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研究成果の概要（和文）：本研究では、膵神経内分泌腫瘍（PanNET）における抗腫瘍薬の効果を制御するmiRNA
を明らかにすることを目的とした。PanNET組織ではAKT1とmiR-185-5pの発現に負の相関傾向があり、PanNET細胞
株においてmiR-185-5pはAKT1の発現を抑制することを明らかにした。miR-185-5p導入PanNET細胞ではコントロー
ル細胞に比較し細胞増殖能が高かったが、mTOR阻害剤添加時では逆に細胞増殖抑制効果が増強した。この結果か
らは、miR-185-5pはAKT1の発現抑制と細胞増殖能亢進に関与する一方、mTOR阻害剤添加時にはその抗腫瘍効果を
増強することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to identify miRNAs that regulate the effect of antitumor 
drugs in pancreatic neuroendocrine tumors (PanNETs). Results: miR-185-5p suppresses AKT1 expression 
in PanNET cell lines, as there is a negative correlation between AKT1 and miR-185-5p expression in 
PanNET tissue. Although miR-185-5p-transfected PanNET cells showed higher proliferative potential 
than control cells, the addition of mTOR inhibitor enhanced the inhibitory effect on cell 
proliferation, suggesting that miR-185-5p suppresses AKT1 expression in PanNET cell lines. These 
results suggest that miR-185-5p is involved in suppressing AKT1 expression and enhancing cell 
proliferative potential, while its antitumor effect is enhanced when an mTOR inhibitor is added.

研究分野： 病理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、PanNETにおける抗腫瘍薬の効果を制御するmiRNAを明らかにすることを目的とした。本研究の成果と
して、PanNET細胞においてmiR-185-5pがAKT1の発現を抑制し、さらにmTOR阻害剤の細胞増殖抑制効果を増強する
ことを明らかにした。本研究の結果とその発展は、miRNAを用いたPanNET患者の新たな治療法の開発につながる
可能性があり、学術的そして社会的意義は大きいと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

膵神経内分泌腫瘍（pancreatic neuroendocrine tumor: PanNET）は、 膵臓の神経内分泌細胞

から発生すると考えられている稀な腫瘍である。PanNET はいわゆるカルチノイドの形態をとる

腫瘍で、増殖マーカーである ki67 の陽性率と核分裂数により G1, G2, G3 に亜分類される 1。

PanNET は比較的低悪性度の腫瘍であるが、再発転移を繰り返す症例や予後不良な症例も少なく

ない。PanNET の治療の第一選択は手術による腫瘍切除であるが、切除不能例や再発転移例では

薬物療法が用いられる。薬物療法として somatostatin analogue 製剤(SA 製剤)や mTOR 阻害剤が

主に使用される 2。SA製剤は腫瘍表面に発現する somatostatin receptor（SSTR）に結合するこ

とで、増殖抑制やホルモン症状抑制効果を発揮する。mTOR 阻害剤は腫瘍の分化・増殖、細胞代

謝、血管新生に関わる mTOR の活性を選択的に阻害することで抗腫瘍効果を発揮する。SA製剤や

mTOR 阻害剤の治療効果は症例によって異なり、治療効果の高い症例がある一方、治療効果がみ

られない症例もある。 

micro RNA（miRNA）は、18-25 塩基程の no-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ることから新たなバイオマーカーとして期待され

ている。また、miRNA 創薬の研究も行われている 3。SA 製剤や mTOR 阻害剤でも、その作用機序に

関わる分子を制御する miRNA が働いていると考えられるが、これまで十分な解析は行われてい

ない。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、PanNET の治療に用いられる SA 製剤や mTOR 阻害剤の作用を制御する miRNA

の発現と機能を明らかにすることである。本研究の推進により、miRNA に関連した PanNET の新

たなバイオマーカーや革新的治療戦略の礎を築くことを目指す。 

 

３．研究の方法 

（１） miRNA マイクロアレイによる SSTR2 関連 miRNA の解析 

PanNET のホルマリン固定パラフィン包埋切片(FFPE 切片)を対象として、SA 製剤の薬理作用に

関わる SSTR2 の免疫組織化学を施行した。陽性および陰性腫瘍切片より miRNA を含む total RNA

を抽出後、マイクロアレイにより miRNA の発現を網羅的に解析した。miRNA マイクロアレイによ

り抽出した miRNA について、PanNET 切除切片での発現を RT-qPCR により解析し、SSTR2 の発現

との相関関係を検証した。 

 

（２）PanNET 組織切片における AKT1 と miR-185-5p の発現と臨床病理学的検討 

PanNET 切除検体の FFPE 切片を用い、mTOR 阻害剤の薬理作用に関わる AKT1 の発現と既知の

miRNAであるmiR-185-5pの発現について免疫組織化学およびRT-qPCRにより比較検討を行った。

また、臨床病理学的因子と AKT1 および miR-185-5p の発現との関連について検討を行った。 

 

（３）PanNET 細胞株を用いた miR-185-5p による AKT1 の発現変動解析 

PanNET 細胞株 QGP1 を用い、miR-185-5p の発現を miRNA mimic により過剰発現または miRNA 



inhibitor により発現抑制させ、AKT1 の発現に変動があるか検討した。AKT1 の発現は、western 

blot および RT-qPCR により解析した。 

 

（４）PanNET 細胞株を用いた miR-185-5p の発現と細胞増殖および mTOR 阻害剤の抗腫瘍効果と

の関連について 

miR-185-5p mimic/inhibitor を導入した PanNET 細胞の細胞増殖能を cell proliferation 

assay により解析した。さらに、miR-185-5p mimic/inhibitor 導入細胞および非導入細胞に mTOR 

阻害剤（エベロリムス）を添加し cell proliferation assay を行った。 

 

４．研究成果 

（１） miRNA マイクロアレイによる SSTR2 関連 miRNA の解析 

SSTR2 陽性 PanNET と比較し SSTR2 陰性 PanNET では 3 個の miRNA が発現増強(fold-change 2

倍以上)、11 個の miRNA が発現減弱(fold-change マイナス 2倍以上)していた。その内、マイク

ロ ア レ イ で 発 現 増 強 し て い た 3 個 の miRNA に つ い て 、 TargetScan 

(http://www.targetscan.org/vert_72/)で検索したところ、2個の miRNA が SSTR2 を標的とする

ことが予想された。そこで、miRNA マイクロアレイにより抽出した 2個の miRNA うち 1個につい

て、PanNET の FFPE 包埋組織切片を用い miRNA と SSTR2 の発現について比較検討を行った。しか

しながら、検索した miRNA と SSTR2 の発現に統計学的な相関関係は認められなかった。 

 

（２）PanNET 組織切片における AKT1 と miR-185-5p の発現と臨床病理学的検討 

AKT1 の発現と miR-185-5p の発現には負の相関傾向が認められた。臨床病理学的因子との関連

では、miR-185-5p の高発現は、modified ENET stage II-IV の PanNET と有意に関連していた。

一方、AKT1 の低発現は、非機能性 PanNET、Ki67 陽性率 3％以上および WHO grade 2-3 の PanNET

と有意に関連していた。 

 

（３）miR-185-5p 発現と AKT1 発現との関連性について 

PanNET 細胞株 QGP1 に miR-185-5p の mimic または inhibitor を導入し、AKT1 の発現の変化に

ついて検討した。その結果、ネガティブコントロール細胞と比較し mimic 導入細胞では AKT1 の

発現が有意に減弱していた。 

 

（４）miR-185-5p の発現と細胞増殖および mTOR 阻害剤の抗腫瘍効果との関連について 

PanNET 細胞株 QGP1 に miR-185-5p の mimic または inhibitor を導入し、細胞増殖能の変化に

ついて検討した。その結果、ネガティブコントロール細胞と比較し mimic 導入細胞では細胞増殖

率が高かった。次に、mTOR 阻害剤添加時の細胞増殖能の変化について検討した。mTOR 阻害剤を

添加した検討では、mimic 導入細胞ではネガティブコントロール細胞に比較し細胞増殖抑制効果

が高かった。逆に、inhibitor 導入細胞では ネガティブコントロール細胞に比較し細胞増殖抑

制効果が減弱した。この結果からは、miR-185-5p は AKT1 の発現抑制と細胞増殖能亢進に関与す

ることが示唆された。一方、mTOR 阻害剤添加時にはその抗腫瘍効果を増強することが示唆され

た。 
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