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K1−2−1　子宮体癌 にお い て エ ピ ジ ェ ネテ ィ ッ ク に制御 され る miR
−34bの 同定とそ の 癌抑制効果
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【目的】microRNA （miRNA ）は non
−
coding 　RNA で あ り，ヒ トに お い て 1000種近 く同 定 され て い る．我々 は 子宮体癌 （類

内膜腺癌）に お い て エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な異常 メ チ ル 化 に よ り発現が抑制 されて い る miRNA を同定 し，その 癌抑制型

miRNA と して の 機能を解析す る．【方法1ヒ ト体癌由来細胞株 4種 （SNG −ll，　 HEC −108，　 HHUA ，　 Ishikawa）を用 い ，脱 メ チ

ル 化剤 （5−aza −dc，100pM ）を添加 し，120hr後 に発 現 が 2倍以 上 増加す る miRNA を Affinmetrix社 ア レ イにて 解析 した．
すべ て の 細胞株 に おい て発 現 が 上 昇 した miRNA を抽 出 し，　 TaqMan 　PCR 法 に よ り5−aza −dc 添加 に よ る 発 現 の 上 昇 を確 認

した．イ ン フ ォ
ーム ドコ ン セ ン トの もとに 採取 した正常内膜 （n 旨9）と類内膜腺癌部 （n ＝ll）にお け る候 補 miRNA の 発現

を TaqMan 　PCR 法で 解析 した ．さ ら に抽出 され た miRNA の 標 的 遺 伝 子 を in　silicoで 解析 した．　 HEC −108 に 候補 miRNA

を遺伝子導入し， 標的遺伝子 の発現変化，flow　cytometry に よ る細胞周期解析，　 colony 形成能ならびに遊走能 の 変化を解析

した．【成績】821種 の ヒ ト miRNA の うち，5−aza −dc 添加 に よ り4 種すべ て の 体癌細胞株 で 発 現 が 上 昇 した の は miR −34b
の み で あ っ た．miR

−34b は CpG ア イラ ン ド内に位置 し，
　 p53 に よ り制御 され て い る癌抑制型 miRNA で あっ た，臨床検体 に

お い て も体癌検体で 有意に 発 現 が 低下 して い た （p〈 0．Ol），　 miR −34b 導入 HEC −108で は 標的遺伝子 で ある MYC や MET
の発現 が低 下 した．コ ロ ニ ー形 成 能お よ び遊走能が 有意 に 低下し （p 〈 0．05），Glarrestの 細胞割合が 増加 した、【結論】miR −

34bは子宮体癌 に お い て 翼常 メ チ ル 化 に よ り高頻度に発 現 が抑制 さ れ て い る癌抑制型 miRNA で ，体癌細胞 の 増殖，遊走に 重

要な役割を果たして い る．

K1・2−2　子宮体癌にお い て DNA 過剰メ チ ル 化 に よ り発現抑制され る癌抑制遺伝子型 microRNA 　miR
−152 の 同定
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【目的】microRNA （miRNA ）は標的分 子の 翻訳抑制 を行い ，発癌進展過程の 分子機序へ 深く関与する．数種類の 癌抑制遺伝
子 型 miRNA は癌細 胞 にお い て DNA メ チ ル 化 に よ り発現抑制 さ れ る こ とが 報告 さ れ て い る．そ こ で 本研究 は 子宮体癌 に お

い て DNA メ チ ル 化 に よ り発現抑制される癌抑制遺伝子型 miRNA 及び そ の標的分子 の 同定を 目的と した，【方法】327種類 の

miRNA を 1 種類ずつ 子宮体癌細胞株へ 遺 伝子 導入 し in　vitro 細胞増殖抑制活性 を 認 め る miRNA を選出 した．選出 し た

miRNA の うち CpG 　island近傍 に座 位す る miRNA につ い て メ チ ル 化解析 と発現解析を施行 し正常子宮内膜に比 して 癌細胞
にお い て メ チ ル 化 を認め ，低発現 で ある miRNA を同 定 した，さ らに 同意 を得 て採取 した正常内膜組織 と子宮体癌凍結検体 70
例で 同様の 検討を行 っ た．当該 miRNA の 標的 分 子 は weastem 　blot，　 luciferase　assay を行 い 同定 した．また SCID マ ウ ス に

子宮体癌 細 胞株 を皮 下 移植 し形 成 され た腫瘍 の 増殖抑制 が miRNA の 投与に よ りみ られ るか検討 した．【成 績】本検討で 用 い

た 327種類 の miRNA の 中で 細胞増殖抑制活性を認め る miRNA は 114種類 で あ りうち 65 種類 の miRNA は CpG 　island近
傍 に座 位 し

，
さ らに 32種類 の miRNA は癌 で の 報告は ない miRNA で あ っ た．メ チル 化解析 と発現解析 か ら癌細胞 に お い て

メ チ ル化 と発現 抑制 とに相 関 を認 め る miRNA は miR
−152 で あ り．そ の 標的分子 と して DNMT1 ，　 MET ，　 E2F3，　 RICTOR

を同 定 した．マ ウス に皮 下 移 植 した腫 瘍 の 増殖抑制が miR
−152 の 投与に よ り有意に み られ た．【結論】子宮体癌 に お い て miR

−152は DNA メ チ ル 化 に よ り発現抑制され る 癌抑制遺伝子型 miRNA で あ る，そ の 標 的 分 子 を抑制す る こ とで 腫瘍増殖抑制

効果 を得 る こ とか ら新規癌 RNA 創薬へ の 可 能性 が 示 唆 され た．

Kl・・2−3　子 宮内膜癌幹 細 胞の 新 た な 機能に 関する 検討
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【目的】癌に お け る幹細胞 の 存在が 各癌種 にお い て 報告されて い る．癌幹細胞の特徴と して 自己増殖能，造腫瘍能そして 分化
能の 3 つ が定義づ け られ て い る．こ れまで の 多 くの 報告は 自己 増殖能 と造腫瘍能を有す る こ とで 癌幹細胞 の 存在を証明 して

い るが，分化能 に 関す る 検討 は ほ とん ど な され て い ない ．以 前我々 は子宮内膜癌細胞 にお い て CD133 が 幹細 胞 マ ーカーで あ
る こ とを報告 した．その 中で CDI33 陽 性細 胞の み が 陽性，陰性細胞を生 み 出す こ とが で きる こ とで 分化 能 （不均等分裂）を

証明したが，今回分化能に 関して さらに踏 み 込ん だ検討を行 っ たの で報告す る．1方法】臨床検体お よび 子宮内膜癌細胞株を用
い て 血管内皮細胞へ の 分化 につ い て 検討を行っ た．【成績】患者の 同意 を得 た 上 で 採取 された子宮内膜癌組織 を マ ウ ス の 皮 下

に接種 し形成された腫瘍を病理学的に検討 した．また腫瘍 の 周囲にマ ウ ス 由来の血管とは違 っ た血管様の組織構築が認 め ら
れ血管内皮細胞マ ーカー

で あ る 抗 ヒ ト CD31 抗体で 染色 し た と こ ろそ の 組 織 の み に染色 が 認め られ た．そ こ で 子宮内膜癌細
胞を CD133 陽性，陰性細胞 に分離し ln　vitro　EndotheLial　Tube　Formation　Assay に て 血 管内皮細胞へ の 分化 につ い て検討を

行っ た，その 結果 CD133陽性細胞が血管様構造を構築した の に対 し、陰性細胞 で は認め られ なか っ た，また血 管 内皮 細 胞 に

発現して い る VEGFR の 発現を検討した とこ ろ CD133 陽性細胞 で の 発現が 亢進 して い た．【結論1癌細胞 か ら血 管内皮細胞へ

の 分化，そ して そ の 分化 に は癌幹細胞が 関与 して い る可 能性が 示 唆 され た，改 め て 癌幹細胞 を タ
ーゲ ッ トと した 治療法 の 開発

が必要で あ る と考えられ た．
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