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研究成果の概要（和文）：マイクロダイセクションや in situ hybridization といった新規手法

を用いて、肺腺癌の浸潤過程に関与する microRNA を検討し、miR-146a を肺腺癌の浸潤関連マ

イクロ RNA として同定した。さらに、miR-146a の標的遺伝子として BTG2 を見出した。また、

肺腺癌の浸潤部の間質では miR-21が筋線維芽細胞に過剰発現していることを明らかにした。 

研究成果の概要（英文） : Invasion-associated microRNAs in lung adenocarcinoma were 

identified by microarray analysis of microRNA. The samples were microdissected from 

invasive and non-invasive parts of small lung adenocarcinomas. Among 143 microRNAs 

differentially expressed by more than 2-folds, sequential qRT-PCR study validated five 

microRNAs (miR-21, miR-107, miR-141, miR-146a, miR-451) as invasion-associated microRNAs, 

regardless of EGFR gene status. We also identified BTG2 gene as the target of mir-146a. 

As for the stromal cells in invasive part of lung adenocarcinoma, the combination of 

immunohistochemistry of smooth-muscle actin and in situ hybridization of mir-21 revealed 
strong expression of miR-21 in myofibroblasts.  
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１． 研究開始当初の背景 

（１）マイクロ RNA と肺癌：マイクロ RNAは

２０塩基長ほどの非翻訳単鎖 RNAであり、メ

ッセンジャーRNA に対して抑制的に作用する

ことで生体の発生分化、恒常性維持に必須で

ある。近年、マイクロ RNA研究は急速に進歩

しており、とりわけ癌とマイクロ RNAのかか

わりは注目を集め、文献的には肺癌の発生進

展にマイクロ RNAが関わることがほぼ確実で

ある。 

（２）癌浸潤とマイクロ RNA:臨床材料を用い

た in vivo の知見は乏しいが、in vitro で
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mir-21 がマトリックスメタプロテアーゼ制

御因子を介して浸潤促進的にはたらくこと

や、mir-200 family が上皮間葉転換を抑制

して浸潤抑制的にはたらくことなどが知ら

れており、マイクロＲＮＡは癌の浸潤に関与

すると想定される。 

（３）肺腺癌浸潤の生物学：肺腺癌では、中

心部の線維化をともなって非浸潤癌から浸

潤癌に至る経路が知られている。非浸潤癌か

ら浸潤癌への移行は、生物学的、臨床的にき

わめて重要なプロセスである．癌（上皮）で

は p53異常や特定領域の allelic imbalance

がこの段階で加わる。一方、肺腺癌間質

fibroblast は MLH1 の発現上昇，Cox1,FGFR-4

や Smad3 の発現低下をみるなど、正常肺間質

と遺伝子発現パターンが異なり，浸潤の進行

とともに active fibroblast の出現、MMP2活

性の上昇や、myofibroblast 発現パターンの

変化が観察される。すなわち、癌上皮のみな

らず、癌間質も肺腺癌の浸潤に深く関わると

考えられる。 

 

２． 研究の目的 

小型肺腺癌が非浸潤癌から浸潤癌に移行す

る過程で変化するマイクロ RNAをマイクロダ

イセクションに基づき、同定する。この結果

を In situ hybridization（ＩＳＨ）で確認

するとともに、in vitro のマイクロＲＮＡ

発現抑制や強制発現実験で生物学的意義を

検証する。また、Tissue microarray でのマ

イクロＲＮＡターゲットの免疫組織化学で、

浸潤において意味のあるマイクロＲＮＡタ

ーゲットの同定も目指す。 

 

３． 研究の方法 

（１）肺癌臨床検体：2005年～2010 年にお

ける東京大学医学部付属病院での肺癌手術

検体の凍結検体 20 例及び（凍結検体と一部

同一症例を含む）ホルマリン固定後パラフィ

ン包埋 (FFPE) 検体 50例を用いた。凍結検

体のうち 4例はダイセクションの条件検討に

使用し、EGFR 遺伝子 wild type (EGFR-wt) 群

及び EGFR遺伝子 mutation (EGFR-wt) 群各 3

例ずつ、合計 6例をマイクロアレイに提出及

び FFPE検体との対応検討に用いた。 

（２）肺癌 Tissue Microarray:2005年～

2008年における東京大学医学部付属病院で

の肺癌手術切除検体から各症例の腫瘍部分

の 1ブロックから 2か所を打ち抜き、再構成

して作成された TMAブロックを使用した。TMA

は免疫組織化学的検討及び microRNA に対す

る in situ hybridization に使用した。 

（３）肺癌細胞株：10種類の肺癌細胞株、PC3、

H1650, H1975 (ここまで3つはEGFR遺伝子変異

あり), A459, H23, H522, H1648, H2009, 

LC2/Ad, LCKJを用いた。また、正常気管支細

胞株であるBEAS-2Bを使用した。尚、microRNA

の標準化の指標として胃癌細胞株SNU719から

のRNA抽出液を用いた。 

（４）レーザーマイクロダイセクション、RNA

抽出：マイクロダイセクション用のスライド

作製は、RNase-freeの環境で行った。凍結検

体及びホルマリン固定後パラフィン包埋検体 

(FFPE) ともに薄切後、RNase除去操作を行っ

た専用のスライド (Leica #11505189) に張

り付け、マイクロダイセクションの装置は、

LMD7000（Leica）を用いて非浸潤部及び浸潤

部の癌細胞を分取した。上記ダイセクション

にて回収した検体をRNAqueous-Micro Micro 

Scale RNA Isolation（凍結検体）または

RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation 

Kit for FFPE（FFPE）のプロトコルに従い

microRNAを含むtotal RNAの抽出を行った。 

（５）MicroRNA マイクロアレイ：EGFR遺伝子

変異の有無に分けて、各3症例の凍結検体の非

浸潤部及び浸潤部から癌細胞をダイセクショ

ンで分取し、total RNAを抽出した。各々



totalRNAで500ngずつ3症例分を混合し、1つの

検体としてEGFR mt/wt×非浸潤部/浸潤部の

計4検体をTORAY社、3D-geneにて解析した。 

（６）定量的RT-PCRによるmicroRNAの測定 

7300 Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems) を用い、抽出したRNA より各

microRNAの発現を定量した。microRNA の逆転

写及びQuantitative RT-PCR に使用する試薬、

プ ラ イ マ ー は TaqManMicroRNA Assays 

(Applied Biosystems) を用いた。発現量を標

準化するための内因性コントロールとして

small RNA の一つであるRNU6B を測定した。 

（７）microRNAの標的候補の検討 

マイクロアレイの結果から選定された

microRNA (主にmiR-146a) に対して、Target 

Scan(http://www.targetscan.org/vert_50/)

を使用して、miRNAのターゲット候補を検索し

た。また、併せて文献検索を行い、各microRNA

の標的として調べる遺伝子を決定した。 

（８）micro RNAの in situ hybridization  

肺癌切除検体からのFFPE及びTMAに対して、

Exiqon社のmiRCURY LNA™ microRNA ISH 

Optimization Kit (FFPE)(Cat＃90009)及び各

microRNAに対するmiRCURY LNA Detection 

probeを用いてmicroRNAのin situ 

hybridizationを行った。 

（９）免疫組織化学的検討 

肺癌手術例のFFPEからの薄切標本及びTMAを

用いて、BTG2、α-SMAの免疫組織化学的検討

を行った。 

（１０）細胞生物学的検討 

各細胞株を用い、microRNA mimic (mir-146)

導入実験、Wound healing 実験を行い、それ

ぞれの実験で細胞株よりのRNA抽出、タンパク

抽出を施行してmicroRNA, mRNA測定,Westen 

Blottingを施行した。 

４．研究成果 

（１）小型肺腺癌浸潤と関連するマイクロ

RNA（マイクロ RNA マイクロアレイによる解

析） 

EGFR遺伝子変異の有無に分けて、各3症例の凍

結検体から非浸潤部及び浸潤部のRNAを抽出

し、TORAY社、3D-geneにて解析した。 

マイクロアレイ解析の結果、EGFR遺伝子野

生型群とEGFR遺伝子変異群各々で非浸潤部と

浸潤部に尐なくとも2倍以上の差があった143

個のmicroRNAが抽出され、そのmicroRNAに対

してクラスター解析をおこなった (図１)。ク

ラスター解析の結果、非浸潤部に対する浸潤

部の発現の違いから4つのクラスターに分け

られた。 

図１ 肺腺癌浸潤関連マイクロ RNAクラスタ

ー解析の結果 

（２）肺癌臨床検体における microRNA 発現

の検討 

マイクロ RNAマイクロアレイの検討において、

各クラスター内で変動の比較的大きかった

もの及び既報での情報を基に、測定する候補

となる microRNA8 個を選び、さらに定量的

RT-PCR で検証を行った。その結果、miR-21, 

miR-107, miR-141, miR-146a, miR-451 を

EGFR 遺伝子変異の有無に関わらない肺腺癌



の浸潤関連マイクロ RNA として同定しえた。 

（３）miR-146a と肺腺癌間質浸潤の検討 

（２）で同定されたマイクロ RNA のうち、

miR-146a につき、Target Scan を利用して

107 個の標的候補を選定した。また、マイク

ロダイセクションを用いて遺伝子の発現を

調べた Borczukらの論文から肺腺癌で非浸潤

部と浸潤部で変化の大きい遺伝子のリスト 

(319個) を得た．この 2つのリストに共通す

る遺伝子として、BTG2 が認められ、miR-146a

の標的 候補として検討することとした。 

BTG2に対する免疫組織化学的検討を行っ

たところ、浸潤部では非浸潤部に比して有意

に染色強度が低かった。また、浸潤部のBTG

免疫組織化学による予後解析では浸潤部BTG2

陰性の群は陽性群に比べ、無病生存期間が有

意に短かった(図２, p = 0.0018)。  

miR-146a ISHとBTG2のIHCの対応関係みると、

両者は非浸潤部及び浸潤部のそれぞれで、

Spearmanの順位相関で負の相関が認められた 

(p = 0.0063, ρ = -0.204)。 

 

図２ 肺腺癌浸潤部 BTG2 発現と無病生存率 
 

肺癌細胞株5種及び正常気管支上皮細胞株

BEAS-2Bを用いてmiR-146a及びBTG2の発現を

確認した。miR-146aの発現が比較的高かった

A549及びPC3ではmRNA及び蛋白レベルのいず

れでもBTG2は低発現であった。逆にmiR-146a

の発現が低値を示したLCKJ、H522はmRNA及び

蛋白レベルのいずれでもBTG2は高発現であっ

た。比較的BTG2の発現が高かった3つの細胞株 

(LCKJ、H522、BEAS-2B) にmiR-146a mimicを

導入したところ。細胞形態の変化や、BTG2 

mRNAの発現の低下を認めた。また、miR-146a 

mimicの導入後の移動能を検討するため、LCKJ, 

H522, BEAS-2Bに対してwound healing 実験

を行ったところ、いずれの細胞株についても、

60hまでの変化に有意な差が認められた。 

（４）腫瘍間質でのmicroRNA発現の検討 

miR-21のLNAプローブを用いて、手術検体及び

TMAを用いてin situ hybridizationを行った。

miR-21は癌細胞 (上皮)、腫瘍間質細胞のいず

れにも陽性シグナルが認められたが、各腫瘍

によって上皮、間質ともにさまざまな染色パ

ターンが認められた。間質細胞中心に評価を

行った。浸潤部と非浸潤部では染色の強さの

分布に有意差は認められなかったが、浸潤部

の間質細胞にmiR-21が高発現の症例で生存期

間が有意に短かった (p < 0.0021)。 

一方。miR-21のISHとHE像を比較すると、間

質の線維芽細胞、特に腫瘍に接して認められ

る筋線維芽細胞 (active fibroblast) に一

致して発現が認められるものと推定された。

抗α-SMA抗体によって免疫組織化学的検索を

行うと、α-SMA陽性線維芽細胞 (筋線維芽細

胞) に一致してmiR-21の陽性シグナルが確認

できた。  
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