
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４４０１

若手研究(B)

2015～2014

miRNAを利用した細胞初期化技術による薬剤抵抗性悪性腫瘍への治療開発

Development of a therapeutic option for anti-cancer drug-resistant malignancies via 
reprograming method using microRNAs.

３０７２４２３１研究者番号：

富原　英生（Tomihara, Hideo）

大阪大学・医学部附属病院・医員

研究期間：

２６８６１０７３

平成 年 月 日現在２８   ５ ３１

円     2,500,000

研究成果の概要（和文）：教室では再生医療で発達したリプログラミング技術を癌細胞に応用することで獲得していた
薬剤耐性を解除すること，また従来のものから独自に発展させたmiR-302を用いたリプログラミング手法について報告
してきた．このリプログラミングによって引き起こされる変化は可逆的な変化であることが判明したため， miR-302単
独導入による肝癌細胞株のリプログラミングを行い、エピジェネティクス関連因子についての検討を行った．結論とし
てmiR-302の標的遺伝子の一つであるLSD1がヒストンH3K4の脱メチル化抑制により抗がん剤への感受性を増強しアポト
ーシスを亢進することを証明し，LSD1阻害剤の有用性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have reported two original issues; 1. Applying the conventional reprograming 
technology for cancer cells attenuated malignant potentials including the resistance ability to 
anti-cancer drugs. 2. An induction of several microRNAs including miR-302, can reprogram somatic cells as 
well as the conventional reprograming technology. Since the change were reversible, microRNA-induced 
reprograming procedure may include certain epigenetic mechanisms. To reveal the mechanisms, we 
investigated the hepatocellular carcinoma cells reprogrammed with miR-302 transduction. We found that the 
suppression of LSD1, which was one of the target genes of miR-302, increased anti-cancer drug 
sensitivities through the suppression of deacetylations of Histone H3-K4 and introduced them to an 
apoptosis. Taken together these results, LSD1 inhibitor could be a new therapeutic option for anti-cancer 
therapy.

研究分野：消化器外科
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１．研究開始当初の背景 
 2006年に Yamanakaらが転写因子 Oct3/4, 

Sox2, cMyc, Klfを体細胞に導入することで、

ES 細胞様の形態と多分化能を持つ iPS 細胞

を樹立して以降、様々なリプログラミング方

法が報告されている。教室ではこの方法を大

腸癌細胞株に応用し、ES 細胞と同様の形態

と多分化能をもった細胞の作成に成功し、ま

たリプログラミングされた癌細胞は増殖能

の低下と薬剤感受性の改善を認めた。このこ

とからリプログラミングによる癌治療の可

能性が示唆されたが、臨床応用に当たっての

問題は、転写因子の導入にウイルスベクター

を用いること、導入する転写因子自体に癌遺

伝子であるc-Mycを含まれることなどであっ

た。そこで我々は、解決手段として、ノンコ

ーティング RNA の一種である microRNA

（以下miRNA）に注目した。近年、miRNA

が様々な遺伝子の発現に関与していること

が報告されており。我々は ES細胞と iPS細

胞の miRNA の発現の網羅的解析を通じて、

細胞のリプログラミングに関与する miRNA

を同定し、複数のmiRNA(miR-302, miR-369, 

miR-200c)を導入することで体細胞のリプロ

グラミングに成功した。本手法の利点はウイ

ルスベクターや c-Mycの導入を用いず、リプ

ログラミングが可能となった点である。 
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２．研究の目的 
我々は、癌細胞に対しても miRNA を導入

することによりリプログラミングが可能と

なる、さらに転写因子を用いたリプログラミ

ングと同様、悪性度の低下を示せるのではな

いかと考えた。教室では 2006 年に

Yamanaka らが報告した４つの転写因子導

入によるリプログラミング手法を応用し、大

腸癌細胞の悪性度を低下させる方法を開発

した。またこの手法の臨床活用への問題点を

解決する手段として miRNA に注目し、

miRNA を用いた体細胞のリプログラミング

に成功した。本研究の目的はmiRNAによる

リプログラミングにエピジェネティック治

療を組み合わせることによる影響を検討し、

薬物耐性に対する新しい治療法を開発する

ことである。 
 
３．研究の方法 
(1) miRNA によるリプログラミング手法の

確立 

癌細胞にmiRNAを導入することによって、

転写因子の導入によるリプログラミングと

同等のエピジェネティックな変化を起こす

ことができれば、癌をリプログラミングする

ことが可能となり悪性度の低下をもたらす

ことができると考えられる。しかしながら、

miR-302 導入によるリプログラミングにつ

いて、現時点では限られた細胞株でしか成功

していないことや効率の悪さ（約 0.03％）が

問題点として挙げられるために、肝癌細胞株

以外にも膵癌細胞株などを用い同様の検討

を行う。また、リプログラミング効率につい

ては、バルプロ酸（VPA）がリプログラミン

グの効率をあげたと報告されており、VPAを

は じ め と し た 複 数 の HDAC 阻 害 剤

(Vorinostat, Belinostat) の利用についても

検討する。 

(2) リプログラミング関連 miRNA の下流分

子制御による細胞への影響 

リプログラミング関連 miRNA の一つであ

る miR-302 のターゲットとして報告のある

LSD1（AOF2）の発現の意義について肝癌細

胞株を用いて検討する。LSD1 の意義につい

ては siRNA による LSD1 阻害を行い、その

条件下での細胞の性質の変化を検討する。検

討項目としては増殖、形態学的変化、薬剤感



受性、アポトーシスなどの他にヒストンのメ

チル化を中心としたエピジェネティックの

変化を挙げた。LSD1 については選択的

LSD1 阻害剤が存在し、LSD1 阻害剤の影響

について検討する。抗腫瘍効果という側面だ

けでなく、ヒストンのメチル化、アセチル化

への影響を中心に検討する。 

 
４．研究成果 

再生医療で発達したリプログラミング技術

を、癌細胞に用いることで体性幹細胞様の形

態（Sphere）をとるだけでなく、癌細胞の悪

性能（増殖能，浸潤能，転移能）を減弱化し、

さらには獲得していた薬剤耐性を解除する

ことを教室では報告してきた。リプログラミ

ング方法として、当初から用いられている 4

つの転写因子を使用した手法には癌遺伝子

であるc-Mycを含んでいるなど問題も含まれ

ているため、様々な別手法が模索・開発され

ているが、教室では ES細胞のマイクロアレ

イ情報から幹細胞維持に必要としている候

補microRNAを同定し、これらの導入による

体細胞のリプログラミング方法を開発し使

用している。この方法で得られた癌細胞への

効果は、永続的に維持することが困難な可逆

的な変化であることからエピジェネティク

ス機構が関与していると考えた。そこで、用

いた microRNA の標的遺伝子群に関連する

エピジェネティクス機構を検討し、これが治

療標的になると仮説を立てた。まず我々は先

行研究の結果から最も影響が強かった

miR-302に着目し、miR-302単独導入で肝癌

細胞株に今まで報告してきたものと同様の

効果が得られることを確認した。そこで

miR-302 の複数の標的遺伝子のうちエピジ

ェネティック関連分子 LSD1/2、MECP1/2

のうち LSD1 に着目した。LSD はヒストン

の脱メチル化により様々な遺伝子の転写を

抑制することが報告されており、これが主要

な働きをしている場合は LSD 阻害剤の使用

で同様の効果が期待される。miR-302の導入

肝癌細胞で形成された Sphere の癌細胞では

LSD1の発現低下を確認し、ヒストンH3-K4

の脱メチル化が抑制されていることを確認

した。LSD1 をノックダウンした細胞株では

Sphere の形成が認められ、H3-K4 の脱メチ

ル化が抑制され、抗がん剤への感受性が増し

てアポトーシスが亢進することを確認した。

今後さらにLSD1のノックダウンを行い癌細

胞の悪性能が同様に減弱化されるかを検討

する予定である。 
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