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研究成果の概要（和文）：正常マウスの膵組織と、膵特異的K-ras変異マウス内で誘導されるPanIN組織と、通常
型浸潤性膵癌組織との三者でのmiRNA発現状況を比較した。その結果、miR-125b が正常膵組織から段階的に発現
量が増えるmicroRNAとして同定できた。さらに、3次元培養では microRNA125bが核内に移行することを見いだし
た。microRNA125bと結合する蛋白を質量分析にて同定したところ、Galectin 3 というシャトリング蛋白が同定
され、miR-125bの核移行への関与が示唆された。さらに、核内のmiR-125bは配列特異的にmRNAのスプライシング
に関与していた。

研究成果の概要（英文）：We determined the microRNA expresssion profiles in normal pnacreas tissues, 
PanIN tissues, and pancreatic carcinoma tissues. We found taht miR125b is increasing proportionally 
to the pancreatic carcinogenetic steps. In addition, miR125b trasnlocated into the nucleus when 
culturing the cells in three dimension and we found Galectin 3 binds to the miR125b, which may be 
involved in the translocation of this microRNA.Furthermore, miR125b in thenucleus was involved in 
the splicing of mRNAs dependeing on the sequences. These findings may be related with the pancreatic
 carcinogenesis by a novel pathway.

研究分野： 膵がんの病態生理と発癌機構の解明

キーワード： 膵発癌　microRNA　スプライシング
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
本研究代表者はこれまで長年にわたり、膵癌
患者に対する抗癌剤治療の最適化や内視鏡
的な減黄術について臨床的検討を続けてき
た。しかしながら、Gemcitabine や TS-1・
FOLFILINOX といった抗癌剤の進歩と 
metallic stent をはじめとする内視鏡的な減
黄術の改善によって膵癌患者の予後は以前
に比べて確実に伸びてはいるものの、まだそ
の成績は満足のいくものとは言い難い。この
ような現状の膵癌患者の臨床を鑑みると、既
存の方法を最適化することによる患者の予
後延長には限界があると日々感じるように
なり、既存の方法の改変ではなく、より本質
的に、膵癌の発癌過程を明らかにすることに
よって、従来にない予防法・治療法を確立し
たいと考えるに至った。 
 いっぽう、本研究の研究分担者（伊地知）
は、遺伝子改変マウスを用いて ヒト膵癌に
類似する組織像を呈するマウス膵癌モデル
の作製に成功した。すなわち 膵組織特異的
に  constitutively active Ras の 発 現 と 
TGF-beta receptor typeII のノックアウトの
遺伝子改変を施すことにより、生後 3 カ月ほ
どで ヒト膵癌と同様の形態を示す膵癌自然
発生モデルが樹立できた（Ijichi et al. Genes 
Dev. 2006:20:3147）。このマウスで大切な点
は、TGF-beta receptor の knockout を除い
て constitutively active Ras だけを膵組織で
発現すると、膵癌の前癌病変である PanIN 
（ Pancreatic intraepithelial neoplasia ）  
を呈することである。このマウスは一年以上
の経過で PanIN から通常型膵癌を発生する
ため、前癌組織 PanIN から進行膵癌
PDAC(Pancreatic duct adenocarcinoma)に
convert していく過程を観察できるメリット
がある。 
 もう一人の研究分担者（大塚）は、
microRNA をはじめとする non-coding RNA
の研究に以前から従事しており、特に最近で
は 肝における microRNA122 の発現低下と
肝癌悪性度との関連について in vivo, in 
vitro で解析し報告した （Kojima, Otsuka 
et al. Nat Commun. 2011）。その他にも多数
の non-coding RNA について研究報告を行な
っており、今回の申請研究を遂行するために
必要な RNA 研究の手法に精通しているため
分担を依頼した。 
 本研究では、研究代表者の臨床的背景を踏
まえた視点と これらの研究分担者の得意分
野を融合させることによって、治療や予防に
つながる膵発癌の病態解明を強力に推進す
ることを目標にする。そのためには、膵の発
癌過程における分子生物学的変化をさらに
詳細に明らかにして、発癌過程における癌の
ドライバー変化を見出すことが必要と考え
る。 
 その一助として、本申請者らは上述の膵癌
マウスモデルの発癌過程における組織を用
いて microRNA 量の段階的な変化を検討し

た。すなわち 正常膵コントロール、PanIN
組織、膵癌組織の三者での microRNA 発現量
を比較したところ、例えば 膵癌組織では正
常膵に比較して microRNA-192 が 70 倍、
microRNA -21 が 47 倍、microRNA-150 が
42 倍 、 microRNA-214 が 40 倍 、
microRNA-335 が 39 倍、もの発現量の増加
を認めた。一方で、microRNA-216 は 0.01
倍 、 microRNA-217 は 0.02 倍 、
microRNA-802 は 0.2 倍、と強い発現量の抑
制も認めた。さらに特筆すべきはこれらの
microRNA は癌組織もしくは正常膵組織で
の発現絶対量が多いものであり、“発現量の
少ないレベルでの測定値のブレ”ではない有
意な発現量変化であることを確認している。
さらに興味深いことに、これらの microRNA
のほとんどは PanIN の段階から発現量変化
があるものが多く、PanIN から通常型膵癌へ
の癌化過程において段階的に変動している
ものが多い点である。これらは前癌病変から
通常癌への癌化過程において何らかの生物
学的意義を持っている可能性が強く示唆さ
れる。いっぽう、段階的に変動している
microRNA は全てではなく、逆に言えば
PanIN では変化なく膵癌組織でのみ発現量
変化があるもの、あるいは PanIN だけで発
現量変化があり膵癌組織では変化が乏しい
ものもある。それらは、表現型の原因となっ
ているのか表現型の結果なのかは不明では
あるものの、少なくともそれぞれの表現型に
特異な microRNA とも考えられる。 
そこで本研究では、microRNA 発現量変化の
膵癌発生過程での生物学的意義を解明する
ことを背景とした。 
 
２．研究の目的 
上記の背景に基づいて、 
１ ） 膵 癌 発 癌 過 程に お け る 段 階 的 な 
microRNA の発現量変化の検定。 
２）膵発癌過程で発現量に変化のある
microRNA の強制発現・ノックアウト系によ
る表現型の解析（in vitro）。 
３）発現量変動のある microRNA への介入に
よる発癌抑止あるいは治療効果の検証 
を本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 膵多段階発癌の過程における microRNA
発現量変化 
マウス膵がんモデル由来組織の経時的な変
化として、特に PanIN と通常型進行膵癌の組
織内での microRNA の発現量変化を miRNA 
microarray を用いて網羅的に検定する。正常
コントロールマウスの膵組織と、膵特異的
constitutively active K-ras 変異マウス内
で誘導される PanIN 組織と、膵特異的な
constitutively active K-ras と TGF-b 
Receptor Type-II のノックアウトマウスに
よって誘導される通常型浸潤性膵癌組織と
の三者での miRNA 発現状況を比較し、継時的



な発癌過程の変化とした。 
(2) 膵発癌過程で発現量に変化のある
microRNA の強制発現・ノックダウン細胞 
１）で抽出された、「PanIN の段階から発現量
が変化している miRNA」は腫瘍発生に前癌病
態の形成から継続的に関与する microRNA の
可能性があり、その生物学的機能を in vitro
で検討する。特に「発現量変化」はあくまで
も表現型との相関でのみ見られるものであ
り、その表現型の「原因か結果か」は不明な
ため、その因果関係を明らかにすることを念
頭に置いて解析を進める。そのためにヒト膵
管細胞由来の正常細胞をhTERTによって不死
化した hTERT-HPNE 細胞（ATCC より入手）に、
各miRNAあるいはノックダウン用アンチセン
ス核酸をレンチウイルスにて導入し、その表
現型を“Hall marks of cancer”の各指標（増
殖・細胞死抵抗性・浸潤性・血管新生性）に
基づいて観察する。これらの microRNA ある
いはそのアンチセンス核酸の発現系につい
てはすでに私たちが十分習熟している手法
であり、迅速に進められると考えた。これら
の観察の中から、発癌に寄与しそうな表現型
をもつものについては colony formation 
assay や xenograft model による腫瘍形成
能まで評価する（miR-21 他については すで
に他の研究で oncogenic property を有する
ことが報告されているので、おそらく腫瘍原
生を持つものと想定している）。 
 また、PanIN から通常型膵癌のあいだでの
み発現変動のある miRNA については、前癌病
変から通常型癌への進展に関わるか、あるい
は進行癌になった結果 発現量が変化する
miRNA とも考えられる。そこで、私たちがマ
ウス PanIN 組織から単離し株化した細胞株
（Ras の恒常的活性体を持つ膵管細胞）にこ
れらのmiRNAもしくはアンチセンスの発現に
よって、その生物学的表現型が変化するかを
観察する。 
 これらの検討で表現型が明らかなものに
ついて、さらにその分子機構を解析する。そ
のためには、in silico からの miRNA の標的
遺伝子の解明・cDNA array を用いた遺伝子
発現解析・候補下流経路への介入によるリバ
ース実験をとおして、生物学的機能変化を惹
起しうるmiRNA異常発現から下流の分子経路
について、解明・同定する。 
 
４．研究成果 
(1) 膵多段階発癌の過程における microRNA
発現量変化 
正常コントロールマウスの膵組織と、膵特異
的 constitutively active K-ras 変異マウス
内で誘導される PanIN 組織と、膵特異的な
constitutively active K-ras と TGF-b 
Receptor Type-II のノックアウトマウスに
よって誘導される通常型浸潤性膵癌組織と
の三者での miRNA 発現状況を比較し、継時的
な発癌過程の変化とした。その結果検討した
2000種以上の miRNAの中で、miR-21, miR-192, 

miR-194, miR-31, miR-142-5p, miR-125b な
どが正常膵組織と比較して通常型膵癌で強
度に発現が増えていた。いっぽう、miR-802, 
miR-675, miR-187 などで強く発現が減少し
ていた。それらのうち、miR-21, miR-192, 
miR-194, miR-31, miR-125b は、PanIN の段
階でも すでに正常膵組織に比較して発現が
増えていたが、例えば miR142-5p は PanIN の
段階では増加しておらず、PanIN から通常型
膵癌に進展する過程で初めて発現量が変化
する miRNA として抽出された。いっぽう減少
している miRNA のなかでは、miR-802, 
miR-675 は PanINの段階で既に発現が減少し
ていたが、miR-187 は PanIN の段階では変化
が無く、こちらも PanIN から通常型膵癌への
進展に相関してはじめて発現量が減少する
miRNA であることが示唆されている。 
(2) 膵発癌過程で発現量に変化のある
microRNA の強制発現・ノックダウン細胞 
正常膵組織、PanIN 組織、膵癌組織と段階的
に 発 現 量 が 増 え る microRNA と し て 
microRNA125b に着目した。強制発現系を樹立
したところ、3 次元培養で microRNA125b が
核内に移行するという予想外の知見を見い
だした。そこで もともと細胞質での機能が
どのように変化するか、核内に移行すること
によって新たに得られる機能があるのか、を
検討する方針とした。特に不死化したヒト正
常膵管細胞を3次元培養すると核内に移行す
ることから、核内に移行する機序についても
検討を始めた。実際に microRNA125b を bait
と し て 、 細 胞 内 タ ン パ ク を RNA 
immunoprecipitation assay にて沈降し、
そこから得られた検体で microRNA125b と結
合する蛋白を質量分析にて同定したところ、
Galectin 3 と呼ばれるシャトリング蛋白が
同定された。これらの結果は細胞内での
microRNA の細胞質から核への局在変化とい
う発見に伴って、癌化過程における何らかの
新規機能の同定につながる可能性がある。さ
らに、microRNA125b が核内に移行することで、
RNA sequencing と bioinformatics を駆使
することで、それがさらにある遺伝子のスプ
ライシングに関与していることを見いだし
た。核内 microRNA が遺伝子のスプライシン
グに関与している報告は多くないが、これこ
そが膵癌の癌化過程におけるキーとなって
いる可能性が無いか、引き続き検討を続けて
いる。 
 本研究過程で、RNA sequencing から得ら
れる大量のデータから、Exon-intron の 
junction 付近のシークエンスを抽出したう
えで、microRNA125b 配列との類似性で標的と
しうる配列を抽出したところ、ADAMTSL5 とい
うタンパクが同定された。この蛋白は PDL1
の発現・細胞膜表出に関わる因子であり、こ
れのスプライシング変化を microRNA125b の
発現および細胞内局在の変化がもら垂らす
ことによって、膵癌癌化過程における免疫チ
ェックからの逃避機構のひとつになってい



ることが推定された。したがって、この経路
に介入することでこれまでにない新規の発
癌予防方法が開発できることが想定される。 
今後は これらの知見を統合して、膵癌の発
癌機序にせまり、予防法の開発につなげてい
きたいと考えている。 
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