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研究成果の概要（和文）：マイクロRNA miR-221, miR-222の肺癌の新規治療薬としての可能性を検討した。miR-221, m
iR-222は一部の肺癌細胞株の増殖を促進したが、その他の細胞においては、抑制作用を示した。さらに、我々は、miR-
221, miR-222の肺癌細胞の増殖抑制作用がS期停止とアポトーシスを介すると明らかとした。以上の結果はmiR-221, mi
R-222の肺癌の新規治療薬としての可能性を示唆する。

研究成果の概要（英文）：We evaluated the potential of miR-221 and miR222 as novel therapeutics for lung ca
ncer.  These microRNAs are shown to induce epithelial to mesenchymal transition (EMT) in normal mammary ep
ithelial cells.  Upon introduction of miR-221 or miR222, immortalized normal human bronchial epithelial ce
lls underwent morphological changes, suggestive of EMT, in association with expression changes in EMT-asso
ciated genes.  miR-221 and miR222 promoted growth in several lung cancer cell lines but suppressed in othe
r cell lines.  Cell cycle and apoptosis analyses revealed that growth suppressive effects by miR-221 and m
iR-221 occur through S-phase arrest and/or apoptosis.  These data suggested the potential of miR-221 and m
iR222 as novel therapeutics for lung cancer.

研究分野：

科研費の分科・細目：

医歯薬学

キーワード： 肺癌　マイクロRNA　上皮間葉細胞転換
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１． 研究開始当初の背景 

上皮間葉細胞転換（Epithelial to mesenchymal 

transition, EMT）とは胎生期の臓器形成に寄与

するプログラムであり、上皮系細胞が間葉系

細胞へと転換する現象である。肺癌を含む固

形癌における EMT の癌細胞の様々な悪性形

質獲得への寄与が示されつつあった。癌の

EMT 誘導機序としては、微小環境中の間質系

細胞や癌細胞自身が分泌する液性因子（増殖

因子、サイトカイン）などを介するものが知

られていた。一方で、癌細胞自身が蓄積する

遺伝子異常が EMT にどの程度寄与している

かは十分明らかではなかった。不死化正常気

管支上皮細胞株（HBEC）は研究代表者らが

開発した正常細胞株である。研究代表者は

HBEC が癌の種種の悪性形質を持たない上皮

性の細胞であることより、肺癌の EMT 解析

の有用なモデルであると考えた。また、約 20

塩基からなるマイクロRNAと呼ばれる微小分

子が、遺伝子発現を制御することが明らかと

なり、発癌過程においても、癌関連遺伝子の

発現制御により、重要な役割を果たすことが

明らかとなりつつあった。 

 

２． 研究の目的 

当初はHBEC細胞を用いた肺癌細胞の遺伝子

異常のEMTへの寄与度の評価とEMT関連の

新規治療標的探索を目的とした。HBEC 細胞

の EMT モデル確立が困難であったため、マ

イクロ RNA、miR-221 と miR-222 の肺癌治療

への応用の可能性を評価した。両マイクロ

RNA は乳腺上皮の EMT 誘導が示されており、

肺癌では癌遺伝子としての報告があるが、限

られた細胞株での評価であり更なる評価が

必要と考えた。 

 

３．研究の方法 

（1）細胞株：Cdk4 と hTERT 遺伝子の導入に

より不死化した HBEC4 細胞と６つの肺癌細

胞株（H460, H838, H1299 H3255, HCC4006, 

HCC4011）を使用。 

（2）RNA抽出と定量的なリアルタイムPCR:

トライゾールによって RNA を抽出し、

E-CADHERIN, VIMENTIN, ZEB1, SIP1(ZEB2) , 

SNAIL, SLUG, p27 Kip1, p57 遺伝子の定量的な

リアルタイム PCR を行いそれらの遺伝子の

mRNA 発現を定量した。 

（3）マイクロアレイ：3D-Gene Human Oligo 

chip 25 k（東レ）を用いて、網羅的な遺伝子

発現解析を行った。 

（4）ウエスタンブロット：切断 caspase3、

phospho-Chk1、phospho-Chk2 のタンパク発現

をウエスタンブロットで評価した。 

（5）疑似マイクロ RNA トランスフェクショ

ン：リポフェクタミンを使用して、疑似マイ

クロ RNA、hsa-miR-221 and hsa-miR-222 の細

胞導入を行った。 

（6）細胞免疫染色：histone H2AX の細胞免

疫染色を行った。 

（７）細胞増殖：WST-1 アッセイ、軟寒天中

増殖実験、液体コロニー増殖実験を行った。 

（8）BrdU DNA 合成アッセイ：BrdU キット

により DNA 合成を評価した。 

（9）細胞周期：propidium iodide 染色後、FACS

マシーンを用いて細胞周期を解析した。 

（10）薬剤感受性：細胞を異なる濃度の抗癌

剤（シスプラチン）に暴露後、WST-1 アッセ

イにて細胞増殖を定量し疑似マイクロ RNA

導入が薬剤感受性に及ぼす効果を評価した。 

 

４．研究成果 

（1）肺癌細胞における miR-221 と miR-222

の発現パターンは類似していた。 
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図１：肺癌細胞、正常肺細胞におけるmiR-221, miR-222の発現  



20 の肺癌細胞株と HBEC4 細胞における

miR-221 とmiR-222の発現量を定量的なリア

ルタイム PCR にて定量した。miR-221 と

miR-222 の発現パターンは類似性を示した

（図１）。これは miR-221 と miR-222 が共通

のプロモータによる発現制御を受けている

ためと推察した。殆どの肺癌細胞は HBEC4

と同レベルの miR-221 と miR-222 を発現し

た。 

（2）正常気管支上皮細胞への miR-221 と

miR-222 の導入は上皮間葉細胞転換（EMT）

様の変化を起こすが、EMT 関連の悪性形質

増強は示さなかった。 

HBEC4 細胞に miR-221 と miR-222 を導入す

ると、EMT 様の細胞形態変化と EMT 関連遺

伝子の発現変化をきたした。しかし、EMT 関

連の悪性形質である、浸潤能と足場非依存性

増殖の増強は示さなかった。 

（3）miR-221 と miR-222 の導入が肺癌細胞

に与える影響は細胞毎に大きく異なった。 

先行論文（Garofalo ら Cancer Cell, 2009）は

miR-221 と miR-222 が肺癌細胞株 H460 の浸

潤能増強することを示している。同論文と矛

盾のない結果として、我々は miR-221 と

miR-222 が H460 の増殖を増強することを認

めた（図２）。 

その他 5 つの肺癌細胞においては、miR-221 

とmiR-222の影響は大きく異なった。miR-221

は４つの細胞（H3255, HCC4006, HCC4011, 

H1299）の増殖を抑制し、H838 には影響を与

えなかった。 

miR-222 は 3 つの細胞（H3255, HCC4006, 

HCC4011）の増殖を抑制し、2 つの細胞（H838, 

H1299）の増殖を促進した。 

（4）網羅的な遺伝子発現解析は miR-221 が

遺伝子発現パターンに与える影響が miR-221

により増殖が促進される細胞と抑制される

細胞間で異なる事を示した。 

上記の結果は miR-221 と miR-222 の影響が

肺癌細胞間で大きく異なる事を示した。この

現象の分子的機序解明のために、miR-221 と

miR-222 導入による細胞増殖の影響が同一

（抑制）であった H3255 と miR-221 と

miR-222 で異なった H1299 を対象として網羅

的な遺伝子発現解析を行った。２倍以上に発

現が増強もしくは抑制された遺伝子群によ

るパスウェイ解析を行ったところ、H3255 で

は miR-221 と miR-222 導入で影響を受けるパ

スウェイの多くが重複したが、一方、H1299

では重複が殆どなかった。この結果は

miR-221 と miR-222 導入が網羅的遺伝子発現

に与える影響の違いが、増殖抑制もしくは抑

制という結果に影響を与えている事を示唆

した。 

（5）miR-221 と miR-222 による肺癌細胞の

増殖抑制は細胞周期S期停止もしくはアポト

ーシスを介する 

miR-221 とmiR-222による細胞増殖抑制のメ

カニズムを解析するために細胞周期解析と

アポトーシスアッセイを行った。miR-221 と

miR-222はH460, H3255, HCC4006においてア

ポトーシスを誘導した。 

また、細胞周期解析は、miR-221 と miR-222

は H460, H3255, HCC4011, H838, H1299 細胞

の S 期細胞の増加を起こした。この S 期細胞
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図2：miR-221, miR-222の肺癌細胞
増殖への影響（液体コロニーアッセイ）

0

100

200

300

miR-221 miR-222 miR-NC

H460

N
o
. o

f c
o
lo

n
ie

s 
(%

 o
f 
co

n
tr

o
l)

***
***

0

50

100

150

miR-221 miR-222 miR-NC

H3255

N
o
. o

f c
o
lo

n
ie

s 
(%

 o
f 
co

n
tr

o
l)

*** ***

H838

 



増加が S 期停止によるものか、もしくは DNA

取り込み増加を反映するものかを判別する

ために BrdU アッセイを行った。結果は、S

期が増加し、同時に、細胞増殖が抑制されて

いる細胞の殆どにおいて BrdU 取り込み低下

を認めた。これは miR-221 と miR-222 による

S 期細胞増加は S 期停止によるものであるこ

とを示す。以上の結果は、miR-221 と miR-222

が S 期停止もしくはアポトーシスによって肺

癌細胞の増殖を抑制することを示唆する。 

（6）miR-221 と miR-222 による S 期停止は

二本鎖 DNA 切断により惹起される。 

先行研究は、miR-221 と miR-222 が G1/S チ

ェックポイントを障害し、S 期細胞の増加を

来すと報告している。この論文をヒントに、

我々は、miR-221 と miR-222 による G1/S チ

ェックポイント障害が DNA ダメージ修復能

を超える二本鎖 DNA 切断を起こし、結果と

して S 期停止、状況によっては引き続いて起

こるアポトーシスを惹起するという仮説を

立てた。この仮説の検証のために、二本鎖

DNA 切断のマーカーである γH2AXの免疫染

色を行った。miR-221 と miR-222 は H1299

とH3255の γH2AX陽性細胞を増加されたが、

一方で HBEC4 では不変であった。この結果

は、miR-221 と miR-222 が二本鎖 DNA 切断

を介して S 期停止を惹起することを示唆した。 

（7）miR-221 と miR-222 は肺癌細胞 H1299

の S 期標的薬剤シスプラチンへの感受性を改

善させた（図３）。 

（8）まとめ 

先行論文（Garofalo ら、Cancer Cell, 2009）は

miR-221 とmiR-222が肺癌においては浸潤能

の増強作用など癌遺伝子として機能すると

報告している。我々のデータは、miR-221 と

miR-222 の作用が肺癌細胞毎に大きく異なる

ことを示した。増殖が抑制された肺癌細胞で

は、miR-221 と miR-222 が細胞増殖をアポト

ーシスと細胞周期 S 期停止により抑制するこ

とを見出した。さらに DNA 二本鎖切断がア

ポトーシスと細胞周期 S 期停止の一因となっ

ていることを示唆する結果を得た。我々の検

索した限りでは、これらのデータは miR-221 

と miR-222 の肺癌における腫瘍抑制作用を初

めて示すものである。我々の成果はこれらの

マイクロ RNA の肺癌の新規治療手段として

の可能性を示した点において肺癌の研究領

域に大きなインパクトを与えると考える。 
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