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研究成果の概要（和文）：進行再発乳癌は予後不良であり、薬剤耐性の獲得が主な原因とされる。本研究では、
Paclitaxel (PTX) に対する薬剤耐性機序をmicroRNA (miRNA) の発現変化から解明を試みた。MCF-7（親株）と
MCF-7/PTXR（耐性株）に対し、miRNAの次世代シーケンス解析を実施し、薬剤耐性に関与するmiRNAと、既知の
ABCB1を標的とするmiRNAの同定を行った。解析結果から、miRNA-455-3pが薬剤耐性機序に関与することが示唆さ
れた。miRNA-455-3pを耐性株に導入すると、ABCB1の発現が低下し、PTX耐性が部分的に解除されることが確認さ
れた。

研究成果の概要（英文）：Progressive recurrent breast cancer has a poor prognosis, primarily due to 
the acquisition of drug resistance. This study aimed to elucidate the mechanism of drug resistance 
to Paclitaxel (PTX) through changes in the expression of microRNAs (miRNAs). Next-generation 
sequencing analysis of miRNAs was performed on MCF-7 (parental) and MCF-7/PTXR (resistant) cell 
lines to identify miRNAs associated with drug resistance, including those targeting the known drug 
resistance gene ABCB1. The results suggested that miRNA-455-3p is involved in the mechanism of drug 
resistance. Introducing miRNA-455-3p into the resistant cell line resulted in decreased expression 
of ABCB1 and partial reversal of PTX resistance.

研究分野：乳腺外科

キーワード： micro RNA　パクリタキセル耐性株　ABCB1　抗癌剤耐性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究からmiRNA-455-3pの発現低下によりABCB1の発現が亢進し、PTX耐性に寄与した可能性が示唆された。
miRNAの導入実験から、miRNA-455-3pがABCB1の翻訳抑制を介し、PTX耐性を一部解除していることも示唆され
た。PTXはABCB1の基質であり、ABCB1タンパクの発現低下によりPTXの排出が抑制される。この研究は、
miRNA-455-3pがPTX耐性の調節に重要な役割を果たすことを明らかにし、ABCB1を標的とした新たな治療戦略の可
能性や、PTX耐性の機序解明を通じて、耐性克服のための新規治療法やサロゲートマーカーの開発に向けた基盤
を提供する点でも重要である。

※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 
進行再発乳癌は、ホルモン療法、化学療法、分子標的治療、放射線治療などの集学的治療を 

用いても依然として予後不良である。その原因として、化学療法薬耐性獲得による奏功性の低下

が挙げられる。この問題を克服するためには、化学療法薬耐性獲得の機序をより詳細に解明する

必要がある。 
 
２．研究の目的 

本研究では、乳癌化学療法で頻用する Paclitaxel(以下 PTX)の薬剤耐性機序を microRNA(miRNA)

の発現変化から解明することを目的とし、進行再発乳癌の予後改善に向けた検討を実施した。

miRNA はわずか 7-8 塩基が標的遺伝子の mRNA に相補的に結合し、標的遺伝子の翻訳を抑制する

ため、1種の miRNA が多数の遺伝子発現を調整する。よって、miRNA の変化を解析することで、

化学療法薬耐性機構をよりシステムとして捉えることが特徴である。また、先行研究で樹立した

PTX 耐性株を用いることも本研究の特徴である。同定した miRNA の標的遺伝子を解析すること

で、これまで焦点の当たっていなかった新規の PTX 耐性に関わる遺伝子を同定できる可能性が

ある。化学療法不応症例に対する新規治療法として miRNA 創薬の可能性を検証するとともに、

PTX 治療のサロゲートマーカー導出に向けた研究基盤を構築することを目的としている。 

 
３．研究の方法 
本研究で使用する細胞は MCF-7(親株)および、先行研究で PTX 長期曝露により樹立した MCF-

7/PTXR(PTX 耐性株)である。MCF-7 と MCF-7/PTXR に対し、miRNA の次世代シーケンス（NGS）解

析を実施し、miRNA の挙動を網羅的に解析した。MCF-7/PTXR で発現が低下する miRNA の内、発現

が 10 分 の 1 に 低 下 す る も の に 対 し 、 デ ー タ ベ ー ス (Target Scan ：

https://www.targetscan.org/vert_80/)を用いて標的遺伝子群のうち化学療法薬耐性に関わる

遺伝子を抽出した。また、PTX 耐性機序に関わる既知の分子についても RT-PCR やウェスタンブ

ロッティング（WB）で発現解析を行った。これらの結果から選定した miRNA に対し、NGS 結果が

妥当であるか RT-PCR 法で再確認した。また、選定 miRNA 導入群と親株を用いて、ABCB1 の発現

を WB と RT-PCR 法を用いて比較した。さらに、標的遺伝子の相補塩基配列部位を組み込んだプラ

スミド(野生型)と相補塩基部位に変異を組み込んだプラスミド(変異型)を作製し、Luciferase 

Reporter Assay を行った。選定 miRNA を MCF-7/PTXR に導入し、その後 PTX を投与し、MTT アッ

セイを用いて、コントロール miRNA 群と、選定 miRNA 導入群で PTX に対する IC50 を比較検討し

た（併用実験）。最後に同定した標的遺伝子である ABCB1 の siRNA を用いて PTX 耐性の解除効果

を検討した。 

 

４．研究成果 

まずは耐性株に耐性がついていることを確認するため、親

株と耐性株の MTT アッセイを施行し、IC50 を調べると、約

25 倍の耐性がついていることがわかった。既知の PTX 耐性

分子の内、PTX の細胞外排出を行う P 糖タンパクである AB

CB1 の発現亢進も認めており、ABCB1 を標的とする miRNA 群

の探索を進めた。ABCB1 を標的とする遺伝子を 3 つのデー

タベース（Target Scan, miRDB: https://mirdb.org/, miRWalk: http://mirwalk.umm.uni-hei

delberg.de/）で調べると、唯一共通して検出されたものが miRNA-455-3p であった。これらの結



果と、NGS 結果とを照らし合わせて、耐性株で発現が抑

制されるものの TOP10 の miRNA 中に miRNA-455-3p が含

まれていたため、この miRNA に焦点を絞って解析するこ

とにした。 

 
 
 

NGS の結果を再確認するため RT-PCR を施行すると、やはり耐性株で miRNA-455-3p の発現が低下

していた。次に、miRNA-455-3p と ABCB1 の結合性を検証するために、ABCB1 の相補塩基配列部位

を組み込んだプラスミド(野生型)と、相補塩基配列部

位に変異を組み込んだプラスミド(変異型)を作製し、

Luciferase Reporter Assay を行った。野生型では

ABCB1 の発現が抑制され、変異型では発現が抑制され

なかった。 

 
 
 

次に miRNA-455-3p の細胞導入実験を行なった。miRNA-455-3p を PTX 耐性株に導入すると、ABCB1

のタンパク発現の低下と PTX に対する IC50 の改善を認めた。 

 

 
 

さらに、ABCB1 に対する siRNA を複数設計し、PTX 耐性株に導入することとした。作製した siRNA

を PTX 耐性株に導入し、RT-PCR を行うといずれも ABCB1 発現が抑制されていた。 

これらの siRNA を用いて、PTX 耐性株に対して siRNA と PTX の併用実験を行なったところ、PTX

の IC50 の改善を認めた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

これ等の結果から、miRNA-455-3p の発現低下により ABCB1 の発現が亢進し、PTX 耐性に関与して

いる可能性がある。また各種の導入実験からは、miRNA-455-3p が ABCB1 の翻訳抑制を介して、

PTX に対する耐性を一部解除している可能性が示唆された。 
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