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研究成果の概要（和文）： 

本研究においては浸潤性膵癌を標的とした新規治療の開発のため、膵癌の浸潤傾向を規定

する microRNA の同定とその標的遺伝子の解析を行った。浸潤性膵癌においては miR-126

の発現が低下していることを見出し、細胞遊走能と浸潤能を抑制していることを確認した。

miR-126 の標的遺伝子として ADAM9 を新規に同定し、miR-126 の下流で細胞遊走能・浸潤能

を制御することを確認した。miR-126/ADAM9 を介する経路は浸潤性膵癌特異的な治療標的

となりうるものと考えられた。 

 

研究成果の概要（英文）： 

We performed the comprehensive analysis of microRNA expression profile to identify 

novel microRNAs which regulate invasiveness of pancreatic cancer. The cluster 

analysis identified miR-126 as a significantly down-regulated microRNA in invasive 

pancreatic cancer, which attenuates migration and invasion of pancreatic cancer cells. 

Furthermore, ADAM9 was newly identified as a target gene of miR-126, of which 

knockdown resulted in the decreased migration and invasion of pancreatic cancer cells. 

The miR-126/ADAM9 pathway could be a novel therapeutic target of invasive pancreatic 

cancer.  
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１．研究開始当初の背景 

本邦での膵癌の死亡数は２万人を超えて

おり(2004 年)、診断、治療技術の進歩にもか

かわらず増加を続けているのが現状である。

1)

。Stage I の切除膵癌例の５年生存率は

52.5%と良好であることから、早期発見が膵

癌患者の生命予後向上のための最良の方策

であることがわかる。しかし、Stage I で発

見される例が全体のわずか 2%以下であるこ

とはいかに膵癌の早期発見が困難で進行が

早いのかを物語っている

2)

。膵癌の大多数例

が含まれる根治不能例に対する治療に関し

ては Gemcitabine の登場によって、それ以前

とは比較にならない程予後延長がもたらさ
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れている感はあるものの、実際には以前に比

べ数ヶ月の予後改善しか成しえていない。こ

のように、早期発見が困難で、著しく予後の

悪い膵癌の死亡数を減少させるためには、進

行癌の進展を抑制する事が必須となる。 

膵癌の進展に際しては上皮-間葉形質転

換:epithelial to mesenchymal transition 

(EMT)と呼ばれる細胞形態の変化が重要であ

る。EMT は上皮細胞が間葉系の性質を持ち移

動能力を獲得する現象であり、癌の浸潤、転

移機構のfirst step と考えられている。我々

は bone morphogenetic protein (BMP)シグナ

ルが膵癌細胞の EMT を誘導し、その機構に

homeobox 遺伝子である MSX2 が重要な役割を

演じていることを見出した

3)

。また、MSX2 遺

伝子それ自身を膵癌細胞に導入すると Twist 

1 の発現が亢進して EMT が誘導され、ヌード

マウスの膵臓に同所移植すると肝転移が有

意に増加することも確認した

4)

。癌細胞にお

ける EMT を抑制することは癌の浸潤・転移を

抑制する新規治療となりうることが期待さ

れるが、EMT を誘導する各種のシグナルやそ

の下流に位置する MSX2 などの転写因子を直

接の治療標的とすることは、正常組織への影

響や適切なデリバリーシステムの構築とい

った面で技術的に困難であった。 

このような課題を解決するため、本計画に

おいて我々が注目したのが microRNA である。

近年その存在が明らかとなった microRNAは、

タンパク質をコードしない小さな RNA分子で

あり、発生・分化・増殖など様々な生命現象

に関わっていると考えられている

5,6)

。この

microRNA をコードする遺伝子は、ゲノム上に

少なくとも数百存在し、大部分は既知の遺伝

子とは関連しない領域に存在している。

mature-microRNA 二量体は、RNA 干渉（RNAi）

に 関 連 し てい る RNA-induced silencing 

complex (RISC)と共に複合体を形成し機能す

ると考えられている。その作用機序は、

microRNA と一部（部分的に）相補的な mRNA

との部分的(不完全な)ハイブリダイゼーシ

ョンと、それに伴う転写および翻訳の抑制作

用であると考えられている。 

MicroRNA は複数の mRNA を同時に制御する

ことが報告されており、癌化、EMT および

apoptosis に関与する複数の遺伝子群が、少

数の miRNAによってコントロールされている

ことも推定されている。近年開発された

microRNA arrayを使用することにより網羅的

な解析が可能となり、膵癌、慢性膵炎、正常

膵組織を材料に microRNA array を行った報

告ではその発現プロファイルの相異により、

これらの疾患を鑑別可能であることが示さ

れた

7)

。しかしながら、膵癌の浸潤傾向を規

定する microRNA の発現プロファイルに関し

ては未だ明確な知見が得られていない。膵癌

細胞の EMT に関与する microRNA を同定し、

その機能を制御することで浸潤・転移過程を

抑制しうることが期待される。 

引用文献 1) 人口動統計態統計によるがん

死亡データ（1958 年～2005 年）2) 膵癌登録

報告 膵臓 2007. 3) Hamada S, et al. J Cell 

Physiol, 2007. 4) Satoh K, et al. Am J 

Pathol. 2008 5). Reinhart BJ,et al. Nature, 

2000. 6) Brennecke J,et al. Cell, 2003. 7) 

Bloomston M, et al. JAMA, 2007. 

 

２．研究の目的 

本研究では、microRNA の１つの分子が複数

の蛋白発現を制御し、その結果として様々な

シグナル経路を活性化あるいは抑制してい

るという事実に着目し、期間内に以下のこと

を計画する。 

(1)培養細胞および手術検体を用いて、膵癌

細胞の EMT の詳細とその過程に関与する

microRNA を同定する。 

(2)EMT が生じている、つまり浸潤・転移機構

の最初の段階にある癌細胞に対して特異的

に EMT の抑制や apoptosis を誘導する

microRNA の標的遺伝子を同定し、治療応用を

検討する。 

 

３．研究の方法 

(1)手術検体を用いた microdissection 

当院にて手術を施行した intraductal 

papillary mucinous adenoma (IPMA)6 例、

intraductal papillary mucinous carcinoma 

(IPMC)6 例、浸潤性膵癌 5例の切除組織を OCT

コンパウンド(Sakura Finetek Japan)に包埋

し、-80℃で凍結したのちクライオスタット

(Leica, Nussloch, Germany)を用いて 8μm

に薄切した。各検体からの腫瘍腺管の

microdissection は Leica CIR MIC system 

(Leica microsystems, Wetzkar, Germany)を

用いて行った。検体の採取、保管、使用につ

いては本学倫理委員会にて承認のうえ、患者

の同意のもとに行った。 

(2)細胞培養 

ASPC-1、BxPC3、Panc-1、MiaPaCa2、KLM-1 は

10% FBS (Invitrogen, Carlsbad, CA)を含む

Dulbecco's modified Eagle’s medium (DMEM)

で、5% CO
2

incubater中で 37℃にて培養した。 

(3)培養細胞および手術検体からの RNA 抽出 

培養細胞および microdissection にて分離し

た腫瘍腺管からの RNA 抽出は mirVana™ miRNA 

Isolation Kit (Applied Biosystems, Foster 

City, CA)を用いて行った。 

(4)microRNA array による手術検体および膵

癌培養細胞株の microRNA 発現プロファイル

の比較 

各検体より得られた 100ng の total RNA を使

用し、miRNA Complete Labeling Reagent and 

Hyb kit (Agilent Technologies, Santa Clara, 

CA)を用いて cyanine 3-cytidine 



 

 

bisphosphate による標識を行った。標識され

た RNA を Agilent Human microRNA microarray 

v2.0 (Agilent Technologies)とハイブリダ

イズし、スライドのスキャンを Agilent 

Microarray Scanner (Agilent Technologies)

にて行った。各スポットの蛍光強度は

Agilent Feature Extraction v.9.1.3.1 

(Agilent Technologies)ソフトウェアにて行

った。 

各検体の raw data を robust multichip 

average method にて正規化し、線形モデルに

当てはめて Bayesian t-test によるランク付

けを行った。有意な発現変動を認める

microRNAはδ (false discovery rate) =0.01

の基準にて抽出した。 

(5) microRNA 標的の同定 

miR-126 の標的遺伝子の同定は TargetScan 

website (http://www.targetscan.org/)を利

用して行った。 

(6)培養細胞における microRNA 強制発現 

培養細胞における miR-126 の強制発現は

Pre-miR™ miRNA Precursor (Applied 

Biosystems)を用いて行った。培養細胞への

transfection は終濃度 200nM とし、

Lipofectamine2000 (Invitrogen)を用いて行

った。コントロールには Pre-miR™ miRNA 

Precursor Molecules Negative Control 

(Applied Biosystems)を使用した。 

(7)培養細胞における ADAM9 ノックダウン 

培養細胞における ADAM9 ノックダウンは

ON-TARGET plus SMARTpool siRNA against 

human ADAM9 (Dharmacon, Chicago, IL)を用

いて行った。培養細胞への transfection は

終濃度 100nM とし、Lipofectamine2000 

(Invitrogen)を用いて行った。コントロール

には ON-TARGET plus Non-targeting pool 

siRNA (Dharmacon)を使用した。 

(8)Two-chamber アッセイ 

Panc-1 および ASPC-1 における ADAM9 ノック

ダウンあるいは miR-126強制発現による細胞

遊走能・浸潤能の評価は 8 μm pore 24-well 

BD FALCON

TM

 Cell Culture Insert および BD 

BioCoat™ Matrigel™ Invasion Chamber (BD 

Biosciences, Bedford, MA)にて行った。

Panc-1 では 10000 cells/well、ASPC-1 では

50000cells/well の細胞を plating して評価

した。 

(9)ウエスタンブロッティング 

細胞を cell lysis buffer ( 50mM Tris- HCl, 

pH 7.4, 1% NP-40, 0.5% Sodium 

Deoxychorate )で処理し、タンパクを抽出し

た。タンパク濃度を Bradford assay kit 

( Dojin, Kumamoto, Japan )で測定後、5x 

sample buffer ( 1M Tris-HCl, pH 6.8, SDS, 

glycerol, bromophenolblue )に溶解し、5分

間煮沸の後、12.5% SDS-PAGE Gel 上で電気泳

動した。Blocking buffer ( 10 mmol Tris-HCl, 

pH 7.5, 100mmol Nacl, 0.1 % Tween 20, 5% 

dry milk )にて blocking 後、1次抗体反応液

中で、4 ℃で約 18 時間反応を行った。2 次抗

体を含む反応液 ( 10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 

100 mmol NaCl, 0.1 % Tween 20 )で室温、1

時間反応後、ECL plus chemiluminesence 

reagent (GE Healthcare, Piscataway, NJ)

で可視化した。一次抗体は以下のものを使用

した。α-tubulin (T5168, Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO), E-cadherin (610181, BD), ADAM9 

(2099 Cell Signaling Technology, Inc., 

Beverly, MA) 

(10)microRNA 標的遺伝子の 3’UTR アッセイ 

miR-126 が ADAM9 を直接の標的としているか

について、pmirGLO vector (Promega, Madison, 

WI)を用いて評価した。ADAM9 mRNA の 3’UTR

に存在する miR-126 結合配列を pmirGLO 

vector に組み込み、pMG-A9 vector を作成。

同様に、miR-126 結合配列を変異させた

pMG-A9M vector を作成した。これらの vector

と miR-126 の co-transfection を行い、

luciferase 活性を Dual-Luciferase 

Reporter Assay Kit (Promega)にて評価した。 

 

４．研究成果 

 

(1) IPMA、IPMC、浸潤性膵癌およびヒト膵癌

細胞株の microRNA 発現プロファイルの検討 

 図 1に示す如く、IPMA、IPMC、浸潤性膵癌

手術検体の凍結切片から microdissectionに

て腫瘍腺管を抽出した。 

        図 1 

microRNA array による各サンプルでの

microRNA 発現プロファイルを使用し、図 2に

示す如くクラスター解析を行った。その結果、

IPMAと IPMCではmicroRNAの発現プロファイ

ルに大きな差異は認められず、IPMA または

IPMC と浸潤癌・膵癌細胞株との間で有意な発

現変動がみられる microRNA が抽出された。   

浸潤癌及び膵癌細胞株で共通して統計学

的な有意差を持って発現が変化していた

microRNA は、発現増加が 5 種、低下が 48 種

であった（図 3）。 



 

 

PTPN9 protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 9
PLXNB2 plexin B2
KANK2 KN motif and ankyrin repeat domains 2
ADAM9 ADAM metallopeptidase domain 9 (meltrin gamma)
KIAA1715 KIAA1715
LRP6 low density lipoprotein receptor-related protein 6
CRK v-crk sarcoma virus CT10 oncogene homolog (avian)
RNF165 ring finger protein 165
FBXO33 F-box protein 33
PCDH7 protocadherin 7
RGS3 regulator of G-protein signaling 3
PEX5 peroxisomal biogenesis factor 5
PLK2 polo-like kinase 2 (Drosophila)
SLC7A5 solute carrier family 7 member 5
DIP2C DIP2 disco-interacting protein 2 homolog C (Drosophila)
THAP6 THAP domain containing 6
TRAF7 TNF receptor-associated factor 7

         図 2 

         図 3 

発現増加を認めた microRNA には既報にて

膵癌での高発現やゲムシタビン耐性との関

連が報告されている miR-21 が含まれており、

1)2)

本手法の妥当性を示すものと考えられた。

発現低下を認めた microRNA には乳癌での発

現低下と浸潤能との関連が報告されている

miR-145 や

3)

、肺癌での発現低下と増殖能と

の関連が報告されている miR-126 が含まれて

いた

4)

。その後の検討では膵癌での機能が明

らかとされていない miR-126 について解析す

ることとした。 

 

(2)miR-126 強制発現の膵癌細胞への影響 

 ヒト膵癌細胞株 Panc-1 および ASPC-1 に

miR-126 precursor を transfection し、細胞

遊走能と浸潤能への影響を検討した。

miR-126 の強制発現により、コントロールに

比べて 50-80%の遊走能・浸潤能の低下が確認

された（図 4）。 

 このような変化に伴い、miR-126 を強制発

現させた細胞では上皮系マーカーである

E-cadherin の発現が上昇していることが確

認された（図 5）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         図 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         図 5 

 

(3)miR-126 標的遺伝子の推定 

 TargetScan database により、種の間でも

保存性の高い 3’UTR 配列を有する 17 種類の

遺伝子が潜在的な miR-126の標的遺伝子とし

て同定された。これらの遺伝子につき、表 1

に示す。 

         表 1 

 



 

 

これらの遺伝子のうち、癌における機能が報

告されているものとしては乳腺の腫瘍形成

を促進する作用を持つ CRK

5)

や各種臓器由来

の癌における肺転移巣で高発現を示す

SLC7A5

6)

が含まれていた。これらの標的遺伝

子のうち、disintegrin と metalloprotease 

domainを有するADAM9は以前に膵癌で高率に

発現していることが報告されており、予後と

の関連も示唆されている

7)

ため、miR-126 と

の関連につき更なる検討を行った。miR-126

と相互作用

し 得 る

ADAM9 の

3’UTR 配列

と、ヒトを

含む複数の

種での保存

性について

図6に示す。 

            図 6 

miR-126 を強制発現させた膵癌細胞株におけ

る ADAM9の発現レベルをウエスタンブロット

にて検討したところ、図 7に示す如く発現レ

ベルの低下が確認された。 

         図 7 

 

(4)ADAM9 ノックダウンの膵癌細胞への影響 

 ADAM9 の細胞遊走能・浸潤能への影響を確

認するため、ヒト膵癌細胞株 Panc-1 および

ASPC-1 に ADAM9 siRNA を transfection して

細胞遊走能と浸潤能への影響を検討した。

siRNA による ADAM9 のノックダウンは両細胞

株において良好であった（図 8）。 

         図 8 

ADAM9 のノックダウンにより、miR-126 の

強制発現と同様、コントロールに比べて

50-60%の遊走能・浸潤能の低下が確認された

（図 9）。 

         

図 9 

このような変化に伴い、ADAM9 をノックダ

ウンした細胞では上皮系マーカーである

E-cadherin の発現が上昇していることが確

認された（図 10）。 

         

図 10 

 

(5)ADAM9 3’UTR と miR-126 の相互作用 

 ADAM9 3’UTR と miR-126 の相互作用の特異

性を確認するため、3’UTR アッセイを施行し

た。データベースにて確認された野生型

ADAM9 3’UTR 配列を有する pMG-A9 レポータ

ーと miR-126 結合配列を図 11 の如く変異さ

せた pMG-A9M レポーターを作成した。 

 

        図 11 



 

 

 ヒト膵癌細胞株 Panc-1 および ASPC-1 に上

述のレポーターを transfection したのち、

miR-126 precursor を tranfection してレポ

ーター活性を検討した。図 12 に示す如く、

pMG-A9レポーターの活性はmiR-126の存在下

でコントロール処理より低下しており、この

効果は ADAM9 3’UTR 配列を変異させること

により消失することが確認された。この結果

から、miR-126 は ADAM9 の 3’UTR に直接作用

し、その発現を制御することが確認された。 

         図 12 

(**; p<0.01, ANOVA) 
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5) Fathers KE et al. Am J Pathol, 2010. 6) 

Kaira K et al. Cancer Sci, 2008.  
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