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1. 要 旨 

肝臓特異的に発現する microRNA-122（miR122）は，肝癌での発現低下が報告さ

れている。本研究では，肝癌における miR122発現低下の生物学的意義について検

討した。 

miR122の機能を減弱した肝癌安定細胞株およびトランスジェニックマウス，同所異

種移植モデル，ヒト臨床肝癌組織を用いた検討で，miR122の機能低下が標的遺伝子

である CUX1を介して，肝癌の悪性度上昇と AFP発現増加をもたらすことを突き止め

た。さらに，miR122/CUX1/miR214/ZBTB20の経路を経てAFP発現の制御がなされ，

miR122/CUX1/RhoAの経路を経て肝癌の浸潤能が亢進することを見出した。 

以上の結果から，miR122が肝癌における悪性度とAFP発現を規定する因子である

ことが判明し，将来的に miR122が進行肝癌に対する治療標的として考慮すべき可能

性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 



5 

 

2. 序 文 

原発性肝癌の約 95%を占める肝細胞癌は，世界で 3番目に死亡者数が多い癌で

あり，世界的に患者数が増加傾向にある(1,2)。通常肝細胞癌に対する標準治療として

外科的手術のほか，経皮的ラジオ波焼灼術（RFA）や経皮的肝動脈塞栓術（TAE）な

どが行われるが，門脈浸潤や遠隔転移を伴う進行肝癌では，これらの標準治療が適

応外もしくは無効であることが多く，その予後を厳しいものにしている。最近では，進行

肝癌に対する新規治療として vascular endothelial growth factor（VEGF）に対する分

子標的薬であるソラフェニブが登場したが，ソラフェニブ投与による生存期間の延長は

わずか 3 ヶ月に満たず(3)，進行肝癌に対する有効な治療法は乏しいのが現状である

(4)。従って，肝細胞癌に対する新しい分子標的治療の開発が望まれるが，そのため

には肝細胞癌がその悪性度を高め，浸潤や転移を生じる分子生物学的機構を明らか

にする必要がある(5)。 

一方，microRNA（miRNA）は 20-25塩基の短い一本鎖の non-coding RNAであり，

最初に Caenorhabditis elegansで存在が発見され(6)，現在では植物から脊椎動物に

至るまであらゆる生物での発現が確認されている(7)。Primary miRNAは，Droshaや

Dicerに存在する RNA polymeraseIIIによって mature miRNA となり，RNA-induced 

silencing complex（RISC）とよばれる複合体を形成し，標的とする遺伝子のmRNAの 3’

側非翻訳領域（3’UTR）に結合することにより，mRNAの分解もしくは翻訳を抑制し，
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標的遺伝子の発現を負に制御することが知られている。その結果，miRNAが細胞増

殖，アポトーシス，分化，代謝，ウイルスの増殖を始め，発癌あるいは発癌抑制といっ

た様々な生物学的機能に関与していることが分かってきた(8-10)。 

なかでも mircoRNA-122（miR122）は，肝臓で特異的に発現する miRNA として知ら

れる(11)。肝臓におけるmiR122の機能として，肝臓での脂質代謝(12,13)や概日リズム

の維持(14)などに関与していることが報告されている。また，miRNAの中には悪性腫

瘍での発現低下が報告されているものがあり，例えば横紋筋特異的に発現する

miR1/miR206は横紋筋肉腫で発現が低下することが知られているが(15)，同様に

miR122 も肝細胞癌で発現が低下していることが知られている(16)。さらに，肝細胞癌

の悪性度が上がるにつれて miR122発現が低下することも報告されているが，それに

対して否定的な見解もあり(17-19)，肝細胞癌で miR122発現が低下する意義は充分

に解明されていないのが現状である。 

これらの背景から本研究では，ヒト肝癌細胞株およびトランスジェニックマウス，同所

異種移植モデル，ヒト肝癌臨床組織を用いて肝癌におけるmiR122の発現低下がもた

らす生物学的意義について検討した。 
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3. 方 法 

1) 細 胞 

ヒト肝癌細胞株である Huh7，PLC/PRF/5，Huh1，Hep3Bおよびヒト肝芽腫細胞株で

あるHepG2は Japanese Collection of Research Bioresources（JCRB）より入手したものを

用いた。ヒト胎児腎細胞株である 293Tおよびヒト乳癌細胞株である Hs578Tは

American Type Culture Collection（ATCC）より入手したものを用いた。全ての細胞は

10% fetal bovine serum（FBS）を添加した Dulbecco’s modified Eagle medium（DMEM）

にて培養した。 

2) レンチウイルスベクター 

miR122および miR214の機能を減弱した肝癌安定細胞株樹立およびトランスジェ

ニックマウス作製のため，System Biosciences 社の miRZip Lentivector-Based 

Anti-microRNA Constructを用いた。その機序として，本ベクターが発現するヘアピン

構造の RNA より産生される miRNA と完全な相補配列を持つ一本鎖 RNA（アンチセ

ンス）が細胞内のセンス miRNA と結合する（図 1A）ことにより，miRNAの機能が恒常

的に減弱される。 

miR214強制発現レンチウイルスベクターについては，pCDHベクター（System 

Biosciences）を XbaI と NotIで切り出し，ヒトの miR214配列を含む約 500塩基の領域

を pCDHベクターの CMVプロモーター下流に挿入して作成した。 
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CUX1発現を抑制した安定細胞株の樹立には，CUX1 shRNAを発現するレンチウ

イルスベクター（Santa Cruz Biotechnology, #sc-35051-V）を用いた。 

また，ドキシサイクリン依存性に CUX1発現を抑制した安定細胞株の樹立には，Dr. 

Alain Nepveu（Department of Pathophysiology, Second Military Medical University）か

ら供与された pLVCT shCUX1-tTRKRABレンチベクターを用いた。 

3) miRNAの機能を減弱した肝癌安定細胞株の樹立 

miRZip-122 レンチベクターと pPACKH1 Packaging Plasmid Mix（System 

Biosciences）を Effectene Transfection Reagent（QIAGEN）を用いて 293T細胞に遺伝

子導入した。48時間後にレンチウイルスを含む培養液を採取し，PEG-it Virus 

Precipitation Solution（System Biosciences）を用いて精製した。Huh7および

PLC/PRF/5細胞に miRZip-122を含むレンチウイルス懸濁液を 8μg/mlのポリブレンを

用いて感染させた。miRZip-122 レンチベクターはピューロマイシン耐性遺伝子を持ち，

6μg/mlのピューロマイシン投与下で培養することで，miRZip-122を発現する細胞のみ

を選択的に増殖させ，miR122の機能を減弱した肝癌安定細胞株を樹立した。 

4) miRNAの機能を減弱したトランスジェニックマウスの作製 

既報(20)を参考にして，miRZip-122レンチベクターをPvuIIで切り出し，電気泳動に

てH1 promoterとSV40 polyAを含む1085塩基のプラスミドDNA断片を切り出した（図

6A）。ユニーテック社に委託し，miR122のアンチセンスを発現することでmiR122の機
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能を減弱したトランスジェニックマウス（C57BL/6）を作製した。いずれのマウスも標準的

な飼育環境下（室温23℃ ± 2℃，湿度55% ± 5%，12/12時間の明暗周期）で市販の食

餌（日本クレア）と水を与えて飼育した。 

実験動物を含むすべての手順は東京大学動物実験実施マニュアルおよび東京大

学医学部動物実験指針，朝日生命成人病研究所の実験指針に従って行った。 

5) レポータープラスミド作成および遺伝子導入，ルシフェラーゼアッセイ 

miR122の機能検討のため，pGL3レポータープラスミド（Promega）をFseIで切り出し，

CMVプロモーター下流のルシフェラーゼ発現遺伝子の 3’非翻訳領域に 2箇所の

miR122の完全相補配列（応答配列）を挿入したレポータープラスミドを作成した。 

標的遺伝子へのmiRNAの結合能検討のため，ルシフェラーゼ発現遺伝子の下流

にmiR122の結合部位を含むCUX1 3’側非翻訳領域を挿入したレポータープラスミド

（Luc-CUX1-3’UTR wt）を作成した。前述のCUX1 3’側非翻訳領域約500塩基は，ヒ

トゲノムDNAをテンプレートとしてPCR法で増幅し，PCR産物をpGL4.50レポータープ

ラスミド（promega）のFseI切断部位へクローニングした。CUX1 3’側非翻訳領域内の

miR122の結合部位を変異（ACACUCCA→TCTCUCCA）させたレポータープラスミド

（Luc-CUX1-3’UTR mut）は，Quik Change II Site-directed Mutagenesis Kit（Stratagene）

を用い，プロトコールに従って作成した。miR214の結合部位を含むZBTB20 3’側非

翻訳領域を挿入したレポータープラスミド（Luc-ZBTB20-3’UTR）も同様に作成した。 
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AFPの転写活性検討のため，ヒトゲノムDNAを用いて981塩基のAFPプロモーター

領域の配列をPCR法にて増幅し，pGL4.23レポータープラスミド（Promega）のXhoI切断

部位へクローニングしたレポータープラスミドを作成した。 

p53の転写活性検討のため，東京大学消化器内科大塚基之先生より供与された

p53発現ベクター（pCNX2-p53）およびp53レポーターベクターを用いた(21)。β-catenin

の転写活性検討には，TOP-Flash and FOP-Flash vectors（Millipore）を用いた。 

全てのベクターは，Effectene Transfection Reagent（QIAGEN）を用いて細胞への遺

伝子導入を行い，Dual Luciferase Reporter Assay System（Promega）を用いてルシフェ

ラーゼアッセイを施行した。Renilla reniformisを用いて細胞間の遺伝子導入効率によ

る誤差を補正した。 

6) 細胞増殖アッセイおよび偽足定量アッセイ 

miR122の機能減弱による細胞増殖への影響を検討するため，Cell Counting Kit-8

（同仁堂）を用いて比色法による経時的な細胞増殖アッセイを行った。 

miR122の機能を減弱した肝癌細胞株における細胞形態変化に伴う偽足の定量に

は，Quantitative Pseudopodia Assay Kit（Chemicon）を用いて検討した。具体的な方法

として，10μg/mlのファイブロネクチンでコーティングした 2段 chamberの上段に細胞を

撒き，上段に FBS非添加 DMEM培地を，下段の chamberに 10% FBS を添加した

DMEM培地を加え，37℃で 2時間培養し，偽足の発育を誘発した。1x Phosphate 
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Buffered Saline（PBS）で洗浄後に上段の細胞を scraperで除去し，下段の chamber側

へ発育した偽足のみを附属の溶解バッファーを用いてタンパク質溶解液とし，比色法

（OD 600nm）で定量化した。 

7) 引っ掻きアッセイおよびマトリゲル浸潤アッセイ 

miR122の機能減弱による細胞の遊走能および浸潤能を検討するため，引っ掻きア

ッセイおよびマトリゲル浸潤アッセイを行った。前者については，10μg/mlのファイブロ

ネクチンでコーティングした dishで細胞を培養し，200μlピペットチップを用いて dish

中央を引っ掻き，経時的な細胞の遊走能を評価した。後者については，Becton 

Dickinson 社の BD BioCoat Matrigel Invasion Chambers を用い，プロトコールに従っ

て行った。22時間の培養後に基底膜を通過した細胞数を 4 ヶ所無作為に選択し，平

均値を算出して浸潤能を評価した。 

8) 免疫細胞染色法 

細胞を4%パラホルムアルデヒドで固定し，0.5% Triton-X 100で浸透処理した後，

Alexa Fluor 488 phalloidin（Invitrogen , 1:500）で15分間反応もしくは，5%ヤギ血清で

30分間ブロッキングした後に抗AFP抗体（Cell Signaling Technology, #2137, 1:1000）

で1時間反応させた。抗AFP抗体で反応させた細胞は，Alexa Fluor 555標識抗ヤギ2

次抗体（Invitrogen, 1:500）で30分間反応させた。最後にスライドをDAPI（Vector Labs）

にて核染色した。 
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9) RNA抽出および逆転写反応，RT-PCR法，定量RT-PCR法 

細胞および破砕したマウス肝組織より，ISOGEN試薬（Nippon Gene）を用いてRNA

を抽出した。続いて，SuperScript III First-Strand Synthesis System（Invitrogen）を用い

て逆転写反応を施行し，相補的DNA（cDNA）を合成した。cDNAを用いてRT-PCRも

しくは定量RT-PCRを施行した。定量RT-PCRは，FastStart Universal SYBR Green 

Master（Roche Applied Science）を用い，ABI 7000 Real-Time PCR System（Applied 

Biosystems）で施行した。内在性コントロールとしてβ-actinで発現量を補正した。 

miRNA発現の定量に際しては，Mir-X miRNA First-Strand Synthesis and SYBR 

qRT-PCR Kit（Clontech）を用い，プロトコールに従ってRNAからcDNA合成，定量

RT-PCRを行った。内在性コントロールとしてU6 snRNAで発現量を補正した。各遺伝

子およびmiRNAの発現解析に使用したプライマーについては，表1に記載した。 

10)  Northern Blot法 

RNA溶液は，7M尿素を含む15%ポリアクリルアミドゲルで電気泳動し，Hybond N+

膜（Amersham）へ転写した。Pre-hybridizationの後，miR122もしくはU6 snRNAに対す

る特異的ビオチン化プローブをULTRA hyb-Oligo Buffer（Ambion）で希釈して，42℃

で1晩かけてhybridizationを行った。2x Standard Saline Citrate（SSC）bufferを用いて

Hybond N+膜を洗浄し，BrightStar BioDetect Kit（Ambion）を用いてシグナルの検出

を行った。 



13 

 

11)  Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) Assay 

細胞を1%ホルムアルデヒドで10分間処理し，蛋白とDNAを化学的に架橋させた上で，

RIPA-M buffer（10mM Tris–HCl, 1mM EDTA, 0.5mM EGTA, 150mM NaCl, 1% 

Triton X-100, 0.5% DOC, 0.1% SDS, 1mM PMSF, protease inhibitors）で細胞を溶解し

た。細胞溶解物は10W 30秒，休止30秒の間隔で10回ソニケーションを行い，DNAを

600～800塩基程度に細片化させ，1晩かけてDr.Alain Nepveuより供与された抗CUX1

抗体(22)を用いて免疫沈降を行い，CUX1に結合しているDNAを回収した。Wash 

buffer I（20mM Tris–HCl, 2mM EDTA, 2mM EGTA, 150mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% 

DOC, 0.2% SDS）, wash buffer II（20mM Tris–HCl, 2mM EDTA, 2mM EGTA, 

500mM NaCl, 1%, NP-40, 0.5% DOC, 0.1% SDS）, wash buffer III（50mM Tris–HCl, 

2mMEDTA, 1mMEGTA, 0.5MLiCl, 1% NP-40, 0.7% DOC）を用いて回収したDNAを

各3回洗浄し，DNAを精製・濃縮した。免疫沈降前のサンプルDNA（input）に対する

CUX1と結合しているDNAの増幅量を定量PCR法によって解析した。定量PCRに際し

て使用したプライマーについては，表1に記載した。 

12)  Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)法 

細胞培養液中の AFP発現量について SRL社に委託し，AFP特異的 ELISA Kitを

用いて検討した。 

13)  Western Blot法 
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細胞およびホモジナイザーにて破砕したマウス肝組織は溶解バッファー（50mM 

Tris-HCl, 150mM NaCl, 1% NP-40, 0.1% SDS, 0.5% Sodium Deoxycholate, 0.02% 

Sodium Azide）にて溶解した。抽出したタンパク質溶解液を 10% SDS-PAGEにて電気

泳動し，PVDF膜へ転写した。5%スキムミルクにてブロッキングした後，4℃ 1晩の条件

で 1次抗体反応を行った。続いてHorseradish peroxidase（HRP）標識 2次抗体で反応

させ，HRPシグナルを ECL-plus（GE Healthcare Life Sciences）で検出した。抗 β-actin

抗体は Sigma-Aldrich社から入手したもの（A5441, 1:5000）を，抗 ZBTB20抗体は

Abcam社から入手したもの（#ab48889, 1:500）を，抗 CUX1抗体は Santa Cruz 

Biotechnology社から入手したもの（CDP, #sc-13024, 1:1000）および Dr. Alain Nepveu 

から供与されたもの（1:1000）を使用した(22)。 

14)  免疫組織染色法 

ヒト肝細胞癌組織を配列した組織アレイは Biomax社より入手した。スライドの脱パラ

フィン化の後，3%過酸化水素にて内因性ペルオキシダーゼ抑制処理を行い，10mM

のクエン酸バッファー（pH 6.0）を入れた容器内で 89℃ 10分間加熱し，抗原賦活化を

行った。5%ヤギ血清（Dako）にて 10分間ブロッキングを行った後，4℃ 1晩の条件で 1

次抗体反応を行った。続いて，ビオチン標識抗ウサギ 2次抗体（ニチレイバイオサイエ

ンス）で反応させ，3,3′-diaminobenzidine（ニチレイバイオサイエンス）にて発色を行っ

た。最後に，スライドをヘマトキシリンで核染色し，脱水処理後に Clarion mounting 
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medium（Biomeda）で封入した。 

15)  In situ hybridization法 

マウスの肝臓およびヒト肝細胞癌組織における miR122および miR214の発現を，

digoxigenin（DIG）標識 locked nucleic acid（LNA）probeを用いた in situ hybridization

法で解析した(23)。LNA-scramble（ネガティブコントロール），LNA-anti-miR122，

LNA- anti-miR214の各プローブは EXIQON社より入手した。スライドの脱パラフィン

化の後，10μl/mlの ProteinaseK（Promega）で 37℃ 10分間処理し，4%パラホルムア

ルデヒドにて再固定を行った。続いて，0.1M Tris-HCl（pH 8.0）に 0.25%無水酢酸を

加えてアセチル化を行い，48℃ 30分間の pre-hybridizationを行った後，20nM LNA 

probeを加えた hybridization buffer（5xSSC buffer, 50%ホルムアミド, 500μg/ml 

tRNA, 50μg/ml Cot-1 DNA）で 48℃ 1晩かけて hybridizationを行った。

Hybridizationの温度は既報(24)を参考にした。その後，0.1xSSC bufferで 52℃ 10

分間×3回の洗浄を行い，DIG blocking buffer（Roche Diagnostics）を用いて 30分間

ブロッキングを行った。続いて，抗 DIG抗体（Roche Diagnostics, 1:500）にて室温 1

時間の条件で反応し，NBT/BCIP buffer（Promega）を用いて発色させた。核は

Nuclear FastRed（Sigma-Aldrich）で染色し，スライドの脱水処理後に Clarion 

mounting medium（Biomeda）で封入した。 

16)  免疫沈降キットを用いた活性型 Rhoおよび Rac1蛋白の測定 
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miR122の機能を減弱した肝癌細胞株における活性型 Rhoおよび Rac1の発現検

討のため，Active Rho Pull-down and Detection Kit（Thermo Fisher Scientific）および

PAK-GST Protein Beads（Cytoskeleton, #PAK02）を用いた。活性型 Rho タンパク質は

附属の抗 RhoA抗体（1:100）を用いて，活性型 Rac1 タンパク質は抗 Rac1抗体

（Thermo Fisher Scientific, #89856D, 1:100）を用いてWestern Blot法で検出した。 

17)  同所異種移植モデル 

BALB/c（nu/nu）ヌードマウスは日本クレア社より入手した。既報を参考に(25,26)，コ

ントロールおよび miR122の機能を減弱した 2x10
6個の PLC/PRF/5 細胞を，1%マトリ

ゲルを含む PBSで懸濁し，開腹したヌードマウス（各 6匹）の肝臓の左葉被膜下に 28

ゲージ針を用いて各細胞を移植し，閉腹した。移植 4週間後にマウスを解剖し，腫瘍

の脈管浸潤の有無について検討した。 

18)  統計解析 

各群間の統計学的有意性の解析法として，分散が等しい場合は Studentの t検定を，

分散が等しくない場合はWelchの t検定を用いた。得られた P値が 0.05未満の時に

統計学的に有意と判断した。 
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 RT-PCRに用いたプライマー 

AFP forward 5’- ATT CAG ACT GCT GCA GCC AA -3’ 

reverse 5’- GTG CTC ATG TAC ATG GGC CA -3’ 

Albumin forward 5’- CCT TTG GCA CAA TGA AGT GGG TAAC C -3’ 

reverse 5’- CAG CAG TCA GCC ATT TCA CCA TAG G -3’ 

HNF4α forward 5’- CCA AGT ACA TCC CAG CTT TC -3’ 

reverse 5’- TTG GCA TCT GGG TCA AAG -3’ 

α1-antitrypsin forward 5’- GCT GAA GAC CTT AGT GAT GC -3’ 

reverse 5’- CTT TGA AGT CAA GGA CAC CG -3’ 

GAPDH forward 5’- ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC -3’ 

reverse 5’- TCC ACC ACC CTG TTG CTG TA -3’ 

定量RT-PCRに用いたプライマー（ヒト用） 

AFP forward 5’- GAA ACT GGA GAT GAA CAG CT -3’ 

reverse 5’- TCC ACC ACC CTG TTG CTG TA -3’ 

α-SMA forward 5’- AAG AGG AAG ACA GCA CAG CTC -3’ 

reverse 5’- GAT GGA TGG GAA AAC AGC C -3’ 

E-cadherin forward 5’- TAT CCA GGA GGT CTT TGA GG -3’ 

reverse 5’- GCG ATG GCA GCA TTG TAG -3’ 

ZBTB20 forward 5’- CGC CAA ACA GAA CTA CGT CA -3’ 

reverse 5’- TGA AGC GCT TGT TGC AGA TA -3’ 

CUX1 forward 5’- GCC CTA AGT GAT TTC CAC AGG TTC -3’ 

reverse 5’- CGC TCT GAA GCC ATT AGA TGG CAG -3’ 

β-actin forward 5’- GCA CTT CCA GCC TTC CTT CC -3’ 

reverse 5’- TCA CCT TCA CCG TTC CAG TTT TT -3’ 

定量 RT-PCRに用いたプライマー（マウス用） 

AFP forward 5’- AGC TCA GCG AGG AGA AAT GGT -3’ 

reverse 5’- GTT CAC AGG GCT TGC TTC ATT C -3’ 

ZBTB20 forward 5’- CGC CAA ACA GAA CTA CGT CA -3’ 

reverse 5’- TGA AGC GCT TGT TGC AGA TA -3’ 

CUX1 forward 5’- GCC CTA AGT GAT TTC CAC AGG TTC -3’ 

reverse 5’- CGC TCT GAA GCC ATT AGA TGG CAG -3’ 

β-actin forward 5’- GGC CAA CCG TGA AAA GAT GA -3’ 

reverse 5’- CAG CCT GGA TGG CTA CGT ACA -3’ 

 

表 1. 本研究で使用したプライマー一覧 
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miRNA定量RT-PCRに用いたプライマー 

miR214 5’- CAG CAG GCA CAG ACA GGC AGT -3’ 

miR375 5’- TTG TTC GTT CGG CTC GCG TGA -3’ 

miR122の機能を減弱したトランスジェニックマウスのジェノタイピングプライマー 

forward 5’- AGT TCT GTA TGA GAC TTG G -3’ 

reverse 5’- AAG ATA CAT TGA TGA GTT TGG AC -3’ 

miR214発現レンチウイルスベクター作成に用いたプライマー 

forward 5’- TCT AGA TCT GAA TAA AGT CAA AAG TCT AAC -3’ 

reverse 5’- GCG GCC GCT TTT GGT GGG TTT TAA TAC TTG AAT -3’ 

miR122の機能をみるレポータープラスミド作成に用いたプライマー 

5’- ACA AAC ACC ATT GTC ACA CTC CAA CTT CAC CCA ACC ATT GTC 

ACA CTC CAC TCG AGC CGG -3’ 

ルシフェラーゼ遺伝子下流にCUX1もしくはZBTB20 3’非翻訳領域を挿入したレポー

タープラスミド作成に用いたプライマー 

ZBTB20 forward 5’- GGC CGG CCT GCC CTA AGT GAT TTC CAC AG -3’ 

reverse 5’- GGC CGG CCG ATT TGG CCT AGA ATG GAG TG -3’ 

CUX1 forward 5’- GGC CGG CCG CTA TGG CAC TAG AAT TTA AGA A -3’ 

reverse 5’- GGC CGG CCC AGT GGA CCT CCT GAA GCA C -3’ 

ChIPアッセイ時の定量PCRに用いたプライマー 

-4676 forward 5’- TTC TTC CCT CCC ACC TTC CTC -3’ 

reverse 5’- CTT ACA ATG CTT CCA CTT CTC TGA GC -3’ 

-2812 forward 5’- ATG GGT GGT CTG TAG GCG AGA G -3’ 

reverse 5’- GCT TGG CAT TCG GGC TTT C -3’ 

-2379 forward 5’- GGA ATT TCC TGT CTC AGG TTA AAG C -3’ 

reverse 5’- GCT CTA AGG AGA ATA GCC CAC CC -3’ 

-2072 forward 5’- ACT TCA TTG TTA TGT TGA ACC TGC C -3’ 

reverse 5’- CCA GTT TCC TGG AGT TGC TTT G -3’ 

-624 forward 5’- GAG CCT AAT TTA TTT GGC AAC CC -3’ 

reverse 5’- ACC CTT TTG ATT CAC AGC ATG G -3’ 

-55 forward 5’- TCA GGT TTC CTT TGC TCA TAG ACA G -3’ 

reverse 5’- TTT TCT CCC TTT CCC CTT ACT CTC -3’ 

+328 forward 5’- AAG GTC AAG GGT AGT GAT TTG CTG -3’ 

reverse 5’- ACC CAC CAA AAG TAA AGT GAG TGG -3’ 

 

表 1. 本研究で使用したプライマー一覧 

 



19 

 

4. 結 果 

1) miR122の機能を減弱した肝癌安定細胞株の表現型 

miR122の機能を減弱した肝癌安定細胞株樹立のため，ヒト肝癌細胞株（ヒト肝芽腫

細胞株であるHepG2も含める）におけるmiR122の発現をNorthern Blot法にて解析し

た（図 1B）。肝細胞癌では正常肝に比べて miR122の発現が低下しており，代表的な

肝癌細胞株である Huh7でも正常肝と比べると miR122発現量は 1/10程度であるが

(27,28)，既報とも照らし合わせ(17,29)，比較的 miR122発現が保たれている Huh7，

PLC/PRF/5の 2つの肝癌細胞株にmiRZip-122レンチベクターを用いてmiR122の機

能を減弱した安定細胞株を樹立した（図 1A）。miR122の機能をルシフェラーゼアッセ

イ法で検討したところ（図 1C），miR122を強制発現させるとコントロール細胞で低下し

たルシフェラーゼ活性が miR122の機能を減弱した肝癌細胞株では低下しておらず，

miR122の機能低下を確認出来た（図 1D）。 

次に，コントロールおよびmiR122の機能を減弱したHuh7細胞で増殖能，細胞の形

態，肝細胞マーカーの発現を検討した。細胞増殖については，両者で有意な差を認

めなかったが（図 1E），細胞形態については，miR122の機能を減弱した Huh7細胞で

多数の偽足を形成したような形態変化を認め（図 1F），偽足定量アッセイでも miR122

の機能を減弱した Huh7細胞で有意な偽足数の増加を認めた（図 1G）ことから，浸

潤・転移の足掛かりとなる細胞形態の変化と考えた。PLC/PRF/5細胞でも同様の結果
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が得られた。 

また，各種肝細胞分化マーカー（α-fetoprotein [AFP]，アルブミン，HNF4α，α1-アン

チトリプシン）発現について RT-PCR法にて検討したところ，miR122の機能を減弱した

Huh7細胞で著明な AFP発現増加と軽度のアルブミン発現増加が認められた。

HNF4α，α1-アンチトリプシンについては，コントロール細胞と比べて発現に変化を認

めなかった（図 1H）。PLC/PRF/5細胞でも同様の結果が得られた。 

AFPは肝細胞癌における代表的な血清腫瘍マーカーであり，臨床的に広く用いら

れている(30)。臨床的にも，門脈浸潤や遠隔転移を生じた進行肝癌や悪性度の高い

低分化型肝癌症例では，血清 AFP値が上昇することが多く(31-33)，肝癌における

miR122の発現低下がこれらの現象の本質となっている可能性も考えられた。そこで次

に，in vitroでmiR122が肝細胞癌における浸潤能およびAFP発現を調節する機序に

ついて検討した。 
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図 1．miR122の機能を減弱した肝癌安定細胞株の表現型 

(A)  miRZip-122 レンチベクターの構造。 

(B)  Northern Blot法によるヒト肝癌細胞株における miR122の発現。PLC/PRF/5 と

Huh7細胞で miR122の発現が多く見られた。 

(C)  miR122の機能をみるレポータープラスミドの構造。 

(D)  ルシフェラーゼアッセイによる miR122の機能確認。miR122強制発現時にコント

ロールで低下したルシフェラーゼ活性が miR122の機能を減弱した Huh7細胞で

は低下しなくなった。*P < 0.05。 

(E)  経時的な細胞増殖アッセイ。コントロール（実線）と miR122の機能を減弱した

Huh7細胞（破線）で細胞増殖に差は見られなかった。 

(F)  miR122の機能を減弱した Huh7細胞の形態変化。偽足様の構造（白矢印）が出

現した。Scale bar 50μm。 

(G)  偽足定量アッセイの結果。miR122の機能を減弱した Huh7細胞で偽足数が増加

した。*P < 0.05。 

(H)  RT-PCR法による肝細胞分化マーカーの発現。miR122の機能を減弱した Huh7

細胞で著明な AFP発現増加と軽度のアルブミン増加が見られた。 
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2) miR122の機能を減弱した肝癌細胞株では浸潤能が増加する 

コントロールおよび miR122の機能を減弱した Huh7細胞に 2ng/mlの TGF-βを添

加した培養液で 12時間培養し，Phalloidinによる蛍光細胞染色を行ったところ，後者

で線維性アクチンの増加が認められた（図 2A）。また，定量 RT-PCR法にて間葉系マ

ーカーである α-SMA と上皮系マーカーである E-cadherinの発現を検討したところ，

miR122の機能を減弱した Huh7細胞で α-SMA発現増加と E-cadherin発現低下が認

められた（図 2B）。PLC/PRF/5細胞でも同様の傾向が見られた。 

次に，引っ掻きアッセイおよびマトリゲル浸潤アッセイにて細胞の遊走能，浸潤能を

検討したところ，miR122の機能を減弱した Huh7細胞で遊走能，浸潤能ともに有意な

亢進が認められた（図 2C,2D）。PLC/PRF/5細胞でも同様の傾向が見られた。 

最後に，miR122の機能減弱で肝癌の浸潤能が亢進する機序として，低分子量

GTP結合タンパク質のひとつである Rhoファミリーの活性（GTP結合型）について検討

した。Rhoファミリーは細胞骨格形成，細胞の移動や接着などに関与し，癌でのRhoフ

ァミリーの活性化は浸潤や転移の亢進に寄与するため(34)，活性型 Rhoおよび Rac1

タンパク質発現について免疫沈降キットおよびWestern Blot法を用いて検討した。活

性型 Rac1の発現は両者で差が見られなかったが， miR122の機能を減弱した Huh7

細胞で活性型 Rhoの発現増加が認められ（図 2E），miR122の発現低下が Rhoの活

性化を介して肝癌の浸潤能を亢進させることが示された。 
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図 2. miR122の機能を減弱した肝癌細胞株では浸潤能が増加する 

(A)  miR122の機能を減弱した Huh7細胞での phalloidin蛍光細胞染色による線維性

アクチンの増加。Scale bar 20μm。 

(B)  定量 RT-PCR法による α-SMA と E-cadherin発現の変化。miR122の機能を減弱

したHuh7細胞で α-SMA発現増加と E-cadherin発現低下が見られた。*P < 0.05。 

(C)  引っ掻きアッセイによる細胞遊走能の検討。miR122の機能を減弱したHuh7細胞

で細胞遊走能の亢進が見られた。Scale bar 200μm，*P < 0.001。 

(D)  マトリゲル浸潤アッセイによる細胞浸潤能の検討。miR122の機能を減弱した

Huh7細胞で浸潤細胞数の増加が見られた。Scale bar 100μm，*P < 0.01。 

(E)  Western Blot法による活性型 Rhoおよび Rac1発現の検討。活性型 Rac1の発現

には差が見られなかったが，miR122の機能を減弱した Huh7細胞で活性型 Rho

の発現増加が見られた。 
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3) miR122の機能を減弱した肝癌細胞株では AFP発現が増加する 

miR122の機能を減弱した肝癌細胞株では RT-PCR法でAFP発現増加が認められ

たため，次に細胞培養液中の AFP値を ELISA法で測定した。miR122の機能を減弱

した Huh7細胞ではコントロール細胞に比べて約 3倍の AFP上昇が認められた（図

3A）。抗 AFP抗体による蛍光免疫染色でも同様に miR122の機能を減弱した Huh7

細胞で AFP発現の増強が認められた（図 3B）。次に，定量 RT-PCR法にて mRNAレ

ベルでの AFP発現を検討したところ，miR122の機能を減弱した Huh7細胞で約 17

倍のAFP発現上昇が認められ（図3C），miR122の機能を減弱した肝癌細胞株におけ

るタンパク質および mRNAレベルでの AFP発現増加が示された。PLC/PRF/5細胞を

用いた検討でも同様の結果が得られた。 

しかしながら，AFPはTargetScan ver.5.0（http://targetscan.org）を用いた in silicoでの

検討では，miR122の標的遺伝子候補ではなかったため，次に miR122による AFP 

mRNAの安定化への関与を検討した。各細胞に 10μl/mlのアクチノマイシンDを添加

し，mRNAレベルでの経時的な AFP発現を定量 RT-PCR法で測定したところ，コント

ロールと miR122の機能を減弱した Huh7細胞で AFP発現に差を認めなかった（図

3D）。そのため，miR122が他の因子を介して AFP発現を制御しているものと考えた。

まず，転写レベルでの AFP発現をルシフェラーゼアッセイ法で検討したところ，

miR122の機能を減弱した Huh7細胞で AFP転写活性の増加が認められた（図 3E）。
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AFPの転写制御因子には，抑制的に働くものとしてp53(35)，β-catenin(36)の存在が知

られており，miR122の機能を減弱した肝癌細胞株におけるこれらの発現変化につい

て検討した。その結果，p53，β-cateninに関しては，ルシフェラーゼアッセイの結果転

写レベルでコントロールと miR122の機能を減弱した Huh7細胞にて発現に差を認め

なかった（図 3F, 3G）。そこで，近年AFPの新たな転写抑制因子として報告された Zinc 

finger and BTB domain- containing protein 20（ZBTB20）(37)に着目し，ZBTB20の発

現をWestern Blot法で検討したところ，miR122の機能を減弱した Huh7細胞にて

ZBTB20発現の低下が認められた（図 3H）。以上の結果から，miR122が AFPの転写

抑制因子である ZBTB20を介して AFPの発現制御を行っている可能性が示された。

続いて，TargetScan ver.5.0を用いて in silicoによるmiR122の標的遺伝子候補につい

て検討することにした。 
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図 3. miR122の機能を減弱した肝癌細胞株では AFP発現が増加する 

(A)  ELISA法による培養液中の AFP値の変化。miR122の機能を減弱した Huh7細

胞で約 3倍の AFP値の上昇を認めた。*P < 0.01。 

(B)  免疫組織染色法による AFP発現の検討。miR122の機能を減弱した Huh7細胞

で AFP発現増加が見られた。Scale bar 50μm。 

(C)  定量RT-PCR法によるAFP mRNA発現の変化。miR122の機能を減弱したHuh7

細胞で約 17倍の AFP発現増加が見られた。*P < 0.05。 

(D)  アクチノマイシン D添加による経時的な AFP mRNAの安定性の検討。定量

RT-PCR法にてコントロールとmiR122の機能を減弱したHuh7細胞でAFP mRNA

の発現量に差を認めなかった。 

(E)  ルシフェラーゼアッセイ法による AFP転写活性の検討。miR122の機能を減弱し

た Huh7細胞で転写活性の増加が見られた。*P < 0.05。 

(F)  ルシフェラーゼアッセイ法による p53転写活性の検討。コントロールと miR122の

機能を減弱した Huh7細胞で転写活性に差は見られなかった。 

(G)  ルシフェラーゼアッセイ法による β-catenin転写活性の検討。コントロールと

miR122の機能を減弱した Huh7細胞で転写活性に差は見られなかった。 

(H)  Western Blot法による ZBTB20発現の検討。miR122の機能を減弱した Huh7細

胞で ZBTB20発現の低下を認めた。 
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4) CUX1は miR122の機能を減弱した肝癌細胞株での表現型の制御因子である 

TargetScan ver.5.0を用いた in silicoによるmiR122の標的遺伝子候補の検討結果，

Cut homeobox 1（CUX1）に着目した（図 4A）。CUX1は細胞の遊走や浸潤に関与し，

また転写調節因子としても作用する遺伝子として知られており(38,39)，さらには Rhoフ

ァミリーGTP結合タンパク質関連遺伝子の転写促進因子として働くことで，RhoAの活

性化を通して細胞運動性や浸潤能の亢進に関わることも報告されている(40-42)。

CUX1には数種類のアイソフォームがあり，発現するアイソフォームによって転写促進

的にも抑制的にも働くことが知られている。CUX1から性質の異なる複数のタンパク質

アイソフォームが生成される過程として，例外的に p75のみイントロン 20の範囲内の転

写開始部位下流で作られる短い mRNAから生成される以外，例えば p110, p90は

cathepsin Lに，p150はまだ特定されていない cysteine proteaseによるタンパク質分解

処理を受けて生成されることが知られている(38)。 

CUX1がmiR122の標的遺伝子であることを証明するため，in silicoでmiR122の結

合部位（ACACUCCA）を含むCUX1の3’側非翻訳領域の配列をルシフェラーゼ遺伝

子下流に挿入したレポータープラスミド（Luc-CUX1-3’UTR wt）および CUX1の 3’側

非翻訳領域内の miR122の結合部位に変異（TCTCUCCA）を含むレポータープラスミ

ド（Luc-CUX1-3’UTR mut）を作成し（図 4B），miR122の結合能をルシフェラーゼアッ

セイ法で検討した。Luc-CUX1-3’UTR wtでは miR122の強制発現により，コントロー
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ルと比べてルシフェラーゼ活性の低下を認めたが，Luc-CUX1-3’UTR mutでは

miR122を強制発現してもルシフェラーゼ活性に有意な変化を認めなかった（図 4C）。

以上の結果から，CUX1が miR122の標的遺伝子であることが証明された。 

miR122による標的遺伝子 CUX1 タンパク質発現の制御の確認のため，miR122の

機能を減弱した肝癌細胞株での CUX1発現をWestern Blot法で検討した。その結果，

miR122の機能を減弱した Huh7細胞において CUX1 p200，p110のアイソフォームの

発現増加を認めた（図 4D）。次に，293T細胞で miR122を強制発現する安定細胞株

を樹立し，逆にCUX1の発現が低下するかを検討した。Western Blot法による検討で，

miR122強制発現 293T細胞では CUX1 p200，p110の発現低下と ZBTB20の発現増

加が認められた（図 4E）。なお，定量 RT-PCR法ではコントロール細胞と比べて

miR122の機能を減弱した Huh7細胞においてmRNAレベルでの CUX1発現に変化

は認めなかった（図 4F）。 

次に，miR122の機能を減弱した肝癌細胞株で見られた浸潤能亢進や AFP発現増

加が CUX1依存性であることを確認するため，miR122の機能を減弱した Huh7細胞

にレンチウイルスベクターを用いて CUX1 shRNAを導入し，CUX1発現を抑制した細

胞株を樹立し，Western Blot法にてCUX1発現抑制を確認した（図4G）。続いて，細胞

培養液中の AFP値を ELISA法で定量したところ，miR122の機能減弱かつ CUX1発

現を抑制した Huh7細胞で有意な AFP値の低下を認め（図 4H），ZBTB20の発現回
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復も認められた（図 4G）。最後に浸潤能の変化に関してマトリゲル浸潤アッセイを行っ

たところ，miR122の機能減弱かつ CUX1発現を抑制した Huh7細胞で浸潤細胞数の

減尐を認めた（図4I）。以上の結果から，miR122が標的遺伝子であるCUX1依存的に

肝細胞癌における浸潤能や AFP発現の制御を行っている可能性が示された。 
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図 4. CUX1は miR122の機能を減弱した肝癌細胞株での表現型の制御因子である 

(A)  TargetScan ver5.0による miR122の標的遺伝子候補の例。 

(B)  miR122のCUX1 3’UTRへの結合能を検討するためのルシフェラーゼレポーター

の構造。 

(C)  ルシフェラーゼアッセイによる miR122の CUX1 3’UTRへの結合能の検討。 

(D)  miR122の機能を減弱した肝癌細胞株でのWestern Blot法によるCUX1タンパク

質発現の検討。miR122の機能を減弱したHuh7細胞でCUX1 p200，p110の発現

増加を認めた。 

(E)  miR122強制発現細胞でのWestern Blot法によるCUX1タンパク質発現の検討。

miR122強制発現 293T細胞で CUX1 p200，p110の発現低下と ZBTB20発現増

加を認めた。 

(F)  miR122の機能を減弱した肝癌細胞株での定量 RT-PCR法による CUX1 mRNA

発現の検討。コントロールとmiR122の機能を減弱したHuh7細胞で発現に差は見

られなかった。 

(G)  miR122の機能減弱かつ CUX1発現を抑制した（shCUX1）Huh7細胞における

Western Blot法によるCUX1発現抑制の確認およびZBTB20の発現変化の検討。 

(H)  miR122の機能減弱かつ CUX1発現を抑制した（shCUX1）Huh7細胞における

ELISA法による培養液中の AFP値の検討。miR122の機能減弱かつ CUX1発現

を抑制した Huh7細胞で AFP値の低下が認められた。*P < 0.01。 

(I)  miR122の機能減弱かつ CUX1発現を抑制した（shCUX1）Huh7細胞におけるマ

トリゲル浸潤アッセイによる浸潤能の検討。miR122の機能減弱かつ CUX1発現を

抑制した Huh7細胞で有意な浸潤細胞数の減尐が認められた。Scale bar 100μm，

*P < 0.01。 
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5) CUX1は miR214を介して ZBTB20の発現を制御する 

CUX1が ZBTB20を制御する機序について検討した。前述の通り CUX1は転写調

節因子でもあり，in silicoでの検討では ZBTB20の転写を直接制御している可能性も

考えられたが，定量 RT-PCR法にて miR122の機能を減弱した Huh7細胞における

ZBTB20 mRNAの発現量に変化を認めなかった（図 5A）。miR122の機能を減弱した

肝癌細胞株での ZBTB20のタンパク質レベルとmRNAレベルでの発現の解離を説明

できる現象は，miRNAによる標的遺伝子の制御時のみであるため，CUX1が他の

miRNAの転写促進を介して ZBTB20の発現調節を行っている可能性を考えた。

TargetScan ver5.0を用いた in silicoでの検討で，ZBTB20を標的遺伝子とするmiRNA

として miR375 と miR214が候補に挙がったため，定量 RT-PCR法を用いてその発現

量を検討したところ，miR375の発現量にはコントロールと miR122の機能を減弱した

Huh7細胞で差が認められなかったが，miR214についてはmiR122の機能を減弱した

Huh7細胞において発現量の増加が認められた（図 5B）。そこで，ZBTB20が miR214

の標的遺伝子であることを確認するため，miR214の結合部位を含む ZBTB20の 3’

非翻訳領域配列をルシフェラーゼ遺伝子下流に発現するレポータープラスミド

（Luc-ZBTB20-3’UTR）を作成し，miR214の結合能をルシフェラーゼアッセイ法で検

討したところ，miR214の強制発現によってルシフェラーゼ活性の低下が認められ（図

5C），ZBTB20は miR214の標的遺伝子であることが示された。Western Blot法にてタ
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ンパク質レベルでも miR214の強制発現による ZBTB20の発現低下が確認された（図

5D）。また，miR122の機能を減弱した Huh7細胞において miRZip-214 レンチベクタ

ーを用いてmiR214の機能を減弱すると，Western Blot法にてCUX1の発現には変化

が見られなかったが，ZBTB20の発現増加が認められたことから（図 5E），miR214が

CUX1の下流側で ZBTB20の発現制御を行っていることも示された。 

続いて，CUX1がmiR214の制御に関与することを検証するため，ヒト乳癌細胞株で

ある Hs578Tに CUX1発現を抑制した（shCUX1）細胞および CUX1 p110を強制発現

させた細胞を用いて，定量 RT-PCR法にて miR214の発現を検討した。miR122の機

能減弱で発現が増加した CUX1のアイソフォームは p200 と p110であったが，このうち

転写促進的に働くのが p110のアイソフォームのみであるため(43)，CUX1 p110 と

miR214発現の関係について検討した。その結果，前者ではmiR214の発現低下が認

められたが（図 5F），後者ではmiR214の発現増加が認められ（図 5G），CUX1発現に

連動した miR214の発現変化が確認された。同様に，ドキシサイクリン存在下で CUX1

発現が抑制される（shCUX1を発現する）Hs578T細胞を樹立し，ドキシサイクリン存在

下および非存在下での経時的な miR214の発現変化を定量 RT-PCR法にて検討した。

ドキシサイクリン存在下で低下した miR214発現が，ドキシサイクリン非存在下での培

養開始後 CUX1発現の回復とともに，miR214発現も回復していることが示された（図

5H）。最後に，CUX1が miR214の転写促進因子であることを証明するため，MATCH 
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（http://www.gene-regulation.com）を用いた in slicoでの検討にて miR214のプロモー

ター領域で CUX1が結合可能な部位を検索し，Chromatin Immunoprecipitation（ChIP）

アッセイを用いて定量 PCR法で解析した。その結果，miR214の上流 3000～500塩基

の間に CUX1 と複数箇所の直接的結合が証明された（図 5I）。 

以上の結果から，miR122の標的遺伝子である CUX1が miR214の転写促進的に

働く調節因子であり，miR122/CUX1/miR214/ZBTB20の経路を介して AFP発現を調

節する可能性が示された。 
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図 5. CUX1は miR214 を介して ZBTB20の発現を制御する 

(A)  定量 RT-PCR法による ZBTB20 mRNA発現の検討。コントロールとmiR122の機

能を減弱した Huh7細胞で ZBTB20発現に差が認められなかった。 

(B)  定量 RT-PCR法による miR375および miR214発現の検討。コントロールと

miR122の機能を減弱した Huh7細胞で miR375発現に差は認めなかったが，

miR122の機能を減弱した Huh7細胞で有意な miR214発現増加が認められた。

*P < 0.05。 

(C)  ルシフェラーゼアッセイによる miR214強制発現時の ZBTB20転写活性の検討。

miR214強制発現によって転写活性の低下が見られた。*P < 0.05。 

(D)  Western Blot法による miR214強制発現時の ZBTB20 タンパク質発現の検討。

miR214強制発現 Huh7細胞にて ZBTB20の発現低下が認められた。 

(E)  Western Blot法によるmiR122の機能を減弱した肝癌細胞株でのmiR214機能減

弱時の ZBTB20 タンパク質発現の検討。miR122/miR214の機能を減弱した Huh7

細胞で ZBTB20の発現増加が見られたが，CUX1発現には差が見られなかった。 

(F)  定量 RT-PCR法による Hs578T細胞での CUX1発現抑制（shCUX1）時の CUX1

および miR214発現の検討。Hs578T shCUX1細胞にて CUX1発現低下とともに

miR214発現の低下が認められた。*P < 0.01。 

(G)  定量 RT-PCR法による Hs578Tでの CUX1 p110強制発現時の CUX1および

miR214発現の検討。Hs578T CUX1 p110強制発現細胞にて CUX1発現増加とと

もに miR214発現増加が認められた。*P < 0.01。 

(H)  定量 RT-PCR法によるドキシサイクリン依存性 Hs578T shCUX1細胞での CUX1

およびmiR214発現の検討。ドキシサイクリン添加中止後，CUX1発現回復とともに

miR214発現も連動して増加している。*P < 0.01。 

(I)  ChIPアッセイによる miR214プロモーター領域への CUX1結合能の検討。定量

PCRによる解析で miR214の上流 3000～500塩基の間に CUX1 と 4箇所の結合

部位が同定された。*P < 0.05。 
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6) miR122の機能を減弱したトランスジェニックマウスでの検討 

In vitroで認められた miR122による浸潤能および AFP発現調節メカニズムについ

て in vivoでの検証を行うため，H1プロモーター下流にmiR122のアンチセンスを導入

し(44)，miR122の機能を減弱したトランスジェニックマウスを作成し（図 6A），野生型と

合わせて各 3匹について表現型を解析した。Hematoxilin-Eosin（HE）染色では，野生

型（WT）とmiR122の機能を減弱したトランスジェニックマウス（anti- miR122 Tgマウス）

の肝臓に組織学的変化は認められなかった（図 6B）。また，in situ hybridization法に

より，anti-miR122 Tgマウスにおいて miR122の機能が抑制されたことを確認した（図

6C）。次に，定量 RT-PCR法を用いて肝臓における AFP発現を検討したところ，野生

型（WT）と比べて anti-miR122 Tgマウスで約 8倍のAFP発現増加を認めた（図 6D）。

続いて，Western Blot法にて肝臓における CUX1，ZBTB20の発現を検討したところ，

野生型（WT）と比べて anti-miR122 Tgマウスで CUX1の発現増加と ZBTB20の発現

低下を認めた（図 6E）。最後に，肝臓における miR214の発現を定量 RT-PCR法で検

討したところ，野生型（WT）と比べて anti-miR122 TgマウスでmiR214の発現増加を認

めた（図 6F）。 

以上の結果から，in vivoでもmiR122/CUX1/miR214/ZBTB20によるAFP発現調節

経路が示された。 
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図 6. miR122の機能を減弱したトランスジェニックマウスでの検討 

(A)  miR122の機能を減弱したトランスジェニックマウス作製に用いたDNA断片構造。 

(B)  miR122の機能を減弱したトランスジェニックマウス（Anti-miR122 Tgマウス）の肝

組織（HE染色）。コントロール（WT）と比べて組織学的変化は見られなかった。 

(C)  in situ hybridization法による miR122の発現検討。Anti-miR122 Tgマウスで

miR122の機能減弱を確認。 

(D)  定量 RT-PCR法による肝臓での AFP発現の検討。Anti-miR122 Tgマウスで約 8

倍の AFP発現増加が見られた。*P < 0.05。 

(E)  Western Blot法による肝臓でのCUX1，ZBTB20発現の検討。Anti-miR122 Tgマ

ウスで CUX1発現増加と ZBTB20発現低下が認められた。 

(F)  定量 RT-PCR法による肝臓での miR214発現の検討。Anti-miR122 Tgマウスで

miR214の発現増加が認められた。*P < 0.05。 
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7) 同所異種移植モデルを用いた in vivoでの浸潤能の検討 

miR122機能減弱による in vivoでの浸潤能を検証するため，コントロールおよび

miR122の機能を減弱した PLC/PRF/5細胞をヌードマウスの肝被膜下に移植した（図

7A）。移植する肝癌細胞株に PLC/PRF/5を選択した根拠として，ヌードマウスへの優

れた可植性があるためである(45)。miR122の機能を減弱した PLC/PRF/5細胞を移植

したヌードマウスの肝臓では，血管内への腫瘍浸潤が認められた（図 7B）。 
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図 7. 同所異種移植モデルを用いた in vivoでの浸潤能の検討 

(A)  同所異種移植モデルの概要。 

(B)  移植 4週間後の腫瘍浸潤の評価（HE染色）。miR122の機能を減弱した

PLC/PRF/5細胞を移植したヌードマウスの肝臓では，血管内への腫瘍浸潤が認め

られた。 
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8) ヒト臨床肝癌組織を用いた miR122 と AFP発現，肝癌悪性度の関連の検討 

 In vitroおよびマウスモデルで実証されたmiR122とAFP発現，肝癌悪性度の関連を

臨床的に検証するため，ヒトの正常肝および分化度の異なる肝細胞癌サンプルの載

った組織アレイを用いて in situ hybridization法で miR122および miR214の発現を，

免疫組織染色法でAFP，CUX1，ZBTB20の発現を検討した。サンプル 120例の内訳

は，正常肝 10例，肝細胞癌 95例（Grade1：高分化型癌 10例, Grade2：中分化型癌 66

例，Grade3：低分化型癌 19例），胆管細胞癌 15例であり，胆管細胞癌については解

析対象から外した。また，今回用いた組織アレイの付与情報から悪性度の指標として

分化度を用いた。正常肝組織では，miR122の発現が保たれ，AFP発現も認められな

かったが，肝細胞癌の分化度が下がる（悪性度が上がる）につれて miR122の発現低

下と連動したAFP発現の増加が認められた（図 8A）。また，miR122の発現が低下して

いる低分化度の肝細胞癌で，CUX1および miR214の発現増加傾向が認められるとと

もに，ZBTB20の発現低下傾向が認められた（図 8A，8B）。ヒト臨床肝癌組織での

miR122 と AFP発現の相関性を検証するため，肝細胞癌の組織アレイ 54例（Grade1：

高分化型癌 9例，Grade2：中分化型癌 36例，Grade3：低分化型癌 9例）を追加検討し

（計 149例），Spearmanの順位相関関数検定を用いて相関性を検討した。その結果，

miR122 と AFP発現に逆相関が認められ（図 8C），miR122の機能を減弱した肝癌細

胞株およびトランスジェニックマウスでの検証結果を裏付ける結果が得られた。 
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図 8. ヒト臨床肝癌組織を用いた miR122 と AFP発現，肝癌悪性度の関連の検討 

(A)  正常肝および肝癌分化度別の In situ hybridization法（miR122, miR214）および

免疫組織染色法（AFP，CUX1，ZBTB20）による発現検討。 

(B)  miR122発現レベルで分類した肝癌分化度およびAFP, miR214, CUX1, ZBTB20

発現の解析（計 95例）。 

(C)  ヒト臨床肝癌組織におけるmiR122 とAFP発現の関係（計 149例）。miR122の発

現が低下するにつれて AFP発現の増加が認められた。*P < 0.05（Spearmanの順

位相関関数検定）。 
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5. 考 察 

miR122は成人の肝臓で最も豊富に発現しているmiRNAとして知られ，肝臓におけ

る全 miRNA発現の約 80%を占めている(11)。肝臓における miR122の機能として，こ

れまで脂質代謝への関与(12,13)や C型肝炎ウイルス（HCV）の増殖(46)，肝臓での恒

常性の維持などが報告されている(14)が，肝臓における癌と miR122の関係について

は，肝細胞癌においてmiR122の発現が低下していることが，ラットモデルおよびヒト肝

癌検体を用いた検討で初めて報告された(16)。その後，肝癌における miR122発現低

下と肝癌の悪性度について検討した報告も散見されるようになったが(17,18)，その機

序について充分に解明されたとは言い難く，miR122が肝癌抑制的に作用するのは確

かであるが，その生物学的意義については未知数である。 

一方，肝細胞癌の血清腫瘍マーカーとして広く用いられている AFPの上昇は，臨床

的に肝細胞癌における生物学的な癌の悪性度と関連が見られ，例えば門脈浸潤や肝

内転移を伴う進行肝癌患者では通常 AFP上昇を伴っていることが多い(47)。加えて，

このような患者では，無再発生存期間も全生存期間も不良であるのが実情である(48)。

しかしながら，高悪性度の肝細胞癌で AFPが上昇する機序について分子生物学的に

検討した既報はこれまでなく，本研究において肝細胞癌におけるmiR122の発現低下

が，悪性度増加と AFP上昇をもたらすという，臨床的に関連がある 2つの現象を結び

つける結果が初めて分子生物学的に明らかにされた。その根拠として，最初に
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miR122の機能を減弱した肝癌細胞株およびマウスを用いた検討において AFP発現

の増加と肝癌浸潤能の亢進が認められた点が挙げられる。次に，悪性腫瘍の浸潤に

関与する CUX1が AFPの発現制御に関わり，かつ miR122の標的遺伝子であること

を見出した点が挙げられる。3番目に，ヒトの肝癌臨床組織において miR122発現と

AFP発現，および miR122発現と肝癌の悪性度に逆相関が見られることを明らかにし

た点が挙げられる。この逆相関の結果のみでは，肝細胞癌における AFP上昇と悪性

度の増加が偶然の付帯事象に過ぎない点があるのは否定できないが，今回の研究に

よって肝細胞癌において miR122の発現が低下することで AFP と悪性度が同時に増

加することへの分子生物学的な説明を与えたことは間違いない。また，AFPは肝癌で

のみならず，胎生期の肝臓（肝前駆細胞）でも発現が見られる。本研究では，胎生期

の肝臓における miR122 と AFP発現の相関については未検討であるが，既報では胎

生期マウスの肝臓における miR122発現は成体より尐なく，さらに胎生期初期の肝臓

でほとんど発現が見られない miR122が胎生期後期にかけてその発現が徐々に増加

することからも(49,50)，胎生期における肝臓での AFP発現調節にもmiR122が後述す

るCUX1を介して関与している可能性が示唆される。実際，miR122の機能を減弱した

トランスジェニックマウスの成体の肝臓では AFPの発現増加が見られた。 

最近の研究で，HNF4αなどの肝特異的転写調節因子が，miR122の発現促進によ

り，標的遺伝子である CUX1の発現を抑制することで肝臓の分化に関わっていること
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が明らかにされたが(49)，本研究でもCUX1がmiR122の標的遺伝子であることを確認

するとともに，miR122発現が低下している高悪性度の肝癌で CUX1発現が増加して

いることを明らかにした。CUX1の発現増加が，進行乳癌において予後の悪化と関連

があることも報告されている(51)。また，トランスジェニックマウスモデルの検討で CUX1

は，そのアイソフォームや臓器によって癌に関連する様々な異常をもたらすことも報告

されている(43,52-55)。CUX1の癌における根本的な役割は複雑であり，細胞自律的

および非自律的な効果の両者に関与するものと考えられる。しかしながら，細胞ベー

スでの検討からは，CUX1が細胞運動性，細胞周期の促進，染色体の分離という尐な

くとも 3つの明確な過程において役割を果たしている(39,40,56,57)。また，siRNAによ

る CUX1発現の抑制により，細胞周期における S期への流入が遅くなり，細胞運動性

や浸潤能が妨げられるが(40,57)，逆に CUX1 p110を強制発現すると，S期への流入

が加速し，細胞増殖や浸潤が促進される(40,57)。加えて，CUX1が細胞質分裂の失

敗により，ゲノムの不安定性を促進させることも示されている(39)。 

AFP遺伝子の発現調節に関しては，抑制因子として p53(35)や β-catenin(36)の存在

が知られているが，最近の報告で ZBTB20が AFPの強力な発現抑制因子であること

がノックアウトマウスモデルを用いた検討にて明らかにされた(37)。本研究では，

miR122発現の低下に付随して ZBTB20の発現低下が生じることを明らかにした。この

現象は CUX1の発現増加によるものであり，miR122の機能を減弱した肝癌細胞株で
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CUX1の発現も抑制すると ZBTB20の発現が回復するとともに，AFPの発現も低下し

た。さらに，CUX1発現を抑制した肝癌細胞株で ZBTB20の発現増加が見られたこと

から，ZBTB20の発現が CUX1によって制御されることが明らかになった。この

miR122/CUX1/miR214/ ZBTB20による発現調節経路は，肝細胞癌で認められるAFP

発現増加を説明するものであり，加えてCUX1によるRhoAの活性化や細胞運動性に

関わる蛋白の発現調節が，肝細胞癌における浸潤能の増加という現象を説明するも

のとなっている（図 9）(33-38)。 

本研究では，miR122発現が低下した肝癌における AFPの上昇と悪性度の増加と

いう 2つの現象を制御する因子としてCUX1を同定したが，悪性度増加という観点から

は別の機序による制御も当然考慮される。例えば，最近の報告で正常幹細胞同様に

悪性腫瘍でも自己複製能と多分化能を有する癌幹細胞の存在が明らかになっている

(58)。肝細胞癌においては，CD13
+細胞，CD90

+
/CD45

-細胞，CD133
+細胞，

EpCAM
+
/AFP

+細胞などが，癌幹細胞の性格を有する細胞として報告されており(59)，

これら表面マーカーの発現を定量 RT-PCR法で検討したところ，miR122の機能を減

弱した Huh7細胞にて EpCAM発現増加が認められた（data not shown）。本研究で示

した通り，miR122の発現低下で AFP発現は増加するため，miR122の発現低下が癌

幹細胞としての性格を有する EpCAM
+
/AFP

+肝癌細胞の増加をもたらし，肝癌の悪性

度増加に関与している可能性も考えられる。また，本研究では肝細胞癌における
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miR122の発現低下が悪性度の増大に関わることを示したが，肝臓における miR122

の発現低下自体に発癌能力があるかどうかはまだ明らかにされていない。今回の研究

で用いた miR122の機能を減弱したトランスジェニックマウスでは，短期間での観察で

は肝癌の自然発生は見られていないものの，発癌能力の検討のためにはさらに長期

間の観察が必要であると考える。 

以上をまとめると，本研究において肝癌における miR122の発現低下が，生物学的

な癌の悪性度増加と AFP発現増加の両者に関わることを明らかにした。さらには，こ

れらの現象が miR122の標的遺伝子である CUX1を介して制御されていることを明ら

かにした(60)。本研究の結果から，肝癌における悪性度とAFP発現を規定する因子で

あるmiR122が，将来的に進行肝癌に対する治療標的となりうる可能性が示唆された。 
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図 9. 肝癌における miR122発現低下が悪性度増加と AFP上昇をもたらす機序 
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6. 結 語 

本研究では，miR122 の機能を減弱した肝癌細胞株およびトランスジェニックマウス，

同所異種移植モデル，ヒト肝癌臨床組織による検討から，肝癌における miR122の発

現低下が標的遺伝子である CUX1を介して肝癌の悪性度および AFP発現を増加さ

せることを明らかにした。この結果から，臨床的に高悪性度の肝癌がしばしば AFP高

値であることへのひとつの機構を提示したと言え，肝癌における悪性度と AFP発現を

規定する因子である miR122が，将来的に進行肝癌に対する治療標的として考慮す

べき可能性が示唆された。 
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3’ UTR 3’ untranslated region 

AFP α-fetoprotein 

α-SMA α-smooth muscle actin 

ATCC American Type Culture Collection 

ChIP chromatin immunoprecipitation 

DIG digoxigenin 

DMEM Dulbecco’s modified Eagle medium 

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 

FBS fetal bovine serum 

HCC hepatocellular carcinoma 

HNF4α hepatocyte nuclear factor 4α 

JCRB Japanese Collection of Research Bioresources 

LNA locked nucleic acid 

miRNA microRNA 

OD optical density 

PBS phosphate buffered saline 

RISC RNA-induced silencing complex 

RT-PCR reverse transcriptase-polymerase chain reaction 

SSC standard saline citrate 

VEGF vascular endothelial growth factor 

ZBTB20 zinc finger and BTB domain- containing protein 20 

 

表 2．略語集 
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