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研究成果の概要（和文）：本研究は，腫瘍血管の異常性獲得メカニズムに関与するmiRNAを同定し，それらのが
んの浸潤・転移との関連などを明らかにし，新たながんの診断・治療法の開発につなげることを目的とした．が
ん細胞由来exosomeを血管内皮細胞に処理し発現が亢進するmiRNAについて機能解析をおこなった．そのうえで腫
瘍血管内皮のmiRNAの標的分子の同定をmiRNAの標的分子の候補をデータベースによりピックアップしその標的分
子の機能を調べ，これらの遺伝子の発現低下が腫瘍血管の特性にどのように関わるのかについて解析を行った．

研究成果の概要（英文）：In this study, we have tried to identify miRNAs which are involved in tumor 
vessel abnormality and to evaluate their roles in tumor invasion and metastasis, in order to develop
 novel cancer diagnostics and therapy.  Endothelial cells were treated by cancer-derived exosome. 
Several miRNAs were upregulated and their function were analyzed. Using miRNA database, the target 
gene of these miRNAs were picked up and the involvement of these target molecule in tumor vessel 
abnormality were addressed.

研究分野：口腔外科学
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１．研究開始当初の背景 
近年，がん微小環境を構成する血管結合
組織（間質）の細胞は正常細胞と異なるこ
と，さらにそれらががんの悪性化にも関与
していることが認識されている．これまで
申請者らは腫瘍血管内皮細胞を世界に先駆
けて分離・培養して，染色体異常や薬剤耐
性をもつことなど (2004 Cancer Res, 2009 
Am J Pathol)，正常血管内皮細胞とは明らか
に異なる性質を呈することを明らかにした 
(2005 Cancer Res, Brit J Cancer 2011, Am J 
Pathol 2012). これまで，がん微小環境で腫
瘍血管内皮細胞が異常性を獲得するメカニ
ズムに関して研究を進めてきたが，がん細
胞培養上清処理が正常血管内皮にも異常性
をもたらすという事実を見出している(Am 
J Pathol 2012)．一方，がん細胞は直径が数
nm～数 μm である小胞体（exosome）を分
泌していることが知られており，がん細胞
は自らの増殖に都合が良い環境をつくりだ
すためにこれら小胞体を分泌して，周囲間
質細胞を変化させている可能性が示されて
いる．さらに，申請者らのグループはがん
exosome のエンドサイトーシスによる取り
込みが血管内皮の異常性のメカニズムの一
部であることを発見した (PLos One 2012). 
また exosome には癌種により異なる
miRNA が含まれていることを既に見出し
ている．腫瘍血管はがん細胞を養い，また
悪性化に関与していることから，その多様
性の獲得機構の解明とその制御が，がんの
制圧には重要であると考えられる．今回，
腫瘍血管の異常性のメカニズムのひとつと
してがん由来因子によって発現変動する
miRNAの関与に着目した． 
 
２．研究の目的 
がん微小環境を構成する血管は，がんの進
展ならびに治療の経過と共にダイナミック
に変化し，正常血管とは異なる多様な性質
をもつことが知られるようになった．さら
にこれらの性質の獲得にはがん細胞由来の
小胞体（マイクロベシクルやエクソソーム）
の取り込みが関与していることを見出した．
これらの中には miRNA が含まれているこ
とが知られているが，われわれはがんの悪
性度の違いでエクソソーム中の miRNA の
量も異なることを見出している．本研究で
は  腫瘍血管の異常性獲得メカニズムに関
与する miRNA を同定し，それらのがんの
浸潤・転移との関連などを明らかにし，新
たながんの診断・治療法の開発を目指す． 
 
３．研究の方法 

1. 悪性度の異なるがんから血管内皮細胞
を分離し，抽出したマイクロ RNA 
(miRNA) のマイクロアレイを実施す
る． 

2. 悪性度の異なるがんから exosome を精
製し，抽出したマイクロ RNA (miRNA) 
のマイクロアレイを実施する． 

3. 同定された miRNA の標的分子の同定
とがんの悪性度と miRNA, 標的分子の
発現量との関連の解析 

4．がん患者血液に含まれる上記で同定され
た miRNAの検出 
 
４．研究成果 
悪性度の異なる2種類のがん細胞の培養上清
から，それぞれexosomeを回収し，そこから
miRNAを抽出し，miRNAアレイにて網羅的発
現解析を行った．悪性度の高いがん細胞由来
exosomeを血管内皮細胞に処理しmiRNA発現
が亢進するmiRNA(現在論文特許出願準備中)
について機能解析をおこなった．そのうえで
腫瘍血管内皮における当該miRNAの標的分子
の同定をmiRNAの標的分子の候補をデータベ
ースmiRandaによりピックアップした．さらに
当該miRNAのアンチセンスによる阻害，
pre-miRNAの導入などに標的分子のmRNAの発
現レベルが低下するのかについて検証し，網
羅的なシグナル解析ソフトウェアである
Ingenuity Systems Pathway Analysis (IPA)
を用いてがん間質細胞miRNAの標的分子の機
能を調べ，これらの遺伝子の発現低下が間質
細胞の機能にどのように関わるのかについて
解析を行った．遺伝子発現上昇にどのように
関わるのかを細胞増殖能，遊走能，アポトー
シスアッセイにより解析をおこなった．特に
今回興味深いことに腫瘍血管内皮に発現が亢
進するmiRNAのうちアノイキス抵抗性に絡む
もの，また血管内皮の接着能亢進につながる
ものをピックすることができた．また，今回
同定されたmiRNAのうち一つに関しては悪性
腫瘍の患者血清における検出も試みた．がん
患者において明らかに健常者よりも高いレベ
ルで検出された．本研究により腫瘍血管の異
常性のメカニズムのひとつとしてがん由来
因子によって発現変動するmiRNAの関与が
明らかとなり，腫瘍血管の多様性を示すバ
イオマーカーとしてのmiRNAのがんの診断
さらに治療法への応用の可能性が示唆され
た． 
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