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研究成果の概要（和文）：MicroRNAアレイの結果や文献を元に、肺癌間質でのmicroRNAの検討を行った。MiR-21
及びmiR-199aを主な対象とし、いずれもin situ hybridization (ISH) にて、癌間質の線維芽細胞(cancer 
associated fibroblast, CAF)で高発現が認められた。miR-21のISHでは癌細胞及びCAFのいずれも浸潤部で高発
現を認め、CAFでのmiR-21の高発現が肺腺癌患者の予後不良因子であった。細胞株では、癌細胞及びCAF中の
miR-21とCAF関連蛋白であるcalumeninが相互に働いて、肺腺癌の浸潤を促進していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined invasion-associated microRNAs in the stroma of 
lung adenocarcinoma by microarray analysis of the microRNA after microdissection from invasive and 
non-invasive part of lung adenocarcinoma. To investigate the significance of each microRNA (mainly 
miR-21 and miR-199) in cancer associated fibroblasts (CAFs) in the lung adenocarcinoma, in situ 
hybridization targeting each microRNA was applied to invasive adenocarcinoma. MiR-21 was highly 
expressed in cancer cells and CAFs, respectively. Lung adenocarcinoma cases with miR-21 high CAFs 
showed lower survival than those with miR-21low CAFs. The cell line study suggested that miR-21 in 
CAFs was a driving force to promote progression of lung adenocarcinoma through the interaction with 
calumenin which was a novel colon CAF secreted protein.

研究分野： 人体病理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）microRNA と肺癌： 
microRNA は mRNA に対して抑制的に作用する
ことで生体の発生分化、恒常性維持に必須で
あることが近年明らかになり、研究が急速に
進歩している。特に癌と microRNA の関わり
は注目を集めている。肺癌においても
miR-21,miR-155 等複数の microRNA の発現異
常や予後との関係が報告され、発生、進展に
は microRNA が関与している。 
（２）上皮 (癌細胞) と間質： 
肺癌の発生、進展では上皮 (癌細胞) の形態
及び遺伝子の変化に加えて、間質の変化が報
告されている。形態学的には肺腺癌では中心
部の線維化及び癌関連線維芽細胞 (Cancer 
associated fibroblast, CAF) の出現を伴っ
て、癌の進展、浸潤が見られる。加えて、遺
伝子発現の変化としては、肺癌間質の線維芽
細胞でミスマッチ修復遺伝子の発現上昇、
Cox1 や Smad3 の発現低下が認められ、癌の発
生、進展に際しては癌間質における遺伝子発
現の変化も重要であると考えられる。 
（３）間質での microRNA の発現： 
癌間質での microRNA 発現に関しては、卵巣
癌の CAF での変化や大腸癌及び乳癌で in 
situ hybridization(ISH)を用いて CAF に
miR-21 の発現亢進が確認されている。肺癌に
関しては、細胞株を用いた検討の報告は認め
られるものの、癌細胞 (上皮) での報告に比
して癌間質での microRNA の変化に着目した
研究は少ない。しかし、サイトカインを介し
た経路や近年報告のあるエクソソームによ
る細胞間伝達によって、間質での microRNA
の発現異常が癌の発生、進展に影響を与える
ことが想定されている。加えて，肺に関して
は肺線維症などの肺の線維化に対して
miR-21及びmiR-145の変化も報告されている
が、背景肺の線維化と癌間質での線維化に着
目した研究は少ない。 
 
２．研究の目的 
肺癌で上皮に比して検討の少ない間質での
microRNA の発現と癌の発生や進展との関係
について探求する。研究に際してはマイクロ
ダイセクションや in situ hybridization
（ISH）などの組織形態学的手法を主に用い
て、癌間質(非浸潤部及び浸潤部)で異常発現
している microRNA の同定、ISH による癌間質
でのmicroRNAの局在とその意義を検証する。
また、microRNA の発現と臨床病理学的因子と
の関係性についても明らかにしていく。 
 
３．研究の方法 
（1）肺癌臨床検体： 
2014～2015 年における帝京大学医学部附属
病院での肺癌手術検体 20 例から凍結検体を
採取し、そのうち品質の良かった 3例をダイ
セクションからのマイクロアレイに提出し
た。また、2001～2013 年における肺癌手術症
例のホルマリン固定後パラファイン包埋

（FFPE）検体、腺癌 192 例を整理し、各症例
の腫瘍部分から2か所を打ち抜いて再構成し
て作成された tissue microarray（TMA）を構
築した。27年度以降は 2005 年～2008 年にお
ける東京大学医学部附属病院での肺癌切除
検体 150例から作成された TMAブロックを用
いて検討を行った。TMA は主に免疫組織化学
的検討及び microRNA に対する ISH に使用し
た。 
（２）レーザーマイクロダイセクション、RNA
抽出： 
マイクロダイセクション用のスライド
(Leica ＃11505189)作成は RNA-free の環境
で行った。混合型腺癌(浸潤癌)の凍結検体を
用いて、非腫瘍部、癌部(非浸潤部及び浸潤
部)の間質をレーザーマイクロダイセクショ
ン装置（AS LMD, Leica）で、凍結切片より
分取し、RNA の抽出を行った。 
（３）MicroRNA マイクロアレイ： 
凍結検体から分取されたRNAのうち比較的品
質の良かった 3症例を混合し、非浸潤部と浸
潤部の microRNA に対して TORAY 社、3D-gene
にて解析した。また、肺癌間質由来の線維芽
細胞株に TGF-βを作用させた群とコントロ
ール群から抽出した microRNA についても同
様にマイクロアレイでの測定を行った。 
（４）microRNA ISH： 
肺癌切除検体からの FFPE 及び TMA に対して
Exiqon 社の miRCURY LNATM microRNA ISH 
Optimization Kit (FFPE)(Cat#90009)及び各
microRNA に対する miRCURY LNA Detection 
probe を用いて microRNA の ISH を行った。
miR-21 の陽性シグナル (発現量) の評価は、
0 (発現なし)、1+ (低発現)、2+ (中等度)、
3+ (高発現)の 4 段階で行った。positive 
control としては定量的 RT-PCR で miR-21 が
高発現であった症例(2 例、3+として)を用い
た。内因性コントロールとして肺胞マクロフ
ァージ (3+)、気管支上皮(0)を参照し、標準
化を行った。尚、LNA U6 snRNA プローブで
発現が認められなかった症例は検討から除
外した。 
（５）免疫組織化学的検討： 
肺癌切除検体からの FFPE 及び TMA に対して
CAF で発現が見られるマーカー(α-SMA, 
calumenin, periostin, podoplanin)に対す
る免疫組織化学的検討を行った。 
（６）細胞生物学的検討： 
肺癌細胞株 A549、胎児肺線維芽細胞株 MRC-5
及び IMR-90 を用いて検討を行った。肺癌細
胞株(A549)の conditioned media(CM)を用い
た線維芽細胞株の変化の観察を行った。また、
逆 に 線 維 芽 細 胞 株 に 対 す る microRNA 
mimic(miR-21)導入あるいは導入前後のCMを
用いた癌細胞の変化も検討した。それぞれ、
RNA抽出、タンパク抽出を施行してmicroRNA, 
mRNA 測定、Western blotting 等を施行した。
また、CM を用いた実験では、細胞株の増殖能
及び浸潤能の計測も行った。 
 



４．研究成果 
(１)microRNA マイクロアレイによる解析： 
ダイセクションによる採取後のRNAの品質の
良かった 3症例を混合し、非浸潤部と浸潤部
の microRNA に対して TORAY 社、3D-gene にて
解析した。アレイ解析の結果、非浸潤部と浸
潤部で 2 倍以上の差が見られた microRNA と
して miR-199a-3p, miR-199b-3p，miR-23c, 
miR-29c-3p ， miR-98-5p ， miR-19b-3p ，
miR-199b-5p，miR-125b-1-3p，miR-129-2-3p、
miR-93-3p が認められた(図１)。また、肺癌
間質由来の線維芽細胞株に TGF-βを作用さ
せた群とコントロール群から抽出した
microRNA について差が見られたのものとし
ては、miR-4640-5p，miR-6087，miR-21-5p，
miR-212-3p ， miR-1910-5p ， miR-29b-3p ，
miR-19a-3p などが認められた。さらに比較的
発現量の多いもの及び既報での情報をもと
に miR-199a-3p, miR-199a-5p, miR-21 につ
いて検討を進めた。 
 

図１ 非浸潤部及び浸潤部の間質から分取
した RNA を用いた microRNA アレイの結果 
 
（２）microRNA in situ hybridization:  
microRNA マイクロアレイから得られたもの
に加えて、文献の情報をもとに miR-93, 
miR-106b, miR-210 も含めて、各 microRNA に
対する probe を用いて検討を行った。
miR-106b 及び miR-210 等では、癌細胞に加え
て癌間質の繊維芽細胞にも染まりが見られ
たが、やや染色性が弱い傾向であった(TMA で
は検討せず)。miR-199a-3p, miR-199a-5p に
ついても、染まりが一定しないため、現在条
件検討中である。 
miR-21 については良好な染色性が得られ、癌
細胞及び間質の線維芽細胞のいずれにも陽
性シグナルが認められ、腫瘍ごとに上皮、間
質で様々な染色パターンが認められた(図
２)が、主に間質での評価を行った。 

図２ miR-21 in situ hybridization での陽
性シグナルの非浸潤部と浸潤部での変化
（左：上皮、右：間質） 

上皮、間質いずれも浸潤部に強い発現を認め
た。また、上皮と間質の発現は非浸潤部では
解離していたが、浸潤部ではより一致してい
た(Spearman's Rank Correlation で正の相関、
ρ=0.2275, p=0.0320*)。虚脱瘢痕部分には染
まりがなく、周辺の腫瘍に接した繊維芽細胞
にこう発言が認められる。辺縁付近では、
lepidic growthの直下に接する線維芽細胞が
線状に染まって見える。 
尚、全生存率において上皮での発現では、予
後に差を見いだせなかったが、間質での検討
では 0-2+を低発現、3+を高発現とした場合に
は予後に有意差が見られる(図 3，p=0.0021)。 

図３ 肺腺癌浸潤部間質における miR-21 
発現と全生存期間。 
 
(３)免疫組織化学的検討(IHC)： 
miR-21 及びその他の microRNA の染色部位を
検討すると、間質の線維芽細胞、特に腫瘍に
接する筋線維芽細胞(CAF)に一致して発現が
認められるものが多く、α-SMA 及びその他の
CAF 関連蛋白に対する免疫組織化学的検索を
行った。結果、いずれもα-SMA 陽性線維芽細
胞に一致した陽性像が認められた(図４)。 

図４ (a)miR-21 in situ hybridization。
(b)α-SMA，(c)calumenin, (d)podoplanin に
対する IHC 
 
(４)細胞生物学的検討： 
上記の ISH 及び IHC などの結果から、上皮に
接する fibroblast の働きが非浸潤癌から浸
潤癌への進展過程に強く関与していると考
えて、以後の実験では miR-21 と fibroblast
及び癌細胞の関係を調べた。 
肺癌細胞株(A549)の conditioned media(CM)
中で、正常の肺線維芽細胞株(MRC-5 及び
IMR-90)を培養すると TGF-β作用時と同様に
線維芽細胞株の miR-21 発現が亢進し、形態



の変化が見られることを確認した。miR-21  
mimic を導入した線維芽細胞株(過剰発現系)
では筋線維芽細胞類似の形態変化及び遊走
能の亢進(p<0.01)が見られ、CAF 関連蛋白で
ある calumenin の発現を増加させることを
RT-PCR での mRNA 測定、Western blotting で
確認した。さらに miR-21 を過剰発現させた
線維芽細胞株から得た CM 中では、肺癌細胞
株の増殖能及び浸潤能の亢進が観察された。 
Calumenin を knockdown すると、上記 CM にお
いても肺癌細胞株の増殖能及び浸潤能の抑
制が認められ、癌細胞及び CAF 中の miR-21
と calumenin が相互に働いて、肺腺癌におけ
る進展及び浸潤を促進していることが示唆
された。 
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