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研究成果の概要（和文）：膵癌の早期診断を目的に、膵癌患者血液中のmicroRNAをマイクロアレイ法によって解析を行
った。その結果、hsa-miR-188-5p、hsa-miR-1275及びhsa-miR-3648が、健常者あるいは良性膵疾患患者に比べて、膵が
ん患者において有意に上昇していた。特にmiR-1275は平均3.6倍に上昇していることが確認された。今後はさらに、こ
れらmiRNAの膵癌における意義、機能を解析していく予定である。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the serum microRNA in patients with pancreatic cancer by microarray. 
The results showed that hsa-miR-188-5p, hsa-miR-1275 and hsa-miR-3648 were significantly higher in 
pancreatic cancer patients than those in healthy volunteer or patients with benign pancreatic disorders. 
Especially, miR-1275 increased 3.6 times in average. In future, we have a plan to analyze the role and 
function of these microRNA in pancreatic cancer.

研究分野： 膵臓外科
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１．研究開始当初の背景 

 

 microRNA（miRNA）は 19～24 塩基の短い

一本鎖の非コード RNA で、ヒト・動物・植

物・ウィルスゲノムにコードされた内因性の

ヘアピンループ構造を形成する転写産物で

ある。近年の研究で、miRNA は標的となる遺

伝子に結合し、分化・細胞増殖・アポトーシ

ス・発達などに関与する多数の標的遺伝子の

発現を制御することが明らかになってきた。

特に、種々のがん腫における miRNA の発現

異常等の存在が発見され、がん遺伝子あるい

はがん抑制遺伝子としての機能と、腫瘍の発

生・進展への関与が示唆されている。これま

でに研究者らは、白血病、肝細胞がんと大腸

がんにおいて、miRNA-17-92 cluster の一つで

ある miR-92 に注目し、組織中および血清中

の濃度を測定した。その結果、いずれのがん

においても、miR-92 は血液中では健常者と比

べて低値になることが示された。以上の結果

は、血清 miRNA の検出が診断に有効である

ことを示すものである。 (Tsuchida A, Kuroda 

M et al. Cancer Sci. 102(12):2264-71. 2011, 

Shigoka M, Tsuchida A, Kuroda M et al. Pathol 

Int. 60(5):351-7. 2010, Tanaka M, Kuroda M et 

al. PloS ONE 4 (5): e5532., 2009)。近年、膵が

んにおいても、RT-PCR assay や microarray を

用いて miRNA の網羅的解析がいくつか報告

されているが、臨床応用には至っていないの

が現状である。 

 

２．研究の目的 

 

 腫瘍発生に関与する miRNA が、細胞内の

エキソソームによって分泌され miRNA が液

性因子として全身的に作用することにより、

組織の発がんに関与するという新たな概念

が蓄積されつつある。また、エキソソームで

はなく、ago と miRNA の複合体が血液中に循

環していることが明らかになっている(PNAS 

201 108:5003)。 また、エキソソームの分泌に

関与する分子も明らかになってきた(Nat Cell 

Biol 2010 12:19)。この、miRNA のバイオロジ

ーを応用することにより、革新的ながんの診

断と治療が展開される。本研究を進めること

で、従来非観血的な早期診断が不可能だった

膵がんの診断、さらにこれまでにない治療が

実用化される。この研究開発は、新規の産業

を創出し、がんの死亡率を速やかに抑制する

社会貢献が出来る。 

 

３．研究の方法 

 

(1)膵がん患者血液中に存在する miRNA の同

定 

 血液中に存在する分泌型 miRNA にはエキ

ソソーム/microvesicle に内包されて存在する

ものと、Ago2 complex に結合して存在するも

のがある。miRNA は、いずれの状態において

も、血液中において RNase 抵抗性である。本

研究項目においては、これらの miRNA に関

して、ショ糖密度勾配による遠心法によって

分離し、その後 miRNA を単離し、Agilent 社

のマイクロアレイ法によって解析する。 

 

(2) 膵がん細胞におけるエキソソーム

/microvesicle の蛋白解析 

エキソソーム/microvesicle は、細胞と同様の

成分を持った小胞である。エキソソームに特

徴的なタンパク質として CD63 を初めとした

分子が同定されているが、一方で Her2 タン

パク質の様に乳がんに特に特異的発現する



分子もエキソソームに同定されている。本研

究項においては、膵がん患者血漿中からエキ

ソソームを分離して、 2D-DIGE 法及び

LC-MS/MS によるタンパク質の同定を行う。 

 

(3) 膵がんを標的とした miRNA の単離 

 膵がんに対する化学療法剤は限られてい

ることから、新規の薬剤の開発が望まれてい

る。このような背景から、本項目においては、

我々が開発した、miRNA ライブラリーを用い

て、膵がんの増殖を抑制する anti-onogenic な

miRNA を単離する。具体的には、ヒト膵がん

培養細胞（Panc-1 , MIAPaCa-2 Capan-1）に、

500 種類のレンチウイルス miRNA vector を導

入する。その後、細胞死を引き起こす miRNA

を同定していく。我々の、開発したプレート

タイプのシステムは、効率よく miRNA のス

クリーニングが可能である。 

 

(4)マウス実験による抗腫瘍効果及び安全性

の検討 

 項目(3)において、膵がんに対して増殖を抑

制する miRNA の単離を行っている。この単

離された miRNA の in vivo での増殖効果を検

討するために、マウス移植モデルを用いた検

討を行う。具体的には、膵がん培養細胞株

（PANC-1, MIA PaCa-2, KLM-1, Capan-1, 

PK-1,PK-8）に、Luciferase を導入した細胞を

樹立する。これらの細胞を RAG マウスに移

植していく。腫瘍細胞を移植したマウスに対

して anti-oncogenic miRNA を含有したエキソ

ソームを尾静脈より静注し、抗腫瘍効果を検

討していく。腫瘍効果の判定には、IVIS 

Imaging Sytem を用いる。また、エキソソーム

を産生する細胞には、HEK293 を用いる。 

 

４．研究成果 

 膵臓がんは、がんにおける死因の第５位を

占める。また、膵臓がんは予後不良のがんで

あり、膵臓がん患者全体の５年生存割合は

５％に満たない。膵臓がん患者の予後が不良

である原因は、再発・進行膵臓がんに対する

有効な薬剤が限られていることに加え、早期

発見の手段が確立していないことが挙げら

れる。従って膵臓がん患者の予後改善のため

には、非侵襲的な早期診断法の確立が必要不

可欠であり、本研究では、これまで上記検討

を行った。 

 具体的には、患者血清から RNA を単離し

マイクロアレイ法によって解析を行った。そ

の結果、hsa-miR-188-5p、hsa-miR-1275 及び

hsa-miR-3648 が、膵がん患者において有意に

上昇していた。特に miR-1275 は平均 3.6 倍に

上昇していることが確認された。今後はさら

に、これら miRNA の膵がんにおける意義、

機能を解析していく予定である。最終的には、

以上の結果を踏まえて、分子標的医薬品の開

発を目指していく。 
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