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研究成果の概要（和文）：進行・再発の消化器癌に対して，CDDP＋5-FUを中心とした化学療法

に，Paclitaxelの併用療法が試みられている．しかし，その奏功率は依然として低く，背景に

は腫瘍細胞の持つ薬剤耐性機構がある．近年，ゲノムのジャンク配列と思われ，注意の払われ

ていなかったnon-codingが注目を浴びている．特に，miRNAは，複数のmRNAの3’－非翻訳領域

に結合し，mRNAの分解あるいは蛋白質の翻訳抑制に働いている．本研究では，消化器癌におい

て薬剤耐性遺伝子の発現制御に関わるmicroRNA (miRNA)を定量的に解析し,薬剤耐性獲得機構

との関連を検討した．type III β-tubulinプロモーター領域との結合に必要なdsRNA特定には

至らなかったが，type III β-tubulinの発現には，intron 1領域のhypermethylationならびに

ヒストンの脱アセチル化強く関与している所見が得られた．また， ABCB1の過剰発現には

hsa-miR-451, hsa-miR-498のmiRNAの発現低下が関連していた．消化器癌の薬剤体制機構には

miRNAの発現異常が関与している可能性が示唆され，新らたな治療戦略の立脚につながると考え

られた． 
 
研究成果の概要（英文）： To investigate the relationship of miRNA alterations and 
chemosensitity, we investigated hsa-miR-451 and hsa-miR-498 expression in 
gastrointestinal tract tumors. Further, we examined also methylation and acetylation 
statues of TUBB3 promoter region. Demethylation and hyperacetylation at the promoter well 
correlated with overexpression of TBBU3 proteinn expression. Down-regulation of 
hsa-miR-451 and hsa-miR-498 induced ABCG2 overexpression. These results suggested that 
alterations of miRNA expression may contribute to chemosensitivity for anticancer drugs. 
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１．研究開始当初の背景 

進行・再発の消化器癌に対して，CDDP＋

5-FU を中心とした化学療法に，Paclitaxel

の併用療法が試みられている．しかし，そ

の奏功率は依然として低く，背景には腫瘍

細胞の持つ薬剤耐性機構がある． 

腫瘍細胞が薬剤耐性を獲得する主要な

機 構 と し て ， P-glycoprotein (ABCB1, 

MDR1)の過剰発現がある．ABCB1 を過剰発現

している腫瘍細胞では，CDDP などの薬剤排

出機構が高まり，自然耐性を獲得すること

になる．一方，Paclitaxel は細胞分裂時の

微小管と重合し，細胞分裂を阻害する作用

がある．一部の腫瘍では，type III β

-tubulin (neuronal tubulin)を過剰発現

させ，微小管の安定性を増すことで

Paclitaxel の殺細胞効果を回避している．

近年，ゲノムのジャンク配列と思われ，注

意の払われていなかった non-coding が注

目を浴びている．特に，miRNA は，複数の

mRNA の 3’－非翻訳領域に結合し，mRNA の

分解あるいは蛋白質の翻訳抑制に働いて

いる． 

薬剤排出能に関与するABCB1過剰発現株

では親株に比較して，ABCB1 の 3’－非翻

訳 領 域 に 結 合 す る ２ 種 類 の miRNA 

(hsa-miR-451, hsa-miR-498)の発現が低下

している可能性がある．また，type III β

-tubulin の発現は，がん抑制遺伝子 REST 

(RE-1 silencing factor)によって制御さ

れ，そのプロモーター領域と REST 蛋白質

の結合には，dsRNA が必要である．薬剤耐

性機構に関する non-coding RNA の関与を

明らかにすれば，新たながん治療戦略を描

くことが可能になる．本研究では miRNA を

中心に消化器癌での薬剤耐性機構への関

与を検討する． 

 
２．研究の目的 

 本研究では，消化器癌において薬剤耐

性遺伝子の発現制御に関わる microRNA 

(miRNA)を定量的に解析し,薬剤耐性獲得

機構との関連を検討する． 
 
３．研究の方法 

対象は消化器癌培養細胞株 44 株（食道癌

10 株，胃癌 8 株，大腸癌 12 株，肝癌５株，

胆道癌６株，膵癌３株）を対象として解析を

行った． 

miRNA の定量は，Real-time PCR 法を応用

した，TaqMan MicroRNA Assay（ABI）による

定量を行った．Primer/probe set を ABI より

購入し，ABI pris7500 で解析した．解析結果

はΔΔCt法で計算した．ABCB1，MDR1，type III 

β-tubulin，REST の発現は real-time PCR 法

および western blot 法で評価した．必要に

応じて Ambion 社製の reporter assay 法を用

いてmRNAの3’－非翻訳領域との結合につい

ても評価した． 

 
４．研究成果 

RESTとtype III β-tubulinプロモーター

領域との結合に必要なdsRNA特定には至らな

かった．しかし，type III β-tubulinの発

現には，intron 1領域のhypermethylationな

らびにヒストンの脱アセチル化強く関与し

ている所見が得られた（図１，２）．また，

REST，type III β-tubulinの発現自体を抑

制するmiRNAの発現異常は確認されなかった． 

ABCB1 の 過 剰 発 現 に は hsa-miR-451, 

hsa-miR-498のmiRNAの発現低下が関連して

いた（図３）． 

 
図１type III β-tubulin のプロモーター領
域のメチル化状態 
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