
東海大学・医学部・講師

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６４４

基盤研究(C)（一般）

2018～2016

高悪性度膵管癌におけるNectin3関連miRNAの同定と新規診断・治療への応用

Identification of Nectin-3-related miRNAs in high-grade pancreatic ductal 
carcinoma and their novel application to diagnosis and treatment

６０５１４３８８研究者番号：

平林　健一（HIRABAYSHI, Kenichi）

研究期間：

１６Ｋ０８６５９

年 月 日現在  元   ５ １７

円     3,700,000

研究成果の概要（和文）：Nectin-3の発現を制御するmiRNAの発現とその意義を膵管癌を対象として検討した。
マイクロアレイによる網羅的解析により、2個のmiRNAがNectin-3-knockdown細胞で有意に発現亢進していること
が明らかになった。そのうち1個のmiRNAがNectin-3の発現を抑制することを確認した。更に切除された膵管癌お
よびpancreatic intraepithelial neoplasiaを対象としたin situ hybridizationでは、Nectin-3関連miRNAが膵
管癌の全生存期間の短縮や発癌に関連することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the expression of a miRNA controlling Nectin-3 
expression, and its significance in pancreatic ductal carcinoma. Comprehensive analysis by 
microarray revealed that two miRNAs were significantly upregulated in Nectin-3-knockdown cells. We 
confirmed that one of these miRNAs suppressed expression of Nectin-3. Furthermore, in situ 
hybridization in tissues resected from pancreatic cancer and pancreatic intraepithelial neoplasia 
suggested that the Nectin-3-related miRNA is associated with shorter overall survival and 
carcinogenesis of pancreatic ductal carcinoma.

研究分野：人体病理学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、細胞間接着分子の一つであるNectin-3の発現と制御に関わるmiRNAを膵管癌細胞で同定した。更に
in situ hybridizationを用いた検討では、Nectin-3関連miRNAが膵管癌の発癌や全生存期間の短縮に関わること
が示唆された。本研究の成果は、Nectin-3関連miRNAを対象とした膵管癌の新規バイオマーカーや治療法の開発
への発展が期待され、学術的・社会的に意義あるものと考えられる。
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１．研究開始当初の背景 
膵管癌は膵管上皮から発生する極めて予後不良の腫瘍で 5年生存率は僅か 10％弱である。既
存の治療法では十分な予後の改善は困難で、新規バイオマーカーや治療法の開発が求められて
いる。Nectin は Ca2+非依存性の細胞間接着分子で、E-cadherin と相互に作用し接着結合を形成
している。Nectin には Nectin-1, -2, -3, -4 の 4 つの subtype があり、様々な腫瘍で浸潤転
移や予後に関連することが報告されている 1。我々はこれまで Nectin-3 発現消失膵管癌は予後
不良であることを報告している 2。 
miRNA は 18-25 塩基程の non-cording RNA で、mRNA に結合することにより細胞周期, 代謝、
老化などに関連する多くの遺伝子やタンパク質の発現を制御している。miRNA は正常組織と腫
瘍組織では発現量や種類が異なり、血液や尿などに分泌される miRNA は新たな疾患バイオマー
カーとして期待されている。また、細胞機能を抑制するという miRNA の働きを活かした、miRNA
創薬の研究も行われている 3。しかしながら、Nectin-3 の発現や機能を制御する miRNA は不明
な点が多く十分な検討は行われていない。 
我々のこれまでの研究結果からは、Nectin-3 発現消失膵管癌は特に高悪性度で、既存の治療
に抵抗性があることが示唆される 2。Nectin-3 は膵管癌の高悪性化に関与する重要な分子と考
えられるが、Nectin-3 を制御する miRNA は報告されていない。そこで本研究では、miRNA の網
羅的解析により、Nectin-3 の発現や機能を制御する miRNA を明らかにすることを着想した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、高悪性度膵管癌における Nectin-3 関連 miRNA の発現と機能を解明すること
である。Nectin-3 関連 miRNA の発現と機能を明らかにすることにより、Nectin-3 関連 miRNA
を対象とした新規バイオマーカーと治療法の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) miRNA マイクロアレイによる網羅的解析 
siRNA 法を用い膵癌細胞株(MiaPaCa2, BxPC3, Panc1)の Nectin-3 発現を knockdown(KD)させ
た。Nectin-3-KD細胞およびnegative control(NC)細胞よりmiRNAを含む全RNAを抽出し、miRNA
マイクロアレイにより網羅的解析した。Nectin-3-KD 細胞と NC細胞での miRNA の発現を比較す
ることで、Nectin-3 関連 miRNA を絞り込んだ。 
次に、網羅的解析で同定した miRNA に模した miRNA mimic を膵癌細胞に導入し miRNA を過剰
発現させた。miRNA 過剰発現細胞と NC 細胞間での Nectin-3 の発現を RT-PCR、western blotting
で比較することで、網羅的解析で同定した miRNA が実際に Nectin-3 の発現に影響するか検証し
た。 
 
(2) 切除検体を用いた Nectin-3 関連 miRNA に対する in situ hybridization (ISH) 
91 例の浸潤性膵管癌および前癌病変と考えられる pancreatic intraepithelial neoplasia 
(PanIN. low-grade: 29 例、high-grade: 32 例)の切除検体を対象として、(1)で同定した
Nectin-3 関連 miRNA の発現を ISH により解析した。また、ISH の結果と臨床病理学的因子との
関連を統計学的に解析した。 
 
(3) Nectin-3 関連 miRNA の化学療法薬に及ぼす影響の検討 
Nectin-3 関連 miRNA 過剰発現細胞、NC 細胞に対し Gemcitabine を添加し細胞障害能の違いを
検討した。 
 
４．研究成果 
(1) miRNA マイクロアレイによる網羅的解析 
  マイクロアレイによる網羅的解析の結果、NC細胞と比べ Nectin3-KD 細胞では 30 個の miRNA
が 2 倍以上発現亢進していた。統計学的解析の結果、その内 2 個の miRNA が NC 細胞よりも
Nectin-3-KD 細胞で有意に発現亢進していることを同定した。さらに、マイクロアレイで同定
した 2個の miRNA うち 1個の miRNA が Nectin-3 の発現を抑制することを確認した。 
 
 (2) 切除検体を用いた Nectin-3 関連 miRNA に対する ISH 
正常膵管に Nectin-3 関連 miRNA の発現は認められなかった。Nectin-3 関連 miRNA は、
low-grade PanIN では 34%(10 例)に陽性、high-grade PanIN では 63%(20 例）に陽性、浸潤性膵
管癌では 73%(66 例)に陽性であった。 
統計学的解析では、浸潤性膵管癌と high grade PanIN は low-grade PanIN と比較し有意に
Nectin-3 関連 miRNA が高発現していた。一方、high-grade PanIN と浸潤性膵管癌では Nectin-3
関連 miRNA の発現に有意差はみられなかった。  
臨床病理学的因子との関連では、Nectin-3関連miRNA陽性症例は、UICC第8版のpT3因子, pN2
因子, Stage IIA-IV、全生存期間の短縮に有意に関連していた。 
以上の結果からは、Nectin-3 関連 miRNA の発現は浸潤性膵管癌の局所浸潤やリンパ節転移、
生存期間の短縮に関連することが示唆された。また、Nectin-3 関連 miRNA の発現は、low-grade 
PanIN、high-grade PanIN、浸潤性膵管癌となるにつれ陽性率が高くなった。この結果からは膵



管癌の発癌や悪性化に Nectin-3 関連 miRNA が関与することが示唆された。以上の結果からは、
Nectin-3 関連 miRNA が膵管癌の発癌や悪性化に関与することが示唆された。 
 
(3) Nectin-3 関連 miRNA の化学療法薬に及ぼす影響の検討 
Gemcitabine を添加した Nectin-3 関連 miRNA 過剰発現膵癌細胞と NC 細胞では細胞生存率に
有意差はみられなかった。 
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