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研究成果の概要（和文）：上部消化管癌（食道癌・胃癌）において進行癌では多数のhistone mRNAが発現上昇
し、これを同時に制御するmicroRNA 760 (miR-760) を含む数個のmicroRNAが存在することを示した。しかし
miR-760単独およびmiR-1276, miR-4766-5pとの併用した遺伝子強制発現では、胃癌細胞の細胞機能変化や
histone mRNA発現変化は生じなかった。Circular RNAがmicroRNAをスポンジすることでmicroRNA発現を抑制し、
histone mRNAの発現が上昇する機構が存在する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Upregulation of multiple histone mRNA and downregulation of several microRNA
 (miR-760, miR-1276, and miR-4766-5p) which were targeting 3' untranslated regions of histone mRNAs 
were observed in gastric adenocarcinoma and esophageal squamous cell carcinoma. However, 
overexpression of these microRNAs could not change the cellular function of histone mRNA expression 
in cancer cells. Therefore, another mechanism is thought to be involved in regulating histone mRNA 
and microRNAs except for direct binding od these RNAs. In this study, we proposed a new mechanism 
that circular RNA might act as microRNA sponges and downregulated histone mRNAs in gastric cancer 
cells.

研究分野： 消化器外科学
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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 
 

乳 癌 や 大 腸 癌 で は 血 中 遊 離 癌 細 胞 
(Circulating tumor cell: CTC)の数が多いほど
予後不良である。一方、胃癌患者の末梢血お
よび骨髄中細胞での上皮系マーカー, 腫瘍マ
ーカーを用いた qRT-PCR による遊離癌細胞
検索では、早期癌においても高頻度に遊離癌
細胞陽性であり、胃癌の転移・浸潤には遊離
癌細胞以外の因子が強く関与していると思
われた (Mimori K et al, Clin Cancer Res, 2008)。
癌の浸潤・転移には癌細胞以外に、骨髄に由
来する癌関連線維芽細胞 (cancer associated 
fibroblast: CAF)、腫瘍関連マクロファージな
どさまざまな癌関連宿主細胞が関与してい
る。われわれは進行胃癌患者の原発巣・骨髄
にて数十個のヒストン遺伝子の発現が上昇
しており、これらのヒストン遺伝子はその 3’ 
UTRに数個の共通したmicroRNAとの結合部
位を有していた。microRNA 760 (miR-760)の
発現は、進行胃癌患者ではが早期癌患者に比
べて有意に低下し、miR-760 低発現群は予後
不良であった。胃癌患者ではその進行度によ
り Histone mRNA /miR-760 が対照的な発現パ
ターンを示した。以上より、histone mRNA を
microRNA が制御するという新しい代謝経路
を見い出し、この制御機構の異常すなわち
(histone mRNA上昇/miR760減少) が胃癌の浸
潤・転移に関与することを明らかにした。 
(Iwaya T et al, Clin Cancer Res, 2013) 
 
２． 研究の目的 

 
本研究では、先行研究の結果を踏まえ、以

下の点に焦点をあて histone mRNA/microRNA
機構を標的とした新規癌治療法の可能性を
検討する。 
１）他癌腫による検討 
悪性腫瘍における histone 遺伝子群の発現

上昇は、骨肉腫、髄膜腫再発巣の網羅的遺伝
子 解 析 で も 報 告 さ れ て い る 。 histone 
mRNA/microRNA 機構の異常が他の癌腫でも
生じている可能性を検討するため、本検討で
は胃癌に加え食道扁平上皮癌についても検
討する。 
２）癌関連宿主細胞の影響 
原発巣では腫瘍細胞が大部分を占めると

思われるが、骨髄中では癌細胞は僅かである。
にもかかわらず原発巣・骨髄とも histone 
mRNA/miR-760 の発現パターンが類似してい
た。これは癌細胞のみでなく宿主細胞もこれ
らの発現状態に同様に寄与していると考え
られる。本研究では癌関連非腫瘍細胞（特に
線 維 芽 細 胞 ） に お け る histone 
mRNA/microRNA 機構についても検討を加え
る。 
３）複数の microRNA による histone 制御 
胃癌培養細胞における miR-760 による

histone mRNA/タンパクの制御は、20-30%程
度で持続時間は短かったことから、他の

microRNA による代償機構の存在が示唆され
る。本研究では miR-760 以外の histone 制御が
予測される microRNA との併用効果について
検討する。 
４）histone mRNA の構造と microRNA 

Histone mRNA は通常の RNA と異なり
poly(A) tail を持たず、3’ UTR は stem loop 構
造を呈している。この stem loop に stem loop 
binding protein (SLBP)が結合することで、
histone mRNA の代謝が行われる。microRNA
結合部位はこの stem loop 内に存在しており、
この状態では microRNA は histone mRNA に
結合しにくいものと思われる。ところが、癌
の一部の状態では poly(A) histone mRNA が形
成されることが知られている。本研究では
histone mRNAの構造変化とmicroRNAの関係
についても検討する。 
 
３． 研究の方法 

 
１）食道扁平上皮癌における histone クラスタ
ー遺伝子群の  mRNA 発現について RNA 
sequence を用いて解析を行った。microRNA
結合予測アルゴリズムを用いて、食道癌で発
現変動を示す microRNA の検索を行い、候補
microRNA について qRT-PCR を用い食道癌症
例での発現検討を行った。 
２）胃癌において発現上昇を認める histone 
mRNA と結合が予測される miR 760 以外の
microRNA (miR-1276, miR4766-5p, miR-1291, 
miR-4521) の発現状態や導入効果および、複
数の microRNA 併用による効果について検討
した。 
３）骨髄由来線維芽細胞 (UE6E7T-12)を用い、
胃癌細胞株との共培養を行い、 histone 
mRNA/microRNA の発現変化を検証した。 
４）histone mRNA の構造変化と microRNA の
発現変化について circular RNA との関連を検
討した。 
 
４． 研究成果 

 
食 道 扁 平 上 皮 癌 に お け る histone 
mRNA/microRNA 760 発現 
食道癌 3 症例における RNA seq 解析では、胃
癌での検討と同様に食道癌組織では正常組
織に比べ 36 個の histone 遺伝子の発現上昇が
見られた。mRNA-microRNA の結合予測アル
ゴリズム (TargetScan 7.0)を用いた解析では、
microRNA-mRNAの結合部となる seed配列と
の相補塩基数、種間での保存状態により結合
予測の確度が求められるが、食道癌で発現上
昇が見られた 36 個の histone 遺伝子のうち 20
個はmiR-760との結合が予測された （表 1）。
食道癌組織における qRT-PCR による miR-760
発現解析では、胃癌と同様進行がん症例で発
現上昇が見られた。これにより胃癌における
miR-760による複数の histone mRNAの制御機
構が他癌腫でも生じている可能性が示唆さ
れた。 



 

表 1. 食道癌組織における histone mRNA 発現
と結合 micro RNA 

 
 

図１．食道癌原発巣組織における miR-760 発
現状態 

 
Histone mRNA に結合する複数の microRNA
の導入効果 
胃癌細胞に PremiR-760 を導入し miR-760

の過剰発現をさせると、他の histone mRNA
結合 microRNA である miR-1276, miR-4766 の
発現低下が確認された。Histone mRNA の調
節には複数の microRNA が関与し、それぞれ
による代償機構が存在するものと思われた。
したがって単独の microRNA の補充のみでは、
癌の抑制にはつながらない可能性が考えら
れた。 
 
胃癌細胞と骨髄由来線維芽細胞の共培養時
の histone mRNA/miR-760 発現 
浮遊胃癌細胞KATOIIIと骨髄由来繊維芽細

胞 UE6E7T-12 を共培養すると浮遊癌細胞は
すべて線維芽細胞に付着する興味深い現象

が確認された（図 2）。腹膜播種や転移に関与
するメカニズムとの関連が示唆されるが、
microRNA の強制発現や knockdown では形態
学的変化は観察されなかった。 

 
 

 

図 2. 浮遊胃癌細胞と骨髄由来繊維芽細胞の
共培養実験 

 
histone mRNAの構造変化とmicroRNAの発現
変化 

histone mRNA の 3’ 末 端 に は 複 数 の
microRNA 結合部位が存在する。通常は stem 
loop を形成するが、癌では poly A 型の histone 
mRNA が生成される。microRNA の発現低下
が histone mRNA の発現上昇を引き起こす。 
 

 

図 3. Histone mRNA の 3 UTR の塩基配列と
microRNA 結合部位 
 
複数の microRNA が同時に制御される機構と
して、近年注目される circular RNA（環状
RNA）について考察した。circRNA は mRNA
が成熟される過程で通常と逆方向で行われ
る back splicingにより形成される環状のRNA
である。circRNA は microRNA スポンジとし
て機能することが知られている。Histone 
mRNA部位に存在する circRNAもデータベー
ス上複数予測されているが、胃癌細胞を用い
た PCR 検証実験でも数百 bp の circRNA の存
在が示唆された（図 4）。 

 

図 4. Circular histone mRNA の検索. 
HIST1H3D 上で逆方向に Primer をデザイン。
胃癌細胞株の RNA で RT-PCR 増幅 



これまでの検討で、少数の microRNA が数十
個の histone 遺伝子の 3’UTR に結合部位を持
ち、癌の進行に伴い histone mRNA の発現上
昇、microRNA の発現低下を起こしているこ
とが明らかにしたが、histone mRNA を標的と
する microRNA を単一あるいは複数同時に導
入しても、細胞機能変化や histone mRNA の
大きな発現変化を示せなかった。Histone 
mRNAとmicroRNAの発現調節機構に circular 
RNA が介在すること、すなわち circRNA に
よる複数の histone 結合 microRNA (miR-760, 
miR-1276, miR-4766-5p など)のスポンジによ
る microRNA 発現の低下から多数の histone 
mRNA の発現上昇が誘導されるシステムに
ついて検証中である（図 5）。 
 

 

図 5. Histone mRNA/microRNA 発現調節にお
ける Circular RNA のスポンジ機能による介在 

 
circRNA の発現量は通常の mRNA の発現
量の 2-4%と予測されている。将来的には
原 発 巣 お よ ぼ 骨 髄 、 血 液 で の 微 量
microRNA の変化や circRNA の定量によ
る、癌の進行度や予後診断を検討している。
近年、腫瘍細胞から遊離した血中の癌細胞 
(CTC)や血漿中遊離 DNA や RNA を用い
た Liquid biopsy が注目されている。これ
まで血漿・末梢血単核球の分離に広く用い
られてきた遠心分離採血管（Vacutainer 採
血管、BD 社）は、採血後 2 時間以内に遠
心分離を行い血漿を分離する必要があった。
これは保存中に採血管内で末梢血単核球の
破壊が起こり、細胞中の DNA や RNA が
血漿中に混入してくるためであり、採血直
後の約１時間の遠心分離操作は研究および
臨床応用に向けて大きな時間的制約であっ
た。今回われわれは、保存血中の細胞膜を
安定に保ち、長期間保存後も血漿中のDNA, 
RNA 量の検索を可能とした新規採血管
Cell free DNA BCT 採血管 (BCT, Streck
社)の保存許容期間についても検討した。 
7 人の健常人より血液を 96mL 採取し、
Vacutainer 採血管、BCT 採血管 6 本ずつ
計 12 本に分注し保存。Day 0, 3, 6, 9, 12, 
14 の 6 点で１組ずつ血漿分離を行い血漿
中 DNA 量を比較した。Vacutainer 採血管
では 3 日目より有意な血漿中 DNA の増加
を認めた(図 6)。また、BCT 採血管では 14
日目のみ採血直後と比較して血漿中 DNA

量の増加が見られたが、6 日目以降から血
漿 DNA の持続的な増加が見られており、
採血後血漿分離までの保存期間は 5 日以内
が望ましいものと思われた。 

 

図 6. 血漿分離採血管別の血漿中 DNA 量の
経時的変化. (上)Vacutainer 採血管と BCT 採
血管における血漿 DNA 量の比較 (下)BCT
採血管における血漿 DNA 量の推移 
 
Streck 社より血漿中 RNA を同様に安定に
長期間保存可能な採血管 Cell free BCT 
RNA 採血管も開発、販売され、今後目的
と す る 癌 患 者 の 血 漿 中 microRNA, 
circular RNA の解析を予定している。 
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