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研究成果の概要（和文）：大腸癌細胞株HT29にmiRNA302s,369sを過剰発現させるとES細胞様の細胞塊を形成し、増殖能
低下、抗癌剤感受性改善を認めた。また遺伝子発現解析では癌関連遺伝子CDK2,CMYCの発現低下、分化関連遺伝子MUC2,
VILLINの発現変化を認めた。これらはエピゲノム関連遺伝子AOF1,MECP1/2の発現低下を伴う、グローバルな脱メチル化
を認めた。IN VIVO実験ではこれらのmiRNAs投与群では抗腫瘍増殖効果を認め、細胞実験と同様の遺伝子発現変化を認
め、ヒストン修飾の変化を伴っていた。miRNA302s、369sによるエピゲノム変化を伴う“癌リプログラミング”の有用
性を示した。

研究成果の概要（英文）：Although cancer is a genetic disease, epigenetic alterations are involved in its 
initiation and progression. Previous studies have shown that reprogramming of colon cancer cells using 
Oct3/4,Sox2,Klf4,and cMyc reduces cancer malignancy. Therefore, cancer reprogramming may be a useful 
treatment for chemo- or radiotherapy-resistant cancer cells. It was also reported that the introduction 
of miRNA302s and miR369-3p or -5p resulted in the induction of cellular reprogramming. The reprogramming 
process resulted in inhibition of cell proliferation and stimulation of the MET phenotype in colon cancer 
cells. Importantly, the introduction resulted in epigenetic change of DNA demethylation and histone 
modification. Furthermore, in vivo administration of these miRNAs elicited apoptosis, which involves the 
mitochondrial Bcl2 protein family. The present study shows that the introduction of these miRNAs could 
induce cellular reprogramming and modulate malignant phenotypes of human colon cancer cell.

研究分野：消化器外科

キーワード： miRNA302s,369s
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１．研究開始当初の背景 
Yamanakaらにより、2006年にマウス、

2007年にはヒト正常皮膚線維芽細胞より

4種類の多分化能を規定する転写因子 

(Oct3/4,Sox2,Klf4,C-Myc) をレトロウイ

ルスベクターで導入することで人工多能性

幹細胞(iPS細胞)が作成可能であることが

報告された ( Takahashi and Yamanaka 

et al. Cell 2006,2007 )。正常分化細胞が胚

葉を超えて分化可能となる iPS細胞の出現

が再生医療の分野に与えたインパクトは計

り知れない。本来細胞は同一のゲノム情報

を保持しているが、iPS細胞作成過程：リ

プログラミング （ 初期化ともいう ）の過

程を経ることで、細胞のエピゲノムが変化

し、その phenotypeは変化する。当科では

2009年より Yamanakaらと同様の手法で

ヒト癌細胞を初期化することで、癌細胞が

本来有する増殖能、浸潤能、腫瘍形成能と

いった悪性度を低下し、一方で他胚葉への

分化傾向も示すことを報告した (Miyoshi 

et al. PNAS 2009)。細胞の悪性度を変化さ

せ得る、新規癌治療法の可能性を我々は考

慮し、いわゆる“癌リプログラミング療法”

の研究を進めることとした。しかしウイル

スベクターを用いるリプログラミングは

genome integrationによる二次的癌化の

リスクを排除できない。そこで我々はエピ

ゲノム構造の 1つであるmiRNA( 約 20塩

基ほどの小核酸であり、主に蛋白翻訳抑制

を作用とする)に注目し、マウス ES細胞、

iPS細胞と脂肪幹細胞でのmiRNAアレイ

から、ES細胞、iPS細胞でのみ高発現して

いる３種のmiRNAを同定しmiRNAsのト

ランスフェクションによるヒト脂肪幹細胞

や皮膚線維芽細胞からのリプログラミング

に成功した (Miyoshi et al. Cell stem cell 

2009)。 
 
２．研究の目的 
miRNAs による癌リプログラミングによ
り、悪性度を低下させうるか検討すること。 

３．研究の方法 
用いる大腸癌細胞株の選定には、皮下腫瘍

における良好なmiRNA分布を期待し、豊

富な皮下腫瘍血管を有する細胞株を用いた。

また用いるmiRNAは先行実験の結果およ

び大腸癌細胞株 ( HT29,DLD-1,SW480な

ど )の内因性miRNAの発現を確認し、

miRNAトランスフェクションプロトコー

ルを確立し、リプログラミングにより作成

培養された細胞塊の細胞実験（増殖アッセ

イ、抗癌剤感受性アッセイ、アルカリフォ

スファターゼ ( AP ) 活性アッセイ、細胞

蛍光免疫染色、qRT-PCR、エピゲノム解析）

を施行する。用いたmiRNAの anti-onco 

miRとしての作用を細胞実験（増殖アッセ

イ、細胞周期アッセイ、細胞蛍光免疫染色、

qRT-PCR、Western Blotting、ルシフェラ

ーゼアッセイ、浸潤アッセイ、アポトーシ

スアッセイ）を施行する。免疫不全マウス

を用いた皮下腫瘍モデルにおける実験は

miRNA尾静脈からの全身投与による癌リ

プログラミング療法の有効性を検討する。

具体的な in vivo実験としては皮下腫瘍増

殖曲線、皮下腫瘍の遺伝子発現解析、組織

学的検討 （ HE染色、化学免疫染色、

Alcian Blue染色 ）、エピゲノム解析を施

行する。投与したmiRNAの生体内分布は

qRT-PCRで確認する。副作用に関しては

マウス体重、血液検査、RES系の HE染色

で施行する。またmiRNA delivery system

としては当科で開発している炭酸アパタイ

ト ( Kure et al, PloS one 2015 )を in 

vitro,in vivoで用いる。 
 
４．研究成果 

皮下腫瘍における腫瘍血管の anti-CD31抗

体(血管内皮細胞)を用いた検討の結果、

HT29 が最も多血性の腫瘍であった。また

ヒト ES細胞、iPS細胞と類似したmiRNA

発現パターンを示す NTERA2(ヒト

teratocarcinoma株)と比較し(ref)、HT29は



miR200c が高発現していた。以上より

HT29 に対する miR302s 単独および

miR302s369s 併用補充による癌リプログ

ラミングの有用性を検討することとした。

miRNA トランスフェクションプロトコー

ルでの約 4 週間の培養の結果、HT29 はヒ

ト ES 細胞に形態の類似した細胞塊へと形

態変化を認め、多能性マーカーである AP

染色および OCT3/4,SOX2,NANOG の発現

を認めた( A )。これらの細胞塊は qRT-PCR

法でも miR302s,OCT3/4,SOX2 mRNA の

発現を確認し、自然分化アッセイにより腸

型形質マーカーである MUC2,VILLIN の発

現低下を認めた。細胞機能解析において、

これらの細胞塊は親株と比較して、細胞増

殖速度は低下し、5-FU抗癌剤感受性も改善

していた。癌の悪性度に関与する癌関連遺

伝子である C-MYC,CDK2 発現の低下およ

び間葉上皮転換を認めたため、癌リプログ

ラミングによるエピゲノム変化を検索した

ところ、DNA メチル化関連遺伝子の

AOF1,MECP1/2 の発現低下およびグロー

バルな脱メチル化および癌抑制遺伝子

(APC,BRCA1,2,MSH2,EXT1,TSC1,PTEN,

WT1,RB1,NF2 )の脱メチル化を認めた 

( B )。また癌リプログラミングの過程で間

葉上皮転換、細胞死の誘導、増殖抑制効果

を認めた。これらは癌治療の観点から非常

に重要な点であり、miR302s、miR369sの

anti-oncomiRとしての作用を検討した。①

miR302s,miR369s により細胞形態が

spindle-shape から round shape へと移行

し qRT-PCR 法、WB 法、細胞免疫染色、

浸潤アッセイによりこれらの miRNA は単

独でも間質上皮転換を誘導することがわか

った。②細胞死に関して、Annexin-PIアポ

トーシスアッセイおよび WB 法により、

miR302s の MCL-1 翻訳抑制によるアポト

ーシス誘導能を示した。③細胞周期解析に

よりmiR302sは CDK2,CDK4,CyckinD1翻

訳抑制による G1-S arrest を引き起こすこ

とがわかった。以上の細胞実験により

miR302s は単独もしくは miR369s 併用に

より癌リプログラミング、間質上皮転換、

アポトーシス、G1-S arrestと抗癌細胞作用

を有することがわかり、皮下腫瘍モデルで

の実験に移行した。 

mi302s 単独、miR302s369s 併用両者とも

に miR投与群は negative control miR群、

生食投与群と比較して有意差を持って腫瘍

増殖の抑制を認めた。組織学的な検索で、

HE 染色で局所的な核の変性した領域を認

め、同部位は TUNEL 染色によりアポトー

シスであることを確認した。また免疫染色

により Ki-67 index低下を認め、また細胞実

験と同様に C-MYC,CDK2 発現の低下、

CDH1発現の上昇と間葉上皮転換を認めた。

腺癌組織以外の組織形成は認めなかった

(teratoma,teratocarcinoma へ の

transformationを認めず)が特記すべきこと

に OCT3/4,SOX2 の 発 現 上 昇 か つ

MUC2,VILLIN発現低下を認めた。さらには

腺癌組織を示す指標である Alcian blue 染

色による粘液産生の低下、CK20 発現の低

下を認めた。エピゲノム解析においては主

要組織においても AOF1,MECP1/2 低下や

これらによるグローバルなH3K4メチル化

の増加を認めた。また投与した miRNAは

皮下腫瘍に良好に分布しており、HE 染色

でみた RES 系への副作用は特に認めず、

血液検査上、マウスの体重推移でも特に副

作用は認めなかった。これらの知見により

miRNA による癌リプログラミングはエピ

ゲノム変化を根底とした、癌の悪性度を低

下させうる新規癌治療法になりうる可能性

を認めた ( Ogawa et al. PloS one 2015)。 
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