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研究成果の概要（和文）：本研究では、高率に合併する肺癌と間質性肺炎の発症・進展を共通に抑制するマイク
ロRNA（miRNA）として、miR-Xを同定した。
網羅的miRNA発現解析から、健常肺発症肺癌の健常肺と肺癌病変に比して、間質性肺炎合併肺癌の肺癌病変と間
質性肺炎病変で共通に発現が低下していたmiR-Xを抽出した。miR-Xは、肺癌細胞株での過剰発現により細胞増殖
を抑制し、転移・浸潤に関わる上皮間葉転換を負に制御した。また、肺線維芽細胞株でのmiR-X過剰発現によ
り、肺線維化の指標である線維芽細胞の筋線維芽細胞分化が阻害されることを示した。これら細胞レベルでの研
究結果が、疾患モデルマウスで再現されることも確認した。

研究成果の概要（英文）： Both lung cancer and interstitial pneumonia are refractory and highly 
comorbid diseases. In the present study, we identified miR-X of microRNA (miRNA) that commonly 
suppressed the mechanism underlying the development and progression of both diseases.
  Using comprehensive miRNA expression analysis, we found commonly decreased expression levels of 
miR-X in lung cancer and interstitial pneumonia tissues in patients with comorbid lung cancer and 
interstitial pneumonia, compared to those in healthy lung and lung cancer tissues in patients with 
lung cancer without interstitial pneumonia.　Overexpression of miR-X suppressed cell growth and 
epithelial-mesenchymal transition involved in cancer metastasis and invasion in lung cancer cell 
lines and inhibited differentiation of fibroblasts to myofibroblasts as an indicator of pulmonary 
fibrogenesis. These findings shown in in vitro assays were confirmed in in vivo assays using disease
 model mice.

研究分野：呼吸器病学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
難治性疾患である肺癌と間質性肺炎は高率に合併し、間質性肺炎合併肺癌は治療選択肢が乏しく、予後不良であ
る。本研究で同定したmiR-Xは、肺癌と間質性肺炎の発症・進展を共通に抑制した。miR-Xの同定と細胞および疾
患モデルマウスを用いたmiR-X効果の検証により、肺癌と間質性肺炎の新たな発症・進展機序が明らかになると
ともに、両疾患のみならず間質性肺炎合併肺癌に対するmiR-Xを用いた新たな治療の開発、臨床応用への基盤と
なることが期待できる。さらに、miR-Xは短鎖非コードRNAであるマイクロRNA（miRNA）であり、肺癌、間質性肺
炎に対するこれまでにはない治療モダリティーの開発が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 肺癌は、本邦のみならず世界においても、死亡者数が最多で予後不良の悪性腫瘍である。
特に非小細胞肺癌に対しては、集学的治療とともに、免疫チェックポイント阻害剤を含めた分
子標的薬の登場や遺伝子変異検査に基づいた個別化医療の導入が治療成績の進歩をもたらした
が、その成績は未だ十分とはいえない。間質性肺炎に関しても、5年生存率 30%程度と肺癌に匹
敵する予後不良な疾患であり、その病態には不明な点が多い。 
 
(2) 両疾患の合併頻度が高いことは従前より知られているが、基礎疾患として間質性肺炎を合
併する肺癌に対しては、標準的な肺癌治療である、薬物療法、放射線治療、外科的切除のいず
れにおいても、既存の間質性肺炎の急性増悪を誘発して重篤な呼吸不全を発症する危険性が高
く、治療選択肢に乏しいのが現状である。加齢により発症率が高くなる両疾患において、昨今
の高齢化から罹患数はさらに増加すると予想され、間質性肺炎と肺癌および間質性肺炎合併肺
癌に対する有効かつ安全な治療薬の開発は急務であり、そのためには共通の発症進展因子の解
明が不可欠である。 
 
２．研究の目的 
(1) 間質性肺炎患者における肺癌の合併は 10-40%程度と高率であり、間質性肺炎は肺癌の発
生母地と推測されている。以前我々は、両疾患に共通の発症・進展経路が存在する可能性が考
えられ、その候補にはエピジェネティックスの異常が含まれることを示した。エピジェネティ
クスに関与する短鎖非コード RNA であるマイクロ RNA（miRNA）は、肺癌の病態や化学療法抵抗
性に関与することが報告されている。我々は、エピジェネティックスに関わるポリコーム群蛋
白質である Enhancer of zeste homolog 2（EZH2）が、肺癌の進展・浸潤を促進させ、複数の
miRNA 発現制御を介して、その機能を発揮することを明らかにした。一方、間質性肺炎の病態
においても、miRNA の関与を示唆する報告がある。しかしながら、両疾患の病態に共通して関
与する機能が確立された miRNA は明らかになっていない。 
本研究では miRNA に注目し、肺癌と間質性肺炎の背景因子が同一の間質性肺炎合併肺癌を研
究の対象として、臨床検体を用いた同一症例における両疾患の miRNA 発現解析を行い、両疾患
に共通の発症・進展機序に関与する miRNA の同定を目的の一つとした。さらに、同定した miRNA
に対しては、機能解析を行い、肺癌および間質性肺炎の新たな発症・進展機構を解明するとと
もに、in vitro および in vivo において miRNA の機能を検証した。 
 
(2) 以上から、同定した miRNA が肺癌と間質性肺炎の発症・進展に対して、新たな機構を介し
て共通に関与していることを示す。このことは間質性肺炎、肺癌のみならず、治療に難渋する
間質性肺炎合併肺癌に対して、miRNA が治療標的となりうることを意味する。そのため本研究
では、miRNA を用いた間質性肺炎合併肺癌に対する治療開発基盤の構築を、さらなる目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
(1) 本研究では、臨床検体を用いて遺伝子解析を行うため、施設医学倫理審査委員会の審査を
受けて承認を得、さらに患者同意取得後に解析を開始する。肺癌と間質性肺炎の背景因子が同
一となる間質性肺炎合併肺癌患者を研究の対象とし、同一症例において両疾患を解析する。肺
癌については 80-90%を占める非小細胞肺癌、間質性肺炎については通常型間質性肺炎（UIP）
パターンを有する特発性肺線維症（IPF）を対象とする。なお、対照となるコントロールとして、
間質性肺炎非合併（健常肺）非小細胞肺癌を採用する。実臨床において外科切除した間質性肺
炎合併非小細胞肺癌の非小細胞肺癌組織と間質性肺炎組織、間質性肺炎非合併非小細胞肺癌の
健常肺と非小細胞肺癌組織から各々total RNA を抽出して網羅的 miRNA 発現解析を行い、発現
プロファイルの違いから、間質性肺炎と肺癌の共通発症・進展経路に関与する新たな miRNA を、
候補 miRNA として抽出する。 
 
(2) 候補として抽出した miRNA に対する機能解析を行う。候補となる miRNA は、間質性肺炎合
併肺癌の間質性肺炎、肺癌両組織において発現が低下している可能性が高いと推測される。そ
のため、発現が低下している候補 miRNA に対し、miRNA mimic を作製して細胞内導入または疾
患モデルマウス内注入を行い、miRNA の発現亢進による細胞機能およびマウス臓器の変化を、
in vitro と in vivo によるアッセイを用いて検証する。 
 
４．研究成果 
(1) miRNA 網羅的発現解析を用いて、間質性肺炎非合併非小細胞肺癌の健常肺および非小細胞
肺癌組織と比較し、間質性肺炎合併非小細胞肺癌の間質性肺炎と非小細胞肺癌の両組織で、共
通に有意な発現の低下が見られた miRNA である、miR-X を抽出した。発現が低下している miR-X
を含めた複数の miRNA の、肺癌細胞株における発現レベルを評価するために、定量的リアルタ
イム RT-PCR 解析を行い、ヒト線維芽細胞株である IMR-90 と比較して、多くの肺癌細胞株で解
析した miRNA の発現が低下していることを確認した。以上の結果をもとに、非小細胞肺癌と間
質性肺炎に共通した発症・進展機序に関与する新規 miRNA として、miR-X を候補 miRNA とした。 



 
(2) 間質性肺炎および非小細胞肺癌にて、共通に発現が減弱していた候補 miRNA である miR-X
の、肺癌における機能解析を行った。
miR-X は、複数の癌において腫瘍増殖
抑制機能が報告されているが、肺癌に
おける報告は少ない。本研究では、定
量的リアルタイム RT-PCR 解析で
miR-X 発現の低下が見られていた肺癌
細胞株のうち、非小細胞肺癌細胞株で
ある SQ5 と RERF-LC-AI を用いて、
miR-X に対する mimic を作製し、各細
胞株に細胞内導入してmiR-Xを過剰発
現させた。対照として、negative 
control となる miRNA を細胞内導入し
た各細胞株を用いた。miR-X の細胞内
導入を行い、cell proliferation assay により解析したところ、miR-X 過剰発現非小細胞肺癌
細胞株では、対照群と比較して有意に細胞増殖が抑制された（図 1）。本結果より、miR-X が非
小細胞肺癌において、増殖抑制機能を有することが示された。 
 
(3) miR-X は、癌浸潤・転移および肺線維化に関わっていると考えられている上皮間葉転換
（EMT）を抑制することが報告されている。しかしながらこれまでに、肺癌に対する報告はない。
我々は、miR-X が肺癌において、EMT に関与しているか否かを確認することとした。 
miR-X mimic を導入して miR-X を過剰
発現させた SQ5 と RERF-LC-AI および
negative controlとなるmiRNAを導入し
た SQ5 と RERF-LC-AI の各細胞株（コン
トロール）から total RNA と蛋白を抽出
し、EMT の上皮系マーカーである E-カド
ヘリン発現の変化を解析した。各細胞株
から抽出した total RNA を用いて定量的
リアルタイム RT-PCR 解析を行ったとこ
ろ、miR-X を過剰発現させた SQ5 と
RERF-LC-AI では、コントロールの各細胞
株と比較して、E-カドヘリン mRNA が高
発現していた。また、各細胞株から抽出
した蛋白を用いて行ったウエスタンブ
ロットでも、コントロールの細胞株に比
し、miR-X を過剰発現させた細胞株では E-カドヘリン蛋白が高発現していた（図 2）。これらの
結果から、miR-X は非小細胞肺癌の EMT を抑制することが示され、miR-X が EMT を負に制御する
ことにより、非小細胞肺癌の進展・浸潤・転移を抑制していると考えられた。 
 
(4) 間質性肺炎における肺線維化には EMT が関与し、線維芽細胞の筋線維芽細胞分化がその病
態形成を反映することがわかっている。前述したように、miR-X は EMT を抑制することが報告
されているが、これまでに間質性肺炎における報告はない。そのため、ヒト肺線維芽細胞を用
いて miR-X の肺線維化への関与の有無を確認した。 
筋線維芽細胞分化を誘導する transforming growth factor (TGF)-βをヒト肺線維芽細胞株
（IMR-90）に添加した後、miR-X mimic を細胞内導入して miR-X を過剰発現させた。対照とし
て、negative control となる miRNA を細胞
内導入した IMR-90 を用いた。肺線維化の
指標である線維芽細胞の筋線維芽細胞へ
の分化を評価するため、筋線維芽細胞分化
のマーカーとなるα平滑筋アクチン（SMA）
の発現を、定量的リアルタイム RT-PCR
（mRNA レベル）とウエスタンブロット（蛋
白レベル）で確認した。その結果、対照群
の IMR-90 と比較して、miR-X を過剰発現さ
せた IMR-90 では、αSMA mRNA およびαSMA
蛋白の有意な発現低下が見られた（図 3）。
さらに、筋線維芽細胞分化の機序として考
えられている EMT を評価するため、EMT の
上皮系マーカーである E-カドヘリンの
mRNA および蛋白発現を定量的リアルタイム RT-PCR とウエスタンブロットにて各々解析したと
ころ、対照群と比較して miR-X を過剰発現させた IMR-90 では、有意に E-カドヘリンが高発現



していた。以上から、miR-X は肺の線維化を抑制する因子であることが判明した。 
 
(5) 疾患モデルマウスを用いて、in vitro の解析において解明した miR-X の機能を、in vivo
において検証することとした。肺癌モデルマウスは上記非小細胞肺癌細胞株の皮下移植により
作製、間質性肺炎モデルマウスについてはブレオマイシンの気道内注入により作製することと
した。疾患モデルマウスに対して、miR-X を尾静脈注入による全身投与を行ったところ、細胞
増殖抑制、肺線維化の指標と考えられているハイドロキシプロリンの低下が認められた。以上
から、細胞株を用いた in vitro アッセイの結果が、in vivo にても再現されることを確認した。 
 
本研究により、miR-X は非小細胞肺癌において細胞増殖および EMT を介した浸潤・転移を抑
制するとともに、間質性肺炎において肺の線維化を抑制することが新たに示された。以上から、
miR-X が間質性肺炎と肺癌の発症・進展を共通して制御している可能性、さらに間質性肺炎合
併肺癌に対する病態へ関与している可能性が示された。 
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