスを抑制する機能を持つことも知ら
れており8），p21ノックダウン下で miR-16導入を行う
こととした。結果，My-La株・MJ株とも p21ノック
ダウン下では miR-16導入により細胞老化ではなく，
アポトーシスが誘導されることを見出した （図 6a）．

図 4．miR-16はポリコーム群蛋白 Bmi1を抑制することで p21の発現を亢進し細胞老化を誘導する 
（a） control細胞，miR-16導入細胞における細胞老化・細胞周期関連蛋白のウェスタンブロット．（b） 上
段 : siRNAを用いたBMI1ノックダウンの効率を示す．下段 : BMI1ノックダウンにおけるウェスタンブロッ
ト解析．（c） Bmi1，p21の直接の結合を検討するため行ったクロマチン免疫沈降アッセイ．
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すなわち，p21発現亢進の有無がこの細胞老化・アポ
トーシス転換の key factorであることが確認された 

（図 6b）

7.　HDAC阻害剤である SAHAは CTCL細胞の
miR-16発現を回復し細胞老化 /アポトーシス
を誘導する

miR-16の発現低下の原因としてエピジェネティッ
クな機構が報告されている9）．そこで CTCLにおいて
臨床的に有効性が示された HDAC阻害剤の SAHA，
DNAメチルトランスフェラーゼ阻害剤である RG108，
p53の発現を亢進させる nutlin-3a （MDM2阻害剤）を
CTCL細胞に暴露させmiR-16の発現変化を検討した．

結果，SAHAのみが miR-16の発現を回復させること
を見出した （図 7a）．さらに SAHA暴露における蛋白
発現変化をウェスタンブットにて確認したところ，
p53非依存性の p21発現亢進や，Bmi1の発現低下，
p53変異株における Survivinの低下など miR-16導入
と非常に近い挙動を示していた（図 7b）．また，
SAHA暴露における細胞老化・アポトーシスの誘導を
SA-β-Galアッセイ，Annexin Vアッセイにて検討した
ところ，p53野生型には細胞老化を，p53変異株には
アポトーシスを誘導し，p53機能により全く異なる
フェノタイプを誘導することを見出した （図 7c, d）．

図 5.　miR-16は p53変異型細胞にはアポトーシスを誘導する
（a） miR-16をエレクトロポレーションで導入した際の導入効率を RT-qPCRにて確認した．（b） scramble 
control （scr），miR-16導入における Annexin Vアッセイ．（c） miR-16，siBMIを導入した際の Annexin Vアッ
セイ及び SA-β-GALアッセイ．（d） miR-16，siBMI1導入におけるウェスタンブロット解析．アポトーシス
関連蛋白として Survivin，Caspase3，活性化 Caspase3を示す．
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8.　種々の T 細胞リンパ腫において miR-16，
SAHAは CTCLに対してと同様に，p53機能に
より細胞老化あるいはアポトーシスを誘導する

ここまで得られた結果が CTCLだけでなく，種々
の T細胞リンパ腫においても一般化されうるか検討
するため未分化大細胞型リンパ腫 （ALCL），成人 T細
胞性リンパ腫 （ATL），NK/T細胞リンパ腫などの細胞
株を用いて miR-16導入，SAHA暴露の検討を行った．
はじめに SAHA暴露による miR-16発現変化を確認し
たところ，いずれの細胞株においても miR-16の発現
回復を認めた （図 8a）．また SA-β-GAL，Annexin Vを
用いて細胞老化・アポトーシス誘導を評価したところ，
CTCLと同様 p53野生型細胞株の SR786株・MT-2株・
MT-4 株には細胞老化を誘導し，p53 変異型の

MOTN1株・Karpas299株・KHYG1株にはアポトーシ
スを誘導した （図 8b）．さらに miR-16導入・SAHA

暴露における蛋白発現変化をウェスタンブロットにて
検討し，Bmi1の発現低下や p21の発現亢進，Survivin

の低下など CTCLにおける変化と同様の所見を得た 

（図8c）．これらの結果から，miR-16を介した細胞老化・
アポトーシス転換は種々の T細胞リンパ腫において
も一般化されうることが確認できた．

お わ り に

がん遺伝子活性化に対する細胞老化（oncogene-

induced senescence，以下 OIS）は細胞のがん化を回
避する生体防御機構の一つとして近年注目を集めてい
る．実際に前がん病変やがんの初期病変では老化した

図 6.　p21の発現亢進の有無により細胞老化・アポトーシス転換が調節される
（a） p53野生型のMy-La株，MJ株を用いて p21ノックダウン （siCDKN1A）下における miR-16導入を行った．
ウェスタンブロット，Annexin Vアッセイ，SA-β-GALアッセイを示す．（b） miR-16による細胞老化・アポトー
シス転換経路の概要
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において報告されているが4,11），がんにおける報告は
全くなく我々独自の視点であると考えている．
さらに今回 miR-16 の発現低下には HDACが関与し
ていることを見出し，miRNA と HDAC を介したエピ
ジェネティックな細胞老化調節機構ががんの進展に密
接に関与していることが示唆された．HDAC 阻害剤
は CTCL において他の腫瘍に先駆けて臨床応用が認
められた薬剤であるが，興味深いことに CTCL にお
いては p53 変異の頻度が他の悪性リンパ腫に比べ低い
ことが既に知られている。本研究は CTCL進行の分

がん細胞が認められるが，進行病変では老化細胞は消
失することから，OIS からの回避はがんの進展におけ
る不可欠なステップであると考えられる10）．本研究に
おいてがん抑制的 miRNAである miR-16 が，細胞老
化を誘導し強力な腫瘍抑制作用を持つことを見出し
た。miR-16 は患者検体において進行とともに発現低
下を認め，OIS からの回避に寄与していることが考え
られる．また今回の検討からアポトーシスと細胞老化
の相互排他的な関係が見出された．このような細胞老
化・アポトーシス転換機構は最近哺乳類の胚発生過程

図 7.　HDAC阻害剤である SAHAは CTCL細胞の miR-16を回復し，細胞老化あるいはアポトーシスを誘導
する
（a） SAHA （HDAC阻害剤），nutlin-3a （MDM2阻害剤），RG108 （DNAメチルトランスフェラーゼ阻害剤）を
用いて CTCL細胞の miR-16発現変化を RT-qPCR法にて評価した．（b）SAHA暴露における細胞老化関連
蛋白 （p52, p21, Bmi1, p-Rb），アポトーシス関連蛋白 （Survivin, Caspase3）をウェスタンブロットにて評価し
た．ヒストンアセチル化の指標としてヒストン H3のアセチル化 （Acl-HisH3）を評価した．（c, d） SAHA，
nutlin-3a暴露における細胞老化・アポトーシス誘導を SA-β-Galアッセイ，Annexin Vアッセイにて評価した．
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子病態，またこれまで十分明らかでなかった HDAC

阻害剤の本質的な標的を明らかにしており，今後の T

細胞リンパ腫治療において重要な示唆をもたらすもの
と考えている .
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