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研究成果の概要（和文）：子宮体部漿液性腺癌（漿液性腺癌）は、いまだに標準治療が確立されておらず婦人科悪性腫
瘍の中でも極めて予後の悪い疾患の1つである。本研究では、近年癌において異常発現が報告されているマイクロRNA（
miRNA）に着目し、漿液性腺癌とmiRNAの関連性および機能を検討した。癌組織において発現減少するmiRNAを細胞株へ
導入することで癌抑制的効果を確認した。さらに癌抑制作用はmiRNAが標的遺伝子としてオンコジーンの抑制を介した
効果と考えられる。本成果は漿液性腺癌での癌抑制的なmiRNAの同定とmiRNAを標的とした分子標的治療への応用に寄与
するものと考えられる。

研究成果の概要（英文）：Uterine papillary serous carcinoma (UPSC) is a highly aggressive form of endometri
al cancer and characterized by a high recurrence rate and a poor prognosis. To date, the standard treatmen
t for UPSC has remained elusive. In the present study, we focused on microRNA (miRNA) that has been recent
ly reported to be abnormal expressed in several cancers and the correlation between miRNA and UPSC. By int
roducing miRNA whose expression was down-regulated to UPSC cells suppressed cell proliferation. Furthermor
e, the inhibitory effects may be mediated by the suppression of the oncogenes that were showed as the targ
ets of the miRNA. Taken together, the present study revealed that a novel and important role of miRNA as a
 tumor suppressor in UPSC and the identification of novel tumor-suppressive miRNA-mediated molecular pathw
ays and targets may provide new insights into UPSC.
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１．研究開始当初の背景 

子宮体部漿液性腺癌（漿液性腺癌）は前がん

病変やその発生・進展についてほとんど解明

されておらず、その他の内膜癌に比較して子

宮外への進展が著しいことが特徴的であり

非常に予後が不良な疾患である。すなわち漿

液性腺癌においての癌の発癌・進展メカニズ

ムの解明をすることで新たな治療法の開発

することは急務であると考えられる。近年、

miRNA が癌と関連することが多くの癌種で報

告され、miRNA が分子標的として癌治療薬・

予防薬への応用できると期待されている。し

かしながら、これまでに漿液性腺癌と miRNA

の関連について報告はほとんど見られない

のが現状である。 

そこで本研究では漿液性腺癌の新しい治療

法の開発に向けた基礎研究として漿液性腺

癌におけるmiRNAの癌への関与する分子メカ

ニズムを明らかにすることを目的として、癌

組織で特異的な発現減少を示すmiRNAの漿液

性腺癌由来細胞株への導入を行い、癌細胞に

与える影響の検討と標的遺伝子の検索を行

った。 

 

２．研究の目的 

（1）癌細胞における miRNA の機能解析 

これまでにmiRNA異常発現が多くの癌種で癌

の増殖や進展に関与していることが報告さ

れている。そこで、これまでの研究から漿液

性腺癌組織において正常組織と比較して顕

著に発現減少を示す miRNA に焦点を当て、そ

れらのmiRNAが癌細胞において実際に抗腫瘍

効果を示すがどうかをmiRNAを漿液性腺癌由

来細胞株に導入してmiRNAの抗腫瘍効果を確

認した。 

 

（2）miRNA の標的遺伝子の検索 

癌抑制的な作用を示す miRNA は、標的遺伝子

として癌遺伝子などの癌を促進に導く遺伝

子を抑制することで癌抑制的な作用を示す

と考えられる。そこで抗腫瘍効果を示した

miRNA に対して、その標的遺伝子を同定する

ため標的遺伝子予測プログラムにて候補遺

伝子を予測し、miRNA 導入後の標的遺伝子の

タンパク質レベルでの発現およびレポータ

ーアッセイによるmiRNAと標的遺伝子の結合

を確認した。 

 

（3）miRNA の薬剤感受性への影響の検討 

これまでにmiRNAが薬剤耐性に関与すると他

癌種報告で報告されている。そこで miRNA が

漿液性腺癌でも薬剤感受性に関与するか、子

宮内膜癌化学療法の主要な薬剤である

paclitaxel、cisplatin、adriamycin におい

て検討した。 

 

３．研究の方法 

（1）癌細胞における miRNA の機能解析 

miRNA を漿液性腺癌由来細胞株 2株に導入し

miRNA の癌細胞に与える影響を検討した。挿

入した細胞は、細胞増殖能を Cell Counting 

Kit-8（Dojindo）を用いて WST-assay にて、

アポトーシス誘導能をCaspase 3/7 Glo assay

（Promega）を用いた Caspase assay および

フローサイトメーター（FACS）を用いた

Annexin V Assay Kit （MBL）の Annexin-V

および Click-iT EdU Pacific Blue™ Flow 

Cytometry Assay Kit（lifetechnologies）

を用いた細胞周期のSubG1期の検出での解析、

足場非依存性増殖能を 3D-culture 法、細胞

周期は FACS を用いて、遊走能は Transwell 

Cell Migration Assay（BD biosciences）を

用いて、浸潤能は Transwell Cell Invasion 

Matrigel Assay（BD biosciences）を用いて

検討した。 

 

（2）miRNA の標的遺伝子の検索 

抗腫瘍効果を示したmiRNAの標的遺伝子を同

定するため、miRNA 標的遺伝子予測プログラ

ムである TargetScan

（http://www.targetscan.org/）、

Miranda(microrna.sanger.ac.uk/)を用いて

miRNA の標的遺伝子の候補を予測した。また、

miRNA の候補遺伝子が実際の標的遺伝子であ

るか実証するためmiRNAを導入した細胞株の

標的遺伝子のタンパク質レベルの発現を

Western blot により確認し、また標的遺伝子

と miRNA の結合を pmirGLO Dual-Luciferase 

miRNA Target Expression Vector（Promega）

を用いた 5’UTR reporter assay によって検

討した。 

 

（3）miRNA の薬剤感受性への影響の検討 

miRNA の導入における薬剤感受性能への影響

の確認は、子宮体癌における化学療法の主要

な薬剤である paclitaxel、cisplatin、



Adriamycinの3剤をmiRNA導入細胞に添加し

て WST-assay により検討した。 

 

４．研究成果 

（1）癌細胞における miRNA の機能解析 

正常組織と比較し漿液性腺癌組織において

発現の減少する miRNA である miR-34b および

miR-101 を漿液性腺癌由来培養細胞株 2株

（USPC-1、SPAC1-L）に導入することによっ

てその機能を解析した。まず miR-34b を導入

した細胞の細胞増殖能をWST-assayにより検

討したところ、それぞれ 16.8%、8.7%と有意

差を持って細胞増殖能が減少した（p=0.0001, 

p=0.0055）。また Caspase 3/7 活性はそれぞ

れ 2.4 倍、1.4 倍に上昇し（p=0.0001, 

p=0.0001）、AnnexinV によるフローサイトメ

トリー解析ではアポトーシス誘導細胞数は

それぞれ 1.6 倍、2.9 倍に上昇した。さらに

遊走性ではそれぞれ 16.6%、42%の減少を示し

（p=0.0062, p=0.0022）、さらに浸潤性はそ

れぞれ 86.6%、80.0%と顕著な細胞数の減少が

示された（p=0.001, p=0.0003）。

Anchorage-independent growth assay により、

足場非依存的増殖能が両細胞とも顕著に抑

制されることが確認され（p<0.01, p<0.01）、

細胞周期解析によってmiR-34bの導入により

G0/G1アレストおよびsubG0/G1の増加を引き

起こすことが見出された。我々はさらにこれ

までに miR-34b の他に miR-101 が漿液性腺癌

組織で顕著に減少することを見出しており、

miR-101 を漿液性腺癌細胞株へ導入してその

影響を検討した。WST-assayにおいてmiR-101

導入細胞株はコントロールに比較して顕著

に細胞増殖能を 0.68 倍、0.59 倍抑制するこ

とが確認された（p<0.01, p<0.01）。さらに

Caspase 3/7 assay では 1.9 倍、1.7倍（p<0.01, 

p<0.05）および FACS による Annexin-V 

detection assay では 3.6 倍、2.2 倍のアポ

トーシスの誘導をmiR-101導入細胞で確認さ

れた。 

 

（2）miRNA の標的遺伝子の検索 

miRNA 標的遺伝子検索ソフト（Target Scan、

Miranda）を用いて miR-34b の標的遺伝子の

候補を検索したところ両予測ソフトに共通

してc-Met遺伝子が予測された。実際にc-Met

遺伝子がmiR-34bによって制御されているか

確認するため、miR-34bを胞株へ導入しc-Met

タンパク質の発現をウェスタンブロッティ

ングにより確認したところ、それぞれ0.5倍、

0.4 倍の抑制されることが確認された。さら

に、c-Met 遺伝子の 3’UTR 領域を組込んだ 5’

UTR luciferase reporter assay により

miR-34b が c-Met 遺伝子 3’UTR 領域に結合す

ることが確認された（p<0.01, p<0.05）。 

 

（3）miRNA の薬剤感受性への影響の検討 

miRNA の導入における薬剤感受性能の変化は、

子宮体癌化学療法の主要な薬剤である

paclitaxel、cisplatin、Adriamycin の 3 剤

を miRNA 導入細胞に添加し WST-assay により

検討したところ、paclitaxel、cisplatin、

Adriamycinの3剤において薬剤感受性の変化

をmiR-34b導入で確認することはできなかっ

た。 

 

（4）研究成果のまとめと今後の展望 

子宮体部漿液性腺癌の組織において特異的

に減少していた miRNA について、培養細胞株

レベルの癌細胞でのmiRNAの与える影響につ

いて検討したところ、miR-34b では細胞増殖、

足場非依存性増殖能、遊走・浸潤能、細胞周

期、アポトーシス誘導に関与していることが

明らかとなり、miR-101 では細胞増殖および

アポトーシス誘導に関与していることが分

かった。さらに miR-34b は標的遺伝子として

オンコジーンであるc-Met遺伝子を標的とし

ていることがわかり、c-Met 遺伝子を介した

癌細胞への関与が示唆された。しかしながら

miR-34b は子宮体癌化学療法で用いられる

paclitaxel、cisplatin、Adriamycin の 3 剤 

に対して薬剤感受性に影響する効果は確認

できなかった。また miR-101 は他癌種でオン

コジーンである EZH2 を標的にしているとい

う報告もあり、それらの遺伝子を標的にして

癌細胞に影響していると推察される。今後は

癌細胞で異常発現の原因の解明と、さらなる

miRNA の標的遺伝子の解明が必要であると考

えられる。また、miRNA は 1つの miRNA で数

百の標的遺伝子を有しており細胞内でゲノ

ムワイドに遺伝子を制御することが知られ

ており、今回見出された癌抑制的な miR-34

や miR-101においても複数の標的遺伝子を制

御している可能性が高い。よって今後これら

のmiRNAの標的遺伝子を網羅的に同定しパス

ウェイ解析を踏まえた総合的な解析が必要



であると考えられる。また miRNA は生体に安

定して存在することからバイオマーカーと

して有用であると期待されており、生体内の

核酸分子であるためmiRNA自体が分子標的治

療の標的になるとして注目されている。以上

のように、更なる miRNA の漿液性腺癌に関与

するメカニズムを解明することによって漿

液性腺癌特有の増殖性、浸潤性および転移能

を増大させる機構を明らかにできる可能性

があり、miRNA を利用した新規分子標的治療

薬の開発に大きく貢献することが予想され

る。 
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