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研究成果の概要（和文）：Necl-4の発現を制御するmiRNAの発現と機能について検討した。マイクロアレイによ
る網羅探索を行い、miRNAの1個がNecl-4-knockdown(KD)細胞で有意に発現亢進していることを同定した。miRNA 
mimicおよびinhibitorを導入した膵癌細胞でマイクロアレイで発現亢進していたmiRNAが、Necl-4の発現を抑制
することを確認した。Necl-4-KD細胞ではTP53、SMAD4が発現低下し、1個のmiRNAの発現が亢進することを明らか
にした。
 Necl-4の発現低下が膵癌関連癌抑制遺伝子の発現低下およびそれを制御するmiRNAの発現亢進に関連することが
示唆された。

研究成果の概要（英文）：　In this study, We examined the expression and function of miRNAs that 
regulate the expression of Necl-4. We performed a comprehensive microarray search and identified one
 miRNA that was significantly up-regulated in Necl-4-knockdown cells. Furthermore, in pancreatic 
ductal carcinonma cells transfected with miRNA mimic and miRNA inhibitor, we confirmed that the 
miRNA that was upregulated by the microarray repressed the expression of Necl-4. In addition, TP53、
SMAD4, which are major tumor suppressor genes of pancreatic ductal carcinoma, were down-regulated in
 Necl-4-knockdown cells, while the expression of one miRNA was up-regulated. 
　These results suggest that down-regulation of Necl-4 is associated with down-regulation of 
pancreatic ductal carcinoma-related tumor suppressor genes and up-regulation of miRNAs that regulate
 them.

研究分野： 人体病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究では、細胞接着因子の一つであるNecl-4の発現を制御するmiRNAを膵管癌細胞で同定した。更に、
Necl-4-knockdown細胞で発現亢進していたmiRNAがNecl-4の発現を抑制することを明らかにした。また、Necl-4
抑制細胞およびNecl-4関連miRNAが膵癌関連癌抑制遺伝子の発現変動に関わることが示唆された。本研究の成果
は、Necl-4関連miRNAを対象とした独自的・創造的な新規バイオマーカーや治療法の開発への発 展が期待され、
学術的・社会的に意義があるものと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
これまで Necl-4 の発現低下が腫瘍の予後や悪性度に関連することが報告されている。乳癌で

は上皮内癌と比較し浸潤癌で Necl-4 の発現が有意に低下することが報告されている 1。腎細胞
癌では、Necl-4 の発現低下は進行した病期（T因子）と血管浸潤と関連することが報告されてい
る 2。我々は以前、膵管癌の切除検体より作製された 258 例の tissue microarray 切片を用い 
Necl-4 の免疫組織化学および臨床病理学的検討を行った。その結果、Necl-4 の発現が低下する
膵管癌は、Necl-4 発現膵管癌と比較し有意に予後不良であり、大きな腫瘍径、リンパ節転移、
低分化腫瘍と関連することを明らかにした 3。このように necl-4 は膵管癌の高悪性化に関与す
る重要な分子と考えられるが、Necl-4 を制御する miRNA は報告されていない。そこで本研究で
は、miRNA の網羅的解析により、Necl-4 の発現や機能を制御する miRNA を明らかにすることを着
想した。さらに、膵管癌の高悪性化に関わる Necl-4 関連 miRNA を制御することで、既存の化学
療法の治療効果増強や Necl-4 関連 miRNA に関連した新たな分子標的治療の開発が望めるのでは
ないかと着想した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、Necl-4 を制御する miRNA を解析することにより膵管癌の高悪性化機構を明

らかにすることである。更に、膵管癌での Necl-4 関連 miRNA の発現と機能を明らかにすること
により、Necl-4 関連 miRNA を対象とした独自的・創造的な新規バイオマーカーや治療法の開発
への発展を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) miRNA マイクロアレイによる網羅的解析 
siRNA 法により膵管癌細胞株の Necl-4 発現を knockdown(KD)した。Necl-4-KD 細胞および非 

KD 細胞より RNA を抽出後マイクロアレイにより miRNA の発現を網羅的に解析した。Necl-4-KD 
細胞 と非 KD 細胞での miRNA の発現量を比較することで、Necl-4 に関連すると想定される 
miRNA を探索した。 
 

(2) miRNA が Necl-4 を発現抑制するか検証 

上記で見出した Necl-4 に関連すると想定される miRNA を模倣した miRNA mimic（miRNA と
同様の働きをする合成 RNA） および対象 miRNA を抑制する miRNA inhibitor を膵癌培養細胞
MIA PaCa-2 にトランスフェクションし、Necl-4 の発現変動を RT-qPCR で検討した。 
 
(3) 癌抑制遺伝子の発現検証 
 Necl-4-KD 細胞における、necl-4 関連 miRNA と膵癌の主要癌抑制遺伝子である TP53、SMAD4 の
発現を RT-qPCR で検証した。 
 
４．研究成果 
(1) miRNA マイクロアレイによる網羅的解析 
Necl-4 の発現制御に関わる miRNA をマイクロアレイにより網羅的に探索した。その結果、非

KD 細胞と比較し necl-4-KD 細胞では 81 個の miRNA で 2 倍以上の発現亢進および 123 個で 2 倍
以上の発現低下がみられた。統計学的解析の結果、発現亢進 miRNA の 1個、発現低下 miRNA の 7
個が非 KD細胞よりも Necl-4-KD 細胞で有意な発現亢進または発現低下をしていることを同定し
た。 
 

(2) miRNA が Necl-4 を発現抑制するか検証 
マイクロアレイで同定した miRNA が、Necl-4 を標的とする miRNA かどうか TargetScan 

(http://www.targetscan.org/vert_72/)で検索を行った。その結果、マイクロアレイで発現亢進
していた 1個の miRNA、発現低下していた miRNA7 個のうち 1個が Necl-4 を標的とすることが予
想された。そのうち Necl-4-KD 細胞で発現が亢進していた 1個の miRNA を対象とした。 
対象とする miRNA を模倣した miRNA mimic および対象 miRNA を抑制する miRNA inhibitor を

膵癌培養細胞 MIA PaCa-2 にトランスフェクションし total RNA を抽出した。RT-qPCR を行い
Necl-4 の発現を検討した結果、Necl-4-KD 細胞で発現亢進していた miRNA が Necl-4 の発現を抑
制することを確認した。 
 

(3) 癌抑制遺伝子の発現検証 
miRNAマイクロアレイ検索においてNecl-4-KD細胞で2倍以上の発現亢進していたmiRNAを対

象として、膵癌の主要癌抑制遺伝子である TP53、SMAD4 を標的とする miRNA の検索を行った。ス
ク リ ー ニ ン グ は TargetScan (http://www.targetscan.org/vert_72/) と miRDB 
(http://mirdb.org/)を用い、両データベースで TP53 または SMAD4 を標的とすると推定される
miRNAを抽出した。その結果、TP53を標的とする2個のmiRNAと SMAD4を標的とする 1個の miRNA



が抽出された。対象とする 3 個の miRNA と TP53、SMAD4 の発現を Necl-4-KD 膵癌細胞を用いて
RT-qPCR 法で検討した。その結果、Necl-4-KD 細胞では TP53、SMAD4 が発現低下し、１つの miRNA
の発現が亢進していた。これらの結果より Necl-4 の発現低下が膵癌関連癌抑制遺伝子の発現低
下およびそれを制御する miRNA の発現亢進に関連することが示唆された。 
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