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研究成果の概要（和文）：難治性固形癌の代表である膵癌の新規治療標的を探索することを目的

とし、マイクロＲＮＡ発現ウイルスベクターライブラリーならびにＤＮＡマイクロアレイを組

み合わせたマイクロＲＮＡ機能スクリーニング系を構築した。これを用いて、膵癌細胞株の増

殖を制御するマイクロＲＮＡのスクリーニングを行い、とくに増殖を抑制するマイクロＲＮＡ

を５種同定した。これらマイクロＲＮＡならびにその標的は、膵癌の新規治療標的として有望

であると考えられる。 

 
研究成果の概要（英文）：To explore new therapeutic targets of pancreatic cancer, which 
is a representative hard-to-cure solid caner, we developed a functional screening assay 
using microRNA expressing virus library and custom-made microarrays. Using this 
functional screening assay, we explored microRNAs that control proliferation of 
pancreatic cancer cells and identified five microRNA that remarkably repress cell 
proliferation. These microRNAs and their targets appear to be promising novel therapeutic 
targets of pancreatic cancers. 
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１．研究開始当初の背景 
ヒト膵癌（膵管上皮癌）は代表的な難治性固
形癌であり、その予後は著しく不良である。
大きさ 2cm以下の切除可能な早期小膵癌であ
っても 5 年生存率は 30%台であり、他臓器の
癌とは異なり、早期発見による予後改善とい
うアプローチに限界がある。また、遠隔転移

を伴う進行膵癌の場合、もっとも奏功する塩
酸ゲムシタビンを含む化学療法でも生存期
間中央値 (MST) は 6 ヶ月程度、5年生存率は
きわめて低率であり、分子腫瘍学的な解析を
もとにした新しい膵癌治療法が切望されて
いる。膵癌における遺伝子異常に関しては、
すでに KRAS、TP53、SMAD4 の異常が高頻度で



あることが以前から報告されているが、
Kinzler、 Vogelstein らにより最近報告され
たヒト膵癌検体の re-sequencingの結果では、
これらを含む 12の核となる経路が同定され、
一つの膵癌の増殖には同時に様々な経路が
相補的に関わっていることが示唆された。こ
れは、白血病で良く見られるように、腫瘍の
生存が一つの遺伝子異常に強く依存し 
(oncogene addiction)、分子標的治療薬が奏
功するものとは対照的である。膵癌でこれら
12 のすべての経路を治療標的とする必要が
あるのかどうかは明らかではないが、ヒト膵
癌の新たな治療戦略においては、少なくとも
複数の作用点を何らかの形で同時に治療標
的とする必要があると考えられる。内因性の
因子としてこの目的に適するものがマイク
ロ RNA である。マイクロＲＮＡは、22～24bp
程度の短い一本鎖ＲＮＡであり、遺伝子から
転写されるもののタンパクへは翻訳されな
い (non-coding RNA)。3’非翻訳領域に相補
的な配列を持つ mRNA へと結合し、タンパク
への翻訳を抑制または標的 mRNA 複合体を分
解することで遺伝子発現を抑制する。一つの
マイクロＲＮＡは、数百の mRNA を標的とし
ており、マイクロＲＮＡの発現変化により複
数の経路が変化し、結果として細胞内の遺伝
子発現は広範な変化を来たす。このような特
徴を持つマイクロＲＮＡは、様々な癌で発現
異常を来たすことが報告されており、我々も
大腸癌の増殖を抑制しヒト大腸癌検体の約
40%で発現が低下しているマイクロＲＮＡと
して microRNA-34a を同定し報告した。膵癌
においても、その増殖を促進または抑制する
マイクロＲＮＡを同定することにより、膵癌
の増殖に対してとくに重要な経路の同定が
期待されるだけでなく、そのようなマイクロ
ＲＮＡ自体またはlocked nucleic acid (LNA) 
等の人工核酸を用いた治療への応用が期待
される。 
 
２．研究の目的 
本研究は、難治性固形癌の代表である膵癌
（膵管上皮癌）の新しい治療戦略を提供する
ために、内因性の遺伝子発現抑制機構である
マイクロＲＮＡで膵癌の増殖を促進または
抑制する機能を持つものを同定し、膵癌の有
効で新しい治療標的を明らかにすることを
目的とするものである。 
 
３．研究の方法 
①レンチウイルスベクターライブラリーな
らびに合成マイクロＲＮＡ：現在知られてい
るヒトマイクロＲＮＡは数百にものぼるた
め、この各々が細胞増殖に与える効果を個別
に検討することは困難である。そこで、445
種類のマイクロＲＮＡ前駆体を発現するレ
トロウイルスベクターライブラリーを膵癌

細胞株に感染させ、増殖に与える効果を一つ
の dish 上で並行して検証する。検出方法と
しては、カスタム設計した DNA マイクロアレ
イを用いる（次項に詳述）。膵癌細胞株の増
殖を有意に促進または抑制するマイクロＲ
ＮＡの候補が同定されたならば、この効果が
レトロウイルスの膵癌細胞株ゲノムへの組
み込みを介したものではないことを確認す
るために、in vivo で合成された対応する合
成マイクロＲＮＡを導入し、同様の効果が見
られるかどうかを検証する。なお、ウイルス
ベクターライブラリーならびに合成マイク
ロＲＮＡは、すでに実績のある市販のものを
用いる。 
②細胞の増殖を制御するマイクロＲＮＡの
カスタム設計 DNAマイクロアレイを用いた同
定：前項で述べたウイルスベクターライブラ
リー膵癌細胞株へ感染させ一定時間経過後、
増殖促進的なマイクロＲＮＡを導入された
細胞は増加し、増殖抑制的なマイクロＲＮＡ
を導入された細胞は減少する。このマイクロ
ＲＮＡ導入に伴う細胞数の変化を効率よく
検出するために、導入したマイクロＲＮＡを
特異的に検出するオリゴヌクレオチドプロ
ーブを設計し、これを搭載した DNA マイクロ
アレイをカスタム作成し、CGH (comparative 
genomic hybridization) の原理を用いて、
検出する。具体的には、(1)ライブラリー感
染直後の細胞株の DNAと一定時間経過後の細
胞株の DNA を異なる色素で蛍光標識し、(2)
導入したマイクロＲＮＡ前駆体を特異的に
検出するよう設計した DNAマイクロアレイ上
のプローブに競合的にハイブリダイゼーシ
ョンさせ、(3)レーザースキャナーで蛍光強
度の比を算出すれば、あるマイクロＲＮＡが
導入された膵癌細胞株の増殖の変化を反映
していることになる。この蛍光強度比をもと
に、増殖促進または抑制効果をもつマイクロ
ＲＮＡを同定する。また、実験条件の最適化
のため、予備実験としてウイルス導入の効率 
(multiplicity of infection) ならびに、有
意な変化と判定するための域値を同定する
ため、同一の DNA を別々の蛍光色素でラベル
化し競合的にハイブリダイゼーションを行
う self vs self の実験を行う。検出用 DNA
マイクロアレイは、実績のある市販のカスタ
ム CGHマイクロアレイのプロトコールならび
にプラットフォームを応用する。 
 
４．研究成果 
①マイクロＲＮＡ機能スクリーニング系の
構築：マイクロＲＮＡ発現ウイルスライブラ
リーならびにこれらを検出するカスタムマ
イクロアレイの組み合わせにより、マイクロ
ＲＮＡ機能スクリーニング系を構築した。カ
スタムマイクロアレイは、レンチウイルスベ
クターの発現するマイクロＲＮＡ前駆体



（400～500bp 程度）のうち、stem-loop 以外
のゲノム配列に特異的なプローブを設計し
た。eArray ソフトウェア（Agilent）を用い
て、445 の前駆体に、それぞれ 2 種類、合計
890 種類のプローブを作成した。これらをそ
れぞれ 16 回繰り返し搭載したカスタムマイ
クロアレイを作成した（8x15k フォーマット、
Agilent）。本スクリーニング系では、レンチ
ウイルスベクターにより導入したマイクロ
ＲＮＡを回収するために、ウイルスベクター
配列に相補的な PCR プライマーを用いた PCR
を行う。PCR においては、ウイルスライブラ
リーを感染させた細胞より抽出したゲノム
DNA から、同一の PCR プライマーを用いて同
時に 445 種類の異なる PCR 産物を増幅するこ
とから、PCR の過程で鋳型 DNA 中のマイクロ
ＲＮＡクローン比が保たれることが重要と
なる。これを検証するために、さまざまな条
件下で PCR の再現性を検討した。また、再現
性を向上させるために PCR産物をプールした。
すなわち、ウイルスライブラリーを感染させ
た細胞株より抽出した同一のゲノム DNAを鋳
型とし、8 本の PCR チューブで独立に PCR を
施行した。これらを 4本ずつプールし、それ
ぞれ Cy3、 Cy5 でラベル化し、カスタムマイ
クロアレイ上にハイブリダイゼーションし、
蛍光強度比を測定した。両者の相関係数は、
0.944 と良好であり、半定量的なスクリーニ
ング系としては十分であると判断した。 
 
②膵癌抑制的マイクロＲＮＡの同定：膵癌細
胞株 MIA PaCa-2 の増殖を制御するマイクロ
ＲＮＡの同定を、前項で構築したマイクロＲ
ＮＡ機能スクリーニング系を用いて試みた。
4x105 のMIA PaCa-2 にMOI (multiplicity of 
infection) 3 でウイルスライブラリーを感
染させ、継大操作を繰り返した。ライブラリ
ーの感染は独立して 2回試行した。感染直後
の細胞（P1）より抽出したDNAならびに 9 回
継大後の細胞（P9）より抽出したDNAを用い
て、前項の要領でスクリーニングを行った。
P1 vs. P9 の蛍光強度比を各クローン別に 
log10 比で表示した（図１）。なお、ライブラ
リーの導入ならびに継代は独立して２回施
行し、クローン比率の変化は２回の独立した
スクリーニングの平均値で示した。継代操作
中に、著しくその割合が低下した（log10 < -1）
マイクロＲＮＡクローンとして、５種を同定
した（miR-29b; miR-34a、 miR-222、 miR-224、 
miR-532）。これらスクリーニングで同定され
たものについて、レンチウイルスベクターま
たは合成マイクロＲＮＡをMIA PaCa-2に導入
し、細胞増殖アッセイ（細胞増殖曲線または
MTSアッセイ）により個別に検証し、MIA 
PaCa-2 の細胞増殖抑制効果を確認した。 
 つぎに、これらマイクロ RNA による細胞増
殖抑制効果の作用機序を解明する一端とし

て、propidium iodine (PI) 染色によるフロ
ーサイトメトリー解析を施行した。前記の合
成マイクロＲＮＡ5 種を 10nM の濃度で MIA 
PaCa-2 へトランスフェクションし、48 なら
びに 72 時間後に細胞を回収し、メタノール
による固定ならびに PI 染色後、フローサイ
トメトリーによる細胞周期解析を行った。5
種の細胞増殖抑制的マイクロＲＮＡの何れ
においても、アポトーシスを示す sub G1 
fraction の優位な増加は明らかでなかった。
一方で、miR-34a、 miR-224、 miR-532 を導
入した MIA PaCa-2 においては G1 周期での停
止が、miR-222 を導入した MIA PaCa-2 におい
ては G2 周期での停止が見られた。これらマ
イクロＲＮＡによる細胞増殖抑制効果は、ア
ポトーシスによる細胞死ではなく、細胞周期
の停止によるものであることが示された。今
後、これら膵癌細胞株増殖抑制的マイクロＲ
ＮＡを用いた核酸医薬として応用を検討す
ることにより膵癌新規治療の手掛かりとな
ることが期待される。また、その詳細な機能
解析や標的分子の同定をすすめることによ
り、既存の分子標的治療薬の手法を用いた新
規治療標的を明らかにできることが期待さ
れる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１：膵癌細胞株MIA PaCa-2 の増殖を制御す
るマイクロＲＮＡのスクリーニング（縦軸は
P9 vs. P0 のlog10比、横軸は各マイクロＲＮ
Ａクローン） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２：MTS アッセイによる膵癌増殖抑制的マ
イクロＲＮＡによる増殖抑制効果の検証（縦
軸は相対吸光度、横軸は左から miR-29b、 



miR-34a、 miR-222、 miR-224、 miR-521、 
miR-control．） 
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