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研究成果の概要（和文）：子宮將液性腺癌(USC)細胞株でパクリタキセル(PTX)、シスプラチン(CDDP)の耐性株を樹立し
、マイクロRNAマイクロアレイにより、耐性株において薬剤の暴露に比例して発現減少を認めたlet-7cについて解析し
た。let-7cを耐性株に導入したところ、PTXとCDDPに対する薬剤耐性が増強した。let7cの標的遺伝子HMGA2の発現は、
耐性株へのlet-7c導入により有意に減少した。薬剤排出トランスポーターとの関連では、let7c導入によりABCC1の発現
が有意に減少していることを明らかにした。USC薬剤耐性獲得にはHMGA2とABCC1を介してlet7cが関与していることが示
唆された。

研究成果の概要（英文）： To elucidate mechanisms of chemo-resistance for platinum and taxane from the 
aspect of microRNA (miRNA), we used USPC-1 and constructed its chemo-resistant variant PTX-R and CDDP-R. 
By microRNA microarray analysis, we focused on let-7c. We confirmed that the expression of let-7c was 
decreased significantly in both drug-resistant cells (P<0.05). Cell viability was decreased after let-7c 
mimic transfection to PTX-R followed by PTX treatment and similar transfection to CDDP-R followed by CDDP 
treatment. HMGA2 is known as the most famous target of let-7c and let-7c mimic transfection revealed 
decreased expression of HMGA2 (p<0.05). ABC transporters such as ABCB1, ABCC1, ABCC2, ABCG2, are the 
important molecules in the drug resistance, and the expression of ABCC1 was decreased significantly by 
let-7c inhibitor transfection to parental cells (p<0.05). These data shows that let-7c may involve in 
drug resistance of PTX and CDDP via HMGA2 or ABCC1 in USC.

研究分野：婦人科悪性腫瘍
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１．研究開始当初の背景 
 USC は、頻度としては全子宮体癌の約
10％であるが、組織型別癌死をみると USC
の癌死が子宮体癌全体の約半数を占めてい
る。予後不良の組織型として知られている
USCであるが、その発生・進展に関与する遺
伝子異常には不明な点が多い。臨床的には、
化学療法の有効性や薬剤耐性に関する基礎
的データが少なく新規治療薬の適応が限ら
れるのが現状である。 
 USC の遺伝子異常の解明に向けて、
microRNA(miRNA)に着目し研究を行って
きた。マイクロアレイ解析の結果をもとに
Real-time定量 RT-PCRにより発現量を確認
し た と こ ろ 、 miR-101 、  miR-10b 、 
miR-139-5p 、  miR-152 、  miR-29b 、 
miR-455-5pの発現量がUSC患者の全生存率
と相関し、また、miR-152、miR-29b、 
miR-455-5p の発現量が無増悪生存率と相関
することを報告した。さらに、miR-34bの機
能解析では,それを導入した細胞株では、細胞
の遊走能・増殖能が抑制され、特に浸潤能が
顕著に抑制されることが明らかとなり、
miR-34b が UPSC の進展において癌抑制的
に働いている可能性を明らかにした。 
 miRNA関連の研究は、それぞれのmiRNA
が制御する遺伝子の探索とその解析に加え、
診断・治療への応用可能性が検討されている。
miRNA を標的にした核酸医薬の開発は今後
急速に進歩するものと推察され、基礎的デー
タの蓄積が求められている。臨床応用を進め
ていくためには抗悪性腫瘍薬の感受性に関
連するmiRNAのプロファイルを明らかにし、
特に関連が強いmiRNAを抽出しその機序を
解明することは必須であり、本研究の着想に
至った。 
 
２．研究の目的 
 MiRNA の解析データをもとに、子宮体癌
のなかでも特に予後が悪い子宮体部漿液性
腺癌に対する新規治療法を見出すことを最
終目的とする。本研究では、第一に薬剤耐性
USC 株における miRNA の発現プロファイ
ルを作製し、USCにおける薬剤感受性・耐性
に関与するmiRNAを明らかにする。第二に、
候補miRNAが抗腫瘍薬に対する感受性に関
与するかを細胞株への導入実験や動物実験
で確認し実用化に向け抗腫瘍効果を検証す
る。 
 
３．研究の方法 
(1) 薬剤耐性株の樹立 
 薬剤は、子宮体癌治療に使用されるパクリ
タキセル（PTX）、シスプラチン（CDDP）、ア
ドリアマイシン（ADR）を用いた。2週間ごと
に薬剤濃度を上げていき、IC50を測定した。
薬剤暴露 6週間後、12 週間後の細胞を回収し
研究に供した。 
 
(2) 薬剤耐性株における miRNA プロファイ

ルの作製 
 樹立した薬剤耐性株から全 RNA を抽出し
miRNA マイクロアレイ解析を行った。コント
ロールには薬剤耐性のない USPC-1 株（親株）
を用い、時間の経過による発現の変化を確認
するため、耐性獲得後 6 週間目と 12 週間目
の耐性株での発現も比較した。RNA 抽出は
miRNA assay Mini Kit (Qiagen)を使用し、
マイクロアレイ解析は Agilent 社の DNA マ
イクロアレイシステムで測定を行った。デー
タ解析は解析ソフト「GeneSpring」を用いた。 
 
(3) 薬剤耐性株への標的 miRNA の導入 
 親株と比較し、薬剤耐性獲得により発現の
変化が大きい miRNA を抽出し、 miRNA 
precursor あるいは、miRNA inhibitor を導
入して薬剤耐性の変化を確認した。導入試薬
は、Lipofectamin RNAimax を用い、導入 miRNA   
precursor と し て Mission human miRNA 
mimics（Ambion 社）、Inhibitor として Tough 
decoy miRNA inhibitors（Sigma 社）を用い
た。トランスフェクションの 24 時間後に抗
癌剤を添加し、48 時間暴露した後、WST 
counting kit を用いて測定した。 
 
(4) 標的遺伝子の解析 
 ターゲット予測プログラム Target scan と
PicTar を用いて標的遺伝子を予測した。
miRNA の導入による標的遺伝子の発現の変化
については、ウェスタンブロットや Realtime 
PCR 法で確認した。 
 
４．研究成果 
(1) 薬剤耐性株の樹立 
 6 週間経過した時点で PTX、CDDP、ADM それ
ぞれを添加した細胞株で薬剤耐性を獲得し
た。12 週間まで薬剤添加を継続した細胞株で
薬剤耐性が最も強くなり、その後は薬剤添加
を継続しても耐性は変化しなかった。（図 1） 

図 1 PTX と CDDP に対する耐性 
実線が親株、点線が耐性株を示す。 
 



(2) 薬剤耐性株における miRNA プロファイ
ル 
 薬剤暴露 12 週目において、PTX、CDDP、ADR
の 3剤の耐性株で共通して発現が上昇してい
る miRNA は miR-200a,miR-200b, miR-429 な
どを含む⒑個、発現が低下しているものが
let-7c, miR-125a, miR-126 を含む 31個あっ
た（図２）。 

図２ 耐性株における miRNA プロファイル 
 
 MiR-574, miR-4730 などは、6 週の時点で
は発現に大きな変化がみられたが 12 週の時
点では変動を認めなかった。6週、12 週によ
り発現パターンが異なっており、薬剤耐性獲
得の早期に関与する miRNA、あるいは、耐性
獲得晩期に関与するmiRNAがあることが示唆
された。 
 3 種類の抗癌剤の耐性株における miRNA プ
リファイルを作製したが、PTX は子宮漿液性
腺癌に対する化学療法の鍵となる薬剤であ
り、PTX 耐性獲得に着目した。PTX 耐性株に
おいて親株と比較して1.5倍以上の発現増加
を認めた miRNA の上位 5 つは、miR-146a、
miR-429、miR155、miR-200a、miR-1290 であ
った。発現の低下が認められた上位５つは、
miR-125b、miR-99a、let-7c、let-7b、miR-374a
であった。 
 
(3) 薬剤耐性株における導入実験 
 親株と比較して発現が上昇していた上位
５つの miRNA を PTX 耐性株に導入し体制の変
化をみたところ、有意な変化は認めなかった。
一方、発現が減弱しているmiRNAのprecursor
を導入したところ、miR-5581、let-7a、let-7b、
let-7c では PTX 耐性を減弱させることが明
らかになった。さらに、let-7c に絞って解析
を行ったが、CDDP耐性株、ADR耐性株にlet-7c
の precursorを導入し耐性株における発現を
確認したところ、CDDP 耐性株において薬剤耐
性の変化が認められた（図３）。また、
realtime PCR法で耐性株における発現を検討
したが、親株での発現と比較し、PTX 耐性株
では 80％、CDDP 耐性株では 50％、ADM 耐性
株では 90％発現が低下しており、有意な発現
低下が認められた。さらに、親株に let-7c 
inhibitor を導入したところ、PTX、CDDP に
対する感受性が低下することも確認した。 

 
図３ let-7c の PTX、CDDP 耐性株への導入 
 実線が Negative Control の導入、点線が let 
7c precursor の導入を示す。 
 
(4) Let-7c の標的遺伝子の解析 
 ターゲット予測プログラム Target scan と
PicTar を用いて標的遺伝子を予測したとこ
ろ、let-7c の標的遺伝子の一つとして HMGA2
を同定した。let-7c inhibitor を親株に導入
したところ、コントロールと比較して有意に
HMGA2 の発現が上昇した（ｐ＜0.00001）。さ
らに、let-7c precursor を PTX、CDDP、ADR
それぞれの耐性株に導入したところ、HMGA2
の発現が有意に低下した（図４）。これより、
let-7cはHMGA2を介して薬剤耐性獲得に関与
していることが示唆された。 

 
図４ 耐性株に対する let-7c 導入と HMGA2 
   の発現 
 
 さらに、薬剤耐性獲得には薬剤トランスポ
ーターが関与していることが知られている
が、let-7c と薬剤トランスポーター（ABCB1、
ABCC1、ABCC2、ABCG2）との関連について解
析を行った。各耐性株におけるトランスポー
ターの発現を見たところ、ABCB1の発現はADR
耐性株でのみ有意に高かった。ABCC1 は PTX
と ADR の耐性株において、親株より発現が有
意に低かった。ABCC2 は、CDDP と ADM の耐性
株で、また、ABCG2はCDDPのみで発現が高く、
耐性株により関与するトランスポーターが
異なっていることが示唆された。PTX 耐性株
に let-7c precursor を導入したところ、
ABCC1 の発現がコントロールに比べ有意に低



下しており（図５）、他のトランスポーター
の発現には有意な変化は見られなかった。
Let-7c は薬剤トランスポーターのうち、
ABCC1 を介して耐性獲得に関与することが示
唆された。 
 

図５ PTX 耐性株における ABCC1 発現 
 NT:untransfected、NC: negative control、 
 Wild:親株 
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