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研究成果の概要（和文）：胆管上皮細胞特異的 miRNA の標的となる mRNA の同定と機能解析を行い
ました。胆管上皮細胞特異的 miRNA の標的 mRNA が受容体チロシンキナーゼ関連分子である成長
因子受容体結合蛋白質が標的分子であることを明らかにしました。肝内胆管癌細胞では、胆管上皮
細胞特異的 miRNA の発現が抑制されることで成長因子受容体結合蛋白質の発現抑制が解除され、
その発現が上昇し、成長因子からチロシンキナーゼ型受容体を介した下流のシグナル伝達が増強さ
れた結果、肝内胆管癌の細胞運動能が向上する新知見を見出しました。 
 
研究成果の概要（英文）：We examined functional analysis of biliary epithelial cell-specific miRNAs in 
a human intrahepatic cholangiocarcinoma cell line (HuCCT1). We identified a growth factor receptor 
binding protein (GRB), which is implicated in tyrosine kinase signal transduction, as a biliary epithelial 
cell-specific miRNA target. It is likely that upregulation of the GRB protein by downregulation of the 
biliary epithelial cell-specific miRNAs contributes to motility in HuCCT1. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年、microRNA（miRNA）は転写後の遺伝子
発現を調節する“機能性 RNA 分子”として注目
されています。Small RNA のうち、内在性の長さ
22 塩基程度の 1 本鎖 RNA である miRNA は、
miRNA と部分的に相補的な、標的となるmRNA
と結合し、翻訳抑制作用を有すると考えられて
います。miRNA は、2000 種類近いヒト miRNA
が同定され、様々な組織や疾患における
miRNA のプロファイルおよびその機能解析が進
みつつあります。また、臨床的には、miRNA を
癌の診断・治療予後判定における新規バイオマ

ーカーとしての有用性が期待されています
（Calin and Croce Nat Rev Cancer 6: 857-866, 
2006）。しかし、肝内胆管癌に関しては、特徴的
な miRNA のプロファイリングや役割は明らかに
されていません。 
 我々は、「肝内胆管癌における miRNA の役割
の解明と、miRNA を臨床ツールとして応用する
ことは、新しい診断・治療法の開発や創薬への
突破口を開く大きな可能性を秘めている」と考え、
平成 19-20 年度基盤研究（C）「胆道系悪性腫瘍
に特異的なマイクロ RNA の機能解析」の助成を
いただき、肝内胆管癌由来の細胞株を用いて



miRNA 発現プロファイル解析を行いました。肝
内胆管癌細胞株（HuCCT1）と正常ヒト胆管上皮
細胞（HiBEpic）から miRNA のクローニングとシ
ークエンス解析に成功しました。この解析により
胆管系正常および悪性細胞株に特徴的な、27
種類の miRNA を同定しました。さらに、その内
の 9 種類の miRNA（miR-22, miR-125a, miR-127, 
miR-199a, miR-199a*, miR-214, miR-368
［miR-376c］, miR-376a, miR-424）は、正常胆管
上皮細胞に特異的な miRNA であり、肝内胆管
癌細胞株では発現が抑制されていることを明ら
かにすることができました（Kawahigashi et al. J 
Nippon Med Sch 77:188-197, 2009）。 
 そこで、特異的 miRNA の転写後翻訳調節が
肝胆道系疾患（肝内胆管癌、閉塞性黄疸等）関
連シグナル伝達経路にどのように関わるのか、
網羅的な分子レベルでの機能解析を目指すとと
もに、in vitro の解析から in vivo の解析（臨床解
析）を進めることにより、miRNA の切り口から肝
胆道系疾患の分子病態の解明と診断のための
新規バイオマーカー開発のための基盤研究を
進めたいと考えました。 
 
２．研究の目的 
 胆管上皮細胞特異的 miRNA の標的となる
mRNA の同定を行います。次に、胆管上皮細胞
特異的 miRNA の疾患（肝内胆管癌、閉塞性黄
疸等）に関連するシグナル伝達経路におよぼす
効果を網羅的に解析するとともに、特異的
miRNA の増殖・浸潤・転移に関する機能解析を
行い、miRNA の役割解明を目指します。さらに、
病理組織標本から胆管上皮細胞特異的
miRNA の発現プロファイルを明らかにし、バイ
オマーカーとしての miRNA の有用性の検討を
行い、臨床展開のための基盤解析を進めます。 
 
３．研究の方法 
（１） 胆管上皮細胞特異的 miRNA の標的
mRNA の検証と、miRNA の機能解析を行いま
した。 
①ルシフェラーゼ・アッセイによる標的 mRNA の
検証 
 胆管上皮細胞特異的 miRNA の標的 mRNA
の 3'-非翻訳領域をルシフェラーゼ遺伝子のコー
ド領域の下流に挿入したレポータープラスミドを
構築し、これを当該 miRNA とともに COS-7 等に
導入し、培養を行いました。細胞抽出液中のル
シフェラーゼ活性について、発光・蛍光測定用
マルチプレートリーダー（プロメガ社 
GloMax-Multi Luminescence System）等を用い
て測定した。 
②miRNA機能解析：RTK→Ras/Raf/MAPKカス
カスケード解析 
 培養肝内胆管癌細胞株（HuCCT1 等）に、
Ambion 社 Pre-miR miRNA Precursor Molecules
にて特異的 miRNA を過剰発現させます。試薬
投与後に蛋白質、RNA を抽出しました。RTK→

Ras/Raf/MAPK カスカスケード等のシグナル分
子（EGF 受容体、Grb、Ras、MAPK 等）を、
Western blot にて蛋白レベル、real-time PCR
（Applied Biosystems 社 7900HT Fast リアルタ
イム PCR システム）にて mRNA レベルにおける
標的 mRNA の発現変動を定量的解析し、
miRNA による転写後翻訳調節を解析しました。
さらに、上記と同様に細胞より、RNA を回収し、
高分解能マイクロアレイスキャナ（Agilent 社 
G2565CA）を用いて、網羅的分子相互作用の解
析の準備を進めました。 
③miRNA 発現のエピジェネティック解析：DNA
メチル化パターン解析 
 培養肝内胆管癌細胞株と正常胆管上皮細胞
より DNA を回収し、バイサルファイト処理後、胆
管上皮細胞特異的 miRNA の上流領域のシー
クエンス解析（Applied Biosystems 社 ABI Prism 
3130 Genetic Analyzer）を行いました。 
 
（２）閉塞性黄疸の miRNA プロファイル解析 
 生後 8 週 BALB/c マウスの胆管を結紮し切離
することで閉塞性黄疸モデル（BDL モデル）を
作製しました。12 時間後、1 週間後に BDL モデ
ルと sham モデル（コントロール）から肝臓を摘出
した。発現プロファイリング解析（シークエンス解
析）を行いました。次に、BDL モデルに特徴的
な miRNA、胆管上皮細胞特異的 miRNA の発
現に関して、real-time PCR 法を用いた定量的検
証を行いました。さらに、発現に有意差を認めた
miRNA の発現部位を同定するためレーザーマ
イクロダイセクション（ライカ社 LMD6000）を用
いてモデルマウス胆管、肝実質を切り出し、定量
的発現解析を行いました。In vitro 解析として、ヒ
ト正常胆管上皮細胞（HiBEpic）にインターロイキ
ン 6（IL6）を作用させ増殖と miRNA の関係を調
べました。 
 
（３） 肝内胆管癌バイオマーカー開発 
手術症例の肝内胆管癌パラフィン包埋ブロック
標本から、パラフィンブロックより切片を作製しま
す。レーザーマイクロダイセクションにて癌病変
部位、正常胆管部位を回収し、RNA を抽出しま
した。real-time PCR にて miRNA の発現解析を
行いました。 
 
４．研究成果 
（１） 胆管上皮細胞特異的 miRNA の標的
mRNA の検証と miRNA の機能解析 
 胆管上皮細胞特異的 miRNA の標的 mRNA
の 3'-非翻訳領域をルシフェラーゼ遺伝子のコー
ド領域の下流に挿入したレポータープラスミドを
構築し、当該 miRNA とともに COS-7 等に導入・
培養後、ルシフェラーゼ活性を測定した。ルシフ
ェラーゼアッセイにより、受容体チロシンキナー
ゼ関連分子である成長因子受容体結合蛋白質
が標的分子であることを証明しました。胆管上皮
細胞特異的 miRNA は、正常胆管上皮細胞で



は特異的に発現していますが、肝内胆管癌細
胞株（HuCCT1）では発現していません。そこで、
HuCCT1 細胞に特異的 miRNA を過剰発現させ、
運動能、増殖能、アポトーシスの解析を行いまし
た。増殖の抑制は認められませんでした。しかし、
トランズウェルを用いた運動能解析から、過剰発
現後にウェル下面に移動した細胞数をカウント
すると、胆管上皮細胞特異的 miRNA を過剰発
現させた HuCCT1 細胞では移動した細胞が有
意に減少すること見出しました。このことは、肝内
胆管癌細胞では胆管上皮細胞特異的 miRNA
の発現が抑制されることで成長因子受容体結合
蛋白質の発現抑制が解除され、その発現が上
昇し、成長因子からチロシンキナーゼ型受容体
を介した下流のシグナル伝達が増強された結果、
肝内胆管癌の細胞運動能が向上することが示
唆されました（論文投稿準備中）。さらに、上皮
成長因子受容体から癌細胞の浸潤抑制へリンク
するシグナルカスケードを解明するため、マイク
ロアレイによる網羅的解析とバイオインフォマテ
ィクス解析の準備を進めました。 
 miRNA 発現抑制の制御機構の一端を明らか
にするために、DNA メチル化解析（エピジェネテ
ィック解析）を行いました。バイサルファイト処理
シークエンシング法により、胆管上皮細胞特異
的 miRNA の上流域に存在する CpG アイランド
のメチル化解析を行いました。正常胆管上皮細
胞と比較して HuCCT1 細胞では強くメチル化さ
れていました。さらに、HuCCT1 細胞に DNA メ
チル化阻害剤とヒストン脱アセチル化酵素阻害
剤を細胞に添加することで、胆管上皮細胞特異
的 miRNA の発現が検出されるようになりました。
この解析から、HuCCT1 細胞では、胆管上皮細
胞特異的 miRNA の発現がエピジェネティックな
制御により抑制されていることが明らかとなりまし
た。 
 
（２）閉塞性黄疸の miRNA プロファイル解析 
 マウス肝臓組織の small RNA ライブラリー解析
から、最も多くクローニングされた miRNA は、
miR-122 でした。プロファイル解析（BDL モデル
と sham モデルの比較解析）から特徴的な
miRNA、13 個を見出しました。これらのうち 9 個
の miRNA（let-7a、let-7d、let-7f、let-7g、miR-21、
miR-125b-5p、miR-194、miR-221、miR486）に関
して real-time PCR 法を用いた定量的検証を行
い、BDL モデルにおいて高発現していることを
突き止めました。胆管上皮細胞に特徴的な
miRNA のうち、シークエンス解析において BDL
モデルにのみ発現を認めた miRNA
（miR-125a-5p、miR-199a-3p、miR-199a-5p、
miR-214）に関して real-time PCR 法を用いた定
量的検証を行ったところ、miR-199a-3p、
miR-199a-5p、miR-214 は、BDL モデルの肝臓
で有意に発現上昇していることが確認できまし
た。レーザーマイクロダイセクションによる解析か
ら、miR-21 は BDL モデルの肝実質、胆管ともに

有意に高発現していることを見出しました。
miR-199a-5p は BDL モデルの胆管にのみ有意
に高発現を示しました。次に、培養ヒト正常胆管
上皮細胞に IL6 を作用させると、細胞の増殖に
一致し、miR-199a-5p の発現が上昇することを
見出しました。 
 BDL モデルの miRNA 発現プロファイルを解
析することにより、閉塞性黄疸に特徴的な
miRNA をはじめて明らかにすることができました。
また、BDL モデルマウスの in vivo 解析、および
IL6 で刺激した胆管細胞の in vitro 解析より、胆
管上皮細胞に特徴的な miRNA である
miR-199a-5p は、胆管上皮細胞の増殖に関与し
ている可能性が示唆されました。 
 
（３） 肝内胆管癌バイオマーカー開発 
 肝内胆管癌の病理標本の発現解析を進めま
した。しかし、レーザーマイクロダイセクションに
より回収したサンプルから、安定して発現が検出
できず、微量の RNA 抽出およびその濃度測定
を正確に行う技術開発が必要となりました。技術
開発に成功し、レーザーマイクロダイセクション
により組織標本切片から癌細胞を回収し、開発
したプロトコールを用いて RNA を抽出し、プロフ
ァイル解析を継続して行っていますが、in vivo
の臨床解析は課題として残されました。 
 また、胆汁に含まれる miRNA 解析を行い、胆
汁中の miRNA、特に miR-9 が胆管癌のバイオ
マーカーとして有用であることを見出しました。 
 
 今回の基盤研究により、肝胆道系疾患の分子
病態の解明、新しい診断・治療ツールの開発に
役立つ miRNA 研究としての成果を収めることが
できました。 
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