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研究成果の概要（和文）： 

癌と炎症に関連するmicroRNAを網羅的に検証するため、手術前後の白血球、炎症局所

の白血球および単球由来の細胞株(THP-1)を用いて、サイトカインとmicroRNAの発現を

解析した。外科手術後のドレーン廃液中の白血球は、血清中と比してIL-8が大量に分泌

され、激しい炎症が局所で惹起されていることが示唆された。microRNAも同様に過剰に

発現しており、この中でmiR-21, 146aなどは炎症のシグナル伝達分子をターゲットとし

、炎症を負に制御するため、やや遅れて発現していた。THP-1において、LPS、TNF, IL-1
刺激よりmiR-21は濃度依存的に発現が増強した。 

炎症性サイトカインのIL-6の癌細胞に与える影響について、大腸癌・膵臓癌細胞を用

いて検証を行った。IL-6がSTAT3の活性を介して、癌の進展(増殖・浸潤)に関与してい

た。大腸癌細胞株にIL-6刺激によりlet7aの低下が確認された。一方、miR-146aはIL-6

により増強された。他にも、炎症・癌に関連するmicroRNAが同定され、targeting therapy 

に向け、microRNAの役割・意義(Phenotype)を明らかにしていく必要がある。このこと

が、microRNAを利用した炎症・癌への治療の開発・応用につながる可能性がある。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 In order to analyze both cancer and inflammation associated-microRNAs, we used 
leukocytes before and after operation, and THP-1 cells for assay of cytokines and 
microRNAs expression. IL-8 mRNA expression of leukocytes was significant higher in 
drainage fluid than in peripheral blood. That indicated severe inflammation occurred 
in local surgical field. Some kind of microRNAs were detected highly in local sites. 
Detection of miR-21 and miR146a in a late phase suggested that could play a role of  
negative feedback regulator after activation of signal transduction. LPS, TNF and 
IL-1 promoted the expression of miR-21 significantly in a dose dependent fashion in 
THP-1 cells. We determined the effect of IL-6 on the biological function in colon and 
pancreas cancer. IL-6 activated the phosophorylation of STAT-3 and promoted cancer 
progression, such as proliferation and invasion. IL-6 suppressed let7a expression and 
induced miR146a expression. We also identified some microRNAs which were 
associated with cancer and inflammation. We need to identify the phenotype of 
microRNAs in vivo to establish targeting therapy by using microRNAs. . That will 
contribute to discover and apply for novel microRNA therapy against cancer and 
inflammation. 
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１．研究開始当初の背景 

炎症の主体は白血球が局所組織へ浸潤し炎症

物質を放出させることによる組織の損傷である。

Sepsisに対する治療は、survival sepsis campaign 

guidelineを推奨として世界的にすすめられてい

るが、未だに現代医療の限界があり予後不良であ

る。Sepsisは、感染症にsystemic inflammatory 

response sydrom(SIRS)を合併し、感染に起因した

急性炎症の制御が治療の軸となっている。一方、

潰瘍性大腸炎やウイルス性肝炎などの慢性炎症を

主とする疾患においては炎症と修復が繰り返され

ることにより細胞内での遺伝子変異常をきっかけ

となりえる。ひいては細胞は癌化し宿主を蝕んで

いく。現在、急性・慢性炎症の治療に関しては治

療に抵抗性を示すことが多く問題となっている。 

この炎症を契機とした腫瘍局所環境(TEM:tumor 

microenvironment)においては、癌細胞、白血球以

外の線維芽細胞、内皮細胞など種々の細胞が存在

し互いに修飾しあっている。TEMではサイトカイン、

ケモカイン、コラーゲン、MMPなどの分子が豊富に

産生され、癌の進展(発癌・増殖・浸潤・転移)に

関与していることが明らかになってきた。 

実地臨床において炎症を合併した癌治療は抵

抗性を示し予後不良の傾向にある。これまでの分

子標的治療においては、main pathwayを阻害して

も、また、escape機構によりother pathwayが生じ

治療抵抗性を生じてきた。将来Combination 

therapyが理想ではあるが、まだ十分解析が行われ

ていなく現状では実用にほど遠い。 

microRNAは約22前後の塩基配列をもつsmallRNA

で、タンパク質の翻訳されないNon-coding RNAで

内因性に発現されている。多くの遺伝子発現をRNA

干渉によって同時に制御している。microRNAは多

標的であり、分子標的治療のターゲットに成りに

くいように考えられるが、多くの遺伝子制御を合

算した最終的なphenotypeとして捉えることによ

り、新たな治療のターゲットとなりえる可能性が

ある。 

これまで、癌に関するmiRNAの報告は急増してい

るが、炎症に関与するmiRNAの研究報告はまだ少な

い。マウスにLPSを投与し肺組織において発現して

くるmiRNAをreal time RT-PCRを用いてprofiling

を行い、さらに経時的に定量し12個のmiRNAが特異

的 に 発 現 し て い た (Moschos SA, BMC 

Genommics,2007)。macrophageにおいてmiR155は

TNF, IFN, IFN刺激により誘導され、感染防御

的に作用する(O’connell RM,PNAS,2007)。また、

IL-6 刺 激 に よ り 、 let7a(malignant 

cholangiocyte)(JBC,2007),miR21(multiple 

myeloma)(Blood,2007)が誘導され、炎症関連の癌

促進性のmiRと考えられ、一方、miR370(malignant 

cholangiocyte)は、IL-6により発現が抑制される

(Oncogene,2007)。Let7a,miR21はsuppresser gene

がtagetであり、miR370はoncogeneがtargetと予想

することができる。一方、単球のLPS刺激により、

IRAK1,TRAF6からNFBを介してmiR１46は発現促進

されるが、その後miR146はnegative feedbackとし

てIRAK1,TRAF6を抑制し抗炎症的に作用する

(PNAS,2007)。このようにmicroRNAは炎症・癌の関

与していることが示唆されている。 

 
２．研究の目的 

治療に抵抗性を示す炎症に起因した癌に対する

治療を開発するために、炎症と癌に起因した

microRNAを明らかにし、治療の可能性を探ること

を目的とした。 

 

３．研究の方法 
A. 健常者、手術後患者の血液やドレーン廃液
から白血球の分離と microRNA の分離。 
健常者、手術後患者の血液やドレーン廃液

を採取し、 lymphoprep を用いて白血球
(neutrophil,monocyte,lymphocyte)を各分離
する。Trizol もしくは miRNA isolation kit
などを用いて miRNA を抽出する。 
 
B. THP-1 細胞(単球由来)またはがん細胞株を
用いて炎症性サイトカインにて誘導される
microRNA の同定。 
各種細胞をLPS,TNF,IL-1など各炎症惹



起因子と培養し、Trizol もしくは miRNA 
isolation kit などを用いて miRNA を抽出す
る。 
 
C. 炎症特異的 miRNA クローニングと同定。 
炎症関連として同定されたの miRNA につい

て、miRNA は 3’に poly A tail を有しないた
め、miRNA に poly A polymerase を用いて poly 
A を付加する。 
Poly A 配列を考慮した RT primer を用いて RT
を行う。miRNAのcDNAに対して、特異的primer
を用いて SYBR green based real time PCR を
行う。 
 
D.サイトカイン存在下での癌細胞株の増殖
能・浸潤能・運動能の評価 
炎症性サイトカイン刺激下で、一定時間培養
を行い、その後の細胞増殖能を WTS assay 
kit を用いて施行した。また、浸潤能の評価
は Matrigel を Insert chamber 内に重層して
いる Chamber system(Beckton and Dickinson)
を用いて、下層の chamer への細胞数を比較し
ていく。運動能は金コロイドを付着させたグ
ラス上で細胞培養を行い、細胞が貪食し、移
動した面積を定量して行った。 
 
E.サイトカイン刺激後のシグナル伝達の評価。 
刺激後の細胞を lysis buffer にて溶解し、目
的とする蛋白分子の同定とリン酸化を
Western blotting お よ び
Immunoprecipitation を各種 STAT-3 の Ab を
用いて行った。 
 
F.炎症特異的 miRNA の網羅的解析 
ヒト microRNAs は Sanger Institute に約

700 近く sequence が登録されているが、現在
利用できる。これまでの microRNA 発現の
array の data に基づき、microRNA の同定
primer を作成し網羅的に micrRNA の発現を確
認する。 
 
４．研究成果 
 
A.炎症反応時におけるmicroRNA-21(miR-21)
の発現 
我々は食道癌患者の食道癌組織と正常組織

中のmiR-21の発現を検証し、食道癌に有意に
発現することを報告した(CCR, 2009)。また、
食道癌と非炎症性疾患(胆石症、ヘルニア)の
血清中のmiR-21の発現を比較し、食道癌患者
血清において有意にmiR-21がexosome内に認
められることがわかった。同時に炎症指標の
CRPが高い群はmiR-21が高い傾向を示した
(unpublished data)。このように、miR-21は
癌においても炎症においても発現が左右さ
れるmicroRNAであることが予想される。 

 

外傷・手術・感
染による炎症反
応は局所が主体
であり、それに伴
い全身性の炎症
反応(SIRS)を惹
起する。この現象
を確認するため
食道癌術後に挿
入された胸・腹部
ドレーン排液と
血液中の白血球
のIL-8(Fig.1)と
miR-21(Fig.2)の
発現を検証した。 

 
IL-8およびmiR-21は、術前より、術後の血清
において増強し、血清とドレーン排液の比較
では、ドレーン中のの白血球においてIL-8の
発現が有意に増強していた。一方、miR-21の
発現は変化なかった。他に、miR-146aはドレ
ーン排液中において増強していた。 
 
B.THP-1細胞におけるサイトカインによる
miR-21の発現 

m炎症に関連す

るmicroRNAを網

羅的に検証する

ため、THP-1細胞

株(単球由来)を

用 い て 、

TNFalpha, 

IL-1beta, LPS

の存在下にて濃

度依存性に発現

増 強し てい た

(Fig2B,3A,3B)。

また、LPS投与後、

経時的にmiR-21

の発現が増強し

た。miR-21は炎

症に特異的な指

標の一つになり

える可能性がある。 

 

C.膵臓癌細胞株におけるIL-6刺激後のｍ
icroRNAの発現の解析 
急性相反応蛋白である IL-6 は臨床病態(敗

血症や癌悪性度)と相関し、容易に血清中で
測定できるサイトカインの一つである。そこ
で、IL-6 と癌細胞の影響を検証するため、癌
細胞に IL-6 にて刺激し、増殖・浸潤能を検
証した 

膵臓癌細胞において、IL-6 とその受容体の発現

を解析したが、受容体は解析した全て(7/7)に認め

たが、IL-6 自体の発現はいくつかの株(2/7)に認

めた。IL-6 の存在下で、膵癌細胞は STAT-3 を活



性 化 さ せ

(Fig.6)、浸潤能

(図 5)と運動能

(data not 

shown)を有意に

亢進させた。 

この際、miR-155

と 146a が濃度

依存的に発現が

亢進していた

(Fig.7)。 

また、線維芽細

胞と癌細胞の

cross talk を検

証するため、

co-culture や

培養上清の交換

添加の結果より、

線維芽細胞の存

在により IL-6

の発現はより亢

進 し 、 tumor 

microenvironme

nt においては

より炎症が惹起され易い環境状態になっているこ

とが予想された(data not shown)。 

 
D.大腸癌細胞株におけるIL-6刺激後のｍ
icroRNAの発現の解析 
 
NSAID投与により、大腸癌の発生が抑制され

ること、潰瘍性
大腸炎などに
癌化が多いこ
となど、大腸癌
と炎症は関連
性が示唆され
る。 
大腸癌細胞株
(Colo-205) を
用いて、IL-6刺
激後の細胞増殖
能(Fig.8A)と浸
潤能(Fig.8B) 
を検証した。 
IL-6はcolo-205
細胞において有
意に増殖した。
10ng/ml を ピ ー
ク と し て 、
50,100ng/ml で
は活性はやや抑
えられた。浸潤
能は有意に促進
した。 
また、STAT-3の
リ ン 酸 化 は １

-10ng/mlをピークとして、100ng/mlでは低下
傾向を示した。 

IL-6の刺激によって、Let-7aは有意に発現
が低下し、miR146aは増加していた。 
In-vitroにおいてTHP-1(単球由来白血球細
胞株)を用いてTNFalpha, IL-1beta刺激時に
おけるmicroRNA発現について検討した。
Let-7aとmiR-21が経時的・濃度依存的に有意
に増強していた。 
Let7a の 標 的 遺 伝 子 と し て Myc, Ras, 
cyclinD2,EB, SP8,E2F5などの癌遺伝子・癌
細胞増殖関連遺伝子があげられ、let7aが低
下することにより、癌の進展に寄与してる可
能性が示唆される。また、miR-146aの標的遺
伝子として、IRAK, TRAF6などTNFの下流のシ
グナル伝達分子(NFkappaB)があり、炎症の
negative feed backとしてmiR-146aの発現が
増強している可能性がある。 
 
E. 考察 

炎症に関連するサイトカインである、TNF, 
IL-1, IL-6, IL-8や菌体毒素のLPSを用いて
癌細胞株、単球由来細胞株、白血球を用い
て、そのbioactivityについて解析してきた。 
血清中と比してサイトカインが大量に分泌され、

激しい炎症が局所で惹起されていることが示唆

されたが、microRNAも同様に過剰に発現している

ことが分かってきた。 
TNF, IL-1, LPSは炎症の強いinducerであ

り、miR-21, miR146aなどが関連して増強し
た。miR-21, 146aなどは炎症のシグナル伝達分

子をターゲットとし、炎症を負に制御するため、

やや遅れて発現し、negative feedbackに制御し

ているかもしれない。 
IL-6はlet7aの発現を低下させ癌の進展に

関与している可能性が示唆された。また。
TEMにおいて炎症が関与していることが明
らかにされている中で、今回、線維芽細胞
株を用いた解析で、IL-6やIL-8などのサイ
トカインが修飾され増強していることが示
された。腫瘍にはTEMといった炎症が関与し
ており、癌に対する治療の他、その周囲組
織を含めた炎症反応を制御することが重要
と思われる。今回、炎症・癌に関連する
microRNAをいくつか同定できたが、さらな
るmicroRNAの発現解析のために、複数の
primerを作製し、microRNAをRTを行ったDNA 
libraryから種々のmicroRNAが同定された
(miR-24,25,34a,27a, 29a,181d,199a,132,1826

など) (data not shown)。今後、これらの意
義をさらに明らかにしていく予定である。 
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