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研究成果の概要（和文）：肺がん化学療法感受性に関わる miRNA を見いだし、利用することで

化学療法の効率化を目的とし、分子標的治療薬であるゲフィチニブに耐性に関わると思われる

miRNA の発現をマイクロアレイ及びリアルタイム RT-PCR で解析した。有意な変化の認めら

れた miRNA の機能解析をしたところ、ErbB ファミリーの発現を調節することを明らかにし

た。 
 
研究成果の概要（英文）：Gefitinib has been used for treatment of non-small cell lung 
cancer. The EGFR gene mutation correlates with clinical response to Gefitinib. 
However, some patients are resistant to Gefitinib despite the existence of mutated 
EGFR gene. This resistance is a major problem in patients with NSCLC. Sensitive 
biomarker is required for effective therapy with chemotherapeutic drugs. Recently, 
circulating tumor cell and microRNA (miRNA) are focused on as biomarkers for cancer 
diagnosis. 
 In this study, we utilized miRNA array and real-time PCR to show that some miRNAs 
are significantly up-regulated in Gefitinib resistant lung cancer cell lines.  Using the 
miRNA specific inhibitors, we identified ErbB family molecules are as a target gene of 
these miRNAs.  
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１． 研究開始当初の背景 

 
（１） 本研究開始当初、発がんや転移など

がんの特性に関わる miRNA に関
する報告が相次いだ。また、抗癌

剤感受性との関わりについても報
告が出始めてはいたが、散発的で
あり、細胞種や組織型の違いから
と思われるが、結果が異なる報告
も多く、薬剤感受性を反映するよ



うな miRNA すなわち、バイオマ
ーカーとして一般化出来るような
分子が存在しなかった。 
 

（２） 従来 RNA は不安定な分子であると
思われていたが、エクソソームと
呼ばれる小胞に包みこまれること
で、血中に安定に存在しているこ
とが明らかにされてきた。それら
の起源をたどると腫瘍など疾患臓
器から分泌され、病態を反映する
ことが明らかにされつつあった。  
 それらのことから、癌の早期診
断や、病態のバイオマーカーとし
て miRNA が利用出来るのではな
いかと期待されるようになってき
ていた。 
 

（３） 研究代表者は、以前の検討（科研費
若手 B 研究課題番号 20790147：
H20-H21 年度）で、シスプラチン
感受性に関わる miRNA を見いだ
した。 
 そこで、同じ親株より、分子標
的治療薬であるゲフィチニブに対
する耐性株を樹立し、シスプラチ
ンと同様の手法を用いて、ゲフィ
チニブ耐性株における miRNA の
発現を解析することで、肺がん化
学療法において Key となるプラチ
ナベースの併用化学療法並びに分
子標的治療薬の感受性が予測でき
れば癌化学療法の効率化に寄与す
ることが期待できるのではないか
と考え、本研究を開始するに至っ
た。 

    
 
２． 研究の目的 

 
  
（１）  肺がんはまだまだ難治であり、化

学療法が進歩した今日でも死亡率の
高い社会的にも問題な疾患である。
現在、プラチナベースの殺細胞薬に
よる併用化学療法とゲフィチニブや
クリゾチニブなどの分子標的治療薬
による治療が大きな柱となっている。
しかしながら、有効性は個人によっ
て差が大きく、個別化医療の推進が
求められている。現在 EGFR の変異
など、一部はバイオマーカーとして
優れた役割を果たしているが、その
例外も多く、また再燃後の効果につ
いては良いバイオマーカーが存在し
ないのが現状である。 
 

（２）  前 述 の よ う に 癌 組 織 由 来 の
miRNA が血中にも遊離しているこ
とが示されていることから、化学療
法の感受性に関わる miRNA を見い
だし、その発現パターンから薬剤に
対する応答性を推測することができ
るようになれば、より効率的な化学
療法を行う指標として利用すること
が可能であると思われる。 
 最終的な到達目標としては、比較
的非侵襲的である採血程度で可能な
サンプルである血中エクソソームの
中に含まれる miRNA を逆転写 PCR
で増幅検出することで化学療法の感
受性を予測出来るようなバイオマー
カーを見出し、鋭敏な診断方法を確
立することである。 
 ゆえに、本研究では、上記到達目
標を達成するために、耐性細胞株を
複数用いて抗癌剤感受性に関わる
miRNA を包括的に探索・同定するこ
とである。 

 
 
３．研究の方法 
 
 本研究では大きく以下の３つに準じて行
った。 

１） ゲフィチニブ耐性細胞の 
キャラクタライズ 

 ２）miRNA の発現プロファイル 
 ３）Anti-miRNA 導入による機能解析 
 
１） ゲフィチニブ耐性細胞樹のキャラクタ

ライズ 
 非小細胞肺がん細胞株 PC-9 由来ゲフ
ィ チ ニ ブ 耐 性 株 PC-9/MET 及 び
PC-9/MET1K を用いた。感受性の検討
には CCK-8（同仁化学）を用いた。EGFR、
HER2、HER3、c-MET など各種関連分
子の発現レベルについてはウエスタン
ブロットにより解析を行った。 
 

２） miRNA の発現プロファイル 
 miRNA を含むトータル RNA は
miRNeasy（キアゲン）を用いて精製し
た。miRNA の発現はマイクロアレイ：
3D-GENE（東レ）を用いてプロファイ
リングを行った。 
 耐性株２株において、同様の発現傾向
が認められた miRNAについてはサイバ
ーグリーンを用いたリアルタイム PCR
によりバリデーションを行った。 
 得られた miRNAのターゲット分子の
推定には miRecords  データベース
(http:// mirecords.biolead.org/)を用い
た。 



 
３） Anti-miRNA 導入による機能解析 

 耐性株で過剰発現していた miRNAに
ついては Anti-miR（アンビオン）を耐
性株に導入し、リアルタイム PCR で抑
制効率を、CCK アッセイ（同仁化学）
によってシスプラチン感受性の変化を
検討した。またその時の関連分子の発現
レベルについてはウエスタンブロット
により解析した。 

 
 
３． 研究成果 

 
１） ゲフィチニブ耐性細胞株２株はゲ

フィチニブに対して高度な耐性
（IC50として100倍以上）を示した。
それらにおける関連分子の発現を
ウエスタンブロットで検討したと
ころ、耐性株においてc-METタンパ
ク質の過剰発現が認められたが、そ
の他について大きな差違は認めら
れなかった。 
 

２） マイクロアレイによるスクリーニ
ングにより耐性株２株で共に高発
現（２倍以上）していた miRNA は、
miR-205、301a 、9* 、487b 、31 、
106b 、93 、106b* 、103 、25 、
708 、2277 、152 、551b 、1293 の
15 種類であった。 

 

３） 本検討の最終目的としては、血中に
遊離してきた癌組織由来 miRNA を高
感度に検出して解析することでバ
イオマーカーとして利用すること
であるため、本検討では、発現の亢
進していた分子のみについて着目
し解析することとした。 
 これらをリアルタイム PCR で定量
を行い、再現性良く高値を示した
miR-9*、-205 について、更に検討を
行うこととした。 

 

４） miRecords でターゲット分子の探索
を行ったところ、ErbB3、zinc finger 
E-box binding homeobox 1 、 ２
（ ZEB1,2 ）、 VEGFA 、 inositol 
polyphosphate phosphatase -like 
1 が miR-205 のターゲット候補とし
てあがり、EGFR を介したシグナル伝
達に関与している可能性が示唆さ
れた（現在投稿準備中）。 

 

５） miR-9*及び miR-205 の Anti-miR を
ゲフィチニブ耐性細胞株に導入し、

発現をリアルタイム PCR で確認した
ところ、ほぼ完全に miRNA の発現を
抑制していた。 
 その時点でゲフィチニブに対す
る感受性を検討したが、有意な差は
認められなかった。現在、抑制後の
時間を変更して再検討を行ってい
る。 

 

６） また、抑制時における c-MET、EGFR、
HER2、ErbB3 の発現をウエスタンブ
ロットで検討したところ、miR-205、
miR-9*共に ErbB3 タンパク質の発現
亢進傾向が認められた。 
 現在これらの分子の変動とゲフ
ィチニブ感受性との関係について
検討を行っている。 
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