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研究成果の概要（和文）：テロメア伸長酵素として知られるテロメレースの触媒サブユニットで

あるhTERTは、悪性腫瘍に特異的に高発現する蛋白である。近年、TERTがテロメア伸長以外の機

能を有することが示唆されている。我々は、hTERTがRNA分子であるRMRPと結合して、RNA依存性

RNAポリメレース(RdRP)活性を示すことを見出した。RMRPは正常細胞株から癌細胞株まで幅広く

発現している。hTERTとRMRPとを共に発現している子宮癌・乳癌細胞株を用いた検討では、

hTERT-RMRP複合体のRdRP活性により、細胞内でRMRPを鋳型にした長い２本鎖RNAの合成、さらに

は２本鎖RNAの切断によってRMRPに由来するsmall RNAが生成されることがわかった。このRMRP

由来small RNAは塩基配列特異的に遺伝子発現を抑制すること示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：hTERT elongates telomere through its telomere-specific RNA 

dependent DNA polymerase activity. Accumulating evidence indicates hTERT has other 

function(s) beyond telomere maintenance. We identified RMRP as a novel binding partner 

of hTERT. hTERT-RMRP complex exhibited RNA dependent RNA polymerase (RdRP) 

activity and synthesized complementary strand of RMRP in vivo. The short RNA derived 

from the product of the RdRP activity was supposed to be involved in RNA silencing.  
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１．研究開始当初の背景 
 
  テロメレースは染色体末端のテロメアを

伸長する酵素であり、RNA を鋳型にテロメア
DNA を合成する RNA 依存性 DNA ポリメレース
として知られている。テロメレースの構成分

機関番号：１３３０１ 

研究種目：若手研究（Ｂ） 

研究期間：2009～2010 

課題番号：21791579 

研究課題名（和文）テロメレースの新機能を標的とした婦人科癌治療に向けての基礎的研究 

                     

研究課題名（英文）Novel function of hTERT and its application to cancer therapy 

 

研究代表者 

 毎田 佳子（MAIDA YOSHIKO） 

金沢大学・医学系・助教 

 研究者番号：20397219 



 

 

子には、触媒サブユニットである hTERT 
(human telomerase reverse transcriptase)、
テロメア伸長の鋳型 RNA である hTR (human 
telomerase RNA)、その他複数のタンパク質
があるが、テロメレース活性に必要な最小単
位は hTERT と hTR である。テロメレースによ
るテロメア長の維持は細胞の不死化・がん化
に必須の要素と考えられている。特に hTERT
は、その発現が悪性腫瘍に高度に限定してお
り、がんの診断や治療の標的分子として注目
されてきた。このようにがん特異的なテロメ
ア伸長酵素として認識されている hTERTに関
して、近年、テロメア伸長を介さない新たな
機能の存在が推定されており、TERT がテロメ
ア伸長以外にも細胞内で重要な機能を担っ
ていることが示唆されてきた。特に、この
TERT の新たな機能発現にはテロメレースに
必須の hTR が必要ないことが示されている。 
 今回我々は、hTERT の新たな機能を担う
RNA-タンパク質複合体の同定を試み、hTERT
に結合する第二の RNA として RMRP (RNA 
component of mitochondrial RNA processing 
endoribonuclease) を見い出した。RMRP は
267 塩基の機能性 non-coding RNA であり、
RMRP の異常は低身長や毛髪の異常、リンパ腫、
易発癌性を示す遺伝性疾患 cartilage-hair 
hypoplasia (CHH) を引き起こす。興味深い
ことに、hTERT-RMRP 複合体はテロメレースと
は異なるポリメレース活性を有しており、
hTERT の未知の機能に関与していることが示
唆された。 
 乳癌は現在、日本女性の部位別罹患率にお
いて最も罹患率の高い癌である。抗癌剤や分
子標的治療薬を組み合わせた有効な治療法
の検討が進められる一方、新薬の開発にも世
界中がしのぎを削っている。また、女性特有
の癌である子宮癌の予後は Chemoradiation
や Taxane 製剤の使用により近年改善傾向に
あるが、子宮頚部腺癌や子宮体部癌肉腫など
従来難治性とされた症例は現存の抗癌剤で
は予後改善が得られず問題となっている。乳
癌や子宮癌を含む婦人科癌における hTERTの
発現率は 90％と高率であり、hTERT やその機
能を利用した婦人科癌の治療は現在有効な
治療法のない症例にも光明をもたらす可能
性がある。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、hTERT の新機能と婦人科癌と
の関連に注目し、hTERT の新規結合 RNA であ
る RMRP および hTERT-RMRP 複合体の癌細胞に
おける機能を明らかにするとともに、将来的
な癌治療への応用の可能性について検討す
ることを目的とした。 
 具体的に、以下の点について明らかにする

ことを目標とした。 
 
(1) 正常細胞および癌細胞における RMRP の
発現について 
種々の正常細胞株、ならびに乳癌細胞株、子
宮癌細胞株を用いて、RMRP の発現量を比較す
る。 
 
(2) hTERT-RMRP複合体と癌との関わりについ
て 
乳癌ならびに子宮癌をモデルに hTERT-RMRP
複合体により合成される生成物について検
討し、生成物を活性の指標として hTERT-RMRP
複合体の機能発現部位を組織レベルおよび
細胞レベルで特定し、発癌や癌の進展との関
連について検討する。 
 
(3) hTERT-RMRP複合体の癌治療への応用につ
いて 
hTERT-RMRP 複合体の細胞内での生物学的機
能を明らかにし、hTERT-RMRP 複合体の活性抑
制が正常細胞および癌細胞に及ぼす影響、な
らびに癌治療への応用の可能性について検
討する。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) RMRP の発現に関する検討 
正常細胞株、乳癌細胞株、子宮癌細胞株から
抽出した RNA を用いて、RT-PCR により検討し
た。 
 
(2) hTERT-RMRP複合体による細胞内生成物の
検討 
in vitro での詳細な検討により、hTERT-RMRP
複合体は RMRP 3’端の折り返し構造を分子内
プライマーとして利用し、RNA 依存性 RNA ポ
リメレース（RdRP）活性により RMRP の相補
鎖を合成することがわかった。そこで、細胞
内にも同様な hTERT-RMRP 複合体の生成物が
存在するか否かを Northern blotting および
RNase protection assay により検討した。 
 
(3) hTERT-RMRP複合体の生物学的機能に関す
る検討 
in vitro での検討から、hTERT-RMRP 複合体
により合成される RNAは長いヘアピン型の２
本鎖 RNA であることが示唆された。モデル生
物における RNA サイレンシングでは、長い２
本鎖RNAから２本鎖RNA切断酵素(RNase III)
により切断を受けた 20から 30塩基長の小さ
な RNA(small RNA)が、塩基配列特異的に遺伝
子の転写や翻訳を抑制することが知られて
いる。そこで我々は「hTERT-RMRP 複合体はヒ
ト細胞内における RNAサイレンシングに関与
する」との仮説を立て、以下の点について検



 

 

討を行った。 
① hTERT-RMRP 複合体の生成物に由来する
small RNA の検出 
乳癌細胞株ならびに子宮癌細胞株から抽出
した RNA を用いて、Northern blotting によ
り hTERT-RMRP 複合体の生成物由来と考えら
れる small RNA の有無を検討した。また、検
出された small RNA が DICER (RNase III) の
切断によって生成されたものであるか否か
を、DICER 依存性および化学的特性により検
討した。 
② hTERT-RMRP 複合体による RNA サイレンシ
ングに関する検討 
hTERT-RMRP 複合体を経て合成される small 
RNA と RNA サイレンシングに関与する他の分
子との関連の有無、small RNA により発現調
節される遺伝子の有無について、免疫沈降法
や RT-PCR 等により検討した。 
 
 
４．研究成果 
 
 正常線維芽細胞株（３種）、乳癌細胞株（２
種）、子宮癌細胞株（４種）を用いた検討に
より、RMRP は正常細胞・癌細胞を問わず種々
の細胞に発現していることがわかった。 
 in vitro での検討により、hTERT-RMRP 複
合体の RdRP 活性により合成される RNA は、
RMRP のセンス鎖とアンチセンス鎖とが繋が
った約 530 塩基の長いヘアピン型２本鎖 RNA
であることが推定されていた。そこで、細胞
内における hTERT-RMRP 複合体による RdRP 生
成物の有無を Northern blotting により検討
した。その結果、hTERT と RMRP をともに発現
する乳癌細胞株・子宮癌細胞株において、in 
vitroにおける検討と同様にRMRPのセンス配
列とアンチセンス配列とをともに含む約 530
塩基の RNAの存在が確認された。さらに、RMRP
のアンチセンス配列を標的とした Northern 
blotting および RNase protection assay に
より、細胞内に認められる RMRP のアンチセ
ンス鎖は、hTERT 依存性に発現していること
がわかった。 
 hTERT-RMRP 複合体の細胞内での機能を明
らかにするため RMRP の過剰発現を試みたと
ころ、hTERT を発現している細胞株では、導
入したウイルス由来の RMRP の細胞内過剰発
現が確認されるにも関わらず RMRP の総量が
減少することがわかった。一方で、hTERT を
過剰発現させると内在性の RMRP 発現量は減
少し、逆に hTERT の発現を抑制すると RMRP
発現量は増加した。これらの現象は、hTERT
依存性に RMRP の発現量を転写後に抑制する
機構が細胞内に存在することを示唆するも
のと考えられた。 
 モデル生物では RdRP は内在性 small 
interfering RNA (siRNA)の合成に重要な役

割を担うことが知られていたことより、我々
は hTERTにより合成されたセンス＋アンチセ
ンス型RMRPは DICERによる切断を受けてRNA
サイレンシングに関与している可能性があ
ると考え、RMRP に特異的な small RNA の有無
を Northern blotting により検討した。種々
のプローブを用いた検討の結果、hTERT を発
現する子宮癌・乳癌細胞株において、RMRP の
21 塩基から 40 塩基の部位に設定したプロー
ブによりセンス鎖・アンチセンス鎖がともに
検出される 22 塩基の RNA の存在が確認され
た。これらの RMRP 由来 small RNA は 5’
-monophosphate および 2’,3’-hydroxyl 
group の構造を有し、DICER 依存性に合成さ
れることから、DICER による能動的切断産物
であると考えられた。 
RNA サイレンシングにおいて siRNA などの

small RNA は AGO 蛋白に結合して機能を発現
する。そこで RMRP 由来 small RNA と AGO 蛋
白との関連について免疫沈降により検討し
たところ、RMRP 由来 small RNA は hAGO2 に取
り込まれていることが示唆された。また、
Luciferase assay を用いた検討により、RMRP
由来 small RNA は相補的塩基配列を標的とし、
配列特異的に遺伝子発現を抑制することが
示唆された。siRNA 同様に RNA サイレンシン
グに関与する small RNA である microRNA で
は、5’側 2-8 塩基目の“seed 配列”の相補
性が標的遺伝子の認識に重要であることが
知られて
いる。そ
こでRMRP
由 来
small 
RNA の標
的配列の
認識につ
いて検討
したとこ
ろ、RMRP
由 来
small 
RNA の標
的認識に
は、所謂
“seed配
列”に加
え、他の
部位も重
要である
ことが示
唆された。 
 以上の結果より、hTERT が RdRP 活性によ
ってヘアピン型の長い２本鎖 RNA を合成し、
長い２本鎖 RNA から DICER による切断を受け
て形成された RMRP 由来 small RNA を介して
塩基配列相補的に遺伝子の転写後抑制に関



 

 

与する、という新しいモデルを立証した（図
１）。 
 テロメレースとしての hTERTはこれまでに
もがんを中心とした分子標的医療や再生医
療分野などで臨床応用に向けた様々な研究
がなされてきた。今回、hTERT の新規機能と
して RdRP 活性と RNA サイレンシングへの関
与を明らかにしたことにより、がん細胞内で
の選択的な siRNA 合成技術や RNA の増幅技術
などがん治療に向けた新たなアイデアが創
出される可能性がある。 
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