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研究成果の概要（和文）： 

2 種の Gemcitabine 耐性膵癌細胞株を樹立し網羅的発現解析を行い、標的となりうる 24 の

miRNA を選別した。miR142-5p, miR204 が治療抵抗性に関与しており、miR17-5p, 

miR200c ,miR203 が予後と相関し、miR21 および miR155 が膵液を用いた癌の biomarker となる

可能性を明らかにした。また、miR21 の抑制実験で膵癌の遊走、浸潤、増殖のすべてを抑制し、

Gemcitabine 耐性を減弱する効果を認めた。 

 

研究成果の概要（英文）： 
We established two Gemcitabine-resistant pancreatic cancer cell lines, and global miRNA expression 

analyses was performed.24 miRNA were candidates that were related to chemoresistance of pancreatic 

cancer. MiR142-5p and miR204 show most highest expression in two Gemcitabine-resistant pancreatic 

cancer cell lines. MiR17-5p, miR200c and miR203 were poor prognosis factors. MiR21 and miR155 in 

pancreatic juice have the potential of becoming new biomarkers for diagnosing pancreatic cancer. 

MiR21 modulates biological functions of pancreatic cancer cells including their proliferation, invasion, 

and chemoresistance. 
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１．研究開始当初の背景 

他の消化器癌などでの飛躍的な治療法の改

善とは対照的に、膵癌はここ３０年以上ほ

とんど生存率の改善が見られない取り残さ

れた癌腫である。その主要な原因の一つと

して抗がん剤や放射線に対する治療抵抗

性が挙げられる。難治癌である膵癌の治

療成績向上のためには、早期診断法の確立

と、治療効果予測に基づく的確な個別化治

療が重要である。近年、癌の進展に関与す

る miRNA が急速に同定されており、マイク

ロアレイにより膵癌の網羅的 miRNA 解析

が可能となり注目されている。 

 

２．研究の目的 

膵癌治療抵抗性に関わる miRNA の同定と

治療への応用および予後予測、診断補助因

子となりうるかを目的として研究を行った。 
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３．研究の方法 

1)治療抵抗性膵癌細胞株の樹立とその

miRNA の網羅的発現解析 

Gemcitabine 耐性株の miRNA を対象とした

Bioarray(Ambion 社)を用いて網羅的発現解

析を行う。 

2)ホルマリン固定パラフィン包埋(FFPE)

サンプルにおける miRNA 定量解析 

治療効果が判明している膵癌切除組織パラ

フィン包埋(FFPE)サンプルから RNA を抽

出し、リアルタイム PCR によって上記 array

による網羅的解析により絞り込まれた

miRNA の定量解析を行う。 

3)マイクロダイセクションサンプルにおけ

る癌関連 miRNA 定量解析 

マイクロダイセクションで標的細胞のみ収

集して治療抵抗性に関与する miRNA 定量

解析を行う。 

4)miRNA 解析による治療効果や予後予測、

治療感受性制御治療標的としての可能性 

miRNA を対象に、その inhibitor や precursor

を用いて抑制実験や発現増強実験を行い、

その機能や抗癌剤や放射線治療に対する併

用効果を検討する。また術前診断に有用な

膵液中 miRNA の検索を行う。 

 

４．研究成果 

1)治療抵抗性膵癌細胞株の樹立とその

miRNA の網羅的発現解析 

Gemcitabine の濃度が 100nM から連続培養

をつづけ、600nM にも耐える耐性株を 2 種

樹立した。耐性株の miRNA を対象とした

Bioarray(Ambion 社)を用いて網羅的発現解

析を行い、24 の miRNA が耐性に関与して

いることが分かった。miRNA142-5p および

miRNA204がGemcitabine耐性にもっとも関

与していることを突き止めた。（Ohuchida et 

al, Ann Surg Oncol, 2011） 

2)ホルマリン固定パラフィン包埋(FFPE)

サンプルおよびマイクロダイセクションサ

ンプルにおける癌関連 miRNA 定量解析 

治療効果が判明している膵癌切除組織パラ

フィン包埋(FFPE)サンプルとマイクロ大

セクションサンプル得られた RNA をリア

ルタイム PCR によって上記 array による網

羅的解析により絞り込まれた 24 の miRNA

の定量解析を行った。その結果、Gemcitabine

を投与した群では miRNA142-5p および

miRNA204 の発現が高いと生命予後の延長

がみられた。（下記 Table 参照、Ohuchida et al, 

Ann Surg Oncol, 2011）Gemcitabine を投与し

ていない群では差はみられなかった。ある

いはその他の臨床病理学的因子に対して有

意に影響を与える miRNA17-5p（Ohuchida et 

al, Ann Surg Oncol, 2011）および miRNA200c

（Yu et al, Mol Cancer, 2010）を同定した。

また治癒切除群で miRNA203 高発現群は予

後が悪いことが分かった。（Ikenaga et al, 

Ann Surg Oncol, 2010） 

 
 

3)miRNA 解析による治療効果や予後予測、

治療感受性制御治療標的としての可能性 

膵癌細胞株に miRNA21 の precursor を導入

すると、膵癌細胞の遊走能、浸潤能、増殖

能がすべて上昇し、また FFPE サンプルで

も miRNA21 高発現群は予後が悪いことが

わかった。（下記 Fig.A,B,C 参照 Moriyama et 

al, Mol Cancer Ther, 2009）逆に膵癌細胞株の

miRNA21 を抑制すると遊走能、浸潤能、増

殖能をすべて抑制し、また、Gemcitabine 耐

性を減弱させる効果があった。膵液と FFPE

サンプルにおいてともに miRNA21 ないし

miRNA155 が高発現している群では予後が

悪く、膵液中の miRNA21 と miRNA155 は

予後予測に有用であることが示された。

（Sadakari et al, JOP, 2010） 
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