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研究成果の概要（和文）：トリプルネガティブ乳癌細胞株SUM149PTは上皮様のEpCAM+細胞と間充織様のEpCAM-細
胞が混在している。本研究においてEpCAM+細胞が高い造腫瘍活性を有すること、miR-200 familyがEpCAM+細胞で
のみ高発現していること、miR-200 familyを阻害することによりEpCAM+細胞をEpCAM-細胞へと転換し腫瘍形成能
を低下させることを見出した。ドキシサイクリン応答型miRNA阻害ベクターを用いて、腫瘍形成後に腫瘍内にお
いてmiR-200 familyを阻害したところ、腫瘍の縮退が見られた。miR-200 familyが乳癌の有望な治療標的である
ことが示された。

研究成果の概要（英文）：Triple negative breast cancer cell line SUM149PT is composed of 2 
subpopulations; epithelial-like EpCAM positive (EpCAM+) cells and mesenchymal-like EpCAM negative 
(EpCAM-) cells.  In this study, we found that EpCAM+ cells had strong tumorigenicity and the 
expression levels of miR-200 family were high in only EpCAM+ cells.
When we suppressed the miR-200 family in EpCAM+ cells, conversion of EpCAM+ cells to EpCAM- cells 
occurred and the tumorigenicity of the EpCAM+ cells was reduced.  Furthermore, we developed and used
 doxycycline-inducible miRNA inhibitory vector to construct EpCAM+ cell in which the activities of 
miR-200 family can be regulated by doxycycline.  After tumor formation in xenograft mice 
transplanted with these cells, we inhibited miR-200 family and observed tumor regression.  These 
results showed that miR-200 family was promising therapeutic targets of triple negative breast 
cancer.

研究分野：腫瘍生物学
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１．研究開始当初の背景 
（１）癌組織は癌幹細胞とそこから派生して
できる非癌幹細胞からなる不均一な集団で
あり、癌幹細胞は、癌組織の中でも自己複製
能と分化能を併せ持つ細胞であり、癌組織を
構成する癌細胞を供給する他に抗癌剤や放
射線治療などに対して耐性を示すため、癌の
転移や再発の原因となると考えられていた。
そのため癌幹細胞を標的とした治療法の開
発が癌根絶につながるものと期待されてい
た。トリプルネガティブ乳癌には有効な治療
法が存在しないため、新しい機序による新規
治療標的が必要とされていた。 
 
（２）miRNA (microRNA)とは 20-25nt程度
の短い内在性のノンコーディング RNA で、
相補な配列を持つ mRNA を認識し、分解や
翻訳抑制を行う。miRNA は多くの生物種に
存在し、様々な生命現象や癌などの疾患にお
いて機能していることが知られていた。癌の
増殖や転移能、抗癌剤耐性に関わる miRNA
や、癌マーカーとしてのmiRNAなどが報告
されていた。 
 
（３）我々はこれまでに独自の二次構造を持
ち、特定のmiRNAを効果的にかつ特異的に
阻害するデコイ RNA である TuD RNA 
(Tough Decoy RNA)および、これを PolIII
プロモーターから高発現するカセットを設
計し、これを搭載したウイルスベクターを開
発してきた。さらに我々はこの TuD RNA発
現ベクターが従来のmiRNA阻害ベクターと
比べ、はるかに高いmiRNA抑制能を有して
いることを示してきた。 
 
２．研究の目的 
癌幹細胞において特異的な発現パターンを
示すmiRNAの中には幹細胞性維持において
重要な役割を果たしているmiRNAが含まれ
る可能性がある。本研究の目的は乳癌幹細胞
において発現が高いmiRNAを選定し、これ
らに対してmiRNA阻害ベクターを用いてス
クリーニングを行い、乳癌幹細胞の幹細胞性
を喪失させるmiRNAを探索し、治療標的と
しての有効性を評価することである。 
 
３．研究の方法 
（１）上皮様の EpCAM+細胞と間充織様の
EpCAM-細胞が混在しているトリプルネガテ
ィブ乳癌細胞株 SUM149PT を用いた。EpCAM+
細胞と EpCAM-細胞を分離し、造腫瘍活性、
miRNA 発現パターンなど細胞の性質の解析を
行った。 
 
（２）テトラサイクリン応答型 miRNA 阻害ベ
クターの開発を行った。miRNA 阻害ベクター
に最適なプロモーターを選定するために、
PolIII 系プロモーターを比較検討した。最適
なプロモーターを基盤としてテトラサイク
リン応答配列の数や位置について検討を行

った。 
 
（３）テトラサイクリン応答型 miRNA 阻害ベ
クターを導入したSUM149PT- EpCAM+細胞をマ
ウスに移植し、腫瘍形成後にテトラサイクリ
ンの誘導体であるドキシサイクリンをマウ
スに投与し、腫瘍体積の経時変化を観察した。 
 
４．研究成果 
（１）EpCAM+細胞が高い造腫瘍活性を有する
こと、miR-200 family が EpCAM+細胞でのみ
高発現していること、miR-200 family を阻害
することにより EpCAM +細胞を EpCAM -細胞
へと転換し腫瘍形成能を低下させることを
見出した。 
 
（２）miRNA 阻害ベクターに最適なプロモー
ターとして h7SK プロモーターのエンハンサ
ー配列を改変したプロモーター（e7SK と名付
けた）を開発した（図１）。これを基盤とし
てテトラサイクリン応答配列の数、位置の異
なる 10 種類のプロモーター(Tet-e7SK1-10)
について検討を行った（図２）。テトラサイ
クリンの誘導体であるドキシサイクリンの
非存在下では漏れがなく、ドキシサイクリン
存在下では高い miRNA 阻害能を発揮した
Tet-e7SK6 がを Tete7SK プロモーターと名付
けた（図３）。Tete7SK プロモーター駆動 TuD 
RNA 発現ベクターの miRNA 阻害活性は極めて
高いドキシサイクリン濃度依存性を示した
（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1  miRNA 阻害ベクターに適した 
PolIII 系プロモーターの比較検討 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ e7SK プロモーターにおけるテトラサ
イクリン応答配列の数、位置の検討  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ テトラサイクリン応答型 PolIII 系プ
ロモーターの比較検討 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ テトラサイクリン応答型 PolIII 系プ
ロモーター駆動 TuD RNA 発現ベクターの
miRNA 阻害活性のドキシサイクリン濃度依存
性 

（３）テトラサイクリン応答型 miRNA 阻害ベ
クターを用いて、腫瘍形成後に腫瘍内におい
て miR-200 family を阻害したところ、腫瘍
の縮退が見られた。miR-200 family が乳癌の
有望な治療標的であることが示された。 
 
 
（４）Weinberg 博士らのグループらによって、
乳癌において間充織様の細胞集団が癌幹細
胞性を示すことが報告されていた。本研究に
よって、それまでの報告とは異なる結果が得
られ、トリプルネガティブ乳癌の新規標的を
示した点において重要である。 
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