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研究成果の概要（和文）： 
予備実験のマイクロアレイから、鉄化合物誘発ラット肉腫型腹膜悪性中皮腫に特徴的な
microRNA(miRNA)として miRNA-199/214 を同定し、本研究助成により miRNA-199/214 の
上昇を real-time PCR, ISH で明らかにした。miRNA-199/214 の転写因子である Twist-1 の
発現を肉腫型に認め、アスベスト誘発ラット腹膜中皮腫と培養細胞株でも肉腫型に Twist-1 の
発現を認めた。不死化中皮細胞への miRNA-199/214 遺伝子導入は細胞増殖の促進を認め、
miRNA-199/214 は機能性分子であることを明らかにした。 
研究成果の概要（英文）： 
Preliminary experiment of microRNA (miRNA) microarray disclosed miRNA-199/214 as a 
hallmark of iron saccharate-induced sarcomatoid malignant mesothelioma.  With the aid 
of this grant, elevation of miRNA-199/214 was confirmed by real-time PCR and ISH.  
Twist-1, which transcribes miRNA-199/214, was detected in sacromatoid mesothelioma and 
asbestos-induced malignant peritoneal mesothelioma and cultured cell lines.  Transfection 
of miR-199/214 into immortalized mesothelial cell line increased cell growth, providing 
evidence of a functional role of miRNA-199/214. 
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１．研究開始当初の背景 
悪性中皮腫は、アスベスト吸入と疫学的に相
関があり、進行した状態で発見されることが
多い、予後不良な疾患である。本邦ではアス
ベストの商業利用は原則禁止されたものの、
アスベスト曝露から中皮腫を発症するまで
には、約 30-40 年の時間がかかるため、本邦
での中皮腫発症のピークは、2025-2030 年頃
が推測されており、今後も患者が増加するこ
とが危惧されている疾患である。そのため、
腫瘍の発生機構の解明や治療法の開発が望
まれている。商業的に利用されてきたアスベ
スト繊維は 3 種類に大別され、クロシドライ

ト[Na2(Fe3+)2(Fe2+)3Si8O22(OH)2]、アモ
サイト[(Fe,Mg)7Si8O22(OH)2]、クリソタイ
ル[Mg6Si4O10(OH)8]である。疫学的な発が
ん性は、(クロシドライト；アモサイト；クリ
ソタイル・500;100;1)と報告されており、鉄
含有量が高いアスベスト繊維ほど、発がん性
が高いことが知られている。またアスベスト
繊維から発がんに至る原因として、①鉄を介
した酸化ストレス、②染色体不分離、③発が
ん分子吸着、④慢性炎症などが考えられてい
る。報告者の所属する研究室では、独自の研
究モデルである鉄化合物誘発腹膜中皮腫を
用い、中皮腫を誘発した。ヒト中皮腫は組織
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学的に肉腫型と上皮型に大別され、肉腫型中
皮腫は進行が急速で、予後が悪いことが知ら
れている。鉄化合物により誘発した腹膜中皮
腫は、肉腫型中皮腫は上腹部に腫瘤を形成し、
上皮型中皮腫は精巣周囲に腫瘤を形成して
いた。microRNA (miRNA) という、20 塩基
前後の小さなRNAがmRNAの分解や翻訳阻
害などを介してさまざまな遺伝子発現を調
節する分子が存在することが報告された。こ
の分子は悪性腫瘍の発生や成長に重要な役
割を果たすことが報告されているが、鉄化合
物誘発腹膜悪性中皮腫において、検討は行わ
れていない。また、報告者の所属する研究室
では、同一ラットから得られた中皮腫検体を
用い、ゲノム、mRNA のマイクロアレイ解析
が行われている。そのため、miRNA マイク
ロアレイ解析を行うことにより、ゲノム、
mRNA, miRNA の網羅的解析を統合的に組
み合わせて解析を行うことが期待できる。
miRNA を介した発現調節機構を網羅的に解
析するため、miRNA マイクロアレイを施行
した。肉腫型中皮腫（2 例）、上皮型中皮腫（4
例）、非腫瘍性中皮（2 例）を用いたマイクロ
アレイで、組織型別に層別化することが可能
であり、組織型と相関がある miRNA が存在
することが考えられた。 
２．研究の目的 
中皮腫の発症と発生と進展に重要な miRNA
の同定と機能解析を行い、中皮腫の病態の一
端を解明することを目的とする。 
３．研究の方法 
miRNA マイクロアレイで、肉腫型に特徴的な
miRNA として、miRNA-199/214 を同定した。 
(1)中皮腫組織を用い、miRNA 発現確認と定量
を行い、ISH(in  situ hybridization)で、
miRNA を産生している細胞を可視化した。 
(2)中皮腫組織を用い、Twist-1 の発現を、免
疫染色と western blot で評価した。  
(3)アスベスト誘発中皮腫組織と中皮腫培養
細胞株などを用い、Twist-1 と miR-199, 214 
の発現を検討した。 
(4)不死化中皮細胞(MeT5A)に miRNA-199/214 
を導入し、薬剤で選択後 miRNA-199/214 過剰
発現株を作成し、形態の変化、細胞増殖への
影響を検討した。 
４．研究成果 
(1)中皮腫組織での miRNA マイクロアレイを
施行した腫瘍組織から抽出した RNA を用い、
real-time PCR を TaqMan プローブを用いて
行った。マイクロアレイ結果と同様に、肉腫
型に高発現を認めた。グラフの検体名として、
非腫瘍性中皮細胞(RPMC, rat peritoneal 
mesothelial cell, RatMTC, rat mesothelial 
tissue collection) 、 上 皮 型 (EM, 
epithelioid mesothelioma: 1-1, 13-2, 15-2, 
15-4) 、 肉 腫 型 (SM, sarcomatoid 
mesothelioma：10-4, 12-4 の 2 症例) 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
miR-214 に対するプローブを用いた ISH で、
肉腫型中皮腫に強い陽性像を認めた。(陽性
像は茶色で可視化されてあり、本報告書では
黒色に見える。scrumble は、標的を持たな
い非特異的配列プローブであり、ネガティブ
コントロール) 

(2)中皮腫組織を用い、Twist-1 の発現を、免
疫染色とウエスタンブロットで、肉腫型に高
発現を認めた。 （ウエスタンブロットでは、
レーンごとに出現する黒色のバンドが、抗体
と反応した特異的な蛋白） 



 

 

(3)アスベスト誘発中皮腫組織と中皮腫培養
細胞株などを用い、Twist-1 と miRNA-199/ 
214 の高発現を肉腫型に認めた。 
アスベスト誘発中皮腫の免疫染色 

アスベスト誘発中皮腫から樹立した細胞株
のウエスタンブロット（Cro;クロシドライト、
Amo;アモサイト、Chry；クリソタイル線維か
らラットに誘発した腹膜中皮腫から樹立し
た中皮腫細胞株を用いた） 

アスベスト誘発中皮腫から樹立した細胞株
のセルブロックを用いた免疫染色 

アスベスト誘発中皮腫から樹立した細胞株
の miRNA-214 real-time PCR では、肉腫型に
miRNA-214 の高発現を認めた。 

(4)不死化中皮細胞(MeT5A)に miRNA-199/214 
を導入し、薬剤で選択後 miRNA-199/214 過剰

発現株を作成した。形態の変化は見られなか
ったが、細胞増殖の増加を認めた。 
薬剤耐性株作成後の、miRNA-199/214 発現の
real-time PCR による解析結果(*は、p<0.05 
再現性があり、統計的に有意差があることを
意味している) 

miRNA-214,        miRNA-199-3p 

薬剤耐性株作成後の蛍光顕微鏡による細胞
形態（形態変化は、はっきりしない） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

薬剤耐性株作成後の WST-8 assay の結果 
有意に WST-8 assay 値の上昇が見られる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

薬剤耐性株作成後の細胞数計測の結果 
有意に細胞数の増加が見られる。 

 



 

 

以上のように、科学研究費助成事業を通じ、
動物モデルを用いた腹膜中皮腫における
microRNA の網羅的解析～機能解析まで進め
ることが出来た。培養細胞を用いて、細胞増
殖を促進する機能性分子であることを明ら
かにすることができたが、miRNA を介した標
的分子の同定、mRNA マイクロアレイ結果を併
せたデータ掘り下げ研究はできていない。平
成 25 年度からも若手研究(B)25860292 の助
成をして頂き、研究を継続していく財政的な
裏付けができたため、中皮腫研究を継続して
いく。 
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