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研究成果の概要（和文）：喀痰の採取を行いつつ、喀痰において検出されうるマイクロRNAにより制御されている可能
性のあるGRLF1遺伝子の機能解析について研究を進めた。遺伝子導入による一時的な遺伝子のノックダウンにより、腫
瘍の増殖抑制効果を認めたが、安定的ノックダウンを行った肺癌細胞では、増殖能は通常と変わらなかった。この分子
機構を明らかにするために、主な分子の発現状況をスクリーニングしたところ、STAT3タンパクの活性が増加している
ことが明らかになった。これが、GRLF1をノックダウンした場合の代替機構として寄与しているものと考えた。喀痰の
サンプルについては、保存して将来の解析に供することにした。

研究成果の概要（英文）：Sputum samples were collected and preserved. We focused on GRLF1, which is a 
regulator ofRAS protein and possiblely controlled through microRNAs. By temporal knock-down of GRLF1, 
significant growth inhibition was observed. However, the effect disappeared when the gene was stably 
knocked-down. By screening of molecules regarding cell proliferation, both total and phosphorylated 
protein of STA3 was evidented. In addition, inhibition of STAT3 by a specific tyrosin kinase inhibitor in 
cells with stable knock-down for GRLF1 induced strong growth inhibition. Thus, we concluded that STAT3 
worked as an alternative pathway for cell survival in these cells. These findings indicates that GRLF1 
could be a tharapeutic target and STA3 could be a resistant mechanism for that treatment.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 肺癌の早期発見の機会を増加させるこ
とは、肺癌の治療向上に重要である。喀痰
は無侵襲で得られる検体であり、細胞診を
補完あるいは代替するバイオマーカーを確
立することは、社会的要請の強い課題であ
る。 
 
(2) 近年、マイクロ RNAが癌化に関与する
新たな分子機構として働いていることが指
摘され、詳細に関する解明が始まっている。
喀痰中のマイクロ RNA を新たなバイオマ
ーカーとして活用することが期待される。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究は、喀痰中のマイクロ RNA の解
析を行う事により、新たなバイオマーカーの
確立を目指すものである。 
 
３．研究の方法 
(1) 肺癌患者からの喀痰を収集して、喀痰中
のマイクロ RNA を抽出する。発現パターンを
アレイ解析し、バイオマーカーとなり得るも
のがあるかどうかを検討する。 
 
４．研究成果 
(1) 研究開始後に当施設の倫理委員会に申
請を行い、喀痰細胞診が陽性である肺癌患者
から喀痰を採取する許可を得た。 
 
(2) 研究開始後に、MicroRNA-34a が RhoA を
制御するという論文を発見したことを受け
て (Kim et al, Journal of Biological 
Chemistry, 287:12501-12509, 2012)、研究
者の主要な研究テーマである p190RhoGAP
（GRLF1）と喀痰中のマイクロ RNA の相互作
用を研究主眼のひとつとすることとし、喀痰
の収集と、p190RhoGAP の機能解析を平行で行
うこととした。p190RhoGAP については自身の
研究で、同遺伝子の一時的なノックダウンに
よって、EGFR 遺伝子の変異を有する肺癌細胞
においても、k-ras 遺伝子に変異を有する肺
癌細胞においても増殖が強く抑制されるこ
とを示してきた。この効果は、正常ヒト気道
上皮細胞では認めなかった。したがって、肺
癌に対する特異的な治療標的となりうる可
能性を有している。肺癌における同遺伝子の
抑制に関する研究を喀痰の収集と並行して
行った。 
 
(3)p190GAP の安定的ノックダウンを行った。
p190RhoGAPをノックダウンするRNA配列を含
むレンチウィルスを用いて、K-ras に変異を
有する A549 細胞、EGFR の L858R 変異を有す
る PC9、EGFR-TKI 変異を有する H1975 を用い
て p190RhoGAP のノックダウンを行った。薬
剤による選択を経て。シングルコロニーを複
数得て実験に用いた。これにより、60-80%の
同遺伝子の mRNA の抑制を得た（図１）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１ 
 

また、蛋白レベルで同蛋白が著明に抑制され
ていることを確認した（図２） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図２ 
 
(4)安定的ノックダウンを行った状態での細
胞増殖能を確認したところ、以前、一時的な
ノックダウンで認められた細胞増殖の抑制
は消失していた（図３）。 
 
 



 
 
 
 
 
 

図３ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３ 

 
 
(5)細胞の増殖能が回復したのは、細胞増殖
に関連する代替の情報伝達経路が活性化し
たことによると考え、細胞増殖にかかわる主
な経路の蛋白レベルでのスクリーニングを
行った。A549 においては p190RhoGAP の安定
ノックダウンを行った細胞において明らか
なSTAT3の総蛋白とリン酸化蛋白の増加を認
めた。H1975 と PC9 については、明らかな代
替経路は同定できなかった(図４)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４ 

 
 
(6)p190RhoGAP の安定的なノックダウンを行
った A549 における STAT3 の発現亢進の機能
的な意義を明らかにするために、同細胞にお
いてSTAT3の阻害薬を投与してその効果を見
た。A549 細胞では STAT3 の抑制によって、著
明な増殖抑制効果が認められた。K-ras 遺伝
子変異を有する A549 細胞においては、
p190RhoGAPの機能をSTAT3が代替した可能性

が大きいと考えられた（図５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図５ 

 
(7)p190RhoGAP は Src により調節を受けるこ
とが報告されている。そこで Src と STAT3 の
同時阻害による腫瘍増殖能抑制効果をみた。 
その結果、Src と STAT3 の阻害により相乗的
に細胞増殖抑制効果が認められることが明 
らかになった。これにより、今後の肺癌治療 
において、低濃度の分子標的薬の組み合わせ
が治療の一つの方法となり得ることを示唆
する結果が示された（図６－８）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図６ 

 
 
(8) 研究期間中に3名から喀痰の検体を得て
保存した。これは、将来の研究に備えて保存
することとした。 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図７ 
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