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研究成果の概要（和文）：子宮頸がんの早期発見と新たな治療開発のための研究である。頸管粘液中のmiRNA を
探索したところ、４つのmiRNAが前がん病変から検出され、病期の進行に伴い、その発現のレベルが上昇してい
た。この方法は補助診断として有効な手法と考えれられる。４つの中の１つであるmiR-126-3pはがんの増殖に関
わるタンパクの発現を抑制し、細胞死を抑制することが培養細胞の実験で明らかとなった。miR-126-3pを細胞内
で強制的に発現させることで癌細胞の増殖を抑制することが可能であり、新たな治療法確立の可能性が見えてき
た。

研究成果の概要（英文）：MicroRNAs (miRNAs) play important roles in the regulation of gene expression
 during cervical carcinogenesis. Four miRNAs (miR-126-3p, -20b-5p, -451a, and -144-3p) in cervical 
mucus were significantly upregulated in precancer and cancer compared with normal, and their 
expression levels correlated with the disease severity. miRNAs in cervical mucus are promising 
biomarkers for cervical cancer and its precursor lesions.
Next, we investigated the effects of enforced miR-126-3p expression in the cervical cancer cell 
line, HeLa. In miR-126-3p-transfected cells, p85b, p110a, p-PDK1, p- AKT, p-GSK3b, CyclinD1, MRCKa, 
ROCK1, and p- PLCg1 were downregulated, Bad and Bax were upregulated, whereas Bcl-xL expression was 
downregulated, resulting in increased caspase3/7 activity and apoptosis. High levels of miR-126-3p 
may inhibit cervical carcinogenesis, and targeting the PI3K/PDK1/AKT pathway via miR-126-3p could 
represent a new approach for treating patients with cervical cancer.

研究分野： 婦人科

キーワード： 子宮頸がん　マイクロRNA　子宮頸部異形成　検診　分子標的治療　分子診断　細胞増殖　マイクロアレ
イ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
子宮頸がんスクリーニング法は細胞診で行われているが、欧米諸国の臨床試験の結果では感度７割と高くない。
頸管粘液中のmiRNAには頸部前がん病変から過剰発現しているものがあり、それを計測することで早期補助診断
が可能であることが分かった。このmiRNAは細胞内に強制的に発現すると癌細胞の増殖を抑制することがわか
り、新たな子宮頸がんに対する分子標的治療開発の可能性も示唆された。

※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 
 

子宮頸がんは HPV 感染とそれに伴う細胞周期の変調、がん関連分子の異常発現、免疫機構の破

たんなどが原因といわれている。子宮頸部発がん機構には HPV 感染が重要な役割を果たしてい

ることが明らかとなっているが、HPV 型の違いによる発がん機構の違いなど、その詳細なメカニ

ズムについてはいまだ不明の点が多い。申請者等は子宮頸部のがん化機構の解明をヒトパピロ

ーマウイルス（HPV）の感染を中心として解析し、その結果を診断や治療へ導く研究を続けてき

た。子宮頸がん患者の血清には HPVE7 抗体が存在することを明らかにした (JJCR,86,28,1996)。

前がん病変の細胞診検体から E6/E7 の mRNA が検出できることを明らかにし、がん検診への応用

の可能性を示した (Gynecol Oncol,58,210,1996)。特に mRNA 検出方法は今、最も臨床的に有用

性が高いとされている市販の HPV 検査に応用されている。申請者はウイルスだけでなく宿主の

タンパクにも着目し、P16 タンパクの発現解析が診断に役立つバイオマーカーであることを報告

してきた（Int J Gynecol Pathol,22,2003,Int J Gynecol Cancer,16,2006, Virchows Arch, 

453,535,2008, Int J Clin Oncol,20,2015）。一方、治療戦略においては HPV の初期遺伝子の転

写機構の一端を明らかにし（J Biol Chem 276,867,2001）、転写抑制に働く分子を同定した（Clin 

Cancer Res 9,5423, 2003）。siRNA を用いた silencing 効果により HPV 遺伝子発現を抑制する

ことで腫瘍増殖抑制効果を示すなど、（Int J Oncol,16,541,2006）首尾一貫して子宮頸部のがん

化メカニズムを研究し、臨床応用の可能性について探求している。 

マイクロ RNA(miRNA)はヒトにおいておよそ 2800 種類同定されており、子宮頸部発がんにおい

ても様々な分子の発現制御にかかわっていることが明らかとなってきている（Int J Mol 

Sci,15,15700,2014）。miRNA は子宮頸部発がん機構において、mTOR/Akt,STAT3 などの分子標的治

療の候補となる遺伝子発現調節やオートファジーにも関わることが明らかとなってきている

（Tumor Biol, 2016）。いままで、生体内分子間の発現調節機構について明らかでなかった部分

がmiRNAの関与で説明できることもわかってきた。本研究課題では、子宮頸部発がん機構にmiRNA

がどのように関わっているかを分子生物学的に調べ、その結果を臨床応用へと導く礎を確立す

る。申請者は平成 26-28 年の科研費基盤(C)において子宮頸部腫瘍患者の体液に特異的に発現す

る miRNA の解析を目的として、子宮頸部腫瘍患者および対照として細胞診異常のない患者から

子宮頸管粘液と擦過細胞検体および血清を採取して予備的な解析を行ってきた。その結果、組織

診断により患者を 5群（normal, CIN1,CIN3,SCC, Adenocarcinoma;AD）にわけてマイクロアレイ

解析したところ、検体として頸管粘液を用いた解析では高位病変になるに伴い、その発現が上昇

しているものが 75 種類選出された。その中には未知の miRNA が同定されていた (未発表デー

タ) 。そこで、これらの miRNA が子宮頸がんの診断マーカーとして有用か否かについて多数の臨

床検体を用い、統計解析を用いて調べるとともに、分子標的診断・治療として有効な分子を制御

しているか否かを分析した。 

 
２．研究の目的 
 

子宮頸がんはヒトパピローマウイルス(HPV)感染とそれに伴う細胞周期の変調、がん関連分子の

異常発現、免疫機構の破たんなどが原因といわれている。しかしながら、その詳細なメカニズム

については不明な点もいまだ多い。申請者は従来より、子宮頸部発がんの分子機構を解明し、そ

の結果を臨床応用へと結び付けてきた。マイクロ RNA(miRNA)は発がんに関わる分子の発現制御

をおこなっている。そこで、本研究課題では臨床検体を用い子宮頸部発がんのこれらの分子機構

の異常について miRNA を中心として解析した。子宮頸がんに特異的な発現挙動を示す miRNA が



臨床診断に有用か否かを検証するとともに、これらの miRNA が制御している分子機構を解明す

ることで、新たな診断・創薬へとつなげる研究である。 

 

３．研究の方法 

① 子宮頸がん患者の頸管粘液中において、特異的に発現レベルが高い miRNA を網羅的に抽出し

た。その中で発現強度が特に高い 4種類の miRNA を選び、正常群との比較によりカットオフ

値を決定し、検査としての精度を解析した。さらに個々の患者においては組織診断、細胞診

判定、HPV 型判定の結果との相関を調べた。 

 

② in silico 解析により標的遺伝子候補の絞り込みを行い、培養細胞を用いて生物活性の挙動

をルシフェラーゼ転写活性、タンパク発現レベルをウエスタンブロット法で解析し、

migration/invasion assay でその機能を調べた。更にはアポトーシス関連タンパクの発現

レベルの挙動を調べた。 

 

４．研究成果 

 

（１）子宮頸がんおよび前がん病変の患者の頸管粘液中において特異的に強い発現をしてい

る miRNA をみつけるために、マイクロアレイを用い健常人の検体との比較を行いながら網

羅的に検索した。その結果、76 種類の miRNA が選択された。そこで、realtime RT-PCR 法

を用い、その発現の多寡の正当性を確認したところ、22 種類の miRNA の発現が高いこと

がわかった。この中で、特に健常人との発現レベルの差が大きい 4 種類の miRNA（miR-

126-3p,-20b-5p,-451a,-144-3p）を選び、合計 230 人の臨床検体を用いてその発現レベルが

病変の推移に伴って増強するか否かを検討した。 

正常、前がん病変(CIN)、がんおいて発現強度は病変の進行に伴い増加することがわかった。

統計解析を行ったところ、正常と CIN1 では有意差が認められないが、CIN2 以上の病変で

は有意差をもって、異常値を示した。細胞診の判定においても、NILM,LSIL では差は認め

られないが、HSIL 以上の病変を有する場合に有意差が認められた。HPV の感染の有無につ

いて解析したところ、HPV 未感染に比べ、ハイリスク型 HPV の感染において有意差をもっ

て発現強度の違いが認められた。 

次に検査としての性能を調べるため、異常値のカットオフ値を決定し、病変の検出感度、特

異度を調べたところ、浸潤がんの病変を検出する感度は miR-126-3p,-20b-5p,-451a,-144-3p

においてそれぞれ 0.81, 0.74, 0.83, 0.87 であり、特異度はそれぞれ 0.91,0.93,0.91, 0.89 で

あった。陽性尤度比はそれぞれ、 9.0, 10.57, 9.22,7.91 陰性尤度比はそれぞれ

0.21,0.28,0.19,0.15 であり、補助診断法としては有用である可能性が示唆された。 

 

（２）4 つの miRNA の中で患者間での発現量の多寡に大きな差を認めない miR-126-3p を

選び、さらにその発現の局在を in situ hybridization 法にて解析したところ、腫瘍細胞内の

リンパ管内皮だけでなく扁平上皮・腺がん細胞の両方で発現していることが明らかとなった。

そこで、miR-126-3p が子宮頸部発がんに及ぼす効果について子宮頸癌由来培養細胞を用い

て評価することにした。培養細胞に miR-126-3p を遺伝子導入し、増殖能、細胞移動能、浸

潤能、アポトーシスとこれらに関連するタンパクの発現の多寡を解析した。遺伝子導入によ

り増殖能、細胞移動能、浸潤能は抑制され、PI3K,PDK1、リン酸化 AKT の発現低下が観察



された。そこで、PI3K/PDK1/AKT シグナル伝達経路にある関連タンパクの発現を解析した

ところ、GSK3b、Cyclin D1,p70S6K,S6,PAK1,ROCK1 MRCKa,PLCg1 の発現低下が示された。

一方、BAD, BAX の発現は上昇するも BCL-ｘL は発現低下し、Caspase3/7 の発現が上昇して

いたことから、アポトーシスは促進していた。miR-126-3p 遺伝子導入により細胞増殖の抑

制がみられ、アポトーシスが観察されたことから、PI3K/PDK1/AKT シグナル伝達経路を標

的とした新たな子宮頸癌治療開発の可能性が示唆された。 

本課題は臨床検体を材料として分子生物学的な解析を行い、臨床上有用な補助診断法の開

発の基礎となるデータを示した。さらに、その結果をもとに、培養細胞を用いて更なる生物

機能解析を行なったところ、細胞内シグナル伝達経路が子宮頸がんに対する新たな分子標的

治療のターゲットとして有用な可能性を示した点に意義があると申請者は考えている。 
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