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研究成果の概要（和文）：細胞の不死化・癌化に関与するテロメラーゼ発現の決定因子である逆

転写酵素 hTERT の発現がマイクロ RNA miR299-3p によって制御されており，それが hTERT 
mRNA の特異的な分解促進によるものであることが明らかになった。子宮頚癌では正常子宮頸

部と比較して miR299-3p の発現が減少しており，これがテロメラーゼ活性化を誘導し癌化と

関与している可能性が示された。 
 
研究成果の概要（英文）：miRNA miR299-3p is involved in the regulation of telomerase. The 
degradation of hTERT, the catalytic component of telomerase, mRNA was accelerated by 
miR299-3p. The decrease of miR299-3p in cervical cancer tissue may be involved in 
activation of telomerase. 
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１．研究開始当初の背景 
染色体末端構造テロメアは細胞分裂の度に
短縮しある程度のレベルに達すると細胞は
それ以上分裂することができなくなる。テロ
メラーゼはテロメアを延長することで細胞
の分裂回数の制限をなくすことが可能であ
る。テロメラーゼは癌の 80～90％で活性化
されており発癌の重要なステップと考えら
れるが、同時に多くの幹細胞においてもテロ
メラーゼは活性化されている。テロメアの延
長は細胞増殖能の維持に必要であると同時
にテロメアの長さがある種の遺伝子の発現
を調節するという報告もあり、そのテロメラ

ーゼの発現調節は発癌のみならず老化とも
深く関与している可能性がある。 
我々は 1996 年より産婦人科領域における

テロメラーゼの研究を行ってきた。産婦臨床
人科検体を用いてテロメラーゼ酵素活性の
測定し子宮内膜において強いテロメラーゼ
活性を認められることを示し、さらにこの活
性が細胞の増殖活性と相関していることを
示した（Cancer Res. 57: 610-4, 1997）。さら
に、テロメラーゼ酵素活性蛋白である
hTERT （ human telomerase reverse 
transcriptase）の mRNA レベルでの発現の
有無がテロメラーゼ活性の有無の決定因子
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となっていることを世界で初めて臨床検体
で示した（Cancer Res. 58: 1558-61, 1998）。 
さらにテロメラーゼ活性の発現調節を研究
するために不可欠な hTERT の遺伝子プロモ
ーターを 1999 年にクローニングし、その転
写調節機構に Myc と Sp1 が関与しているこ
とを解明し報告した（Cancer Res. 59: 551-7, 
1999）（Nucleic Acids Res. 28: 669-77, 2000）。
さらにエストロゲンが直接 hTERT プロモー
ターに結合しその転写を活性化することを
発見し（Cancer Res. 59: 5917-21, 1999）、子
宮内膜癌におけるプロゲステロンやタモキ
シフェンによるテロメラーゼ制御について
も詳細な検討を行った（ Oncogene 21: 
3517-24, 2002）。また正常細胞におけるテロ
メラーゼ発現抑制メカニズムを世界で初め
てエピジェネティカルな側面から検討した
（Nucleic Acids Res. 29: 3006-11, 2001）。ま
た AP-1 family に対する反応性の違いが動物
種による正常細胞でのテロメラーゼ活性の
有無（ヒトではほとんどの正常細胞でテロメ
ラーゼ活性は認められないが、マウスでは多
くの組織で活性が認められる）を左右してい
る可能性を指摘した（Mol Cell Biol. 25: 
8037-43, 2005）。 
一方で miRNA は生体内に存在する 20～

25 塩基ほどの短い 1 本鎖 RNA で遺伝情報は
コードせず、多くの場合、他の遺伝子の 3’-
非翻訳領域に結合し遺伝子発現を負に調節
すると考えられている。最近になって癌化過
程である種の miRNA の発現が変化している
ことが報告されるようになってきたが、その
メカニズムを明らかにしたものは極めて少
ない。一般的に miRNA は対象遺伝子の蛋白
翻訳を抑制すると考えられているが（図 2A）、
一部の miRNA は RNAi のように mRNA の
分解を促進することで遺伝子制御に働いて
いる可能性も示唆されている（図 2B）。哺乳
類には数千におよぶ miRNA 遺伝子が存在し
ていると予測されているが、ヒトで現在報告
されているのは 500 あまりであり、そのうち
機能が一部でも解析されているものはごく
少数である。一般に一つの miRNA は複数（数
十～数百）の遺伝子を制御するとされており、
miRNA による遺伝子制御は複雑なカスケー
ドを形成していると推測される。miRNA に
よるテロメラーゼ制御に関してもこれまで
報告はなく、今回研究の対象とした。 
 
２．研究の目的 
本研究に先立って我々は hTERT mRNA の
3’ -非翻訳領域に相補性のある複数の
miRNA をピックアップし、それらを子宮頚
癌細胞株で強制発現し hTERT 発現とテロメ
ラーゼ活性を制御する miRNA の候補を得て
いる。またこの hTERT 発現抑制が mRNA
レベルでの抑制であることも判明した。今後

はhTERT mRNAに対するmiRNAの作用機
序を分子レベルで明らかにすることを第一
の目的とする。第二に診断的意義としての
miRNA の有用性を明らかにするために正常
組織と癌組織において hTERT 制御 miRNA
の発現を比較する。第三に癌遺伝子治療の応
用の足がかりとして miRNA に対するアンチ
センスオリゴヌクレオチドを投与して癌細
胞に対する影響を検討することとした。 
 
３．研究の方法 
予備実験において hTERT mRNA の 3’-

非翻訳領域に相補性のある複数の miRNA を
Sanger institute miRBase Sequence 
database を用いてピックアップし、これら
precursor を子宮頚癌細胞に導入する予備実
験でmiR299-3pというmiRNAがhTERT発
現を mRNA レベルで抑制し、テロメラーゼ
活性も抑制することが明らかになっていた。 
 これをうけて、以下のとおりの方法で研究
を進めた。 
(1) miR299-3p による hTERT mRNA 発現抑
制機構の解明 
miRNA による mRNA 発現抑制は転写活性
の抑制ではなく mRNA の分解の促進による
ものとされている。hTRET mRNA の分解が
miR299-3p で促進されるか否かを mRNA 合
成阻害剤の存在下で経時的にhTERT mRNA
を定量することで明らかにした。コントロー
ル遺伝子(GAPDH やβ-actin 等)と比べて
miR299-3p 存在下に hTERT mRNA が速く
減少すれば、その分解が促進されているとい
える。 
さらに hTERT mRNA の 3’-非翻訳領域を
様々な長さでルシフェラーゼレポーターの
luciferase 遺伝子の 3’-非翻訳領域に組み込
んで、miR299-3p により mRNA 分解促進が
再現されるか検討した。この実験により site 
specific な遺伝子制御が行われていることを
確認すると同時に miR299-3p の作用をルシ
フェラーゼアッセイで簡便に測定する実験
系を樹立した。 
 
(2) miRNA の子宮頚癌における診断的意義
の検討 
子宮頚癌と正常子宮頚部における

miR299-3p の発現を臨床手術検体を用いて
real-time RT-PCR 法で定量した。 
 
(3) 子宮頚癌遺伝子治療に向けた基礎的研究 
miR299-3p による hTERT mRNA 分解促進
機構の解明のために Dicer1 の遺伝子ノック
ダウンを行い、miR299-3p の発現ならびにテ
ロメラーゼ活性への影響を調べた。また
miR299-3p のアンチセンスオリゴヌクレオ
チドをトランスフェクションして子宮頚癌
細胞株への影響を調べた。 



 

 

 
４．研究成果 
(1) miRNA miR-299-3p を子宮頚癌細胞株にて
強制発現することでテロメラーゼ活性と
hTERT mRNA 発現が抑制された。 

 
hTERT プロモーターのレポータプラスミドを
用いたレポーターアッセイでは hTERTの転写
活性に対する miR299-3pの影響は認められず、
転写活性に影響をおよぼすものではないと
考えられた。 
一方、mRNA 合成阻害剤の存在下で hTERT mRNA
はコントロール遺伝子に比べて早く分解さ
れ、miR299-3p 強制発現によってこの作用は
増強された。このことから miR299-3p のテロ
メラーゼ抑制作用は hTERT mRNA の分解促進
によるものであることが明らかになった。 
 

 さらに hTERT mRNA の 3’-非翻訳領域を様々
な長さでルシフェラーゼレポーターの
luciferase 遺伝子の 3’-非翻訳領域に組み
込むと miR299-3p結合領域を含む場合にはル
シフェラーゼ活性の減弱が認められた。また
同様の作用が miR299-3p結合領域の塩基配列
に変異を入れたものでも認められた。以上よ
りこの作用は miR299-3p結合領域を介した特
異的反応であることが明らかになった。 

 
(2) インフォームドコンセントにもとづい
て採取された臨床検体を用いた実験におい
て子宮頚癌組織では miR299-3pの発現が正常
子宮頸部組織に比べて有意に減少していた。
これは hTERT mRNA の発現と逆の相関を示し
ていた。 
 
(3) Dicer1のノックダウンにより子宮頚癌細
胞株では miR299-3p の発現減少と hTERT の発



 

 

現増加ならびにテロメラーゼ活性の増強が
認められた。このことから miRNA miR-299-3p
は Dicer1 依存的に hTERT 発現を抑制しテロ
メラーゼ活性を制御していることが明らか
になった。またアンチセンスオリゴヌクレオ
チドによる miR299-3p の抑制でも同様の
hTERT とテロメラーゼ活性の変化が認められ
た。 
 
以上より、特定のマイクロ RNA（miR299-3p）
の発現減少が癌化過程において認められ、
これがテロメラーゼ活性化に関与している
ことが明らかになった。このことは発がん
におけるマイクロ RNA の関与を示唆する重
要な所見と考えられる。 
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