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略語一覧 

-SMA: -smooth muscle actin 

APA: alternative polyadenylation 

Angptl2: angiopoietin-like 2 

Arhgef: aplysia ras-related homolog guanine nucleotide exchange factor 

BMP: bone morphogenetic protein 

CCL: chemokine (C- C motif) ligand 

CXCL: chemokine (C-X-C motif) ligand 

EMT: epithelial-to-mesenchymal transition 

EndMT: endothelial-to-mesenchymal transition 

EndMT-SP: EndMT-associated secretory phenotype 

ERK: extracellular signal-regulated kinase 

FAME: functional assignment of microRNAs via enrichment 

FSP-1: fibroblast specific protein-1 

GAP: GTPase activating protein 

GEF: guanine nucleotide exchange factor 

GSEA: gene set enrichment analysis 

IPA: ingenuity pathway analysis 
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IPAS: internal poly(A) sequence 

LNA: locked nucleic acid 

MAPK: mitogen-activated protein kinase 

MMP: matrix metalloproteinase 

MRTF: myocardin-related transcription factor 

MS-1: Mile Sven-1 

NF-B: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 

PAI-1: plasminogen activator inhibitor-1 

PAS: polyadenylation signal 

RISC: RNA-induced silencing complex 

SM22α: smooth muscle 22α 

SRF: serum response factor 

Stk40: serine/threonine-protein kinase 40 

TAK1: TGF- activated kinase 1 

TGF-: transforming growth factor- 

TNF-: tumor necrosis factor- 

UTR: untranslated region 

VAV3: vav guanine nucleotide exchange factor 3 
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要旨 

TGF-は内皮間葉移行（EndMT）に対し中心的な役割を果たす。EndMT の正

の調節因子として、miR-31は-SMAなど間葉系遺伝子の発現誘導、アクチン再

構築、MRTF-A の活性化に必要で、多くの炎症性ケモカインやサイトカインの

誘導に寄与した。miR-31の標的遺伝子として MRTF-Aの活性やアクチン再構築

を調節する VAV3と炎症応答の負の調節因子である Stk40 を同定した。後者では

TGF-により Stk40 mRNA の 3’非翻訳領域長が短縮することで miR-31の発現変

動に関係なく miR-31 による抑制効果が促進され、EndMTでは恒常的に発現する

miRNAが重要であることを示した。 
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第一章 序文 

 

1. 細胞運命・細胞可塑性を決定する分子基盤 

 多細胞生物を構成する個々の細胞は一つの細胞である受精卵をその起源とし、

ほぼ同一のゲノムを有する。一方で、これらの細胞群は受精卵からの多段階の

分化過程を経て、多様な細胞形質を備えるに至り、さらに機能的に連動するこ

とによって、個体を形成している。同一ゲノムの情報に基づいて、どのように

異なる形質の細胞が生み出されるのか、そのメカニズムの理解は生物学におい

て中心的な課題であるとともに、細胞の分化制御が関連する多くの疾患の病態

の理解、および治療法の開発においても極めて重要である。また、目的の細胞

種の分化誘導が重要となる再生医学においても、その分子基盤として重要であ

る。 

 これまでの膨大な研究結果の蓄積により、組織特異的な発現パターンを示す

マスター転写因子と呼ばれる転写因子群と、エピジェネティック制御因子が、

協調的に組織・細胞種特異的な遺伝子発現調節ネットワークを構築しているこ

とが明らかになっている (1)。その一方で、各々の臓器を構成する各種細胞群は、

環境変化に適応するためにその機能を変化させ、場合によっては、臓器を再構

築するべく、その形態や細胞としてのアイデンティティーすら変化させること



- 6 - 

 

が知られている (1)。こうした細胞運命の可塑性の厳密な制御は、環境変化に対

応する生命応答において必須であるが、一方で可塑性の制御異常は様々な疾患

の背景要因ともなりうる。 

 

2. microRNAによる転写後遺伝子制御ネットワークの調節と細胞の分化制御 

 近年の研究により、細胞の分化運命決定・可塑性の制御において、細胞種特

異的な遺伝子の転写レベルでの調節だけではなく、転写後の調節が重要である

ことが明らかになり、注目されている。こういった転写後調節ネットワークは、

後述する microRNA (miRNA) などの低分子 RNA による調節、long non-coding 

RNAによる調節、RNAスプライシングやRNA修飾による調節の他、様々な RNA

結合タンパクによる調節など、多面的な調節機構により制御されている (2-4)。

miRNAは 20-23塩基の１本鎖の低分子 RNA分子であり、様々な生物種における

転写後調節ネットワークにおいて中心的な役割を果たす (5)。 

 miRNA は、哺乳類細胞において、以下のような多段階の過程を経て産生され

る (図 1) (6-9)。miRNA 遺伝子は主に RNAポリメラーゼ IIによってヘアピンル

ープ型の 2 本鎖 RNA 構造を含む 1 本鎖 RNA へと転写される。この数百から数

千塩基長の長鎖RNAはmiRNA一次転写産物 (primary miRNA, pri-miRNA) と呼

ばれる。核内において pri-miRNAは Droshaという酵素によって一部が切断され、
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約 70塩基長ほどのステムループ構造の precursor miRNA (pre-miRNA) となる。

Pre-miRNA は exportin-5 による細胞質への輸送後、Dicer という酵素によってさ

らに切断され、20-25 塩基長の 2本鎖 miRNAとなる。2本鎖 miRNA は Argonaute

タンパク質と結合し、1本の RNA鎖が除去され、Argonauteタンパク質と 1本の

RNA鎖の複合体が形成される。Argonaute タンパク質に取り込まれた miRNA鎖 

 

 

図 1. microRNAの生合成と作用機構 

microRNA (miRNA) は 20-23塩基の１本鎖の低分子 RNAであり遺伝子の転写後

発現調節に関与する。miRNAは Droshaと Dicerの 2つのリボヌクレアーゼによ

って、pri-miRNAおよび pre-miRNAを経て産生される。Argonauteタンパク質と

結合した後に、標的遺伝子の 3’UTR の相補配列に結合してその遺伝子の発現を

抑制する。 
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を成熟型 miRNA (mature miRNA) とよび、最終的に形成された複合体は RISC 

(RNA-induced silencing complex) と呼ばれる。この RISC が miRNAを介した遺伝

子発現制御において中心的な役割を果たす。Mature miRNAの塩基配列の 5’末端

側より 2~8 番目までの 7 塩基はシード配列と呼ばれ、哺乳類細胞における一般

的な miRNA の作用原理として、miRNA のシード配列と標的遺伝子の 3’非翻訳

領域 (3’ untranslated region, 3’UTR) の認識配列が結合し、標的 mRNAを不安定

化させる、または、標的 mRNA の翻訳を抑制することでその遺伝子の発現を抑

制する (図 1)。 

 1 種類の miRNA は多数の遺伝子の発現制御に関与し、ヒトにおいては 2000

以上もの miRNAがゲノム上にコードされていると考えられている (5)。miRNA

はこのような原理に基づき、細胞増殖、分化、発生、代謝、アポトーシスなど

の多方面にわたる生物学的プロセスに密接に関与している。miRNA は多数の標

的遺伝子を調節することにより、様々な転写因子と同じように、多様な細胞種

の正常分化や可塑性の制御において重要な役割をもつことが明らかになってい

る (10)。例えば、miR-143、miR-145 といった miRNA は平滑筋細胞の機能に関

係する主要な転写因子である KLF4、myocardin、ELK1を標的とし、平滑筋細胞

の分化運命の決定や分化後の可塑性を制御することが報告されている (11)。 
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3. 上皮間葉移行 

 細胞の分化運命の決定機構・可塑性の調節機構は様々な生物学的・医学的モ

デルで検証されている。上皮間葉移行 (epithelial-to-mesenchymal transition: EMT) 

は、組織・器官の上皮を構築する上皮細胞が、間葉系細胞の状態に移行する現

象であり、細胞の可塑性を考える上で非常に重要な生物学的モデルでもある 

(12,13)。EMT は、原腸陥入、神経堤細胞の脱上皮化などの初期発生の重要なプ

ロセスだけでなく、がんの転移、臓器線維症、創症の治癒過程などの病態にも

関与し、精力的に研究が進められている (12,13)。EMTとがんとの関連は近年と

くに注目されている領域であり、がんの浸潤・転移やがん幹細胞の生成・機能

維持における EMTの役割が報告されている (14)。一方で最近のマウスモデルを

用いた検討では、EMT は運動・浸潤能獲得による転移の増加より、むしろ化学

療法への耐性に寄与するとの報告もなされている(15,16)。また、EMT は、in vitro

において培養上皮細胞に transforming growth factor-（TGF-）などを添加したと

きに再現性高く観察される現象でもあり、こうした in vitro モデルは分子メカニ

ズムの解析に汎用されている。これらの研究の進展を反映して、EMT およびそ

の逆の現象である間葉上皮移行 (mesenchymal-to-epithelial tnrasition: MET) を制

御する分子メカニズムについては多くの知見が蓄積してきた(12-14)。EMT を誘

導する細胞外シグナルとして、TGF-や骨形成因子bone morphogenetic protein: 
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BMP)、Notch、Wnt、FGF、Hedgehogなどの多くのサイトカインが知られており 

(13,17)、中でも TGF-は EMTを誘導する中心的なサイトカインである。

 

4. TGF-シグナル 

TGF-は TGF-ファミリーと呼ばれる一群のサイトカインの代表的な因子で

ある (18)。TGF-ファミリーは TGF-を始め Activin、Nodal や BMP などの 30

種類以上の構造が類似したタンパク質からなる (18)。TGF-ファミリーの生理

作用は、細胞の増殖、分化、運動、接着、アポトーシス、免疫系の制御など多

岐にわたり、TGF-ファミリーによって誘導されるシグナル経路の破綻は多様な

病態に関与している。TGF-は哺乳類においては TGF-1、TGF-2、TGF-3 と

呼ばれる 3 種類のアイソフォームがあり、いずれも同じ受容体を介して細胞内

にシグナルを伝達する。TGF-は細胞表面のセリン・スレオニンキナーゼ型受容

体を介して、細胞内にシグナルを伝達する。受容体は I型、II型の 2 つのサブフ

ァミリーからなり、リガンドが結合すると II 型受容体は I 型受容体をリン酸化

し、細胞内へシグナルを伝達する。I型受容体としては 7種類が同定されており、

Activin receptor-like kinase (ALK)-1〜7と呼ばれている。血管内皮細胞では ALK-1

の発現が高く、TGF-や BMP-9, BMP-10が結合する。 

 細胞内では TGF-ファミリーのシグナルは、主に Smadと呼ばれるタンパク質
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によって伝達される。Smad は Smad1〜8 の 8 種類が同定されており、機能的に

特異型 Smad (receptor-regulated Smad: R-Smad) である Smad1、2、3、5、8、共有

型Smad (common-mediator Smad: Co-Smad) であるSmad4、抑制型Smad (inhibitory 

Smad: I-Smad) である Smad6、7 に分類される。前述した I 型受容体によって

R-Smadはリン酸化を受ける。リン酸化された R-Smadは Co-Smadである Smad4

と複合体を形成して核内に移行し、種々の転写因子や転写共役因子と結合して

plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) などの標的遺伝子の転写を調節する 

(Smad経路) (図 2)。 

R-Smadと Co-Smad がシグナルを正に伝える一方で、I-Smadである Smad6、7

は I 型受容体に結合して R-Smad のリン酸化を競合的に阻害するほか、R-Smad

と Co-Smad との複合体形成を阻害するなど、多彩なメカニズムでシグナルを負

に制御している。また、 TGF-は Smadに依存的な伝達経路である Smad経路以

外に、ERK、JNK、p38などの mitogen-activated protein kinase (MAPK) ファミリ

ーや PI3 キナーゼ/Akt などを活性化し (図 2)、これらの分子の下流のシグナルを

制御する (non-Smad 経路) (19,20)。Non-Smad 経路も細胞の増殖や分化に重要な

役割を果たすことが知られている。 
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図 2. TGF-シグナル伝達経路 

TGF-が細胞表面の II型、I型 TGF-の受容体に結合すると、II型 TGF-受容体

が I型 TGF-受容体 (主に ALK-5) をリン酸化し I型 TGF-受容体のセリン・ス

レオニンキナーゼが活性化されて R-Smad (主に Smad2 / Smad3) がリン酸化され

る。リン酸化された R-Smad は Co-Smad である Smad4 と複合体を形成して核内

移行して標的遺伝子の転写を調節する。この Smad経路は TGF-に特異的な主た

る細胞内シグナル伝達経路であるが、他にも Smadに依存しないシグナル伝達経

路が存在する (non-Smad 経路)。 

  



- 13 - 

 

5. TGF-β シグナルによる上皮間葉移行の制御機構 

 上皮細胞が間葉系細胞へと変化するEMTにおける主な細胞形質の変化として、

上皮細胞特異的なマーカー分子 (E-カドヘリン、クローディンなど) の発現低下、

間葉系細胞に特徴的な分子 (-smooth muscle actin (-SMA) など) の発現上昇、

上皮細胞間の細胞間接着の喪失、運動能の亢進、細胞外マトリクスの分泌亢進

などが挙げられる (図 3) (12)。TGF-シグナルによる EMT誘導の分子メカニズ

ムはこれまでに詳細に検討されており、様々な転写調節因子がその誘導におい

て重要であることが示されている。 

 

 

図 3. EMT および EndMT の模式図 

上皮細胞もしくは血管内皮細胞は通常では隣接する細胞同士が密着して基底膜

の上に整然と並んでいる。EMT および EndMT の過程においては、まず細胞間

接着が消失し基底膜が分解されて、運動能が亢進するとともに間葉系細胞へと

変化する。 
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Snail、Slug、EF-1/Zeb1、SIP-1/Zeb2 などの Znフィンガー型転写因子は、EMT

に伴って誘導され、アドヘレンスジャンクションを構成する E-カドヘリンや、

タイトジャンクション・ギャップジャンクションなどを構成する分子の発現を

抑制する (21-25)。一方で、myocardin転写因子ファミリーに属するA型myocardin

関連転写因子 (myocardin-related transcription factor-A: MRTF-A) は、筋細胞分化

を促進する転写因子である serum response factor (SRF) のコファクターとして機

能し、Slug や-SMA の転写を促進する  (24,26,27)。TGF-は Snail、Slug、

EF-1/Zeb1、SIP-1/Zeb2 の発現を誘導し、また、Rho シグナルを介した MRTF-A

の活性化・核内移行を誘導する。Rho シグナルの活性化はアクチンストレスファ

イバーの形成にも関与することが報告されている(17)。 

 miRNA と EMT についても様々な報告がなされており、中でも miR-200 ファ

ミリーは、EMT の調節因子、および再生医学におけるリプログラミングの調節

因子として注目されている (28)。miR-200 ファミリーは上皮細胞で豊富に発現

しており、EMTに伴ってその発現が顕著に低下する (29)。miR-200 は E-カドヘ

リンの抑制に重要な Zeb1 や Zeb2 を抑制し、Zeb1 や Zeb2 は逆に miR-200 を抑

制することにより、負のフィードバックループを形成している (29)。TGF-は

miR-200を抑制するとともに Zeb1や Zeb2の発現を誘導する。miR-200 の強制発

現は TGF-による EMT を抑制するのに十分であり、また miR-200の発現低下自
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体が EMT を誘導することから (29)、miR-200 ファミリーは EMT 誘導において

極めて重要であることが示唆されている。miR-200 以外にも miR-205、miR-155

や miR-29bが EMTを調節することが報告されている (29-31)。 

 

6. 内皮間葉移行と心臓の発生 

 内皮間葉移行 (endothelial-to-mesenchymal transition: EndMT) は、血管内腔を構

成する血管内皮細胞が、間葉系細胞の状態に移行する現象であり、EMT に類似

した現象として、近年注目されている。 

 EndMT は生理的過程として心臓の発生において最初に報告され、心組織の形

態形成に大きく寄与することが知られている (図 4)。初期発生において心臓の形

成は、一層の血管内皮細胞、心筋細胞層、および細胞外基質からなる心ゼリー

層によって構成される原始心筒と呼ばれる拍動する環状構造が複雑に形態変化

を遂げることによって達成される。原始心筒は、円錐動脈幹、右心室、左心室、

心房を形成する部位に区分されるが、左心室と心房の区分は、原始心筒におけ

る対応する部分での心ゼリー層の隆起によって確立される。この心ゼリー層の

隆起は心クッションと呼ばれる (31)。心クッションは、血管内皮細胞の性質を

持ち、原始心筒の内層を構成する心内膜細胞が EndMTの結果変化した間葉系細

胞と、間葉系細胞の産生する細胞外基質によって構成される (31,32)。心クッシ
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ョンは、最終的に、心室膜様部中隔、心房中隔、僧帽弁、三尖弁などの各構造

へ移行する (33)。 

この心臓形成過程において、EndMT の誘導不全は心クッションの低形成につ

ながり得ることから、中隔欠損、未熟房室弁などと関係していることが示唆さ

れている (34,35)。一方で、間葉系細胞の異常な増殖は、肥厚弁 (異形成弁) な

どに関連することが示唆されている (36,37)。 

 

 

 

図 4. EndMT と病態との関連、および、EndMT に伴うマーカーの変化 

EndMT は心臓弁形成などの生理的過程のみならず各臓器の線維化といった病的

過程にも関与する。血管内皮細胞では VEGFR2 や CD34 といったマーカーが発

現しているが EndMT によって間葉系細胞に変わると-SMA や SM22といった

マーカーの発現が上昇する。 

 

7. EndMT の病態における意義 

EndMT は、初期発生後、成熟した個体における様々な疾患の病態においても
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重要であることが示唆されており (図 4)、肺、腸管などの線維化や糖尿病に関連

した心臓、腎臓などにおける線維化、心筋梗塞などの虚血部位での組織修復な

どにも関与していると考えられている (38-42)。線維化の要因となる線維芽細胞

の起源の一部が血管内皮細胞であることがトランスジェニックマウスを用いた

細胞系譜解析法により示されており (40)、EMT や EndMT は線維化の要因とな

る線維芽細胞のソースとして重要であると考えられる。例えば、進行性骨化性

線維異形成症（fibrodysplasia ossificans progressiva: FOP）では、BMP のⅠ型受容

体の一つであるACVR1/ALK2遺伝子の変異によって血管内皮細胞が間葉系幹細

胞様の形質を獲得し、これらの細胞が骨格筋や筋膜、腱、靭帯に集積して異所

性骨化が引き起こされることが報告されている(43)。また、近年、がんの微小環

境において重要であると考えられているがん関連線維芽細胞も、EndMT によっ

て血管内皮細胞が線維芽細胞様に変化した結果生じた細胞であることが報告さ

れており (44)、様々ながんの進展においても EndMTが関与していると考えられ

る。 

 

8. EndMT による細胞形質の変化と内皮機能消失 

 EMTと同様に、EndMT における主な細胞形質の変化として、内皮細胞特異的

なマーカー分子の発現低下、間葉系細胞に特徴的な分子 (-SMA など) の発現
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上昇、細胞間接着の喪失、運動能の亢進、細胞外マトリクスの産生亢進などが

挙げられる (図 3) (45)。 

 EndMT において発現が低下する内皮細胞のマーカー分子として、VE-カドヘ

リン、CD31、CD34 などがあり、一方、発現が上昇する間葉系細胞マーカーと

して、-SMA、smooth muscle 22 (SM22)、フィブロネクチン、ビメンチン、

matrix metalloproteinase-2 (MMP2)、線維芽細胞特異的タンパク (fibroblast specific 

protein-1: FSP-1) などがある (図 4) (45)。これらの分子の発現変動は、培養内皮

細胞にTGF-などのサイトカインを加えてEndMTが誘導された際に観察される

(40,44,46-50)。こうしたマーカーの変動のみならず EndMT を起こすことは血管

内皮としての性質を失うことにつながる。EndMT によって内皮細胞が間葉系細

胞となった部位では機能的に組織還流不全となり、その結果組織障害を来たす。

例えば外傷性脊髄障害では障害部位の血管で TGF-シグナルの活性上昇とそれ

に伴った EndMTによる二次的組織障害が問題となっている(51)。 

 

9. EndMT における TGF-シグナルと miRNA の役割 

TGF-は EMT、EndMT の主たる誘導因子であり、これまでのところ TGF-に

よる EMT誘導の分子機序が詳細に検討されている一方で EndMTの分子機序に

ついては不明な点が多い。EndMT を誘導する因子や、その結果変動するマーカ
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ー分子については EMT ほどではないものの近年いくつか知られてきているが、

その発現変化を誘導する機構については、TGF-による EndMT誘導機構を含め、

依然不明な点が多く残されている。 

Mihira らは、これまでに、マウスの膵臓由来血管内皮細胞である MS-1 (Mile 

Sven-1) 細胞を用いて、TGF-による EndMT のメカニズムを解析し、Snail が

MS-1細胞における EndMTには必須ではないこと、一方で、TGF-による Smad

を介した Rho シグナルと MRTF-A の活性化が EndMT において重要であること

を見出している (52)。一方で、miRNA と EndMT の関係については、miR-21、

miR-23、miR-302c が EndMT に関与していることが示唆されているが (53-56)、

不明な点が多いのが現状である。 

本研究では、まずマウスの膵臓由来血管内皮細胞である MS-1 細胞において

TGF-による EndMT に伴うトランスクリプトームの変化を網羅的に解析し、機

能的スクリーニングにより恒常的に発現しているmiR-31が TGF-によって誘導

される EndMT を正に調節することを見出した。miR-31 は TGF-によってその

発現は誘導されないが、MRTF-A と NF-B (nuclear factor kappa-light-chain- 

enhancer of activated B cells) 経路の活性を調節する分子群を調節し、間葉系マー

カーのみならず複数のケモカインやサイトカインの誘導に必要であることを見

出した。これらの結果から、内在性の miRNA が TGF-によって誘導される
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EndMT とそれに伴った分泌表現型の獲得において重要な役割を果たすことが示

唆された。 
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第二章 結果 

 

1. マウス血管内皮細胞 MS-1細胞における TGF-2による EndMT の誘導 

TGF-は EndMT の誘導において中心的な役割をもつことが示唆されているが、

EndMTの in vitro モデルとして、これまでに、ウシ大動脈、マウス肺動脈、マウ

ス膵臓由来血管、ヒト冠動脈、ヒト皮膚微小血管、ヒト臍帯静脈などの様々な

血管由来の血管内皮細胞が TGF-の刺激により間葉系細胞への変化を呈するこ

とが示されている (40,44,46-50)。TGF-は、その生理活性を有する主たるアイソ

フォームとして TGF-1、2、3の 3種類がある。初期発生および EndMTが寄

与する胎生期の心内膜床形成においては、TGF-2のノックアウトマウスの解析

から、TGF-2 が特に重要であることが示唆されている (57-59)。また、Mihira

らは、マウスの膵臓由来血管内皮細胞であるMS-1細胞を用いた解析で、TGF-1、

2、3のすべてがMS-1細胞において同程度に EndMTを誘導することを報告し

ている (52)。 

Hashimoto らは、MS-1細胞で 24時間の TGF-刺激と Ras の恒常的活性化の組

み合わせが協調的に EndMTを誘導することを報告しているが、一方で同報告で

は、24時間の TGF-の単独刺激は EndMTの誘導、特に間葉系細胞マーカーの誘

導には不十分であることが示されている (39)。既報では、様々な血管内皮細胞



- 22 - 

 

が 48時間～6日といったTGF-長期刺激によりEndMTの表現型を示すことが報

告されており (40,44,46-50)、Mihiraらも、MS-1細胞が、血清存在下の通常培養

条件のもとで、TGF-2 の刺激 48 時間以降、間葉系細胞マーカーの代表である

-SMAの継続的な上昇を示すことを見出している (52)。 

これらの報告を考慮し、本研究では、TGF-が誘導するEndMTにおけるmiRNA

の役割を検討するにあたって、MS-1細胞を EndMTの in vitroモデルの対象とし

て使用し、主に TGF-2 に対するより長期的な (48-72 時間) 応答を検討した。

EndMT では血管内皮細胞から間葉系細胞に変化するにあたって細胞間接着の消

失や細胞骨格の形態変化を起こすことが知られている。既報の通り  (52)、

TGF-2を投与して 72時間培養すると、MS-1細胞が敷石状から紡錘形へと形態

が変化することを確認した (図 5)。 

 

図 5. TGF-β2による MS-1細胞の形態変化 

MS-1細胞を TGF-2 (1 ng/ml) で刺激し 72 時間後に光学顕微鏡で細胞形態を観

察した。（－）は TGF-未処理を示す。 
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2. cDNA マイクロアレイによる MS-1 細胞における TGF-標的遺伝子の発現変

化の検討 

 MS-1 細胞における TGF-β2 による全般的な標的遺伝子の発現変化を検討する

ため TGF-刺激の有無で 24 時間、72 時間後の MS-1 細胞のサンプルを用いて

cDNA マイクロアレイを行った。cDNA マイクロアレイの解析結果から TGF-

刺激後 24 時間では Smad7、 Fn1 (Fibronectin1)、 Serpine1 (PAI-1)、Thbs1 

(Thrombospondin1)、Pdgfrb (PDGFRβ)、Skil (SnoN) などの Smadの標的遺伝子の

上昇が認められた。さらに、TGF-刺激後 24時間ではMkl1 (MRTF-A)、Arhgef5

や Arhgef18 (aplysia ras-related homolog guanine nucleotide exchange factor 18)など

EndMT の誘導に関与している遺伝子の発現が誘導され、それらに引き続くよう

に TGF-刺激後 72時間ではActa2 (-SMA) や Tagln (SM22) といった間葉系マ

ーカーの発現が誘導されており、以前の報告とも合致していた (52)。さらに

TGF-は Kdr (VEGFR2)、CD34、Cdh5 (VE-cadherin) といった血管内皮マーカー

を低下させた (図 6)。 
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図 6. TGF-による TGF-標的遺伝子、EndMT 関連遺伝子、内皮関連遺伝子の

発現変化の誘導 

MS-1細胞を無処理もしくは TGF-2 (1 ng/ml) 存在下で培養し、刺激から 24、72

時間後に RNA を回収し cDNA マイクロアレイ解析を行った。代表的な TGF-

標的遺伝子、EndMT 関連遺伝子、内皮関連遺伝子の遺伝子発現変化を heatmap

で示す。 
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3. TGF-による EndMT に関与している microRNAとしての miR-31 の同定 

TGF-によって誘導される遺伝子発現の変化には、Smad などの転写因子を中

心とした転写調節に加えて、miRNA による転写後調節機構が関与している可能

性がある。miRNAは標的となる mRNAの発現をゆるやかに低下させることが報

告されており (60,61)、トランスクリプトームの変化から miRNA の活性を類推

する in silico のアプローチもいくつか提案されている (62-64)。そこで、TGF-

によるトランスクリプトームの変化からmiRNAの活性の変化を類推することを

試みた。TGF-によって変化するトランスクリプトームを解析し、TGF-によっ

て発現が低下する遺伝子群からそれらを標的としうるmiRNAを絞りだすことで、

TGF-によって活性が上昇すると推察された miRNA として miR-128、miR-300、

miR-31 などが候補として挙がった (図 7A、B)。具体的には、TGF-処理後のマ

イクロアレイのデータに対して、miRNAの標的遺伝子セットを用いた Gene Set 

Enrichment Analysis (GSEA) (65) を実施し、miRNAの標的遺伝子候補の内、TGF-

によって発現が低下するものと発現が上昇するものを抽出した。さらにこの内、

TGF-によって発現が低下する miRNA 標的候補遺伝子群に対する、個々の

miRNAの標的遺伝子の enrichment を、miRNAと標的遺伝子の相互作用の強弱を

加味したアプローチである FAME (Functional Assignment of MicroRNAs via 

Enrichment) (66) により算出した。この解析手法は、GSEA-FAME analysis (GFA) 
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と称する (64,67)。 

次に EndMTに関与する miRNAを同定するため Tough Decoy (TuD) RNA シス

テム (68,69)を用いて (図 8A、B)、EndMT 誘導中に活性が強まると考えられた

miRNA の機能を特異的に弱め、EndMT のマーカーである-SMA の上昇がどの

ように変化するかを検討した。定量的  reverse transcription-polymerase chain 

reaction (qRT-PCR) の結果からmiR-128やmiR-300の機能を低下させても-SMA

の発現は抑制されなかったが、miR-31 の機能を弱めると MS-1 細胞において

TGF-によって誘導される-SMA の上昇が抑制されることが見出された (図 8C、

D)。miRNA の活性を検出する miRNA のセンサーベクターを用いたルシフェラ

ーゼレポーターアッセイで、MS-1 細胞では内在性の miR-31 の活性が高く (図

8E)、TuD RNA システムによって限定的ではあるもののその miR-31 の活性が抑

制されることを確認した。 
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図 7. GSEA-FAME 解析による miRNA の標的遺伝子に対する enrichment score

の評価 

(A) TGF-によって発現変動を示す miRNAの標的遺伝子を GSEAを用いて抽出

した。上段が発現が低下した遺伝子、下段が発現が上昇した遺伝子を表す。 

(B) (A) の TGF-によって発現が低下する遺伝子について FAME解析を実施し、

TGF-によって発現が低下した miRNA の標的候補遺伝子群に対する miRNA 標

的遺伝子セットの enrichment を算出した。 
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図 8. TuD RNA システムによる miRNAの EndMT への関与の検討 

(A, B) TuD RNA発現ベクターの構造 (A) と塩基配列 (B) 。miR-31に対するTuD 

RNAは miR-31に対する部分的相補配列を内部に含む。 

(C,  D) TuD RNAの EndMT に与える効果。TuD RNAを発現するレンチウイル

スを感染させたMS-1細胞を TGF-2 (1 ng/ml, 48 h) で刺激し 48時間後に RNA

を回収し、-SMAの誘導を qRT-PCR によって解析した。エラーバーは標準偏差

を示す。* p < 0.05。 

(E) TuD RNAレンチウイルスベクターを感染させた MS-1細胞と miR-31の活性

を検出するmiR-31センサーベクターを用いたルシフェラーゼレポーターアッセ

イ。miR-31 センサーベクター (miR-31 sensor) は、ルシフェラーゼ遺伝子の

3’UTR に miR-31 に対する完全相補配列を含み、miR-31 によってルシフェラー

ゼの発現が抑制される。この miR-31 によるルシフェラーゼの発現抑制効果が、

miR-31に対する TuD RNA により軽減されることが確認された。miRNA 相補配

列を含まないセンサーベクターをコントロールとして使用した (control sensor)。 
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4. TGF-は miR-31の発現上昇を誘導しない 

GSEA-FAME解析から TGF-によって miR-31の活性上昇が誘導されることが

予測された。しかし、実際に MS-1 細胞で TGF-による miR-31 の発現変化を検

討したところ、TGF-による miR-31 の有意な発現誘導は認められなかった (図

9)。 

 

 

図 9. TGF-による MS-1細胞での miR-31の発現変化 

MS-1細胞を TGF-β2 (1 ng/ml) で刺激し、48 時間後に RNAを回収し、qRT-PCR

により miR-31の発現を検討した。エラーバーは標準偏差を示す。 
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5. TGF-が誘導する EndMT に miR-31は不可欠である 

TuD RNA システムによる miR-31 活性の抑制は限定的であったため、さらな

る解析にあたって miR-31 に対する阻害剤として Locked Nucleic Acid (LNA) 

miRNA-31 inhibitor (LNA-miR-31) を用いた。MS-1細胞での miR-31 センサーベ

クターを用いたルシフェラーゼレポーターアッセイによる検討では

LNA-miR-31 は miR-31 の高い活性をほぼ完全に打ち消していた (図 10A)。興味

深いことに LNA-miR-31 を用いて miR-31 の機能を抑制すると TGF-による

-SMAやSM22といった間葉系マーカーの発現誘導が著明に低下した (図10B)。

その一方で TGF-によって誘導された Smad7 や Fibronectin1 などの発現は

LNA-miR-31 により強くは抑制されなかった。PAI-1 については抑制される傾向

が見られたが、-SMA や SM22と比較して弱いものであった (図 10C)。TGF-

によって抑制される VEGFR2 や CD34 などは LNA-miR-31 によって変化がなか

った (図 10D)。 
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図 10. miR-31の抑制は TGF-による EndMT を抑制する 

(A) LNA-miR-31による内在性 miR-31の活性の抑制の検討。MS-1細胞に miR-31

センサーベクターとコントロール LNA インヒビター (LNA-NC) または LNA 

miRNA-31 inhibitor (LNA-miR-31) (50 nM) をトランスフェクションし、48時間後

にルシフェラーゼレポーターアッセイを行った。 

(B - D) miR-31の活性抑制による TGF-標的遺伝子 (A: EndMT関連遺伝子、B: 

代表的な TGF-標的遺伝子、C: 内皮関連遺伝子) の発現変化の検討。MS-1細胞

を撒き、コントロール LNA インヒビター(LNA-NC) または LNA miRNA-31 

inhibitor (LNA-miR-31) (50 nM) をトランスフェクションし、TGF-2 (1 ng/ml) に

よる刺激 72時間後に qRT-PCR を実施した。エラーバーは標準偏差を示す。 
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6. miR-31 の活性を増強すると TGF-による EndMT が促進する 

EndMTにおける miR-31の役割を明確にするために、今度は miR-31の機能を

強めた際の前述のマーカーの発現について検討した。まず miR-31センサーベク

ターを用いたルシフェラーゼレポーターアッセイで MS-1 細胞において miRNA

の活性を模倣する合成 miRNA2 本鎖 (miRNA duplex, miR-31 mimic) の導入によ

り miR-31 の活性が上昇していることを確認した (図 11A)。miR-31 mimic で

miR-31 の機能を強めると TGF-によって誘導された-SMA や SM22の発現が

促進された (図 11B)。また Smad7、Fibronectin1 や PAI-1の誘導、VEGFR2 や CD34

への抑制に対する影響は限定的であった (図 11C、D)。以上から、内在性のmiR-31

の活性がTGF-によって誘導されるEndMTの程度を制御することが明らかにな

った。 
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図 11. miR-31の導入により TGF-によって誘導する EndMT は促進される 

(A) miR-31 mimicによる miR-31の活性変化の検討。MS-1細胞に miR-31センサ

ーベクターとコントロール siRNA (control) または miR-31 mimic (50 nM) をト

ランスフェクションし、48 時間後にルシフェラーゼレポーターアッセイを行っ

た。 

(B - D) miR-31 mimic の導入による TGF-標的遺伝子 (A: EndMT 関連遺伝子、B: 

代表的な TGF-標的遺伝子、C: 内皮関連遺伝子) の発現変化の検討。MS-1細胞

を撒き、コントロール siRN (control) または miR-31 mimic (50 nM) をトランス

フェクションし、TGF-β2 (1 ng/ml) による刺激 72時間後に qRT-PCRを実施した。

エラーバーは標準偏差を示す。 
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7. TGF-による MRTF-Aの活性化・アクチンの再構築に対する miR-31の作用 

上皮細胞では TGF-は RhoA、RhoB、Rac や Cdc42 などの多種多様な Rho 

GTPase を活性化し、それに引き続いて ROCK/LIMK/cofilin 経路の活性化を介し

てアクチン骨格の再構築を促す (70-72)。その一方で Rho シグナル経路の活性化

はMRTFの核内移行を誘導し、MRTFと Smad3 の転写複合体は Slugの転写を活

性化する (73)。そして MRTF は SRF と結合することで α-SMA の発現を上昇さ

せることが知られている (73)。Mihiraらは、これまでにTGF-がRhoAやMRTF-A

の活性を上昇させ、これらの活性変化が TGF-による-SMA の発現上昇に必須

であることをMS-1 細胞で示した (52)。そこで、EndMTの際に miR-31が特異的

に間葉系マーカーを調節することに関連して、TGF-による MRTF-A の活性化

とアクチンの再構築に対する miR-31の潜在的な寄与について検討を行った。最

初にMRTF-Aの機能を検討するためにMRTF-Aによって活性化される-SMAプ

ロモーターを含むレポーターベクターを用いたレポーターアッセイを行った。 

TGF-のみでは-SMA プロモーターの活性に差が見られなかったが、MTRF-A

存在下では TGF-は-SMA プロモーター活性を促進した。さらにその効果は

miR-31の活性を低下させることで抑制された (図 12)。 

さらに MS-1 細胞において miR-31 の活性を抑制すると TGF-による太いスト

レスファイバーの形成が抑制された (図 13A)。逆に miR-31の活性を強めるとス
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トレスファイバーの形成が促進された (図 13B)。これらの結果から miR-31 は

TGF-によるアクチンの再構築と MRTF-A の活性化を調節することで間葉系マ

ーカーを調節することが示唆された。 

 

 

図 12. LNA-miR-31が TGF-による MRTF-Aの活性上昇に与える影響 

MS-1 細胞に α-SMA プロモーターを含むレポータープラスミド、MRTF-A 発現

プラスミド、miRNA 阻害剤 (LNA, 20 nM) をトランスフェクションし、TGF-2 

(1 ng/ml) 刺激 48時間後にルシフェラーゼレポーターアッセイを行った。エラー

バーは標準偏差を示す。* p < 0.05。 
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図 13. miR-31が TGF-によるアクチン再構築に与える影響 

MS-1細胞に miRNA 阻害剤 (LNA) (A) もしくは合成 miRNA 2本鎖 (mimic) (B) 

をトランスフェクションし、TGF-β2 (1 ng/ml) 刺激 24時間後に Fアクチン (白) 

と核 (青) に対する抗体を用いて蛍光免疫染色を実施した。スケールバーは 20 

m を示す。 
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8. miR-31 の標的遺伝子について 

一般的に哺乳類の miRNA は全般的に標的遺伝子の mRNA を減少させること

でタンパク質としての出力を減らすと考えられている (61)。本研究では、miR-31

の標的遺伝子を網羅的に同定し TGF-が誘導する EndMT における miR-31 の役

割を検討するために、LNA-miR-31と TGF-で処理した MS-1細胞を用いて RNA

シーケンシング解析を行った。解析結果から、miRNA 標的遺伝子予測アルゴリ

ズムである TargetScan (74) で予測される miR-31 の標的候補遺伝子群は、

LNA-miR-31 により miR-31 の活性を抑制することで、全体的に有意に発現が上

昇しており (図 14A)、MS-1 の内在性の miR-31 の活性の強さ (図 8E) からも、

定常状態において MS-1 細胞では miR-31 が積極的に標的遺伝子を抑制している

ことが示唆された。DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated 

Discovery) (75,76) を用いた遺伝子オントロジー (Gene Ontology, GO) 解析では、

LNA-miR-31によって発現が上昇する miR-31 の標的遺伝子に、小胞、細胞運動、

ヌクレオチド結合、GTPase 調節因子活性や細胞骨格に関連する遺伝子が多く含

まれていることが判明した (図 14B)。興味深いことに miR-31の標的遺伝子はア

クチン細胞骨格シグナル (図 14C)、パキシリンシグナルやインテグリンシグナ

ルなど細胞骨格関連のシグナル経路に関与していることが見出された。 

続いて、miR-31と MRTF-Aおよびアクチン再構築を関連づける因子を探索す
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る上で、LNA-miR-31 によって発現が上昇する miR-31 の標的候補遺伝子にグア

ニンヌクレオチド交換因子である VAV3 (vav guanine nucleotide exchange factor 3) 

が含まれていることに着目した。グアニンヌクレオチド交換因子とは細胞内シ

グナル伝達に関与する Gタンパクに作用し、GDP と GTP との交換を促進するタ

ンパクを指す (77,78)。VAV3は Rac1 に対するグアニンヌクレオチド交換因子と

して知られており、VAV3 の欠如は Rac1 の活性低下と RhoA の活性上昇を引き

起こし線維芽細胞においてストレスファイバーの形成を促進する (79,80)。VAV3

の 3’UTR 内には、図 15A に示すように miR-31 標的遺伝子配列が含まれる。さ

らに VAV3 の mRNA の発現が LNA-miR-31 によって上昇し、TGF-によって低

下することを見出した  (図 15B)。TGF-依存的な VAV3 の低下に対する

LNA-miR-31の効果は限定的であったことから、miR-31は TGF-依存的な VAV3

の低下に関与しているというよりは、定常レベルでの VAV3の発現量を調節して

いると考えられた。また VAV3と miR-31の推定結合箇所に図 15Aのように変異

を導入したルシフェラーゼレポータープラスミドを作成し、これらを用いたル

シフェラーゼレポーターアッセイにより miR-31 が VAV3 の 3’UTR 内にある

miR-31 のターゲット部位を標的とすることを見出した (図 15C)。これらの結果

から VAV3が miR-31 の新たな標的遺伝子として同定された。 
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図 14. miR-31の標的遺伝子についての検討 

(A) LNA-miR-31導入後の、Target ScanにおけるmiR-31の標的候補遺伝子 (赤線) 

とそれ以外の遺伝子 (黒線) の遺伝子発現変化 (Log2 fold change (FC)) の分布

図。MS-1 細胞に miRNA 阻害剤 (LNA) をトランスフェクションして検討した。

P 値は、Kolmogorov–Smirnov test により算出した。 

(B) LNA-miR-31 のトランスフェクションによって発現上昇した miR-31 標的候

補遺伝子群の遺伝子オントロジー解析結果。 

(C) ネットワーク解析で明らかになった、miR-31 の標的遺伝子とアクチン細胞

骨格制御に関連する遺伝子群の関係。LNA-miR-31によってその発現が上昇する、

miR-31の標的遺伝子を赤で表示する。 
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図 15. miR-31の標的としての VAV3の同定 

(A) マウス VAV3 3’UTR 内の miR-31の予測結合配列。 

(B) TGF-β および LNA-miR-31の VAV3の発現に与える影響の検討。MS-1細胞に

miRNA阻害剤 (LNA) をトランスフェクション (50 nM) し、TGF- (1 ng/ml) 刺

激 48時間後に RNAを回収し qRT-PCR を実施した。 

(C) HEK293T細胞に、野生型 (WT) VAV3 の 3’UTRをルシフェラーゼ遺伝子の

3’UTR に挿入したルシフェラーゼレポーターベクターもしくは VAV3 3’UTR の

miR-31 予測結合配列に (A) のように変異を導入したルシフェラーゼレポータ

ーベクター (Mut) と empty ベクターもしくは pri-miR-31 発現ベクターをトラン

スフェクションし、48 時間後にルシフェラーゼレポーターアッセイを行った。

エラーバーは標準偏差を示す。* p < 0.05。 
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9. VAV3の EndMT に対する影響 

VAV3 のアクチン再構築と RhoA 活性に対する影響の報告に合致するように 

(80)、VAV3の過剰発現は MRTF-Aの-SMA プロモーターに対する活性を抑制し 

(図 16A)、siRNA を用いて VAV3 を抑制すると TGF-による-SMA の発現誘導

が促進され miR-31の活性を増強したときのような表現型となった (図 16B)。こ

れらのことから miR-31は VAV3の抑制を介してアクチン再構築、MRTF-Aの活

性化、EndMTを促進することが示唆された。既報では miR-31が RhoA を抑制す

ることが報告されていたが (81,82)、MS-1細胞においてはむしろmiR-31はRhoA

を活性化することが示唆された。 
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図 16. VAV3の TGF-による EndMT に与える影響 

(A) VAV3 の過剰発現が TGF-β による MRTF-A の活性上昇に及ぼす影響。MS-1

細胞に α-SMA レポーター発現プラスミド、MRTF-A 発現プラスミド、VAV3 発

現プラスミドをトランスフェクションし、TGF- (1 ng/ml) 刺激 48時間後にルシ

フェラーゼレポーターアッセイを行った。(B) VAV3 のノックダウンが TGF-に

よる-SMAの発現上昇に与える影響。MS-1 細胞を撒き、VAV3 に対する siRNA 

(siVAV3) をトランスフェクションし (20 nM)、TGF- (1 ng/ml) 刺激 72時間後に

RNA を回収し、qRT-PCR を実施した。エラーバーは標準偏差を示す。NTC: 

negative control。 
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10. miR-31 は EndMT ならびに EndMT 関連分泌現象  (EndMT-associated 

secretory phenotype: EndMT-SP) を制御する 

RNA シーケンシングの結果から TGF-によって発現が上昇する遺伝子として

486 遺伝子 (Fold change > 2)、低下する遺伝子として 644 遺伝子が見出された 

(Fold change < 0.6) (図 17A)。cDNAマイクロアレイの結果と同様に、RNAシー

ケンシングの結果においても LNA-miR-31によって TGF-によるActa2 (-SMA)

の発現誘導が顕著に減弱し、Serpine1 (PAI-1)、Smad7、Fn1 (Fibronectin1)、Skil 

(SnoN)や Arhgef5、血管内皮マーカーである Kdr (VEGFR2)や CD34 も含む他の標

的遺伝子に対する影響は限定的であることが観察された (図 17B)。一方で、興

味深いことに、TGF-は CCL17 (chemokine (C-C motif) ligand 17)、CX3CL1 

(Fractalkine)、CXCL16 (chemokine (C-X-C motif) ligand 16)、CXCL5、 IL-6 

(interleukin-6) や Angptl2 (angiopoietin-like 2) など免疫反応や炎症に関与する多

くのサイトカインやケモカインを誘導し、miR-31の抑制は-SMA の発現抑制と

ともにそれらの誘導も抑制することが明らかになった (図 17B)。DAVID を用い

た遺伝子オントロジーの解析結果、すでに知られている TGF-の多様な機能と

合致するように、細胞外基質の産生、脈管形成、増殖調節、細胞接着、心臓機

能などの様々な生物学的機能に関連した多くの遺伝子群を TGF-は誘導するこ

とが明らかになった。その一方で TGF-によって発現が上昇し miR-31によって
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抑制される遺伝子群として最も関連高く挙げられたものは免疫反応、炎症、ケ

モカイン、ケモタキシスに関係する遺伝子群であった (図17C)。Ingenuity pathway 

analysis (IPA) ソフトウェアを用いたパスウェイ解析でも、miR-31は TGF-によ

る CCL17、CX3CL1、CXCL16、CXCL5、IL-6や Angptl2 など免疫反応や炎症に

関与する多くのサイトカインやケモカインの誘導に重要であることが示唆され

た (図 18)。TGF-が EndMTの誘導に沿ってこのように様々なサイトカインやケ

モカインの産生を誘導することは知られておらず、TGF-の新たな生理的作用で

あることが考えられた。 
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図 17. RNAシーケンシングによる miR-31抑制が EndMTに与える影響の検討 

(A) TGF-によって発現変化する遺伝子の同定 (左：上昇する遺伝子、486 遺伝

子(Fold change > 2)、右：低下する遺伝子、644 遺伝子 (Fold change < 0.6))。 

(B) miR-31阻害剤が、MS-1細胞における TGF-によるトランスクリプトーム変

化に与える影響。 

(C) TGF-によって発現上昇する遺伝子  (Fold change > 2、左 ) と、かつ

LNA-miR-31によって発現低下する遺伝子 (Fold change < 0.7、右) についての遺

伝子オントロジー解析結果。 
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図 18. miR-31と EndMT-SPの制御について 

EndMT-SP における炎症性メディエーター。図中には、TGF-によって発現誘導

される免疫応答関連遺伝子を示す。緑は、その遺伝子の発現誘導が LNA-miR-31

によって抑制され、赤は、その遺伝子の発現誘導が LNA-miR-31 によって促進

されることを示す。TGF-によって発現誘導される炎症性メディエーターは

LNA-miR-31によって全般的に抑制される傾向を示すことが観察される。 
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11. miR-31は NF-B 経路を調節する 

 続いて、miR-31 がどのような細胞内経路を制御することで TGF-による

EndMT を制御しているかを探索した。TGF-はその下流を仲介する代表的な転

写因子群 Smad2、Smad3、Smad4に加えて多くの転写因子の活性を変化させるが、

miR-31 が TGF-による様々な転写因子の活性変化を修飾する可能性を考慮した。

TGF-と miR-31 によって制御される遺伝子群がどの転写因子の制御を受けてい

るかを明らかにすることを目的として、IPA ソフトウェアを用いて、TGF-刺激

と miR-31の抑制に伴う多様な転写因子の活性の変化を予測した (図 19A)。この

方法では、TGF-刺激による Smadの活性上昇が確かに予測され、miR-31の抑制

による Smadの活性低下は見出されなかった。一方、NF-Bやヘッジホッグシグ

ナルのメディエーターである Gli1 が TGF-によって活性化され、さらにはこの

活性化が miR-31の抑制によって抑制されることが推測された。また MYC、ATF4

や STAT4は TGF-によって活性が抑制され、これらの効果は miR-31 の活性低下

によって減弱することが予測された。これらの結果に合致するように、TGF-

は TAK1 (TGF- activated kinase 1) の活性化を通して NF-Bを活性化すること、

また、TGF-がMYCの発現を抑制することが報告されている (83,84)。IPAを用

いた転写調節ネットワークの解析では NF-B は CCL17、CX3CL1、IL-6 の制御

と関連しており、Gli1 は IL-6 と RhoB の制御と関連していることが示唆された 
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(図 19B)。またこの解析結果から MYC、ATF4、STAT4は TGF-の下流のいくつ

かの遺伝子と関連があることがわかった (図 20A)。これらの結果と呼応するよ

うに、miR-31は NF-B経路の負の調節因子である Stk40 (serine/threonine-protein 

kinase 40) と E2F2 を抑制することにより NF-BとMYC の活性をそれぞれ上昇

させることがこれまでに報告されている (85,86)。また、以前にヒトケラチノサ

イトで TGF-が RhoB を誘導することが報告されているが (87)、miR-31 を抑制

すると、Gli1 の活性と関係していることが予測された TGF-による RhoBの発現

誘導が減弱することも認められた (図 20B)。これらの結果を統合して考えると、

miR-31 は-SMA の発現だけでなく NF-B 経路の活性を調節することでいくつ

かの炎症性メディエーターの発現誘導にも関与していることが示唆された。
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図 19. miR-31による NF-B と Gli1 による転写調節ネットワークの制御 

(A) 転写因子の活性変化を予測するために、TGF-によって発現上昇・低下する

遺伝子に対する各転写因子の標的遺伝子の enrichment を IPA (Ingenuity Pathway 

Analysis) 解析によって評価した。同様の解析を LNA-miR-31と LNA-NC 間での

遺伝子発現変化についても行った。 

(B) NF-Bと Gli1が制御する転写ネットワーク。これらの因子はいずれも TGF-

によって活性化され、LNA-miR-31 によって抑制されると考えられる。図中の

NF-B と Gli1 の標的遺伝子はいずれも TGF-によってその発現が上昇する。緑

は、その遺伝子の発現誘導が LNA-miR-31 によって抑制され、赤は、その遺伝

子の発現誘導が LNA-miR-31によって促進されることを示す。 
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図 20. miR-31による ATF4、STAT4、MYCによる転写調節ネットワークの制御 

(A) ATF4、STAT4、MYC が制御する転写ネットワーク。これらの因子はいずれ

も TGF-によってその活性が低下し、LNA-miR-31によってその活性低下が減弱

すると考えられる。図中の ATF4、STAT4、MYC の標的遺伝子はいずれも TGF-

によってその発現が低下する。緑は、その遺伝子の発現低下が LNA-miR-31 に

よって促進され、赤は、その遺伝子の発現低下が LNA-miR-31 によって減弱す

ることを示す。 

(B) TGF-および LNA-miR-31の RhoBの発現に与える影響の検討。MS-1細胞に

miRNA阻害剤 (LNA) をトランスフェクション (50 nM) し、TGF- (1 ng/ml) 刺

激 48時間後に RNAを回収し qRT-PCR を実施した。エラーバーは標準偏差を示

す。* p < 0.05。 
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12. miR-31制御ネットワークに対する TGF-の影響：Stk40 の同定 

これまでの解析で TGF-による miR-31 の活性の促進が予測され、実際に、

EndMTにおいて miR-31が重要であることも見出された。その一方で miR-31は

MS-1 細胞の未刺激の状態で非常に高い活性があり、MS-1 細胞において TGF-

刺激による miR-31の発現上昇は見られなかった。しかし、一方で、大変興味深

いことにNF-Bシグナルを負に調節する Stk40の発現を TGF-がmiR-31依存的

に抑制することが見出された (図 21A)。Stk40 は、その機能についての詳細な検

討がなされていないが、既報で NF-B シグナルを抑制することが報告されてい

る (88)。これまでに、乾癬の臨床検体などを用いた解析において、miR-31によ

る Stk40 の抑制がケラチノサイトにおける炎症性サイトカインやケモカインの

発現誘導に重要であることが報告されている (85)。これらの結果から、miR-31

は VAV3のような miR-31標的遺伝子の定常状態の発現レベルを変化させるだけ

でなく、Stk40 のような標的遺伝子の TGF-に対する反応性も調節していること

が示唆された (図 21A)。このことから EndMT における TGF-と miR-31 の関係

についていくつかの可能性が考えられた。TGF-刺激は miR-31 の機能活性を強

めることが予測されたが、この現象の原因として、(1) TGF-が miR-31非依存的

に miR-31 標的遺伝子群の転写を全般的に抑制することにより miR-31 標的

mRNA量を減少させる、もしくは、 (2) miR-31の発現を変えることなく miR-31
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の活性を変化させることで miR-31 標的遺伝子の発現抑制を誘導する、という 2

つの可能性が挙げられる。RNAシーケンシングの結果でも、GFA (GSEA-FAME 

analysis) の結果と一致して TGF-がmiR-31の標的遺伝子を全般的に抑制する傾

向がみられた (図 21B)。miR-31 の抑制は miR-31 標的遺伝子の発現に対する

TGF-の抑制効率を大きくは変化させなかったため TGF-は miR-31 と独立して

多くの miR-31 の標的遺伝子を抑制することが示唆された (図 21C)。miR-31 の

標的遺伝子の抑制効率も総じて TGF-による影響を受けないことがわかった 

(図 21D)。これらのことから、TGF-刺激は見かけ上 miR-31 の機能活性を強め

るが、その原因として、前者の仮説、すなわち miR-31の標的遺伝子の協調的な

転写抑制が主たる要因であることが示唆された。しかし、にもかかわらず、図

21C、Dの両者において、依然、TGF-による Stk40 の抑制は miR-31 依存的であ

り、標的としての抑制効率が TGF-によって促進されることが見出された。そ

こで、miR-31の発現は変化しないにも関わらず、TGF-によって miR-31による

抑制効率の上昇がみられた例外的な標的遺伝子 Stk40 についてさらに解析を進

めた。 
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図 21. Stk40 は TGF-依存的に miR-31の抑制を受ける 

(A) LNA-miR-31による Stk40の発現変化。MS-1細胞にmiRNA阻害剤 (LNA) を

トランスフェクションし (50 nM)、TGF- (1 ng/ml) 刺激 72時間後に RNAを回

収し qRT-PCR を実施した。エラーバーは標準偏差を示す。* p < 0.05、n.s.: not 

significant。 

(B) TGF-刺激による miR-31の標的候補遺伝子 (赤線) とそれ以外の遺伝子 (黒

線) の遺伝子発現変化 (Log2 fold change (FC)) の分布図。P 値は、Kolmogorov–

Smirnov test により算出した。有意な変化ではないが、TGF-刺激により miR-31

の標的候補遺伝子の発現が全般的に低下する傾向がみられる。 

(C) LNA-miR-31の有無のもとでの、TGF-による miR-31の標的遺伝子の抑制効

率の比較。 

(D) TGF-の有無のもとでの、LNA-miR-31 による miR-31の標的遺伝子の抑制解

除効率の比較。 
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13. miR-31制御ネットワークに対する TGF-の影響：代替ポリアデニル化 

RNA シーケンシングの結果をさらに解析し、TGF-刺激によって Stk40 の

3’UTR の長さが短縮することが示唆された (図 22A)。多くの遺伝子は、遺伝子

内に複数のポリアデニル化シグナル (polyadenylation signal: PAS) 配列、ポリア

デニル化部位を有しており、3’末端が異なる複数の mRNA アイソフォームを産

生しうる。ポリアデニル化部位の選択の変化は代替ポリアデニル化 (alternative 

polyadenylation: APA) と呼ばれ、ポリアデニル化部位の選択は、細胞の増殖状況、

細胞外からの刺激などによって影響される (89)。代替ポリアデニル化は mRNA

の 3’UTR の長さを変更するため、3’UTR に含まれる miRNA 標的部位の構成も

変更される。 

Stk40 の 3’UTR の末端の変化を詳細に解析するため、続いて、3’ rapid 

amplification of cDNA ends (RACE) 法により、Stk40 の 3’UTR アイソフォームの

末端配列を同定した (図 22B)。これらの短い 3’UTRのアイソフォームの 5’側近

傍に AAGAAAという非標準的ではあるが PAS 配列が認められたため、Stk40 の

3’UTR の短縮は TGF-による代替ポリアデニル化の誘導によるものであること

が推察された。 

さらに Stk40の全長の 3’UTRの末端部分には約 70塩基の Aが豊富な配列 (内

部ポリ A配列、internal Poly(A) sequence: IPAS) が存在することを見出した。す
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なわち、TGF-は Stk40 の 3’UTR の短縮を誘導し、内部ポリ A 配列を持たない

短い RNAアイソフォームを生じさせるということになる。qRT-PCR でも TGF-

によって、Stk40 の 3’UTR が長いアイソフォームが減少することを確認した (図

22C)。 

代替ポリアデニル化によって 3’UTR の長さが短くなった場合に、短縮した

3’UTR に含まれていた miRNA 標的配列が 3’UTR から含まれなくなることによ

り、対応するmiRNAによる標的効率が低下することが報告されている (89,90)。

Stk40 の場合、長短のアイソフォームにおいて、含まれる miR-31 の標的配列の

数は変わらないことから (図 22A)、TGF-刺激によって Stk40 に対する miR-31

の抑制効率が促進されるメカニズムとして、別の機序が関与している可能性が

考えられた。 

TGF-によって誘導される Stk40 3’UTR の短縮と、これに伴う内部ポリ A配列

の除外が、miR-31 の標的としての効率に影響を与える可能性を詳細に検討する

ために、図 23Aに示すような様々な Stk40 3’UTRレポーターベクターを作成し、

ルシフェラーゼレポーターアッセイを実施した (図 23B)。 結果として、miR-31

による抑制効果は短い 3’UTRのアイソフォームで促進され、全長の 3’UTRから

内部ポリ A 配列を除いたアイソフォームでもその抑制効果が強まることが見出

された (図 23B)。この結果から、代替ポリアデニル化が miRNAの標的配列の構
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成を変えることで miRNAによる標的効率を修飾するだけでなく、内部ポリ A配

列の有無を調節することでmiRNAによる標的効率を修飾するという新しいメカ

ニズムが示唆された。一方で、TGF-刺激による Stk40 のスプライシングアイソ

フォームには変化がないようであった。 

 

 

図 22. TGF-による Stk40 3’UTRの代替ポリアデニル化 

(A) RNAシーケンシングによるStk40 3’UTRのプロファイリング。miR-31 binding 

site (MBS)、polyadenylation signal (PAS) motif、3’-RACE end、internal poly(A) 

sequence、PCR 増幅箇所を図中に示す。 

(B) Stk40 3’UTRと 3’-RACEの結果。Internal poly(A) sequence (赤)、PAS motif (黄)、

long-UTR PCR プライマー (青) を図中に示す。Eは 3’-RACE によって同定した

mRNAの末端を示す。 

(C) Stk40 の長いアイソフォームの発現への TGF-の影響。MS-1 細胞に miRNA

阻害剤 (LNA) をトランスフェクションし (50 nM)、TGF- (1 ng/ml) 刺激 72時

間後に RNAを回収し qRT-PCR を実施した。エラーバーは標準偏差を示す。* p < 

0.05。 
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図 23. Stk40 3’UTR短縮と内部ポリ A配列の除去による miR-31の Stk40抑制効

果の亢進 

(A) 使用したレポーターベクターの構造。IPAS (internal poly(A) sequence)の除去

の影響をみるベクターについては、代表的な PAS motif (AATAAA) を 3’UTR末

端に挿入した。FLは Full length を指す。 

(B) HEK293T細胞に (A) のように設計したレポータープラスミドと emptyベク

ターもしくは pri-miR-31 発現ベクターをトランスフェクションし、24 時間後に

ルシフェラーゼレポーターアッセイを行った。エラーバーは標準偏差を示す。 

* p < 0.05。 
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14. TNF-は TGF-による EndMT と EndMT-SPを促進する 

最後に TGF-と他のシグナル経路のクロストークについて検討した。上皮細

胞において miR-31 が TNF-によって誘導されるという報告があるため (91)、

EndMT における TNF-の役割について焦点をあてた。まず MS-1 細胞において

miR-31が TNF-によって発現が上昇することを見出した (図 24)。 

 さらに、TNF-は、CCL17、CX3CL1、CXCL16、IL-6、Angptl2、CXCL5 など

のケモカインやサイトカインの TGF-による発現上昇を促進した (図 25A)。ま

た、LNA-miR-31 によって、TGF-と TNF-による-SMA の相乗的な発現誘導

が全般的に抑制された。そして、miR-31の抑制によって、TGF-による CCL17、

CX3CL1、CXCL16 などいくつかのケモカインの発現誘導に対する TNF-の付随

的な促進効果が抑制されることも見出した (図 25B)。これらの結果から、 TNF-

は miR-31の誘導を介して、TGF-によって誘導される EndMTや EndMT-SP を促

進することが示唆された。 
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図 24. MS-1細胞において TNF-は miR-31 の発現を上昇させる 

MS-1細胞を TGF- (1 ng/ml） もしくは TNF- (100 ng/ml) で刺激し、48時間後

に RNAを回収し qRT-PCRを実施した。エラーバーは標準偏差を示す。* p < 0.05。 
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図 25. LNA-miR-31は TNF-による EndMT、EndMT-SPの促進を抑制する 

(A) TGF-が誘導する EndMT、EndMT-SPへの TNF-の影響。MS-1細胞を TGF-2 

(1 ng/ml)、TNF- (100 ng/ml)で刺激し、72時間後に RNAを回収し qRT-PCR を実

施した。 

(B) TGF-と TNF-による EndMT、EndMT-SP の協調的促進に対する miR-31 抑

制の影響。MS-1 細胞に miRNA 阻害剤 (LNA) をトランスフェクションし (50 

nM）、TGF-2 (1 ng/ml)、TNF- (100 ng/ml) で刺激し、72時間後に RNAを回収

し qRT-PCR を実施した。エラーバーは標準偏差を示す。 
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第三章 考察 

 

miR-31の内皮細胞における役割について 

本研究では、miR-31 が TGF-によって誘導される EndMT の新たな調節因子

であることを見出した (図 26)。miR-31は腫瘍組織において様々な発現変化を示

し、腫瘍進展において多様な働きをすることが報告されている (81)。血管生物

学においては、miR-31 が血管内皮細胞、リンパ管内皮細胞、血管平滑筋細胞を

制御することがいくつか文献的に報告されている。Pedrioli らは血管内皮細胞と

リンパ管内皮細胞において miRNA の発現解析を行い、miR-31 が血管内皮細胞

で特徴的に発現する miRNAであり、リンパ管内皮細胞分化の主な調節因子であ

るPROX1を標的としてリンパ管内皮細胞特異的な転写産物を転写後レベルで制

御することを示している (92)。また miR-31 は血管平滑筋細胞でも豊富であり、

血管平滑筋細胞の成長を促進し、その形態を調節するとも言われている (93)。

これらのことから、miR-31 は血管内皮細胞や血管平滑筋細胞にとって非常に重

要であることが伺えるが、本研究によって EndMT の内在性の促進因子という

miR-31の新しい機能が新たに見出された。以上をまとめると、miR-31は血管生

物学において 2つの重要な機能があるといえる。1つ目は血管内皮細胞や血管平

滑筋細胞の内因性機能の調節であり、2 つ目は外因性刺激 (TGF-など) に対す
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る内皮細胞の反応性を調節し、EndMTの誘導を可能にすることである。 

 

TGF-によって EndMT と並行して誘導される EndMT-SP 

RNAシーケンシングの結果から、TGF-によって誘導される EndMT に関連し

た新しい特徴的な表現型として、EndMT-SP を見出した。本研究で見出された

EndMT-SP は、内皮細胞が EndMTを起こすと同時に CCL17、IL-6 など免疫反応

や炎症に関与する多くのサイトカインやケモカインが発現するようになるとい

う現象である。さらに、本研究では、MS-1 細胞で見られた CCL17、CX3CL1、

CXCL16、CXCL5、IL-6、Angptl2 の産生増加といった分泌亢進現象は内在性の

miR-31に依存していることも明らかになった。そして、このような現象が TGF-

およびmiR-31によるNF-B経路の活性化の調節によるものであろうことも本研

究結果から示唆された。Xu らは、乾癬におけるケラチノサイトでは miR-31 の

発現が上昇しており、miR-31が NF-Bシグナルの負の調節因子である Stk40 の

抑制を介して炎症性サイトカインやケモカインの発現を増加させていることも

報告している (85)。本研究の結果は、TGF-における EndMT の際に miR-31 は

間葉系マーカーの発現誘導を調節するだけでなく、EndMT-SP という分泌表現型

の獲得も制御していることを示唆している。 
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EndMT-SPと疾患への関与 

EndMT-SP は EndMT と TGF-に関連した多様な病態の根底にあるかもしれな

い。TGF-によって最も発現が上昇した CCL17 は動脈硬化の病態に関連してい

ることが報告されている上に (94)、がん微小環境において制御性 T 細胞に対し

て歩化性因子として作用する (95)。さらに CXCL5、CX3CL1、IL-6、Angptl2 は

局所における慢性炎症やがんの進展に関与していることが報告されている 

(96-98)。最近、miR-31 がケラチノサイトの過剰増殖を促進し、また末梢組織 (胸

腺外) で産生される制御性 T 細胞の産生を抑制すること、miR-31 を欠損させる

と動物モデルにおいて乾癬や実験的自己免疫性脳炎の重症度が下がることが報

告されている (99,100)。これらの報告と本研究結果を総合して考慮すると、

miR-31 は組織の炎症の重要なメディエーターであることが考えられる。さらな

る研究によって EndMT-SP の in vivo での病理学的重要性、および EndMT-SP に

おける miR-31の重要性が明らかになるものと考える。治療への応用の可能性と

しては、miR-31の活性を低下させることで EndMT や EndMT-SP が調節出来るか

もしれない。 

 

miR-31による RhoA-MRTF-Aシグナルの制御 

本研究では、miR-31 が TGF-による RhoA-MRTF-A シグナルの活性化を促進
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することを明らかにした。miR-31 はがん細胞や破骨細胞を含む他の細胞種では

RhoA を抑制すると報告されているが (81,82)、本実験結果からはむしろ RhoA

の正の制御因子であることが示唆された。このメカニズムを解明するために

RNAシークエンスを行い、VAV3を miR-31 の標的として同定した。以上から少

なくとも MS-1 細胞では miR-31 は VAV3 を標的として TGF-による RhoA シグ

ナルの活性化を促進すると考えられた。さらに miR-31の標的遺伝子が VAV3以

外にも細胞骨格関連シグナルに関係する遺伝子の多岐に及んでいることから、

miR-31 はより複雑な機構を介して細胞骨格関連のシグナルを制御するのかもし

れない。 

 

TGF-による代替ポリアデニル化と miR-31 の標的抑制効果の増強 

ケラチノサイトなどでは TGF-がmiR-31の発現を上昇させるとの報告がある

が (85)、MS-1 細胞においては TGF-による miR-31 の発現上昇は見られなかっ

た。その一方で当初の解析では MS-1 細胞では miR-31 の活性上昇が推察されて

おり、その後の解析においても、EndMTにおける miR-31の重要性が見出された。

本研究結果からは、TGF-は協調的に多くの miR-31 の標的遺伝子の発現を低下

させるとともに、代替ポリアデニル化によって Stk40 に対する miR-31 の抑制効

率を増強し、miR-31 の活性をあたかも強めているようにみせることが示唆され
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た。miRNA の標的遺伝子に関しては細胞の種類や細胞のおかれた環境によって

ほとんど影響されないということが示唆されているが (90)、一方で最近の報告

では、miRNA の標的遺伝子の種類は状況によって大きく異なりうることも報告

されている (101)。こうした細胞のおかれた状況による違いは、例えば細胞の状

況によって別々に観察される 3’UTR のアイソフォームが miRNA の認識配列を

含むかそうでないかという観点から、部分的に説明が可能である (90)。本研究

では、TGF-依存的な代替ポリアデニル化による miR-31 の Stk40 抑制効率の亢

進が観察され、このような細胞のおかれた文脈依存的な miRNAの標的志向性の

変化を支持する結果であった。一方で、Stk40 の長短のアイソフォームは同じ数

の miR-31 の認識配列を含んでいた。miRNA の標的配列の 3’UTR 内における相

対的な位置によって、miRNA の認識配列としての効率が変わり、例えば、より

3’末端に近い標的配列ほど効率よくmiRNAによって抑制されるということはよ

く知られている (74)。これを本研究の結果にあてはめると、miR-31 の認識配列

と 3’UTR の末端部位が近いほど認識配列としての効率が増強し得るということ

になる。一方で、本研究では、文脈依存的な miRNAの標的志向性の変化のメカ

ニズムとして、内部ポリ A 配列が Stk40 の 3’UTR の標的部位としての効率を調

節していることを見出した。内部ポリ A 配列は mRNA の約 10%でみられるが 

(102)、その機能は解析されておらず、本研究結果は RNA分子において内部ポリ
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A 配列が機能的な役割を果たしているということを最初に示したものである。

分子的な機序としては、RISC は mRNA の末端にあるポリ A 配列とポリ A 結合

タンパクの相互作用を調節することで mRNA の安定性を調節することが知られ

ているが (103)、内部ポリ A配列が、こういった RISC のポリ A結合タンパクと

ポリ A 配列の相互作用に影響し、miRNA を介した mRNA の脱アデニル化と不

安定化を修飾することが考えられた。これらの結果から、本研究によって文脈

依存的なmiRNAの標的志向性の変化について新たな分子メカニズムが示唆され

た。さらに、既報における一連の研究結果から、miRNA を介した遺伝子制御に

ついて上記以外の複雑な調節機構も示唆されている  (104)。Competing 

endogenous RNA (ceRNA, 競合内在性 RNA)という概念は、細胞内の内在性の

miRNAの標的遺伝子プールの変動が、miRNA を介した遺伝子制御を逆に調節す

るというものである (104)。本研究では、TGF-による miR-31 の標的遺伝子群

の広範な抑制が認められており、ceRNA コンセプトに類似した調節機構を介し

て、この現象が TGF-存在下で miR-31が Stk40 をより強く抑制することに寄与

している可能性もある。UV クロスリンクを用いた免疫沈降などを応用した

miRNA と標的遺伝子の相互作用の網羅的な解析によって、TGF-によって誘導

される EndMT のより詳細なメカニズムの解明が期待される。従来の報告では、

多くの研究が、様々な生物学的状況・実験条件において発現変化が誘導される
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miRNA のトランスクリプトームの変動への寄与に焦点をおいてきたが、本研究

の結果は恒常的に活性なmiRNAがトランスクリプトーム変動において予期せぬ

重要な機能を持っている可能性を示唆している。 

 

多様な EndMT 機構と今後の治療標的としての展望 

近年、内皮細胞の EndMT 誘導性は、従来考えられていた EndMT の過程より

も極めて多彩で複雑な機構であることがわかってきている (105)。TGF-による

EndMT においても、他のシグナル経路が EndMT の程度を調節していることが

考えられる。このような調節因子として、IL-1などは TGF-によって誘導され

た EndMTを促進することが報告されている (106)。逆に FGF-2などは TGF-に

よって誘導された EndMT を抑制することが知られている (105)。miR-31 は

TGF-、TNF-や BMP-2 などいくつかの細胞外刺激によって調節されるため 

(85,91)、miR-31は EndMT の程度を調節する上で、様々な細胞外刺激が収束する

分子ハブとして機能し得るのかもしれない。実際に MS-1 細胞において TNF-

が miR-31 の発現を上昇させ、EndMT と EndMT-SP を促進することを見出した。

前述したようなTGF-と他のサイトカイン間のEndMT誘導における協調的なあ

るいは拮抗的な相互作用はmiR-31に対するそれぞれのシグナルの作用から説明

出来るのかもしれない。 
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総括すると、本研究では MS-1 細胞において miR-31 を EndMT に対する正の

調節因子として同定した。さらに miR-31 は MRTF-A と NF-B の制御因子を調

節し、間葉系マーカーと EndMT-SP の誘導に必要であることを示した(図 26)。

miRNA は発現が誘導される場合のみでなく、恒常的に発現している場合でも標

的 mRNAの 3’UTRの長さおよび構造が変化することによって、その標的指向性

を変化させ、EndMT 過程に重要な役割を果たすことが明らかとなった。今回の

結果から EndMTの生理的および病理的プロセスへの理解がより深まり、EndMT

を制御する治療法につながることが期待される。 
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図 26. TGF-が誘導する EndMT、EndMT-SPにおける miR-31の役割 

本研究で明らかになった EndMT のメカニズム概略図。恒常的に発現している

miR-31 は TGF-による EndMT と EndMT-SP の誘導に必要である。miR-31 はそ

れぞれ MRTF-A と炎症反応を負に調節する VAV3 と Stk40 を標的として制御す

る (左図)。miR-31 は TGF-によって発現自体は変わらないが、TGF-依存的に

Stk40 を制御する。具体的には TGF-による代替ポリアデニル化によって内部ポ

リ A配列が除かれ Stk40 3’UTRが短くなることで、miR-31がより効率的に Stk40

を標的として抑制出来るようになる (右図)。 
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第四章 材料と方法 

 

1. 細胞培養 

全ての細胞株は 37℃、5% CO2の条件下で培養した。 

MS-1血管内皮細胞は American Type Culture Collection (ATCC) より購入し、

10% fetal bovine serum (FBS)、50 U/ml penicillin (Thermo Fisher Scientific)、50 μg/ml 

streptomycin (Thermo Fisher Scientific) を含む、Minimum Essential Medium-Alpha 

(MEM-) medium (Thermo Fisher Scientific) により培養した。 

 HEK293T 細胞は ATCC より購入し、10% FBS、50 U/ml penicillin、50 μg/ml 

streptomycin を含む、 Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (Thermo Fisher 

Scientific) により培養した。 

HEK293FT細胞は ATCC より購入し、10% FBS、50 U/ml penicillin、50 μg/ml 

streptomycin、1 mM sodium pyruvate (Thermo Fisher Scientific)、0.1 mM MEM 

Non-Essential Amino Acid (Thermo Fisher Scientific) を含む DMEM により培養し

た。 

 

2. 増殖因子 

TGF-2 と TNF-は R&D System 社より購入し、前者は 0.1% Bovine Serum 
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Albuminを含む 4 mM HClで 1 ng/μlとなるよう溶解し 1 ng/mlの濃度、後者は PBS

で 10 ng/ml となるよう溶解し、100 ng/ml の濃度で実験に使用した。 

 

3. cDNAマイクロアレイ解析 

バイオマトリックス研究所(株)に委託して行った。TGF-2 (1 ng/ml) 有無でそ

れぞれ 24、72時間培養した MS-1細胞より RNeasy Mini Kit (QIAGEN) を用いて

total RNA を回収した。cDNA を合成した後に断片化ならびに GeneChip WT 

Terminal Labelling Kit (Affymetrix) によるビオチン標識を実施した。さらに

GeneChip® Mouse Gene 1.0 ST Array (Affimetrix) 上で、16時間断片化・ラベル化

した cDNA のハイブリダイゼーションを行い、洗浄・染色後にスキャナーで蛍

光を読み取った。データ解析については、Affymetrix GeneChip Command Console 

Softwareおよび Affymetrix Expression Console (Affymetrix) により数値化、RMA

（Robust Multichip Array）法によって標準化した。GSEA-FAME analysis (GFA) は

既報と同様の手法で行った (64,67)。Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) は、

GSEA ソフトウェア (http://software.broadinstitute.org/gsea/) を用いて実施した 

(65)。miRNA 標的遺伝子セットを用いて GSEA を実施し、TGF-によって上昇

または低下する遺伝子セットそれぞれについて各標的遺伝子セットから lead 

edge genes を抽出してひとまとめにし、TGF-によって上昇または低下する
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miRNA標的遺伝子グループとした。この遺伝子グループについて、Ulitskyらの

報告に沿って Funtional Assignment of miRNAs via Enrichment (FAME) を実施した 

(66)。  

 

4. プラスミド 

 (1) TuD RNAは miRNA の各配列を元に作成した (表 1) (69)。エントリーベク

ター(pENTR-H1) を介してGateway® LR ClonaseTMII Enzyme Mix (Thermo Fisher 

Scientific) を用いて CSII-RfA-EG (RIKENの三好洋美博士より供与頂いた) に移

して作成した。 

 (2) Pri-miRNA発現ベクターは以前の報告を元に作成した (107-109)。 

 (3) miRNA レポーターベクターは psiCHECK2 dual luciferase reporter vector 

(Promega) のルシフェラーゼ遺伝子の 3’UTRにmiRNAの相補配列または標的遺

伝子の 3’UTRを挿入して作成した。 

 (4) MRTF-A と VAV3 の発現ベクターについては MS-1 細胞の cDNA より (表

2) のプライマーを用いてクローニングし、pcDNA3発現ベクターに組み込んだ。 
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表 1. 本研究で使用した TuD RNAの配列 

Gene TuD RNA insert  (The underlined nucleotides indicate BamHI and XbaI 

sites) 

TuD-NC 

Forward:5′

-gatccGACGGCGCTAGGATCATCAACAAGCCACAACGAATCTCTAT

ATCATCAAGTATTCTGGTCACAGAATACAACAAGCCACAACGAAT

CTCTATATCATCAAGATGATCCTAGCGCCGTCTTTTTT t -3’ 

Reverse:5’-ctagaAAAAAAGACGGCGCTAGGATCATCTTGATGATATAG

AGATTCGTTGTGGCTTGTTGTATTCTGTGACCAGAATACTTGATGA

TATAGAGATTCGTTGTGGCTTGTTGATGATCCTAGCGCCGTC g -3’ 

TuD-miR-31 

Forward:5 ′

-gatccGACGGCGCTAGGATCATCAACCAGCTATGCCAGtcgtCATCTT

GCCTCAAGTATTCTGGTCACAGAATACAACCAGCTATGCCAGtcgtC

ATCTTGCCTCAAGATGATCCTAGCGCCGTCTTTTTT t -3’ 

Reverse:5’-ctagaAAAAAAGACGGCGCTAGGATCATCTTGAGGCAAGA

TGacgaCTGGCATAGCTGGTTGTATTCTGTGACCAGAATACTTGAGG

CAAGATGacgaCTGGCATAGCTGGTTGATGATCCTAGCGCCGTC g -3’ 

TuD-miR-128 

Forward:5 ′

-gatccGACGGCGCTAGGATCATCAACAAAGAGACCGGacagTTCACTGTGAC

AAGTATTCTGGTCACAGAATACAACAAAGAGACCGGacagTTCACTGTGAC

AAGATGATCCTAGCGCCGTCTTTTTTt -3’ 

Reverse:5’-ctagaAAAAAAGACGGCGCTAGGATCATCTTGTCACAGTGAActgt

CCGGTCTCTTTGTTGTATTCTGTGACCAGAATACTTGTCACAGTGAActgtCC

GGTCTCTTTGTTGATGATCCTAGCGCCGTCg -3’ 

TuD-miR-300 

Forward:5 ′

-gatccGACGGCGCTAGGATCATCAACGAAGAGAGCTTGccaaCCCTTGCATA

CAAGTATTCTGGTCACAGAATACAACGAAGAGAGCTTGccaaCCCTTGCATA

CAAGATGATCCTAGCGCCGTCTTTTTTt -3’ 

Reverse:5’-ctagaAAAAAAGACGGCGCTAGGATCATCTTGTATGCAAGGGttgg

CAAGCTCTCTTCGTTGTATTCTGTGACCAGAATACTTGTATGCAAGGGttggC

AAGCTCTCTTCGTTGATGATCCTAGCGCCGTCg -3’ 
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表 2. 本研究におけるベクターの作成などに使用したプライマー配列 

Vectors Primer sequence 

miR-31 sensor 

(Sensor-oligo-forward: XhoI-SacI-(miRNA-complementary sequence)-NotI) 

forward 5′- TCGAGagtagagctctagtCAGCTATGCCAGCATCTTGCCTgc -3’     

reverse 5’- ggccgcAGGCAAGATGCTGGCATAGCTGactagagctctactC -3’  

MRTF-A 

forward 5′- cggaattcGGGCCGCCTTTGAAAAGCCCCG -3’ 

reverse 5’- gctctagaCTACAAGCAGIGAATCCCAGT -3’ (The underlined nucleotides 

indicate EcoRI and XhaI sites) 

VAV3 

forward 5′- cggaattcATGGAGCCGTGGAAGCAGTG -3’ 

reverse 5’- gctctagaTTATTCATCTTCTTCCACATATGTGG -3’ (The underlined 

nucleotides indicate EcoRI and XhaI sites) 

VAV3 3’UTR 

reporter 

forward 5′- ccgctcgagAGTCCTATCCAGTGTTGACC -3’ 

reverse 5’- ataagaatgcggccgcGTAGTAACTATTTT -3’ (The underlined nucleotides 

indicate XhoI and NotI sites) 

RACE 

GSP-F 5’- CTGTAGGGGTGGGGACCTTCCTACC -3’ 

NGSP-F 5’- CTCCGGAGGCCTACCTCCTGTGTACCC -3’ 

Stk40 3’UTR 

reporter 

forward 5′- ccgctcgagAGTCCTATCCAGTGTTGACC -3’ 

(FL) reverse 5’- ataagaatgcggccgcGTAGTAACTATTTT -3’ (The underlined 

nucleotides indicate XhoI and NotI sites) 

(shortA) reverse 5’- ataagaatgcggccgcGTAGTAACTATTTT -3’ 

(shortB1) reverse 5’- ataagaatgcggccgcGTAGTAACTATTTT -3’ 

(shortB2) reverse 5’- ataagaatgcggccgcGTAGTAACTATTTT -3’ 

(IPAS (-)) reverse 5’- ataagaatgcggccgcGTAGTAACTATTTT -3’ 

(IPAS (+)) reverse 5’- ataagaatgcggccgcGTAGTAACTATTTT -3’ 

pri-miR-31 

forward 5′- cgggatccTACTTCGGAACCACCTTGTC -3’ 

reverse 5’- ccgctcgagAAGAGTTCTCCACTGATGCC -3’ (The underlined nucleotides 

indicate BamHI and XhoI sites) 
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5. レンチウィルス感染 

(1) ウイルス液の調製 

作成した発現ベクター、パッケージングベクター (pCAG-HIVgp、

pCMV-VSV-G-RSV-Rev) を LipofectamineTM 2000 (Thermo Fisher Scientific) を用

いて HEK293FT細胞にトランスフェクションした。24時間後培地を交換し、そ

の 48時間後に培養上清を回収した。 

(2) ウイルス感染 

MS-1細胞 (5.0×104 個/well、6 well plate) を、MEM- 500 μl と回収した培養上

清 500 μl を混合した培地下で培養し、24 時間後に培地を交換した。48 時間

MEM-のみで培養しさらに同様の方法で培養上清を用いて MS-1 細胞にレンチ

ウイルスを感染させた。24 時間後に培地を交換し培養後、以降の実験に使用し

た。 

 

6. miRNA阻害剤、合成 miRNA2本鎖、および siRNA 

LNA miRNA inhibitor (miRCURY LNA microRNA Power Inhibitor, Negative 

Control B および miR-31) は EXIQON、合成 miRNA 2 本鎖 (miScript miRNA 

Mimic) は QIAGEN から購入した。VAV3 に対する siRNA は (表 3) の配列のも

のを Thermo Fisher Scientific (Invitrogen) から購入した。Negative control siRNA も
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Thermo Fisher Scientific (Invitrogen) から購入した。これらのオリゴヌクレオチド

(20 または  50 nM) を Lipofectamine RNAiMAX、Lipofectamine2000 (Thermo 

Fisher Scientific)、ScreenFectA (Wako) を用いてトランスフェクションして実験に

使用した。 

 

表 3. siRNAの配列 

遺伝子 siRNA 配列 

VAV3#1 5’- CGGAAGATCTTCAACTGCAAATATT -3’ 

VAV3#2 5’- GCAAAGGAGTGCAGTTGGAATGTAA -3’ 

 

7. ルシフェラーゼレポーターアッセイ 

MS-1もしくは HEK293T 細胞を 24 well plate に播種し、レポーターとオリゴヌ

クレオチドを Lipofectamine2000 もしくは ScreenFectA (Wako) を用いてトランス

フェクションした。TGF-刺激を伴うものについてはトランスフェクションの 3

時間後に刺激を行った。-SMA レポーターアッセイに対しては pTK-RL を補正

として同時にトランスフェクションした。トランスフェクションもしくはTGF-

刺激から 48時間後に細胞を回収し、Dual luciferase assay system (Promega) によ

りウミシイタケおよびホタルのルシフェラーゼ活性を測定し、両者の比をルシ

フェラーゼ活性として使用した。ルシフェラーゼ活性は、Mithras LB 940 

(BERTHOLD) または MicroLumat Plus LB96V (BERTHOLD) を用いて検出した。
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-SMA レポーターについては、ホタルルシフェラーゼの活性値をウミシイタケ

ルシフェラーゼの活性値で補正した。miRNAセンサーおよび 3’UTR レポーター

については、ウミシイタケルシフェラーゼの活性値をホタルルシフェラーゼの

活性値で補正した。 

 

8. 蛍光免疫染色 (Phalloidin/Actin 染色) 

8 well の Lab-Tek II Chamber Slide (LAB-TEK) にMS-1細胞を 2.0×103 個/well

で播種し、16時間後に TGF- 1 ng/ml 刺激し、その 24時間後に 4%パラホルム

アルデヒド (paraformaldehyde: PFA) により室温で 5 分間固定し、さらに 0.2% 

Triton-Xを用いて室温で 5分間膜透過処理した。Blocking One (nacalai tesque) を

用いて 100 倍に希釈した Phalloidin-Tetramethylrhodamine B isothiocyanate 

(Sigma-Aldrich、カタログ番号 P1951) を室温で 1 時間反応させ、TO-PRO®-3 

(Thermo Fisher Scientific、カタログ番号 T3605) にて室温で 5分間核染色を行っ

た。各試薬間の洗浄は PBS を用いた。核染色後、Fluorescent Mounting Medium 

(Dako)、NEO micro cover glass (MATSUNAMI) を用いて封入した。観察は共焦点

レーザー顕微鏡 LSM 510 META (Carl Zeiss)、40 倍対物レンズ (plan neofluar 

40×/1.3) を用いて行った。 
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9. RNA の抽出と定量的 reverse transcription-polymerase chain reaction 

(qRT-PCR) 

トランスフェクションの実験では、MS-1 細胞の播種と同時に、オリゴヌクレ

オチドを Lipofectamine RNAiMAX を用いてトランスフェクションし、トランス

フェクションした 16時間後に TGF-刺激を行った。mRNAの検出にはmiRNeasy 

Mini Kitもしくは RNeasy Mini Kit (QIAGEN) を用いて total RNAを抽出し、Oligo 

dT primer を用いて PrimeScript® II first-strand synthesis system (Thermo Fisher 

Scientific) または SuperScript Ⅲ First-Strand Synthesis System により、cDNAを

合成した。RT-PCR は (表 4) に示すプライマーと FastStart Universal SYBR Green 

Master (Rox) (Roche) を用いて Applied Biosystems 7500 Real Time PCR System に

より施行した。miRNA の検出については、miScript Ⅱ RT Kit による逆転写反応

を実施し、miScript SYBR Green PCR Kit (QIAGEN) および Applied Biosystems 

7500 Real Time PCR System を用いて RT-PCR を施行した (107-109)。

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) またはU6 snRNAをそれぞれ

mRNA、miRNA の内在性コントロールとし、標準化した。サンプル数を 2 また

は 3として各実験で RT-PCR を行った。 

 

表 4. 定量的 RT-PCRに用いたプライマー配列 

Gene F/R Primer sequence 

GAPDH 
forward TGCAGTGGCAAAGTGGAGATT 

reverse TGCCGTTGAATTTGCCGT 
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α-SMA 
forward AGCGTGAGATTGTCCGTGACAT 

reverse GCGTTCGTTTCCAATGGTGA 

SM22α 
forward GTGTGGCTGAAGAATGGTGTGA 

reverse GCCACCTGTTCCATCTGCTTAA 

Smad7 
forward TGTTGCTGTGAATCTTACGGGAAG 

reverse TGCACGGTGAAACCCGTCCAT 

Fibronectin1 
forward AACATGGCTTTAGGCGGACAA 

reverse ACCGATTTGGACCTCCTCATC 

PAI-1 
forward CCACAAAGGTCTCATGGACCAT 

reverse TGAAAGTGTTGTGCCCTCCAC 

VEGFR2 
forward GATGCAGGAAACTACACGGTCA 

reverse TCCATAGGCGAGATCAAGGCT 

CD34 
forward CCAAACAGAAACCCGTGGAGA 

reverse GTAATGGCTGTTGGCTTCCAC 

VAV3 
forward TGACAGCATCACTTGGGAAA 

reverse GGAGAGCTTCCAGACAGGTG 

Stk40 (pan-UTR)  
forward TAGGCCTTGGAGGGAAATCT 

reverse CTTTGCTTGGTTTTGGGTGT 

Stk40 (long-UTR)  
forward CAAAATGGAAAAAGTCACAAAAA 

reverse GCAGGAAGAGTCCCCATGTA 

RhoB 
forward TTCTAAAGAGCCAGGCCTCA 

reverse GCAACAGTAGTGGCTTGCTG 

CCL17 
forward AGTGGAGTGTTCCAGGGATG 

reverse CTGGTCACAGGCCGTTTTAT 

CX3CL1 
forward GGAAAGAAACGTGGTCCAGA 

reverse GCCCTCAGAATCACAGGGTA 

CXCL16 
forward GGGAAGAGTTTTCACCACCA 

reverse GGTTGGGTGTGCTCTTTGTT 

IL-6 
forward AGTTGCCTTCTTGGGACTGA 

reverse TCCACGATTTCCCAGAGAAC 

Angptl2 
forward ATGACCTACTGGTGGCTTGG 

reverse TGGGGCACAATGAAAGTGTA 

CXCL5 
forward GAAAGCTAAGCGGAATGCAC 

reverse GGGACAATGGTTTCCCTTTT 
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10. RNAシーケンシング解析 

MS-1 を播種すると同時に LNA miRNA inhibitor をトランスフェクションし、

TGF-2 を 1 ng/ml で刺激した後に 72 時間してサンプルを回収した。Ribo-Zero 

Magnetic Kit (epicenter) を用いてリボソーマル RNAを除去したトータル RNAか

ら、NEBNext Ultra Directional RNA Library Prep Kit for Illumina (New England 

Biolab) 、KAPA HiFi DNA polymerase (NIPPON GENETICS) を用いてライブラリ

ーを作成し、Illumina HiSeq2000 を用いて解析を実施した。Paired-end-reads は

TopHat program (Version2.0.9.) (110) および UCSC mm9 GTF file を用いて mm9 

assemblyにマップした。FPKM のデータは Cufflinks (Version2.1.0.) (111) を用い

て作成し、FPKM > 1 でフィルターをかけた後に解析を行った。遺伝子オントロ

ジー解析は Database for Annotation, Visualization, and Integrated Discovery (DAVID; 

http://david.abcc.ncifcrf.gov) を用いて実施し、DAVIDの機能関連付け分類によっ

て類似した関連カテゴリーの抽出を行った (75,76)。ネットワーク解析、転写因

子活性予測解析については、Fold changeデータについて、QIAGEN の Ingenuity® 

Pathway Analysis (IPA®, QIAGEN, www.qiagen.com/ingenuity) を用いて実施した。 

 

11. 3’ rapid amplification of cDNA ends (RACE) 法 

3’ rapid amplification of cDNA ends (RACE) 法は、SMARTer RACE cDNA 
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Amplification Kit (TakaraBio) を用いて実施した。表 2に示すプライマーを用いて

増幅した PCR 産物を TOPO TA cloning kit (Thermo Fisher Scientific) を用いて

TOPO TA ベクターにクローニングした。クローニング後、ベクターに挿入され

たシーケンスを検証し、cDNAの 3’端の配列を決定した。 

 

12. 統計処理 

qRT-PCR およびルシフェラーゼレポーターアッセイについて、統計的な有意差

は Student’s t test により計算し、P < 0.05 を有意とみなした。RNAシーケンシン

グの解析において、miRNA 標的遺伝子の発現変動については、Kolmogorov–

Smirnov test を実施した。 
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