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研究成果の概要（和文）： 

卵巣癌と性質が近い子宮内膜漿液性腺癌において、miR-34bの発現が低下しており、その発現の

低下はプロモーター領域のメチル化と関連していた。またmiR-34bを癌細胞に導入したところ、

悪性度が増し、特に浸潤能に与える影響が大きかった。さらに、標的タンパク質として、癌遺伝

子であるmesenchymal epithelial transition factor (MET)に着目した。細胞内でmiR-34bの発

現が増加すると、METの発現は減少し、癌遺伝子であることを裏付ける結果であった。以上より、

子宮内膜漿液性腺癌において、miR-34bが癌抑制遺伝子的な働きをしており、その働きは標的蛋

白METを介していることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
miR-34b was found to have promoter hypermethylation, which when reversed, restored 
miR-34b expression in the endometrial serous cancer (ESC) cell lines treated with 5-aza-2' 
deoxycytidine. miR-34b transfection inhibited ESC cell growth, migration and most notably 
invasion. These effects were mediated by miR-34b target gene, the mesenchymal epithelial 
transition factor (MET). The expression of MET was reduced following the restoration of 
miR-34b in ESC cell lines. In summary, our data suggest that miR-34b plays a role in the 
molecular pathogenesis of endometrial cancer.  
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１． 研究開始当初の背景 

癌抑制遺伝子の発現抑制のメカニズムにつ

いては、1980年代より遺伝子突然変異、染色

体欠失などのいわゆるgeneticな変化による

抑制が報告され、さらに1990年代よりプロモ
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ーター領域CpGアイランドのDNAメチル化によ

り抑制されることが報告され、癌抑制遺伝子

の不活性化との関係が論じられてきた。さら

に近年、20から25塩基程度の1本鎖RNAである

microRNA (miRNA) の癌における役割が注目

されている。miRNAは他の遺伝子（標的遺伝子）

の発現を調節する機能を有すると考えられて

いるタンパク質への翻訳がないノンコーディ

ングRNAである。様々な癌においてmiRNA解析

は進んでおり、miRNAによるエピジェネティッ

クな遺伝子発現の制御が注目されている。 

卵巣癌は婦人科癌の中でも最も予後不良な

癌の一つである。卵巣癌は病理組織学的に分

類され、卵巣癌の約9割を上皮性卵巣癌が占め

る。上皮性卵巣癌はさらに、漿液性癌、類内

膜癌、粘液性癌、明細胞癌などに分類される。

この中で、最も頻度が高いのは漿液性癌であ

り、一方、粘液性癌や明細胞癌は頻度が少な

いものの予後不良で、化学療法の効果が低い。

手術や化学療法による集学的治療によって、

近年、卵巣癌患者の予後の改善がみられてい

るものの、再発・進行例については依然とし

て予後不良である。従って卵巣癌の新規治療

戦術をはかる上でも、その腫瘍学的・生物学

的特徴の把握が急務とされている。 
 
２．研究の目的 

婦人科悪性腫瘍において最も予後不良で
ある卵巣癌とエピジェネティクスの関連全
体を把握する上で特に近年報告数の増加が
著しい miRNA に焦点をあてる。miRNA アレイ
を用いて卵巣癌におけるmiRNAの発現を網羅
的に解析し、この予後不良な疾患の新たな治
療法の開発につなげることを最終的な目標
とする。 

 
３．研究の方法 

(1) 卵巣癌におけるmiRNAの網羅的解析 

卵巣癌検体および子宮内膜癌検体、さらに

卵巣および子宮の漿液性腺癌培養細胞株

（OVCAR3、SKOV3、JHOS2、JHOS3）をそれぞれ

用いた。子宮内膜漿液性腺癌は、病理組織学

的に卵巣漿液性腺癌と類似した乳頭状構造を

有する。また、両組織由来の漿液性腺癌は、

病態においても類似点が多い。比較対照とし

て、類内膜腺癌細胞株（TOV112D）を使用した。

miRNA の 網 羅 的 解 析 に は 、 Human miRNA 

microarray Kit (Agilent Technologies)を使

用した。マイクロアレイ解析にはGeneSpring 

(Agilent Technologies)を使用した。本研究

は東北大学医学部・医学系研究科倫理委員会

の承認を得た後に行った。 

 

(2) miRNAのターゲット蛋白の同定 

ターゲット遺伝子予測アルゴリズム

（miRanda、TargetScan、miRBase）を用いて、

miR-34bが標的とし得る遺伝子群を抽出した。 

(3) miRNAのプロモーター領域のメチル化に

ついての検索 

miR34bのプロモーター領域のメチル化に

ついて、バイサルファイトシークエンス法に

て解析した。また、5-aza-2’deoxycytidine

を用いて脱メチル化について検討を行った。 

(4) miRNAの機能解析 

miR34bを培養細胞に導入し、細胞増殖、アポ

トーシス、細胞の遊走能、浸潤能について検

討した。細胞増職能にはCell Couting Kit 

(WST-8；同仁化学)を、アポトーシスの検討

にはCaspase-3/7 Glo Assay（Prpmega）をそ

れぞれ行った。細胞の遊走能、浸潤能につい

てはtranswell Assay Kit  (BD Biosciences)

を用いた。 

(5)miRNAの発現と予後・治療法を含む臨床病

理学的因子との関連についての検討 

miR34bの標的遺伝子としてmesenchymal 

epithelial transition factor (MET)を抽出

し、臨床検体におけるMETの発現を免疫組織

化学にて評価した。 
 
４．研究成果 

卵巣および子官の漿液性腺癌について

miRNAの発現を検討した。通常型の類内膜腺癌

をコントロールとして、miRNAマイクロアレイ

を行い、漿液性腺癌において高発現(54遺伝

子)あるいは低発現(66遺伝子)したmiRNAを抽

出した。これらについて、予後を含めた臨床

病理学的因子との比較を行った。その結果、

miR-101、miR-10b、miR-139、miR-29b、miR-152、

miR455の低発現が有意な予後不良因子となる

ことが判明した。細胞株に対してmi-R101ある

いはmiR-152を遺伝子導入した結果、細胞増殖

が抑制された。さらに、cyclooxygenase-2 

(Cox-2)の陽性率がmiR-101の発現低下と関係

していることも発見した。Cox-2は炎症時に過

剰に産生されることが知られているが、卵巣

癌においては癌細胞の増殖に関与すること、

Cox-2の遺伝子変異が癌発生と関連すること

が注目されている。また、miR-101の強制発現

により、Cox-2の発現が低下することが報告さ

れている。miRNAは新規治療標的因子として注

目されているが、癌のバイーマーカーとして

の性質が、病理学的なsurrogate markerとし

ても有用であると考えられている。以上の所

見より、漿液性腺癌の予後因子として、本研



 

 

究で抽出したmiRNA群の低下を検出すること

が有用であることが示唆され、新たな診断技

術の提唱につながると期待される。 

さらに、卵巣癌と性質が近い子宮内膜漿液

性腺癌において、miRNAマイクロアレイ解析に

よって、miR-34bの発現が低下していることを

明らかにした。MiR-34bのプロモーター領域の

メチル化をバイサルファイトシークエンス法

により解析したところ、この発現の低下はプ

ロモーター領域のメチル化と有意に相関して

おり、miR-34bの発現の低下はメチル化によっ

て引き起こされていると考えられた。また、

miR-34bの発現が低い細胞株に遺伝子導入に

より強制発現させると、細胞の増殖能低下、

アポトーシスの増加、遊走能や浸潤能の低下

が認められ、このmiRNAが癌抑制遺伝子的な機

能を有していることが推察された。さらに、

標的タンパク質として、癌遺伝子であるMET

に着目し、両因子の関連について検討を加え

た。培養細胞を用いた検討では、細胞内で

miR-34bの発現が増加すると、METの発現は減

少することが明らかとなった。METは受容体型

チロシンキナーゼであり、Hepatocyte growth 

factor (HGF)と特異的に結合し、癌細胞の増

殖、遊走・浸潤、形態形成などに関与するこ

とが知られている。HGFおよびMETは卵巣癌細

胞において発現していることが確認されてお

り、卵巣癌の転移巣においてMETの発現が高い

ことも明らかにされている。子宮内膜癌では、

HGFおよびMetの発現と微小血管数との関係が

検討されており、両因子が陽性である症例で

は、微小血管数が有意に高いことが報告され

ており、予後不良因子であることが確認され

ている。以上より、卵巣および子宮内膜漿液

性腺癌において、miR34bは癌抑制遺伝子的な

働きをしており、その働きは標的蛋白METを介

していることが示唆された。今年度は、上記

の成果を学会（日本癌学会）において発表し、

論文として掲載された（Int J Cancer）。 

miRNAの臨床への応用については、Santaris

ファーマ（デンマーク）から、miR-122をター

ゲットとしたC型肝炎ウィルス駆除の核酸治

療に関する臨床試験が報告されている。一方

miRNA は、siRNA のように標的遺伝子に対し

て1：1 の関係ではなく、一つのmiRNA にはお

よそ200 個の標的mRNAが存在する（1：～200）

と考えられている。つまり一つのmRNA は複数

のmiRNA の制御下に置かれてると考えられて

いる。miRNAの治療への応用に関しては多くの

エビデンスが必要であり、今後その安全性の

確認方法などの多くのデータの蓄積が急務で

ある。卵巣癌だけではなく多くの癌に対して

は、未だ特効薬は存在しないのが現状である

が、miRNAの癌での作用を詳細に検討し、その

エピジェネティクスを理解することが新規治

療戦略へとつながるのではと期待される。 
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