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研究成果の概要（和文）：mature miR-214よりも高いヌクレアーゼ耐性を示す合成miR-214(miR-214/5AE)の抗腫
瘍効果を、犬血管肉腫(HSA)モデルマウスを用いて検討した。miR-214/5AEを腹腔内投与したマウス（5AE群）
は、腹腔内播種の数が有意に少なかった(数の中央値：72.5対237.5；p＜0.05)。5AE群は、非特異的miR群に比べ
て、p53と切断型カスパーゼ3の発現が増加し、Ki-67陽性細胞の割合が有意に低かった。これらの結果により、
miR-214/5AEの腹腔内投与がアポトーシスを誘導し細胞増殖を抑制することにより、HSAモデルマウスにおいて抗
腫瘍効果を示すと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Synthetic miR-214 (miR-214/5AE), which showed higher cytotoxicity and 
greater nuclease resistance than mature miR-214, has been developed for clinical application. We 
evaluated the effects of miR-214/5AE on stage 2 HSA in a mouse model. Mice intraperitoneally 
administered with miR-214/5AE (5AE group) had significantly fewer intraperitoneal dissemination 
tumor foci (median number: 72.5 vs. 237.5; p < 0.05) and a lower median foci weight (0.26 g vs. 0.61
 g; p < 0.05). Mice in the 5AE group had increased expression of p53 and cleaved caspase-3, and a 
significantly lower proportion of Ki-67-positive cells, than those in the non-specific miR group. 
These results indicate that intraperitoneal administration of miR-214/5AE exhibits antitumor effects
 in an intraperitoneal dissemination mouse model of HSA by inducing apoptosis and suppressing cell 
proliferation. These results provide a basis for future studies on the antitumor effect of 
miR-214/5AE for HSA.

研究分野： 獣医臨床腫瘍学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
RNA製剤開発におけるハードルのひとつは，生体内でのRNaseによる失活である。本研究で人工合成した
miR-214/5AEはRNase耐性を示すことから，生体内投与による効果が期待される。本研究で用いるアミノエチル基
およびO-メチル基による化学修飾およびPassenger鎖の 塩基配列の改変は、他のmiRNAにも応用可能である。そ
のため、本研究結果は他の疾患でのmiRNAを用いた治療に応用することができるため、その意義は大きい。

※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 

申請者らは、極めて予後不良てあ゙るイヌ血管肉腫細胞株において、microRNA のうち miR- 214
およひ-゙126 か低゙発現しており、miR-214 を細胞内に導入すると、COP-1 の抑制を介してかん゙抑
制遺伝子てあ゙る p53 の発現を促進し、血管肉腫細胞株の増殖を抑制てぎることを発見した 
(Heishima, Mori, et al. PLoS One 2015)。その後、miR-214 にアミノエチル基およひ O゙-メチル基
による化学修飾およひ P゙assenger 鎖の塩基配列の改変を行う (miR-214/5AE) ことて、゙RNase
に対する耐性を認めた (Yoshikawa, Mori, et al, Vet Comp Oncol 2020)。 

miRNA は細胞内に存在する 20-25 塩基ほとの゙非常に小さい RNA てあ゙り、mRNA の翻訳抑制あ
るいは切断を引き起こし、遺伝子発現を負に制御する non-coding RNA てあ゙る。最近の研究で
は、かん゙をはしめ゙とした様々な疾患に関与することか知゙られている (図 1)。そのため、 人医学
領域てば、かん゙研究において miRNA はその重要性を急速に増している。また、 miRNA はショ
ウショ゙ウハエ゙からヒトまて様゙々な動物種て保゙存されており、miRNA 研究はヒ トて用゙いられて
いる手法をイヌにも応用可能てあ゙ることか分゙かっている。  

２．研究の目的 

本研究は、申請者らか見゙出した血管肉腫に対するかん゙抑制 miRNA てあ゙る miR-214 を用い 
て、人およひ犬゙の血管肉腫に対する臨床応用の基盤となる研究を行った。具体的には、イヌ血
管肉腫腹膜播種モテル゙マウスを用いて、miR-214 を RNase 耐性とした人工合成 miR-214/5AE 
の in vivo ての゙効果、至適投与量、投与経路、副作用について検討した。投与経路については腹
腔内投与およひ静゙脈内投与とした。 

３．研究の方法 
 
BALB/cSlc-nu/nu ヌードマウスに，300μL の DMEM 中に 4.0×106 個の犬血管肉腫細胞株であ

る Re21 細胞を右下腹部に腹腔内注射し、犬血管肉腫腹腔内播種モデルマウスを作成した。33 日
後に安楽死処置を行い，血液検査および腫瘍（マウス病巣）数のカウントや腫瘍重量の測定を含
む腹膜播種の評価が行われ、組織は組織学的検査を行なった。 
 
４．研究成果 
 
miR-214/5AE を腹腔内投与したマウス（5AE 群）は、腹腔内播種の数が有意に少なく（中央値：

72.5 対 237.5；p＜0.05）、腫瘍重量中央値も低かった（0.26g 対 0.61g；p＜0.05）。5AE 群のマウ
スは、非特異的 miR 群のマウスに比べて、p53 と cleaved caspase-3 の発現が増加し、Ki-67 陽
性細胞の割合が有意に低かった。また miR-214/5AE 投与による副作用は観察されなかった。こ
れらの結果は、HSA の腹腔内播種モデルマウスに対する miR-214/5AE の腹腔内投与が、腫瘍細
胞に対してアポトーシスを誘導し細胞増殖を抑制することにより、抗腫瘍効果を示したと考え
られる。これらの結果は、HSA に対する miR-214/5AE の抗腫瘍効果に関する今後の研究の基盤
となるものであり，また，RNA 創薬における RNase のハードルを超える一歩であると考えられ
る。 
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