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研究成果の概要（和文）：低濃度の抗癌剤5-FUを徐々に高濃度にして大腸癌培養細胞株DLD-1とSW480の5-FU耐性
株と、DLD-1細胞をヌードマウスに移植してから5-FUを腹腔内投与することで5-FU耐性株を作成した。
microRNA (miRNA)は小さな機能性RNAで発癌と深く関連する。miRNAアレイ解析にて耐性株で過剰発現するmiR-31
を見いだした。5FU耐性株でmiR-31発現を抑制すると5-FU耐性が抑制された。親株にmiR-31を過剰発現させると
5-FU耐性となった。またmiR-31は癌のエネルギー代謝に関与していた。miR-31は腺腫や粘膜癌と比べて粘膜下層
以深の浸潤癌で過剰発現していた。

研究成果の概要（英文）：We established four types of 5-FU resistant colon cancer cell line in vitro 
and in vivo. We then analyzed miRNA expression profile by miRNA array in these 4 cell lines, and 
identified the drug resistance-related miRNAs. We identified possible miRNAs to be involved in 5-FU 
resistance by miRNA arrays. We then examined the relationship between miR-31, which was most 
promising among them, and drug resistance. When we exposed high dose of 5-FU to parent or 5-FU 
resistant cells, the expression levels of miR-31 were raised higher than those of controls. Notably,
 the expression levels of miR-31 were positively correlated with the grade of clinical stages of 
colorectal tumors. The protein expression levels of factor inhibiting hypoxia-inducible factor 1 
(FHI-1) were downregulated by transfection of mimic miR-31 into DLD-1 cells. This study provides 
evidence supporting the association of miR-31 with 5-FU drug resistance and clinical stages of 
colorectal tumors.

研究分野：消化器内科、分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
実臨床では投与開始直後は抗癌剤が良く効いていても耐性が出来て効き目が悪くなり副作用ばかりが目立つこと
はしばしば観察される。
本研究は薬剤耐性にmicroRNAがどのように関与するかを調べた。この研究成果は抗癌剤の効果が期待できるかど
うかの予測や、効きが悪くなったときにもう一度効果が出るようにするための臨床応用が期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

microRNA (miRNA)は 22-25ヌクレオチドの機能性 RNAで、発癌と深く関連する。我々
は大腸腫瘍のmiRNA発現 profileを解析し、大腸腫瘍でmiR-143,-145が発現低下、大腸
癌でmiR-34aが発現低下およびmiR-7が発現増加することを見いだした。 
一方、本邦において罹患者数、死亡者数が増加している大腸癌治療の最大の障害の一つ
は抗癌剤に対する薬剤耐性にある。我々はmicroRNAが薬剤対背にも関与する可能性が高
いと考えた。 

 
２．研究の目的 
今研究では大腸癌培養細胞株を用いて薬剤耐性のメカニズムを miRNA の発現 profile
や細胞導入実験、標的遺伝子の解明等から明らかにし、同定した miRNAを大腸癌症例に
おいて薬剤耐性に対応するための方法確立を目標とする。 

 
３．研究の方法 
 低濃度から徐々に 5-FUに暴露し、大腸癌培養細胞株 DLD-1と SW480の 5-FU耐性株
DLD/F と SW/F を、DLD-1 担癌ヌードマウスに 5-FU を腹腔内投与することで親株の
mDLDc と 5-FU 耐性株 mDLD/F1 と mDLD/F2 を樹立した。これらの細胞株を用いて
miRNAアレイ解析を行い、5-FU耐性に関与するmicroRNAを同定し、miRNA導入実験
により機能解析を行った。また大腸腫瘍症例を用いてmiRNAの発現を検討した。 
 
４．研究成果 
（1）低濃度から徐々に 5-FUに暴露し、大腸癌培養細胞株 DLD-1 と SW480 の 5-FU 耐
性株 DLD/Fと SW/Fを、DLD-1担癌ヌードマウスに 5-FUを腹腔内投与することで親株
のmDLDcと 5-FU耐性株mDLD/F1とmDLD/F2を樹立した。これらの耐性株は親株に
比較して細胞増殖能は劣るものの IC50換算で 6倍程度の耐性を獲得した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（2）これらの耐性株はオキサリプラチンやイリノテカンに対する耐性は有しなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



（3）miRNAアレイ解析により 12種類の 5-FU耐性に関与する miRNAを同定した。そ
の内、最も関与が疑われた、耐性株で過剰発現するmiR-31について検討した。 
 
（4）DLD-1 の 5FU 耐性株に inhibitor-miR-31 を導入すると細胞増殖数は変化しなかっ
たが、5-FU を投与すると細胞増殖能が約 25%抑制された。一方、DLD-1 細胞に mimic 
miR-31を導入すると細胞増殖能は約 10%抑制されたが、5-FU耐性となった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（5）miR-31 の標的遺伝子について検討した。データベース解析で癌のエネルギー代謝
（Warburg効果）を制御する FIH-1が疑われた。よってmiR-31を培養細胞株に導入する
と、FIH-1の発現が抑制された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 



（6）臨床検体では管状もしくは絨毛管状腺腫や粘膜癌と比べて粘膜下層以深に浸潤する
癌で有意に miR-31 が過剰発現している頻度が高かった。一方、鋸歯状腺腫では腺腫であ
るのも関わらず進行癌並みにmiR-31が過剰発現しる頻度が高かった。 
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