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研究成果の概要（和文）：  

非喫煙者肺がん発生におけるmiRNAの果たす役割とEGFR遺伝子変異によるmiRNAの発現制御機
構を明らかにするため、特に発癌との関連が示唆される因子についての機能解析とmiR-21とEGFR

シグナルとの調整機構を解析した。非喫煙者の中で特異的に発現の低下が示されたmiR-138につ

てターゲット遺伝子候補のhTERTと負の相関が示され、発癌のメカニズムに関わっている可能性
が示された。また、miR-21は、Akt、STAT3などのEGFR下流のシグナル因子とは別に調整に関わり

、非喫煙者肺がんに対する新しい治療法開発をもたらす糸口となる可能性が示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）： 
Lung cancers in never-smokers have unique miRNA expression profiles as a novel 

molecular characteristic. MiR-21 is a downstream effector of the activated EGFR signaling 
pathway and can be a therapeutic target in lung cancers with and without EGFR 
mutations. MiR-138 on 3p21.33, a chromosomal region carrying a long-sought lung cancer 
suppressor gene, is downregulated in never-smoker cases. There is an inverse correlation 
between miR-138 and hTERT in never-smoker lung cancers. These miRNAs may play an 
oncogenic role in lung carcinogenesis and miR-21 is novel molecular targets in treatment of 
lung cancers in never-smokers. 
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１．研究開始当初の背景 
肺がんの原因としては，環境・職業的要因，
宿主側因子などいくつかの危険因子が考え
られている．この中で最大の原因が喫煙であ
る．喫煙者が肺がんになる危険率は非喫煙者
の 10～20 倍程度高いと言われており，肺が

ん罹患者の中で，男性では 70.4％，女性では
26.3％が本人の喫煙に起因して発症してい
ると推定されている．これらのことより、女
性では多く肺がん患者が喫煙と因果関係が
少ないということが推測され、分子生物学的
特徴や臨床像は、喫煙者の肺がんとは明らか
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に異なっていると考えられる。 miRNA 
(microRNA)は 18～25 塩基からなる低分子量
RNA であり、いわゆる non-coding RNA の一種
である。近年、miRNA の発現異常が、肺がん
を含む様々ながん種で報告されている。さら
に Oncomirと呼ばれるような発がんに関連す
る miRNAs や癌抑制的に働く miRNAs の詳細が
明らかにされようとしている。これらをター
ゲットとしたがん診断や治療への応用が考
えられている。これまでに肺がんと miRNA 発
現解析の結果で非喫煙者、または、喫煙者肺
がんに関連したそれぞれの miRNAの発現異常
が明らかとなり、より一層、肺がんの病態理
解が可能になったと考えられた。さらに、こ
の解析で miR-138 は、非喫煙者の中で特異的
に発現低下が示された。miR-138 の locus は
3p21.33 に局在しており、同部位は肺がんの
癌抑制遺伝子候補の存在部位として重要で
あると考えられている。また、我々の研究報
告では、EGFR 遺伝子変異の症例と野生型の症
例での比較解析で最も発現上昇を認めた
miR-21 を Knockdown す る こ と で EGFR 
Tyrosine Kinase Inhibitor (EGFR-TKI) 
AG1478 との相乗効果が示された。 

 
２．研究の目的 
本研究では、非喫煙者肺がん発生における
miRNA の果たす役割を解明するため、（１）非
喫煙者肺がんの miRNAの発現プロファイル解
析で、特に発癌との関連が示唆される因子に
ついて in vitro で機能解析を行う。 
（２）非喫煙者肺がんに頻度が多いとされて
いる EGFR 遺伝子変異が果たす miRNA の発現
制御機構を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1） ターゲット遺伝子の検索 

非喫煙者肺がんのmiRNAプロファイルの
中で優位に発現の変動が認められた
miRNAsにつて３つ（TargetScan, 
Microcosm, PicTar-Vert）のデータベー
スからターゲットとなり得る遺伝子を
検討する。 

（2） hTERT遺伝子発現へのmiR-138発現変
動の影響の解析 
① 肺がん細胞株を用いてmiR-138、hTERT
遺伝子の発現解析 
TaqMan Human MicroRNA Assay kit 
(Applied Biosystems, Foster City, 
CA)を用いて各肺がん細胞からTotal 
RNA抽出をしてmicroRNAのRT反応を行
い、PRISM 7700 Sequence Detector 
System (Applied Biosystems)を使用し
て定量的RT-PCR法にて発現解析を行っ
た。内部標準としてRNU6B (#4373381, 
Applied Biosystems)を使用した。   

② Precursor miR-138のmutation解析 

miR-138の局在部位は3p21.33であ
り、同部位は、肺がんで多くの遺伝子
異常の報告があるため、DNA PCR法と
Direct sequence法を用いて遺伝子変
異解析を行った。 

③ miR-138 KnockdownとOverexpression
によるhTERT遺伝子の発現変動解析 
miR-138siRNA または、pre-miR-138
のtransfectionを行い、miR-138発現
を調整した。各トランスフェクション
細胞からTotal RNA抽出後にmicroRNA
のRT反応を施行し、各サンプルを定量
的RT-PCR法にて解析した。 

（3） miR-21とEGFRシグナルとの調整機構
の解明  
EGFRのリガンドであるEGFによって
miR-21の発現が亢進され、さらに
EGFR-TKI(AG1478)暴露でその発現を抑
制することが示された。EGFRシグナルと
の調整機構を解明するために下流のシ
グナル因子（Akt, STAT3など）との関連
を検討した。 
① miR-21のKnockdownとOverexpression
によるp-Akt, p-STAT3の発現変動解析 
miR-21siRNA または、pre-miR-21の
transfectionを行い、miR-21発現を調
整した。各トランスフェクション細胞
からタンパク質を抽出後にWestern 
blot法にてタンパク質発現解析を行
った。 

② Akt、STAT3の KnockdownによるmiR-21
の発現変動 
Akt、STAT3siRNAのtransfectionを行
い、Total RNAを抽出後にmicroRNAのRT
反応、定量的RT-PCR法にてmiR-21発現
解析して、その変動を調べた。 

（4） EGFR遺伝子変異に関した網羅的タン
パク質発現解析 
EGFR遺伝子変異を伴う肺がん細胞株
（PC9）と野生型（A549）を用いて蛍光2
次元電気泳動法により優位に変動する
タンパク質プロファイルを検討する。 
各肺がん細胞株からタンパク質を抽
出して、サインプル調整、蛍光ラベル標
識後に2D-DIGEによる電気泳動を行った。
得られたタンパク質プロファイルから
統計学的解析を行い、有意な発現差を認
めるタンパク質を同定した。 

 
４．研究成果 
非喫煙者肺がん症例で特異的なmiRNAの発
現変化を示したmiR-138の標的遺伝子候補を
データベース（TargetScan, Microcosm, 
PicTar-Vert）から選択し、検討を行った。
それらの結果から肺がんを含む様々ながん
種の発癌・腫瘍増殖に関与しているhuman 
telomerase reverse transcriptase gene 



 

 

(hTERT)がターゲット遺伝子候補としてあげ
られた。定量的RT-PCR法にて7つの肺がん細
胞株を用いてmiR-138とhTERT遺伝子の発現
解析を行った。 
miR-138の発現調節を行った機能解析では、

miR-138の発現をoverexpressionすることで
hTERT遺伝子の発現を負に調整し（図１A,B）、
siRNA を用いたKnockdownではhTERT遺伝子
発現が亢進することを見出した（図２A,B）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
  
    
     
   
   
    
   
図１（A）肺がん細胞株(H157,H1299)におい
てpre-miR-138の導入を行い、miR-138の過剰
発現を行った。（B）miR-138の過剰発現を行
うことでhTERT遺伝子発現が抑制された。 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

  
図２（A）肺がん細胞株(A549)において
miR-138 siRNAを用いてmiR-138のKnockdown
を行った。（B）miR-138のKnockdownを行うい
ことでhTERT遺伝子発現が亢進された。 
 
また、miR-138の局在部位は3p21.33であり、

同部位は、肺がんで多くの遺伝子異常の報告
があることによりPrecursor miR-138の
mutation解析をDirect sequence法を用いて

遺伝子変異解析を行ったが、異常は認められ
なかった。   
我々の以前の研究でmiR-21は、EGFR遺伝子
変異に関したmiRNA発現プロファイルで最も
発現の亢進を認めた。また、EGFRのリガンド
であるEGFによってmiR-21の発現が亢進され、
EGFR-TKI(AG1478)暴露でその発現を抑制す
ることで、miR-21はEGFRシグナルとの関連が
示された。今回、miR-21とEGFRシグナルとの
調整機構を解明するために下流のシグナル
因子（Akt、STAT3など）との関係について解
析を行った。結果としてmiR-21の発現を
siRNA を用いてKnockdownを行ってもAkt, 
STAT3の発現に変動は認めず、さらに
Pre-miR-21の導入を行い、miR-21を過剰発現
させても両者に変動は認めなかった（図３
A,B）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３（A）肺がん細胞株(H3255)において
miR-21siRNA または、pre-miR-21の導入を行
い、p-Aktのタンパク質発現を解析したが変
動は見られなかった。（B）p-STAT3のタンパ
ク質発現解析でも同様に変動は見られなか
った。 
 
次に、AktとSTAT3の両因子をKnockdownす
ることによりmiR-21発現の変動を解析した
が、いずれも有意な変化は認めなかった（図
４A,B）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４（A）肺がん細胞株(H1650)において

STAT3 siRNA１、STAT3 siRNA２の導入を行っ
たが、いずれの細胞でもmiR-21発現の有意な
変動は見られなかった。（B）肺がん細胞株
(H1975)においても同様にmiR-21発現の変動
は認めなかった。 
 
この結果からmiR-21は、Akt、STAT3などの

EGFR下流のシグナル因子とは別に細胞増殖
の調整に関わり、発癌に関連していることが
示唆された。 
我々のこれまでの研究で、肺がん組織検体

を用いたEGFR遺伝子変異に関した網羅的な
タンパク質発現解析の結果、９個のタンパク
質に有意な変動を認めた。今回、EGFR遺伝子
変異を認める肺がん細胞株（PC9）と野生型
株（A549）との２群間で発現解析を行い、両
群間で有意に発現差を認める11個のタンパ
ク質スポットが同定された。そのうち9つの
タンパク質が発現亢進し、２つタンパク質の
発現が減少していた。これらのタンパク質と
miR-21との関連を調査する課題はあるもの
の、これらの知見は、EGFR遺伝子変異陽性の
非喫煙者肺がんに対する新しい治療法開発
をもたらす糸口となる可能性が示唆された。 
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